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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1. Akut Ekstremite iskemisi

Akut ekstremite iskemisi veya akut bacak iskemisi (ABI), herhangi bir
nedenden dolay1 ekstremite perflizyonunun ani olarak azalmasindan kaynakli,
ekstremitenin canliligini tehdit eden bir durum olarak tanimlanmaktadir [1].
Genellikle iki haftadan daha kisa siirede semptom gosteren hastalar1 ifade
etmektedir. Bu nedenle akut ekstremite iskemisi, birkag¢ saat boyunca agrili, soguk
ve beyaz ekstremiteden birkag¢ giin kisa mesafeli klodikasyo Oykiisii olan veya
periferik arteriyel arka plan iizerinde iskemik semptomlarda ani artis gdsteren
hastaya kadar uzanan genis bir spektrum sergilemektedir.

Akut ekstremite iskemi insidansinin, yilda yaklasik 6.000 kiside 1 oldugu
tahmin edilmektedir [1]. Isvec'te yapilan kohort ¢aligmalari insidansin azaldigini
gostermektedir [2]. 2002-2012 yillar1 arasinda galigan Oxfordshire'da yapilan
prospektif, popiilasyona dayali calisma 92.728 kisilik popiilasyondaki tim akut
periferik arter olaylarimin insidansini ve sonucunu belirleyerek, 803 miidahale
gerektiren 386 hastada 510 akut olay tespit etmistir [3]. Risk faktorleri arasinda
bulunan hipertansiyon, sigara ve diyabetes mellitus da biiyiik 6nem tasiyan
sebeplerdir.

Akut ekstremite iskemisi, emboli veya trombozdan veya nadiren diseksiyon
veya travmadan kaynaklanir. Tromboz genellikle periferal vaskiiler hastaliktan
(damar tikanikligina neden olan ateroskerotik hastalik gibi) meydana gelirken,
emboli ise genellikle kardiyak kokenlidir [4]. Amerika Birlesik Devletleri’nde,
yilda 100.000 kisiden 14’{inde akut ekstremite iskemisinin gerceklesecegi tahmin
edilmektedir [5]. Uygun bir cerrahi tedavi ile akut ekstremite iskemisi tedavi
edilebilir bir durumdur; bununla birlikte, gecikmis tedavi (6 ila 12 saat arasinda),
kalic1 sakatlik, amputasyon ve / veya 6liimle sonucglanabilir.

Romatizmal kalp hastaliginin goriillme sikliginin azalmas1 ve atriyal
fibrilasyonun yonetimindeki iyilesme nedeniyle embolik hastaligin neden oldugu
akut ekstremite iskemisinin oraninin azaldigina dair bazi kanitlar da mevcuttur
[1]. Bu baglamda, yaslanan bir popiilasyonda, akut ektremite iskemisinin ortaya

citkma olasiligi daha yiiksek goriinmektedir. Periferik arter hastaligi (PAH)



bulunan kronik bacak iskemisi olan kisilerde olusan kollateral arteryal yapilarin
varlig1 klasik akut ekstremite iskemisinin belirtilerini azaltabilecegi i¢in kronik bir
zeminde olusabilecek akut bacak iskemisi vakasmi teshis etmek gercekten
zorlasabilir. 70 yasin lizerinde oOzellikle embolik bir hastalifi olan kisilerin,
%?30’unda altta yatan periferik arter hastaligi bulunmustur [6,7]. Bu da akut
ekstremite iskemilerinin biiylik kisminin, periferik arter hastalig1 zemininde ortaya
ciktigini gostermektedir.

Akut ekstremite iskemisinin tanisin1 koymak ¢ok onemlidir. Giinlimiizde
gelisen revaskiilarizasyon teknikleri ve yogun bakim kosullarinin iyilesmesine
ragmen mortalite oranlar1 halen yiliksek seyretmektedir. Bu durum, toplumlarin
yaslanmas1 ve buna bagli olarak aterosklerotik yiikiin artmasina baglanmaktadir
[1,2].

Akut ekstremite iskemisi gelismesini takiben, ekstremitenin kurtarilmasi
%70-90 oraninda basarilabilmektedir [1, 8-12].

Akut bacak iskemisinin gelisiminde en onemli rolii emboli ve tromboz
oynamaktadir. Emboli; dolagim sistemi igerisinde taginip, bir kan damari igerisine
yerlesen ve damarin tikanmasina neden olan bir madde (gaz, kat1 veya sivi) olarak
tanimlanir. Trombus ise damar i¢ liimeninde fibrin, trombosit ve hiicresel
elemanlardan olusan pihtiy1 ifade eder.

Bu iki klinik tablonun seyirleri benzer olmasina ragmen tedavi ve

prognozlari farklilik gostermektedir.

Emboli nedenleri:
* Atriyal fibrilasyon
* Mural trombiis
* Miyokardiyal iskemi
* Sol ventrikiil anevrizmasi
» Mekanik kalp kapaklari
* Bakteriyel endokardit
* Atriyal miksoma
* Paradoksal emboli
» Anevrizmalar (Ozellikle popliteal)
* Ateroemboli



» Aterosklerotik damarlar (Ozellikle torasik aort)
Tromboz nedenleri:

* Kronik aterosklerotik zemin iizerinde akut tromboz

* Greft trombozlar

» Diisiik kalp debisi

* Hiperkoagiilabilite

* Malinite

* Trombofili

* Heparine bagli gelisen trombositopeni (HIT)

* Arteriyel travma

« Iyatrojenik travmalar

* Aortik/arteriyal diseksiyon

* Vazospazm

* Arteritler

* Popliteal entrapment sendromu

* Torasik outlet sendromu

» Filegmasia serula dolens

Akut ekstremitede iskemisinde emboli en sik kalpten (%80)
kaynaklanmaktadir [9]. Emboli ayrica, proksimal arterlerin hastaliginda da
(anevrizmalar veya stenozlar) ortaya cikabilir ve aterom igerebilir. Bunlar, uzuv
icin daha kotii bir prognoz tasimaktadir ¢iinkii, tedavisi zor ve tromboliz i¢in de

elverisli degildir.

Trombiis genel olarak Virchows Triad’inda acgiklanan ii¢ faktdrden koken

almaktadir;

1- Azalmis kan akimi olaylar (staz): Vendz staz, uzun cerrahi islemler,
uzun siireli hareketsizlik ve varisli damarlar 6rnek olarak verilebilir.

2- Damarin ve c¢evresinin tahrisiyle ilgili olaylar, 6rnegin endotel veya
damar duvar1 hasari: Yaralanma veya travma, gerilmeden veya
hipertansiyondan kaynaklanan hasarlar, bakteriler gibi prokoagiilan
ylizeyler ile temas eden yabanci maddeler, implantlarin veya tibbi
cihazlarin biyomateryalleri, aktive olmus trombositlerin membranlar1 ve

kronik enflamasyondaki monositlerin membranlari.
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Kan pihtilasma bozukluklari, 6rnegin hiperkoagiilabilite: Hiperviskozite,
pihtilagma faktorii V Leiden mutasyonu, pihtilasma faktorii II G2021A
mutasyonu, antitrombin III, protein C veya S eksikligi, nefrotik sendrom,
ciddi travma veya yanik sonrasi degisiklikler, ge¢ gebelik ve dogum, 1rk,
ileri yas, sigara igme, hormonal kontraseptifler ve obezite gibi risk

faktorleri.

1.1.1. Klinik degerlendirme
ABI, klinikte klasik olarak 6 P belirtileri ile ortaya ¢ikar ancak bu belirtilere

sahip hastalarin kronik iskemi ge¢misi varsa bu bulgular hafif seyredebilir.

6 P Belirtileri:

1-

w
1

Agr1 (Pain): Cogu durumda istirahatte ortaya ¢ikar, ancak akut
baslangichi kisa mesafeli klodikasyo ile de kendini gosterebilir. Koti
perflizyon sebebiyle, uzuvlarin (ayak parmaklarinin) en distal kisminda
istirahat agris1 genellikle daha koétiidiir. Kaslarin pasif hareketinde agri,
potansiyel kompartman sendromunu gosterir ve kotii prognostik isarettir.
Solukluk (Pallor): Ozellikle karsi uzuv ile karsilastirildiginda
yararlidir; ayrica venéz dolumu kontrol etmek i¢in de faydalidir. Akut
iskemik uzuvlar mavi degil, klasik olarak beyazdir. Kronik kritik iskemik
uzuvlar, giin battimi1 ayag: denilen telafi edici vazodilatasyon nedeniyle
pembe goriinebilir.

Parestezi (Paraesthesia): %50’den fazla olguda mevcuttur [1]. Duyusal
sinirler motor sinirlerden daha kii¢iiktiir ve iskemiye daha duyarlidir, bu
nedenle ilk once etkilenme egilimindedir.

Fel¢ (Paralysis): Kotii prognoza isaret eder ve geri doniisii olmayan bir
iskemi oldugunu gosterir.

Sogukluk (Perishingly cold): Karst uzuv ile karsilastirildiginda
kullanilirsa faydali bir isarettir.

Nabizsizhk  (Pulselessness):  Ekstremitede el ile nabizlarin
hissedilememesidir, bununla birlikte, siiphede kalinan durumlarda

doppler ultrasonografi ile arteriyel akim sinyalleri kontrol edilmelidir

[1].



Onceden var olan PAH ve gelismis kollateralleri olan bir hastada klasik
bulgularin (6 P) siddeti hafifleyebilir. Akut ekstremite iskemi siiphesi olan tiim
hastalara arteriyel Doppler yapilmalidir.

1.1.2. Smiflandirma

Hastanin degerlendirilmesi yapilirken, {i¢ 6nemli soruya yanit verilmesi
gerekmektedir.

* Ekstremite canliligini korumakta midir?

* Ekstremitenin canlilig1 akut olarak tehdit altinda midir?

» Ekstremitenin korunmasini engelleyen geri doniigsiiz degisiklikler var

midir?

Akut arter tikanikliginin siddetinin nasil degerlendirilebilecegi Cizelge
1.I’de  Ozetlenmistir: Tehdit altindaki ekstremiteyi canliligim1 koruyan
ekstremiteden ayiran ii¢ esas nokta bulunmaktadir [6]:

- Istirahat agris

- Duyu kayb1

- Kas kuvvetsizligi

Duyu ve kas fonksiyon kayiplarmin olmasi ekstremiteye yapilacak acil
miidahale i¢in belirleyici rol oynamaktadir. Irreversibl iskeminin bulgusu, derin

paralizi ve degigsmeyen solukluktur.

Cizelge 1.1. Akut ekstremite iskemisinin Rutherford Siniflandirmasi

Kapiller Kas Duyu Arterial Venoz
dolu Fonksiyon kavbi Doppler | Doppler
3 Kaybi y sinyali sinyali
Calnll Cok Iyi Yok Yok Var Var
Lt . Parsiyel
Marjinal |Intakt/Yavas | Yok (Parn¥aklar) Var Var
Tehdit
b Parsiyel
Ciddi Tehdit | Y28 YOK | paralizi | Yavem Yok var
M vokesoluk |18 | Anestetik Yok | Yok
Irreversibl Paralizi




1.2. Iskemi - Reperfiizyon Hasar1

Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 (IRH) veya Reoksijenizasyon Hasar1, belirli bir
stire iskemik veya hipoksik kalmis bir dokuda, kan akimi yeniden saglandiginda
meydana gelen hasardir.

Bir dokudaki hiicreler reversibl olarak hasarlanirsa, kan akiminin geri
donmesi hiicre iyilesmesine neden olabilir [13]. Bununla birlikte, belirli kosullar
altinda, kan akimmin iskemik fakat canli dokulara geri donmesi, hiicreler
irreversibl olarak hasarlanmis olmasalar bile, paradoksal olarak hiicrelerin 6liimii
ile sonuglanabilir [13]. Bu iskemia reperfiizyon hasari, miyokard ve serebral
iskemideki doku hasarma Onemli Ol¢iide katkida bulunabilecek klinik olarak

onemli bir siirectir [13].

Birka¢ mekanizma, iskemik dokulara reperfiizyondan kaynaklanan hiicre

hasarinin alevlenmesinden sorumlu olabilir:

* Reoksijenasyon sirasinda parankimal hiicrelerden, endotel hiicrelerinden
ve infiltre olan 10kositlerden artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi
yeni bir hasar baslatabilir. Dokulara oksijen arzi arttiginda, 6zellikle
mitokondriyal hasardan dolayr oksijen seviyelerinin azaltilamamasindan
ve lokositlerde, endotel hiicrelerinde ve parenkimal hiicrelerde oksidaz
aktivitesinden dolay1 benzer sekilde ROS iiretimi artar. Ayn1 zamanda
hiicresel antioksidan savunma mekanizmalari, serbest radikallerin
birikimini artiran iskemi ile tehlikeye girebilir [13-17].

o Iskemik hasarin neden oldugu inflamasyon, reperfiizyonla l6kosit ve
plazma proteinlerinin iskemik alana hiicumundan dolay1 artabilir. Aktive
lokositlerin iirtinleri ek doku hasarina neden olabilir. Kompleman
sistemin aktiflesmesi ayrica iskemi - reperfiizyon hasarina katkida
bulunur. Kompleman proteinleri hasarli dokulara veya dokularda biriken
antikorlara baglanabilir ve daha sonraki kompleman aktivasyonu yan

tirtinler iretir bu da hiicre hasarini ve iltihabi siddetlendirir [13-17].

Iskemik periyotta kandaki oksijen ve besinlerin bulunmamasi; dolasim geri
dondiigiinde, dokuda normal fonksiyonlarin restorasyonundan ziyade inflamasyon

ve doku hasari ile sonuglanan oksidatif stres durumuna neden olur [18].



Iskemik dokularmn reperfiizyonu, genellikle dokularda difiizyon ve sivi
filtrasyonunda artisa neden olan kilcal damarlarin ve arteriyollerin gecirgenliginin
artmasi nedeniyle, siklikla mikrovaskiiler hasar ile iliskilidir. Aktive olmus
endotel hiicreleri daha fazla reaktif oksijen tiirevleri tiretmektedir, ancak
reperfiizyonun ardindan daha az nitrik oksit iiretirler ve bu olaylar zinciri daha
sonraki siireclerle inflamatuar yanitlarla sonuglanmaktadir [18]. inflamatuar yanit,
reperflizyon hasarinin yarattigr patolojiden kismen sorumludur (Sekil 1.1).
Iskemik bolgeye yeniden donen kan akimi ile gelen lokositler, doku hasarma
cevaben serbest radikallerin yani sira, interlokinler gibi bir dizi inflamatuar faktor
salgilamaktadir [19]. Geri donen kan akimi, hiicresel proteinlere, DNA’ya ve
hiicre zarlarina zarar vermektedir. Hiicre zarinin hasar gormesi, serbest
radikallerin daha da artmasina neden olmaktadir. Lokositler, ayrica, kiiclik kilcal
damarlarin endoteline yapisabilir, onlar1 tikayabilir ve daha fazla iskemi ortaya
cikarabilir [19].

Reperfiizyon hasarinin 6zellikle, inme ve beyin travmasi olgularinda beynin
iskemik hasarinda rol oynadig1 bilinmektedir. Tekrarlayan iskemi ve reperflizyon
hasar1 ndbetlerinin, ayrica basing yaralari ve diyabetik ayak {ilseri gibi kronik
yaralarin olusumuna neden olan bir faktor oldugu diisiinilmektedir [20].

Uzun siireli iskemide (60 dakika veya daha fazla), hipoksantin, ATP
metabolizmasinin bir pargalanma iiriinii olarak olusur. Ksantin dehidrojenaz
enzimi, reperflizyonda oksijenin daha yiiksek bulunmasimnin bir sonucu olarak bir
ksantin oksidaz gibi ters yonde etki eder. Bu oksidasyon, molekiiler oksijenin
yiiksek reaktif stliperoksit ve hidroksil radikallerine doniismesine neden olur.
Ksantin oksidaz, peroksinitrit gibi hem prooksidant hem de bir ROS temizleyicisi
olarak islev gorebilen iirik asiti de iretir. Reperfiizyon sirasinda lretilen asiri
nitrik oksit, gliclii reaktif tiirlerde peroksinitrit iiretmek icin siiperoksit ile
reaksiyona girer. Bu gibi radikaller ve reaktif oksijen tiirleri hiicre zar lipidlerine,
proteinlerine ve glikozaminoglikanlara saldirarak daha fazla hasara neden olur.

Reperfiizyon hiperkalemiye neden olabilir [21]. Reperfiizyon hasari,

karaciger nakil ameliyatlarinda birincil endise kaynagidir [22].
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Sekil 1.1. Iskemi reperfiizyon hasarina doku yanitinin asamalar1 (Salter JW,
Krieglstein CF, Issekutz AC, Granger DN. Platelets modulate ischemia/
reperfusion- induced leukocyte recruitment in the mesenteric circulation. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol 2001; 281(6):G1432-9).

1.3. Bretschneider’in Histidin-Triptofan-Ketoglutarat Cozeltisi (HTK)

HTK ¢ozeltisi, kompleks kalp cerrahisinde miyokardin korunmasinda ve
nakil ameliyatlarinda organlarin korunmasinda bazi merkezler tarafindan
kullanilan bir intraselliiler kristalloid kardiyoplejik c¢ozeltidir. HTK, kalp
cerrahlart i¢in ilgi ¢ekicidir, ¢iinkii tek bir doz olarak uygulanir ve {li¢ saat kadar
siire boyunca miyokard korumasi sagladigi ve karmasik cerrahi operasyonlarin
kesintisiz bir sekilde uygulanabilecegi iddia edilir [1,2].

HTK 1970’lerde Bretschneider [3] tarafindan tarif edildi. Diisiik sodyum ve
kalsiyum igerigi nedeniyle hiicre i¢i, kristalloid kardiyoplejisi olarak
siniflandirilir.  Ekstraselliiler boslukta sodyum konsantrasyonunun azalmasi,
miyosit plazma zarinin hiperpolarizasyonuna neden olarak diyastolde kalp

durmasina neden olur. Bu, potasyum igerigi yiiksek ve zar depolarizasyonu ile



kardiyak arreste neden olan geleneksel "hiicre disi" kardiyoplejik c¢ozeltilerden
farkli bir etki mekanizmasidir [4]. Cozeltinin bilesenleri Cizelge 1.2°de
listelenmistir. Yiiksek bir histidin igerigi, uzun iskemik donemde anaerobik
metabolitlerin  birikmesinden kaynaklanan asidozu tamponlar; Ketoglutarat
reperfiizyon sirasinda ATP iiretimini arttirir; triptofan hiicre zarmi stabilize eder
ve mannitol hiicresel 6demi azaltir ve serbest radikal temizleyici olarak rol alir
[2]. HTK’nin tiim bilesenleri viicutta dogal olarak bulunur (Cizelge 1.2). HTK nin
ozmolaritesi 310 mOsm /L’dir [23-28].

HTK’nin, Avrupa’da kalp cerrahisinde yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, vaskiiler cerrahide ekstremitelerde kas dokusuna etkinligini karsilastiran
¢ok az veri vardir. Akut bacak iskemisinde ekstremitenin korunmasi i¢in HTK’y1
diger cozeltilerle karsilagtiran veri eksikligi de vardir. HTK’nin yukarida
bahsedilen iskemi sonrasi hiicre i¢i 6demi azaltmasi, membran stabilizasyonu
saglamasi, hipoksi nedeniyle ortaya ¢ikan asidozu tamponlamasi, ATP iiretimini
hizlandirmasi ve periferik doku iskemilerinde hi¢ denenmemis olmasi nedeniyle

calismaya konu edilmistir.

Cizelge 1.2. HTK soliisyon igerigi

Madde | Miktar
Sodyum 15 mmol/L
Potasyum 9 mmol/L
Magnezyum 4 mmol/L
Kalsiyum 0.015 mmol/L
Ketoglutarat 1 mmol/L
Histidin 198 mmol/L
Mannitol 30 mmol/L
Triptofan 2 mmol/L




2. AMAC

Bu ¢aligmanin amact; kalp damar cerrahisi kliniginde sik karsilasilan akut
olarak revaskularize edilmis ekstremiteyi ratlarda simule etmek ve HTK
soliisyonunun, akut olarak olusturulan ekstremite iskemisi ve reperfiizyonu

sonrasi olugan iskemi/reperfiizyon hasarina etkisini ortaya koymaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvanlar

Bu ¢alisma i¢in Akdeniz Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan
06.10.2018 tarihinde 749 no’lu etik kurul onay1 alinmastir.

Bu calismada 32 adet Wistar cinsi rat kullanilmistir. Ratlar, Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Hayvan ve Arastirma Laboratuvarindan temin

edilmis, disi ve yaslar1 8-10 hafta olanlar tercih edilmistir.

Ratlar 8’er hayvan olmak tizere 4 deney grubuna ayrilmistir;
1. Grup: Kontrol,
2. Grup: Cerrahi stres,
3. Grup: Iskemi,
4. Grup: HTK grubudur.

Kontrol Grubu (Grup 1): Bu gruba hicbir islem yapilmamis sadece
Gastroknemius-Soleus kas grubunun distal yarisindan biyopsi alinmigtir.

Cerrahi Stres Grubu (Grup 2): Bu gruptaki hayvanlarin cerrahi strese
girebilmesi i¢in, median laparotomi yapilmis ve sag ana iliak arter agiga
cikartlmistir. Daha sonra 5.0 prolen ile arter cevresinde doniilerek
birakilmistir. Arter baglanmamis, iskemi olusturulmamaistir. Bu islemden 2
saat sonra Gastroknemius-Soleus kas grubunun distal yarisindan biyopsi
alinmistir.

Iskemi Grubu (Grup 3): Bu grupta ekstremite iskemisi olusturabilmek igin,
median laparotomi yapilmis ve sag ana iliak arter agiga ¢ikarilmistir. Daha
sonra iliak arter 5.0 prolen ile baglanmistir. 8 saatlik iskemi olusturulmustur.
Daha sonra prolen c¢oziilerek 2 saat siire ile reperfiizyon saglanmistir.
Reperfiizyon sonrasi, Gastroknemius-Soleus kas grubunun distal yarisindan
biyopsi alinmistir.

HTK Grubu (Grup 4): Bu gruptaki hayvanlarda, median laparotomi yapilmis ve
sag ana iliak arter agiga cikarilmistir. Daha sonra sag ana iliak arter 5.0
prolen ile baglanmistir. 8 saatlik iskemi olusturulmustur. Bu siire sonunda,
26 Gauge*1/2° igne ucu ile distal abdominal aortaya girilerek, ipligin

¢oziilmesi ile es zamanlit HTK soliisyonu klinikte kullanilan rutin dozun (40
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ml/kg) 1/6’s1 oraninda yaklasik 1 cc verilmistir. Cilinkii verilen HTK disari
aspire edilemeyecegi i¢cin ve her iki alt ekstremite total rat agirliginin
yaklasik 1/6’sina denk geldigi icin literatiirdeki dozun 1/6’s1 uygun
goriilmistiir. HTK soliisyonu verildikten sonra, igne yeri kanamasi, tampon

ile baski uygulanarak kontrol altina alinmistir.

Sag ana iliak arter, 2 saat siire ile reperflizyona birakilmis ve sonrasinda
Gastroknemius-Soleus kas grubunun distal yarisindan biyopsi alinmistir.

Tiim gruplarin islemleri baslamadan once, sag arka ayak tabanina pulse-
oksimetre probu baglanip, normal Oksijen satiirasyon dalga formu goézlenmis ve
pulse-oksimetre cihazi, deney sonuna kadar birakilmistir. Devaskiilarize edilen
gruplarda satiirasyon dalga formunun kayboldugu ve reperfiizyon ile yeniden
olustugu gozlenmistir.

Hayvanlarin timi, her bir cerrahi islem oncesi, ketamin (60 mgkg) +
Ksilazin (10 mg/kg) kombinasyonu ile intraperitoneal yoldan uyutulmustur. Grup
2, Grup 3 ve Grup 4 ratlara, anestezi sonrasi, 80 IU/kg subkutan heparin enjekte
edilmistir. Higbir grupta cerrahi islem sonrasi intraarteryal tromboz izlenmemistir.

Hayvanlar, deneyin sonunda yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edilmistir.

Resim 3.1. iskemik gruplarda sag ana iliak arterin 5.0 prolen ile okliizyonu
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3.2. HTK Soliisyonu

Kullanilan HTK soliisyonu intraselliiler kristaloid kardiyoplejik 6zelliklere
sahip Carnamedica markasinin PlegiStore modelidir.

HTK soliisyonu, islem 6ncesinde soguk zincir kurallarina uygun olarak +4
derecede muhafaza edilmistir. Grup 4’deki her rata +4°C’de 40 ml/kg enjekte

edilmistir.

3.3. Patoloji

Biyopsi ile ¢ikarilan dokularin patolojik degerlendirilmesi Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dalinda yapilmigtir. Dokular
%10’luk formaldehid ile fikse edilmistir. Cerrahi stres, iskemi, HTK ve Kontrol
gruplarma ait ornekler, fasyayr da igeren ¢izgili kas drnekleri seklinde ortalama

1x1x0,5 cm boyutlarinda ve 2 parca olarak bloklanmustir.
Ornekler; Thermo marka otokleniken cihazinda takip islemine almmustir.

Takip agamalari asagida siralanmustir:
Formalin 2 saat
Formalin 3 saat
Alkol 1 saat
Alkol 1 saat
Alkol 1 saat
Alkol 1 saat
Alkol 1,5 saat
Alkol 2,5 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1,5 saat
Ksilen 2,5 saat
Parafin 2 saat
Parafin 2 saat

Parafin 2 saat
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Takibi tamamlanan 6rnekler Thermo bloklama cihazinda parafin blok haline
getirilmistir. Finesse 325 (Thermo) mikratom cihazi ile bloklardan 4 mm kesitler
alinarak preparatlar boyaya hazir hale gelmistir. Dako boya cihazi kullanilarak
hemotoksilen eozin boyasi ile boyanmis ve mikroskobik incelemeye hazir hale
getirilmistir. Hemotoksilen eozin boyali kesitler 151k mikroskobunda
degerlendirilmistir.

Mikroskobik incelemede kas liflerindeki dejeneratif degisiklikler ve 16kosit
infiltrasyonu; asagidaki gibi derecelendirilmistir. Bu derecelendirme yapilirken
kas lifleri ¢ap farkliliklari, nekrotik degisiklikler ve rejeneratif degisiklikler

incelenmistir.

Mikroskobik Derecelendirme
0 :Normal,
1 : Hafif (%1-%33 tutulma)
2 : Orta (%34-%66 tutulma)
3 : Siddetli (%67-%100 tutulma)

3.4. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen tiim veriler SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) 22.0 paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Veriler tanimlayici
tablolarda say1 ve yiizdelik dilimler seklinde verilmistir. Istatiksel analizlerde
gruplar arasindaki fark, Kruskal-Wallis testi ile test edilmistir. Ayrica dikatom

veriler i¢in Ki-kare testi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, kontrol grubunda 8, cerrahi stres grubunda 8, iskemi
grubunda 8 ve HTK grubunda 8 olmak {izere toplam 32 Wistar Rat
bulunmaktadir. Yapilan patolojik degerlendirmede higbir grupta siddetli kas lifi
dejenerasyonu ve 16kosit infiltrasyonu saptanmamistir. Kontrol grubunda 7 ratta
kas liflerinde hafif derecede dejenerasyon, 7 ratta ise hafif derecede lokosit

infiltrasyonu saptanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Tim gruplarin kas liflerinde dejenerasyon ve l6kosit infiltrasyonu
acgisindan derecelendirilmesi.

Gruplar Kas liflerinde dejenerasyon ‘ Lokosit infiltrasyonu
Kontrol 1

Kontrol 2
Kontrol 3
Kontrol 4
Kontrol 5
Kontrol 6
Kontrol 7
Kontrol 8
Cerrahi Stres 1
Cerrahi Stres 2
Cerrahi Stres 3
Cerrahi Stres 4
Cerrahi Stres 5
Cerrahi Stres 6
Cerrahi Stres 7
Cerrahi Stres 8
Iskemi 1
Iskemi 2
Iskemi 3
Iskemi 4
Iskemi 5
Iskemi 6
Iskemi 7
Iskemi 8

HTK 1

HTK 2

HTK 3

HTK 4

HTK 5

HTK 6

HTK 7

HTK 8

0: Normal, 1: Hafif (%1-%33 tutulma) 2: Orta (%34-%66 tutulma) 3: Siddetli (%67-%100
tutulma)

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

N N[ N R R N = | o] Pof R R N o o R R R R R R R R oo - Rk k| k| Rk~ o
RN = R R R oo M| R N R = N ] k| o|o|o|o|o|o| o] | | k| o k| k| k| =
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Cizelge 4.2. Gruplara gore kas lifi dejenerasyonunun derecelendirilmesi

Kas lifi Kontrol Cerrahi . .
Normal 1 2 0 1 4
Hafif 7 6 1 1 15
Orta 0 0 7 6 13
Siddetli 0 0 0 0 0
Toplam 8 8 8 8 32

- Kruskal Wallis; p: ,000
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Resim 4.1. HTK grubundan (Grup 4) iskelet kasi (enine kesit). Boya:
Hematoksilen-Eozin (x400).
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Resim 4.2. iskemi grubu (Grup 3) iskelet kas1 (enine kesit). Boya: Hematoksilen-
Eozin (x200).

Gruplara gore kas liflerindeki dejenerasyonun dereceleri arasinda anlamli
bir iliski bulunmustur (p:,000). Bu anlaml: iligki kontrol grubuyla, cerrahi stres
grubu arasinda saptanamamigken (p:,535) kontrol grubu ile HTK grubu arasinda
kas lifi dejenerasyonu agisindan anlamli bir iliski bulunmustur (p:,028). Iskemi
grubu ile HTK grubu arasinda da anlamli fark saptanamamustir (p: ,487). Ancak
kas lifi dejenerasyonu agisindan iskemi grubunda normal bulgu saptanamamisken,
7 ratta orta derecede dejenerasyon saptanmistir. HTK grubunda ise; 1 ratta
normal, 1 ratta da hafif derecede dejenerasyon saptanmis olup 6 ratta orta

derecede dejenerasyon bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Gruplara gore 16kosit infiltrasyonu derecelendirilmesi

Lokosit Kontrol Cerrahi . .
Normal 1 7 0 2 10
Hafif 7 1 5 5 18
Orta 0 0 3 1 4
Siddetli 0 0 0 0 0
Toplam 8 8 8 8 32

T Kruskal Wallis; p: ,001

Gruplara gore l0kosit infiltrasyonu dereceleri arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur (p:,001). Kontrol grubuyla, cerrahi stres grubu arasinda lokosit
infiltrasyonu agisindan anlamli bir fark saptanmustir (p:,010). Iskemi grubu ile
HTK grubu arasinda ise, anlamli fark saptanamamistir (p:,195). Kontrol grubuyla
HTK grubunun karsilastirilmasinda ise bu gruplarin bir birine benzer oldugu

saptanmustir (p:,959).
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5. TARTISMA

Iskemi, dokulara ulasan kan akimmn kisitlanmasindan kaynaklanan ve
hiicre metabolizmasinin devamlilig1 i¢in gerekli olan oksijen ve metabolitlerin
hiicreye ulasamama durumudur. Iskemik dokuya erken kan akisi, geri doniisii
olmayan hiicre hasar1 olusturan iskemiyi sinirlar. Iskemik dokuya gecikmis
yeniden kan akisi, geri donlisii olmayan bu doku hasarinin 6nlenmesi i¢in olduk¢a
Oonemlidir; fakat bununla birlikte reperfiizyon, iskemiden kaynaklanan doku
hasarmi arttirabilir. Bu “iskemi-reperfiizyon hasar1” olarak tanimlanir ve ¢oklu
organ disfonksiyonundan, geri doniislii hiicre hasarmma genis bir patolojik
spektruma neden olur [29,30].

Iskemi ile ilgili reperfiizyon hasari, iskemik bir dénemden sonra kanin
dokulara doniisii ile birlikte ortaya ¢ikan bir dizi patofizyolojik durumu ifade eder.
Iskemik dokunun reperfiizyonu, hiicresel yapilar, membran lipitleri ve proteinler
tizerinde hasara yol acabilir [31]. Serbest oksijen radikalleri, lenfositler, sitokinler,
kompleman sistemi ve endotelyal hiicreler arasindaki c¢oklu etkilesimler
reperfiizyon siirecinde 6nemli bir rol oynar [32,33].

Iskemi reperfiizyon hasar1 ciddi bir klinik durumdur. iskemik dokunun
reperfiizyonu, paradoksal olarak lokal 6dem ve kas dokusunun nekrozuna neden
olur. Daha sonra, sistemik inflamatuar yanit sendromu olusur ve ¢oklu organ
yetmezligi (bobrek, solunum ve dolagim sistemi vb.) bu patolojiyi takip eder ve bu
da artan mortalite ve morbiditeye yol acar [34,35]. Reperfiizyon hasarinin baslica
ozellikleri hiicre sigsmesi, hiicre iskeleti yapisinin dejenerasyonu ve hiicre zarinda
secici gecgirgenlik kaybidir. Bu degisiklikler, doku 6demi ile birlikte azalmis bir
kan akimi ile sonuglanir [36].

Akut ekstremite revaskiilarizasyonu sonrasi artmis morbidite ve mortalite
oranlarmin ana nedeni reperflizyon hasaridir. Bu durum postiskemik sendrom,
turnike sendromu veya Legrain-Cormier-Haimovici Sendromu olarak da bilinir.
Bu sendromun orijinal agiklamas1 1960 yilinda Haimovici tarafindan yapilmstir.
Daha sonra Cormier ve Legrain tarafindan insan ve hayvanlarda akut bacak
revaskiilarizasyonunun tehlikelerini vurgulayan bir¢ok rapor izlenmistir [37].

Iskemik bir ekstremiteye, embolektomi ile kan akisinin ani restorasyonu, biiyiik
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miktarda laktat, potasyum, miyoglobin ve olasi bakteriyel toksinlerin sistemik
arteryal akima salinmasma neden olur [22,38,39]. Es zamanli olarak, akut
revaskiilarize edilmis ekstremite, hemokonsantrasyona ve hipovolemiye neden
olabilecek masif 6dem gelistirir, sonradan bobrek fonksiyon bozuklugu ve soka
sebep olabilir [37].

Iskemi-reperfiizyon hasarinin etkilerini durdurmak veya yavaslatmak igin
bircok calisma devam etmekte olup, ayni zamanda oksijen radikallerinin
aktivitesini azaltmak veya durdurmak i¢in molekiiler ¢alismalar da vardir [40-42].

Daha once yapilmis pek cok calisma, abdominal aorta capraz kesigsme
sonucu olusan reaktif oksijen radikallerinin varligini ve kardiyovaskiiler cerrahide
sik goriilen bir hastalik olan abdominal aort anevrizmasinin cerrahi tedavisinde
inflamatuar yanitin neden oldugu miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasarinin
varhigimi bildirmistir [41,43,44].

HTK c¢ozeltisi, organlarin iskemiyi tolere edebilecegi siireyi uzatmak igin,
histidin / histidin hidrokloriir araciligiyla hiicre disi boslugun yogun bir sekilde
tamponlanmasiyla birlikte, hiicre dis1 sodyum ve kalsiyumun geri ¢ekilmesiyle ve
organin sogutulmasi ile birlikte organ fonksiyonlarinin inaktive edilmesi
prensibine dayanir [23,24,28]. HTK'nin tiim bilesenleri viicutta dogal olarak
bulunur.

HTK’nin, Avrupa'da kalp cerrahisinde yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, vaskiiler cerrahide ekstremitelerde kas dokusuna etkinligini karsilagtiran
cok az wveri vardir. Akut bacak iskemisinde ekstremitenin tedavi sonrasi
korunmasi agisindan HTK’y1 diger cozeltilerle karsilastiran veri eksikligi de
vardir. Son birka¢ yilda seryum oksit, montelukast, iloprost, alprostadil ve
asetaminofen gibi maddelerin iskemi reperfiizyon hasarindaki etkileri hayvan
deneyleri ile arastirilmig, fakat HTK sollisyonunun iskemi reperfiizyon hasari
tizerindeki etkisi tarafimizca ilk kez sinanmuistir.

Biz bu calismamizda, klinikteki embolektomi ile revaskularize edilmis
ekstremiteyi ratlarda simule etmeyi ve HTK soliisyonunun etkilerini ortaya
koymay1 amagladik. Deney sonrasi ¢ikarilan biyopsi sonuglarinin istatistiksel
analizinde iskemi olusturulan gruplarla iskemi olusturulmayan gruplar arasinda

iskeminin patolojik sonuglar1 agisindan anlamli bir fark bulunmustur (p=0,001).
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Bu veri bize rat ekstremitelerinde basarili bir iskemi modeli olusturdugumuzu
gostermektedir. Ancak HTK verilen iskemik grup ile HTK verilmeyen iskemik
grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,195). Bunun sebebi ¢alisilan
gruplardaki hayvan sayisinin azlig1 olabilir. Buna ragmen HTK’nin %25 denekte
iyilesme sagladigi da goze ¢arpmaktadir. HTK nin rutin organ koruma pratiginde
iskemi ortaya ¢ikmadan once HTK soliisyonu verilerek hiicreler igin iskemiye
daha uzun siire dayanabilecekleri ekstraselliiler ortam olusturulmaktadir. Boylece
dokunun iskemiye dayanma siiresi uzatilmaktadir. Ancak bu c¢alismada HTK
iskemi sonrasi siirecte verilmistir, bir kez iskemik hasar olustuktan sonra
istatistiksel olarak HTK’nin iskemiye karst koruyucu 0Ozelliginin ortadan
kalkmakta oldugu saptanmistir. Bu calismada ABI ve revaskularizasyonu sonrasi
HTK’nin organ koruma etkisi incelenmek istenmis olup, %25 denekte iskeminin
patolojik sonuclarinda iyilesme saptanmis olmasi umut verici goriinmektedir. Bu
nedenle daha  biiylik  popiilasyonlu  deneylerle  sonuglarin  tekrar
degerlendirilmesinin uygun olacag diistiniilmiistir.

Ratlarda HTK soliisyonunun hayati tehdit edecek ciddi yan etkilerinin
saptanmamasi benzer deneylerin daha iri memeli hayvan (koyun, kopek vs.)

gruplarina uygulanabilecegini akla getirmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu deneysel calismada, ratlarda akut bacak iskemisi sonrasi revaskularize
edilmis ekstremiteyi simule etmek ve HTK soliisyonunun post iskemi hiicre
koruyucu etkisini ortaya koymak amaglanmistir. Cikarilan biyopsi materyallerinin
1s1tk mikroskopisi incelemelerinin istatistiksel analizinde iskemi olusturulan ve
iskemi olusturulmayan gruplar arasinda iskeminin patolojik sonuclari agisindan
anlamli bir fark bulunmustur (p=0,001). Bu sonug ratlarin alt ekstremitelerinde
etkili iskemi yaratilabildiginin kanitidir. Ancak HTK verilen iskemik grup ile
HTK verilmeyen iskemik grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,195).
Bunun sebebi HTK’nin preiskemik olarak verildiginde elde edilen organ
koruyucu etkisinin post iskemik olarak verildiginde ortaya ¢ikmamasi
olabilecegidir. Ancak HTK verilen %25 denekte saptanan daha iyi patolojik
sonuclar elde edilen istatiksel anlamsizligin denek sayisi ile ilgili olabilecegini
disiindiirmektedir. Denek sayisinin artirilmast ile daha kesin sonuglarin
alinabilecegi disiiniilmiistir. HTK sollisyonunun olumsuz yan etkilerinin
saptanmamasi benzer deneylerin daha iri memeli hayvan (koyun, kopek vs.)
gruplarina uygulanabilecegini akla getirmektedir. Daha iri veya sayica fazla
memeli hayvan gruplarinda yapilacak deneyler daha tatmin edici sonuglar

dogurabilecektir.
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7. OZET

Uzamis Bacak Iskemisi Olan Sicanlarda Revaskiilarizasyon Sonrasi
Reperfiizyon Oncesi Bretschneider Histidin-Triptofan-Ketoglutarat

Soliisyonu Vermek Yararh Mi?

Iskemi sonras1 verilen HTK soliisyonunun; ratlarda, akut olarak olusturulan
ekstremite iskemisi ve reperfiizyonu sonrast olugan iskemi/reperfiizyon hasaria
etkisini ortaya koymak amaglanmistir. Yapilan ¢calismada, otuz iki adet Wistar disi
rat kullanilmistir. Bu ratlar 4 gruba ayrilmistir; Kontrol Grubu (Grup 1, n=8),
cerrahi stres grubu (Grup 2, n=8), iskemi grubu (Grup 3, n=8) ve HTK grubu
(Grup 4, n=8). Kontrol grubundan sadece biopsi alinmis, cerrahi stres grubunda
ise median laparotomi ile sag ana iliak arter eksposurundan 2 saat sonra biopsi
alinmustir. Iskemi ve HTK grubundaki hayvanlara median laparotomi sonrasi, sag
ana iliak arter baglanarak 8 saatlik iskemi ve ardindan 2 saat siireli reperfiizyon
saglanmistir. HTK grubunda cerrahi diigiimiin alinmasinin hemen ardindan 1 cc
HTK soliisyonu abdominal aortadan bolus olarak enjekte edilmistir (40 cc/kg- 1/6
oraninda verilmistir). Tiim gruplardan, Gastroknemius-Soleus kas grubunun distal
yarimmdan histopatolojik inceleme igin biyopsi alinmistir. Orneklerin, kas lif
dejenerasyonu ve lokosit infiltrasyonu agisindan 151tk mikroskopisi ile
histopatolojik derecelendirilmesi yapilmistir. Tiim gruplardan elde edilen
histopatolojik veriler istatistiksel olarak incelendiginde, ratlarda basarili bir iskemi
modeli olusturulmustur (p=0,001). Ancak HTK soliisyonu verilen iskemi grubu
ile HTK soliisyonu verilmeyen iskemi grubu arasinda anlamli bir fark
saptanamamustir (p=0,195). HTK verilen iskemik grup ile HTK verilmeyen
iskemik grup arasinda anlamli bir fark saptanamamasinin sebebi HTK ‘nin
preiskemik olarak verildiginde elde edilen organ koruyucu etkisinin post iskemik
olarak verildiginde ortaya ¢ikmamasi olabilecegidir. Ancak HTK verilen %25
denekte saptanan daha iyi patolojik sonuclar elde edilen istatiksel anlamsizligin
denek sayisi ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir. Denek sayisinin artirilmasi

ile daha kesin sonuglarin alinabilecegi diisiiniilmiistiir. HTK soliisyonunun ciddi
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yan etkilerinin saptanmamasi benzer deneylerin diger memeli hayvan (koyun,

kopek vs.) gruplarina uygulanabilecegini akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: HTK Soliisyonu, Reperfiizyon Hasari, Akut Ekstremite

Iskemisi
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8. ABSTRACT

Is it Beneficial to use Bretschneider Histidine-Tryptophan-Ketoglutarate
Solution Before Reperfusion After Revascularization in Rats With Prolonged

Limb Ischemia?

The aim of this study was to determine the effect of the HTK solution on
ischemia / reperfusion injury after acute onset of ischemia. Thirty two Wistar
female rats were used in the study. These rats are divided into 4 groups; Control
Group (Group 1, n= 8), surgical stress group (Group 2, n= 8), ischemia group
(Group 3, n=8) and HTK group (Group 4, n= 8). Only biopsy was performed in
the control group, and biopsy was performed in the surgical stress group 2 hours
after the right main iliac artery exploration with median laparotomy. The right
common iliac artery of ischemia and HTK group animals were ligated after
median laparotomy and 8 hours of ischemia followed by 2 hours of reperfusion
was created. In the HTK group, 1 cc HTK solution was injected from the
abdominal aorta immediately after the surgical knot was removed (40 cc/kg - 1/6).
Biopsy was performed for histopathological examination of the distal half of
Gastrocnemius-Soleus muscle group in all groups. The samples were
histopathologically graded by light microscopy in terms of muscle fiber
degeneration and leukocyte (PMNL) infiltration. When histopathological data
obtained from all groups were analyzed statistically, a successful ischemia model
was formed in rats (p= 0,001). However, no significant difference was found
between the ischemia group given the HTK solution and the ischemia group not
given the HTK solution (p= 0,195). A significant difference could not be found
between HTK-administered ischemic group and non-HTG ischemic group,
because it is possible that the organ-protective effect of HTK may be involved
when given as a pre-ischemic, not post-ischemic. However, better pathological
results in 25% of subjects with HTK suggest that the statistical significance could
be related to the number of subjects. It is thought that more accurate results can be

achieved by increasing the number of subjects. The absence of serious side effects
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of the HTK solution suggests that similar experiments can be applied to other
mammalian animals (sheep, dogs, etc.).

Key Words: HTK Solution, Reperfusion Injury, Acute Limb Ischemia
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