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1.GIRIS

Alt ekstremite periferik arter hastalig1 diinya ¢capida 202 milyon eriskini
etkilemektedir. Periferik arter cerrahisindeki gelismeler sonucunda amputasyona
gidebilecek bir¢ok periferik arter hastasi cerrahi revaskiilarizasyon sansini
kazanmaktadir. Fakat bu, giderek artan siklikta karsilasilan bir klinik antiteye yol
agcmaktadir: Iskemi reperfiizyon hasari. Iskemi reperfiizyon hasari akut
tromboembolik hadiseler, aterosklerotik plak komplikasyonu, hiperkoaglabilite,
hiperviskozite gibi c¢esitli etiyolojiler ile doku kan akimmin ileri derecede
azalmasi sonrast embolektomi, trombolitik uygulamasi, kateter aracili girisimler,
periferik by-pass cerrahisi gibi tekniklerle doku kan akimiin restorasyonu sonrasi
ortaya c¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin lokal ve sistemik doku hasarina yol
acmasidir. Reaktif oksijen tiirlerinin lokal komplikasyonlari; kompartman
sendromuna gidebilecek doku 6demi gelismesi, immiin aracili artan doku hasari
sonucu gelisen ve ekstremite kaybina gidebilen doku nekrozu-rabdomiyoliz
gelismesi iken sistemik komplikasyonlari; asidoz, hiperkalemi, hiperkalsemi,
bobrek yetmezligi, karaciger yetmezligi, pulmoner 6dem, aritmi ve kardiyak arrest
seklinde multiorgan yetmezligi olmaktadir. Reperfiizyon sonrasi dokulardaki
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, mitokondride elektron transport sistemi ve
nitrik oksit sentaz enzim aktiviteleri sonucu olusan superoksit anyonu, hidrojen
peroksit, peroksinitrit gibi reaktif oksijen tiirleri ve bunlarin tetikledigi lokal ve
sistemik inflamatuar cevap doku hasarinda sorumlu tutulmakta ve yapilan
arastirmalarda bu sistemler hedef alinarak tedavi modaliteleri olusturulmaya

calisilmaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasarinin mekanizmasmin aciklanmasi ve



olas1 terapoOtik seceneklerin degerlendirilmesi agisindan deneysel hayvan
modellerinin olusturulmasi1 onem arz etmektedir. Furosemid, klinikte kalp
yetmezligi, bobrek yetmezligi, pulmoner 6dem gibi hastaliklarda uzun siiredir
yaygin olarak kullanilan bir ditiretik olup, daha dnce in-vitro yapilan ¢aligmalarda
doku kilturunde, in-vivo olarak yapilan ¢alismalarda ise ratlarda bobrek ve kalp
dokusunda iskemi-reperfiizyon hasarin1  Onleyici  antioksidan  etkinligi
gdsterilmistir. Bu tez ¢alismasinda, Furosemid(LASIX®-Sanofi aventis Ltd.Sti.)
isimli ilacin rat iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasarmna kars1 koruyucu etkisi

arastirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Alt Ekstremite Periferik Arter Hastalhig:

2.1.1.Epidemiyoloji

Alt ekstremite periferik arter hastalifi (PAH), aortoiliak segment ve pedal
arterler arasindaki dolasimin aterosklerotik zeminde darligi-tikanikligi olarak
ifade edilmektedir (1). Diinya genelinde 202 milyon insan alt ekstremite periferik
arter hastaligindan etkilenmektedir (2). Genellikle 50 yasin {izerinde ortaya ¢ikan
bu hastaligin goriilme sikligi 65 yasin lizerinde hizl artig gdstermektedir (2).
Yiiksek gelir diizeyli iilkelerde erkeklerde daha sik goriiliirken, orta ve diisiik gelir
diizeyli tilkelerde kadinlarda daha sik goriilmektedir (2). Almanya’ da yapilan, 65
yas ustii 6880 kisinin katildigi bir kohort ¢alismasinda alt ekstremite periferik
arter hastalig1 oran1 %18 olarak bildirilmistir (3). Periferik arter hastalig1 ile ilgili
iilkemiz kaynakli veriler smirlidir, Izmir’de 45 yas iistii 250 kiside yapilan
taramada periferik arter hastalig1 prevelansi %17.6 olarak bildirilmistir (4).

2.1.1.a Kronik ekstremite tehdit edici iskemi (KETI)/Amputasyon

Daha once kritik bacak iskemisi olarak tarif edilen bu tablo; kronik
zeminde olusan aterosklerotik darligin ilerlemesi ile birlikte istirahat agrisi,
lyilesmeyen yara veya doku kaybi seklinde kendini gosteren klinik durumdur (5).
Kronik ekstremite tehdit edici iskemi prevelans: %0,4 olarak bildirilmis, diyabetik
hastalarda bu oranin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (6). Amputasyon siklig
yilda 1 milyon kiside 120-500 aras1 oldugu, diz iistii ve diz alt1 esit dagilim oldugu

bildirilmistir (6).

2.1.1.b Akut alt ekstremite iskemisi



Periferik arter hastaligi seyri sirasinda goriilebilen akut alt ekstremite
iskemisi, bacaga giden kan akiminda ani olarak gelisen azalma sonucu
ekstremitede solukluk, sogukluk, siyanoz parestezi ve paralizi seklinde kendini
gosteren, doku kaybi veya ampiitasyon ile sonuglanabilen klinik durumdur (7).
13.885 periferik arter hastasinin tikagrelor ve klopidogrel seklinde randomize
edilerek karsilastirildigit EUCLID( Examining Use of Ticagrelor in Peripheral
Artery Disease) caligmasinda, akut alt ekstremite iskemisi gelisme sikligi %1,7
olarak bildirilmistir (7).

2.1.2 Risk Faktorleri

2.1.2.a Sigara

Sigara kullanimi, alt ekstremite periferik arter hastaligi icin major risk
faktorlerinden olup, sigara igenlerde PAH gelisim sikligi, icmeyenlere oranla 2 kat
fazla bulunmustur (8). 16 yasindan 6nce baslayanlar en yiiksek riski tasimakla
birlikte, PAH gelisim riski icilen sigara adedi ve baglama yasi ile birlikte
kiimtilatif olarak artmaktadir (9). PAH gelisme riski, sigara birakildiktan sonra da
sebat etmekte (10), sigara igmeyen bireylerin PAH gelisim riskine ulagmasi
yaklasik 30 y1l stirmektedir (11).

2.1.2.b Hipertansiyon

Kronik bobrek hastaligi, iskemik kalp hastaligi, kalp yetmezligi, atriyal
fibrilasyon ve inme gibi diger kardiyovaskiiler hastaliklarda risk artisina neden
olan hipertansiyon, PAH gelisimi i¢in gii¢lii bir risk faktorii olmaktadir. Yaglar
30 ila 90 arasinda olan 4.2milyon kisinin arastirildig1 bir kohort ¢aligmasinda, kan
basincinda 20mmHg’lik artis, PAH gelisme riskinde %63 artis ile iligkili

bulunmustur (12).



2.1.2.c Dislipidemi

Tiim aterosklerotik hastaliklarda oldugu gibi, hiperkolesterolemi PAH
gelisimi i¢in risk faktorii olmaktadir. Yaglar1 40 ila 79 arasinda olan 51.529
erkekte 20 yildan wuzun siireli olarak yapilan prospektif c¢alismada
hiperkolesterolemi ve PAH arasinda giiclii, bagimsiz ve dereceli bir iligki oldugu
gosterilmistir (10). Tiim genis epidemiyolojik c¢alismalarda yiiksek dansiteli
lipoprotein (HDL) PAH gelisiminde koruyucu oldugu bildirilmekle birlikte, total
kolesterol/HDL oraninin, hastaligin gelisme riskinde daha gii¢lii bir belirleyici
oldugu gosterilmistir (13). Trigliserit ve lipoprotein(a), PAH gelisiminde bagimsiz
risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir (14,15).

2.1.2.d Diyabet

Diyabet, sigarada oldugu gibi PAH gelisim riskini 2-4 kat arttirmaktadir
(16). PAH gelisme riskini arttirmakla beraber, infrapopliteal arterlerin tutulumu
ile birlikte kronik ekstremite tehdit edici iskemi geligimi, amputasyon ve
mortaliteyi arttirarak hastaligin seyrini olumsuz yonde etkilemektedir (17).
Amerika’da, travma dis1 ekstremite kaybmin %70 i diyabetik hastalar tarafindan
olusturulmaktadir (18). 2 yillik takipte PAH olan ve tekli antiagregan alan
hastalarin dahil edildigi retrospektif bir calisgmada amputasyon i¢in major risk
faktdriiniin ayak bilegi-kol indeksi (AKI) <0,4 olmas1 belirtilmistir (19). Aynm
zamanda diyabetik ayak Ulseri olan hastalarin yarisinda PAH mevcut oldugu tespit
edilmigtir (20).

2.1.2.e Diger Risk Faktorleri

PAH, arter duvarinda inflamasyon sonucu olusan aterosklerotik plak ile

gelismektedir. Edinburg Arter Calismasinda semptomatik PAH olan hastalarda c-



reaktif protein (CRP) ve interlokin 6(1L-6) seviyeleri yuksek olarak tespit
edilmistir (21). Bu nedenle sistemik lupus eritematozus, romatoid artit gibi
otoimmiin/inflamatuar hastaliklar PAH gelisim riskini arttirmaktadir (22). Bir
hemostatik faktér olan fibrinojen PAH gelisiminde gucli bir prediktor olarak
kargimiza ¢ikmaktadir (23).

Yine Edinburg Arter Calismasinda PAH gelisim riski ile fiziksel aktivite
arasinda ters iligki gozlenmistir (24). 18.000 kisinin katildig1 toplum kaynakli
bagka bir ¢alismada sehirde yasayanlarda PAH gelisim riski, kirsal alanlarda
yasayanlara gore 2-3 kat fazla gbzlenmis, bu durum hava kirliligine baglanmigtir
(25).

2.1.3 Prognoz

16 adet toplum kaynakli kohort ¢alismasmin meta-analizine gére; AKI
6lcimi 0,8-0,9 arasinda olanlarda mortalitede 2 kat; 0,7 altinda 6lgiilenlerde ise 4
kat artis oldugu gozlenmistir (26). Periferik arter hastaligi, iskemik koroner arter
hastalig1, inme ve abdominal aorta anevrizmasi gelisiminde risk artigina neden
olmakta, bu durum ortak risk faktorlerine baglanmaktadir (27). FOURIER(
Further Cardiovascular Outcomes Research With PCSK9 Inhibition in Patients
With Elevated Risk) calismasi sonuglarina goére miyokardiyal infarktiis ve
inmenin eslik etmedigi PAH hastalarinda major kardiyovaskiiler olay sikligi,
PAH’mn eslik etmedigi miyokardiyal infarktiis ve inmedeki sikligindan fazla
oldugu gozlenmistir (28).

2.1.4 Tamsal Cahsmalar

2.1.4.a Oykii



Intermittan kladikasyo, PAH mevcut olan hastalarda sorgulanmasi gereken
tipik semptom olup, yiirlimek ile ortaya ¢ikan, hizli yiirimek veya yokus ¢cikmak
gibi aktivitelerle artan, 10dakika istirahat sonras1 gecen, istirahatte olmayan bacak
agrisi, bacakta halsizlik hissi ve kramp gelismesi seklinde tanimlanmaktadir.
Ozellikle proksimal femoral ve iliak segmentleri tutan PAH durumunda hastalarda
egzersiz ile ortaya ¢ikan ve artrit, spinal stenoz gibi komorbid hastaliklar ile
karigtirilabilen kalga agrisi sikayeti bulunabilmektedir (29). Kladikasyo, PAH i¢in
klasik bir semptom olsa da hastalarin biiyiik ¢ogunlugunun asemptomatik oldugu
bildirilmistir (29). Bu durumun, hastalarin fiziksel aktivitelerini kisitlayarak veya
ylriime hizlarin1 diistirerek iskemik semptomlardan kaginma davranisi nedeniyle
oldugu diisiiniilmektedir (29). 2 adet genis ¢apli gozlemsel calismada PAH ile
uyumlu olarak ayak bilegi-kol indeksinin <0,9 dlculen bireylerin %65 inin
asemptomatik oldugu gézlenmis, fakat bu kisilerde normal popiilasyona gore daha
az fiziksel aktivite, daha yavas yiirime hizi ve daha az yiirime mesafesi
bulundugu tespit edilmistir (30). Ayrica bu hastalarda tiim kardiyovaskiler risk
faktorlerinin sorgulanmasi 6nem arz etmektedir.

2.1.4.b Fizik Muayene

Ayak bilegi-kol indeksi (AKI), PAH siiphesi olan olgularda 6l¢iilmesi
gereken, birinci basamak non-invaziv testtir. 10 dk istirahat sonrasi supin
pozisyonunda yatan hastada dirsek ve ayak bileginden 5 cm proximale
yerlestirilen tansiyon aleti mansonu sisirilerek, gevsetildiginde doppler probu ile
brakiyal arter ve tibialis posterior/dorsalis pedis arteri iizerinde alinan ilk nabizda
dlgiilen sistolik kan basinci degeri kaydedilerek birbirine oranlanir. AKI degeri

<0,9 degeri anormal olarak degerlendirilir (31) (Tablo 1). Gorintileme



yontemleri ile %50den fazla stenoz saptanan hastalarda AKi’nin sensitivitesi
%61, spesifitesi %92 olarak bildirilmistir (32). PAH tamisinmn &tesinde, AKI tiim
kardiyovaskiiler olaylar i¢in giiclii bir marker olarak karsimiza ¢ikmaktadir. AKI
degerinin <0,9 olmasi, kardiyovaskiiler olay ve 6liim riskinde 2-3 kat artis ile
iliskilendirilmistir (33). AKI degeri >1,4 olmasi, dzellikle diyabetik ve kronik
bobrek hastaligi olan hastalarda medyal arteriyel kalsifikasyon nedeniyle vaskiiler
yapilarin manson ile sikistirilamamasi ile iligkilendirilmistir (34). Bu hastalarda,
dijital arterlerin kalsifikasyondan etkilenmemeleri sebebi ile, ayak parmagi-kol
indeksi (toe-brachial index-TBI) olciimi Onerilmektedir. TBI<0,7 PAH igin
diagnostik  kabul edilmekte (Tablo 1), 0zellikle diyabetik hastalarda
kardiyovaskiiler = hastaliklar acisindan  kotli  prognostik  faktér  olarak
degerlendirilmektedir (35). AKI degeri 0,9-1 arasinda yani sinirda olan hastalarda
PAH tanis1 dislanamamakta olup, egzersiz sonras1 AKI<0,9 6lciilmesi veya ayak
bilegi basincinda >30mmHg diisiis ger¢eklesmesi PAH acisindan anlamli kabul

edilmektedir (36).

Tablo 1: AKI ve TBI degerlerine gore klinik yorum

Ayak Bilegi- Kol | Klinik Yorum Ayak Parmagi- Kol indeksi Klinik Yorum
Indeksi

14-1 Normal >0.7 Normal

1-0.9 Sinirda 0.7-0.4 PAH

0.9-0.7 Hafif PAH <0.4 Ciddi PAH
0.7-0.4 Orta PAH

<0.4 Ciddi PAH

2.1.4.c Fonksiyonel Testler




6 dakika yiirtime testi: Kisinin 30 metrelik bir koridorda 6 dakika boyunca
yiritiilerek olclilen yiirime mesafesi olarak degerlendirilir. Test sonucunda
yluriime mesafesi kisaldik¢a, kardiyovaskiiler —mortalite riskinin arttig1
bildirilmistir (36).

2.1.4.e Gorunttileme Yontemleri

Doppler Ultrasonografi: PAH hastalarinda kullanilan birinci basamak,
non-invaziv test olmakla birlikte, kalsifikasyon ve multiple segment lezyonlarin
varliginda giivenilir sonuglar sunmamakta (37), ayni zamanda bagirsak gazi
nedeniyle aortoiliak segment optimal olarak degerlendirilememektedir.

Bilgisayarli Tomografik Anjiyografi (BTA): %50 ve lizeri darliklar: tespit
etmede sensitivitesi %92, spesifitesi %93 (38) olmakla birlikte, kalsifikasyon ve
multiple segment okliizyonlar taniyr giiclestirmektedir. Ayrica iyotlu kontrast
madde  kullanimi  nedeniyle gfr<60 ml/dk/1.73m2 olan hastalarda
onerilmemektedir.

Manyetik Rezonans Anjiyografi (MRA): PAH tanisinda sensitivitesi ve
spesifitesi %93-100 oldugu bildirilmistir (39). Kalsifikasyondan etkilenmemeleri,
es zamanli olarak kemik iligi o6demi ve osteomiyelit ag¢isindan
degerlendirilebilmeleri avantajlar1 iken, Gadolinyum iligkili nefrojenik fibrozis
yapabilmeleri, metal implant ve ICD/pacemaker bulunan hastalara ¢ekilememeleri
dezavantajlarini olusturmakta.gfr<30 ml/dk/1.73m2 olan hastalara
onerilmemektedir. Kalsifikasyondan etkilenmemekle birlikte, kalsifikasyonu
gostermemeleri nedeniyle anastomoz  bolgesi se¢imi  hakkinda  bilgi

saglamamaktadir (39).



Dijital Substraksiyon Anjiyografi (DSA): PAH tanisinda altin standart tani
yontemi olarak kabul edilmektedir. Es zamanli lezyona miidahele edilebilmesi,
lezyonlar hakkinda detayli anatomik bilgi vermesi avantajlar1 iken, daha fazla
radyasyon ve iyotlu kontrast madde kullanimi, sheet aracili vaskiiler erisim
gerektirmesi dezavantajlaridir. Ozellikle akut alt ekstremite iskemisi gibi, diger
non-invaziv testlerle vakit kaybedilmemesi gereken durumlarda secilmesi gereken

modalite olmaktadir (40).

2.1.5 Tedavi

2.1.5.a Medikasyon

2016 yilinda yaymlanan AHA/ACC PAH klavuzunda antiplatelet tedavi,
statinler, antihipertansif ajanlarin kullanimi ve glisemik kontrol, sigara birakilmas1
klas 1 ve 2a 6neri diizeyi seklinde bahsedilmistir (41) (Tablo 2).

Tablo 2: 2016 AHA/ACC klavuzuna gore PAH hastalarinda medikasyon onerileri

Oneri | Kamit | Oneriler

Dlzeyi | Duzeyi

1 A Semptomatik PAH hastalarinda miyokard infarktiisii, inme ve vaskiiler 6lim
riskini azaltmak i¢in aspirin veya klopidogrel kullanimi

1 A PAH olan tiim hastalarda statin kullanimi

1 A Hipertansiyon ve PAH olan hastalarda miyokard infarktist, inme, kalp
yetmezligi ve vaskiiler 6liim riskinin azaltilmasi i¢in antihipertansif ajan
kullanimi1

1 A PAH hastalarinda sigara ve tiitiin kullaniminin kesilmesi,
Sigara kullaniminin birakilmasi i¢in medikasyon (varenicline, bupropion,
nikotin replasman tedavisi) veya sigara birakma programi 6nerilmesi

Bu kanita dayali kilavuz Onerilerine ragmen PAH hastalar1 yeterli-uygun
tedaviyi almamaktadirlar. ABI<0,9 olan, 40 yasin iizerindeki 7458 PAH
hastasinin  1999-2004 yillar1 arasindaki National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) verilerini inceleyen bir ¢alismada, hastalarda
aspirin kullaniminin = %35.8, statin kullanimmin %30.5, renin-anjiyotensin

inhibitori kullaniminin ise %24.9 oldugu bildirilmis (42).
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2011-2015 yillart arasinda, 16 vaskiiler tedavi merkezinde, yeni baglayan
veya kotiilesen kladikasyo sikayeti olan 1272 PAH hastasinin dahil edildigi
PORTRAIT (Patient-Centered Outcomes Related to Treatment Practices in
Peripheral Arterial Disease: Investigating Trajectories) prospektif calismasinda
hastalarin %37.3 iiniin aktif sigara kullanicist oldugu, bunlarin sadece %16 sinin
sigara birakma damismaligina yonlendirildigi ve %11 ine sigara birakmasi i¢in
medikal destek saglandigi goriilmiis. 12 aylik takip sonrasinda ise hastalarin %72
sinin sigara igmeye devam ettigi gdzlenmis (43).

2.1.5.b Egzersiz Tedavisi

Stipervizor esliginde egzersiz programi, PAH hastalarinda yiiriime
mesafesini arttirmak i¢in birinci basamak tedavi plani igerisinde yer almalidir
(41). 1996-2012 yillar1 arasinda yaynlanan, toplam 1054 hastay1 igeren 25
randomize kontrollii calismanin incelendigi bir meta analizde, egzersiz tedavisi
uygulanmayan grup ile karsilastirildiginda, egzersiz programina alinan grupta
ylirllylis bandinda yliriime mesafesinde ortalama 180 metre, agrisiz yliriime
mesafesinde ise ortalama 128 metre artis oldugu belirtilmis (44).

2.1.5.c Kronik FEkstremite Tehdit Edici Iskemi (KETI) de
Revaskilarizasyon

Periferik arter hastaliginin son dénemini ifade eden bu kavram daha 6nce
kritik bacak iskemisi olarak tanmimlanirken, tabloda sadece ciddi iskeminin
olmamas1 nedeniyle KETI olarak adlandirilmistir. Bu tabloda;

-Ekstremite kaybin1 6nlemek icin tedavide ivedi davranilmasi
gerekmektedir, fakat bazi1 hastalar, revaskiilarizasyon olmaksizin yillarca

ekstremite kayb1 yasamadan hayatlarina devam edebilmektedirler
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-Diyabetik hastalar ¢ogunlukta olup, vakalarin %50-70 ini néro-iskemik
diyabetik ayak yarasi olusturmaktadir.

-Ampiitasyon riski sadece iskeminin siddetine bagli olmayip, yara ve
enfeksiyon varligina da baghdir.

Bu sebeple KETI hastalarinda tedavi optimizasyonu ve revaskiilarizasyon
sonuglarmin daha objektif karsilastirilabilmesi igcin The Society for Vascular
Surgery tarafindan gelistirilen 2 skorlama sistemi mevcuttur; WIfI
(Wound,Ischemia,food Infection) ve GLASS (Global Limb Anatomic Staging
System).

WIAI siniflamas:

KETI hastalarinda ekstremitenin iskemi derecesi ve ekstremite kaybi
riskinin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir (45). Her faktdr 4 kategori
seklinde degerlendirilmektedir (0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli). Tablo 3 WI{I
simiflamasini, tablo 4 bu siniflamaya gore yapilan klinik evrelemeyi, tablo 5 ise
Klinik evreye gore tahmin edilen 1 yillik ampiitasyon oranlarini gostermektedir
(45).

Tablo 3: WII simiflamast

Bilesen Puan | Tanim
Yara(W) 0 Ulser veya gangren yok (istirahat agris1 +)
1 Gangren olmadan, ayak veya bacakta ki¢ik veya yiizeyel Ulser (basit dijital
ampltasyon veya cilt flebi ile tedavi)
2 Ayak parmaklart ile sinirli, tendon,kemik veya eklemin agikta oldugu derin

ulser+ Gangren (multiple parmak ampitasyonu veya standart transmetatars
ampitasyonu = cilt flebi ile tedavi)

3 Ayagin 6n ve/veya orta boliimiinii kapsayan derin, yaygin iilser + kalkaneal
tutulum =+ genis gangren (ayagin kompleks rekonstriksiyonu veya geleneksel
olmayan transmetatarsal ampitasyon ile tedavi)

Iskemi(I) AKI (ayak bilegi-kol indeksi)| Ayak bilegi sistolik | Ayak bagparmag sistolik
basmci(mmHg) basinci veya transkutanoz
oksijen basmct (mmHg)
0 >0,80 >100 >60
1 0,6-0,79 70-100 40-59
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2 0,4-0,59 50-70 30-39
3 <0,39 <50 <30
Ayak 0 Enfeksiyon yok
enfeksiyonu | 1 Sadece cilt-cilt alltini tutan hafif, lokal enfeksiyon, eritem 0,5-2cm arasi
(f1) 2 Orta derecede lokal enfeksiyon ve eritem>2cm, veya daha derin yapilari tutan
enfeksiyon
3 SIRS belirtileri gosteren ciddi lokal enfeksiyon

Tablo 4: WIfI siniflamasina gore klinik evreleme

Iskemi 0 Iskemi 1 Iskemi 2 Iskemi 3
Wo |1 1 2 3 1 2 3 4 2 2 3 4 2 3 3 4
Wil |1 1 2 3 1 2 3 4 2 3 4 4 3 3 |4 4
W2 |2 2 3 4 3 3 4 4 3 4 4 4 4 4 |4 4
W3 |3 3 |4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 |4 4
flo [ flL|fl2 | fI3 | flO [ flL | fl2 | fI3 | flO | fl1 | fl2 | fI3 | flO | fI1 | fI2 | fI3

Tablo 5: Klinik evrelemeye gore 1 yillik major ampiitasyon orani

Klinik evre 1 Cok diisiik risk %0.75
Klinik evre 2 Diisiik risk %5.9
Klinik evre 3 Orta risk %8.4
Klinik evre 4 Y Uksek risk %25

GLASS smiflamast:

KETI hastalarinda lezyonun yiiksek kaliteli gériintiileme yontemleri ile

ortaya konularak, tedavide secilen infrapopliteal artere uzanim gosterecek hedef

arteriyel yolun belirlenmesine dayanmaktadir (46). Tablo 6’de GLASS siniflamasi

ve Tablo 7°da bu siniflamaya gore yapilan klinik skorlama gosterilmektedir.

Tablo 6: GLASS smiflamast

FP Evre 0| Hafif veya 6nemsiz darlik (<%50)

IP Evre 0

Hedeflenen arteriyel yolda hafif veya
onemsiz darlik

FP Evre 1| -Toplam uzunlugu SFA nin 1/3 {inden
kisa olan (<10cm) lezyon

-<5cm olan fokal kronik tikaniklik
-Hafif ya da belirgin olmayan
popliteal arter lezyonu

IP Evre 1

Tibial arterlerin 3cm den kii¢iik olan fokal
darlig
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FP Evre 2

- Toplam uzunlugu SFA nin 1/3-2/3
tnu kapsayan lezyon (10-20cm)
-Toplam uzunlugu SFA nin 1/3 iinden
az olan kronik tikaniklik (<10cm)
-Trifurkasyonu icermeyen, 2 cm den
kiigiik popliteal arter darliklar

IP Evre 2

-Damar uzunlugunun 1/3 iinii etkileyen
darlik

-<3cm olan kronik darlik

-tibioperoneal kok ve tibial arter orijinini
icermeyen darlik

FP Evre 3

-Toplam uzunlugu SFA nin 2/3 iinden
fazla olan lezyon(>20cm)

-10-20cm uzunlugunda kronik
tikaniklik

-triflirkasyonu icermeyen 2-5cm arasi
popliteal arter darlig1

IP Evre 3

-Damar uzunlugunun 2/3 iinii etkileyen
darhik

-Damar uzunlugunun 1/3 {inii gegmeyen
kronik tikaniklik (tibioperenoal kdk
tutulumu olmaz, tibial arter orijinini
icerebilir)

FP Evre 4

-Uzunlugu >20cm olan SFA lezyonu
-5cm den blyuk veya trifurkasyona
uzanim gosteren popliteal hastalik
-Herhangi bir popliteal bélgenin
kronik tikanikligt

P Evre 4

-Damar uzunlugunun 2/3 iinden fazla
diffiiz darlik

-Damar uzunlugunun 1/3 iinden fazla
kronik tikaniklik(tibial arter orijini
icerebilir)

-Anterior tibial arterin hedef yol olmadig:
Ltibioperenoal koki tutan tiim kronik
oklizyonlar

Tablo 7: GLASS smiflamasina gore klinik skorlama

iP0 iP 1 iP2 iP3 IP 4
FP 4 3 3 3 3 3
FP 3 2 2 2 3 3
FP 2 1 2 2 2 3
FP1 1 1 2 2 3
FP O 1 1 2 3

Fakat endovaskiiler girisimlerde tercih edilen hedef arteriyel yol ile by-

pass cerrahisinde tercih edilen anastomoz bolgesi her zaman Ortiismemektedir.

GLASS sistemi primer olarak endovaskiiler girisim sonuglarinin karsilastirilmasi

hedefi ile gelistirilmis olup, by-pass cerrahisinin sonuclarmi etkileyen vendz

konduit kalitesi, distal run-off olup-olmamasi gibi durumlar1 igermemektedir (46).

KETI hastalarina giin gectik¢e daha fazla perkiitan miidahele edilmektedir.

2003-2011 yillar1 arasinda 642.433 KETI hastasmin basvurularmi inceleyen

gozlemsel calismada, cerrahi revaskiilarizasyon oranlarinin %13.9 dan %8.8 e

diistligli, endavaskiiler revaskiilarizasyon oranlarinin ise %5.1 den %11 e ¢iktig1

gozlenmis. Cerrahi ile kiyaslandiginda endovaskiiler girisimin daha az hastane igi
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mortalite, daha az yatis siiresi ve daha az hastane masrafina neden oldugu
bildirilmis. Major amputasyon oranlar1 ise benzer olarak gozlenmis (47).

Endovaskiiler revaskiilarizasyonun artan oranlarda kullanimi, artan
restenoz oranlari ile sonu¢lanmaktadir. Endovaskiiler prosediir sonrasi restenoz
nedeniyle by-pass cerrahisine giden hasta oranlar1 giderek artmaktadir. 2003-2011
yillar1 arasinda primer alt ekstremite by-pass cerrahisi uygulanan 2350 hasta ile
restenoz nedeniyle sekonder olarak alt ekstremite periferik by-pass cerrahisi
uygulanan 1154 hastanin karsilastirildign bir ¢alismada, 2. grubun major alt
extremite olayr olmadan 1 yillik yasam oranmin daha diisiik oldugu bildirilmis
(48).

Endovaskiiler girisim ve by-pass etkinligini karsilastiran, 2005 yilinda
yayinlanmis tek randomize kontrollii ¢alisma olan BASIL (Bypass versus
Angioplasty in Severe Ischemia of the Leg) calismasinda, iki grupta benzer
sonuclar elde edilirken, 2 yildan fazla yasayan hastalarda ampiitasyonsuz yasam
oraninin by-pass grubu lehine oldugu bildirilmis (49).

Tamamlanan The BEST-CLI (Best Endovascular vs Best Surgical Therapy
for Patientes with Critical Limb Ischemia) ¢alisma sonuglari, KETI hastalarinda
tedavi stratejilerini optimize etmede faydali olabilir.

2.1.5.d Akut Alt Ekstremite Iskemisinde Revaskiilarizasyon

Akut alt ekstremite iskemisi, tedavisiz birakildiginda amputasyona giden,
2 hafta igerisinde geliserek kotiilesen alt ekstremite iskemisini tanimlamaktadir.
Akut alt ekstremite iskemisinde mortalite, KETI ye oranla oldukga yiiksek olarak
bildirilmistir (%15-20) (50). 30 giinlik ampiitasyon orant %10-30 olarak rapor

edilmistir (50).
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2020 yilinda yaymlanan Avrupa Damar Cerrahisi Dernegi’nin klavuzunda
akut alt ekstremite iskemisine yaklagim; bacagin ayrintili fizik muayene ile
canliliginin degerlendirilmesi, ekstremite canliligi tehdit altinda ise acilen
heparinizasyona  baslanilip ~ goriintiileme  yapilmasi, sonrasinda  hizla
revaskiilarizasyon saglanmasi( endovaskiiler veya cerrahi olarak)(smif 1 Oneri
diizeyi), bacagin canliligi akut olarak tehdit altinda degil ise tedavi yaklagimi
KETI hastas1 gibi olmasi (smuf 1 &neri diizeyi), acil embolektomi yapilan
hastalarda emboli kaynaginin arastirilmast (smif 1 Oneri diizeyi), acil
embolektomi yapilan hastalarda islem sonrasi tamamlayici tanisal anjiyografi
yapilmasi(sinif 1 6neri diizeyi) seklinde belirtilmistir (51).

Akut ekstremite iskemisinin acil revaskiilarizasyonu sonrasi yakin takip
edilmesi de yaklagimda 6nemli bir basamak olup, bu hastalar iskemi-reperfiizyon

hasar1 agisindan oldukea yiiksek risk altindadirlar.
2.2 Iskemi-Reperfiizyon (I/R) Hasar1

Alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasari, dokuya giden kan akiminin
azalmasi-kesilmesi sonucunda iskemik doku hasari ve nekrozun, kan akiminin
restorasyonu sonrasinda artarak devam etmesi olarak tanimlanabilir. Reperfiizyon
hasar1 kavrami ilk kez Jenings ve ark. tarafindan, kopeklerde koroner ligasyon
sonras1 reperflizyonun miyokardiyal nekroz gelisimini hizlandirmasi ile ortaya
konulmustur.

Burada olusan doku hasari-nekrozun genisligi, esas olarak iskeminin siiresi

ve bilylkligi tarafindan belirlenmektedir. Bu nedenle revaskularizasyonun
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miimkiin olan en erken donemde yapilamasi, iskemi-reperfiizyon hasarinin
azaltilmas1 ve dnlenmesinde en etkili yaklagimdir (52).

Reperfiizyon hasar1 agamasi aktif bir asama olup, reperfiizyondan sonra 3
gune kadar devam etmektedir. Altta yatan mekanizmanin tam olarak anlasilmasi
ile I/R hasarmin azaltilmasmin yam sira, reperfiizyon hasari olusmadan
indiiklenebilen iskemi sliresinin uzatilmasini saglayacak tedavi stratejileri
gelismesini de saglayabilir (52).

Iskemiye olan doku cevabi, dokunun tipine gére de degismektedir. Burada
belirleyici olan en 6nemli faktorler dokunun metabolik aktivitesi ve ihtiva ettikleri
mikrovaskiiler yatagin yapisi ve fonksiyonudur. Beyin dokusu, iinite agirlik
basma en yiliksek metabolik aktiviteye sahip olup, iskemiye en duyarli doku
olmaktadir, bunu kalp ve bobrek dokusu takip etmektedir. Bu dokularin aksine
iskelet kas1 dokusunda iskemi daha iyi tolere edilebilmektedir. Beyin dokusunda
20 dakika iskemi sonrasi geri doniissiiz doku hasar1 gelisimi bagslarken, iskelet
kas1 1,5-2 saat iskemi siiresini tolere edebilmektedir. Vaskiiler yapr igermeyen
dokular ise iskemiden neredeyse hi¢ etkilenmemektedir. Ornegin kornea
transplantlar1 doku soliisyonlarinda 3 hafta kadar, sadece minimal endotel hasar1
olusarak saklanabilmektedir (52).

I/R hasarinda altta yatan mekanizma kompleks ve multifaktoriyel olup
sunlar1 icermektedir (Sekil 1)

-mitokondriyel ve hiicresel kalsiyum birikimi

-dokuya tekrar oksijen sunumu sonrasi artan reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve reaktif nitrojen tirleri (RNS) Gretimi

-organel hasar1
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-proteaz aktivasyonu

-epigenetik degisiklikler

-inflamatuar cevap

Sekil 1: iskemi-reperfiizyon hasarindan sorumlu mekanizmalar
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2.2.1 Hiicre I¢i Kalsiyum Birikimi

Iskemi sirasinda hiicreye ulasan oksijen miktarinin azalmasi sonucu
hiicrede hazirda bulunan ATP depolar1 hizla tiiketilir. Hiicre, enerji ihtiyacini
karsilamak i¢in aneorobik glikoliz yapmaya yonelir. Bunun sonucunda hiicrede
biriken laktat, H, NAD sonucu hiicresel pH diismekte, hiicre ise membraninda
bulunan sodyum/hidrojen (Na/H) degistirici kanali agarak hiicre i¢i pH 1
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dengelemeye caligmaktadir. Bu ise hiicrede Na birikimine ve hiicresel 6deme
neden olmaktadir. Hiicre ic¢i biriken sodyumu atabilmek igin devreye giren
sodyum/kalsiyum (Na/Ca) degistirici kanal aktivitesinin artmasi, hiicresel ATP
depolarinin tilkenmesi sonrasi, normalde sitozolde biriken kalsiyumu endoplazmik
retikulum igine tagiyan ve aktif transport yapan SERCA (sarcoplasmic reticulum
Ca ATPase) kanalinin inaktive olmasi sonucu hiicre igerisinde kalsiyum birikimi
meydana gelmektedir. Reperflizyon sirasinda extraseliler H iyonlarinin
uzaklastirilmas1 sonucunda artan gradiyent nedeni ile Na/H degistirici kanal
aktivitesi artmakta, bu da reperfiizyon sirasinda hticre ici kalsiyum birikimini
bliyiik oranda arttirmaktadir (53). Hiicre i¢i kalsiyum birikimi sonucu hiicre
6liimiine yol agan bircok mekanizma aktive olmaktadir (Sekil 2):

-Hiicre, sitozolde biriken fazla kalsiyumu, mitokondriyel kalsiyum
uniporter ile mitokondri igine sokmaktadir. Mitokondri i¢inde biriken kalsiyum,
mitokondri i¢ zarinda bulunan mPTP (mitochondrial permeability transition pore)
acilmasina neden olmakta, bunun sonucunda mitokondrinin i¢ ve dis zar1 arasinda
bulunan ve ATP uretimi igin esansiyel olan elektrokimyasal hidrojen gradiyenti
bozulmaktadir. Bu da hiicrenin ATP iiretimini ileri derecede bozmaktadir (54).

-Kalmodulin proteinine baglanarak, Ca-kalmodulin bagimmli proteaz
(CaMKs) aktivasyonuna ve bir sistein proteaz olan kalpain aktivasyonuna (55)
neden olmaktadir. Aktive olan bu proteazlar hiicre iskeleti, endoplazmik
retikulum ve mitokondrideki proteinlerin yikimina neden olmaktadir.

-Hiicre i¢i kalsiyum pirofosfat kristalleri olusumuna neden olmakta, bunlar
da tirik asit kristalleri olusturmaktadir. Olusan iirik asit kristalleri inflamazom ad1

verilen hiicre i¢i protein komplekslerine baglanarak interlokin beta (IL-1beta) ve
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timor nekroz faktor alfa (TNF alfa) gibi proinflamatuar sitokin Gretimini
arttirmakta, bu sitokinler ise niikleer faktor kappa beta (NFkB) gibi transkripsiyon
faktorlerini arttirarak daha fazla sitokin ve kemokin iiretimine neden olmaktadir
(56).

Sekil 2: I/R sirasinda olusan hiicre i¢i iyon degisiklikleri ve sonuglart
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2.2.2 Reaktif Oksijen Turleri (ROS)/ Reaktif Nitrojen Turleri (RNS)

Reperfiizyon sirasinda oksijenize kanin hiicrelere ulagsmasi, ROS ve RNS
tiretimine neden olmaktadir. Bu molekiillerin yol ag¢tig1 oksidatif stres 3
komponentten olusmaktadir

- Yuksek oranda aktif olan biyomolekiiller olup, hicre igindeki DNA,
protein, lipid ve karbonhidrat gibi makromolekiillerle etkileserek hasara yol
acarlar (57).

-Tiyol/disiilfit redox sisteminde degisikliklere yol acarak bazi hiicre ici
sinyal yollarinda disfonksiyona neden olurlar (57).

-Regulator proteinlerde oksidatif/nitrozatif modifikasyon yaparak bazi
sinyal yolaklarmi modiile ederler (57).

I/R hasarinda oncelikli olarak iiretilen ROS, siiperoksit (O2) anyonudur.
Normalde hiicrede olusan siiperoksit anyonu, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan daha az reaktif olan hidrojen peroksite (H202) doniistiiriliir.
Reperfiizyon sirasinda fazla miktarda olusan siiperoksit, SOD kapasitesini asar,
hiicre i¢i diisiik pH varliginda daha potent bir formu olan hidroperoksil (HOO)
radikaline doniisiir.

Hidrojen peroksit, her ne kadar daha az reaktif olsa da hucrede ikinci
haberci molekiil olarak sinyalizasyon modiilasyonu yapar. Ayni zamanda fenton
reaksiyonuna katilarak yiiksek oranda reaktif olan hidroksil (OH) anyonu
olusumuna de neden olur. Hemoglobin, miyoglobin gibi hemoproteinlerin demir
birimlerine baglanarak disfonksiyonuna neden olur.

Stiperoksit anyonu, nitrik oksit (NO) ile etkileserek peroksinitrit (ONOO)
olusumuna neden olur. Peroksinitrit, hidrojen ile etkileserek peroksinitroz asit
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(ONOOH) olusumuna neden olur ki bu molekiil yliksek oranda sitotoksiktir (Sekil
3).

Sekil 3:ROS ve RNS olusumunda major yolaklar

4
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SOD: superoksit dismutaz, MPO: myeloperoksidaz, CAT: katalaz, GPX: glutatyon peroksidaz, GR: glutatyon rediktaz,
GSH: rediikte glutatyon, GSSG: okside glutatyon,NOS: nitrik oksit sentaz

ROS Ulretiminde major enzimatik kaynaklar;

-Ksantin oksidaz (XO)

Birgok dokuda sentezlenmesine ragmen hepatosit, enterosit ve kapiller
endotel hiicrelerinde fazla oranda bulunur. Hipoksik kosullarda ksantin
dehidrojenazdan sentezlenir, molekiler oksijen ve hipoksantin kullanarak
stiperoksit anyonu iiretir (58) (Sekil 4).

Sekil 4: Ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyon
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-NADPH oksidaz (NOX)

2 major isoformu superoksit olusumunda rol almaktadir. Birincisi fagositik
I6kositler (makrofaj, notrofil gibi) de bulunur ve bu hiicrelerin mikroorganizma
veya inflamatuar sitokinler ile uyarilmasi sonucu siiperoksit {iretiminde 50-100
kat artis olmasindan sorumlu solunum patlamasi (respiratuar burst) olayina neden
olur. Uretilen siiperoksit, SOD tarafindan hizla hidrojen peroksite, daha sonra
myeloperoksidaz enzimi tarafindan hipoklordz asite (HOCL) doniistiiriiliir. Bu
normal sartlarda konak savunmasi igin olusturulur, fagozom igine veya
ekstraseliiler alana saliir (58) (Sekil 5).

Sekil 5: NADPH oksidazin katalizledigi reaksiyon ile baslayan respiratuar burst
NADPH NADP™

Ikinci izoformu endotel hiicrelerinde bulunan form olup, fizyolojik

02

sartlarda hiicre i¢i sinyalizasyonu i¢in az miktarda siiperoksit tretirken, I/R
sirasinda oksidatif strese yol agacak kadar tiretimi artabilir.

-sit. P450 oksidaz

Membrana bagli hemoksidazlar olup, oksijen veya NADPH kullanarak
zenobiyotik bilesikler, steroitler,kolesterol, vitaminler gibi molekiillerin

oksidasyon/rediiksiyonunda rol alirlar. Temel olarak hepatositlerde bulunurlar.
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Membran arasidonik asitlerini kullanarak; vazokonstriktif etkileri olan 20-
hidroksieikozatetraenoik  asit ~ (20-HETE), vazodilatér  etkileri ~ olan
epoksieikozatrienoik asit (EET) tiretirler. HETE nin I/R hasarmni arttirict etikeri
mevcutken, EET postiskemik inflamasyonu sinirlar. Bu nedenle bu enzimlerin 1/R
hasari tizerine etkisi bimodaldir (52) (sekil 6).

Sekil 6: sit p450 oksidaz drinleri
NN TN
Hucre Zan [ X_/¥/K_ X_k> -_____\

Fosfolipit

Arasidonik
Asit

|

/Sitokrom P450"

\_ sistemi )
\__"_’/
@@ W-hidroksilaz
l EETs | | 20-HETE ’
Vazodilatasyon ) Vazokonstriksiyoin
Anti-inflamatuar etki inflamasyon

ROS uretiminde artis
-Eslenmemis nitrik oksit sentaz (NOS)
2 alt Unitesi mevcuttur; sitokrom p450benzeri rediiktaz iceren ve demir oksidaz
iceren alttinite. L-arjinini okside ederek L-sitriilin ve NO olusumunu katalizler.
Kofaktor olarak tetrahidrobioferin (BH4) kullanir. Ortamda L-arjinin ve BH4
bulunmadigr zaman eslenmeyen bu enzim, siiperoksit radikali {liretmeye baglar
(52) (Sekil 7).

Sekil 7: Eslenmemis NOS sonucunda siiperoksit anyonu olusumu
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-Mitokondrideki elektron transport sistemi (kompleks 1 ve 3)

Hiicreye giren oksijenin %90 1, mitokondriyal elektron transport sistemi
(e.t.s) tarafindan su molekiiliine indirgenir. %1-2 kadarlik bir kismi ise e.t.s de
bulunan NADH ubiquinon oksidorediiktaz (kompleks 1) ve ubiquinon/sitokrom ¢
rediiktaz (kompleks 3) tarafindan siiperoksit anyonuna doniistiiriiliir (Sekil 8).
Bunun digsinda mitokondride bulunan p66Shc ve monoamin oksidaz sistemi de
stiperoksit anyonu tiretmektedir. Mitokondri, I/R hasarinda ROS {iretiminin biiyiik
bir kismindan sorumludur (59).

Sekil 8: ETS sirasinda aktarilan elektronlarin sistemin digina sizarak oksijenle
etkilesmesi ve siiperoksit anyonu olusturmasi

intermembranéz
Alan
=

@ e Matriks

-Komplex | : NADH dehidrojenaz
-Kompleks Il : Suksinat Oksidoredukiaz
-Kompleks lll - sitc Redukiaz
-Kompleks IV : sitc Oksidaz

-Kompleks V : F1/F0 ATP Sentaz

RNS Uretimi;
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NO, temel olarak NOS tarafindan L arjinin ve BH4 varliginda iiretilmekte
olup, nitrat tirlinlerinden XO aracig1 ile ve hipoksik kosullarda mitokondriyal
sitokrom c¢ oksidaz tarafindan da sentezlenmektedir. Normalde endotelden
sentezlenen NO vazodilatasyon, platelet aggregasyon ve adezyonunun
diizenlenmesi, I0kosit-endotel etkilesiminin engellenmesi ve anjiyogenez gibi
vazoprotektif etkileri olan bir mediyatordir. Fakat ortamda fazla miktarda
siiperoksit anyonu mevcut oldugunda (I/R hasar1), onunla etkileserek sitotoksik

peroksinitrit olusumuna yol agar (60) (Sekil 9).

Sekil 9: RNS olusumu ve hiicredeki sonuglari
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2.2.3 Organel Hasar1

-Endoplasmik Retikulum (ER) hasari:
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ER, hiicrede protein katlanmasi, lipit biyosentezi ve kalsiyum
depolanmasinda rol alan kompleks membrandz ag yapisidir. Hipoksi, ROS, TNF
alfa gibi uyaranlar ER stresine yol agarlar, bu da proteinlerde yanlis katlanma-
katlanmama durumlarina yol acar. Bu proteinlerin birikimi transmembran
reseptorler tarafindan algilanarak katlanmamis protein cevabina (unfolded protein
response-UPR) neden olur. Bu cevap ile birlikte ER; saperonlarin {iretimini
arttirir, protein translasyonunu arttirir, katlanmamig-yanls katlanmig proteinlerin
yikimin1 arttirir. Sonug olarak ER stresi azaltilmaya c¢alisilir. Fakat bu sistem

basarisiz olursa apoptozis indiiklenir, hiicre 6liimii ile sonuglanir (61) (Sekil 10).

Sekil 10: ER stres cevabi olarak aktive olan UPR sistemi

PERK :protein kinase R like endoplasmic reticulum kinase
IRE1 : inostol requiring enzyme

ATF6 : activating transcription factor 6

ERAD :ER associated degredation

elF2a : eucaryotic initiating factor 2a

XBP1 : X-box binding protein
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-Mitokondriyal hasar:
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Iskemi smrasinda oksijen yetersizligi, mitokondrideki e.t.s sisteminde
elektron transportunu durdurur, bunun sonucunda F1FO ATP sentaz enzimi ADP
yi fosforile ederek ATP sentezi gergeklestiremez. Ayni zamanda mitokondri,
zarlar1 arasindaki elektrokimyasal gradiyenti koruyabilmek i¢in FLFO ATP sentaz
enzimini ters yoOnde calistirir, ATP tiiketir. Bu da iskemi sirasinda ATP

seviyelerinin hizla diismesine yol agar (62).

E.t.s sistemindeki kompleks 1 ve kompleks 3, p66Shc ve monoamin

oksidaz sistemleri tarafindan ROS {iretimi artar (63).

Iskemi sirasinda diisiik pH nedeni ile kapali olan mPTP, reperfiizyon
sirasinda olusan kalsiyum birikimi ve artan ROS iiretimi ile birlikte agilir. Bu
porlarin acilmasi ile mitokondri zarlar1 arasindaki elektrokimyasal gradiyent
bozulur, ATP Uretimi azalir. Ayn1 zamanda biiyiik olan bu porlardan mitokondri

icine su girisi olur, mitokondride sigsme hatta riiptiir meydana gelir (63).

Normalde dinamik olarak hiicre ihtiyacina gore fiizyon-fizyon yolu ile
kompleks aglar kuran mitokondriler, iskemi sirasinda artan fizyon nedeniyle

klcik-islevsiz fragmanlara ayrilir (64).

Mitokondrideki tiim bu degisiklikler hiicre i¢inde apoptozis/ nekroptozisi

indiikler (Sekil 11).

Sekil 11: I/R hasarinda mitokondriyal degisiklikler ve sonuglari
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2.2.4 Proteaz Aktivasyonu

Hiicre ici sinyal iletiminde énemli gorevleri olan proteazlardan bazilarinin
I/R hasar1 patogenezinde rolleri mevcuttur.

-Ca-Kalmodulin bagimli protein kinaz (CaMKs)

-Protein kinaz C (PKC)

2 izoformu I/R hasarinda major rol oynamaktadir; PKCdelta I/R hasarina
katk1 saglarken PKC epsilon izoformunun koruyucu etkisi mevcuttur (65).

-Mitojen aktive protein kinaz (MAPK)

Hucre blyUmesi, proliferasyonu ve 6luiminde 6nemli rol oynayan kinaz

ailesidir. 3 major alt grubu mevcuttur; ekstraselller sinyal-regile kinazlar (ERKS)
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alt grubunun koruyucu etkiler varken, c-Jun N-terminal kinaz (JNKSs) ve p38
MAPKSs alt gruplarmin I/R hasarina katkis1t mevcuttur (66).

-Reseptorle etkilesen protein kinazlar (RIPK)

RIPK1 ve RIPKS isoformlariin I/R hasar1 ve nekrotik hiicre dliimiinde

rolleri mevcuttur.
2.2.5 Epigenetik Degisiklikler

-DNA metilasyonu sonrast birtakim koruyucu genlerin transkripsiyon
aktivitelerinin baskilanarak inaktive olmasi, I/R hasarini indiikleyen baz1 genlerin
ise demetilasyon ile aktive olmas1 s6z konusudur (67).

-Histon proteinlerinin, histon asetil transferaz enzimi aracilig1 ile
asetilasyonun I/R hasarinda azaldig1 goriilmiistiir (68).

-I/R hasar1 sirasinda artan non-coding RNA (ncRNA) nin mRNA
translasyonunu inhibe edici etkisi mevcut. Yine I/R hasar1 sirasinda
ekspresyonunda artis olan miRNA, mRNA ya baglanarak gen ekspresyonunu

inhibe etmektedir (69).
2.2.6 inflamatuar Cevap

Normal sartlar altinda mikroorganizmalara karsi savunma ve yara
iyilesmesinde 6nemli rolii olan immiin sistem, I/R hasarinda da aktive olarak doku
hasarmin artmasindan sorumlu tutulmaktadir. Bu tabloya steril inflamasyon adi
verilmekte olup, iskemi sirasinda gelisen nekroz ve hiicre Olimii nedeniyle
normalde hiicre icinde bulunan ve immin sistem tarafindan taninmayan ATP, 1s1-

sok proteinleri, S100 proteinleri gibi molekiillerin ekstraseliiler alana yayilmasi ve
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immiin sistemi aktive etmesi ile olusmaktadir. Bu proteinler hasar iliskili
proteinler  (damage  associated = molecular  patterns-DAMPS)  olarak
adlandirilmaktadir. Ayni zamanda reperfiizyon sirasinda dokuya gelen bol
miktarda oksijen ve néotrofil 16kositler, ROS iiretimine neden olmaktadir. Iskemik
hiicredeki kalsiyum birikimi ve olusan iirik asit kristalleri-inflamazom etkilesimi
sonras1 salgilanan TNFa ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokinler, bolgeye
reperfliizyon sirasinda gelen nétrofillerin aktive olmasi ve iskemik dokuya gog
ederek daha fazla ROS iiretimi ve salgiladiklar1 hidrolitik enzimler araciligi ile
artan doku hasarina neden olmaktadir (56,52).

I/R hasar1 sirasinda aktive olan ve hasarin artmasindan sorumlu olan
inflamatuar sistem, 2 grupta incelenebilir;

2.2.6.a Humoral Sistem:

Kompleman sistemi, sitokinler ve kemokinler bu grupta sayilabilir. I/R
hasar1 sirasinda ortama saliman DAMPs molekiilleri, kompleman sistemini klasik,
alternatif ve mannoz baglayan lektin yollar1 olmak {izere tiim yollardan aktive
etmektedir. Bunun sonucunda membran atak kompleksi olusturarak dokudaki
makrofaj ve noétrofiller tarafindan iskemik hiicrenin lizisine neden olmaktadir.
Ayn1 zamanda aktive olan kompleman elemanlarindan C3a ve C5a giiclii notrofil
16kosit aktivatorleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (70).

TNF a, I/R hasari gelisiminde major rol oynayan pro-inflamatuar
sitokindir. Iskemik hiicrelerden ve aktive notrofil l6kositlerden de salmmakla
birlikte major kaynagi dokuda bulunan makrofajlardir. Parakrin ve endokrin

etkileri mevcuttur. Reseptorlerine baglandiginda daha fazla sitokin ve kemokin
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tiretimi, artmigs ROS iiretimi ve NFkB transkripsiyon faktoriinii uyararak endotel
hiicrelerinde adezyon molekiilii sentezini arttirmaktadir (71) (Sekil 12).

Sekil 12: I/R hasarinda humoral mekanizmalar
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DAMPs : Damage associated molecular patterns
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2.2.6.b Hucresel Sistem:

b1 Endotel hicreleri:

Vaskiiler yatagin intima tabakasinda bulunan endotelyal hucrelerin
homeostazisi saglayan 4 ana fonksiyonu mevcut olup, I/R hasarinda bu 4
fonksiyon da etkilenmektedir:

-Bariyer fonksiyonu: Kan ve doku arasinda bariyer fonksiyonu gosteren
endotel hiicreleri, paraseliiller gecirgenligi kontrol eden 2 major baglanti ile
birbirine baghdir; zonula ocludens ve zonula adherens. I/R hasar1 sirasinda
ozelikle aktive lokositlerden salgilanan ROS, histamin, platelet aktive edici faktor

(PAF), lokotrien B4 (LTB4), biyume faktorleri ve proteazlar gibi molekuller bu
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baglant1 noktalarinin fosforilasyonu ile internalizasyonu-ayrigmasina neden
olmaktadir. Ayni zamanda Ca bagimli miyozin hafif zincir kinaz enzimini
fosforile ederek hiicresel kontraksiyona neden olmaktadir. Bu etkilerin birlesimi,
endotel hiicreleri arasi bosluklarin olusmasina, bu da doku 6demi ve daha fazla
inflamatuar hiicre gogii ile sonuglanmaktadir (72) (Sekil 13) .

-Adezyon molekiillerinin ekspresyonu: I/R hasarinin inflamatuar ayaginda
rol oynayan en 6nemli hiicre notrofil olup, bunlarin iskemik dokuya migrasyonu,
endotel hiicrelerinin adezyon molekiilii ekspresyonunu arttirmasi yolu ile
olmaktadir (73) (Sekil 13) .

-Vaskiiler tonusun ayarlanmasi: Bu fonksiyonda rol oynayan en 6nemli
molekiil, endotel kaynaklt NO olup, I/R hasarinda endotelyal NOS aktivitesinde
azalmas1 ve NO molekiillerinin ROS tarafindan toplanarak biyo-ulasilabilirliginin
azalmas1 sonucunda vaskiiler yatakta vazokonstriksiyon meydana gelmektedir
(73) (Sekil 13).

-Hemostaz kontrolii: Normal sartlarda platelet ve koagiilasyon faktorlerine
bariyer gorevi gorerek ve fibrinolitik sistem aktivasyonu sayesinde antitrombotik
bir ortam saglayan endotel hiicreleri, NO kaybi nedeniyle bu fonksiyonunu
kaybetmektedir. Ayni zamanda inflamasyon ile uyarilan endotel hiicrelerinde
doku faktorii (TF) ekspresyonu artmaktadir. Bunun sonucunda platelet adezyon ve
agregasyonu, pihtilasma faktorlerinin aktivasyonu gerceklesmekte, mikrovaskiiler

yatakta trombiis olusumuna neden olmaktadir (74) (Sekil 13).

Sekil 13: I/R hasarinda endotel disfonksiyonu mekanizmalar1
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b2 Notrofil:

I/R hasarmin inflamasyon ayaginda rol oynayan major hiicreler olup,
proinflamatuar sitokinler tarafindan uyarilan endotel hiicreleri tarafindan eksprese
edilen adezyon molekiilleri sayesinde adezyonu gerceklesmekte. Adezyon sonrasi,
perisitler ve endotel arasi baglanti bolgelerinde bulunan proteinler (JAM-A, JAM-
C, PECAM-1) araciligr ile postkapiller veniillerden dokuya migrasyonu
gerceklesmektedir. Aktive olarak dokuya go¢ eden bu nétrolfiller tarafindan
salgilanan ROS, sitokin ve kemokinler (IL1, IL6, TNFa, IFN gama), lipit
medyatorler (LTB4) ve proteazlar (elastaz, kollajenaz) doku hasarmin artmasina

neden olmaktadir (75) (Sekil 14).

Sekil 14: I/R hasarinda ge¢ donem hasardan sorumlu noétrofillerin aktive olarak
dokuya gocu
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b3 Platelet:

NO, prostasiklin gibi vazoprotektif medyatorlerin azalmasi, LTB4 gibi
vazokontriksiyona neden olan sitokinlerin artig1 trombositlerde aktivasyon, Gp 1b
ve Gp 2b/3a integrin reseptorleri aracili adezyon ve agregasyonuna neden
olmaktadir. Bolgeye gelen aktive trombositler salgiladiklar1 IL-1B, hidrojen
peroksit gibi sitotoksik molekiiller, TGFf gibi proapoptotik molekiiller nedeniyle
doku hasarina katkida bulunmaktadir. Ayn1 zamanda endotel hiicrelerinden I/R
sonrast yiizey ekspresyonu artan doku faktorii nedeniyle koagiilasyon faktorlerinin
aktivasyonu meydana gelmektedir (76).

b4 Mast Hucreleri:
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Bunyesinde birgok metakromatik grantl bulunduran mast hicreleri; ROS,
kompleman komponentleri, LTB4 gibi molekiiller ile aktive olmaktadir. Aktive
mast hiicrelerinden salinan monoaminler (histamin, seratonin) doku Odemine,
sitokinler (TNFa) artmis notrofil gogiine, proteazlar ve heparin trombolizis ve
hemorajiye neden olurken, salgiladigi IL10 gibi antiinflamatuar sitokinler ile
inflamasyonu smirlandirmaktadir (77).

b5 Monosit-Makrofaj Hucreleri

I/R hasarinda erken dénem doku hasarindan sorumlu olan hiicrelerdir. I/R
sonrasi olusan ROS nedeniyle hiicrelerden salgilanan High Mobility Group Box-1
(HMGB-1) ve onun ligandi olan Toll Like Receptor 4(TLR-4) etkilesimi ile
aktive olurlar. Ayn1 zamanda C3a ve C5a elemanlar: tarafindan da aktive olurlar.
Aktive olduklarinda ROS iiretimi, proinflamatuar sitokin iiretimi ile doku hasarina
neden olurlar (78).

Yizeylerinde bulunan Fas ligandi (CD95L), nétrofiller {izerinde bulunan
Fas (CD95) ile etkileserek notrofillerde apoptozisi baslatir. Aynm1 zamanda
notrofilleri fagosite eder. Bu etkileri ile birlikte nétrofil aracili inflamasyonu
smirlandirir  (78). Yiizeylerinde bulunan scavenger reseptorleri ile dokuya
ekstravaze olup pargalanan eritrositlerdeki hem molekilunt toplar ve
binyesindeki hemoksijenaz enzimi ile pargalar, boylece hem aracili oksidatif

hasar1 onler (79).
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2.2.7 Hiicre 6liilm mekanizmalari

I/R hasarinin indiikledigi hiicre 6lumu, blylk oranda ekzojen faktorlere
bagli olan nekroz seklinde olmakta olup, apoptozis ve otofaji gibi intrensek
mekanizmalarin da katkis1 s6z konusu olmaktadir.

2.2.7.a Nekroz

Geri dOniigsiiz hasar alan hiicrelerde gerceklesen hiicresel sisme,
mitokondriyal disfonksiyon, niikleer fragmantasyon kaybi, plazma zar1 riiptiirii ve
intraseliiler komponentin digar1 sizmasi ile karakterize olan hiicre 6liimiidiir (80).
Hiicre disina sizan ve normalde immiin sistem tarafindan tanmmayan damage
associated molecular paterns(DAMPS), immin hicrelerde bulunan patern
recognition receptdrs (PRRs) tarafindan tanmnarak inflamatuar yanitin
tetiklenmesine yol agmaktadir. Iyi tanimlanan DAMPs molekiilleri; niikleer
materyaller (HMBGI, IL1a), sitoplazmik komponentler (1s1-sok proteinleri, ATP,
S100 proteinleri) ve mitokondriyal bilesenler (mitokondriyal transkripsiyon faktor
A,mtDNA) (81). Hiicrenin bas edemedigi stres mevcudiyetinde kontrolsiiz bir
sekilde olan bu siirecin, son yillarda I/R sirasinda RIPK1-RIPK3(receptor
interacting protein Kinase) nekrozom aracili MLKL (mixed linecagekinase domain
like) oligomerizasyonu sonrasi hiicre zarinda permeabilite artigina neden olan
porlarin olusmasi ile programli olarak da gergeklestigi diisliniilmekte, buna
nekroptozis ad1 verilmektedir (82) (Sekil 15).

2.2.7.b Apoptozis

Programli hiicre oliimii olarak adlandirilan bu siirecin intrensek ve
ekstrensek olarak 2 yolagi bulunmaktadir;

-Intrensek yolak:
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I/R hasar1 nedeniyle olusan oksidatif stresin olusturdugu sitotoksik uyari,
hicre icinde Bcl2 (B-cell lymphoma-2) protein ailesi (Bax, Bak) aktivasyonuna
ve mitokondri dis zarina yerlesmelerine neden olmakta. Sonugta mitokondriden
salinan pro-apoptotik molekiller (en dnemlisi sitokrom c) sitozolik proteinlere
baglanarak apoptosome olusumuna neden olmakta. Olusan apoptozomlar caspase-
9 ve caspase-3 proteaz sisteminin aktivasyonuna neden olarak hicre icindeki
bir¢ok proteinin proteolizine yol agmaktadir (83) (Sekil 15).

-Ekstrensek yolak:

Hiicre disindan gelen uyarilar ile Fas, TNFa ve TRAIL reseptorlerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu reseptor aktivasyonu, FADD, TRADD
proteinlerine baglanarak caspase-8 ve caspase-3 proteaz sisteminin aktivasyonuna
neden olmakta, hiicre i¢indeki bir¢ok proteinin proteolizine yol agmaktadir (83)
(Sekil 15).

Bu yolaklar sonucunda hiicre igi proteinleri ve organellerini kaybeden
hiicre kiigiilerek apoptotik cisimcik halini alir, makrofajlar tarafindan fagosite
edilerek temizlenir. Caspase yolaginin inhibisyonu, hiicreyi daha kaotik sonuglari
olan nekrotik 6ltime suriklemektedir.

2.2.7.c Otofaji

Otofaji, hiicrenin stresle karsilastiginda varligin1 devam ettirebilmesi igin
temel olan bir mekanizmadir. Hiicre hipoksi durumunda protein ve yag asitlerini
sindirerek enerji liretmesi, enfeksiyon durumunda mikroorganizmalarin ortadan
kaldirilmasi, hasarli organellerin hiicreden temizlenmesi durumlarinda otofajiyi
kullanmaktadir. Bu siire¢, hiicre Oliimiinden ziyade hiicrenin hayatta kalma

programidir (84).
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Ortadan kaldirilacak materyal etrafinda olusan membran katlantist
(fagofor) ile baslayan siire¢, materyalin tamamen zarla kaplanmasi ile devam eder
(otofagozom olusumu). Olusan otofagozom, lizozom ile birleserek hidrolitik
enzimler yardimi ile igeriginin sindirilmesini saglar. Bu yolagin temel kontrolorii
mammalian target of raphamycin (mTOR) olup, otofajiyi inhibe etmektedir. I/R
sirasinda inhibe olan mTOR nedeniyle otofaji aktive olmaktadir. Artan otofajinin
hiicreyi 6liime gotiirdiigii yoniinde goriisler mevcutken, otofaji inhibisyonu

sonrasi artan nekrotik hiicre 6liimiinii gosteren ¢alismalar da mevcuttur (84).

Sekil 15: I/R hasarinda hiicre 6liim mekanizmalari
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2.2.8 Uzak Organ Hasan

I/R hasari sonrast doku hasari sadece iskemiden etkilenen dokuda ile sinirli

kalmay1p, diger organ ve sistemleri de etkilemektedir. Bu tablo akciger, bagirsak,
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karaciger, bobrek, kalp ve iskelet kasi gibi bircok organin I/R hasarindan sonra
olusabilmektedir. Post-iskemik kan ile ilk karsilasan yatak olmasi nedeniyle
akciger dokusu, uzak organ hasarina en yatkin doku olmaktadir (85).

Iskemik dokudan ve Ikosit gibi inflamatuar hiicrelerden salnan
medyatdrler bu tablodan sorumlu tutulmaktadir. Iskemik dokudan dolagima
salinan ksantin oksidaz enzimi (XO), uzak organ mikrovaskiiler yatagindan reaktif
oksijen turleri (reactive oxygen species-ROS) olusumuna neden olmakta ve uzak
organ hasarma yol ac¢maktadir. Yine iskemik dokudan dolasima katilan
inflamatuar sitokinler, uzak organda mikrovaskuler yatak endotel hiicrelerinde
artan adezyon molekilu ekspresyonuna neden olmakta, bu da iskemik dokuda
aktive olarak dolasima katilan Iokositlerin uzak organa yerlesmesi ve immiin
hiicre aracili hasar1 baslatmasina neden olmaktadir (85). Ayn1 zamanda, iskemik
dokudaki TNFa araciligi ile endotel hiicreleri, plateletler ve l6kositlerde olusan;
doku faktoéri, PAF, kalpain gibi molekiiller igeren membran kaynakl
mikropartikiiller de dolasgima katilarak uzak organ mikrovaskiiler yataginda

proinflamatuar ve trombojenik etkiler olusturmaktadir (86).
2.2.9 No-Reflow Fenomeni

Dokuya yeterli kan akiminin saglanmasima ragmen biiylik miktardaki
kapiller yatagin reperfiize olamamas1 seklinde ortaya ¢ikar. Bu fenomen, sadece
I/R hasarinin neden oldugu mikrovaskiiler yataktaki trombiis formasyonuna
baglanmamalidir. No-reflow fenomeni ile iliskili diger mekanizmalar;

- Reperfiizyon sirasinda aktive olan ve dokuya goc¢ eden nétrofillerin

mikrovaskiiler yatag: tikamasi (87),
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-Endotelin bariyer fonksiyonunun bozulmasi ile birlikte doku hidrostatik
basmcinin artarak kapiller yatak ve postkapiller veniillerde kollapsa neden olmasi
(87),

-Hucre ici artan Ca nedeniyle gelisen ve protektif NO kaybi1 nedeniyle
artan perisit kontraksiyonu ile birlikte mikrovaskiiler yatagin capmin azalmasi

seklinde tanimlanabilir (87).

2.3 Antioksidan Savunma Sistemi

I/R sirasinda olusan ROS ve RNS karsi hiicrelerin de enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri mevcuttur. I/R hasarini
olugsmasinda, bu antioksidan mekanizmalarin kapasitelerinin asilmas1 soz

konusudur.

2.3.1 Enzimatik antioksidan sistem

ROS’a kars1 en 6nemli savunma sistemi olan antioksidan enzimler katalaz
(CAT) ve stiperoksit dismutaz (SOD) olmaktadir (88).

2.3.1.a Superoksit Dismutaz (SOD):

Slperoksit anyonunun su ve molekuler oksijene dismutasyonunu
katalizleyen enzimdir. Sitozolde bulunan bakir-ginko iceren isoformu (Cu-Zn-
SOD), mitokondride bulunan ve manganez gerektiren izoformu (Mn-SOD) ve
ekstraseliiler bakir-¢inko iceren isoformu (EC-SOD) olmak (zere 3 izoformu
bulunur (88) (Sekil 16).

2.3.1.b Katalaz (CAT):
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Hidrojen peroksitin hidrolizinden sorumlu olan bir¢ok enzim mekanizmasi
bulunurken, tetramerik hem proteini olan katalaz, konsantrasyon bagimli hidroliz
saglamaktadir. I/R hasarinda artan hidrojen peroksit ile birlikte katalazin
indiikledigi detoksifikasyon aktivitesi olduk¢a 6nemli hale gelmektedir (89) (Sekil

16).
2.3.2 Non-enzimatik antioksidan sistemi

Glutatyon, non-enzimatik antioksidan sistemde anahtar molekul olup,
hicrede genellikle rediikte halde bulunur (GSH). Glutatyon rediiktaz (GPX) ve
glutatyon-S-transferaz (GST) ile birlikte glutatyon sistemini olustururlar. Bir
tripeptit (gama glutamil-sisteinil-glisin) olan glutayon, sitozolde gama-
glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri aracligi ile fretilir.
Igerdigi sistein nedeniyle proteinlerin disiilfit baglarinn diizenlenmesinde biiyiik
rol oynamaktadir ve potent bir antioksidan molekiildiir (90).

Redlkte glutatyon, oksidatif stres durumunda GST ve GPX enzimleri
aracilig1 ile okside olarak okside glutatyon (GSSG) formuna doniismekte,
glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi ile ise rediukte formuna geri
donmektedir. Bu geri donilisimlii oksidasyon-rediiksiyon tepkimeleri, hicrenin
uygun redox dengesinin saglanmasina onemli bir faktdr olmaktadir (90) (Sekil
16).

Sekil 16: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemi
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2.4 Furosemid

Furosemid, 4-chloro-N-(2-furyl-methyl)-5-sulfamoyl-an-thranilic  asit,
zay1f organik asit yapisinda olan potent bir loop ditiretiktir. %85 kadar1 bobrekler
tarafindan metabolize edilerek ve sekrete edilerek viicuttan atilir. Biiylik oranda
plasma proteinlerine baglanir (>%98), bu nedenle hipoalbiiminemi gibi
hipoproteinemiler ve proteine baglanan diger medikasyonlarla birlikte tiibiiler
sekresyonu ve diiiretik etkinligi azalir. Henle kulbunun ¢ikan kolunda intraliiminal
ylizeye yerlesimli Na-K-2Cl kotransporterin1 inhibe ederek ditiretik etkisini
gosterir (91). Pik diiiretik etkisini oral alimdan 1- 1.5 saat sonra, iv uygulamadan

10-30dk sonra gostermekte olup yar1 dmrii 1- 1.5 saat olmaktadir (92).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg
3.1.1 Deney Hayvanlan

Erigkin, digi Wistar cinsi, ortalama 300gr agirlikta 24 adet rat deney i¢in
kullanildi. Hayvanlar GUDAM- Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel

Aragtirma Merkezi’ nden temin edildi.
3.1.2 Etik Beyam

Deneysel calismanin tasartmi ve hayvanlar {izerinde uygulanacak
prosediirler Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi
tarafindan onaylanmistir (kod numarasi: G.U.ET-22.058, onay tarihi: 27.04.2022).
Deneyler sirasinda kullanilan hayvan sayisini minimalize etmek ve aci

cekmelerini engellemek icin yliksek diizeyde ¢aba gosterilmistir.
3.1.3 Deneyin Tasarimi

Ratlar rastgele olarak 4 gruba ayrildi (n=6);

Grup 1: sham opere (SHAM)

Grup 2: 45 dakika iskemi-2 saat reperfiizyon (IR)

Grup 3:4mg/kg iv furosemid,(Furosemid)

Grup 4: 45 dakika iskemi- 2 saat reperflizyon + 4mg/kg iv furosemid

(IR+F)
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3.1.4 ila¢ Pozolojisi

Furosemid ile yapilan daha 6nceki I/R ¢alismalarinda oral, intraperitoneal,
Iv inflizyon seklinde farkl verilis yollar1 ve farkli pozolojiler kullanilmis olup, bu
calismada karar verilen 4mg/kg intravendz furosemid uygulamasi, veterinerlik
textbooklarinda yer alan terapétik dozlara gore ayarlanmistir (93). Furosemid,
Sanofi Aventis firmasi tarafindan iiretilen ticari formu (LASIX®) seklinde temin

edilmistir.
3.1.5 Atravmatik bulldog klemp

Bulldog klemp, ilk kez Johann Dieffenbach ve Robert Liston isimli
cerrahlar tarafindan gelistirilmis olan, genellikle vaskiiler cerrahilerde kullanilan,
koyulan damarin kan akisin1 keserek {lizerinde cerrahi islem yapmayi saglayan bir
forseps cesididir. Atravmatik kavrami koyulan damara, igindeki kan akisini
kesecek minimal kuvvet uygulamasi, damar duvarina minimal hasar olusturmasi,
kaldirildiginda ise tekrar kan akisina izin vermesi nedeni ile kullanilmaktadir.
Yapildig1 materyallere gore metal ve disposable (Resim 1) seklinde cesitleri
mevcuttur. Bu ¢aligmada disposable olanlar kullanilmistir.

Resim 1: Metal (a) ve disposable (b) atravmatik bulldog klemp
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3.2 YOntem

3.2.1 Deneysel iskemi-reperfiizyon hasari olusturulmasi

Institutional Animal Care and Use Comittee kilavuz Onerisine gore ratlara
aclik uygulanmamistir, suya sinirsiz erisim saglanmistir. Ratlara, yine kilavuz
Onerisine gore 90mg/kg ketamin+5mg/kg ksilazin kombinasyonun intraperitoneal
olarak uygulanarak anestezi saglanmis, anestezi derinligi basimi kaldiramamasi,
g6z kirpma refleksinin kaybolmasi ve alt ekstremite bagparmagina uygulanan
kisma refleksine yanitsizlik ile degerlendirilmistir. Daha sonra ratlar, viicut
1isilarint 37 C°’de tutmak igin 1siticili masaya alinmistir. Deney siiresince anestezi
derinligi, solunum paterni ve hizi (inspeksiyon ile), kalp hiz1 (palpasyon ile)
aralikli olarak degerlendirilmistir. Karm bdlgesindeki tliylerin tiragt sonrasi
baticon ile cilt antisepsisi saglandi. Ardindan gruplar halinde deney prosedir
asagidaki sekilde uygulandi;

Grup 1-SHAM: Medyan laparotomi ile batin agilarak abdominal aorta ve
inferior vena cava bulundu (Resim 2-A), abdominal aortanin ¢evresi
serbestlestirildi. 45 dk sonra 0,3 cc %0,9 NaCl insiilin enjektorii ile kuyruk
veninden enjekte edildi, deneyin 2 saat 45.dakikasinda rat yiiksek doz anestezi+
kalpten alinan kan ile(exanguisyon) sakrifiye edilerek bilateral gastrokinemus
kaslar1 ¢ikartildi. Toplanan kan ornekleri sar1 kapakli tiipler ile biyokimya
laboratuaria gonderilerek, santrifilij sonrasi elde edilen serumdan TNF o 6l¢iimii
yapildi. Sol gastrokinemus kasi, histopatolojik inceleme icin %10 formaldehit ile
muamele  edildi. Sag  gastrokinemus  kasi, doku  homojenatinda

malondialdehittMDA) degeri ile katalaz (CAT) ve glutatyon-s-transferaz (GST)
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enzim aktivitesi degerlendirilmesi i¢in %0,9 NaCl ile yikandiktan sonra -80°C ‘de

dondurularak biyokimya laboratuvarma gonderildi.

Resim 2-A: Laparotomi sonrasi inferior vena cava (beyaz ok) ve abdominal
aortanin (gri ok) bulunmasi

Grup 2-IR: Medyan laparotomi ile batin agilarak abdominal aorta ve
inferior vena cava bulundu, abdominal aortanin ¢evresi serbestlestirildi. Aortaya
atravmatik bulldog klemp yerlestirilerek (Resim 2-B) 45 dakika stirecek iskemi
periyodu baglatildi. 45. dakikada 0,3 cc 9%0,9 NaCl insiilin enjektorii ile kuyruk
veninden enjekte edildi, sonrasinda bulldog klemp kaldirilarak 2 saat reperflizyon
saglandi. Deneyin 2 saat 45.dakikasinda rat yiiksek doz anestezi+ kalpten alinan

kan ile(exanguisyon) sakrifiye edilerek bilateral gastrokinemus kaslar1 ¢ikartildi.
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Toplanan kan Ornekleri sar1 kapakli tiipler ile biyokimya laboratuarina
gonderilerek, santrifiij sonrasi elde edilen serumdan TNF a 6l¢timii yapildi. Sol
gastrokinemus kasi, histopatolojik inceleme i¢in %10 formaldehit ile muamele
edildi. Sag gastrokinemus kasi, doku homojenatinda malondialdehit(MDA) degeri
ile katalaz (CAT) ve glutatyon-s-transferaz (GST) enzim aktivitesi
degerlendirilmesi icin %0,9 NaCl ile yikandiktan sonra -80°C ‘de dondurularak

biyokimya laboratuvarma gonderildi.

Resim 2-B:Abdominal aortaya bulldog klemp yerlestirilerek iskemi periyodunun
baglatilmasi

Grup 3-Furosemid: Medyan laparotomi ile batin agilarak abdominal aorta

ve inferior vena cava bulundu, abdominal aortanin gevresi serbestlestirildi. 45.
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dakikada 4mg/kg furosemid(LASIX®) insiilin enjektorii ile kuyruk veninden
enjekte edildi, deneyin 2 saat 45.dakikasinda rat yiiksek doz anestezi +kalpten
alinan kan ile(exanguisyon) sakrifiye edilerek bilateral gastrokinemus kaslar
cikartildi. Toplanan kan 6rnekleri sar1 kapakli tiipler ile biyokimya laboratuarina
gonderilerek, santrifiij sonrasi elde edilen serumdan TNF a 6l¢iimii yapildi. Sol
gastrokinemus kasi, histopatolojik inceleme i¢in %10 formaldehit ile muamele
edildi. Sag gastrokinemus kasi, doku homojenatinda malondialdehit(MDA) degeri
ile katalaz (CAT) ve glutatyon-s-transferaz (GST) enzim aktivitesi
degerlendirilmesi i¢in %0,9 NaCl ile yikandiktan sonra -80°C ‘de dondurularak
biyokimya laboratuvarina gonderildi.

Grup 4-IR+F: Medyan laparotomi ile batin agilarak abdominal aorta ve
inferior vena cava bulundu, abdominal aortanin ¢evresi serbestlestirildi. Aortaya
atravmatik bulldog klemp yerlestirilerek 45 dakika siirecek iskemi periyodu
baslatildi. 45. dakikada 4mg/kg furosemid(LASIX®) insiilin enjektorii ile kuyruk
veninden enjekte edildi, 45 dakika iskemi periyodu tamamlandiktan sonra bulldog
klemp kaldirilarak 2 saat reperfiizyon saglandi. Deneyin 2 saat 45. Dakikasinda
rat yliksek doz anestezi + kalpten alinan kan ile(exanguisyon) sakrifiye edilerek
bilateral gastrokinemus kaslar1 ¢ikartildi. Toplanan kan ornekleri sar1 kapakli
tiipler ile biyokimya laboratuarina gonderilerek, santrifiij sonrasi elde edilen
serumdan TNF o 6l¢limii yapildi. Sol gastrokinemus kasi, histopatolojik inceleme
icin %10 formaldehit ile muamele edildi. Sag gastrokinemus kasi, doku
homojenatinda malondialdehittMDA) degeri ile katalaz (CAT) ve glutatyon-s-
transferaz(GST) enzim aktivitesi degerlendirilmesi i¢in %0,9 NaCl ile yikandiktan

sonra -80°C ‘de dondurularak biyokimya laboratuvarina génderildi.
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3.2.2 Kan orneklemesi ve serum hazirlanmasi

Reperfiizyon periyodunun sonunda, rat kalbinden aliman kanlar sari
biyokimya tiiplerine konularak 3.500 rpm de 15 dk santrifiij edildi, ayrilan serum

orneklerinden TNFa 6l¢iimii yapildi.

3.2.3 Doku 6rneklemesi

Sakrifiye edilen ratlarin bilateral gastrokinemus kasi c¢ikartildi. Sol
gastrokinemus kas1 histopatolojik inceleme i¢in %10 formaldehit cozeltisine
konularak histoloji laboratuvarma gonderildi. Sag gastrokinemus kasi soguk SF
ile yikandiktan sonra aliiminyum folyoya sarilip sivi azotta donduruldu ve
analizlerin yapilacagi giine kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Deney ginu kas
dokular1 hassas terazide tartilarak 1/6 oraninda (m/v) SF igerisinde yaklasik 2 dk
homojenize edildi. Elde edilen homojenat, +4 °C’de 10 dk 3000 rpm de santrifiij
edildi. Stipernatanlar porsiyonlanarak eppendorf tiiplere alindi. Deney asamasinda
lipid peroksidasyonunu degerlendirmek amaciyla malondialdehit (MDA) seviyesi
ile serbest radikal metabolizmasinda etkin olan enzimlerden katalaz (CAT) ve

glutatyon-s-transferaz (GST) enzim aktivite 6lglimleri yapildi.

3.2.4 TNFa olciimii

TNFa, santrifiij edilen kandan ayrilan plazmadan ELISA teknigi

kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar pg/ml cincinden ifade edildi.
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3.2.5 Lipid peroksidasyonu 6lgimu

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bir yan iiriin olan ve oksidatif stres
belirteci olan malondialdehit (MDA), Van Ye TM ve arkadaglarinin (1993)
metodu ile analiz edildi. TBARS 6l¢limii, 2 mol TBA ve 1 mol MDA’ nin asidik
ortamda birleserek olusturdugu mor renkli TBA-MDA kompleksinin absorbans
degerinin 532 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimii ile yapildi.

Reaktifler

1. Fosfat Tamponu (100 mM, pH:6,0)

1.9%20’1lik TCA Cozeltisi

3.9%2’1lik TBA Cozeltisi

Sonuglar, MDA standart1 olarak kullanilan 1,1,3,3- Tetraetoksi propanla

cizilen standart grafigin egiminden yararlanilarak nmol/mg protein olarak verildi.
3.2.6 Glutatyon-S-Transferaz (GST) seviyesi 6l¢ctimu

GST aktivite tayini Habig ve arkadaslariin (1974) tarif ettigi metoda gore

GST’ nin katalizledigi bir reaksiyon olan, CDNB +GSH ~ ' CDGNS + H+ +
Cl esnasinda olusan CDGNS bilesiginin 340 nm dalga boyundaki absorbans
artisindan hesaplandi.

Reaktifler

1.Fosfat Tamponu (100 mM, pH: 6,0)

2.CDNB Cozeltisi

3.GSH Cozeltisi

Sonuglar, CDNB-GS kompleksinin € degerinden yararlanilarak (€: 10 M-
1. cm-1) IU/mg protein olarak ifade edildi.
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3.2.7 Katalaz (CAT) aktivitesi 6lgimu

Katalaz tarafindan katalizlenen H202 ~— © 02 + H20 reaksiyonu
sonucunda molekiiler oksijen ve suya doniisen hidrojen peroksitin 240 nm’deki
absorbans degisimi Aebi yontemi (1984) esas alinarak spektrofotometrik olarak
takip edildi. Her bir numune i¢in absorbans degisimi hesaplanarak H202’nin &
degerinden enzim aktivitesi hesaplamalar1 yapildi. Sonuglar I[U/mg protein olarak
verildi.

Reaktifler

1.Fosfat Tamponu (50mM, pH:7,0)

2. Tamponlanmis H202 Cozeltisi
3.2.8 Histopatolojik degerlendirme

Deneklerden alinan gastrokinemus kas dokusu oOrnekleri %10 noétral
formaldehit soliisyonunda 72 saat tespit edilerek rutin takip islemlerinin ardindan
parafin bloklar elde edildi.

Histokimyasal olarak Hematoksilen-Eozin boyama gergeklestirildi ve
kesitler ¢izgili kas dokusu iizerinde histopatolojik olarak degerlendirildi.
Calismanin histopatolojik inceleme siireci Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1
biinyesindeki imkanlar ile yiiriitiilmiis olup, tiim deneysel protokoller igin gerekti
techizat ilgili laboratuvarlarda bulunmaktadir.

3.2.8.a Isik mikroskopisi takip basamaklar1 ve bloklama:

Deneklerin  diseksiyonu  sonrasinda  ¢ikarilan  dokular  %10’luk

formaldehitte tespit edildi.
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Ardindan asagidaki islem basamaklarina riayet edilerek dokular takibe
alind1.

1. Tespit soliisyonun uzaklastirilmasi-yikama

2.%50 etil alkol (20 dk)

3. % 70 etil alkol (20 dk)

4. % 80 etil alkol (20 dk)

5. % 96 etil alkol (20 dk)

6. Aseton 1 (20 dk)

7. Aseton 11 (20 dk)

8. Aseton 111 (20 dk)

9. Aseton IV (20 dk)

10. Ksilol I (30 dk)

11. Ksilol 11 (30 dk)

12. 60°C derecelik etiivde erimis parafin I’de (1 saat)

13. Parafin II (1 saat) de bekletildi ve bloklama yapildi.

14. Parafin i¢inde bloklama

Hazirlanan bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler —alinarak
histokimyasal boyama ve isaretlemeler yapma asamasina gegildi.

3.2.8.b Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

Lama alinan kesitlerin iizerindeki parafinin erimesi i¢in etiivde 70 °C’de
20 dakika ya da 60 °C’de bir gece boyunca bekletildi. Hazirlanan parafin
bloklardan 4 pm kalmligindaki gastrokinemus kast dokular1 polilizinli lamlara
almarak 62°C’ deki etiivde 1 saat bekletildi. Lamlar deparafinizasyonu

tamamlamak i¢in 2 kez 15’ser dakika ksilende bekletildi. Daha sonra 10’ar dakika
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strastyla %100, %96, %90, %80 ve %70’lik alkol serilerinden gecirildi. Boyama
islemine hazirlamak i¢in dehidrate edilen dokulari alkolden arindirmak igin
kesitler 6nce havada alkol ugana kadar kurutulduktan sonra 10 dakika akar suda
yikandi. Ardindan 10-15 dakika Harris Hematoksilen’de bekletildi ve 10 dakika
akar suda yikandi. Yikama sonrasi asit alkol karigimina (%70 alkol + 2-3 damla
Glasiyal asetik asit) batirilarak 2-3 dip yapild1 ve 10 dakika akar suda yikandi.
Ardindan 5-10 dakika Eozin’de bekletildi ve 10 dakika akar suda yikandi. Yikama
sonrasi 2’ser dakika artan alkol serileride (sirasiyla % 50-70-80-96-100 etil alkol)
bekletildi. Alkolden alinan preparatlar havada alkolii uguncaya kadar kurutulup 2
kez 15’er dakika Ksilolde bekletildi ve Entellan ile kapatilirak daimi hale getirildi.
Dokuda bulunan hiicrelerin niikleusu Haris hematoksilen ile mor, sitoplazmik
kisimlar1 eozin ile pembe boyandi.

Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli gorlntileme
sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda fotograflari g¢ekilerek degerlendirildi.
Degerlendirmeler sonunda Cizgili kas dokusu preparatlari tizerinde kas kalinligi
Ol¢ciimii yapildi ve meydana gelen histolopatolojik parametreler incelenerek doku
O0demi, lokosit infiltrasyonu, hemoraji ve miyosit hasar1 ag¢isindan
degerlendirilerek doku hasar1 negatif (0), zayif (1), orta (2) ve siddetli (3) olmak

tizere skorlama yapildi.

3.2.9 istatistiksel analiz

Calismanin analizleri SPSS 21.0 paket programinda yapilmistir. Kategorik
degiskenler say1, yiizde, siirekli sayisal degiskenler ortalama * standart sapma,

median (minimum — maksimum) degerleri ile Ozetlenmistir. Kategorik
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degiskenlerin gruplar arasinda karsilagtirmasinda Ki-kare testi testi kullanilmigtr.
Stirekli sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile
kontrol edilmistir. Gruplar arasinda sayisal verilerin normal dagilmadig:
belirlenmistir. Stirekli sayisal degiskenlerin ikiden fazla grup arasinda
karsilastirmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Istatisel olarak anlamliligin
kaynaklandig1r gruplarin belirlenmesinde Bonferroni diizeltmesi yapilarak p
degerleri sunulmustur. Istatistiksel olarak p degerinin 0,05’ten kiiciik olmasi

anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmistir.

4. BULGULAR

4.1 Biyokimyasal Bulgular

TNFalfa sonuglar1 esik degerin altinda c¢ikmis olup, kit tarafindan
Olclilememistir.

Sham grubu ve Furosemid grubu ile karsilastirildiginda IR+F grubunda
katalaz diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazlaydi (sirasiyla p =
0,002, p = 0,002). IR grubu ile karsilastirildiginda IR+F grubunda katalaz diizeyi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazlaydi (p= 0,002).Diger gruplar arasinda
katalaz diizeyi bakimindan anlamli fark yoktu (p>0,05) (Grafik 17) (Tablo 8).
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Grafik 1: Gruplar arasi katalaz diizeyi dagilimi
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Sham grubu ile karsilastirildiginda Furosemid grubunda GST diizeyi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazlaydi (p=0,002). GST diizeyi
acisindan karsilastirildiginda IR grubu ve IR+F grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamhi fark bulunmadi (p=0,699). Diger gruplar arasinda GST diizeyi
bakimindan anlaml fark yoktu (p>0,05) (Grafik 18) (Tablo 8).

Grafik 2: Gruplar aras1 GST diizeyi dagilimi
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Sham grubu ile karsilastirildiginda IR (p = 0,002) ve furosemid grubunda
(p = 0,002) MDA diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha azdi. IR grubu
ile karsilastirildiginda IR+F grubunda MDA diizeyi anlamli diizeyde daha
fazlaydi (p = 0,002). Diger gruplar arasinda MDA diizeyi bakimindan anlamli fark

yoktu (p>0,05) (Grafik 19) (Tablo 8).

Grafik 3: Gruplar arast MDA diizeyleri dagilimi
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Tablo 8: Gruplar aras1 biyokimyasal sonuglarin karsilastirilmasi

Parametreler | Sham (n = 6) IR (n=6) Furosemid (n = 6) | IR+F (n =6) p
Katalaz
(IU/mg) 16,1 +5,13a 19,52 + 0,91a 16,93 + 4,35a 84,58 + 3,47b 0,003

16,35 (10,4 - 21,8) | 19,4 (18,6 - 20,8) | 19,05 (8,7 - 19,7) | 84,1 (80 - 88,9)

GST (IU/mg) | 0,08 +0,01a 0,1 +0,01a,b 4,82+ 1,27b 0,1+0,02a,b 0,001

0,08 (0,06 -0,09) | 0,1 (0,09-0,12) | 4,71 (3,1-6,58) | 0,1 (0,07 - 0,12)

MDA
(nmol/mg) 0,22 +0,03a 0,07 £0,02b 0,09 £0,04b,c 0,2 +£0,02a,c 0,001

0,21 (0,19-0,26) | 0,07 (0,05-0,1) | 0,08 (0,05-0,15) | 0,2 (0,17 - 0,22)

Veriler ortalama * standart sapma ve median (minimum — maksimum)
degerleri ile 6zetlenmistir.

Karsilastirmalarda ~ Kruskal =~ Wallis  testi  kullamlmustir.  Ikili
karsilagtirmalarda Bonferroni diizeltmesi yapilmaistir.

a,b,c: Farkli harfle gosterilen kategoriler arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark vardir(p<0,005).

GST: Glutatyon-s-transferaz, MDA: Malondialdehit
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4.2 Histopatolojik Bulgular

4.2.1 Grup 1: SHAM Kontrol

Sham opere grubu gastrokinemius kasina ait longitidunal ve enine alinan
kesitler tizerinde yapilan kiigiik ve biiyiik buyitmeli incelemelerde uzun kas
liflerinin normal histolojik goriintiileri ile oOrtiisen sekilde birbirleriyle paralel
yerlesim gosterdikleri, hiicre c¢ekirdeklerinin sarkolemma altinda yerlestirdikleri
ve normal miyofibril organizasyonlarinin bir gostergesi olarak sarkoplazmanin

enine ¢izgilenme gosterdigi ayirt edildi. Kas liflerini ¢evreleyen endomisyum

yapisi normal goriiniimdeydi (Resim 3-1 ve 3-2).

Resim 3-1: Sham opere grubu gastrokinemius kasina ait longitidunal kesitte
birbirleri ile paralel yerlesimli normal histomorfolojik goriiniimdeki kas lifleri, (
E: endomisyum, — : sarkolemma altinda yerlesim gosteren niikleus, *: miyofibril)
( Hematoksilen-Eozin boyama, A resmi i¢in 200x blyutme, B resmi igin 400x
blyltme)
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Resim 3-2: Sham opere grubu gastrokinemius kasina ait enine kesitte normal
histomorfolojik goriiniimdeki kas fasikiilleri ( — : sarkolemma altinda yerlesim
gosteren niikleus, *: miyofibril) (Hematoksilen-Eozin boyasi, 200x biiyiitme)

4.2.2 Grup 2: iskemi Reperfiizyon Grubu-IR

Iskemi reperfiizyon grubu gastrokinemius kasma ait longitidunal ve enine
kesitler lizerinde yapilan kiiciik biiylitmeli incelemelerde kas liflerini gevreleyen
bag dokuda kas lifinin normal organizasyonunu bozacak sekilde yogun fibrozis
tespit edildi. Bag dokuda yogun infiltrasyon, vaskiiler dilatasyon ve bazi

damarlarda hemoraji dikkati cekti (Resim 4-1)

Resim 4-1: Iskemi reperfiizyon grubu gastrokinemius kasma ait longitidunal
kesitte normal histomorfolojik goriiniimii bozulmus kas lifleri(—), vaskiiler
dilatasyon (d) ve hemoraji ile niikleus kaybi olan kas lifleri(«<>), periferde
yerlesim gosteren kas lifinde hasar ( A) ve yogun infiltrasyon (i) (Hematoksilen-
Eozin boyasi, 200x biiyiitme)
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Bazi kas liflerinde niikleus kaybi1 bu gruptaki en dikkat ¢ekici bulgulardan
biri olarak nitelendirildi. Ozellikle periferde yerlesim gosteren kas liflerinde hasar
dikkati cekti. Bu grupta yapilan biiylik biiyiitmeli incelemelerde miyositlerde
yogun dejenerasyon, miyofibril organizasyonunda bozulmaya bagli olarak
sarkoplazmada dejeneratif degisimler gorildi. Kas liflerinin normal paralel
seyrinden ayrildiklar1 tespit edildi. Periferde yerlesim gosteren kas liflerinde
nekrozis ile uyumlu niikleer sisme dikkati c¢ekti. Bazi kas liflerinde amitotik
nikleer bolinme tespit edildi. Amitotik nikleer bélinme ve nikleuslarmin
hicrenin merkezine gogl izlendi (Resim 4-2). Bu grupta enine kesitlerde yapilan
incelemelerde O6dem en dikkat cekici bulgu olarak izlendi. Perimisyumda
infiltrasyon goriildii. Longitidunal kesitler ile uyumlu sekilde 6zellikle periferik
yerlesimli kas liflerinde nekrozis ile uyumlu hiicre goriintisu dikkati cekti. Yine
kas liflerinin ¢cogunda miyofibril organizasyonunda bozulma ve dejenerasyon

dikkati gekti (Resim 4-3).

Resim 4-2: Iskemi reperfiizyon grubu gastrokinemius kasmna ait longitidunal
kesitte miyositlerde yogun dejenerasyon, miyofibril organizasyonunda bozulma
(*), normal paralel seyrinden ayrilan kas lifleri (—) ve amitotik niikleer boliinme
ve niikleuslarmin hiicrenin merkezine go¢l ( { ) (Hematoksilen-Eozin boyasi,
200x buyutme)
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Resim 4-3: Iskemi reperfiizyon grubu gastrokinemius kasina ait enine kesitte

o0dem(*) ile perimisyumda infiltrasyon (—) (A resmi); periferik yerlesimli kas

liflerinde nekrosis (n), miyofibril organizasyonunda bozulma ve dejenerasyon
(<) (Hematoksilen-Eozin boyasi, 200x biiyiitme)

4.2.3 Grup 3: Furosemid Grubu

Furosemid grubu gastrokinemius kasina ait longitidunal ve enine kesitlerin
kicik ve buyuk buyatmeli incelemelerinde genel goérinim ve histolojik
Ozelliklerin kontrol grubu ile esdes oldugu tespit edildi. Enine kesitlerde gézlenen
birkac dejeneratif miyositin, grubun tim deneklerine ait kesitlerdeki incelemeler
sonucunda uygulanan ajana spesifik bir 6zellik olmadig1 diisliniildii (Resim 5-1,

2).

Resim 5-1: Furosemid grubu gastrokinemius kasina ait longitidunal ve enine
kesitlerin kiiciik ve biiyiik biiyiitmeli incelemelerinde ( — : sarkolemma altinda
yerlesim gosteren niikleus, *: miyofibril) (Hematoksilen-Eozin boyasi, A resmi
icin 200x ve B resmi i¢in 400x blyltme)
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Resim 5-2: Furosemid grubu gastrokinemius kasina ait enine Kesitlerin biiylik
biiylitmeli incelemelerinde normal goriinlimlii miyositler (—) ile birkag
dejeneratif miyosit grubu (*) (Hematoksilen-Eozin boyasi, A resmi i¢in 200x
blyltme)

4.2.4 Grup 4: Iskemi Reperfiizyon ve Furosemid Uygulanan Grup-

IR+F

Iskemi reperfiizyon ve furosemid uygulanan grubun gastrokinemius
kasmin longitidunal kesitlerinin biiylik biiyiitmeli incelemelerinde kas liflerinin
normal paralel seyrinde oldugu, miyofibril organizasyonunun diizene girdigi ve
multintikleer yapidaki niikleuslarin sarkolemma altinda yerlestigi, miyositler
acisindan degerlendirildiginde iskemi-reperfiizyon grubuna kiyasla hiicrelerin
normal goriiniim aldig1 tespit edildi. Buna karsilik yapilan biiyiik biytitmeli
incelemelerde kas liflerini c¢evreleyen bag dokuda infiltrasyonun iskemi-
reperflizyon grubu kadar olmamakla birlikte halen devam ettigi ve yer yer
hemoraji gosteren dilate damarlarin halen bulundugu dikkati c¢ekti. Enine
kesitlerde yapilan incelemeler de bu bulgular ile uyumluydu. Fasikillerin
periferine yerlesmis miyositlerde yer yer dejenerasyon dikkati ¢ekti ancak

nekrotik bir bulgu saptanmadi (Resim 6-1, 2)
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Resim 6-1 :iskemi reperfiizyon ve ardindan furosemid uygulanan grubun
gastrokinemius kasmim longitidunal Kkesitlerinin blyuk ve kuguk buyutmeli
incelemelerinde duzenli yapidaki miyofibriller (m), sarkolemma altinda yerlesim
gosteren niikleus (—), yer yer infiltrasyon (i) ile hemoraji ve dilate damar yapis1
(*) (Hematoksilen-Eozin boyasi, A resmi i¢in 200x ve B resmi icin 400x
blyltme)

Resim 6-2 : Iskemi reperfiizyon ve ardindan furosemid uygulanan grubun
gastrokinemius kasinin enine kesitlerinin biiylik ve kiiclik biiyiitmeli
incelemelerinde az miktarda bulunan dejenerasyona ugrayan miyositler (*)
(Hematoksilen-Eozin boyasi, A resmi i¢in 200x bilyiitme)

Sham, Furesemid ve IR+F grubu ile karsilastirildiginda IR grubunda 6dem
diizeyi (p<0,001) (Grafik 20), notrofil infiltrasyon diizeyi (p = 0,007) (Grafik 21)
ve miyosit hasar diizeyi (p = 0,001) (Grafik 22) istatistiksel olarak anlamli
diizeyde daha fazlaydi. IR ve IR+F grubu ile karsilastirildiginda Sham grubunda
hemoraji diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha azdi (p<0,001) (Grafik

23) (Tablo 9).
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Tablo 9: Histopatolojik skorlama sistemi sonuglari

Sham (n = 6) IR (n =6) Furosemidn=6) [ IR+F (n=6)
Bulgu Say1 Yuzde | Sayi Yuzde Say1 | Yizde i? Yuzde | p
Odem
Yok 6 1000 | O 0,0 6 100,0 4 66,7 <0,001
Hafif 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 33,3
Orta 0 0,0 1 16,7 0 0,0 0 0,0
Yuksek 0 0,0a 5 83,3b 0 0,0a 0 0,0a
Notrofil
infiltrasyonu
Yok 5 83,3 0 0,0 3 50,0 3 50,0 0,007
Hafif 1 16,7 0 0,0 2 33,3 2 33,3
Orta 0 0,0 1 16,7 1 16,7 1 16,7
Yuksek 0 0,0a 5 83,3b 0 0,0a 0 0,0a
Hemoraji
Yok 6 100,0a | O 0,0b 2 33,3a,b 0 0,0b <0,001
Hafif 0 0,0 0 0,0 3 50,0 3 50,0
Orta 0 0,0 3 50,0 1 16,7 3 50,0
Yiiksek 0 0,0 3 50,0 0 0,0 0 0,0
Miyosit
hasar1
Yok 5 83,3 0 0,0 3 50,0 0 0,0 0,001
Hafif 1 16,7 0 0,0 2 33,3 3 50,0
Orta 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 33,3
Y iiksek 0 0,0a 6 100,0b 1 16,7a 1 16,7a

*Karsilastirmalarda Ki-kare testi kullanilmustir. Ikili karsilastirmalarda Bonferroni
diizeltmesi yapilmaistir.

a,b: Farkli harfle gosterilen kategoriler arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark vardir(p<0,005).

Grafik 4: Gruplar aras1 6dem diizeyi dagilimi
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Grafik 5: Gruplar arasi nétrofil infiltrasyonu diizeyi dagilimi
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Grafik 6: Gruplar arast miyosit hasar diizeyi dagilimi
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Grafik 7: Gruplar arasi hemoraji diizeyi dagilimi
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5. TARTISMA

Akut alt ekstremite iskemisi hastalarinda revaskiilarizasyon sonrasi gelisen
I/R hasari, yiiksek mortalite ve ekstremite kaybi ile seyretmektedir. Burada
belirleyici olan faktor iskemi siiresi olup, 12 saatten kisa siiren iskemide mortalite
%19, ekstremite kurtulma orani %93 iken 12 saatten uzun siiren iskemide
mortalite %31 e ¢ikmakta, ekstremite kurtulma orani ise %78 e diismektedir (94).
Revaskiilarizasyona ragmen yiiksek ekstremite kaybina yol agan I/R hasari
patogenezinde ROS/RNS olusumu temel mekanizma olup, bu molekilleri
toplayic etki gosteren antioksidan terapiler, I/R hasarinin 6nlenmesinde uzun siire
calisilmig ve basarili sonuglar alinmistir (95). Klinikte kalp yetmezligi, bobrek
yetmezligi, pulmoner 6dem gibi hastaliklarda yaygin olarak kullanilan ve potent
bir ditiretik olan Furosemid’in daha 6nce yapilan in-vitro ¢aligmalarda antioksidan
etkinligi gosterilmistir (96). Bu sebepe calismamizda Furosemid’in deneysel
olarak olusturulan rat iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu
etkisi arastirilmistir.

1995 yilinda yaymnlanan calismada endotelyal hiicre kiiltiirii iizerine
furosemidin etkileri arastirilmig, furosemidin endotelyal hiicrelerde bradikinin
sentez ve salintmini arttirdigi, bradikinin ise B2 kinin reseptorleri lizerinden
endotelyal otakoidlerin (NO,prostasiklin) olusumunu arttirdig1 gézlenmis (97). Bu
medyatorlerin I/R hasarinda endotelyal disfonksiyonu Onleyici etkileri olup,
calismamizda endotel hasarinin bir gostergesi olan doku 6demi agisindan IR
grubu ile IR+F grubu karsilastirildiginda, IR+F grubunda o6dem gelisimi

istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (Sekil 20) (Tablo 9). Fakat yine
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endotel hasarin1 gosteren doku hemorajisi agisindan IR grubu ve IR+F grubu
arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmamustir (Sekil 23) (Tablo 9).

2003 yilinda yayinlanan bir in-vitro ¢alismada insan eritrosit hiicrelerinden
olusturulan  hiicre  kiiltiirinde =~ AAPH  (2,2V-azobis(2-amidinopropane)
hydrochloride) aracili oksidatif stres olusturulmus, sonra artan dozlarda uygulanan
furosemid in antioksidan etkinligi allofikosiyanin testi ile degerlendirilmistir.
Sonugta furosemidin doza bagli artan serbest radikal toplayici etkisi oldugu
gozlenmis. Ayni zamanda eritrosit membranmin akiskanhigini degistirerek serbest
oksijen radikallerine olan duyarlili§ini azalttig1 hipotezi 6ne siiriilmiis (98). Fakat
calismamizda lipit peroksidasyonunu gosteren, dolayisiyla oksidatif stres aracili
membran hasarin1 yansitan MDA seviyeleri agisindan karsilagtirildiginda, IR+F
grubunda MDA seviyeleri IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
saptanmistir (Sekil 19) (Tablo 8).

2007 yilinda yaymlanan in-vivo c¢alismada furosemidin, ratlarda
olusturulan iskemik akut bobrek yetmezligi modeli sonrasi apoptozis iizerine
etkileri arastirilmis. Calisma sonucunda furosemidin, I/R hasari ile indiiklenen
apoptozisde ciddi azalma sagladigi gozlenmis (99). Bununla uyumlu olarak,
calismamizin histopatolojik incelemesinde IR grubunda miyosit hasarinin SHAM
grubuna gore anlamli yiiksek oldugu, IR+F grubunda ise IR grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 22) (Tablo 9).

2015 yilinda yaymlanan in-vivo calismada ise ratlarda renal I/R modeli
olusturulmus, furosemid ve sitagliptinin renal ve uzak organ hasar1 olarak
miyokardiyal I/R hasarmi azaltici etkileri arastirilmis. Calisma sonucunda I/R

grubunda artan doku MDA ve NO seviyeleri, azalan GSH diizeyi ile azalan GST,
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SOD ve CAT enzim aktivitelerinde furosemid uygulamasi sonrasi diizelme
oldugu gozlenmis. Bu etkileri prostaglandin dehidrojenaz enzim inhibisyonu
sonrasi seviyesi artan ve potent bir vazodilatdr olan prostaglandin E2 (PGE2) ile
gelisen renal kan akimi artisina, NA-K-2CL kotransport inhibisyonu sonrasi renal
tlbdler oksijen tuketiminde azalmaya ve anti-apoptotik etkilerine baglanmigtir
(100). Bununla uyumlu olarak c¢alismamizda CAT diizeyleri agisindan
karsilastirildiginda, IR+F grubunda CAT diizeyleri IR grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulunmustur (Sekil 17) (Tablo 8). Fakat GST diizeyleri
acisindan karsilastirildiginda, IR grubu ile IR+F grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmamustir (Sekil 18) (Tablo 8).

I/R hasarli hiicrelerden salgilanan kemotaktik ajanlar, aktive olan
kompleman sistemi, endotel yiizeyinde eksprese olan adezyon molekilleri
dolasimdaki nétrofillerin aktivasyonu ve dokuya migrasyonuna neden olmakta,
aktive olan nétrofillerden salgilanan sitokinler, kemokinler ve ROS ise artan doku
hasar1 ve inflamatuar cevaptan sorumlu tutulmaktadir (101). Calismamizin
histopatolojik incelemesi sonucunda, IR grubunda SHAM grubuna goére notrofil
infiltrasyonunun istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu, IR+F grubunda ise IR
grubuna gore anlamli diisiik oldugu gézlenmistir (Sekil 21) (Tablo 9). Bu bulgular
Furosemid’in I/R hasarinda kilit rol iistlenen nétrofillerin dokuda infiltrasyonunu

ve doku hasarini 6nledigini gostermektedir.
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6.SONUC

Furosemid, antioksidan enzim aktivitesini yansitan CAT diizeylerini
arttirarak, prostasiklin-NO gibi koruyucu mediyatorlerin salinimi araciligr ile
endotel hasarin1 azaltarak, ge¢c donem doku hasarindan sorumlu olan nétrofillerin
dokudaki infiltrasyonunu azaltarak I/R sonucu olusan miyosit hasarmi-nekrozunu
sinirlayici etkileri mevcut olup, klinikte diiiretik olarak yaygin kullanimi olan bu
ilacin iskelet kasinda I/R hasarini engellemek amaciyla kullanimi i¢in daha fazla

calismaya ihtiyag vardir.
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7. OZET

Rat Iskelet Kasinda Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Furosemid’in in-
vivo Antioksidan Etkinliginin Arastirilmasi

Alt ekstremite periferik arter hastaligi diinya genelinde 202 milyon hastay1
etkilemekte olup, kronik ekstremite tehdit edici iskemi ve akut alt ekstremite
iskemisi gibi kliniklere ilerleyerek ekstremite kaybi ile sonlanmaktadir. Kan
akiminin ani ve total olarak kesilmesi olarak tanimlanan akut bacak iskemisinde
ekstremitenin kurtulmasindaki en 6nemli belirleyici en kisa siirede miidahale ile
iskemi siiresinin en aza indirilmesidir. Bu hastalarda kan akismin tekrar
saglanmas1 sonrast gelisen, iskeminin olusturdugu hasarin artarak ilerlemesi ve
ekstremite kaybi ile sonlanabilen iskemi-reperfiizyon hasari olarak adlandirilan
tablo ile karsilasilmaktadir. Bu tablonun gelisiminde iskemi sirasinda pH ve iyon
dengesi bozulan hiicrelerin, reperflizyon sirasinda gelen oksijen ile reaktif oksijen
tiirleri (ROS) liretmesi ve bunun araciligi ile artan doku hasar1 lokal ve sistemik
inflamatuar yamit sorumlu tutulmaktadir. Deneysel iskemi-reperfiizyon
modellerinde antioksidan ajanlarin koruyucu rolleri bir¢ok calisma ile tespit
edilmistir. Calismamizda, in-vitro olarak hiicre kiltirinde ve in-vivo olarak rat
bobrek ve kalp dokusunda antioksidan etkinlik ile I/R hasarimni azalttig1 gosterilen
Furosemid isimli diiiretigin ratlarda alt ekstremitede olusturulan iskemi-
reperfizyon modeli sonrasi iskelet kasindaki koruyucu etkinligi arastirilmistir.
Anestezi altindaki Wistar cinsi ratlarda medyan laparotominin ardindan
abdominal aortanin 45 dk klemplenmesi ile olusturulan iskemi sonrasi 2 saat
reperfiizyon uygulanmis, reperfiizyon baslangicinda ratlara 4mg/kg iv furosemid

uygulanmistir. Furosemid uygulanan grupta, antioksidan enzim aktivitesini
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gosteren katalaz diizeyinde artis, endotel hasarini gosteren doku Odeminde
azalma, ROS tarafindan aktive edilen inflamatuar kaskadin ana hiicresi olan
notrofillerin dokudaki infiltrasyonunda azalma saglayarak iskemi-reperfizyon
hasarmi sinirladig1 gézlenmistir. Klinikte diiiretik olarak yaygin kullanim olan bu

ilacin I/R hasarin1 azaltmada iimit verici bir ajan olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: iskemi-reperfiizyo hasari, furosemid, antioksidan
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8. SUMMARY

In-vivo Antioxidant Properties of Furosemide on Ischemia-
Reperfusion Injury of Rat’s Skeletal Muscle

202 million adults are affected by lower extremity peripheral artery disease
worldwide. It can progress into chronic limb threatening ischemia and acute limb
ischemia clinic, resulting extremity loss. Urgent intervention and shortening
ischemic period is crucial for survival of the extremities in acute limb ischemia
which is defined as acute and total obstruction of supplying blood flow. After
restoration of blood flow, this patients can experience ischemia-reperfusion injury
(I/R) resulting with extremity loss. Altered ion and pH balance during ischemic
period in the cell causes reproduction of reactive oxygen species with reperfusion,
which then triggers local and systemic inflammatory response and proggresses the
tissue damage. In this study, we investigated in-vivo antioxidant properties of
furosemide, which showed in-vitro antioxidant effects on cell culture and in-vivo
antioxidant effect on I/R injury of rat’s renal and cardiac tissue in early studies, on
I/R injury of rats’s skeletal muscle. Ischemia was initiated by occluding
abdominal aorta with atraumatic bulldog clemp for 45 minutes followed by 2 hour
reperfusion period. Furosemide 4mg/kg applied intravenously at the beggining of
reperfusion period. Compared with ischemia-reperfusion group, administration of
furosemide resulted with significantly reduced tissue eudema formation and
neutrophil infiltration (P<0,005) as well increased level of catalase enzyme
activity. In the light of these results, administration of furosemide, which is
widely used potent dilretic agent, for reducing I/R injury after revascularisation

of lower ekstremities looks promising.
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