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ÖZET 

Fare Alt Ekstremite İskemi-Reperfüzyon Modelinde Rho-Rho Kinaz Sinyal İleti 

Yolunun İncelenmesi 

 

 

 

Giriş ve Amaç: İskemi ve reperfüzyon (İ/R) hasarı, enfeksiyon veya kanser gibi 

çok sayıda klinik durumu ilgilendiren; klinik veya moleküler düzeyde pek çok basamağı 

tam olarak aydınlatılmamış geniş fizyopatolojik bir süreçtir. Rho-Rho Kinaz sinyal ileti 

yolunun iskemi-reperfüzyon hasarı ile ilişkili olduğu; serebral, renal, myokardiyal ve 

hepatik sistemlerde gösterilmiştir. Bu çalışmada amaç, fare alt ekstremisinde 

oluşturulan iskemi reperfüzyon hasarında, Rho-Rho Kinaz sinyal ileti yolunun iskelet 

kası dokusunda gerek enzim aktivitesi gerek protein düzeyleri anlamında uğradığı 

değişikliklerin irdelenmesidir. Bu sayede, özellikle serbest kas dokusu transferlerinde, 

iskemi-reperfüzyon hasarının azaltılmasına yönelik yeni stratejiler geliştirilmesi 

amaçlanmıştır. Ayrıca, Rho Kinaz inhibitörlerinin, plastik cerrahinin klinik 

uygulamalarında kullanılabileceği alanlar tartışılmıştır. 

Materyal ve Metod: Ağırlıkları 20-30g arasında değişen, swiss albino cinsi 

fareler, kontrol ve deney grubu olarak 12’şer fareden oluşan iki gruba ayrıldı. Deney 

grubu, ksilazin ve ketamin anestezisi altında, alt ekstremitesine “trochanter majus” 

düzeyinden uygulanan turnike ile, 4 saat iskemiye maruz bırakıldı. Dört saatin sonunda 

turnike çözüldü ve 4 saat reperfüzyon dönemine bırakıldı. Toplam 8 saatin sonunda 

“biceps femoris” kasından kas örneği alınarak ELISA yöntemi ile RhoA proteini, Rho 

Kinaz enzimi düzeyi ve Rho Kinaz enzim aktivitesi ölçüldü. Kontrol grubunda ise 

turnike uygulanmaksızın, 8 saat anestezi sonrası kas biyosisi alındı ve ELISA ile 

sonuçlar karşılıştırıldı. İskemi reperfüzyon hasarını göstermek amacı ile histopatolojik 

inceleme için, kas dokusundan örnekler alındı. 

Bulgular: Rho kinaz aktivitesi İ/R grubunda kontrole göre anlamlı olarak 

artmıştır. Rho Kinaz düzeylerinde fark bulunmazken, RhoA düzeyleri İ/R grubunda 

anlamlı olarak azalmıştır. 

Sonuçlar: Bu çalışmanın sonuçları, Rho-Rho Kinaz sinyal ileti yolunun, iskelet 

kası iskemi-reperfüzyonu ile, kinaz aktivitesi düzeyinde uyarıldığını göstermektedir. 

Rho Kinaz inhibitörleri, özellikle serbest kas dokusu transferlerinde, gerek nekrozun 

gerek apoptozun azalmasına katkı sağlayarak, ameliyat başarısına olumlu etkilerde 

bulunabilirler. 

 

 

Anahtar Kelimeler: İskemi-reperfüzyon, iskelet kası, Rho, Rho Kinaz 
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ABSTRACT 

Analysis of Rho-Rho Kinase Pathway in a Mouse Model of Hindlimb Ischemia-

Reperfusion 

 

 

 

Aim: Ischemia-reperfusion (I/R) damage is a broad and not fully understood 

physiopathological process in both clinical and molecular aspects; which is related to 

multiple clinical conditions such as infection and cancer. Rho-Rho Kinase signal 

transduction pathway has shown to be related to cerebral, renal, myocardial and hepatic 

ischemia-reperfusion. This study is planned to demonstrate alterations in Rho-Rho 

Kinase signal pathway in mouse skeletal muscle ischemia-reperfusion in both enzyme 

activity and protein expression levels. By means of the results, new strategies are to be 

planned to overcome ischemia-reperfusion injury in free muscle transfers. Additionally, 

Rho Kinase inhibitors’ fields of use concerning plastic surgery is discussed. 

Materials and Methods: Swiss albino mice weighing between 20-30 g were 

divided to 2 groups as control and study, 12 each. Study group was subjected to 

ischemia by application of tourniquet from great trochanteric level for 4 hours. At the 

end of 4 hours tourniquet was ended and reperfusion period started. By the end of 

totally 8 hours muscle specimens from biceps femoris muscle were taken and RhoA 

protein level, Rho Kinase enzyme level and Rho Kinase activities were assessed by 

ELISA. In control group only 8 hours of anesthesia was applied without tourniquet 

application, results of ELISA study were compared. Muscle biopsies were also taken in 

order to make a histopathological evaluation.  

Results: Rho Kinase activity is significantly higher in the study group. While no 

difference was observed in Rho Kinase levels, RhoA levels found to be lower in study 

group. 

Conclusions: Results of this study which used a mouse hindlimb ischemia-

reperfusion model demonstrates that Rho-Rho Kinase pathway is stimulated during 

skeletal muscle ischemia-reperfusion at kinase activity level. Rho kinase inhibitors may 

be useful agents by means of reducing both necrosis and apoptosis during free muscle 

transfers. 

 

 

Keywords: Ischemia-reperfusion, skeletal muscle, Rho, Rho-Kinase 

 



1 

 

1. GİRİŞ  

İskemi ve reperfüzyon (İ/R) hasarı, enfeksiyon veya kanser gibi çok sayıda 

klinik durumu ilgilendiren; klinik veya moleküler düzeyde pek çok basamağı tam olarak 

aydınlatılmamış geniş fizyopatolojik bir süreçtir. Akut ya da kronik dolaşım 

bozuklukları, organ perfüzyonlarının etkilendiği klinik durumlar, flep cerrahisi sonrası 

iskemik sorunlar, damar yaralanmalı kırıklar, turnike süresinin uzadığı cerrahi girişimler 

ile kompartman sendromu ekstremiteyi iskemiye maruz bırakabilmektedir. 

Plastik cerrahi pratiği perspektifinden bakıldığında özellikle otolog serbest doku 

nakilleri, işlemin vasküler klempleme aşaması ile birlikte İ/R hasarını beraberinde 

getiren bir süreç oluşturmaktadır. Kullanımı gittikçe yaygınlaşan serbest doku 

aktarımlarında, total flep kaybının çok az olduğu seriler olmakla birlikte, bazı serilerde 

total flep kaybı % 16’ya kadar ulaşabilmektedir. Flep kaybı sonucu oluşacak 

komplikasyonlar nedeni ile hastanın geçireceği ameliyat sayısı, hastanede kalış süresi, 

ekonomik sıkıntı, fizyolojik ve psikolojik rahatsızlık artmakta, hatta ekstremite kaybı ve 

ölüm gerçekleşebilmektedir.
1-3 

Serbest flepler, doku rekonstrüksiyonu için son basamak 

olarak değerlendirilmektedirler. Bu yüzden serbest fleplerin kaybının önlenmesi, hayati 

önem taşımaktadır. 

İskemi-reperfüzyon hasarı oldukça karmaşık, hücresel ve humoral olaylar 

dizisidir. İskemiye maruz kalan dokuda başlayan çok sayıda kimyasal reaksiyon 

sonucunda, hücresel enerji depolarının tükenmesi ve toksik metabolitlerin birikmesine 

bağlı olarak, hücresel disfonksiyon ve nekroz gelişir. İskemik dokuda hücrelerin 

rejenerasyonu ve toksik metabolitlerin temizlenebilmesi için, yeniden kan akımının 

başlaması gerekir. Ancak iskemik dokunun reperfüzyonu, dokuda paradoksal olarak 

hasarın artışına neden olur. Reperfüzyon sürecinde, gerçekleşen reaksiyonların 

sitotoksik oksidanlar ile ilişkili olması nedeniyle, bu süreçte meydana gelen hasarın 

yalnızca iskemi döneminde oluşan hasara göre, çok daha ciddi olduğu bildirilmiştir.
4
 

Akut ekstremite iskemisi kollateral damarların gelişmiş olduğu kronik ateroskleroz 

durumunda bile, oldukça ciddi morbidite ve mortaliteye yol açabilen klinik bir sorun 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Akut iskemiye yol açan durum ortadan kaldırılıp 

reperfüzyon sağlanabilse dahi, mortalite ve morbidite riski devam etmektedir. Cerrahi 
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müdahalenin geciktiği vakalarda bu riskler giderek artış göstererek öne çıkmaktadır.
5
 

Ekstremite reperfüzyonunun tam olarak sağlanması halinde bile, ekstremite kaybına ve 

uzak organ hasarına (böbrek, akciğer, kalp, beyin gibi) yol açabilecek olaylar dizisi 

gelişebilir.
6
 Akut ekstremite iskemisinin cerrahi olarak ortadan kaldırılması ile ilgili 

tekniklerdeki ilerlemelere rağmen, bu istenmeyen olaylardan tamamen kurtulmak 

mümkün olmamıştır ve bu konuda yapılan çalışmalar devam etmektedir.
7
 Doğaldır ki, 

bu durumu önlemeye yönelik uygulama metodu ve ilaçların bulunması için, öncelikle 

bu olayın başlamasına sebep olan durumların gelişiminin değerlendirilmesi 

gerekmektedir. İskemi-reperfüzyon ile ilgili yapılan çok sayıda çalışmada, reperfüzyon 

hasarı; iskemi sonrası Ca
2+

 birikimi, asidoz, enerji depolarının tükenmesi ve bu olaylar 

sonrası oksijen (O2) ile yeniden buluşma döneminde oluşan serbest oksijen 

radikallerinin (SOR) başlattığı, nötrofil aktivasyonunun da rol oynadığı ve nihayet hücre 

ölümü ile sonuçlanan olaylar dizisi olarak belirtilmiştir.
8
 

Fleplerin, kanlanma paternlerine göre yapılan sınıflandırma içerisinde bir alt 

grup olan kas flepleri, doku eksikliklerinin rekonstrüksiyonunda sıklıkla kullanılan bir 

flep çeşididir. Tanımlanmış güvenilir pedikülleri olması, derin doku defektleri için 

kitlesel doku kaynağı olması, alıcı alandaki yapılar için güvenilir bir örtü sağlaması, iyi 

kanlanmaları ve enfeksiyonlara dirençli olmaları gibi özellikleri nedeniyle kas flepleri, 

sıklıkla iyi bir rekonstrüksiyon seçeneği olarak değerlendirilirler.
9 

Muskülokutan 

fleplerde, kaybın temel sebebi kanlanmadaki yetersizliktir. Bu yetersizliğin sebebi, 

cerrahinin herhangi bir aşamasında vasküler yapıların hasarlanması veya vasküler yapı 

üzerindeki baskının artması olabilir. Ayrıca hematom ve/veya tünelden geçirilmiş cilt de 

damar üzerine bası yaparak dolaşım bozukluğuna yol açabilir. Serbest doku 

transplantasyonlarında ise, damar anastomozları tamamlanana kadar, kaçınılmaz şekilde 

rutin prosedürün bir parçası olarak flep, bir süre iskemiye maruz kalmaktadır. 

Özellikle fonksiyonel serbest iskelet kası transferlerinde, yaşayabilir kas 

dokusunun korunması, ameliyatın başarısı açısından son derece önemlidir. Eisanhardt 

ve ark. tarafından yapılan ve 11 hastada gerçekleştirilen serbest kas dokusu transferi 

operasyonlarında, iskemi öncesi ve operasyon sonrası beşinci günde yapılan kas 

biyopsilerinin karşılaştırıldığı çalışmada; 70 dakikalık iskemi süresinde bile anlamlı kas 

dokusu kaybı yaşandığı bildirilmiştir.
10

 Ayrıca ilgili çalışmada kas dokusu kaybının 
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sadece İ/R nedenli nekroza bağlı olmadığı, ilerleyen dönemde gelişen “apoptozun” 

(programlanmış hücre ölümü) da önemli bir doku kaybı nedeni olduğu ileri sürülmüştür. 

Hücre içi birçok sinyalleme mekanizmasına aracılık eden küçük G proteini 

Rho’nun, memelilerde en az 10 üyesi bulunmaktadır.
11 

Rho Kinazlar (ROCK), küçük G 

proteini olan Rho-A’nın en iyi tanımlanmış efektörlerinden birisidir.
11

 

Rho Kinazın ROCK1 ve ROCK2 olarak adlandırılan 2 izoformu bulunmaktadır. 

Rho Kinazların birçok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynadıkları gösterilmiştir. Düz 

kas kasılması, sekretuvar aktivitelerin ve endotel hücre permeabilitesinin düzenlenmesi 

gibi fizyolojik olaylar ile hipertansiyon, preeklampsi ve kanser gibi çesitli patolojiler, bu 

enzimlerin yer aldığı olaylar arasında sayılabilir.
12

 

Rho/Rho Kinaz yolağının vazokonstrüksiyon, hipertansiyon, koroner arter 

spazmı, kanser invazyonu, kalp ve karaciğer gibi organlarda iskemi-reperfüzyon 

hasarlanması, akciğerde doku hasarlanması gibi patolojik süreçlerde rol oynadığı 

gösterilmiştir.
13-16 

Ancak literatür taranmasında, alt ekstremite iskemi reperfüzyon 

modelinde ve iskelet kası üzerinde Rho-Rho Kinaz yolağı hakkında yeterli veri 

olmadığı görülmüştür. Ayrıca plastik cerrahi ile alakalı Rho-Rho Kinaz sistemini 

irdeleyen deneysel çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu nedenle mevcut çalışmada, flep 

cerrahisinde önemli morbidite nedenlerinden biri olan iskemi-reperfüzyon hasarının 

iskelet kası üzerindeki etkisinde Rho-Rho Kinaz yolağının etkileniyor olabileceği 

düşünülerek hedef organ “biceps femoris” kasında Rho A proteini, Rho Kinaz enzimi ve 

aktivitesi incelemeye alınmıştır. Bu çalışmadan elde edilecek sonuçlar ışığında, ileri 

çalışmalar planlanarak iskelet kası İ/R hasarının azaltılmasına yönelik, yeni 

yaklaşımların planlanması amaçlanmıştır. Ayrıca özellikle fonksiyonel kas 

transferlerinde, cerrahi başarıyı etkileyecek olan kas dokusu vaskülarizasyonu ve 

fonksiyon kaybının azaltılmasına yönelik, yeni çalışmalara öncülük yapması 

hedeflenmiştir.  
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2.GENEL BİLGİLER 

Çizgili kas İ/R hasarı klinikte; periferik arter hastalıkları cerrahisinde aort 

klemplenmesi, tromboembolik oklüzyon sonrası sağlanan reperfüzyon, arter greftleme 

operasyonları, ekstremite replantasyonları, ezilme yaralanmaları, bazı ortopedi 

ameliyatlarında uygulanan turnike iskemisi ve serbest flep cerrahisi sırasında 

görülebilir. Bu patolojik olayın ortaya çıkmasından sorumlu olabilecek bir dizi 

mekanizma söz konusudur: SOR (süperoksid radikalleri), proinflamatuar medyatörler, 

lökosit infiltrasyonu, Ca
2+

 yüklenmesi, fosfolipid peroksidasyonu ve fosfolipid 

azalması, bozulmuş nitrik oksit metabolizması ve azalmış ATP (adenozin trifosfat) 

sentezi gibi.
17 

İskemi-reperfüzyon hasarı; karaciğer, kalp, kas, böbrek, akciğer ve 

bağırsaklarda sık rastlanılan ve ciddi patolojilere yol açabilen olaylar kompleksidir. 

Hangi organda olursa olsun İ/R hasarı, sistemik enflamatuar bir yanıt oluşturur. İskelet 

kasında olduğunda ise, ekstremitede işlev kaybı ve amputasyonla sonuçlanabilir.
18,19

 

Hatta, kardiyovasküler, respiratuar, hepatik ve renal disfonksiyonlara bağlı ölüm 

görülebilir.
20

 İskemi-reperfüzyon hasarını açıklayabilmek amacıyla çok sayıda hipotez 

ileri sürülmüştür. Bunlar arasında en kabul gören mekanizma reperfüzyon anında 

ksantin oksidazdan (KO) üretilen SOR’lardır. Oksidatif stresi azaltmak amacıyla 

vücutta geliştirilen mekanizmalar arasında, katalaz(CAT) ve glutatyon (GSH) sistemleri 

sayılabilir. Ayrıca iskemi ya da reperfüzyon aşamalarında daha farklı birçok ajan 

kullanılmıştır.
21

 

 

 

2.1. İskemi 

Dokulara kan sağlayan damarların, mekanik bir nedenle tıkanması veya başka 

bir nedenle perfüzyonun azalması sonucu, dokunun beslenmesinin engellenmesi ve 

metabolizmasının bozulması durumuna, iskemi denir. Bir dokunun kanlanması 

kesildiğinde, ilgili dokuya ait hücrelerin işlev bozukluğu ile başlayan ve hücre ölümüne 

kadar ilerleyen, çok sayıda ve kompleks bir dizi kimyasal reaksiyon gerçekleşir. 

Hücresel fonksiyonların devamlılığının sağlanabilmesi için, metabolitlerin O2 ile 

yakılması gerekmektedir. Normal hücre fonksiyonları için gerekli olan yüksek enerjili 
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fosfat bağları, aerobik metabolizma yoluyla sağlanır. Oksijen yokluğu durumunda 

anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da, laktik asit ve toksik metabolitler gibi 

çeşitli ürünlerin birikimi ile sonuçlanır. Oluşan asidoz sebebiyle, normal enzim kinetiği 

değişir ve yüksek enerjili fosfat bağlarının yapımı azalır. Bu durumda, hücre kendi 

devamlılığı için gerekli olan enerjiden yoksun kalır.
22-24

 

Dokuların iskemiye dayanabilirlikleri ve bununla ilgili olarak kritik iskemi 

süreleri birbirinden farklıdır. İskelet kaslarının iskemiye uzun süre dayanabilmesine 

karşın, sinir hücrelerinde dakikalar içinde geri dönüşümsüz hasarlar ortaya çıkabilir.
22-25

 

Bunun yanında deri ve kemik dokuları, İ/R’ye; iskelet kası ve intestinal mukozaya göre 

daha dayanıklıdır. 

Kritik iskemi süresi; kan akımının kesilmesinden sonra, bir dokunun tolere 

edebildiği ve canlılığını devam ettirebildiği, azami iskemi süresidir. Kritik iskemi 

süresi, doku türüne ve sıcaklığına bağlı olarak değişir.
26

 Karaciğer ve böbrekte 10-15 

dakika, iskelet kasında 4 saattir. Beyin dokusunda ise bu süre, 5 dakikadan daha azdır. 

Bu sürenin uzaması büyük nöronal ölümlere ve enfarktüse neden olur. Kritik iskemi 

süresinin aşılmasından sonra gerçekleşen reperfüzyon, endotelyal ve parankimal hasar 

ile sonuçlanır.
27

 Kritik iskeminin süresi, farklı doku tiplerine göre değişir. Ortalama 

kritik iskemi süresi ise, dokunun %50’sinin hayatta kalıp %50’sinin kaybedileceği 

iskemi süresidir. Aksiyel paternli ve random paternli deri fleplerinde kabaca ortalama 

iskemi süresi 13 saattir.
27

 Bununla birlikte, bu uygulamaların sekonder kritik iskemi 

süresi sadece 4.7 saattir.
28 

Sekonder iskemi süresi, mikrocerrahi anastomoz işleminin 

tamamlanıp dokunun tekrar reperfüze olmasını takiben herhangi bir nedenle flep 

dokusunda yeniden iskemi gelişmesi durumunda, dokunun canlılığını koruyabildiği 

azami iskemi zamanıdır. Örnek olarak, serbet flep operasyonunda mikroklemp 

yerleştirilmesini takiben, anastomoz tamamlanıncaya kadar geçen süre primer iskemi 

süresidir. Ameliyat sonrası dönemde gelişen bir tromboz neticesinde, flep 

beslenmesinin bozulması ise sekonder iskemidir. Flep dokusu, sonradan gelişen 

sekonder iskemiye ilk iskemi (primer iskemi) kadar dayanıklı olmayacaktır. 

Anlaşılacağı üzere flepler, her iskemik atakta daha kısa kritik iskemi sürelerine geçiş 

yapmaktadırlar. Diğer bir ifade ile flepler, her iskemik atağa bir öncekinden daha fazla 

duyarlıdırlar.  
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Hangi organda olursa olsun İ/R süreci, sistemik bir enflamatuvar yanıt 

oluşturur.
28,29 

“Hücresel homeostaz (hücresel denge)” için gerekli olan enerji 

kaynaklarının tükenmesi (özellikle ATP), hücre membranında iyon dengesinin 

bozulmasına neden olur. Na
+
 ve Ca

2+
 iyon dengesi bozulur. Bunu asidoz ve ozmotik şok 

gibi klinik göstergeler ile kromatin kümelenmesi ve “piknozis” (nükleer yoğunlaşma) 

gibi histolojik bulgular takip eder.
22,25

 

 

 

2.2. Reperfüzyon 

Reperfüzyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldırılarak iskemi sırasında 

engellenen kan akımının yeniden normale dönmesidir. Reperfüzyonun, iskemik dokuda 

enerji ihtiyacının sağlanması ve toksik metabolitlerin uzaklaştırılması gibi olumlu iki 

etkisi vardır. Yani reperfüzyon, iskemik hasarın düzeltilebilmesi için mutlaka gerekli bir 

süreçtir. İskemik dokuda veya organda kan akımı normale dönebilse dahi, iskemik 

doku/organ, fonksiyonlarının sadece bir kısmını geri kazanabilir. Böylece oksijenlenmiş 

kanın iskemik dokuya dönüşü, dokuda daha fazla hasar oluşturan bir reaksiyon sürecini 

başlatır.
24, 30

 

Reperfüzyon hasarı; SOR, endotelyal faktörler ve nötrofillerin eşlik ettiği 

karmaşık bir mekanizmayla gerçekleşir. Süper oksit (O2
-
) anyonu, hidrojen peroksit 

(H2O2) ve hidroksil radikali (OH
-
), en iyi bilinen SOR türleridir. Bu ürünlerin 

oluşumunda nikotinamid adenin difosfonükleotid (NADPH) sistemi ile KO sistemi 

etkin rol oynamaktadır.
31

 Sonuçta dokularda, iskemik süreçten çok daha ciddi bir hasar 

meydana gelir. Hasarı asıl tetikleyen etkenin, endotel hücrelerindeki zedelenme olduğu 

düşünülmektedir.
24,25,28-33

 İskemi sonrası dönemde, iskemik dokudaki serbest 

radikallerin en önemli kaynağı, KO enzimidir. Bu enzim, “dehidrojenaz” ve “oksidaz” 

aktivitesine sahip olarak, iki şekilde bulunur. Çalışmalarda iskemi sırasında ksantin 

dehidrojenaz (KDH) enziminin Ca
2+

 aracılı bir proteaz katalizörlüğünde KO’a 

dönüşümünün; intestinal dokuda 10 saniye, kardiyak kasta 8 dakika, karaciğer, dalak, 

böbrek ve akciğerde 30 dakika sürdüğü gösterilmiştir. Bu da değişik dokuların İ/R 

hasarına neden farklı oranlarda cevap verdiği ve iskemi sürelerinin her doku için farklı 

oluşu konusunda açıklayıcı faktörlerden biridir. Ayrıca hipoksantin ve ksantin 

oksidasyonu serbest radikallerin oluşumuna yol açar.
22,33,34
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Sonuç olarak dokularda iskemik süreçten çok daha ağır bir hasar meydana gelir. 

Ayrıca reperfüzyon, organizmada istenmeyen birçok olayı harekete geçirdiği gibi kolon 

kanseri gibi kanser hücrelerinin metastazında da rol oynamaktadır.
35

 

 

 

2.3 İskemi - Reperfüzyon Hasarı 

İskemi/reperfüzyon (İ/R) hasarı; travma, beyin ya da myokard infarktüsü gibi 

beklenmeyen durumlarda ve organ transplantasyonu gibi nedenler ile arteriyel sisteme 

klemp uygulanması gibi cerrahi işlem sırasında gözlenmektedir. İskemi-reperfüzyon 

hasarı yalnızca doğrudan etkilenen organ ile sınırlı kalmayıp, uzak organlarda da hasar 

oluşumuna neden olmaktadır. Uzak organ hasarı, İ/R'nin ilk ortaya çıktığı organ 

dışındaki dokularda özellikle böbrek ve akciğerde, gelişen önemli bir hasardır. Yapılan 

çalışmalarda, hastalarda yerel hasar ve sistemik inflamatuvar yanıt ile birlikte iskelet 

kası, bağırsak, karaciğer ve aortik oklüzyon reperfüzyonu durumlarında gelişen böbrek, 

akciğer veya karaciğer işlev bozukluğu ya da çoklu organ yetersizliğinin ölüme neden 

olduğu da bildirilmiştir. İskemi-reperfüzyon hasarının klinik yansımaları; yerel, uzak ve 

sistemik düzeyde etkiler olmak üzere üç grupta incelenmektedir. Yerel düzeydeki 

etkiler hemen hemen tüm organlarda ortak bir etyolojiden kaynaklanmaktadır. Ortaya 

çıkan hücresel değişiklikler ise organa özgüdür.
36-40 

Genellikle sızıntılı kapiller 

yatakların yol açtığı sıvı ekstravazasyonu, doku ödemi ile belirgin olan sistemik 

düzeydeki etkiler ve uzak organlardaki işlev bozukluğu ise tam olarak açıklanamamıştır. 
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Genellikle "çoklu organ işlev bozukluğu sendromu" ile sonuçlanabilen, son derece 

karmaşık süreçlerin bir sonucu olarak ortaya çıktığı iddia edilmektedir. 

İskemi-reperfüzyon hasarı; yetersiz O2 sunumu ile başlayan, nötrofil ve 

SOR’ların rol aldığı ikincil enflamatuvar cevapla ilerleyen karmaşık patolojik bir 

süreçtir.
41-49

 Dokuya giden kan akımı durduğu zaman, hücresel fonksiyon bozukluğuna 

neden olan zincirleme kimyasal olaylar başlar. Oksijene bağımlı metabolizma normal 

hücre fonksiyonlarının devamı için normal şartlarda kullanılan yoldur. Oksijen yokluğu 

ise anaerobik metabolizma ile sonuçlanır ve laktik asidin birikimi artar. Asidoz 

sonucunda hücrede normal enzim kinetikleri değişir, yüksek enerji bağları parçalanır ve 

hücre, hayati dengesini idame ettirebilmek için gerekli olan enerjiyi kaybeder.
42,50-52

 

Organizmanın iskemiye verdiği cevap, hücre/doku türü ve iskemi süresine bağlı olarak 

değişir. Örneğin; insan kas dokusunda normal sıcaklıkta kritik iskemi süresi 2 saatten 

daha uzunken, ince bağırsakta bu değişiklikler yaklaşık 30 dakikalık iskeminin ardından 

başlar.
42

 Fizyolojik ve anatomik çalışmalarda kas dokusunda yaklaşık 3 saatlik iskemi 

sonrası geri dönüşümsüz hücresel hasarın başladığı ve 6. saatte neredeyse tamamlandığı 

gösterilmiştir.
50

 Sonuç itibariyle iskemik hasarın derecesini gösteren iskemi alanının 

genişliği ve süresi iki önemli faktördür. 

İskemik dokuya yeniden kan akımının sağlanmasıyla birlikte; enerji temin edilir, 

hasar gören hücre onarılır ve toksik metabolitler ortamdan uzaklaştırılır. Reperfüzyon, 

iskemik hasarın düzelebilmesi için gerekli olmakla beraber, tehlikeli metabolik 

sonuçlara neden olabilir. İleri derece bölgesel doku hasarını başlatabilir ve toksik 

metabolitler sistemik dolaşıma geçip sistemik hasara yol açabilir. İskemi-reperfüzyonun 

yol açtığı doku hasarının büyük oranda reperfüzyon döneminde gerçekleştiğiyle ilgili 

çok sayıda çalışma bulunmaktadır.
42,53-55

 Hasarlanmaya neden olan doku 

perfüzyonundaki bozulma, damar permeabilitesinin artışı ve sekonder gelişen doku 

ödemiyle ilişkilidir. Damar endotelini koruyan ve endotel fonksiyonlarını bozacak 

patolojik süreçleri hafifleten ajanlar ve yaklaşımlar hasarlanmaya karşı profilaktik 

etkinlik göstermişlerdir.
50-52,56

 

Klinik çalışmalarda vasküler kan akımının yeniden sağlanmasından sonra, 

iskemik organa kan akımının tam olarak geri dönmediği gösterilmiştir. Fakat, bu 

perfüzyon sorununun altında yatan mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu 

duruma; damar lümeninde trombosit-lökosit birikimi, interstisyel sıvı birikimi (ödem), 
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endotelyal vazorelaksanların (nitrik oksit, prostasiklinler) azalması ve sonuç itibariyle, 

mekanik olarak kan akımı azalmasının neden olduğu ileri sürülmektedir. Klinik açıdan 

bakıldığında; infarkt sahasında artma, transplant greftininin reddi, ameliyat sonrası 

dönemde organ yetersizliğinde artış şeklinde karşımıza çıkar. Söz konusu bu olay "no-

reflow fenomeni" olarak adlandırılır. Bu fenomene neden olarak sıklıkla lökosit 

adezyonu üzerinde durulmaktadır. Örneğin, iskemi sonrası dokuda yeniden kan akımı 

oluşmayan kapillerlerin sayısı ile burayı infiltre eden lökosit sayısı arasında güçlü bir 

korelasyon saptanmıştır. Yapılan çalışmalarda nötrofillerin baskılanması ile myokard, 

beyin ve iskelet kasında bu oluşumun azaltılabildiği gösterilmiştir. Ayrıca SOR 

oluşumu önlendiğinde, kapiller akımın onarıldığı ve lökosit/endotel hücre adezyonunun 

engellendiği de, çok sayıda çalışma ile ortaya konulmuştur.
45,51,57

 

Travmalarda ve travma cerrahilerinde, hipovolemi ya da kanama kontrolü 

nedeni ile yapılan klemp ve tampon uygulamaları iskemiye neden olmaktadır. Kardiyo-

pulmoner resüsitasyon sonrası gelişen reperfüzyon ile de İ/R hasarının oluştuğu 

gösterilmiştir. Kardiovasküler cerrahide; aort ya da periferik arter klemp uygulaması 

sonrası ortaya çıkan tablo, İ/R hasarı ile ilgilidir. Ayrıca serbest doku nakillerinde, 

işlemin doğası gereği flepler bir süre iskemiye maruz kalmakta ve anastomozu takiben 

reperfüzyon hasarı gelişmektedir. 

 

 

2.4 İskemi –Reperfüzyon Hasarının Mekanizması 

İskemi, organı veya dokuyu perfüze eden kan akımı yetersizliğine bağlı olarak 

metabolik ve yapısal değişiklikler ile gelişen geriye dönüşümlü veya dönüşümsüz 

hücre/doku zedelenmesine neden olmaktadır.
58

 İskemi sonrasında hücrelerde pek çok 

metabolik ve yapısal değişiklikler oluşmaktadır. Bunlardan biri; iskeminin hücrede 

oksidatif fosforilasyonu bozarak hücre içi ATP (Adenozin 5’trifosfat) ve fosfokreatin 

sentezinde azalmaya yol açmasıdır. Bu durum hücre membranının ATP’ye bağımlı 

iyonik pompa fonksiyonunu (Na
+
/K

+
 ATPaz pompası) bozarak hücreye daha fazla 

kalsiyum (Ca
2+

), sodyum (Na
+
), su (H2O) girmesi ve potasyum (K

+
) çıkışı ile 

sonuçlanmaktadır.
56

 İntraselüler Ca
2+

 artışı hücre için sitotoksiktir. 

Nitekim yine bu dönemde hücrede iyon konsantrasyonunun değişimi ile 

proinflamatuar sitokinlerin ve lökosit adhezyon moleküllerinin yapımında artış, buna 
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karşılık antioksidan enzimlerin aktivitesinde azalma olur. Bu durum hücreyi 

reperfüzyon dönemindeki hasara karşı dayanıksız kılar. İskemik dönemde ATP üretimi 

durduğu halde kullanımı devam ettiği için ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve 

adenozin oluşur. Adenozin, hızla hücre dışına difüze olur ve inozin ve hipoksantine 

parçalanır. Dolayısıyla, iskemi sonucu yüksek enerjili fosfat bileşiklerinin yıkımı, 

dokuda ksantin ve hipoksantin gibi pürin metabolitlerinin birikimine ve ksantin 

dehidrojenazın (KDH) ksantin oksidaza (KO) dönüşümüne yol açar. Normal şartlarda 

hipoksantin ürik asite metabolize olur. Bu reaksiyonda elektron alıcı pozisyonunda olan 

metabolit NAD
+
 (nikotinamid adenin dinükleotidin okside formu)’dir. Ancak hipoksi ya 

da iskemi nedeniyle KDH→KO’ya aktivasyonunda hipoksantinin ürik asite dönüşümü, 

KO tarafından gerçekleşir ve bu reaksiyonda ise elektron alıcı olarak, moleküler O2 

kullanılır.
60 

Süperoksid radikal türevleri; iskemi sonrasında o bölgedeki kan akımının 

yeniden sağlanması (reperfüzyon) ve hücre içine moleküler O2’nin yeniden taşınması ile 

birlikte, hızla oluşmaktadır.
61

 

İskeminin ilk dakikalarında aşırı uyarılan glikolitik yol, ortamda sitrat, laktat, 

nikotinamid adenin dinükleotid (NADH) birikimi ve doku asidozunun oluşması ile 

durur. İskemik dokuda bulunan O2 ise oksidatif fosforilasyonu devam ettirebilmek için 

yetersiz kalır ve glikoliz sonucu oluşan piruvatın laktata dönüşümü gerçekleşir. Böylece 

glikojenden ATP oluşumu ile hücre enerji kaynakları korunur. Glikoliz, laktik asit ve 

fosfat türevlerinin hidrolizi sonucu oluşan inorganik fosfat birikimine neden olur. Sonuç 

olarak, hücre içi pH düşer ve buna bağlı olarak asidoz gelişir.
62

 

ATP kaybı intraselüler çok sayıda ve birbiriyle ilişkili sistemi genel olarak aynı 

anda etkiler. Bunlar
62

: 

1. Na
+
/K

+
 ATPaz pompasının bozulması: Fizyolojik koşullarda hücreden 3 Na

+
 

iyonunun ekstraselüler ortama, 2 K
+
 iyonunun intraselüler ortama iletilmesi işlemi, bir 

ATP molekülünün ADP'ye yıkılmasıyla, metabolik enerjinin harcanmasını 

gerektirmektedir. Özellikle hücrede ATP aktivitesinin azalması, membranda aktif 

Na
+
pompasının yetersizliğine yol açarak, intraselüler Na

+
 artışına ve hücredeki K

+
’un 

dışarı atılımına neden olur. Solid materyalin birikimine izoozmotik su birikimi eşlik 

eder ve akut hücresel şişme oluşur. Bu durum serbest kas flebi operasyonlarında 

karşılaşılan kas ödemini açıklamaktadır. 
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2. İntraselüler asidoz oluşumu ve buna bağlı olarak pH’nın düşmesi: Doku O2 

düzeylerindeki azalma laktat birikimine neden olur ve doku pH’sı düşer. 

3. İntraselüler ortamda Ca
2+

 birikimi: Fizyolojik koşullarda, sitozolik serbest 

Ca
2+

 ekstraselüler düzeyi ile intraselüler düzeyi karşılaştırıldığında, intraselüler düzeyi 

daha düşük seviyelerde bulunur ve bunun da çoğunluğu mikokondri ve endoplazmik 

retikulum içinde tutulur. Bu denge membran Ca
2+

ATPaz pompası tarafından düzenlenir. 

İskemi veya belirli toksinler, erken dönemde sitozolik Ca
2+

 seviyelerinde artış oluşturur, 

bu durum mitokondri ve endoplazmik retikulumdan Ca
2+

 salınımı ve plazma 

membranından net Ca
2+

 geçişi ile ilişkilidir. Hücrede Ca
2+

 artışı, membran 

geçirgenliğinde nonspesifik artışla desteklenir. Artmış Ca
2+

, çok sayıda enzimin 

aktivasyonuna yol açar. Bunlar; fosfolipaz (membran hasarını başlatır), proteaz 

(membran ve hücre iskeleti proteinlerini parçalar), ATPaz (ATP’nin azalmasını 

hızlandırır) ve endonükleaz (kromatin parçalanması ile birliktedir) dır.
63

 (Şekil1.)  

4. Pürin metobolitlerinin birikimi: İskemi süresi uzadıkça ATP yıkımı başlar, 

dokuda ksantin ve hipoksantin gibi pürin metabolitleri birikimi şekillenir. Hipoksi ve 

intraselüler Ca
2+

 artışı; aynı zamanda KDH’nın, KO’ya aktivasyonuna yol açar. 

KDH’nın, KO’ya aktivasyonu Ca
2+

 bağımlı proteaz katalizörlüğünde gerçekleşir. Bu 

proteazların aktivasyonu, iskemi sırasında; Tümör Nekrozis Faktör (TNF), interlökin-1 

(İL-1), interlökin-3 (İL-3), nötrofillerden salınan elastaz ve kompleman sistem 

aktivasyonu tarafından gerçekleştirilmektedir. Bu arada endotelde bazı proinflamatuar 

ürünlerin (lökosit adhezyon molekülleri ve sitokinler) ve biyoaktif ajanların (endotelin, 

tromboksan A2) yapımı artarken, diğer bazı koruyucu ürünlerin (yapısal nitrikoksit 

sentetaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanların (prostasiklin, NO; nitrik oksid ) yapımı 

baskılanır.
64

 Böylece iskemi, daha sonraki reperfüzyon döneminde doku 

zedelenebilirliğini arttıran proinflamatuar bir durumu başlatır.
63
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Şekil 1. Hücre hasarında sitoplazmik Ca
2+

 artışının kaynakları ve sonuçları. 

 

 

 

 

Şekil 2. İskemide membran hasarının mekanizmaları. 
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Membran hasarının birçok potansiyel nedeni vardır.
62 

(Şekil 2.) 

İskemiye bağlı sitoplazmik Ca
2+

 artışı ile endojen fosfolipazların aktivasyonu, 

parçalanmaya yol açarak membran fosfolipitlerinin kaybına yol açar. İntraselüler Ca
2+

 

artışı ile aktive olan proteazlar, hücre iskeletine zarar verebilirler. Fosfolipit 

parçalanması sonucu iskemik hücrelerde biriken bu katabolik ürünler, membranlar 

üzerinde deterjan etkisi yapar. Kalsiyumun bol miktarda hücre içine girmesi, 

mekanizmaları ne olursa olsun, yukarıda tanımlanan olaylar neticesinde, membran 

hasarıyla sonuçlanır (Şekil 1.).
62

 

İskeminin hücresel etkileri temel olarak:  

 Membran potansiyelinin değişmesi,  

2+/
Na

+
),  

,  

,  

,  

,  

,  

,  

 şeklinde özetlenebilir.
51

(Şekil 3.) 
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Şekil 3. İskemide pürin metabolizmasının gelişimi ve KDH’nın KO’ya transformasyonu, 

reperfüzyon ile beraber doku hasarı gelişimi.
65

 

 

 

 

2.5. İskemi/Reperfüzyon Hasarında Lökositlerin Rolü 

SOR’ların önemli bir kaynağı aktive olmuş lökositlerdir; bu hücreler ayrıca 

salıverdikleri sitotoksik enzimler ve mikrosirkülasyonda oluşturdukları obstrüksiyonla 

da İ/R hasarına katkıda bulunabilirler. Çizgili kasta, İ/R periyodundan sonra lökositlerin 

biriktiği gösterilmiştir.
66

 İskemi-reperfüzyon, lökosit aktivasyonu, kemotaksis ve lökosit 

endotel hücre adhezyonuna neden olur. Polimorf nüveli lökositler (PMNL) de, endotel 

hücrelerine benzer şekilde SOR üretme kapasitesine sahiptir. İskemi-reperfüzyon 

hasarında PMNL’in rolü ile ilgili bazı mekanizmalar ileri sürülmüştür. Bunlar
67

: 

1. Mikrovasküler oklüzyon 

2. SOR’ların salınması  

3. Sitotoksik enzim salınması  

4. Vasküler permeabilite artışı  

5. Sitokin salınımında artış şeklinde sıralanabilir.
67
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Polimorf nüveli lökositlerin başlangıçtaki kemoatraksiyonları endotel hücreleri 

ve KO aracılığı ile gerçekleşir. Aktivasyon ve migrasyonları ise endotel hücrelerinde ve 

lökositlerde bulunan adhezyon molekülleri aracılığı ile olur. Lökosit adhezyon 

molekülleri, lökositlerde ve diğer başka hücrelerde de bulunan; gelişme, haberleşme, 

inflamasyon ve apoptoz gibi çok sayıda ve çeşitte biyolojik olaylarda rol alan yapılardır. 

Selektin grubu adhezyon molekülleri, doku hasarı olan bölgede aktive olmuş endotele, 

PMNL’lerin başlangıçtaki adhezyonunda rol alırlar. E, L ve P selektin olmak üzere 

bilinen üç üyesi vardır. 

İskemi-reperfüzyon, endotelde P-selektin ekspresyonunu arttırır. Bu molekül, 

PMNL’lerde bulunan P-selektin glikoprotein 1 adlı reseptör ile etkileşerek düşük 

afiniteye sahip lökosit-endotel bağlantısını oluşturur. İkinci aşamada lökosit Beta-2 

integrinler ile endotelyal intersellüler adhezyon molekülü 1 arasında etkileşim sonucu 

lökosit adhezyonu ve agregasyonu gelişir. Üçüncü aşamada platelet endotelyal hücre 

adhezyon molekül 1 ile endotel hücre bağlantıları arasındaki etkileşim ile lökosit 

transmigrasyonu gelişir. Aktive lökositler ekstravasküler kompartmana ulaşınca, hasar 

bölgesine doğru göç etmeye başlarlar (kemotaksis). Burada aktive lökosit yanıtı şu 

mekanizmalar ile olur
22,23,48,49

: 

1. Fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu araşidonik asit metabolitleri (prostoglandin 

ve lökotrienler) üretilir.  

2. Degranülasyon sonucu lizozomal enzimler salınır.  

3. SOR’ların üretimi gerçekleşir. 

Bu ürünler endotel hasarı ve doku zedelenmesinin güçlü mediyatörleridir ve 

başlangıçtaki inflamatuar uyaranın etkisini güçlendirir. Bazı durumlarda lizozomal 

enzimler hücre dışına salınabilir. Hasar yapıcı etkeni ortadan kaldırmaya veya dilüe 

etmeye yönelik bu inflamatuar cevap sonucu; mikrovasküler permeabilite artışı, 

tromboz, ödem ve parankim hücre ölümü gerçekleşebilir. Görevini tamamlayan 

lökositler, apoptotik hücre ölümü ile lenfatik dolaşım vasıtasıyla ortamdan 

uzaklaştırılırlar.
67

 Reperfüzyon sonrası, dolaşımda IL-1, IL-6 ve Tümör Nekrozis 

Faktor-α (TNF-α) gibi sitokinler gözlenir. Bu ajanlara karşı antagonistler kullanılarak, 

hem IL-1’in hem de TNF-α’nın vasküler yaralanmaya katkıda bulundukları ve endotel 

adezyon moleküllerini arttırdıkları gösterilmiştir.
22,23

 İskemi-reperfüzyonda sitokin 

salınımının olduğu bilinen bir gerçektir. Ancak sitokinlerin, permeabilite üzerine olan 
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etkilerinin direk mi yoksa hücre adezyon molekülleri ekspresyonu ve nötrofil adezyon 

aktivasyonu yoluyla mı olduğu bilinmemektedir.
68

 

 

 

2.6. İskemi/Reperfüzyon Hasarında Serbest Radikallerin Rolü 

Yaşamın sürekliliğinin sağlanması, hareket, iş yapabilme ve büyüme gibi bütün 

fizyolojik olaylar, enerji tarafından sağlanır. Tüm diğer aerobik canlılar gibi, yaşamak 

için O2’ye ihtiyaç duyan insanlar da, enerji gereksinimini, oksidatif metabolizma yani 

aerobik metabolizma sonucu elde eder. Aerobik metabolizma, karbon ve hidrojen içeren 

metabolitlerin, CO2 ve H2O’ya tamamen yükseltgenmesini kapsar.
58

 Oksijen, oksidatif 

metabolizma sırasında enerji eldesi için H2O’ya indirgenirken çok az bir kısmı da 

“serbest radikaller” adı verilen, elektronlarını kaybetmiş zararlı maddelere dönüşür. 

Serbest radikaller, tek elektron eksiklikleri nedeniyle başka moleküllerle kolayca 

elektron alışverişi yapabilir veya onlarla birleşebilirler. Böylece diğer moleküllerin yapı 

ve fonksiyonlarını bozabilir, hatta çok sayıda hücre ve doku hasarı meydana 

getirebilirler. 

Elektron ve proton sayıları eşit olmayan yapı iyon olarak adlandırılır. İyonlar 

oldukça kararsız yapılardır ve yüksek enerjilerinden kurtulmak için ortamdaki başka 

atom veya moleküller ile etkileşime girerler. Serbest radikal, eşlenmemiş elektron 

içeren atom veya molekül olarak tanımlanır. Genelde elektronlar, atom veya molekülde 

çiftli halde bulunmaları nedeniyle, moleküller stabildir ve reaktif değildirler. Ancak 

elektron ilavesi ya da bir elektron kaybı söz konusu olduğunda molekül, reaktif hale 

gelir. Çeşitli mekanizmalarla organizmada oluşan serbest radikaller, hücre, doku ve 

organlarda hasara yol açmaktadırlar. Bu açıdan serbest radikaller, son yıllarda büyük bir 

ilgi alanı oluşturmaktadır. İnsanda her yıl 2 kg O2
-
 oluştuğu bildirilmiştir. 

Organizmanın aldığı O2’nin %5’den fazlası O2 türevi radikallere dönüşerek 

hasar oluşturur.
6 9

 Organizmada SOR; enerjetik, reaktif ve metabolik olmak üzere üç 

ana mekanizmayla oluşmaktadır. Metabolik reaksiyonlar en önemli SOR kaynağı olarak 

karşımıza çıkmaktadırlar. Oluşan SOR’lar yüksek derecede reaktif olmalarından dolayı, 

hücrelerde zararlı etkiler meydana getirmektedirler.
70

 Her hücre için intrinsik oksidanlar 

ve antioksidanlar arasındaki dengenin fizyolojik sınırlarda tutulması doku ve organlar 

için oldukça önemlidir.
70-72

 Singlet oksijenin (yüksek enerjili O2, 
1
O2) eliminasyonunda 
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(süpürülerek temizlenmesinde), β-karoten ve vitamin A rol almaktadırlar. H2O2, 

Selenyum (Se) içeren GSH-Px (Glutatyon Peroksidaz) enzimi tarafından metabolize 

edilir. Süperoksid anyonu ise, bakır (Cu) ve çinko (Zn) içeren sitoplazmik enzimler ya 

da mangenez (Mn) içeren mitokondiriyal SOD (Süperoksid Dismutaz) tarafından 

uzaklaştırılır.
72

 Oksidatif strese bağlı olarak, lipidler, proteinler, enzimler, 

karbonhidratlar ve DNA zarar görebilirler. Membranlardaki hasarın neticesinde DNA 

zincirlerinde rastgele kırılmalar ve bağlanmalar meydana gelebilir. Enzim ve yapısal 

proteinlerin zarar görmesi hücrenin ölmesiyle sonlanabileceği gibi bu mekanizmalar, 

kanser, nörodejeneratif, kardiyovasküler hastalıklar ile diyabet ve otoimmün 

bozuklukların gelişiminde moleküler temeli oluşturmaktadır.
68, 72, 73

 

 

 

2.7. Plastik Cerrahi Uygulamalarında İskemi-Reperfüzyon Hasarı 

İskemi-reperfüzyon hasarı replantasyon, serbest doku transferi, kompozit doku 

allotransplantasyonu ve zaman gerektiren komplike ekstremite rekonstrüksiyonu gibi 

durumlarda adeta kaçınılmaz hale gelmektedir. Her ne kadar mikrocerrahi tekniklerinde 

sağlanan gelişmeler flep kayıplarını geçmişe göre azaltmış olsa da, farklı serilerde 

%63’e varan flep sağkalım oranları bildirilmektedir.
74

 Chen ve ark.’ın yaptığı 1142 

vakayı içeren çalışmada, ilk 24 saatte serbest fleplerde dolaşım problemi %82 gibi 

yüksek oranda görülmüş ve bunların %10’unda reeksplorasyon cerrahisine gerek 

görülmüştür.
74

 İskemi-reperfüzyon hasarına bağlı komplikasyonlar; morbiditeyi 

arttırdığı gibi, ameliyat başarısı, hastanede kalış süresi ve ekonomik yükü arttırmak 

şeklinde olumsuz sonuçlar da doğurmaktadır.
75

 Vignaud ve ark., iskelet kasının İ/R 

hasarı sonrası kas fonksiyonlarını inceledikleri uzun dönemli (56 gün) çalışma 

sonucunda, kas fonksiyonlarının 56 gün sonunda bile ameliyat öncesi düzeye 

gelemediğini göstermişlerdir.
76

 Aynı çalışmada iskelet kasının İ/R hasarı sonrası 

histolojik olarak rejenere olabilse de “kalite” olarak eski fonksiyonelliğine 

ulaşamayabileceği ifade edilmiştir.
76

 Bu veriler ışığında, özellikle fonksiyonel kas 

transferi açısından baktığımızda, İ/R hasarının önemi çarpıcı biçimde vurgulanmaktadır. 

Günümüzde, fasiyal paralizi sonrası yüz simetrisinin yeniden sağlanması, 

brakiyal pleksus hasarı, elektrik yaralanmalarına bağlı üst ve alt ekstremite defektleri, 

tümör cerrahisi sonrası alt dudak onarımları ve travma sonrası oluşan defekt onarımları 
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gibi durumlarda, fonksiyonel serbest kas dokusu transferleri gerçekleştirilmektedir. Bu 

operasyonlardan sonra kas gücünün değerlendirildiği ve sıklıkla kullanılan skalalardan 

biri de MRC (Medical Research Council) derecelendirmesidir.
77

 Buna göre: 

M0: Kasılma yok 

M1: Eser miktarda kasılma 

M2: Aktif hareket, yerçekimi engellenmiş 

M3: Aktif hareket, yerçekimine karşı 

M4: Aktif hareket, yerçekimi ve dirence karşı 

M5: Normal hareket  

olarak sınıflandırılmıştır. 

Fonksiyonel kas dokusu transferlerinin sonuçları incelendiğinde, örneğin 

Chuang ve ark.’ın yayınladığı 167 hastalık seride serbest “grasilis” fonksiyonel kas 

transferinde hastaların yarısının M3 seviyesinde kas gücüne ulaştığı raporlanmıştır.
78

 

Barrie ve ark.’ın gerçekleştirdiği 29 hastalık serbest fonksiyonel grasilis flebi serisinde, 

hastaların %45 inde M3 ve altı kas gücüne erişilmiş, 5 hastadaki yetersiz sonuç post-

operatif vasküler yetersizliklere atfedilirken 2 hastada histolojik olarak sorun olmasa da 

fonksiyonun geri gelmediği belirtilmiştir.
79 

Terzis ve Kostoupoulos’un 73 hastada üst 

ekstremiteye yönelik uyguladıkları fonksiyonel latissimus dorsi ve grasilis kas flebi 

sonuçlarını paylaştıkları çalışmada, hastaların %32’sinde M3 derecesi altında kas 

gücüne ulaştıkları görülmektedir.
80

 Bu sonuçlara göre, fonksiyonel beklentinin ön sırada 

olduğu vakalarda, İ/R hasarının daha da önem kazandığı düşünülebilir. 

Günümüzde plastik cerrahinin özellikle rekonstrüksiyon basamağında, temel 

bilimler ile içiçe geçmiş şekilde planlanmış birçok deneysel model aracılığı ile, flep 

sağkalımını arttırmaya yönelik çeşitli çalışmalar sürdürülmektedir. Bu bağlamda, 

özellikle İ/R hasarını azaltmaya yönelik olarak, Tempol,
81

 KoenzimQ,
82

 Ekstraselüler 

SOD,
83

 Aspartat
84

 ve Melatonin
85

 gibi birçok ajan denenmiş ve kısmen başarılı da 

bulunmuştur. Ancak bu araştırmalar, geniş ölçekli, randomize ve çok merkezli 

çalışmalar ile desteklenerek, henüz uygulama alanına girememişlerdir. 

Bu çalışma ile, henüz plastik cerrahi deneysel araştırmalarına konu olmamış, 

ancak farklı branşlarda özellikle İ/R hasarı bağlamında ciddi yol alınmış olan Rho/Rho 

Kinaz sisteminin, iskelet kası İ/R modelindeki etkileşiminin irdelenmesi amaçlanmıştır. 
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2.7. Rho Kinaz 

2.7.1 Özellikleri 

Rho Kinaz yaklaşık 1388 amino asit dizisinden oluşmuştur. Bu dizide, amino 

(N) ve karboksil (C) uçları bulunmaktadır. Rho Kinaz aynı zamanda                            

Rho Kinaz α/ROK α/ROCK2 ve Rho Kinaz β/ROK β/ROCK1 veya                 

p160ROCK/ROCK β olarak da adlandırılmaktadır. İnsanda ROCK1 ve ROCK2 genleri 

sırası ile 18. kromozom (18q11.1) ve 2. kromozomda (2p24) yer almaktadır. Rho Kinaz 

enziminin hemen hemen her dokuda varlığı gösterilmiştir. ROCK2, beyin ve kalpte 

daha fazla eksprese edilir. ROCK1'in; akciğer, karaciğer, dalak, böbrek ve testiste daha 

fazla eksprese edildiği bildirilmiştir. Rho Kinaz’ın, N-terminalinde kinaz bölgesi, orta 

bölgesinde kuramsal olarak kangal gibi kıvrılmış (coiled-coil) bölge ve C-terminal 

bölgesinde “plekstrin homoloji bölgesi” bulunmaktadır. Etkinleşen Rho, Rho Kinaz’ın 

C-terminal parçası ile etkileşerek kinaz bölgesini etkinleştirir. Bu olay sonucunda 

etkinleşen Rho Kinaz (Şekil 4.)'de belirtilen substratlarını fosforile ederek çeşitli hücre 

içi olaylara katkıda bulunmaktadır.
86-102

 

 

 

 

 

Şekil 4. Rho Kinaz’ın substratları 

 



20 

 

2.7.2 Ekspresyon ve Etkinliğinin Düzenlenmesi 

Küçük G proteinleri, öteki G proteinleri gibi, guanozin difosfat (GDP) ve 

guanozin 5'-trifofosfat (GTP) ile özgül olarak etkileşirler. Ayrıca küçük G proteinler, 

GTP'az etkinliğinden sorumlu olan gerekli amino asit dizilimine ve efektörleri ile 

etkileşmek için ayrı bir bölgeye sahiptirler. Sentezlendikten sonra, lipitler ile 

translasyon (protein sentezi) sonrası değişikliklere gereksinim duyarlar. Bu lipit yapıları 

genellikle, Palmitoil (P), Farnesil (F) ve Geranilgeranil (GG)'dir. Küçük G 

proteinlerinin lipit modifikasyonu, bunların membrana ve düzenleyicilere bağlanmaları 

ve alt efektörlerini uyarabilmeleri için gereklidir. Küçük G proteinlerinin GDP'ye 

bağlıyken etkin olmayan ve GTP'ye bağlıyken etkin olan olmak üzere birbirine 

dönüşebilen iki biçimi bulunmaktadır (Şekil 5.). 

Rho etkinliği siklik olarak düzenlenmektedir. Rho etkinliğinin; GTP'az 

etkinleştirici protein (GAP) ve GDP ayrışma inhibitörü (GDI) olmak üzere iki negatif 

ve guanin nükleotit değiştirici faktör (GEF) olmak üzere bir pozitif düzenleyicisi 

bulunmaktadır. Dinlenme durumundaki hücrelerde Rho-GDP ayrışma inhibitörü (Rho-

GDI), GDP-Rho'ya bağlandıktan sonra, onun membrandan ayrılmasına neden olarak 

sitozole (hücre içi) geçmesini sağlamaktadır. Hücreler bazı agonistler ile uyarıldığında 

Rho'ya özel GEF'ler, GDP'nin ayrılmasını ve GTP'nin bağlanmasını başlatarak Rho'nun 

etkinliğini arttırmaktadırlar. GTP-Rho C-terminali geranilgeranillenmiş kuyruğu ile 

hücre membranına hedeflendikten sonra özgül hedefleri ile etkileşmektedir. GAP, 

Rho'nun intrinsik GTPaz etkinliğini hızlandırarak ve onu etkin olmayan GDP-Rho'ya 

dönüştürerek negatif regülatör gibi çalışmaktadır. GAP, Rho'nun intrinsik GTP'az 

etkinliğini arttırarak GTP'ye bağlı etkin biçiminin etkinliğini önlemektedir. Bu 

GDP/GTP dönüşüm reaksiyonunun hız kısıtlayıcı basamağı, Rho’nun GDP'ye bağlı 

olan biçiminden, GDP'nin ayrılmasıdır. Bu reaksiyon oldukça yavaştır ve GEF 

tarafından kontrol edilmektedir. Rho'nun etkinliği G12 ve G13 proteinleri ile 

düzenlenmektedir. G12 ve G13 küçük molekül ağırlıklı GTP bağlayıcı Rho proteinini 

etkinleştirir. G12/G13 aynı zamanda, hücre iskeleti olaylarını da düzenleyebilen Na
+
/H

+
 

değiş-tokuş proteinini de uyarmaktadır. Lipit yapısında kalsiyum duyarlaştırıcı 

moleküller olan sfingosin-1-fosfat(S1P), sfingofosforilkolin (SPC) ve lizofosfatidik asit 

(LPA) RhoA/ROCK yolunu etkinleştirmektedirler. Bir G proteini olan G13'ün, Swiss 
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3T3 kültür fibroblastlarında Rho'yu etkinleştirmek için LPA (lizofosfatidik asid) 

reseptörleri ile kenetlendiği bildirilmiştir. Ayrıca, epidermal büyüme faktörü 

reseptörünün, G13 aracılığı ile Rho'nun etkinleşmesi ve stres lifleri oluşumu yolunda 

yer aldığına ilişkin veriler bulunmaktadır. Botulinum toksini C3, Rho'yu özgül olarak 

ADP-ribozillediğinden dolayı C3 toksini Rho'nun özgül inhibitörü olarak kabul 

edilmektedir. Rho, hücre bölünmesindeki bölünme yarığının oluşmasında yer alan 

miyozin II ve aktin filamentlerinin işlevleri için gereklidir. Bunun yanı sıra, sitokinez 

boyunca, hücrenin kasılma işlevi için de Rho sinyal yolu kullanılmaktadır. Rho Kinaz, 

aynı zamanda miyozin fosfatazı inhibe ederek de bölünme yarığının oluşmasına katkıda 

bulunabilir. Ayrıca, Rho'nun bazı işlevleri formin proteinleri aracılığı ile 

gerçekleşebilmektedir. Formin proteinleri, aktin polimerizasyonunda görev alırlar. 

Ayrıca, hücre hareketi ve mikrotübül oluşumunda rol alırlar. Rho Kinaz, radiksin (aktini 

hücre zarına bağlayan hücre iskeleti proteini) proteinini fosforilleyerek hücre iskeletinin 

plazma mebranına bağlanmasını düzenleyebilmektedir. Rho ve Cdc42'nin (Cell 

Division Control Protein 42) doğrudan formin proteinlerinin bazı bölgeleri ile etkileştiği 

ve forminlerin yeni aktin polimerizasyonu ile sinyal yolu arasında bağlantı kurduğu da 

gösterilmiştir. Rho Kinaz enziminin, düz kas hücrelerinde F-aktin, kalmodulin ve 

tropomiyozin bağlayıcı bir protein olan kalponini fosforile ettiği ve böylece kalponin-F-

aktin bağlanmasını engellediği bildirilmiştir. Kalponinin bazik izoformunun, miyozin 

fosfataz ile defosforile edildiği, bu olayın ise kasılma ile ilişkili olduğu da gösterilmiştir. 

Fosforile olmamış kalponin F-aktine bağlanarak miyozin ATP'az etkinliğini 

önlemektedir; fosforile olduğunda ise bu özelliklerini kaybetmektedir. Ayrıca, Rho 

Kinaz ile miyozin ve adusin proteinlerinin fosforilasyonunun fibroblastlarda 

mikrovilüse benzeyen yapıların oluşmasında önemli rol oynadığı bildirilmiştir.
86-107
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Şekil 5. Rho Kinaz etkinliğinin düzenlenmesi 
 

 

 

2.7.3 Patolojik Olaylardaki Rolü 

Fasudil ve Y-27632 gibi seçici Rho Kinaz inhibitörleri ile yapılan klinik öncesi 

ve klinik çalışmalarda Rho Kinaz’ın; kardiyovasküler, santral, genitoüriner ve solunum 

sistemleri ile ilgili olarak ortaya çıkan çeşitli hastalıkların patogenezinde önemli rol 

oynadığı gösterilmiştir. Bunlar arasında; damar düz kası hücrelerinin aşırı kasılması 

sonucu oluşan serebral vazospazm, koroner vazospazm, hipertansiyon, pulmoner 

hipertansiyon gibi hastalıklar bulunmaktadır. Arteriyosklerotik hastalıklardan; anjina, 

myokard infarktüsü, restenoz, inme (stroke), hipertansif vasküler hastalık, kalp 

yetersizliği, kardiyak allograft vaskülopatisi ve ven yama (graft) hastalığı diğer bir 

gruptur. Ayrıca bronkiyal spazm, glokom, osteoporoz, erektil işlev bozukluğu ve bazı 

kanser türlerinde de sorumlu bulunmaktadır. ROCK'ların çeşitli kardiyovasküler 

hastalıklardaki rolü Şekil 6’da, kardiyovasküler hastalıkların patogenezi ile ilişkili 

mekanizmalardaki rolü ise Şekil 7'de özetlenmiştir.
86-107
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Şekil 6.ROCK'lerin çeşitli kardiyovasküler hastalıklardaki rolü.  

ROCK'lerin downstream efektörleri arasında miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincir, ezrin-

radiksin-moesin proteinleri, LIM kinazlarve adusin gibi moleküller bulunmaktadır. GTP, guanozin 5'-

trifofosfat; İ/R, iskemi/reperfüzyon; ROCK, Rho ile ilişkili kinaz. 

 

 

 

 

Şekil 7.Rho Kinaz’ın çeşitli kardiyovasküler hastalıkların patojenezindeki rolü.  

Anjiyotensin II, serotonin, trombin, endotelin-1, noradrenalin, trombosit kökenli büyüme faktörü ve 

ürotensin II gibi agonistler Rho Kinaz’ın etkinleşmesine neden olmaktadır. Rho Kinaz’ın downstream 

efektörleri arasında miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincir, ezrin-radiksin-moesin proteinleri, 

LIM kinazlar ve adusin gibi moleküller bulunmaktadır. DAG, diaçilgliserol; GTP, guanozin 5'-

trifofosfat; PKC, protein kinaz C; PKN, protein kinaz N. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma, Çukurova Üniversitesi Rektörlüğü Deney Hayvanları Etik Kurul 

Başkanlığı’nın onayı alınarak, Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Tıp 

Araştırma ve Uygulama Merkezi (DETAUM) ve Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Farmakoloji Anabilim Dalı Laboratuarı’nda gerçekleştirildi. Çalışmada, 24 adet, 

ağırlıkları 20-30 g arasında değişen Swiss albino fareler kullanıldı. Uygun kafeslerde, 

oda sıcaklığında ve 12 saat karanlık, 12 saat aydınlık ortamın sağlandığı koşullarda 

barındırıldı. Deneklerin beslenme ihtiyaçları, standart laboratuvar yemi ve su verilerek 

düzenli olarak karşılandı. 

 

 

3.1. Çalışma Grupları 

24 adet fare iki gruba ayrılarak incelendi. 

Grup 1 (n=12): (Kontrol grubu) İntraperitoneal anestezi ile fareler 8 saat 

anestezi altında tutuldu. Sekiz saatin sonunda “biceps femoris” kasından biyopsi alındı.  

Grup 2 (n=12): (Deney grubu) İntraperitoneal anesteziyi takiben farelerin 

“trochanter majus” seviyesinden turnike uygulanarak 4 saat boyunca unilateral alt 

ekstremitesi iskemiye maruz bırakıldı. Takiben turnike çözülerek 4 saat reperfüzyon 

oluşturuldu. Sekiz saatin sonunda aynı ekstremiteden “biceps femoris” kas biyopsisi 

alındı. 

 

 

3.2. Cerrahi Yöntem 

Tüm cerrahi işlemler 100mg/kg ketamin ve 10mg/kg ksilazin i.p. anestezisi 

altında yapıldı. Yeterli anestezi derinliği sağlandığına emin olunduktan sonra 

“trochanter majus” seviyesinden turnike uygulandı
108

 ve 4 saat boyunca ekstremite 

iskemiye maruz bırakıldı (Şekil 8). İşlemi takiben 4. saatin sonunda turnike çözülerek, 

sonraki 4 saat boyunca reperfüzyonun gelişmesi sağlandı. Reperfüzyon periyodu 

akabinde kas biyopsisi alındı. Kas biyopsisi için “biceps femoris” kullanıldı. İlk olarak 

Lee ve ark. tarafından tariflenen “biceps femoris” kas flebi modeli çeşitli çalışmalarda 
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kullanılmıştır.
109,110

 İskemi-reperfüzyon siklusu sonrası tüm fareler sakrifiye edildi. Sağ 

“biceps femoris” kası tamamen eksize edildi ve orta segment histolojik çalışma, lateral-

medial segmentler ise ELISA için ayrıldı. 

 

 

 

 

Şekil 8. Dört saat iskemi sonucunda sağ arka ekstremitede oluşan siyanoz 

 

 

 

3.3. Doku Homojenatı Süpernatantlarının Hazırlanması 

Kas örneklerinin alınmasını takiben dokular -20
o
C'de donduruldu ve saklandı. 

Ependorf içinde -20ºC’de dondurulmuş dokuların üzerine gram başına 3ml RIPA 

(Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30μl PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride), 

30μl sodyum vanadat, 30μl proteaz inhibitörü eklenildi ve ultrasonik parçalama 

cihazıyla buz üzerinde dokular parçalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 

10.000 RPM’de 10 dakika santrifüj edilip üstte ayrılan kısımlar (süpernatantlar) alınıp, 

alttaki çökeltiler (pelletler) atıldı. 
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3.4. Doku Homojenatı Süpernatantlarında Rho-kinaz etkinliği, Rho-kinaz protein 

ekspresyonu ve RhoA protein ekspresyonu ölçülmesi 

Doku homojenatlarından hazırlanan süpernatantlarda Rho Kinaz etkinliği 

“ROCK activity assay kit, Cell Biolabs Inc”, kullanılarak prospektüsünde yazıldığı 

biçimde enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yöntemi ile ölçüldü. Ayrıca Rho-

kinaz ve Rho-A protein düzeyleri “Cusabio Biotech Co. ROCK ELISA Kit” ve “RHOA 

ELISA Kit” kullanılarak ölçüldü. Literatürde ELISA yöntemi kullanılarak planlanmış 

benzer yapıda çalışmalar mevcuttur.
111-114 

 

 

3.5. Protein Düzeyi Standardizasyonu 

Homojenize edilmiş dokuların protein miktar tayini, Bradford yöntemi ile 

yapıldı. Sığır serum albumini (1μg/ml) kullanılarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (μg/ml) 

konsantrasyonlarında standart hazırlanıp, her bir örnekten 10 μl alınarak distile su ile 

100 μl’ye tamamlandı. Standart ve örneklerin üzerine 1ml Bradford solüsyonu eklenip 

vorteksle karıştırıldıktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda 

absorbans miktarları manuel olarak ölçüldü. "Prism" programında çizilen standart 

eğriye göre protein miktar tayini μg/μl cinsinden yapıldı. 

 

 

3.6. Histopatolojik İnceleme 

Eksize edilen “biceps femoris” kası segmentleri %10 formalin solusyonunda 24 

saat süreyle tespit edildi. Rutin takipten geçirilen dokular parafine gömüldü. Parafin 

bloklardan alınan 5 μm kalınlığındaki kesitler hematoksilen eosin (H&E) ile boyandı. 

Hazırlanan boyalı preparatlardaki tüm kesitler Nicon Eclipse E 600 ışık mikroskobunda 

incelendi. 
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3.7. İstatistiksel Analiz 

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket programı kullanıldı. Sürekli 

ölçümler ortalama ve ortanca (minimum - maksimum) olarak özetlendi. Gruplara göre 

sürekli ölçümlerin karşılaştırılmasında parametrik test Mann Whitney U testi kullanıldı. 

Tüm testlerde istatistiksel önem düzeyi 0.05 olarak alındı. 
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4. BULGULAR 

4.1 Rho-Kinaz Aktivitesi 

Rho Kinaz enzim aktiviteleri incelendiğinde; kontrol grubunun ortanca değeri 

18020 (13724-20035) pg/mg iken, iskemi-reperfüzyon grubunda ortanca 25845 (14559-

35213) pg/mg değerini aldığı saptandı. İskemi-reperfüzyon grubunda Rho-Kinaz 

aktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığı gözlendi.(p=0.004) (Şekil 9) 

(Tablo 1) 

 

 

 

 

Şekil 9. Gruplara göre Rho Kinaz Aktivitesi (p-MYPT pg/mg) Dağılımı 

p-MYPT, fosforile miyozin fosfataz hedef subunitesi. Rho Kinaz aktivitesi enzimin son ürünü olan 

p-MYPT referans alınarak ölçüldü. İskemi reperfüzyon grubunda Rho Kinaz aktivitesi anlamlı 

olarak daha yüksek bulundu.(p<0.05) 
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4.2 Rho-Kinaz Ekspresyonu 

Rho Kinaz enzim düzeyleri incelendiğinde; kontrol grubunun ortanca değeri 

36347 (17895-52001) pg/ml iken, iskemi-reperfüzyon grubunda ortanca 32791(15352-

48847) pg/ml değerini aldığı saptandı. Gruplar arasında istatistik anlamlı bir fark 

olmadığı görüldü.(Şekil 10.) (Tablo 1) 

 

 

 

 

Şekil 10. Gruplara göre Rho Kinaz enzim düzeyi (pg/ml) dağılımı 

Kontrol ve iskemi –reperfüzyon grupları arasında anlamlı fark bulunmadı. 
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4.3 Rho-A protein ekspresyonu 

Rho-A protein ekspresyonları incelendiğinde; kontrol grubunun ortanca değeri 

1369(998-1644) pg/ml iken, iskemi-reperfüzyon grubunda ortanca 1012 (565-1573) 

pg/ml değerini aldığı saptandı. İskemi-reperfüzyon grubunda Rho A düzeyleri kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak düşük bulundu. (p=0.0001) (Şekil 11) (Tablo 1) 

 

 

 

 

Şekil 11. Gruplara göre RhoA protein düzeyi (pg/ml) dağılımı  

İskemi-reperfüzyon grubunda RhoA protein düzeyi kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

daha yüksek bulundu.(p<0.05) 
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Tablo 1. Gruplara göre Rho A düzeyi, Rho Kinaz aktivitesi ve Rho Kinaz düzeyi dağılımları. Ort, 

Ortalama; Med, Median; p-MYPT, Fosforile miyozin fosfataz target subunit 

 

 

 

4.4 Histopatolojik Değerlendirme 

İskemi-reperfüzyona maruz bırakılan fare arka ekstremitesine ait “biceps 

femoris” kas doku örneklerinin ışık mikroskobu altında incelenmesi sonucunda kas 

liflerinde nekroz alanları oluştuğu gözlendi.(Şekil 12. ve Şekil 13.) 

 

 

 

 

Şekil 12. Kas liflerinde iskemiye sekonder balonlaşma dejenerasyonu ve nekroz alanları 

(H&E×100) H&E, hematoksilen ve eozin 

 

 

 

 
Kontrol  İskemi  

 

  Ort. 
Med  

(Min-Maks) 
Ort. 

Med  

(Min-Maks) 
p 

RhoA Düzeyleri 

pg/ml 
1352, 4 1369(998-1644) 1025, 9 1012(565-1573) 0, 004 

Rho kinaz aktivitesi 

p-MYPT pg/mg 
17091, 0 18020(13724-20035) 25955, 8 25845(14559-35213) 0, 0001 

Rho Kinaz enzim 

düzeyleri pg/ml 
34548, 9 36347(17895-52001) 33209, 3 32791(15352-48847) 0, 630 
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Şekil 13.Kas liflerinde iskemiye sekonder nekroz alanları (H&E×200) 

H&E, hematoksilen ve eozin 
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5. TARTIŞMA 

Arteriyel ya da venöz kan akımı azalmasına bağlı organ ve dokunun yetersiz 

perfüzyonu sonucu bu doku veya organların oksijenden yoksun kalması şeklinde 

tanımlanan iskemi, hücresel enerji depolarının boşalması ve toksik metabolitlerin 

birikmesi sonucunda hücre ölümüne yol açmaktadır. İskemik dokuya hem hücrenin 

rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi için yeniden kan akımı 

gerekir. Ancak, iskemik dokunun reperfüzyonu, dokuda paradoksal olarak sadece 

iskemi ile oluşan hasara göre çok daha ciddi bir hasara yol açabilir.
4
 

İskelet kası iskemi-reperfüzyonu ile ilgili yapılan farklı çalışmalarda kritik 

iskemi süreleri 2, 5 saat ile 4 saat arasında bulunmuştur.
42,115,116

 Kritik iskemi süresi; bir 

doku iskemiye maruz kalmaya başladığı andan itibaren ATP depolarını kullanmaya 

başladığı ana kadar geçen süredir. Bu dönemde iskelet kası glikojen depoları ve 

fosfokreatini kullanarak ATP rezervlerini korur. ATP depolarını kullanmaya başlaması 

ile birlikte artık reperfüzyon bile başlasa, bir miktar hücre ölümü kaçınılmazdır. Hücre 

ölümünün dokunun yarısını kapsayacağı süre ise ortalama kritik iskemi süresidir. Farklı 

çalışmalarda iskelet kası için farklı kritik iskemi süreleri bulunmasının temel nedenleri 

araştırıldığında; vücut ısısı, kas tipi ve kollateral dolaşım gibi 3 temel faktörün etkili 

olduğu gösterilmiştir.
116

 Bu bilgilerin klinik düzeyde önemi, özellikle replantasyon ve 

serbest kas dokusu transferi gibi iskeminin kaçınılmaz olduğu durumlarda, anastomozun 

güvenli süre aralığında tamamlanması zorunluluğudur. Kliniğimizde yürüttüğümüz 

mikrocerrahi operasyonlarında genel olarak 1,5 saatte anastomoz aşaması 

bitirilmektedir. Çalışmamızda daha önce tanımlanmış olan turnike yöntemi uygulanmış 

ve iskemi süresi olarak 4 saatlik periyod tercih edilmiştir. Bu sürenin seçilmesindeki 

neden, hem kontrol grubuna göre dokuda nekroz oluşturulabildiği hem de dokunun 

tamamının nekroza gitmediği ideal bir süre olmasıdır. Bu sayede uygun kıyaslamalar 

yapılabilmektedir.
108-110 

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasının; hücre membranı şekil değişiklikleri, 

migrasyon, proliferasyon, sekresyon, invazyon, gen ekspresyonu, adezyon ve hücre 

bölünmesinde rol aldığı gösterilmiştir. Ayrıca, "aktin hücre iskeletinin" kontrolü ve stres 

liflerinin oluşmasında rol aldığı bilinmektedir. Rho Kinaz, hücresel mikrotubül ağına 
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etki ederek veziküler transport olaylarında da görev alır. İnflamasyon ve oksidatif 

streste, sinyal iletiminde rolü bulunmaktadır. Düz kas hücrelerinin Ca
+2

 duyarlılığını 

miyozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek düzenlediği bilinmektedir. ROCK, GTP-

bağlayıcı küçük Rho proteini efektörlerinden biri olarak tanımlanmıştır.
13,99,103,117

 

Son zamanlarda birçok nedenden dolayı Rho/Rho kinaz yolağı, kardiyovasküler 

sistemin yanısıra serebral, hepatik ve renal perfüzyon ile ilgili çalışmalara konu 

olmuştur. Patolojik olarak önemli 5-HT (5-hidroksitriptamin), OksiHb 

(oksihemoglobin), AII (anjiyotensin-2) ve ET-1 (endotelin-1) gibi uyarıcı faktörler, 

çeşitli kardiyovasküler hastalıklarda RhoA-Rho Kinaz sinyal yolunu uyarmak suretiyle 

etkili olmaktadır.
118

 Estrojenin serebral dolaşımda ROCK aktivitesini bastırdığı ve 

böylece menapoz öncesi kadınlarda serebrovasküler hastalık insidansının azaltılmasına 

katkıda bulunduğu gösterilmiştir.
119

 Hipertansiyon oluşturulan birçok hayvan 

deneyinde, arterlerde GTP bağlı RhoA’nın doğrudan ölçülmesi ile, bu tür patolojik 

durumlarda ROCK aktivasyonunun yükselmesinden RhoA aktivitesindeki artış sorumlu 

tutulmuştur.
120,121

 Koroner vazospazm modeli kullanılan çalışmalarda fasudil ve 

hidroksifasudil gibi ROCK inhibitörlerinin koroner vazospazmı inhibe ettiği 

belirtilmiş,
122,123

 ROCK aktivitesinin, miyozin fosfatazın baskılanması sonucunda MLC 

(miyozin hafif zincir) fosforilasyonunu ve koroner spazmı kuvvetlendirmek suretiyle 

arteriosklerotik koroner lezyonları arttırdığı tespit edilmiştir.
124

 Sato ve ark. tarafından 

gerçekleştirilen köpek subaraknoid kanama modelinde, ilk kez Rho kinaz sisteminin 

serebral vazospazmda etkili olduğu gösterilmiştir.
125

 Bir çok dokunun perfüzyonu 

üzerinde etkileri bulunduğu anlaşılan Rho-ROCK ileti sistemi ile ilgili bir sonraki 

aşama, İ/R çalışmaları olmuştur. 

Rho-Rho kinaz sinyal ileti yolunun; beyin, testis, böbrek, myokard, diyafram, 

karaciğer, ileum gibi dokularda oluşan İ/R hasarında rolü olduğunu gösteren çalışmalar 

literatürde geniş yer kapsamaktadır.
126-130

 

Sıçanlarda renal arterin klemplenmesi sureti ile oluşturulan iskemi-reperfüzyon 

hasarının Rho-kinaz inhibitörü Y-27632 nin, gerek iskemi öncesi gerek iskemi sonrası 

kullanımı ile azaltıldığı bildirilmiştir.
126

 Takeda ve ark. tarafından yapılan sıçan 

karaciğer iskemi-reperfüzyon modelinde, Rho-kinaz inhibitörü kullanımının karaciğer 

fonksiyon testleri ve histolojik yapıda anlamlı olarak iyileşmeye neden olduğu 

belirtilmiştir.
127

 Testiküler iskemi modeli olarak, testiste torsiyon-detorsiyon oluşturulan 
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sıçanlarda ROCK düzeylerinin arttığı raporlanmıştır.
128

 Ancak yaptığımız geniş literatür 

taramasında, iskelet kasında Rho/Rho Kinaz yolunun etkinliği ve İ/R hasarındaki rolü 

ile alakalı sadece tek bir çalışmaya rastlanılmıştır. Sarı ve ark.’ın 2014 yılında 

yayınladıkları makalede, sıçan alt ekstremitesinde (gastroknemius kası) ve uzak organ 

böbrekte, İ/R hasarının gelişmesinde, Rho-ROCK yolağının etkisinin olduğunu dolaylı 

olarak göstermişlerdir.
131

 İlgili çalışmada, “gastroknemius kası” İ/R modelinde artış 

gösterdiği tespit edilen nitrotirozin (peroksinitrit oluşumu nedenli) ve MDA 

(malondialdehid) seviyelerinin, Rho kinaz inhibitörü varlığında azaldığı belirtilmiştir.  

Flep cerrahisi kendi içerisinde kullanılan dokuların içeriğine ve defektin 

özelliklerine bağlı olarak değişiklikler gösterir. Flep cerrahisinde kullanılan dokulardan 

bir tanesi de, kas dokudur. Kas flepleri; üzerindeki deri ile birlikte veya tek başına, 

sıklıkla defekt onarımlarında kullanılırlar. Kas fleplerinde yaşanabilecek başarısızlığın 

temel nedeni, flep kanlanmasındaki yetersizliklerdir. İskemiye maruz kalan dokuda, 

öncelikle akut hücresel şişme ile başlayan geri dönüşümlü değişiklikler meydana gelir. 

Eğer bu evrede iskemi ortadan kalkmaz, doku reperfüze olmaz ise, mitokondri dış zarı 

parçalanması gibi geri dönüşümsüz değişiklikler oluşmaya başlar. Müdahale edilmezse 

süreç, hücre nekrozu ile sonuçlanır. Hücre nekrozunu engellemenin en önemli yolu, 

reperfüzyonun sağlanmasıdır. Bununla birlikte yukarıda değinildiği üzere 

reperfüzyonun kendisi "reperfüzyon hasarı" olarak adlandırılan patofizyolojik duruma 

yol açmaktadır.
4 

Bu çalışmada iskelet kası iskemi-reperfüzyon modeli kullanılarak 

literatür ışığında Rho-Rho kinaz ileti sisteminin nasıl etkilendiği belirlenmek 

istenmiştir. 

Çalışmamızda Rho kinaz enzim aktivitesinin İ/R grubunda kontrol grubuna göre 

anlamlı şekilde arttığı görüldü. Bu sonuç literatürde yer alan birçok İ/R çalışmasında da 

benzer şekildedir. Bao ve ark.’ın 2004 yılında yayınladığı çalışmada, myokard İ/R 

hasarının ROCK aktivitesini arttırdığı ve inhibisyonu ile infarkt alanının azaldığı rapor 

edilmiştir.
16

 İskemi-reperfüzyon hasarında RhoA ve efektörü ROCK’un aktive olduğuna 

dair literatürde birçok çalışma bulunmaktadır.
131-138

 Hipoksi, reaktif oksijen türleri 

(ROS), noradrenalin, endothelin-1 ve anjiyotensin-2, Rho kinazın potent stimüle 

edicileridirler.
103,134

 Her ne kadar reaktif oksijen türleri çalışmamızda direk olarak 

ölçülmüş olmasa da İ/R hasarının doğal sonucu olarak, artmış Rho kinaz aktivitesi ROS 

artışına bağlanabilir. Zira Rho Kinaz düzeyleri karşılaştırıldığında kontrol grubu ile İ/R 
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grubu arasında anlamlı fark bulunamamıştır. Yani Rho Kinaz ekspresyonunda bir 

artıştan ziyade enzimin direk aktivasyonunda artış olduğu düşünülebilir. Sıçan gastrik 

düz kasında oksidan stres ile indüklenmiş yanıtlar üzerinde Rho-Rho-kinaz aktivitesinin 

incelendiği benzer bir çalışmada, “oksidan stresin” Rho Kinaz protein düzeylerini 

etkilemeden, Rho Kinaz aktivitesini arttırdığı gösterilmiştir.
117

 Anlaşıldığı kadarı ile İ/R 

uyguladığımız modelde ROCK ekspresyonundan ziyade enzimin direk aktive olması, 

kinaz aktivitesini arttırmaktadır. Uygulanan modelin kronik iskemi modeli olmaması bu 

durumu açıklayabilir. 

Anlamlı farkın oluştuğu diğer bir sonuç, İ/R grubunda kontrol grubuna göre 

RhoA protein miktarının azalmasıdır. İskemi-reperfüzyon modeli kullanılan 

çalışmaların çoğunda, RhoA ekspresyonu Rho kinaz ile korele artış 

göstermektedir.
16,128,131,135

Ancak sonuçlarımız bu anlamda literatürün bir kısmı ile 

çelişmektedir. Bu durumda, Rho kinaz enzimi Rho A proteini aracılığı ile aktive oluyor 

ise, Rho A proteininin azaldığı şartlarda yine de Rho kinaz enzimi aktive olabilir mi 

sorusu akla gelmektedir. Loirand ve ark.’ın 2006 yılında yaptıkları Rho kinaz ve 

kardiyovasküler patofizyoloji konulu derlemede, araşidonik asid(AA) ve 

sfingofosfokolinlerin (SPC) Rho kinaz aktivitesini RhoA’dan bağımsız olarak ve RhoA 

ya göre 3 kata kadar daha fazla arttırdığı belirtilmiştir.
136

 Araşidonik asid ve SPC’ler 

Rho kinazın negatif düzenleyici bölgesine bağlanarak bu bölgenin enzim üzerindeki 

inhibisyonunu engellediği düşünülmektedir. (Şekil 14.) Portal hipertansiyon oluşturulan 

sıçanların mezenterik arterlerinde yapılan başka bir çalışmada, RhoA düzeylerinin 

kontrole göre düşük seyrettiği farkedilmiştir.
137

 Siklik AMP (cAMP) efektörü Protein 

kinaz A (PKA) ile RhoA arasında bir ilişki olabileceği düşünülerek, PKA inhibitörü   

Rp-Camps varlığında portal hipertansiyonlu sıçanlarda RhoA düzeyinin azalmadığı 

gösterilmiştir. Araştırmacılar, cAmp-PKA ileti sisteminin transkripsiyon düzeyinde 

veya RhoA proteinin hücre içi trafiğinde değişiklik yaratabileceğini öngörmüşlerdir. 

Howe tarafından aktin bazlı hücre migrasyonunun incelendiği bir derlemede, PKA’nın 

RhoA’yı C-terminusundaki Ser188 noktasından fosforile ederek, Rho-GDI guanin 

dissosiasyon inhibitörü ile etkileşimini arttırmak suretiyle, membrandan sitozole 

translokasyonunu hızlandırdığı bildirilmiştir.
138

 Yine benzer bir çalışmada, cAMP 

agonisti forskolinin, renal CD8 hücrelerinde Rho-GDI-RhoA bağlanmasını arttırarak, 

aktif RhoA miktarını azalttığı gösterilmiştir.
139

 Bu veriler beraber ele alındığında c-
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AMP/PKA yolu ile RhoA/ROCK yolu arasında negatif düzenleyici bir ilişki olduğu 

görülmektedir. 

 

 

 

 
Şekil 14. ROCK aktivitesini direk etkileyen faktörler.AA araşidonik asid, SPC sfingofosfokolin 

 

 

 

İskelet kasında yoğun olarak bulunan beta-2 adrenerjik reseptörler, cAMP-PKA 

ileti yolunu aktive ederler. Beta-2 adrenerjik reseptör aracılı cAMP-PKA yolu RhoA 

inbisyonu yaparken tam tersi de geçerlidir. Yani RhoA’nın aktive olduğu durumlarda 

beta 2 reseptör yanıtlarının azaldığı, insan epidermoid karsinomu A431 hücrelerinde 

gösterilmiştir.
140

 İlgili çalışmada; lizofosfatidik asid (LPA) aracılı RhoA aktivasyonu 

oluşan hücrelerde isoproterenol ile stimüle beta 2 reseptör yanıtları azalırken, 

Clostridium botilinuma ait C3 egzotoksin aracılı RhoA inaktivasyonu oluşturulan 

hücrelerde isoproterenol yanıtlarının arttığı ifade edilmiştir.
140

 Tüm bu veriler 

birleştirildiğinde iskelet kasında beta 2 reseptör yoğunluğunda veya duyarlılığında 

oluşabilecek bir artış, çalışmamızda RhoA düzeylerini baskılamış olabilir. Yapılan bir 

çalışmada spinal kord iskemi-reperfüzyonu sonrası tavşan spinal kordunda beta 2 

reseptör yoğunluğunun arttığını gösterilmiştir.
141

 Ayrıca sıçan myokard iskemi-
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reperfüzyon modeli kullanılan bazı çalışmalarda, özellikle beta2 adrenerjik reseptör 

yoğunluğunun, bu süreçte arttığı gösterilmiştir.
142,143

 Bunlarla beraber reseptör dansitesi 

dışında beta 2 aracılı yanıtların da, İ/R sonucu reseptörün alt efektör sistemini kovalent 

modifikasyonla uyarması da mümkün görünmektedir.
144,145

 Ancak mevcut 

çalışmamızda beta adrenerjik reseptör yoğunluğu veya agonist aracılı cevapları 

değerlendirilememiştir. İleri çalışmalar ile bu hipotezin desteklenmesi RhoA-Rho-kinaz 

sinyal ileti yolunun diğer yolaklar ile ilişkisi ve kendi içindeki regülasyonunun 

anlaşılması açısından faydalı olacaktır. 

Çalışmanın İ/R modelinde yapılmış olduğu gözönüne alınacak olursa, plastik 

cerrahi pratiğinde özellikle serbest kas flebi transferlerinde halen bir sorun olarak 

karşımıza çıkan, İ/R hasarına da değinmek gerekmektedir. İskemi-reperfüzyon 

hasarının; sadece neden olduğu erken dönemli nekroza bağlı olarak değil, ayrıca bu 

hasar dolayısı ile oluşan apoptozla (programlanmış hücre ölümü) da iskelet kasında geç 

dönem hücre ölümüne neden olduğu gösterilmiştir.
146

 Vignaud ve ark.’ın fare iskelet 

kası üzerinde yaptıkları İ/R çalışmasında, İ/R hasarının uzun dönemli yıpratıcı etkileri 

olduğu ortaya konulmuştur.
76

 Aynı çalışmada, İ/R hasarı sonrası iskelet kasında 14. 

günde maksimum güç üretiminin %89 azalmış olduğu, 56. günde ise halen tam 

düzelmeden uzak olunduğu ifade edilmiştir.
76

 Hatta rejenerasyon sonrası bile tam 

iyileşmenin asla gelişmeyebileceği ve kas kalitesinde azalma olacağı belirtilmiştir. 

Yakın zamanda üst ekstremiteye yönelik fonksiyonel kas transferlerinin sonuçlarının 

derlendiği ve 177 hastadaki sonuçlarının incelendiği bir çalışmada, %17’den %42’ye 

kadar değişen oranlarda, M3 derecesinin altında kas gücüne ulaşıldığı görülmektedir.
147

 

Başka bir çalışmada, 26 hastalık fonksiyonel serbest grasilis kas flebinde, 

hastaların %45’inde M3 altı kas gücüne ulaşılabildiği gözlenmiştir.
79

 Aynı çalışmada, 

özellikle yetersiz kas gücüne ulaşılan hastalarda vasküler problemler ana neden olarak 

gösterilmiştir. Tüm bu veriler ışığında, özellikle fonksiyonel serbest kas doku 

transferinde, İ/R hasarına yönelik yeni yaklaşımların önem kazandığı görülmektedir.  

İskelet kası üzerinde yapılan deneysel çalışmalar ile farklı yolaklar ve ajanlar 

denenerek İ/R hasarının azaltılmasına yönelik çabalar, literatürde yer almaktadır. Bcl-2 

proteini,
148

 Adenozin,
149

 Resveratrol,
150

 E vitamini
151

 gibi farklı etki mekanizmasına 

sahip ajanlar denenmiş ancak hiçbiri randomize, çok merkezli klinik çalışmalar ile 

desteklenerek plastik cerrahi pratiğinde yer bulamamıştır. 
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Spesifik bir Rho kinaz inhibitörü olan "fasudil", Japonya’da 1995 yılından beri 

klinik kullanıma girmiş durumdadır.
152

 Fasudil, serebral vazospazmın tedavisi için 

kullanımı onaylanmış bir spesifik kinaz inhibitörüdür.
152

 Belirgin vazodilatör etkisi
153

 

olan fasudil için, halen anjina pektoris tedavisi açısından, klinik denemeler 

yapılmaktadır.
154

 Pulmoner arter hipertansiyonu olan 8 hastada yapılan denemede, Rho 

Kinaz inhibitörü fasudilin ortalama pulmoner arter basıncını, anlamlı ölçüde azalttığı 

görülmüştür.
155 

Birçok hayvan modelinde, İ/R hasarında deneysel olarak da olumlu etkileri 

olduğu belirtilmiş olan Rho kinaz inhibitörleri, klinik perspektiften bakıldığında, 

hipotez olarak, iskelet kası İ/R sürecinde aktive olduğu görülen Rho kinaz enzimini 

baskılayarak, iskemi-reperfüzyon hasarını azaltabilir. Bununla beraber fonksiyonel kas 

transferlerinde, kritik öneme sahip olan iskemi süresini uzatarak dokunun iskemiye olan 

toleransını arttırabilirler. Replantasyon cerrahisinde kullanımı, reperfüzyon hasarını 

azaltarak operasyon sonuçları üzerinde olumlu etki yapabilir. Yukarıda belirtildiği gibi, 

serbest kas transferlerindeki kas kayıplarının sadece nekroza bağlı olmayıp, apoptozun 

da süreçte önemli bir yeri olduğu literatürde vurgulanmıştır. Rho kinaz inhibitörlerinin 

anti-apoptotik etkileri olması
156,157

, pediküllü muskulokütan fleplerde Rho kinaz 

inhibitörü kullanılması, taşındığı bölgede neovaskülarizasyon sürecinde flep hasarını 

azaltabilir. Myokardda önkoşullamada (tek veya tekrarlayan kısa süreli iskemik 

periyodların, uzun süreli iskemiye karşı dokuyu koruması) kullanılmış olan Rho kinaz 

inhibitörlerinin İ/R hasarına olumlu etkileri olduğu görülmüştür.
158-159

 Bu çalışmalar 

ışığında fasudilin farmakolojik bir önkoşullama ajanı olarak kullanılabileceği ileri 

sürülmüştür.
160

 Her ne kadar pediküllü myokutan fleplerde benzer çalışma olmasa da, 

böyle bir çalışma planlanarak Rho kinaz inhbitörü ile farmakolojik önkoşullamanın flep 

sağkalımı üzerindeki etkisi değerlendirilebilir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Fare iskelet kası iskemi-reperfüzyon modelinde Rho-Rho Kinaz ileti sistemini 

incelediğimiz bu çalışma sonucunda:  

1. İskemi-reperfüzyon ile iskelet kasında Rho Kinaz enzim aktivitesi artarken, 

RhoA protein düzeyinin azaldığı, Rho Kinaz seviyesinin ise değişmediği görülmüştür. 

Mevcut bulgular, pekçok dokuda olduğu gibi iskelet kası İ/R sürecinde bu yolağın 

etkileniyor olduğunu göstermektedir.  

2. İskelet kası dokusunda RhoA düzeyi azalırken Rho Kinaz aktivitesinin artmış 

olması, ileri araştırmaların konusu olmaya adaydır. 

3. İskelet kasındaki beta-adrenerjik reseptör aktivitesi ile Rho-Rho Kinaz yolu 

arasında çapraz etkileşim olup olmadığı, ileri çalışmalarla aydınlatılmayı beklemektedir. 

4. İskelet kası iskemi-reperfüzyon hasarında, Rho Kinaz inhibitörleri (Fasudil, 

Y-27632 gibi) kullanılarak, önceki çalışmalar da göz önünde bulundurulduğunda, 

hipotez olarak bu hasara olumlu etki edebileceği öne sürülebilir. 

5. Rho Kinaz yolunun apoptoz üzerindeki etkisi hesaba katıldığında, İ/R 

hasarına bağlı apoptotik hücre ölümü üzerine de, Rho Kinaz inhibitörlerinin olumlu 

etkisi olabilir. 

6. Serbest kas dokusu transferi yapılan hastalarda Rho Kinaz inhibitörlerinin 

kullanılmasının, hem kas dokusu canlılığı hem de kas fonksiyonu üzerindeki etkisi 

değerlendirilebilir. 

7. Pediküllü kas-deri fleplerinde önkoşullamada, Rho Kinaz inhibitörleri, 

farmakolojik önkoşullama ajanı olarak denenebilir.  

8. Rho Kinaz inhibitörlerinin vazodilatasyona neden olması özelliği ile, gerek 

serbest flep cerrahisinde gerekse pediküllü flep uygulamalarında, vaskülarizasyonu 

düzenlemek amacıyla kullanımı gündeme gelebilir. 

9. Özellikle distal beslenme sorunu oluşabilecek boy/en oranı fazla olan random 

paternli fleplerde, Rho Kinaz inhibitörleri, distal flep beslenmesini arttırabilir. 
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