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OZET

Amac: Bu calismanin amaci, sicanlarda olusturulan deneysel kompartman sendromu
modelinde anti-ferroptotik Ozelliklere sahip silibinin ve deferoksaminin kas
dokusunun rejeneratif siirecleri ve motor fonksiyonel iyilesme iizerindeki etkilerini

hem histopatolojik hem de fonksiyonel diizeyde sistematik olarak degerlendirmektir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu hayvan deneyi calismasina 3 aylik 42 adet erkek Sprague
Dawley cinsi sigan dahil edildi. Sprague Dawley cinsi erkek sicanlarda kompartman
sendromu modeli olusturularak, Silibinin ve Deferoksamin’in histopatolojik ve
fonksiyonel diizeydeki etkileri degerlendirildi. Toplamda 6 grup olusturuldu ve her
gruba 7 sigan dahil edildi. Hayvanlara intraperitoneal yolla 100 mg/kg ketamin ve 10
mg/kg xylazin uygulanarak genel anestezi saglandi. Sag arka ekstremitelere neonatal
tansiyon mangonu yerlestirilerek 140 mmHg basingla 3 saat boyunca turnike
uygulandi ve bu sekilde kompartman sendromu modeli olusturuldu. Turnike
uygulamasinin ardindan tedavi protokoliine baslandi. Silibinin tedavi grubuna, 200
mg/kg dozunda Silibinin gastrik gavaj yoluyla; Deferoksamin grubuna ise 100 mg/kg
dozunda Deferoksamin intraperitoneal yolla, kompartman olusturulmasinin ardindan
giinliik olarak uygulamalar1 baglanmig ve ilgili gruplarda 4. veya 14. giline kadar
giinliik olarak devam ettirilmistir. Kontrol gruplar1 tedavisiz izlendi. Her bir gruptaki
sicanlara, deney sonlandirma giiniinde egimli tahta testi ile motor fonksiyonel
degerlendirme yapilmistir. Bu testte hayvanlar kademeli olarak egimi artirilan bir
diizleme yerlestirilmis ve kaymadan durabildikleri maksimum a¢1 kaydedilmistir. Test
tic kez yinelenmis ve analiz edilmistir. Fonksiyonel testlerin ardindan tiim hayvanlara
anestezi altinda Otenazi protokolii olarak giyotin ile dekapitasyon islemi
gerceklestirildi. Her hayvandan, olusturulan kompartman sendromlu ekstremite ile
kars1 taraf saglam ekstremite eksize edilerek histopatolojik incelemeye alindi. Doku
ornekleri %10’luk formaldehit i¢inde fikse edildi, standart doku takip islemlerinden
gecirilerek  parafine gomiildi ve Ornekler, histopatolojik incelemeler igin
hematoksilen-eozin (HE) ve Masson Trikrom (MTK) histokimyasal boyamalar1 ile
degerlendirildi. Pax7 ve Myogenin immiinohistokimyasal degerlendirme ¢alisma
planina dahil edilmis, ilgili BAP biitce onayr alinmis olmasina ragmen antikor

temininde yasanan lojistik gecikmeler nedeniyle tez siiresi igerisinde
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uygulanamamistir. Bu analizlerin yayin agamasinda tamamlanarak ¢aligsmanin bilimsel
derinligini ve literatiire katkisini artirmasi1 planlanmaktadir. Elde edilen veriler NCSS
2020 yazilimu ile analiz edildi. Tanimlayici istatistiklerde ortalama, medyan ve yiizde
degerleri kullanildi. Normal dagilim degerlendirmesi Shapiro-Wilk testi ile yapildi.
Parametrik olmayan karsilastirmalar icin Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis ve Dunn-

Bonferroni testleri uygulandi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Fonksiyonel degerlendirmede, silibinin ve deferoksamin tedavi gruplarinda
14. giin itibartyla anlamli 1yilesmeler gozlendi (p<0,01). Her iki ilacin uygulandig: 14.
giin gruplarinda fonksiyonel skorlar, hem 4. giin skorlarina hem de ayn1 giin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,01). Histopatolojik
analizde, HE ve MTK skorlar1 agisindan 14. giin tedavi gruplarinda anlamli azalma
saptand1 (p=0,015 ve p=0,001). Ozellikle deferoksamin ve silibinin gruplarinda
inflamasyon, fibrozis ve doku nekrozu bulgularinda belirgin diizelme izlendi.
Kompartman sendromu sonrasi 14. giinde tedavi almayan kontrol grubunun HE ve

MTK skorlari, tedavi gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0,05).

Sonug¢: Bu ¢alisma, silibinin ve deferoksaminin deneysel kompartman sendromunda
yalnizca doku hasarini azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda fonksiyonel olarak anlamli
diizeyde korunmasina ve iyilestirilmesine katki sagladigini ortaya koymustur. Her iki
ajan da inflamasyon ve fibrozisi gerileterek rejeneratif siireci desteklemis; tedavisiz
gruplara kiyasla belirgin fonksiyonel kazanimlar saglamistir. Bu bulgular, anti-
ferroptotik stratejilerin kompartman sendromuna bagli iskelet kas1 hasarini1 onlemede

ve tedavi etmede giiclii bir terapdtik potansiyel tasidigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kompartman sendromu, Hayvan deneyi, Deferoksamin,

Silibinin, Ferroptoz
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ABSTRACT

Purpose: This study aimed to systematically evaluate the effects of silibinin and
deferoxamine—agents with anti-ferroptotic properties—on skeletal muscle
regeneration and motor functional recovery in a rat model of experimentally induced

compartment syndrome, through both histopathological and functional assessments.

Materials and Methods: This experimental animal study included 42 male Sprague
Dawley rats aged 3 months. A compartment syndrome model was induced in the right
hind limbs of the animals using a neonatal blood pressure cuff inflated to 140 mmHg
for 3 hours. Rats were randomly assigned to six groups, with seven animals in each
group. General anesthesia was achieved via intraperitoneal injection of 100 mg/kg
ketamine and 10 mg/kg xylazine. Following the ischemic insult, treatment protocols
were initiated. In the silibinin treatment groups, 200 mg/kg/day of silibinin was
administered via oral gavage; in the deferoxamine groups, 100 mg/kg/day of
deferoxamine was administered intraperitoneally. Treatments were delivered daily
until day 4 or day 14, depending on group assignment. Control groups received no
active treatment. On the designated endpoint day, motor function was assessed using
the inclined plane test, in which animals were placed on a gradually inclined surface
and the maximum angle at which they could remain without slipping was recorded.
Each test was repeated three times, and the average angle was used for analysis. After
functional evaluation, all animals were euthanized under anesthesia via guillotine
decapitation. From each animal, both the compartment syndrome-affected limb and
the contralateral healthy limb were excised for histopathological analysis. Tissue
samples were fixed in 10% formaldehyde, processed using standard histological
techniques, embedded in paraffin, and evaluated with hematoxylin-eosin (HE) and
Masson’s trichrome (MT) staining. Pax7 and Myogenin immunohistochemical
analyses were included in the original study protocol and approved by the institutional
BAP grant; however, due to logistical delays in antibody procurement, these
evaluations could not be performed within the thesis timeline. They are planned to be
completed during the publication phase to enhance the scientific rigor and contribution

of the study. Data were analyzed using NCSS 2020 statistical software. Descriptive



statistics included mean, median, and percentage values. The Shapiro-Wilk test was
used to assess normality. Non-parametric comparisons were conducted using the
Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test, and Dunn-Bonferroni post hoc analysis. A

p-value of <0.05 was considered statistically significant.

Results: Silibinin and deferoxamine treatment groups demonstrated significant
improvements in motor function by day 14 (p<0.01). Functional scores in both groups
were significantly higher than their respective day 4 scores and the untreated controls
on day 14 (p<0.01). Histopathological evaluations showed a marked reduction in HE
and MTK scores in the day 14 treatment groups (p=0.015 and p=0.001, respectively).
Both agents were associated with notable decreases in inflammation, fibrosis, and
tissue necrosis. Conversely, untreated controls exhibited significantly higher

histopathological scores compared to treated animals on day 14 (p<0.05).

Conclusion: This study demonstrated that silibinin and deferoxamine not only
mitigated tissue damage in experimental compartment syndrome but also contributed
to the preservation and functional improvement of skeletal muscle. Both agents
supported regenerative processes by reducing inflammation and fibrosis, resulting in
significant functional gains compared to untreated groups. These findings suggest that
anti-ferroptotic strategies hold strong therapeutic potential for preventing and treating

skeletal muscle injury associated with compartment syndrome.

Keywords: Animal experiment, Deferoxamine, Silibinin, Ferroptosis
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1. GIRIS ve AMAC

Kompartman sendromu, ekstremite kas ve sinir dokularini igeren sinirli anatomik
bolmelerde intrakompartman basincinin artmasiyla ortaya ¢ikan, hizli miidahale
gerektiren ciddi bir ortopedik acil durumdur. Bu patofizyolojik siire¢, doku
perfiizyonunun bozulmasiyla baslar; kapiller kan akisinin azalmasi sonucunda gelisen
iskemi, inflamasyon, hiicresel yikim ve fibrozis gibi geri doniisiimsiiz yapisal
degisikliklerle ilerler (1). Sonug olarak, ilgili ekstremitede motor fonksiyon kayb1 ve
duyusal bozukluklar meydana gelebilir. Kompartman sendromunun etiyolojisinde
travmatik kiriklar, yumusak doku ezilmeleri, derin yaniklar ve 6zellikle reperfiizyon
hasar1 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica deprem gibi yaygin yikima yol acan dogal afetler
sonrasinda gelisen crush yaralanmalari, 6zellikle sismik aktivitenin yiiksek oldugu
bolgelerde bu sendromun toplum sagligi agisindan kritik bir problem haline gelmesine
neden olmaktadir (2). Giinlimiizde kompartman sendromunun patofizyolojisi, iskemi-
reperfiizyon hasarina bagli olarak gelisen oksidatif stres ve hiicresel yikim siiregleri ile
iliskilendirilmektedir. Bu siiregte ferroptoz adi verilen, demir bagiml lipid
peroksidasyonuna dayali programli hiicre Olimiiniin O6nemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Anti-ferroptotik ajanlarin iskemiye bagli doku hasarimi azaltici
etkileri ¢esitli hayvan modellerinde gosterilmis olup, bu ajanlarin kompartman
sendromunda doku rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesme iizerine etkileri heniiz

yeterince aragtirtlmamustir (3).

Bu ¢alismanin temel amaci, deneysel kompartman sendromu sigan modelinde,
anti-ferroptotik etkileri literatiirde tamimlanmis olan silibinin ve deferoksamin
molekiillerinin kas dokusunda meydana gelen histopatolojik degisiklikler ve
fonksiyonel iyilesme iizerindeki etkilerini aragtirmaktir. Calisma kapsaminda, hem
akut fazi temsil eden 4. glinde hem de iyilesme siirecini yansitan 14. giinde histolojik
ve fonksiyonel degerlendirmeler yapilacaktir. Elde edilecek bulgular dogrultusunda,
ferroptozu hedef alan farmakolojik ajanlarin kompartman sendromu tablosundaki
terapdtik potansiyelinin ortaya konmasi ve bu alandaki bilimsel literatiire katki

saglanmas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kompartman Sendromunun Tanimi ve Patofizyolojisi

Kompartman sendromu, genellikle travmatik olaylarin ardindan gelisen ve
ekstremitelerdeki kas gruplarini ¢evreleyen fasya ile sinirli anatomik alanlarda basing
artisiyla karakterize bir klinik tablodur. Bu artmis basing, kapali kompartman i¢indeki
perfiizyon basincimi asarak kas, sinir ve diger yumusak dokularin yeterli
oksijenlenmesini engeller ve iskemiye yol acar. En sik uzun kemik kiriklar1 veya
dogrudan travmalar sonrasinda gézlemlenir. Kompartmanlar anatomik olarak alt ve
ist ekstremitelerde, elde, karinda, kal¢ada ve hatta kafatasinda bile bulunabilir;
kraniyal bosluk da fonksiyonel bir kompartman olarak degerlendirilebilir. Bu
sendromun klinik 6zellikleri ilk kez 1881 yilinda Volkmann tarafindan tanimlanmis
ve doku perfiizyonunun bozuldugu, anatomik sinirlarla ¢evrili alanlarda gelisen bir
patolojik siire¢ olarak ele alinmistir (4, 5). Kompartman sendromu vakalarinin biiytik
bir kisminda, kiriklar temel neden olarak karsimiza c¢ikar; yapilan caligmalarda bu
durumun olgularin yaklasik %69’unda etiyolojik faktdr olarak tespit edildigi
bildirilmistir (5).

Akut ekstremite kompartman sendromu en sik travmatik olaylarin ardindan
ortaya c¢ikmakla birlikte, olgularin yaklasik %30’unda herhangi bir kirik
saptanmaksizin da gelisebilmektedir. Bu sendromun olusumuna neden olabilecek
diger durumlar arasinda, Ozellikle sirkiiler yapida olan termal yaniklar, cerrahi
sirasinda litotomi pozisyonunun uzun siireli kullanimi ve asir1 siki alg1 uygulamalari

ya da bandajlamalar yer almaktadir. (6, 7)

Kompartmanlar; kaslar, damarlar, sinirler, tendonlar ve bag dokularmni
cevreleyen ve bu yapilart belirli anatomik alanlar i¢inde sinirlayan fibroz fasya ile
cevrili bolgelerdir. Fasya yapisal olarak esnek olmadigindan, bu alanlarda meydana
gelen 6dem, kanama ya da kas travmasi gibi durumlar, kompartman i¢i basincin hizla
artmasina neden olur. Artan basing, dokularin perfiizyonunu bozarak, kompartman

sendromu olarak adlandirilan ciddi bir klinik tablonun ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar

(8).



Kompartman sendromu, ya kompartmani bastya ugratan ya da icerigin (kan,
O6dem, enfeksiyon vb.) artmasina neden olan ¢esitli durumlar sonucu ortaya cikabilir.
Kompartman i¢i basing normal sinirlarin iizerine (genellikle >10 mmHg) ¢iktiginda,
doku perfiizyonunu tehdit eden bir dizi patofizyolojik mekanizma devreye girer. Artan
basing nedeniyle kapiller damarlar basiya ugrar ve dokuya yeterli kan akisi
saglanamaz. Venoz ve lenfatik drenajin bozulmasi (Sekil 1), ddemin artmasina ve
basincin daha da yiikselmesine neden olur. Arteriyel kan akimi bir siire devam etse de,
venodz c¢ikisin kisitlanmasi bu dengesizligin derinlesmesine yol acar. Boylece kas

dokusundaki perflizyon giderek bozulur ve iskemik hasar siddetlenerek ilerler (9).

Kompartman i¢i basincin giderek artmasi, Ozellikle arteriyol seviyesinde
perfiizyonun ciddi bicimde bozulmasina neden olur ve iskemik siireci daha da
agirlastirir. Bu evrede kapiller gegirgenlikte artis meydana gelir; plazma bilesenlerinin
interstisyel alana sizmasi1 doku 6demine zemin hazirlar. Miyosit yikimiyla agiga ¢ikan
ozmotik olarak aktif maddeler, damar iginden sivi ¢ekilmesine neden olarak
intrakompartman basincini daha da yiikseltir. Literatiirde bir miliosmol diizeyindeki
partikiiliin yaklasik 19.5 mmHg’lik bir basing olusturabilecegi belirtilmektedir. Bu
mekanizmalar zinciri, dokuya ulasan kan miktarinin daha da azalmasina neden olur.
Kompartman basinct 30 mmHg’yi astiginda, kas dokusunda geri doniisii olmayan
iskemik hasar riski artar; hiicresel diizeyde hasar 4. saat civarinda baslar ve bu durum

4-8 saat icinde kalic1 nekroza ilerleyebilir (9).



Capillary length Arteriole

Sekil 1. Kompartman Sendromunda Doku Hasarinin Gelisim Mekanizmalar1 (10)
(Kaynak: von Keudell ve ark., 2015 'ten uyarlanmistir.)

Kompartman sendromunda goriilen fonksiyonel kayiplar, esasen dogrudan
mekanik basiya degil, azalmis doku perfiizyonuna bagli gelisen iskemiye
dayanmaktadir. Bu nedenle bir ekstremitenin artan kompartman basincina tolerans;
pozisyonuna, sistemik tansiyona, eslik eden kan kaybina ve arteriyel dolagimin
durumuna gore degiskenlik gosterebilir. Kompartman i¢i basingtaki yiikselme
sonucunda ortaya c¢ikan iskemik siire¢, kas hiicre membranlarinin biitlinligiint
bozarak hiicre ici bilesenlerin dolagima ge¢mesine neden olur. Bunlar arasinda
miyoglobin, kreatin kinaz (CK), aldolaz, laktat dehidrogenaz, kalsiyum, fosfat ve
potasyum gibi maddeler yer alir. Miyoglobin kan yoluyla bdbreklere ulastiginda,
tiibiiler yapilarda birikerek tikaniklik yaratabilir ve bu durum akut bobrek yetmezligine
zemin hazirlayabilir. CK diizeyleri genellikle ilk 12 saat i¢inde yiikselir ve 1-3 giin

boyunca yliksek kalabilirken, miyoglobinin kisa yar1 6mrii nedeniyle ge¢ donemdeki



tanisal degeri sinirlidir. Bu tablo genel olarak rabdomiyoliz olarak adlandirilir. Her ne
kadar kas dokusu belirli bir yenilenme kapasitesine sahip olsa da, gelisen iskemik
hasarin kalic1 hale gelmesini dnleyebilmek adina erken donemde basincin diisiiriilmesi

ve cerrahi dekompresyon uygulanmasi hayati 6nem tasir (5,11).

2.2. Kompartman Sendromunun Klinik Seyri ve Tanisi

Kompartman sendromu; doku i¢i basincin vendz basing diizeylerini asmasiyla
baslayan ve vendz doniisiin engellenmesi sonucu ortaya ¢ikan, ilerleyici iskemi ve
doku hasariyla seyreden ciddi bir klinik durumdur. Oksijen tastyan kanin dokuya
yeterince ulasamamasi ve metabolik artiklarin uzaklastirilamamasi nedeniyle, siddetli
agr ve periferik sinir sistemine ait fonksiyon kayiplar1 gézlenebilir. Taninin saglikli
bir sekilde konulabilmesi i¢in, travmanin olus mekanizmasini da i¢eren ayrintili bir
Oyki alinmasi biiylik 6nem tasir. Fizik muayene sirasinda klasik “5P” belirtileri —
agr1 (pain), parestezi, solukluk (pallor), paralizi ve nabizsizlik (pulselessness) —
dikkatle gozden gecirilmeli ve klinik degerlendirme bu bulgular iizerinden
yapilmalidir (12). Kompartman sendromunda goriilen en erken ve en giivenilir klinik
belirti, istirahat halinde mevcut olan ve pasif germe ile belirgin sekilde artan,

travmanin siddetiyle orantisiz, lokalize edilemeyen, derin ve yogun bir agridir (5).

Parestezi, ilgili kompartmandaki kutan6z sinirlerin iskemiye bagli fonksiyon
bozuklugunun erken evresini yansitir ve ¢cogu zaman geri doniisiimlidiir; ancak
zamanla kalic1 hiperestezi veya anestezi gelisebilir. Solukluk ise kapiller perfiizyonun
azalmasina bagli olarak distal ekstremitede ortaya ¢ikan gergin, parlak ve 6demli bir
cilt gorlinlimiiyle kendini gosterir, ancak tani agisindan her zaman sart degildir.
Paralizi, iskeminin kas ve sinir dokular1 iizerinde olusturdugu hasarin ge¢ donem
belirtisidir ve 6zellikle crush tipi travmalarda daha belirgin hale gelir. Nabizsizlik ise
genellikle arterin dogrudan etkilendigi veya kompartman i¢i basincin arteriyel basinca
yaklastigi ileri evrelerde ortaya ¢ikan ciddi bir bulgudur ve prognostik olarak olumsuz

sonuglarla iliskilidir (5).

Kompartman sendromunun tanisi, cogu olguda travmaya iligkin ayrintili 6ykii
ve tipik klinik bulgular temelinde konulabilse de, biling kaybi, derin sedasyon veya

iletisimi  engelleyen diger klinik durumlarin varliginda subjektif belirtilere



giivenilemediginden, tanisal yaklasimda objektif yontemlere bagvurmak zorunlu hale
gelir. Intrakompartman basmcinin dogrudan 6lgiimii, taniyr destekleyici en giivenilir
yontemlerden biri olarak ©One c¢ikmaktadir. Giiniimiizde bu amacla 6zel olarak
gelistirilmis intrakompartman basing 6lglim cihazlari yaygin bigimde kullanilmakta
olup, bu ekipmanin mevcut olmadigi durumlarda arteriyel invaziv basing
monitdrizasyonu da alternatif bir degerlendirme araci olarak tercih edilebilir (Bkz.
Sekil 2). Fizyolojik kosullarda kompartman i¢i basing genellikle 10 mmHg nin
altindadir. Ancak bu basincin 3045 mmHg araligin1 agmasi, doku perfiizyonunun
ciddi sekilde bozulduguna isaret eder ve bu tablo, acil cerrahi dekompresyon yani

fasiyotomi uygulanmasini gerektiren bir durum olarak degerlendirilir (5).

Kompartman Basing
Olgiim Cihaza

Kompartman
Sendromlu Ekstremite

Sekil 2. Kompartman Basincinin Olgiilmesi (13)
(Kaynak: Halanski ve ark., 2015 ten uyarlanmistir.)

2.3. Kompartman Sendromunun Tedavi Yaklasimlar:

Kompartman sendromunda su ana dek etkinligi bilimsel olarak kanitlanmis tek tedavi
yontemi, intrakompartman basicinin hizli ve kalict bicimde diisiirtilmesini saglayan
acil cerrahi fasiyotomi girisimidir. Bu miidahale, etkilenen kas kompartmanini saran
cilt ve fasya tabakalarinin uzunlamasina insizyonla agilmasi ile, baski altindaki
dokularin dekompresyonunu hedefler ve bdylece dokularin yeniden yeterli diizeyde
perfiize olmasina olanak tanir. Fasiyotominin zamanlamasi, tedavi basarisi acisindan
kritik 6neme sahiptir. Islem, geri doniisii olmayan doku nekrozlar1 gelismeden dnce
gerceklestirilmelidir. Bu nedenle yiiksek risk grubundaki olgular ile klinik bulgulari

belirsiz ancak siipheli kabul edilen hastalarda, cerrahi miidahaleye erken dénemde



yonelme egilimi 6n plandadir. Literatiirde erken yapilan fasiyotominin morbiditeyi
azaltma ve fonksiyonel sonuglari iyilestirme konusundaki etkinligini gosteren ¢ok
sayida caligma bulunmaktadir (14,15). Buna karsilik, ge¢ donemde uygulanan
cerrahilerin komplikasyon oranlarinin anlamli bigimde arttigi da ayrintili sekilde

belgelenmistir (16).

Kompartman sendromu gelistikten sonra uygulanacak cerrahi dekompresyon
(fasiyotomi) icin Onerilen terapotik pencere genellikle 6 ila 24 saat arasinda
tanimlanmaktadir. Bu zaman diliminin agilmasi1 durumunda, iskemik siireg ilerleyerek

kas ve sinir dokusunda kalic1 yapisal ve fonksiyonel kayiplara neden olabilmektedir
(17).

Fasiyotomi, akut kompartman sendromunun patofizyolojik siirecini
durdurmada en etkili ve standardize edilmis cerrahi miidahale olmakla birlikte, invaziv
dogas1 nedeniyle belirli komplikasyon risklerini de beraberinde getirmektedir.
Literatiirde bu girisime bagli olarak tanimlanan morbiditeler arasinda ge¢ donem yara
iyilesmesi, cilt grefti gereksinimi, estetik acidan rahatsiz edici yara izleri, postoperatif
agri, iatrojenik sinir hasari, kalici kas fonksiyon kaybi ve uzun vadede gelisebilecek
kronik vendz yetmezlik gibi klinik sonuglar yer almaktadir (18). Ayrica, cerrahi
dekompresyonun uygulanmasi; hastanede yatis siiresinin uzamasi, ek cerrahi girisim
gereksinimi ve rehabilitasyon ihtiyact gibi nedenlerle toplam saglik bakim

maliyetlerinde anlamli bir artigsa yol agmaktadir (19).

Cerrahi dekompresyona bagli komplikasyon riski ve artan saglik hizmeti
maliyetleri, son yillarda daha az invaziv alternatif tedavi yaklasimlarinin
arastirilmasini tegvik etmistir. Bu dogrultuda gergeklestirilen ¢esitli caligmalarda, hem
tanisal hem de terapétik potansiyele sahip yontemler degerlendirilmektedir. Odland ve
arkadaglar1 tarafindan yiiriitilen bir c¢alismada, doku diizeyinde biyobelirteg
konsantrasyonlarinin  degerlendirilmesine dayali ultrafiltrasyon yontemi, hem
kompartman i¢i sivi birikiminin azaltilmasi yoluyla basing diisiiriilmesinde hem de
erken tan1 araci olarak kullanilabilecegi yoniinde umut verici bulgular sunmustur (20).
Ote yandan, Lawendy ve calisma arkadaslari, akut kompartman sendromunun
patofizyolojisinde lokal ve sistemik inflamatuar yanitlarin belirleyici rol oynadigini

ortaya koymus ve bu siirecin terapotik hedeflenebilirligine isaret etmistir (21).



Son yillarda yapilan molekiiler diizeydeki ¢aligmalar, kompartman
sendromunun patogenezi igerisinde ferroptozis adli demir-bagimli programli hiicre
6liim mekanizmasinin belirleyici bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur. Ozellikle
Nrf2/Hmox1 sinyal iletim yolunun, ferroptotik siireclerle karsilikli etkilesim i¢inde
oldugu, bu yolun farmakolojik olarak modiilasyonunun ise doku hasarini
siirlayabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu hipotezi degerlendirmek amaciyla olusturulan
sican kompartman sendromu modellerinde gerceklestirilen in vivo deneysel
calismalarda, minosiklin uygulamasi ile Nrf2/Hmox1 yolunun aktivasyonunun
saglandigr ve buna bagli olarak ferroptotik hiicre Sliimii siireglerinin baskilandigi
gosterilmistir. Elde edilen bulgular, kas dokusunda gelisen hiicresel hasar ve nekrozun
anlamli diizeyde azaldigini ortaya koymaktadir. Bu veriler dogrultusunda, ferroptozisi
hedef alan farmakolojik ajanlarin, cerrahi miidahalenin yerine ge¢cmese de,
kompartman sendromu tedavisinde tamamlayic1 terapdtik segenekler arasinda

degerlendirilebilecegi yoniinde giiclii kanitlar elde edilmistir (22).

2.4. Hiicresel Hasar Mekanizmalar

Hiicreler, mikrogevredeki fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisimlere karsi dinamik bir
adaptasyon kapasitesi sergileyerek hem yapisal biitiinliiklerini hem de fizyolojik
islevlerini siirdlirebilme yetisine sahiptir. Bu adaptif yanitlar, g¢evresel stres
faktorlerine karsi hiicre i¢i sinyal yollarinin aktive edilmesiyle baslatilir ve
homeostatik dengenin korunmasini hedefler. Hiicresel yanit mekanizmalari; oksidatif
stres, toksik ajanlar, metabolik dengesizlikler veya mekanik travma gibi dissal
tehditlere karsi, hayatta kalim1 destekleyici ve hasar1 siirlayicr niteliktedir. Ancak,
stresin siddeti hiicrenin fizyolojik tamponlama kapasitesini astiginda ya da bu stresin
stiresi uzadiginda, hiicrede fonksiyonel ve yapisal bozulmalar gelisir. Bu zedelenme
stireci, belirli bir esik dahilinde geri doniislii olabilir; etiyolojik faktdriin ortadan
kaldirilmas1 durumunda hiicre normal fenotipine ve islevine donebilir (Sekil 3). Ote
yandan, stresin yogunlugu asir1 oldugunda veya ani sekilde gelistiginde, hiicresel
biitiinliik geri dondiiriilemez bicimde bozulur ve bu durum genellikle programlanmis

hiicre 6liimii (apoptoz, ferroptoz gibi) ya da nekroz ile sonuglanir (23).
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Sekil 3. Stres Karsisindaki Hiicre Yaniti

Hiicre hasarinin gelisiminde rol oynayan baslica etiyolojik etkenler arasinda,
oksijen yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan hipoksi ve buna bagl iskemik siirecler, ¢esitli
kimyasal toksinlere maruz kalma, enfeksiy6z ajanlarla olusan hiicresel invazyonlar,
immiin sistemin diizensiz ya da asir1 aktivasyonu, kalitsal genetik anomaliler, fiziksel
travmalar (mekanik etki, yiiksek 1s1, radyasyon vb.) ve yaslanma siirecine baglh
dejeneratif degisiklikler bulunmaktadir. Bu faktoérler, hiicre diizeyinde bir dizi
biyokimyasal ve molekiiler bozulmay: tetikleyerek hasar siirecinin baglamasina yol
acar. SOz konusu patofizyolojik siirecte en sik karsilasilan mekanizmalar arasinda;
adenozin trifosfat (ATP) diizeylerinde belirgin azalma, mitokondriyal disfonksiyon,
sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda patolojik artis, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
asir1 birikimi, plazma ve organel zar biitiinliigiiniin bozulmas: ve DNA ile protein
yapilarinda geri doniigsiiz yapisal degisiklikler yer almaktadir. Bu molekiiler
diizeydeki bozulmalar, hiicresel homeostazin siirdiiriilemez hale gelmesine neden
olmakta ve neticede programli ya da nekrotik hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (Sekil 4)

(23).



2.4.1. Geri doniislii hiicre hasari

Hiicreler, diislik siddette ve kisa siireli stres uyarilarina maruz kaldiklarinda, olusan
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler genellikle geri doniislii karakterdedir. Bu tiir
durumlarda hiicre zarimin ve niikleer membranin biitiinliigi korunmakta, hiicresel
homeostazi saglayan adaptif mekanizmalar devreye girmektedir. Bu tip hasarin
morfolojik yansimalar1 arasinda en sik olarak hiicre sismesi (hidropik dejenerasyon)
ve hiicre i¢i lipid birikimine bagli yagli dejenerasyon tanimlanmaktadir. Enerji
metabolizmasindaki bozulmaya bagli olarak ATP sentezinde azalma, iyon dengesini
diizenleyen membran pompalarinin (6zellikle Na*/K*-ATPaz) islevini sekteye ugratir.
Bu durum hiicre igine sodyum ve su gegisinin artmasina neden olarak sitoplazmik
ddemin gelismesine yol acar. Ote yandan, hipoksik kosullarda biriken hipoksantin,
reperflizyon sirasinda ksantin oksidaz enzimi aracilifiyla reaktif oksijen tiirlerine
(ROS) doniistiiriiliir. ROS birikimi ise oksidatif stresin tetiklenmesine neden olarak,

geri doniislii hasarin kalic1 doku hasarina ilerleme riskini artirabilir (24).

2.4.2. Geri doniissiiz hiicre hasari

Hiicresel hasarin kalic1 nitelik kazanmasinda, 6zellikle mitokondriyal disfonksiyon ve
plazma membran1 biitiinliigliniin kayb1 belirleyici rol oynamaktadir. Enerji
metabolizmasinin ¢okmesiyle birlikte ATP rezervlerinin tiikenmesi, lizozomal
enzimlerin sitoplazmaya salinmasi, sitozolik kalsiyum diizeylerinin anormal artis1 ve
antioksidan savunma sistemlerinin zayiflamasi, hiicre yikim siirecini hizlandiran temel
olaylardir. Bu biyokimyasal bozukluklarin ilerlemesi, hiicre 6liimiinii kaginilmaz hale
getirerek nekroz, apoptoz, ferroptoz ile sonuglanmaktadir. Hiicresel hasarin

patogenezinde yer alan baglica mekanizmalar arasinda;

e ATP kaybs,

e Kalsiyum homeostazinin bozulmasi,

e Hiicre zar ve organel membranlarinda yapisal biitlinliigiin yitirilmesi,

e DNA ve protein diizeyinde meydana gelen geri doniigsiiz molekiiler tahribat yer

almaktadir (Sekil 4) (25).
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2.5. Apoptoz: Molekiiler Diizeyde Programh Hiicre Oliimii

Apoptozis, hiicrenin ¢ekirdek DNA’s1 ile ¢ekirdek ve sitoplazmik proteinlerinin, 6zgiil
enzimler araciligiyla kontrollii bi¢imde parcalanmasi sonucu gergeklesen programli
hiicre 6liimtdiir. Bu siiregte hiicre zar1 biitiinliigii korunur ve hiicre igerigi ¢evreye

sizmaz; dolayisiyla inflamatuar yanit gelismez (26).

Apoptozis, hiicre i¢i veya dis1 sinyallerle baslatilabilir. Hiicre dis1 tetikleyiciler
arasinda biiylime faktorii eksikligi, hipoksi ve radyasyon yer alirken; hiicre i¢i sinyaller
DNA hasari, kemoterapiye bagli toksisite, viral enfeksiyonlar ve telomer kisalmasidir.
Siirec, basta kaspaz ailesi olmak iizere Bcl-2, Bax, NF-kB ve Nrf2 gibi proteinlerin
katilimiyla diizenlenir (27).

Apoptozis, embriyogenez sirasinda dokularin sekillenmesinde ve doku
homeostazinin korunmasinda kritik rol oynar. Dengesizligi, hiicre artis1 veya kaybina

bagl patolojilere (0r. kanser, dejeneratif hastaliklar) yol agabilir (28).

Kaspazlar, apoptozisin ana efektor proteinleridir. Ozellikle kaspaz-3, insan kan

ve endotel hiicrelerinde merkezi rol oynar. Bu enzimin aktivasyonu, DNA
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fragmantasyonunu ve hiicresel yikimi tetikler; inhibisyonu ise apoptozisin

baskilanmasina neden olur (29).

2.6. Iskemi ve Reperfiizyon

Iskemi, dokulara ulasan arteriyel kan akimimin azalmasiyla birlikte oksijen temininde
azalma ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasinda yetersizlik gelismesiyle karakterize
edilen patofizyolojik bir durumdur. Bu durum hiicre diizeyinde, oksidatif
fosforilasyonun inhibisyonuna, enerji iiretiminin anaerobik glikoliz yoluna kaymasina
ve buna bagli olarak laktat birikimi ile hiicre i¢i pH’1n diismesine neden olur. Gelisen
asidoz, bir¢ok hiicresel enzim sisteminin inhibisyonuna ve protein sentezinin
durmasina yol agar. Ayn1 zamanda ATP iiretimindeki azalma, Na*/K*-ATPaz pompa
aktivitesinin bozulmasina neden olur; bunun sonucunda sodyum ve suyun hiicre i¢ine
anormal sekilde gecisi artar ve sitoplazmik 6dem gelisir. Anaerobik metabolizma
sonucu olusan metabolitler ve artan osmotik yiik, hiicre i¢i s1vi birikimini daha da
siddetlendirerek hiicre sismesini derinlestirir. Uzamis hipoksik siire¢te mitokondriyal
membran potansiyeli bozulur, ATP {iretimi tamamen durma noktasina gelir ve plazma
membrant biitlinliigli zedelenir. Ayrica, hiicre iskeletini olusturan sitoskeletal
proteinlerin yikimi meydana gelir. Bu olaylar zinciri, yalnizca hasarlanmis hiicreyi
degil, ayn1 zamanda ¢evresindeki hiicreleri de etkileyebilecek apoptotik sinyallerin
yayilimina neden olur. Boylece iskemi, sadece lokal hiicresel hasar ile sinirl kalmaz;
programli hiicre 6liimii (apoptoz) iizerinden komsu hiicre popiilasyonlarin1 da

etkileyerek dokusal diizeyde daha genis capli hasara yol acabilir (30).

Reperfiizyon, iskemik dokulara arteriyel kan akiminin yeniden saglanmasiyla
baslayan ve baslangigta fizyolojik iyilesme olarak kabul edilen bir siirectir. Ancak, bu
yeniden perfiizyon sirasinda hiicre dis1 ortamda hizla artan oksijen ve metabolik
substratlar, hiicresel diizeyde beklenmeyen bir stres yanitini tetikleyebilir. Bu siiregte
ozellikle reaktif oksijen tiirleri (ROS), proinflamatuvar sitokinler ve immiin sistem
efektorleri, iskemik doku iizerinde ikincil bir hasar mekanizmasi olusturarak
reperfiizyon hasari olarak tanimlanan tabloya yol acar. Bu durum, 6zellikle iskeminin
uzamis oldugu olgularda daha belirgin ve yikict bir sekilde ortaya ¢ikar (31). ROS

birikimi, mevcut mitokondriyal disfonksiyonu derinlestirerek hiicre i¢i oksidatif
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dengeyi bozar ve hiicresel yikimi hizlandirir. Ayni1 zamanda, sitozolik kalsiyum
seviyelerindeki artis, hiicre i¢i lizozomal enzimlerin (6rnegin endoniikleaz, proteaz ve
fosfolipazlar) aktivasyonunu tetikler ve bu enzimlerin etkisiyle apoptotik programin
baslatilmas: kolaylasir. Reperflizyon sirasinda bolgeye aktif olarak go¢ eden
inflamatuvar hiicreler (6zellikle nétrofiller), plazma membrani gecirgenligini artirarak
hiicresel ve dokusal hasarin yayilmasma katkida bulunur. Iskemi siiresince
baskilanmis olan antioksidan savunma sistemleri, reperfiizyon sirasinda ani ve yogun
oksidatif yiikle bas edemez hale gelir. Bu dengesizlik, baslangigta geri dondiiriilebilir
nitelikte olan hiicre hasarinin, kalic1 ve geri doniissiiz yapisal zedelenmelere

evrilmesine neden olur (32).

2.7. Kontrollii Hiicre Oliim Yolaklarinin Evrimi ve Ferroptoz

Kontrollii hiicre 6liim mekanizmalari, ¢ok hiicreli organizmalarda fizyolojik dengenin
(homeostazin) siirdiiriilmesi, doku yenilenmesi ve hasarli hiicrelerin eliminasyonu gibi
stireclerde merkezi bir rol oynamaktadir. Bu mekanizmalar uzun yillar boyunca
oncelikle apoptoz ve nekroptoz basliklari altinda siniflandirilmistir. Ancak son
yillarda, hiicre 6liimiine dair molekiiler diizeydeki anlayisin derinlesmesiyle birlikte
apoptotik olmayan yeni kontrollii hiicre 6liim yolaklar1 da tanimlanmistir. Bu yolaklar
arasinda 6zellikle nekroptoz, piroptoz ve ferroptoz dikkat ¢ekici bigimde one ¢ikmistir

(33, 34).

Ferroptoz, demir bagimli lipid peroksidasyonuna bagh olarak gerceklesen ve
morfolojik, biyokimyasal ve genetik agidan diger kontrollii hiicre O6lim
mekanizmalarindan ayrilan, 6zgiin bir hiicre 6liim sekli olarak tanimlanmaktadir. Bu
stire¢, yalnizca patolojik kosullarda degil, ayn1 zamanda fizyolojik olaylarin
diizenlenmesinde de gorev alabilir. Giincel ¢alismalar, ferroptozun o6zellikle
norodejeneratif hastaliklar, kanser, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve inflamatuvar
bozukluklar gibi birgok hastaligin patogenezinde yer aldigini gostermektedir. Bu
yolaklarin kesfi, bilimsel arastirmalarin yoniinii yalnizca tan1 koymaya degil, ayni
zamanda hiicre Oliimiiniin secici olarak modiilasyonu yoluyla yeni tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesine de yonlendirmistir. Ancak, bu miidahalelerin sistemik

diizeyde etkileri goz Oniinde bulundurulmalidir; zira kontrollii hiicre Oliimiiniin
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farmakolojik olarak inhibisyonu, hedeflenen hastaligin yani sira homeostatik dengenin
bozulmasina ve farkli patolojilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilecek potansiyele

sahiptir (35).

Biyokimyasal yolaklarin deneysel olarak degerlendirilmesi siirecinde, in vivo
ve in vitro modeller arasinda fizyolojik yamit farkliliklarinin g6z Oniinde
bulundurulmasi biiylik dnem tasimaktadir. Ayni biyolojik modelde dahi, uygulanan
dozun farkliligma bagli olarak ortaya c¢ikan doz-bagimli etkiler, biyokimyasal
stireclerin yoniinii degistirebilecek kadar onemli farkliliklar gosterebilir. Bu nedenle,
elde edilen verilerin yorumlanmasinda veya baska modellere aktariminda, bu
degiskenliklerin dikkate alinmasi bilimsel gegerlilik agisindan kritik 6neme sahiptir

(36).

Ferroptoz, hiicre i¢i demir birikimi, glutatyon (GSH) seviyesinin tiiketilmesi
ve glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) enziminin inaktivasyonu ile tanimlanan, non-
apoptotik bir kontrollii hiicre o6lim mekanizmasidir. GPX4, hiicre i¢i lipid
hidroperoksitleri toksik olmayan lipid alkollere indirger; bu enzimin islev kaybu, lipid
peroksidasyonunun engellenememesine ve sonucunda lipid tiirevli reaktif oksijen
tiirlerinin (lipid-ROS) birikimine neden olur. Bu oksidatif birikim, hiicresel membran
biitiinliiglinli bozarak ferroptotik hiicre 6liimiine yol acar. Ferroptoz terimi ilk kez
Dixon ve arkadaslan tarafindan 2012 yilinda, demir-bagimli non-apoptotik hiicre
Oliimii olarak tanimlanmistir. Bu hiicre 6liim sekli; yiiksek diizeyde demir yiikdi, lipid
peroksidasyonunun artis1 ve reaktif oksijen tiirlerinin hiicre ig¢i birikimi ile
karakterizedir (37). Glincel literatiir, ferroptozun tek bir dogrusal yolaktan ibaret
olmadigini, aksine farkli molekiiler alt yolaklar {izerinden gerceklestigini ortaya
koymaktadir (Sekil 5). Bu alt yolaklar, hiicre tipi, metabolik durum ve uyarilarin
niteligine gore farkli bicimlerde aktive olabilmekte, bdylece ferroptozun biyolojik

etkileri oldukga heterojen bir seyir izleyebilmektedir. Bu alt yolaklar;
e Xc-/GPX4 yolag

e FSP1-COQI10 yolag

e P62-Keapl-NRF2 yolag:

e Demir birikimi yolagi
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Sekil 5. Ferroptozun Temel Molekiiler Mekanizmalar1 ve
Sinyal Diizenleyici Yolaklar1 (38)
(Kaynak: Tang D, Chen X, Kang R, Kroemer G. (2021) ¢alismasindan
uyarlanmistir.)

2.7.1. Ferroptozun rol aldig1 bivolojik mekanizmalar ve siirecler

Ferroptoz kavrami giiniimiizde tanimlanmis, molekiiler olarak karakterize edilmis bir
hiicre 6liim bic¢imi olarak kabul edilse de, bu 6liim yoluna ait biyokimyasal etkilerin
izleri, kavramsal g¢ercevesi netlestirilmeden Onceki ¢alismalarda da dolayli olarak
gbzlemlenmistir. Ferroptotik mekanizmalarin ilk deneysel ipuglari, 2003 yilinda
tanimlanan ve hiicrede 6zgiin bir 6liim fenotipi olusturan erastin adl kiigiik molekiiliin
kesfiyle ortaya ¢ikmustir. Erastin, Ozellikle sistein alimini engelleyen System Xc~
inhibitorii olarak tanimlanmis, bu yolla glutatyon (GSH) diizeylerini azaltarak lipid
peroksidasyonu artirmis ve bdylece hiicre 6liimiinii tetiklemistir. Giiniimiizde erastin,
klasik bir ferroptoz indiikleyicisi olarak kabul edilmekte olup, ferroptoz
arastirmalarinin baglamasinda kritik bir doniim noktasi olarak literatiirde yerini

almistir (38).

Ferroptotik hiicre o6liimii, morfolojik olarak incelendiginde, karakteristik

yapisal degisikliklerin en belirgin sekilde mitokondri diizeyinde gergeklestigi
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gbzlemlenmektedir. Bu degisiklikler arasinda; mitokondriyal membran yogunlugunda
artis, mitokondri i¢ zar kivrimlar1 olan kristalarin kaybi ve mitokondri hacminde
belirgin kii¢iilme yer almaktadir. Buna karsilik, hiicre ¢ekirdegi morfolojisinde
herhangi bir fragmentasyon, yogunlasma ya da diizensizlik gbézlenmemesi,
ferroptozun apoptozdan farkli bir hiicre 6liim yoluyla ilerledigini gii¢lii bicimde ortaya
koymaktadir. Bu gozlemler, ferroptozun, ¢ekirdek hasari olusturmaksizin, ozellikle
mitokondriyal yapt ve metabolizma {izerinden etkili olan benzersiz bir 6lim
mekanizmasi oldugunu desteklemektedir. Her ne kadar molekiiler diizeyde bazi sinyal
iletim yollar1 apoptoz ve ferroptoz arasinda ortlisse de doku orneklerinde bu iki 6liim
bicimine ait bulgularin es zamanl olarak izlenebilmesi, hiicrelerin ¢evresel veya
endojen streslere yanit olarak birden fazla kontrollii 6liim yolunu paralel veya ardisik
sekilde aktive edebilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotezi destekleyen ¢ok sayida in
vitro ve in vivo deneysel ¢alisma literatiirde mevcuttur ve farkli hiicre tipleri ile
uyarilara verilen yanitlar dogrultusunda programli hiicre 6limiinlin dinamik bir

spektrum seklinde isledigini gostermektedir (39, 40).

2.7.2. Ferroptotik hiicre oliimiinii diizenleyen bivokimyasal yollar

Ferroptoz, lipid peroksidasyonunun asir1 birikimi sonucu hiicresel biitiinliigiin
kaybiyla karakterize edilen kontrollii bir hiicre o6liim seklidir. Bu siireg, gesitli
biyokimyasal yolaklar tarafindan diizenlenmekte olup; 6zellikle antioksidan savunma

sistemleri, demir homeostazi ve lipid metabolizmasi ile siki bir iligki i¢indedir (38).

2.7.2.1. Xc~ / GPX4 yolagi

Xc, hiicre zarinda yer alan bir antiport sistemidir ve hiicre digindan sistin alimini
saglarken hiicre disina glutamat tasir. Sistin, glutatyon (GSH) sentezi i¢in temel onciil
olup, ferroptotik silirecin baskilanmasinda kritik rol oynayan GPX4 enziminin
kofaktoriidiir. GPX4, hiicre zarinda biriken lipid hidroperoksitleri suya indirger ve
boylece lipid peroksidasyonunun zararli etkilerini ortadan kaldirir. Erastin gibi
ferroptoz indiikleyici ajanlar, System Xc 1 inhibe ederek sistin alimini engeller; bunun

sonucunda GSH seviyesi diiser ve GPX4 aktivitesi azalir. GPX4’iin inhibisyonu
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durumunda lipid peroksitler birikir ve ferroptotik hiicre 6liimii kaginilmaz hale gelir

(37,41,42)

2.7.2.2. FSP1—Co0Q10 (koenzim Q10) yolagi

FSP1 (Ferroptosis Suppressor Protein 1), GPX4-bagimsiz bir ferroptoz engelleyici
mekanizma sunar. Bu yolakta, FSP1 tarafindan katalizlenen reaksiyon ile ubikinon
(CoQ10), NAD(P)H yardimiyla ubikinol formuna indirgenir. Ubikinol, membran
lipidlerinde meydana gelen serbest radikalleri nétralize ederek lipid peroksidasyonunu
engeller. Bu sistem, 6zellikle GPX4 inhibisyonu altinda bile hiicreyi ferroptotik
Oliimden koruyabilir. FSP1’in kesfi, GPX4 dis1 antioksidan savunma sistemlerinin
varligin1 gostermesi acisindan Onemlidir ve gelecekteki farmakolojik miidahale

stratejileri i¢in yeni hedefler sunmaktadir (43).

2.7.2.3. P62—Keapl—Nrf2 volagi

Nrf2, hiicre i¢i redoks dengesini diizenleyen baglica transkripsiyon faktorlerinden
biridir. Normal kosullarda Keap! ile kompleks olusturarak sitoplazmada tutulur ve
proteozomal yikima yonlendirilir. Ancak oksidatif stres varliginda Keapl baskilanir
ve Nrf2 niikleusa tasmarak antioksidan yanit elemanlarini aktive eder. Nrf2
araciligiyla SLC7A11, GPX4, HO-1 ve FTHI1 gibi ferroptozu baskilayan genlerin
ekspresyonu artar. Ayrica p62 proteini, Keapl ile etkileserek Nrf2’ nin aktivasyonunu
kolaylastirir. Bu yolak, hiicrelerin oksidatif strese kars1 savunma kapasitesini artirarak

ferroptotik siirecten korunmalarini saglar (44).

2.7.2.4. Demir metabolizmasi ve fenton reaksiyonu

Ferroptozun ayirt edici 6zelliklerinden biri, demir bagimli bir siire¢ olmasidir. Hiicre
ici serbest demir (Fe®"), Fenton reaksiyonu araciligiyla hidrojen peroksiti toksik
hidroksil radikallerine doniistiirerek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu
tetikler. Ferritin, hiicre i¢i demiri depolayan protein kompleksidir; ancak ferritinofaji
ile lizozomal yikima ugradiginda, sitozolde serbest demir artis1 meydana gelir. Bu

demir birikimi, lipid peroksidasyonu ve ferroptotik hiicre Olimiinii hizlandirir.
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Dolayisiyla, demir selatorleri (6r. deferoksamin) ferroptozu baskilayict ajanlar

arasinda yer alir (45).

2.7.2.5. Lipid metabolizmasi ve lipid peroksidasyonu

Ferroptozun temel patofizyolojik 6zelligi, coklu doymamus yag asitlerinin (PUFA) zar
fosfolipidlerine dahil edilerek oksidatif hasara agik hale gelmesidir. Bu siirecte ACSL4
enzimi, PUFA’larn1 aktive ederken, LPCAT3 bu yag asitlerini zar fosfolipidlerine
entegre eder. Sonugta, ROS etkisiyle bu lipidler perokside ugrar ve hiicresel biitiinliik
bozulur. Lipid peroksitlerin birikimi, hiicre zar1 geg¢irgenligini artirir ve ferroptotik
hiicre 6liimiine neden olur. Bu siirecin baskilanmasi, 6zellikle ACSL4 ekspresyonunun

inhibisyonu veya lipofilik antioksidanlarm kullanimi ile miimkiin olabilir (46).

2.7.2.6. Farmakolojik indiikleviciler ve inhibitorler

Ferroptoz, cesitli farmakolojik ajanlarla hedeflenebilen bir siirectir. Erastin, System
Xc™ inhibisyonu yoluyla GSH seviyesini azaltirken; RSL3, GPX4’{i dogrudan inhibe
ederek lipid peroksidasyonu tetikler. Buna karsilik, Ferrostatin-1, Liprostatin-1 ve
Vitamin E (a-tokoferol) gibi lipofilik antioksidanlar lipid ROS olugumunu 6nleyerek
ferroptozu baskilar. Bu ajanlar, hem temel bilim arastirmalarinda hem de potansiyel

klinik uygulamalarda 6nemli modiilatorlerdir (37).
Genel Degerlendirme

Ferroptoz, demir aracili oksidatif stresin ve yetersiz antioksidan savunmanin
hiicresel diizeyde birlesik etkileriyle sekillenen, morfolojik olarak karakteristik ve
biyokimyasal agidan ayirt edici bir hiicre 6lim formudur. Bu mekanizmanin
derinlemesine anlasilmasi, 6zellikle nérodejeneratif hastaliklar, inflamatuvar siirecler
ve timor biyolojisi gibi genis bir yelpazedeki patolojik durumlarin molekiiler
temellerinin aydinlatilmasina katki saglayabilir. Ancak, hiicre kiiltlirii ortamlarinda
elde edilen deneysel verilerin, organizma diizeyinde karsilasilan fizyolojik kosullari
tam olarak yansitmayabilecegi ve bu nedenle translasyonel gegerlilik agisindan

dikkatli yorumlanmasi gerektigi unutulmamalidir (37, 47).
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2.7.3. Ferroptotik aktiviteyi modiile eden ajanlar

Ferroptotik hiicre oliimiinii hedefleyen molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina
yonelik yapilan deneysel ¢alismalarda, bu siireci ya aktive eden ya da baskilayan ¢ok
sayida farmakolojik ajan tanimlanmistir. S6z konusu bilesikler, ferroptozun temel
bilesenleri olan demir metabolizmasi, lipid peroksidasyonu, glutatyon-GPX4 ekseni
ve NAD(P)H-CoQ10 sistemi gibi c¢esitli biyokimyasal yollar iizerinde etkili
olmaktadir. Bu ajanlarin bir kismi ferroptozu dogrudan indiikleyerek sitotoksisiteye
yol acarken, digerleri koruyucu etki gostererek hiicre biitlinliiglinii slirdiirmeyi
amaclar. Bu yoniiyle, ferroptoz modiilatorleri yalnizca temel hiicresel fizyolojiyi
anlamada degil, ayn1 zamanda ¢esitli hastalik modellerinde terapdtik stratejilerin

gelistirilmesinde de potansiyel sunmaktadir (Sekil 6) (48).
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Sekil 6. Ferroptoz Arastirmalarinin Kronolojik Gelisimi: Molekiiler Mekanizmalar
ve Farmakolojik Diizenleyiciler (38)
(Kaynak: Tang D, Chen X, Kang R, Kroemer G. (2021) ¢alismasindan
uyarlanmistir.)
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2.7.4. Kompartman sendromunda ferroptozun veri

Wang ve ark. tarafindan yiiritilen deneysel ¢aligmada, akut kompartman
sendromunun (AKS) patogenezinde ferroptozun rolii ¢ok boyutlu bir yaklagimla
incelenmistir. Sican modeli kullanilarak elde edilen bulgular, hiicre i¢i antioksidan
savunma sistemlerinin 6nemli tiyeleri olan GPX4 ve SLC7A11 gen ekspresyonlarinda
anlaml diizeyde azalma oldugunu ortaya koyarken; ACS4, TFRC, COX2, NOX1 ve
4-HNE gibi ferroptotik stres belirteclerinin belirgin sekilde arttigini gostermistir.
Histopatolojik diizeyde ise mitokondriyal yogunluk artisi, krista kayb1 ve membran
biitlinliigiinde bozulma gibi ferroptozis ile uyumlu morfolojik degisiklikler dikkat
¢cekmektedir. Demir birikimi ve artan lipid peroksidasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan
oksidatif stres, hiicresel yikimi tetiklerken ferroptoz inhibitorlerinin uygulandigi
gruplarda doku hasarinin anlamli diizeyde azalmasi, bu hiicresel 61iim mekanizmasinin

terapotik olarak hedeflenebilirligini desteklemektedir (49).

Benzer sekilde, akut osteofasyal kompartman sendromu (AOCS) modelinde
gergeklestirilen bir diger ¢calismada, ferroptoz ile iliskili genetik diizeneklerin etkinligi
ortaya konmustur. Slc39al4, Homxl ve Nod2 gibi demir metabolizmasit ve
inflamatuvar yanitla iliskili genlerin anlaml diizeyde artmis ekspresyonuna karsin,
ferroptotik stireci inhibe eden GPX4 geninin baskilanmis olmasi, bu hiicre 6lim
yolunun AOCS patogenezinde merkezi bir role sahip oldugunu gostermektedir. RT-
gPCR ile dogrulanan bu bulgular, nétrofillerin ferroptoz yoluyla programli hiicre
Olimiine ugrayarak inflamatuvar yiikii artirabilecegini diisiindiirmektedir.
Ferroptozun, sadece lokal doku hasarina degil, ayn1 zamanda bagisiklik sistemi
aktivasyonu ve immiin hiicre dinamigi iizerinde de belirleyici etkilere sahip oldugu

vurgulanmistir (50).

Bu veriler birlikte degerlendirildiginde, ferroptozis, kompartman sendromunun
iskemik, oksidatif ve immiin bilesenlerini biitiinciil sekilde etkileyen; tani, prognoz ve
tedavi agisindan hedeflenebilir, 6zgiin bir hiicresel 6lim mekanizmasi olup, klinik

yaklagimda yeni molekiiler hedeflerin belirlenmesine olanak saglayabilir.
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2.8. Deferoksamin

Deferoksamin (DFO), Streptomyces pilosus kaynakli dogal bir siderofor olup, serbest
demir iyonlarin1 baglama kapasitesi sayesinde etkili bir selatdr ajan olarak
tanimlanmaktadir (51). Hem iki (Fe**) hem de ii¢ degerlikli (Fe**) demir formlarina
baglanabilir; 6zellikle Fe** ile olusturdugu stabil feroksamin kompleksi, renal yolla
viicuttan atilmaktadir (Sekil 7). Klinik pratikte baslica demir selasyonu amaciyla
kullanimi  onaylanan DFO, baz1 c¢alismalarda aliminyum birikimi gibi
endikasyonlarda da deneysel olarak degerlendirilmistir. Demir, hemoglobin,
miyoglobin, sitokromlar ve c¢esitli enzim sistemleri gibi biyolojik olarak kritik
molekiillerin yapisinda yer alan temel bir iz elementtir. Viicutta baslica ferritin
araciligiyla depolanir ve transferrin ile tasinarak iglevsel bdlgelerine ulasir. Ancak
demirin aktif bir eliminasyon mekanizmasi bulunmadigindan, viicut demir diizeyleri
esas olarak gastrointestinal emilim {izerinden, Ozellikle de hepsidin araciligiyla

diizenlenmektedir (52).

Hiicre icindeki serbest demir birikimi, Fenton reaksiyonu yoluyla reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini artirarak niikleik asitler ve hiicresel yapilar tizerinde
oksidatif hasara neden olur. Bu mekanizma, ferroptoz gibi demir bagiml programl
hiicre 6liim siireglerinin baslatilmasinda temel rol oynamaktadir. Deferasiroks, FDA
tarafindan onaylanmis ilk oral demir selatdrii olup, demir iyonlariyla yiiksek afiniteyle
baglanarak stabil kompleksler olusturur ve bu komplekslerin renal yolla atilmasini
saglar. Ayrica, ¢inko ve bakir gibi fizyolojik acidan kritik eser elementlerle diisiik
etkilesim gdstermesi, deferasiroksun terapdtik giivenlik profilini olumlu yonde
etkilemektedir (53). Deferipron ise benzer sekilde demir selasyon kapasitesine sahip
olan ve sistemik demir yiiklenmesinin azaltilmasinda kullanilan bagka bir oral ajan
olarak dikkat ¢eker. Literatiirde her iki selatdriin de sinirli sayida in vitro modelde
ferroptotik siireci inhibe edici etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bu bulgular, s6z konusu
ajanlarin yalnizca klasik demir fazlalig1 durumlarinda degil, ayn1 zamanda ferroptozun
farmakolojik olarak hedeflenmesinde de potansiyel tasiyabilecegini diisiindiirmektedir

(54).

Deferoksamin (DFQO), oral biyoyararlanimi diisiik oldugu icin klinik

uygulamada parenteral yolla kullanilan bir demir selatoriidiir. Etkinligi, C vitamini ile
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birlikte kullanildiginda demir mobilizasyonunun artmasina bagli olarak kismen
azalabilir. Ilacin kronik kullanim, retinopati, sensorindral isitme kayb1 ve ¢ocuklarda
biiylime geriligi gibi doza bagli yan etkilere neden olabilir. Uygulama sonrasinda idrar
renginde degisiklik gozlenmesi miimkiindiir. Deferoksamin, Yersinia, Vibrio ve
mukormikoz etkenli enfeksiyonlara kars1 duyarlilig1 artirabilir. Baslica endikasyonu,
talasemi, orak hiicreli anemi ve miyelodisplastik sendrom (MDS) gibi transfiizyon
bagimli hematolojik hastaliklarda ortaya ¢ikan akut ve kronik demir yiiklenmesi
durumlaridir.  Ayrica, flebotomi uygulanamayan herediter hemokromatozis
olgularinda ve kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda gelisen aliiminyum
toksisitesine karsi off-label olarak kullanilabilir. Genellikle iyi tolere edilen bir ilag
olan deferoksaminin ciddi renal yetmezlik ve ila¢ bilesenlerine karsi asir1 duyarlilik
Oykiisii kontrendikasyon olusturur. Gebelik kategorisi C olan deferoksamin, ayrica
bazi in-vivo ve in-vitro kanser calismalarinda da potansiyel terapotik ajan olarak

arastirilmaktadir (55).
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Sekil 7. Deferoksamin Araciliftyla Hiicresel Demir Regiilasyonu ve Ferroptozun
Inhibisyon Mekanizmasi (56)
(Kaynak: Costa ve ark., 2023 ’ten uyarlanmigtir.)
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2.9. Silibinin

Silybum marianum (Milk thistle, Deve Dikeni), 2000 y1l1 agkin siiredir tibbi amagclarla
kullanilan dikenli ve mor ¢icekli bir bitkidir (57). Geleneksel kullanimi arasinda
karaciger hastaliklari, dispepsi, varis, diyabet, mestrual diizensizlikler ve siit arttirimi
gibi ¢ok sayida endikasyon yer alir(58). Farmakolojik etkisi, tohumlarindan elde
edilen silymarin kompleksine atfedilir. Silymarin; %65—-80 oraninda flavonolignanlar
(0zellikle silybin A/B, isosilybin A/B, silykristin, silydianin), %20-30 oraninda ise
yag asitleri, betain, apigenin ve polifenoller igerir (59). En etkin bilesen silibinindir ve
iki diastereomerden (A ve B) olusur. Silymarin suda ¢6ziinmez, oral yolla kapsiil

formunda verilir, safrayla atilir ve eliminasyon yar1 dmrii 6—8 saattir (60).

Preklinik ve klinik ¢aligmalar, silymarin ve flavonolignanlarinin belirgin
antioksidan, antiinflamatuvar ve pro-apoptotik oOzellikler sergiledigini ortaya
koymustur. Bu biyolojik etkiler; hepatoprotektif, noroprotektif, antidiyabetik,
antikanser, kardiyoprotektif, fotoprotektif ve immiinomodiilator etkilere doniiserek
genis bir farmakolojik yelpazeye katki saglar (sekil 8) (61). Amerika Birlesik
Devletleri’nde, silymarin gibi bitkisel iiriinler ilag statiisiinde degerlendirilmedigi i¢in
FDA denetimi altinda degildir ve kalite kontrol zorunlulugu bulunmamaktadir (62)
Yiiksek tedavi potansiyeli nedeniyle silymarin, yaygin kullanilan gida takviyelerinden
biri haline gelmistir ve piyasada yaklasik 75 farkli marka altinda, tablet, kapsiil ve
surup gibi cesitli formlarda sunulmaktadir (6r. Livergol®, Silipide®, Carsil®,
Legalon®, Alrin-B®) (63).
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Sekil 8. Silibinin Hiicresel Diizeyde Oksidatif Stres, inflamasyon ve Apoptoz
Uzerindeki Diizenleyici Etkileri

Silibinin molekiiliine iliskin gergeklestirilen preklinik ve klinik giivenlilik
calismalari, bu bilesigin yiiksek dozlarda dahi iyi tolere edildigini ve ciddi advers etki
profiline sahip olmadigin1 ortaya koymustur. Elde edilen veriler, silibininin
farmakolojik agidan genis bir terapdtik araliga sahip oldugunu ve yan etki

potansiyelinin son derece diisiik diizeyde oldugunu desteklemektedir (64).

Silibininin farmakolojik etkilerini inceleyen ¢ok sayida ¢alismada odak noktasi
genellikle antioksidan yanit yolagi ve apoptozla iliskili belirtegler olmustur. Ancak
silibininin etkilerini ferroptoz mekanizmalar ile iligskilendiren calismalar oldukca
sinirl sayidadir ve literatiirde gorece giincel olarak yer almaktadir. Song ve ark.
silibininin etanol ve asetaldehitin karaciger hiicre serilerindeki toksik etkilerine kars1
koruyucu roliinii arastirdiklar1 in vitro modelde, bu etkinin ferroptozla iliskili yolaklar
tizerinden gerceklestigini gostermistir (65). Yan ve ark. HepG2 hiicre serisi lizerinde
gerceklestirdikleri caligmada, silibininin ferroptotik hiicre oliimiinic ACSL4
inhibisyonu araciligiyla baskiladigin1 ortaya koymustur (66). Yine 2022 yilinda,
hipokampal néronal hiicre kiiltiirli modelinde ytiriitillen bir ¢alismada, silibinin-
taksifolin kombinasyonunun yalnizca ferroptozu degil, ayn1 zamanda ¢esitli hiicresel

stres yanit1 yolaklarini da regiile ederek néroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (67).
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2023 yilinda Du ve arkadaglar tarafindan gergeklestirilen bir calismada, sican
insulinoma hiicre hatt1 (INS-1) iizerinde silibininin, palmitik asit ve yiiksek glukoz
kosullar1 altinda indiiklenen ferroptozu anlamli sekilde baskiladig1 gosterilmistir (68).
Son donemde yapilan arastirmalar, silymarin’in nanoformiilasyonlarinin karaciger
koruyucu etkisini artirabilecegini gostermektedir. Elfaky ve ark. (2022), farkli
boyutlardaki silymarin nanoparcaciklarini erkek Sprague Dawley sicanlarda test
etmis; biliylik boyutlu giimiis nanopargaciklarin, kiigiik boyutlulara gore daha etkili
hepatoprotektif etki sagladigini raporlamistir (69). Abdullah ve ark. (2022), kitosan
temelli silymarin yiiklii nanoparcaciklar gelistirerek bu formiilasyonun, CCla ile
olusturulan karaciger fibrozisine karsi belirgin anti-fibrotik etki gosterdigini
bildirmistir (70). Patel ve ark. (2022) ise silibinin i¢eren inhalasyon yoluyla uygulanan
nanoparcaciklar gelistirmis; bu yapilarin biyoyararlanimi 4 kat artirdigimi ve akciger
kanseri tedavisinde potansiyel tasidigimi gostermistir (71). Igbal ve ark. (2022),
Silybum marianum kullanarak biyosentezledikleri bakir oksit nanopargaciklarin,
antioksidan, anti-diyabetik, antimikrobiyal ve ROS/RNS inhibisyonu gibi ¢ok yonlii
biyolojik etkiler sergiledigini belirtmistir (72). Staroverov ve ark. (2021) tarafindan
gelistirilen silymarin-selenyum nanopargaciklari, hiicre i¢ine daha iyi niifuz etmis ve
dehidrogenaz aktivitesini artirmigtir (73). Costa ve ark. (2023) calismasinda,
ferroptozun demir birikimi ve lipid peroksidasyonuna bagli olarak gelisen 6zgiin bir
hiicre 6liim bi¢imi oldugu ve Alzheimer, Parkinson gibi cesitli norolojik hastaliklarla
iligkili oldugu belirtilmistir. Caligmada, dogal antioksidanlardan biri olan silymarinin,
ferroptozu baskilayict etkileri vurgulanmis; bu etkinin demir selasyonu, lipid
peroksidasyonunu engelleme ve antioksidan sistemleri destekleme yoluyla
gerceklestigi ifade edilmistir. Silymarin ve benzeri bilesiklerin noroprotektif
potansiyeli, gelecekteki tedavi yaklasimlar1 i¢in umut verici bulunmustur (74). Lima
ve ark. (2025) silymarinin Zika viriisiine kars1 hem antioksidan hem antiviral etkilerini
gostermistir. Fare modellerinde karaciger hasarini ve viral yiikii azaltmistir (75).
Almutary ve ark. (2025) silymarinin Alzheimer basta olmak iizere c¢esitli
norodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkiler gosterebildigini ortaya koymustur.
Silymarin; AP birikimi, tau fosforilasyonu, asetilkolinesteraz aktivitesi, glutamat
toksisitesi, oksidatif stres ve inflamasyonu azaltarak noéroprotektif mekanizmalar

sergilemistir (76). Miao ve ark. (2025) ¢alismasinda, silymarinin tip 2 diyabetli
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hastalarda kardiyometabolik risk faktorlerini iyilestirmede etkili oldugu gdsterilmistir.
Silymarin, 6zellikle aclik glukozu, HbAlc ve insiilin direnci (HOMA-IR) iizerinde
anlamh diisiis saglamig; HbAlc diizeylerini azaltmada diger bitkisel ajanlara kiyasla
en basarili bilesen olarak 6ne ¢ikmustir. Ayrica trigliserid diizeylerini diisiirmede de
yuksek basar1 oranina ulasmistir. Bu sonuglar, silymarinin glisemik kontrol ve

metabolik denge agisindan terap6tik potansiyel tagidigini ortaya koymaktadir (77).

Kompartman sendromunun patogenezinde iskemi-reperfiizyon hasarina bagl
olarak gelisen inflamatuvar siireclerin yam sira, son yillarda ferroptotik hiicre
oliimiiniin de onemli bir rol oynayabilecegi literatiirde ortaya konmustur. Bu
kapsamda yapilan analizler, ferroptozla iliskili gen ekspresyon profillerinin
kompartman sendromu ile anlaml sekilde iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak mevcut literatiirde, bu hiicresel oliim bi¢imini hedef alarak gelistirilmig
antiferroptotik ajanlarin kompartman sendromu modelinde kullanildigi deneysel bir
calismaya rastlanmamaktadwr. Calismamiz, bu eksikligi gidermeyi amaglayarak,
silibinin ve deferoksaminin kompartman sendromuna bagl doku hasart tizerindeki
potansiyel koruyucu etkilerini karsilastirmalr olarak degerlendirmektedir. Bu yéniiyle
calismamiz, literatiirde ilk kez bu iki ajamin kompartman sendromu modelinde
antiferroptotik ve fonksiyonel etkisini inceleyen deneysel bir arastirma niteligi

tasimaktadr.
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma protokolii Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

tarafindan /4.2025mar protokol kodu ile onaylanmistir (Ek-1).

Bu ¢aligmada kullanilan deney hayvanlarinin temini ve bakimi, DEHAMER
biinyesinde gerceklestirilmistir. Tiim cerrahi ve farmakolojik uygulamalar, ilgili etik
kurallar dogrultusunda DEHAMER tesislerinde yiiriitiilmiistiir. Calisma kapsaminda,
aragtirma konusu ile dogrudan iliskili herhangi bir ilag, tibbi cihaz ya da malzeme
tireticisi firmadan karart olumsuz etkileyebilecek maddi ya da manevi destek

alinmamustir.

3.1. Cahisma Tasarim

Calismamizda si¢anlarda kompartman sendromu modeli olusturulmus ve toplamda ii¢
ana baslik altinda alt1 grup halinde degerlendirme yapilmistir. Kompartman sendromu
olusturulan tiim gruplarda, 4. ve 14. glinlerde olmak iizere iki farkli zaman noktasinda
degerlendirme yapilmistir. Miidahale gruplarina, iskemik siirecin baslangicindan
itibaren gilinliik olarak farmakolojik tedavi uygulanmistir. Silibinin molekiilii oral
(gavaj) yolla, deferoksamin ise intraperitoneal yolla verilmistir. Kontrol grubuna
herhangi bir tedavi uygulanmamistir. Kompartman sendromunun erken dénem (4.
giin) ve ge¢c donem (14. giin) etkileri hem fonksiyonel testler hem de histopatolojik

analizlerle degerlendirilmistir.
Gruplar su sekilde siniflandirilmistir:

1) Grup A (Kontrol — 4. Giin): Kompartman sendromu olusturulmus, tedavi

uygulanmamius, 4. glinde degerlendirilmis sigan grubu.

2) Grup B (Kontrol — 14. Giin): Kompartman sendromu olusturulmus,

tedavi uygulanmamuis, 14. giinde degerlendirilmis sican grubu.

3) Grup C (Silibinin — 4. Giin): Kompartman sendromu olusturulmus, oral

silibinin tedavisi uygulanmais, 4. giinde degerlendirilmis sican grubu.
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4) Grup D (Silibinin — 14. Giin): Kompartman sendromu olusturulmus, oral

silibinin tedavisi uygulanmis, 14. giinde degerlendirilmis sigan grubu.

5) Grup E (Deferoksamin — 4. Giin): Kompartman sendromu olusturulmus,
intraperitoneal ~ deferoksamin  tedavisi  uygulanmis, 4. giinde

degerlendirilmis sican grubu.

6) Grup F (Deferoksamin — 14. Giin): Kompartman sendromu olusturulmus,
intraperitoneal  deferoksamin tedavisi uygulanmis, 14. giinde

degerlendirilmis sican grubu.

Fonksiyonel degerlendirme sonrasi etik diizenlemelere uygun Otenaziyi
takiben her hayvanin bilateral alt ekstremiteleri eksize edilmistir. Kompartman
sendromu olusturulan taraf “deney ekstremitesi” olarak, karsi (saglam) taraf ise “i¢
kontrol” olarak degerlendirilmistir. Kas dokular1 %10’luk notral formaldehit ile fikse
edilmis, ardindan histopatolojik (HE, Masson Trikrom) ve immiinohistokimyasal

analizler i¢in doku takip islemlerine alinmistir.

3.2. Hayvan Sayis1

Benzer deneysel modellere iliskin literatiir verilerinin sinirli olmasi ve ¢calismamizda
kullanilan bagimli degiskenlerin sirali diizeyde (ordinal) olmasi nedeniyle klasik
anlamda parametrik giic analizi (power analysis) yapilmas: uygun bulunmamistir.
Bunun yerine, 6rneklem biiyiikliigiinii belirlemek i¢in hayvan ¢alismalarinda yaygin
olarak kabul goren ve 6zellikle standart sapma ve etki biiytlikliigiiniin net olarak tahmin
edilemedigi durumlarda Onerilen “resource equation” yontemi tercih edilmistir (78).
Bu yoOnteme gore, grup sayist k olmak tizere, minimum Orneklem biiyiikligii

10/k+110/k+1, maksimum ise 20/k+120/k+1 formiiliiyle hesaplanmaktadir.

Calismamizda toplam 6 grup bulunmasi nedeniyle, Onerilen grup basi
minimum hayvan sayist 2.7, maksimum ise 4.3 olarak hesaplanmistir. Ancak
calismamizda degerlendirilecek veriler sirali diizeyde oldugundan, parametrik
analizler yerine non-parametrik testlerin (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U, Dunn
testi) kullanilmasi1 planlanmis ve bu dogrultuda 6rneklem biiytikliigiiniin %30-50

oraninda artirilmasi tercih edilmistir (79). Bu nedenle her grupta 7 deney hayvam
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(toplam 42 hayvan) ile ¢alisilmas1 planlanmis, ancak deney siirecinde yasanan kayiplar
nedeniyle her gruptan birer deney hayvan eksilmis ve analizler 6’sar deney hayvani
ile (toplam 36) gerceklestirilmistir. Bu 6rneklem biiyiikliigli, benzer ¢aligmalarda
onerilen minimum diizeylerin lizerinde olup, yapilan istatistiksel analizler i¢in yeterli

kabul edilmistir.

3.3. Deney Hayvanlarimin Ozellikleri

Calismamizda, DEHAMER’den temin edilen toplam 42 adet Sprague Dawley soyu, 3
aylik, erkek sigan kullanilmistir. Hayvanlarin viicut agirliklar1 300-350 gram

araliginda olup, ortalama agirliklar1 yaklasik 320 gram olarak dl¢tilmiistir.

Deney siiresince sigcanlar standart sican yemi ve su ve ad libitum ile
beslenmistir. Her biri 4 hayvan icerecek sekilde polipropilen kafeslerde
barindirilmigtir. Toplam 11 adet kafes kullanilmistir. Kafeslerin bulundugu ortamda
23+1 °C sicaklik, %5510 bagil nem, ve 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik 151k
dongiisii saglanmustir (Sekil 9).

Sekil 9. Deney Siiresince Kullanilan Sprague Dawley Sicanlarin Barindirildig:
Standart Polipropilen Kafes Gortintimii

3.4. Kompartman Sendromu Hasar Modeli

Giliniimiizde hayvanlarda kompartman sendromu kas hasar1 olusturma modelleri ¢ok

cesitli secenekler gostermektedir. Geleneksel kas doku hasar1 hayvan modelleri;
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kardiyotoksin ajan enjeksiyonu, derin kesiler, arter ligasyonlari, kas dokusunun

cikarilmasi gibi yontemlerden olusmaktadir (80,81).

Ancak bu modeller, insanlardaki kas yaralanmalarinin ¢ogunda g6zlenen klinik
bulgular1 yansitmakta yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu tiir durumlarda hasar goren kas
dokusu zamanla ilerleyici bir sekilde dejenerasyona ugramakta ve rejeneratif olmayan
bir doku ortami olugmaktadir. Bu c¢alismada, siganlarda kompartman sendromu
olusturmak amaciyla, daha 6nce tanimlanmig non-invaziv kompresyonu esas alan

model, etik kurul onayina uygun olarak modifiye edilerek uygulanmistir (82).

Anestezi altinda (intraperitoneal ketamin 100 mg/kg ve xylazine 10 mg/kg),
sicanlarin sag arka ekstremitesine femuru igine alacak sekilde 140 mmHg basing
uygulayan turnike sistemi yerlestirildi. Basing, manometre yardimiyla takip edildi ve
toplam 3 saat boyunca uygulandi. Bu siire zarfinda hayvanlarin solunumlari diizenli

olarak gozlemlendi (Sekil 10) (82).

Sekil 10. Sigan Modelinde Non-invaziv Kompresyon Yéntemiyle Kompartman
Sendromu Olusturulmast

Kompartman sendromu modeli Criswell ve ark. (2012) tarafindan tanimlanan
ve sicanlarda iskemi-reperfiizyon hasari olusturmak amaciyla uygulanan turnike
modeline dayanmaktadir (82). Bu modelde oldugu gibi, ¢calismamizda da femoral

bolgenin tamamini kapsayan bir dig bast yontemiyle kompresyon olusturulmustur. Bu
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yaklagim, yalnizca anterolateral kas gruplarini degil, ayn1 zamanda posterior krural
kaslar1 da etkileyerek, klinik tabloya daha yakin bir doku yaniti elde edilmesini
saglamistir. Bdylece, modelin ger¢ek yasam kosullarini yansitma kapasitesi

artirilmastir.

Criswell ve ark. tarafindan gelistirilen kompartman sendromu modelinde, doku
yanit1 1., 2., 4., 7., 14. ve 35. giinlerde degerlendirilmis olup, stire¢ hem inflamasyonun
ilerleyisi hem de rejenerasyonun zamansal dinamikleri acisindan detayli sekilde
karakterize edilmistir. Calismamizda, deneysel hayvan kullanimi sayisini etik agidan
sinirlt tutmak amaciyla, bu zaman noktalarindan klinik ve histopatolojik olarak en
anlamli bulgularin izlendigi 4. ve 14. giinler tercih edilmistir. 4. giin, inflamasyonun
pik yaptigi, doku hasariin belirgin oldugu akut evreyi; 14. giin ise rejenerasyonun
basladig1 ve merkezi ¢ekirdekli miyofiberlerin goriildiigli erken rejeneratif/subakut
donemi temsil etmektedir. Bu yoniliyle secilen zaman noktalari, hem modelin
patofizyolojisini temsil etme giicline sahiptir hem de miidahale etkinliginin
histopatolojik ve fonksiyonel olarak degerlendirilebilmesine olanak saglamaktadir

(82).

Turnike 3 saat sonunda ¢ikarildiktan sonra deney hayvanlar1 kompartman
sendromu olusturulduktan sonraki dénemde 1s1 kontrollii odalarda gozlem altinda

tutuldu.

3.5. Deney Plam

Bu calisma, baslangigta her biri 7 sicandan olusan 6 grup halinde toplam 42
adet erkek Sprague Dawley si¢an ile planlanmistir ancak her gruptan yasanan kayiplar
nedeni ile 36 hayvan ile sonuglanmigtir. Tiim deney hayvanlarina deneyin 1. gliniinde
sag arka ekstremitede kompartman sendromu olusturulmus olup, sol arka ekstremite

isleme tabi tutulmamis ve i¢ kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 1. Deney Gruplarinin Uygulanan Tedaviye ve Sakrifiye Zamanma Gore
Dagilim1

Grup Uygulanan Tedavi Sakrifiye Zamani
Grup A (n=6) Tedavisiz 4. Giin
Grup B (n=6) Tedavisiz 14. Giin
Grup C (n=6) Oral Silibinin 4. Giin
Grup D (n=6) Oral Silibinin 14. Giin
Grup E (n=6) Intraperitoneal Deferoksamin 4. Glin
Grup F (n=6) Intraperitoneal Deferoksamin 14. Giin

Sakrifikasyon Oncesinde tiim hayvanlara fonksiyonel degerlendirme
yapilmistir. Bu amagla egimli tahta testi kullanilarak motor fonksiyon ol¢timleri
gergeklestirilmis, ardindan sicanlar sakrifiye edilerek hem sag (kompartman
sendromlu) hem de sol (i¢ kontrol) arka ekstremite ¢ikarilmistir (Tablo 1). Bu 6rnekler,
histopatolojik incelemeler i¢in hematoksilen-ecozin (HE), Masson Trikrom (MTK)
histokimyasal = boyamalar1 ile degerlendirilmistir. Pax7 ve  Mpyogenin
immiinohistokimyasal analizleri, ¢alisma planina dahil edilmistir ancak ilgili BAP
biitce onay1 alinmis olmakla birlikte, antikor temininde yasanan lojistik gecikmeler
nedeniyle tez siiresi i¢inde uygulanamamistir. Bu analizlerin, yaym asamasinda
tamamlanarak caligmanin bilimsel derinligini ve literatiire katkisini artirmasi

hedeflenmektedir.

3.6. Deferoksamin Molekiiliiniin Uygulama icin Hazirlanmisi ve Uygulanmasi

Deferoksamin, sicanlarda 30-100 mg/kg araliginda giivenli ve etkili dozlarda
kullanilabilecegi bildirilen bir demir selatoriidiir (83). Bu bilgiler 15181nda,
calismamizda giinlilk doz olarak 100 mg/kg/giin uygulanmasi tercih edilmistir.
Kullanilan deferoksamin, eczane {izerinden insan kullanimi i¢in ruhsatli ticari preparat
(Desferal® (Novartis)) olarak temin edilmistir (Sekil 13). Uygulama 6ncesinde ilacin
ampul formu, 9%0.9 NaCl c¢ozeltisi igerisinde uygun sekilde seyreltilerek
intraperitoneal enjeksiyon i¢in hazirlanmistir. Tiim hayvanlara ilk doz, kompartman
sendromu modelinin olusturuldugu giin intraperitoneal yolla uyguland1 (Sekil 11).
Tiim hayvanlara dahil olduklar1 giine gore kompartman sendromu modelinin

olusturuldugu giinden itibaren, sakrifikasyon giiniine kadar olmak {izere her giin tek
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doz olacak sekilde intraperitoneal yolla uygulanmistir. Uygulama 6ncesi her deney
hayvani tartilmig; agirligina uygun olacak sekilde deferoksamin dozu bireysel olarak
hesaplanmistir. Bu protokol, benzer iskemi-reperfiizyon temelli hayvan modellerinde

bildirilen doz rejimlerine dayanmaktadir (83).

Sekil 11. Sigan Modelinde Deferoksamin Uygulamasinin Intraperitoneal Enjeksiyon
Yontemiyle Gergeklestirilmesi

3.7. Silibinin Molekiiliiniin Uygulama icin Hazirlamisi ve Uygulanmasi

Silibinin tedavisi i¢in Legalon® fort kapsiil (Viatris, Tiirkiye) formu kullanilmistir
(Sekil 13). Her kapsiil 140 mg silymarin igermekte olup, bunun yaklasik %50-601
aktif silibinin bilesigidir. Bu bilgi dogrultusunda, her kapsiilde yaklasik 70—84 mg
silibinin igerigi oldugu kabul edilmistir. Deney gruplarina, viicut agirliklarina gore
hesaplanarak 200 mg/kg/gilin dozunda silibinin, oral yolla (gavaj) uygulanmistir (91).
Kapsiiller ezilerek uygun hacimde distile su igerisinde siispansiyon haline getirilmis
ve her hayvana bireysel doz uygulamasi yapilmigtir. Oral uygulama, 6nceki preklinik
calismalarda farmakokinetik olarak yeterli biyoyararlanim sagladigi i¢in tercih
edilmistir. (89,91) Ayrica Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan yayimlanan Silybum
marianum (L.) Gaertn. fructus degerlendirme raporunda, sicanlara oral yolla
uygulanan silymarin dozlarinin 2.500-5.000 mg/kg diizeylerine kadar toksisite
gostermedigi belirtilmistir (90).

Bu bilgiler 1s181nda, calismamizda kullanilan 200 mg/kg/giin silibinin dozu

hem etik hem farmakolojik agidan giivenli sinirlar i¢inde yer almaktadir. Her kapsiilde
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140 mg icerik bulunan bu preparat, kapsiilden ¢ikarilip igerdigi toz form hassas
terazide tartilarak giinliik 200 mg/kg dozunda hazirlanmigtir. Uygulama kompartman
sendromu olusturulduktan sonra giinliik olarak baglanmis ve her deney hayvaninda
sakrifikasyon giiniine kadar giinliik tek doz seklinde stirdiiriilmiistiir. Uygulama 6ncesi
her hayvan tartilmis; agirligina uygun olacak sekilde silibinin dozu bireysel olarak
hesaplanmistir. Bu yontem ile hem doz standardizasyonu saglanmis hem de oral yolla
alimdaki bireysel farkliliklar minimize edilmistir. Silibininin diigiik biyo¢oziiniirliigii
nedeniyle sistemik uygulamalar teorik olarak daha yliksek biyoyararlanim sunsa da
literatiirde bu molekiiliin siklikla per-oral olarak kullanildig:r bildirilmistir. Bu
baglamda, ¢aligmamizda tercih edilen uygulama yolu, hem farmakokinetik uygunluk

hem de pratik uygulanabilirlik acisindan literatiir ile uyumlu olarak belirlenmistir (84).

Sekil 12. Sican Modelinde Silibinin Uygulamasinin Oral Gavaj Yontemiyle
Gergeklestirilmesi
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Desferal 500 mg
. IMAVISC Enjeksiyon lin Livoflize Toz lgeren Fiakon

Sekil 13. Calismada Kullanilan Farmakolojik Ajanlara Ait Ticari Preparatlar
Deferoksamin (Desferal®, Novartis) (Sag), Silibinin (Legalon® fort, Viatris) (Sol).

3.8. Kompartman Sendromu Sonrasi Takip Prosediirii

Kompartman sendromu modelinin uygulanmasini takiben, tiim hayvanlar giinliik
olarak veteriner hekim gozetiminde takip edilmistir. Takip siiresince sicanlarin genel
klinik durumu, aktivite diizeyleri, beslenme aligkanliklari, agr1 belirtileri, yara yeri
kontrolleri ve davranissal degisiklikleri diizenli olarak gézlemlenmistir. Kompartman
sendromu modeli olusturulmasini takiben tiim deney hayvanlarinin tedavi siiresince
deney hayvanlarinin agriya dair davraniglari (kamburluk, piloereksiyon, gidaya
ilgisizlik, hareket azlig1 gibi) veteriner hekim tarafindan diizenli olarak takip edilmistir
(85). Model sonrasi siirecte, belirlenen 4. giin ve 14. giin sakrifikasyon giinlerine
kadar, hayvanlarda herhangi bir lokal enfeksiyon, otoamputasyon veya sistemik

patoloji gelisip gelismedigi dikkatle izlenmistir.

3.9. Fonksiyonel Degerlendirme

Kompartman sendromu sonrast kas fonksiyonunun degerlendirilmesi amaciyla
sakrifiye Oncesi tiim deney hayvanlarina egimli tahta testi (inclined plane test)
uygulandi. Bu test ile hayvanlarin arka ekstremite kuvveti ve denge kabiliyetleri
degerlendirildi. Testte her sican igin test ii¢ kez tekrarlanmis, hayvanin tahtadan
kaymadan tutunabildigi maksimum ag¢1 gonyometre ile olgiilmiistiir (Sekil 14,15).
Olgiimler sirasinda farkliliklar1 en aza indirmek amaciyla ayni arastirmaci tarafindan

degerlendirme yapilmis, iic dlglimden elde edilen en yiiksek a¢i degeri analizde
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kullanilmistir. Her hayvan ig¢in ii¢ ardisik dlcim yapildi ve en yiiksek ac1 degeri
kaydedildi. Bu yontem, daha dnce néromuskiiler fonksiyon kaybu, spinal kord travmasi
ve iskemik kas hasar1 gibi modellerde motor fonksiyonlar1 degerlendirmek igin
kullanilmakta olup giivenilir ve objektif bir fonksiyonel analiz araci olarak literatiirde
tanimlanmistir (86,91). Fonksiyonel degerlendirme, histopatolojik analizler 6ncesinde
yapilmis olup, tedavi gruplari ile kontrol gruplari arasinda karsilagtirmaya olanak
saglayacak sekilde planlanmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edilerek

tedavi ajanlarinin fonksiyonel iyilesme tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Sekil 14. Egimli Tahta Testinde Sicanin Arka Ekstremite Motor Fonksiyonuna Bagh
Olarak Yiizeyde Tutunabildigi Maksimum Ac1 (B) Prensibiyle Yapilan
Degerlendirme Semasi.

Sekil 15. Egimli Tahta Testi (4) Baslangi¢ Pozisyonu (B) Egimi Arttirilmis Tahta
Pozisyonu (C) Test Uygulama Ani

3.10. Otenazi Prosediirleri ve Numunelerin Elde Edilmesi

Caligma stiresi sonunda, deney gruplarinin sakrifiye giinlerinde si¢anlara fonksiyonel
degerlendirme testi uygulandiktan sonra, etik kurul onaymma uygun sekilde

dekapitasyon yontemi ile Otenazi uygulanmistir. Dekapitasyon Oncesi, hayvanlara
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derin anestezi saglamak amaciyla intraperitoneal yolla ketamin (100 mg/kg) ve
xylazine (10 mg/kg) kombinasyonu verilmis, derin anestezi saglanmaistir. Fonksiyonel
degerlendirmelerin ardindan, hayvan refahi ilkeleri dogrultusunda hizli ve travmatik
olmayan sekilde sakrifiye islemi gerceklestirilmistir. Deney hayvanlari, anestezi
altinda tam bilin¢ kayb1 saglandiktan sonra, maniiel kontrol edilen laboratuvar tipi

giyotin ile servikal dekapitasyon uygulanmistir (Sekil 16).

Otenazi sonras1 her siganin her iki alt ekstremitesi dikkatlice diseke edilerek
cikarilmistir. Bu sayede hem karsilastirmali histopatolojik degerlendirme hem de her
deney hayvanindan i¢ kontrol alinmas1 miimkiin kilinmistir. Islem sonrasinda dokular
uygun hacimdeki kaplarla %10 notral formalin soliisyonunda tespit edilmistir (Sekil

17).

Sekil 16. Deney Hayvanlarinin Otenazi Isleminde Kullanilan Laboratuvar Tipi
Manuel Giyotin Diizenegi

Sekil 17. Numunelerin Etiketlendirilmesi (4) Sakrifiye oncesi bireysel olarak
etiketlenmis numune kabt (B) Tiim deney hayvanlarina ait numunelerin
gruplandiriimast (C) Doku érneklerinin %10 notral formalin igerisinde uygun
sekilde saklandigi kap goriintiisii
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3.11. Histolopatolojik Inceleme Prosediirii

Histopatolojik degerlendirme amaciyla elde edilen doku ornekleri, %10’luk ndotral
formaldehit soliisyonu i¢inde uygun tasima kosullar1 saglanarak Marmara Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarina iletildi. Fiksasyonun ardindan
dokular, sirasiyla %70, %90, %96 ve %100’liik artan alkol konsantrasyonlarinda
dehidratasyona tabi tutuldu. Dehidratasyonu takiben, iki kez 5’er dakika siireyle
ksilende bekletilerek saydamlastirma islemi gerceklestirildi. Daha sonra dokular, 60°C
sicakliktaki etiivde bir gece bekletilip parafinle infiltrasyon yapilarak bloklanda.
Hazirlanan parafin bloklarindan doner mikrotom (LEICA RM2125RT Rotocut) ile 5
mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler, doku yapisinin degerlendirilmesi
ve kantitatif analizlerde kullanilmak tizere Hematoksilen-Eozin (HE) ve Masson
Trikrom (MTK) boyalariyla boyandi. Boyama isleminin ardindan kesitler entellan ile
kapatilarak lamlar hazirlandi. Elde edilen preparatlar, Olympus BX51 (Tokyo,

Japonya) marka 151k mikroskobunda incelendi.

3.12. Histopatolojik incelemeler icin Kullanilan Yéntemler

Histopatolojik analizler, kas dokusunda meydana gelen nekroz, inflamasyon ve
fibrozis gibi dejeneratif degisikliklerin derecelendirilmesi amaciyla yar1 kantitatif
skorlama sistemi kullanilarak yapilmistir. Degerlendirmeler, calismaya korlenen,
deneyimli bir histopatolog (Dr. Emine Cesmecioglu Karavin) tarafindan tek basina

yapilmistir. Asagida kullanilan skorlama sistemi sunulmustur;

3.12.1. Hematoksilen-eozin (HE) skorlamasi

Kas dokusundaki hiicresel degisimleri (nekroz, niikleer yerlesim, inflamatuvar

infiltrasyon) degerlendirmek amaciyla kullanilmistir (Tablo 2).

e Skor 0: Kas dokusunda hasar belirtisi (renk degisikligi, lifler arasinda ayrilma,

santral niikleus, nekroz) yok
e Skor 1: Hafif renk degisikligi, hafif artmig ¢ekirdek sayis1t mevcut

o Skor 2: Asikar ¢ekirdek sayi artisi, fokal nekroz
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e Skor 3: Belirgin kas hiicre nekrozu mevcut

Tablo 2. HE (hematoksilen eozin) Skoru

Skor Tanim

0 Kas dokusunda hasar belirtisi (renk degisikligi, lifler arasinda ayrilma, santral niikleus,
nekroz) yok.

1 Hafif renk degisikligi, hafif artmis ¢ekirdek sayis1 mevcut.

2 Agsikar c¢ekirdek sayi artisi, fokal nekroz.

3 Belirgin kas hiicre nekrozu mevcut.

3.12.2. Masson trikrom (MTK) skorlamasi

Kas dokusundaki fibrotik degisiklikleri degerlendirmek amaciyla kullanilmistir (Tablo
3).

e Skor 0: Fibrozis yok, fibrotik lifler perimuskuler fizyolojik lokalizasyonda sinirli

e Skor 1: Kas hiicreleri arasinda, fokal artmis ince ve kisa lifler halinde fibrozis

mevcut

e Skor 2: Kas hiicreleri arasinda yer kaplayan kompleks fibrozis mevcut

Tablo 3. MTK Skoru
Skor Aciklama
0 Fibrozis yok, fibrotik lifler perimuskuler fizyolojik lokalizasyonda sinirl
1 Kas hiicreleri arasinda, fokal artmis ince ve kisa lifler halinde fibrozis mevcut
2 Kas hiicreleri arasinda yer kaplayan kompleks fibrozis mevcut

Bu skorlama sistemleri, daha dnce benzer deneysel calismalarda kullanilan

metodolojik yaklagimlar temel alinarak olusturulmustur (82,87,88).

Kas rejenerasyonu siirecinin immiinohistokimyasal diizeyde degerlendirilmesi

amaciyla Pax7 ve Myogenin belirteclerinin kullanilmasi planlanmustir.

Pax7, kas hiicre matiirasyon aktivasyonunu; Myogenin ise miyojenik
farklilasmay1 gostermek agisindan 6nemli rejeneratif belirteclerdir (82). Bu analizler
icin gerekli antikorlar ve teknik sarf malzemelerin teminine yonelik Marmara

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAPKO) tarafindan
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biitge onay1 alinmistir. Ancak c¢aligsma siireci igerisinde bu antikorlarin temini lojistik
nedenlerle heniiz gergeklestirilememistir. Bu nedenle Pax7 ve Myogenin analizleri tez
calismasinda yer almamis, ancak ileri faz yayin asamasinda tamamlanarak sonuglara
eklenecektir. Bu durum, mevcut histopatolojik ve fonksiyonel analizlerin gegerliligini

etkilememektedir.

3.13. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri, NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2020
Statistical Software (NCSS LLC, Kaysville, Utah, USA) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Stirekli degiskenler icin merkezi egilim ve dagilim oOlgiitleri
(ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerler) hesaplanmus;
kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde ile Ozetlenmistir. Degiskenlerin dagilim
ozelliklerini incelemek amaciyla Shapiro-Wilk normallik testi uygulanmis, ayrica

dagilimi gorsel olarak desteklemek iizere Box Plot grafikleri kullanilmustir.

Iki bagimsiz grup arasinda parametrik olmayan verilerin karsilagtiriimasinda
Mann-Whitney U testi tercih edilmistir. U¢ veya daha fazla grubun analizinde Kruskal-
Wallis testi uygulanmis, anlamli farklilhik tespit edilen durumlarda ikili grup
karsilastirmalar1 i¢in Dunn-Bonferroni diizeltmeli post-hoc test kullanilmistir. Tiim
testler icin istatistiksel anlamlilik diizeyi %95 giliven araliginda ve p<0.05 olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda DEHAMER ’den temin edilen her grupta 7 adet Sprague Dawley soyu,
3 aylik, erkek sican (toplam 42 hayvan) ile c¢alisilmasi planlanmis, ancak deney
siirecinde yasanan kayiplar nedeniyle her gruptan birer deney hayvani eksilmis ve

analizler 6’sar deney hayvani ile (toplam 36) gergeklestirilmistir.

4.1. Histopatolojik Sonuclar

Tablo 4. Tanimlayici Ozelliklerin Dagilimi

n (0/0)
Grup Kompartman sendromu (tedavisiz) 6rneklemi 4.giin 6 (16,7)
Kompartman sendromu (tedavisiz) 6rneklemi 14.giin 6 (16,7)
Kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 4.giin 6 (16,7)
Kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.giin 6 (16,7)
Kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 4.giin 6 (16,7)
Kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 14.giin 6 (16,7)
Fonskiyonel Ort+Ss 63,64+6,75
sonuglar Medyan (Min-Maks) 62,5 (50-78)
HE skor 0 13 (36,1)
1 7(19,4)
2 12 (33,3)
3 4(11,1)
Ort+Ss 1,19+£1,06
Medyan (Min-Maks) 1(0-3)
MTK skor 0 15 (41,7)
1 18 (50)
2 38,3
Ort+Ss 0,67+0,63
Medyan (Min-Maks) 1(0-2)

Her grupta %16,7 (n=6) sican olmak {izere gruplar; “Kompartman sendromu
orneklemi (tedavisiz) 4.giin”’, “Kompartman sendromu érneklemi (tedavisiz) 14.giin”,
“Kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 4.giin”, “Kompartman
sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.giin”, “Kompartman sendromu ve

“«

deferoksamin tedavisi alan 4.giin” ve “Kompartman sendromu ve deferoksamin

tedavisi alan 14.giin” seklindedir (Tablo 4).
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4.1.1. HE skor sonuclari

Siganlarin %36,1’inde (n=13) HE skoru 0, %19,4’{inde (n=7) HE skoru 1, %33,3’iinde
(n=12) HE skoru 2 ve %11,1’inde (n=4) HE skoru 3’tiir. HE skorlarinin ortalamasi
1,19+1,06’dir (Sekil 18, 19).
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Sekil 18. Deneysel Kompartman Sendromu Modelinde Farkli Tedavi Gruplarina Ait
Hematoksilen-Eozin (HE) ile Boyanmis Kas Doku Kesitleri (X100): (4) Normal kas
dokusu, (B) Hafif renk degisikligi ve ¢ekirdek artisi, (C) Belirgin ¢ekirdek artisi ve
fokal nekroz alanlari, (D) Yaygin nekroz ile karakterize ileri diizeyde kas hasari

Sekil 19. HE skorlarinin dagilimi
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4.1.2. MTK skor sonuclari

MTK skoru %41,7’sinde (n=15) 0, %50’sinde (n=18) MTK skoru 1 ve %8,3’linde
(n=3) MTK skoru 2’dir. MTK skorlarinin ortalamas1 0,67+0,63 tiir (Sekil 20, 21).
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Sekil 20. Masson Trikrom (MTK) Ile Boyanmis Kas Dokusu Kesitlerinde Fibrotik
Degisimlerin Karsilastirilmast (X100): (4) Fibrozis yok, (B) Kas hiicreleri arasinda
fokal diizeyde artmuis kollajen lifleri ve hafif fibrozis, (C) Kas lifleri arasinda belirgin
sekilde yer kaplayan diizensiz kollajen birikimi; orta diizey fibrozis bulgulari

Sekil 21. MTK Skorlarinin Dagilimi
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Tablo 5. Gruplara Gére HE Skorlarin Karsilagtirilmasi

HE Skorlar

Medyan (Min- p
Ort£Ss Maks)
Komp?n:tman fendromu orneklemi 2.1740.75 2(1-3) 40,093
(tedavisiz) 4.giin
Kompartman sendromu 6rneklemi
+ -
(tedavisiz) 14.giin 1,3320,52 1(1-2)
Kompartman sendromu ve oral 1,67:0,82 2(0-2) a0,015*
silibinin tedavisi alan 4.giin
Kompartman sendromu ve oral
silibinin tedavisi alan 14.giin 0,1720,41 0(0-1)
Kompartman sendromu ve a -
deferoksamin tedavisi alan 4.giin 1.83£1,17 2(0-3) 0,015
Kompartman sendromu ve
deferoksamin tedavisi alan 14.giin 0,00+0,00 0(0-0)
D Posthoc

A . .

Kom[.u}rtmal.l. sendromu o6rneklemi 2.1740,75 2 (1-3)
(tedavisiz) 4.giin
C

Kompiggn sencigggeral 1,67+0,82 2(0-2) 0,633
silibinin tedavisi alan 4.giin
EKompartman sendromu ve

+ b

deferoksamin tedavisi alan 4.giin 183117 )
BKompartman sendromu érneklemi
(tedavisiz) 14.giin 1338~ 1{d-2)
D

Kompiiginan seadgpmu ve oxgl 0,170,41 0(0-1) 50,001%* B>F,D
silibinin tedavisi alan 14.giin
F

Kompartman sendromu ve 0,000,00 0 (0-0)

deferoksamin tedavisi alan 14.giin
“Mann Whitney U Test
bKruskal Wallis Test&Dunn Bonferroni Test
**p<0,01 *»<0,05

Kompartman sendromu Orneklemi (tedavisiz) 14.giin ve kompartman
sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 4.gilin gruplaria gore HE skorlari, istatistiksel olarak

anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05) (Tablo 5).

Kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 4.giin HE skorlari,
kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.glin HE skorlarindan

istatistiksel olarak anlamli yiliksek saptanmistir (p=0,015; p<0,05) (Tablo 5).

Kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 4.giin HE skorlari,
kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 14.giin HE skorlarindan

istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmistir (p=0,015; p<0,05) (Tablo 5).
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Sekil 22. Gruplara Gére HE Skorlarinin Dagilimi

Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 4.giin, kompartman sendromu ve
oral silibinin tedavisi alan 4.giin ve kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi
alan 4.giin gruplarina goére HE skorlari, istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemektedir (p>0,05) (Tablo 8).

Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 14.giin, kompartman sendromu
ve oral silibinin tedavisi alan 14.giin ve kompartman sendromu ve deferoksamin
tedavisi alan 14.giin gruplarina gére HE skorlari, istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 8). Kompartman sendromu orneklemi
(tedavisiz) 14.glin grubundaki sicanlarin HE skorlari, kompartman sendromu ve
deferoksamin tedavisi alan 14.giin ve kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi
alan 14.giin grubundakilerden istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmistir

(p=0,002; p=0,010; p<0,05) (Sekil 23) (Tablo 8 ).

1,8
1,6
1,4
1,2

rt+Ss
o

S 08
0,6
0,4
0,2

Kompartman sendromu Kompartman sendromu Kompartman sendromu
orneklemi 14.giin ve oral silibinin tedavisi ve deferoksamin tedavisi
alan 14.giin alan 14.giin

(tedavisiz)

Sekil 23. Gruplara Gore 14.Giin HE Skorlarinin Dagilimi
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Tablo 6. Gruplara Gére MTK Skorlarinin Karsilagtirilmasi

MTK Skorlari
Medyan (Min- p
Ort£Ss Maks)
Komp?n:tman fendromu orneklemi 0,67+0.52 1 (0-1) a0,132
(tedavisiz) 4.giin
Kompartman sendromu 6rneklemi
+ -
(tedavisiz) 14.giin 1,3320,52 1d-2)
Kompartman sendromu ve oral 0,83+0,41 1(0-1) “0,065
silibinin tedavisi alan 4.giin
Kompartman sendromu ve oral
silibinin tedavisi alan 14.giin 0,1720,41 0(0-1)
Kompartman sendromu ve a -
deferoksamin tedavisi alan 4.giin 1,00+0,63 10-2) 0,015
Kompartman sendromu ve
deferoksamin tedavisi alan 14.giin 0,00+0,00 0(0-0)
D Posthoc
A . .
Kom[.u}rtmal.l. sendromu o6rneklemi 0,67£0,52 1 (0-1)
(tedavisiz) 4.giin
C
Kompiggn sencigggeral 0,83:0.41 1(0-1) 0,563
silibinin tedavisi alan 4.giin
EKompartman sendromu ve
+ -
deferoksamin tedavisi alan 4.giin 63 10-2)
BKompartman sendromu érneklemi
=+ -
(tedavisiz) 14.giin L3 3289F 10d-2)
D
.K'0¥npartmar§ s.endromu ve oral 0,17+0.41 0 (0-1) 50,001** B>F,D
silibinin tedavisi alan 14.giin
FKompartman sendromu ve
deferoksamin tedavisi alan 14.giin 0,00+0,00 0(0-0)
“Mann Whitney U Test
bKruskal Wallis Test&Dunn Bonferroni Test **p<0,01 *0<0,05

Kompartman sendromu oOrneklemi (tedavisiz) 14.glin ve kompartman
sendromu Orneklemi (tedavisiz) 4.glin gruplarina géore MTK skorlari, istatistiksel

olarak anlaml farklilik gostermemektedir (p>0,05) (Tablo 6).

Kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 4.giin ve kompartman
sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.giin gruplarma goére MTK skorlari,

istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05) (Tablo 6).

Kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 4.giin MTK skorlari,
Kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 14.giin MTK skorlarindan

istatistiksel olarak anlamli yliksek saptanmistir (p=0,015; p<0,05) (Tablo 6).
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Sekil 24. Gruplara Gére MTK Skorlarinin Dagilim

Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 4.gilin, kompartman sendromu ve
oral silibinin tedavisi alan 4.giin ve kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi
alan 4.giin gruplarina gore MTK skorlari, istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0,05) (Tablo 6). Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz)
14.gilin, kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.glin ve kompartman
sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 14.glin gruplarina gére MTK skorlari,
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 6).
Kompartman sendromu Orneklemi (tedavisiz) 14.giin grubundaki ratlarm MTK
skorlar1, kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 14.giin ve kompartman
sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.giin grubundakilerden istatistiksel olarak

anlamli yiiksek saptanmustir (p=0,002; p=0,010; p<0,05) (Tablo 6) (Sekil 25).

14.Giin MTK Skorlari

Ort+Ss
o

Kompartman sendromu  Kompartman sendromu ve Kompartman sendromu ve
orneklemi 14.giin oral silibinin tedavisi alan  deferoksamin tedavisi alan
14.giin 14.giin

(tedavisiz)

Sekil 25. Gruplara Gore 14.Giin MTK Skorlarinin Dagilimi1
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4.2. Fonksiyonel Sonuc¢lar

Fonksiyonel skorlar, 50 ile 78 arasinda degismekte olup, ortalamasi 63,64+6,75tir
(Tablo 4).

Tablo 7. Gruplara Gore Fonksiyonel Sonuglarin Karsilastirilmasi

Fonksiyonel Sonuclar
Medyan (Min- p

¢
Kompfn:tman fendromu orneklemi 54174337 54 (50-60)
(tedavisiz) 4.giin a0.009%*
Kompfn:tman sgndromu orneklemi 61.17+1,94 60,5 (59-64)
(tedavisiz) 14.giin
Kompartman sendromu ve oral 60,00+1,41 60 (58-62)
silibinin tedavisi alan 4.giin ag.002%*
Kompartman sendromu ve oral ’
silibinin tedavisi alan 14.giin 73,33+3,08 72,3 (70-78)
Homipgaman seTSupy ve g 63,67+2,50 64 (60-67)
deferoksamin tedavisi alan 4.giin ag.002%*
Kompartman sendromu ve ’
+ -
deferoksamin tedavisi alan 14.giin 69,4892 s
p Posthoc
Y = -
Kompz}rtmal.l' sendromu orneklemi 54174337 54 (50-60)
(tedavisiz) 4.giin
CKompartman sendromu ve oral E>A
+ e b %
silibinin tedavisi alan 4.giin G141 % (002 (0,001)
EKompartman sendromu ve
+ -
deferoksamin tedavisi alan 4.giin 63,67+2,50 64 (60-67)
B - -
Kom[.)z!rtman fendromu orneklemi 61,17+1,94 60,5 (59-64)
(tedavisiz) 14.giin
D
Kompartman sendromu ve oral 73,33+3,08 72,5 (70-78) 50,001** D,F>B
silibinin tedavisi alan 14.giin
F
Kompartman sendromu ve 69.50+1,22 70 (68-71)

deferoksamin tedavisi alan 14.giin
“Mann Whitney U Test
bKruskal Wallis Test&Dunn Bonferroni Test
**p<0,01 *p<0,05

Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 14.glin fonksiyonel sonuglari,
kompartman sendromu Orneklemi (tedavisiz) 4.giin fonksiyonel sonuglarindan

istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmustir (p=0,009; p<0,01) (Tablo 7).

Kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.glin fonksiyonel
sonuglari, kompartman sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 4.giin fonksiyonel
sonuclarindan istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmistir (p=0,002; p<0,01)
(Tablo 7).
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Kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 14.giin fonksiyonel
sonuglari, kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi alan 4.giin fonksiyonel
sonuclarindan istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmistir (p=0,002; p<0,01)
(Tablo 7) (Sekil 26) .

Fonksiyonel Sonuclar
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Sekil 26. Gruplara Gore Fonksiyonel Sonuglarin Dagilimi

Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 4.gilin, kompartman sendromu ve
oral silibinin tedavisi alan 4.giin ve kompartman sendromu ve deferoksamin tedavisi
alan 4.glin gruplarina gore fonksiyonel sonuglar, istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir (p=0,002; p<0,01) (Tablo 7) (Sekil27). Kompartman sendromu ve
deferoksamin tedavisi alan 4.glin grubundaki ratlarin fonksiyonel sonuglari,
kompartman sendromu 6rneklemi 4.giin grubundakilerden istatistiksel olarak anlamli

yiiksek saptanmustir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 7) (Sekil 27).
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4.Giin Fonksiyonel Sonuclar
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Kompartman sendromu Kompartman sendromu ve Kompartman sendromu ve
orneklemi 4.giin oral silibinin tedavisi alan deferoksamin tedavisi alan
(tedavisiz) 4.giin 4.giin

Sekil 27. Gruplara Gore 4.Glin Fonksiyonel Sonuglarin Dagilimi

Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 14.giin, kompartman sendromu
ve oral silibinin tedavisi alan 14.giin ve kompartman sendromu ve deferoksamin
tedavisi alan 14.gilin gruplaria gore fonksiyonel sonuglar, istatistiksel olarak anlaml
farklilik gostermektedir (p=0,001; p<0,01) (Tablo 10) (Sekil 28). Kompartman
sendromu ve oral silibinin tedavisi alan 14.giin ve kompartman sendromu ve
deferoksamin tedavisi alan 14.giin gruplarindaki ratlarin fonksiyonel sonuglari,
Kompartman sendromu 6rneklemi (tedavisiz) 14.glin grubundakilerden istatistiksel
olarak anlaml yiiksek saptanmistir (p=0,001, p=0,034; p<0,05) (Tablo 10) (Sekil
28).

14.Giin Fonksiyonel Sonug¢lar

Kompartman sendromu Kompartman sendromu ve Kompartman sendromu ve
orneklemi 14.giin oral silibinin tedavisi alan deferoksamin tedavisi alan

(tedavisiz) 14.giin 14.giin

Sekil 28. Gruplara Gore 14.Giin Fonksiyonel Sonuglarin Dagilinm
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5. TARTISMA

5.1. Kompartman Sendromunda Tedavi Arayislar:

Kompartman sendromu, kas dokusunda geri doniisii olmayan hasara yol acabilen ve
acil miidahale gerektiren bir klinik durumdur. Ancak son yillarda yapilan sistematik
derlemeler kompartman sendromu tedavisinde uygulanan fasyotomi protokollerinin
cesitlilik gosterdigini, standart bir yaklagimin heniiz benimsenmedigini ortaya
koymaktadir. Gerek cerrahi insizyon sayisi ve yeri, gerekse konservatif tedavi
secenekleri konusunda literatiirde belirgin bir heterojenlik s6z konusudur. Kanita
dayali ¢alisma eksikligi nedeniyle, yalnizca mekanik dekompresyona dayali tedavi
stratejilerinin yeterliligi tartismali olup, bu durum kompartman sendromuna eslik eden
hiicresel ve inflamatuar hasarin ihmal edilmesine yol a¢maktadir. Calismamiz;
yalnizca cerrahi uygulamaya odaklanmak yerine, ferroptozis gibi alternatif hiicresel
O0lim mekanizmalarim1 hedefleyebilecek farmakolojik ajanlarin (silibinin ve
deferoksamin) rejeneratif siiregler iizerindeki etkilerini degerlendiren biitiinciil bir
yaklagim sunmaktadir (92). Kamaci ve ark. (2025) yayimladiklar1 ¢alismada, 2023
Tiirkiye-Suriye depreminin ardindan ekstremite kompartman sendromu gelisen
hastalarda yapilan fasyotomi islemleri degerlendirilmis ve ge¢ donemde yapilan
cerrahilerin enfeksiyon, amputasyon ve fonksiyonel kayip gibi komplikasyonlarla
yakin iligkili oldugu vurgulanmistir. Afet kosullarinda, mekanik dekompresyon
zamanlamasi kadar yara bakimi ve immiin yanita dair stratejiler de dnem kazanmakta,
bu da kompartman sendromunun yalnizca cerrahi degil, ayn1 zamanda hiicresel
diizeyde hedeflenmesini gerekli kilmaktadir. Bu gereksinim, iskemi-reperfiizyon
hasarina sekonder olarak ortaya cikan inflamasyon, oksidatif stres ve ferroptotik
stireclerin baskilanmastyla saglanabilir (93). Son yillarda yapilan calismalar,
kompartman sendromunun yalnizca mekanik basing artistyla siirli bir tablo
olmadigini, ayni zamanda inflamatuar ve hiicresel stres mekanizmalarimin da
patogenezde onemli rol oynadigimi ortaya koymustur. Odland ve ark. tarafindan

gelistirilen ultrafiltrasyon temelli yaklasim, hem kompartman i¢i basincin

diistiriilmesinde hem de erken tan1 araci olarak potansiyel tagimaktadir (20). Lawendy
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ve calisma arkadaslari ise lokal ve sistemik inflamatuar yanitlarin bu siirecte belirleyici
oldugunu gostermistir (21). Molekiiler diizeyde ise, ferroptozis adli demir-bagimli
hiicre 6liim mekanizmasinin kas hasarinin siddetini belirleyebilecegi, 06zellikle
Nrf2/Hmox1  yolunun  modiillasyonunun terapdtik  fayda  saglayabilecegi
bildirilmektedir. Minosiklin uygulanan deneysel modellerde bu yolun aktivasyonu ile
ferroptotik siireclerin baskilandig1 ve nekrozun anlamli diizeyde azaldig1 gosterilmistir
(22). Bu literatiir 15181nda, ¢alismamizda kullanilan deferoksamin ve silibininin de

benzer mekanizmalar1 hedefleyerek kas dokusunu korudugu diistiniilmektedir.

Di Paola ve ark. (2022), inflamasyonla iliskili patolojik siireclerde demir
metabolizmasinin roliine odaklandiklar1 ¢caligmalarinda, demir selatorlerinin yalnizca
metal homeostazin1 diizenlemekle kalmayip aynt zamanda oksidatif stres,
inflamatuvar yanit ve ferroptozis gibi hiicresel mekanizmalar {izerinde de belirgin
etkiler gosterdigini rapor etmislerdir. Ozellikle kas iskemisine eslik eden hiicresel
disfonksiyonlarda, demir birikiminin ve lipid peroksidasyonunun kontrol altina
alimmasinin rejeneratif siireci destekleyebilecegi vurgulanmistir. Bu bulgular, klasik
mekanik dekompresyon uygulamalarinin 6tesinde, farmakolojik diizeyde anti-
ferroptotik miidahalelerin kompartman sendromu gibi klinik tablolarin tedavisinde

tamamlayici bir rol iistlenebilecegine isaret etmektedir (94).

Wang ve ark. sican modelinde gergeklestirdikleri calismada, GPX4 ve
SLC7A11 ekspresyonunun azalmasiyla birlikte artan demir yiiki, lipid
peroksidasyonu ve mitokondriyal hasarin, ferroptozisin AKS patogenezinde rol
oynadigini gostermistir. Ferroptoz inhibitorlerinin doku hasarini azalttig1 izlenmistir
(49). Benzer sekilde, kompartman sendrom modelinde Slc39al4, Hmox1 ve Nod2
ekspresyonunun arttigi, GPX4’in ise baskilandig1 gosterilmis; bu durum, ferroptozisin

inflamatuvar yanit1 da etkileyen merkezi bir siire¢ oldugunu desteklemistir (50).

Thmal edilmis veya ge¢ tan1 konulmus kompartman sendromlarinin, geri
doniistimsiiz kas hasari, kontraktiirler ve fonksiyonel kisitlilik gibi kalic1 sekellerle
sonuclanabilecegi literatiirde siklikla vurgulanmaktadir. Glass ve ark. (2016)
tarafindan yapilan ve ¢alismamizla benzer kompartman sendromu modeli kullanilan
calismada tanmida yasanan gecikmelerin siklikla kas nekrozu, fibrozis ve motor

disfonksiyon ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durum, yalmizca fasiyal
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dekompresyonun zamanlamasmi degil, aym1 zamanda doku rejenerasyonunu
destekleyecek adjuvan farmakolojik tedavilerin 6nemini de ortaya koymaktadir. Bizim
calismamizda, silibinin ve deferoksamin gibi anti-ferroptotik ajanlarin uygulanmasi
sonrast histopatolojik olarak inflamasyonun ve nekrotik siirecin geriledigi, fonksiyonel
olarak ise motor performansta belirgin artisin saglandig1 gozlemlenmistir. Bu bulgular,
akut fazda gecikmis tedaviyle bile rejeneratif siirecin farmakolojik olarak modiile

edilebilecegine isaret etmektedir (95).

Dyer ve ark. (2022), farelerde olusturulan kompartman sendromu modeli
sonrasinda iskemik kasa lokal olarak uygulanan partikiil oksijen jeneratorlerinin
(POG) terapotik etkilerini degerlendirmistir. Calismada, POG uygulamasinin kas
kontraktilitesini  korudugu, histolojik doku biitiinliglinii  iyilestirdigi ve
proinflamatuvar yaniti (TNF-o0, IL-6) baskiladigi gosterilmistir. Ayrica oksidatif
stresin azaltilmas1 yoluyla doku onariminin desteklendigi rapor edilmistir. Bu
sonuglar, iskemi-reperfiizyon iliskili kas hasarinda inflamatuar yanitin ve oksidatif
hasarin modiile edilmesinin, hiicresel diizeyde koruyucu etkiler saglayabilecegini

gostermektedir (96).

Literatiirde, kompartman sendromu benzeri kas hasar1t modelleri kullanilarak
yiiriitiilen ve inflamasyonun baskilanmasina odaklanan ¢esitli ¢alismalar mevcuttur.
Wang ve ark., Sprague-Dawley sicanlarda akut kiint kas travmasi modeli olusturarak
icariin yiiklii liposomlarin tedavi edici etkilerini degerlendirmistir. Calismada, icariin
liposomu uygulamasinin TNF-a ve IL-6 diizeylerini anlamli diizeyde azalttig1, desmin
ekspresyonunu artirdig1 ve kollajen birikimini baskiladigi gosterilmistir. Bu bulgular,
kas travmasina bagli gelisen inflamatuar yanita karsi farmakolojik ajanlarla hedefli

miidahalenin miimkiin olabilecegini gostermektedir (97).

Yosef ve ark. (2020) tarafindan gergeklestirilen calismada, ratlarda
kompartman sendromu modeli kullanilarak, oksidatif stresin neden oldugu fibrotik
doku yanit1 NAC tedavisi ile baskilanmig, kas fonksiyonu ve rejenerasyonu anlaml
sekilde iyilestirilmistir. Bizim c¢alismamizda da benzer hayvan modeli kullanilmis
olup, deneysel iskemi-reperfiizyon sonrasi gelisen inflamatuar ve fibrotik siirecler
hedef alinmustir. Literatiirde, kompartman sendromu gibi siddetli kas hasar

modellerinde antioksidan ve antienflamatuvar etkiler yoluyla doku biitlinliigiinii
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koruyan ve fonksiyonel iyilesmeyi destekleyen ajanlarin (6rnegin NAC, silibin, icariin
gibi) etkileri giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda, ferroptotik hiicre
Olimiinii hedefleyen yaklasimimiz, NAC tedavisinin sundugu antioksidan ve
antifibrotik mekanizmalarla benzer biyokimyasal yollar1 hedef alarak yeni bir tedavi

stratejisi sunmaktadir (98).

Yildirim ve arkadaslarinin (2023) gergeklestirdigi calismada, sigan modelinde
olusturulan kompartman sendromu aracilifiyla iskemiye bagl biyokimyasal
degisiklikler incelenmistir. Calisma, doku perfiizyonunun bozuldugu erken evrede,
ozellikle total oksidan seviyelerinde (TOS) anlamli ylikselme tespit edilmesiyle dikkat
cekmektedir. Bu biyobelirtecin, histopatolojik bulgular heniiz gelismeden once
yiikselmesi, oksidatif stresin ¢ok erken fazda devreye girdigini gostermektedir. S6z
konusu hayvan modeli ve erken inflamatuar yanitin biyokimyasal diizeyde tespiti,
bizim de benzer kompartman sendromu modeli kullandigimiz tez g¢alismamizla
ortiismektedir. Bu baglamda, hiicresel diizeydeki oksidatif hasarin, ferroptotik hiicre
Olimii gibi mekanizmalarla iliskili olabilecegi ve bu siirecin antiinflamatuar

tedavilerle modiile edilebilecegi diistiniilmektedir (99).

Amara ve ark. (2022) tarafindan yiiriitiilen bu deneysel calisma, iskemik kas
dokusunda inflamasyon, fibrozis ve rejeneratif siireclerin modiilasyonunda PRP ve
kolsisinin etkilerini ortaya koymustur. Kas dokusunda uygulanan iskemi/reperfiizyon
modeli ve bunun iizerine yapilan molekiiler analizler, bizim de benzer deneysel modeli
kullandigimiz ¢alismamizla ortiismektedir. PRP’nin miyogenin ve CD34 diizeylerini
artirarak rejenerasyon ve anjiyogenezi desteklemesi, antiinflamatuvar mekanizmalarin
hiicre 6liimii iizerindeki etkisini arastiran ¢alismamiza dolayli katki saglamaktadir.
Ozellikle kolsisinin antioksidan ve antifibrotik 6zelliklerinin, ferroptotik yolaklar ile
iliskili hiicresel stresin azaltilmasina yonelik terapdtik yaklagimlar agisindan dikkate

deger oldugu diisiiniilmektedir (100).

Alg1 uygulamasi, kirik tedavisinde ortopedi pratiginde sik¢a basvurulan temel
yontemlerden biridir. Ancak, al¢1 sonrasi gelisebilecek kompartman sendromu, bu
uygulamanin en ciddi komplikasyonlarindan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. (6,7)

Caligmamiz, bu baglamda yalnizca deneysel diizeyde tedavi alternatiflerini degil, ayni
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zamanda ortopedi pratiginde karsilasilan bu tiir komplikasyonlara yonelik farkindalik

ve ¢ozlim gelistirme agisindan da katki saglamay1 amaglamaktadir

Tiim bu veriler, kompartman sendromunun yalnizca basinca bagli mekanik bir
patoloji olmaktan &te, inflamatuvar yanit, oksidatif stres ve hiicresel oOliim
mekanizmalarinin etkilesimiyle sekillenen karmasik bir siire¢ oldugunu ortaya
koymaktadir. Son dénem deneysel caligsmalar, bu siireclerin farmakolojik olarak
hedeflenmesinin, doku hasarini azaltmada ve rejeneratif yaniti desteklemede etkili
olabilecegini gostermektedir. Bu dogrultuda gerceklestirdigimiz ¢alismada, silibinin
ve deferoksamin uygulamasiyla yalnizca histopatolojik iyilesme degil, ayn1 zamanda
motor performans diizeyinde de anlamli kazanimlar elde edilmistir. Bu bulgular, s6z
konusu ajanlarin anti-ferroptotik 6zellikleri araciligiyla yapisal ve islevsel iyilesmeye

katki saglayabilecegini diistindliirmektedir.

5.2. Kompartman Sendromunda Deferoksamin ve Silibinin Yeri

Kompartman sendromuna bagli gelisen iskemik kas hasari, yalnizca mekanik basinca
degil, ayn1 zamanda reperfiizyon sonrasi acgiga cikan reaktif oksijen tiirleri (ROS),
serbest demir birikimi ve lipid peroksidasyonuna bagli olarak gelisen hiicresel
diizeydeki yikima da baghdir. Bu siirecte ferroptozis, demir bagimli, antioksidan
sistemlerin tiilkenmesiyle tetiklenen 6zgiin bir hiicre 6liimii mekanizmasi olarak one
cikmaktadir. Deferoksamin, ferrik (Fe*") iyonlarina yiiksek afiniteyle baglanabilen bir
demir selatoriidiir ve bu 6zelligi sayesinde ferroptozisin temel tetikleyici mekanizmasi
olan demir yiikiinii azaltarak hiicresel hasarin 6nlenmesine katki saglayabilir. Di Paola
ve ark. (2022), deferoksaminin inflamasyon ve oksidatif stresin baskilanmasinda
onemli bir rol oynayabilecegini bildirmistir (94). Calismamizda deferoksamin
uygulanan sican gruplarinda hem histopatolojik hem de fonksiyonel diizeyde anlaml
tyilesmeler gozlenmistir. HE ve MTK boyamalar1 ile degerlendirilen kas kesitlerinde
inflamasyon, nekroz ve fibrozis skorlarinda belirgin azalma izlenmis; egimli tahta
testinde Olciilen fonksiyonel performans degerleri ise kontrol gruplarina kiyasla
anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar, deferoksaminin yalnizca sistemik

demir yiikiinii azaltmakla kalmay1ip, ayn1 zamanda iskemiye sekonder gelisen hiicresel
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dejenerasyonu sinirlayarak rejeneratif siireci destekledigini dstermektedir.Calismamiz
kompartman sendromunda deferoksamin molekiiliin terap6tik kullaniminin denenmesi

acisindan literatiirde ilk olma niteligi tasimaktadir.

Vahabi ve ark. (2024), deneysel omurilik yaralanmast modelinde
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, silibininin ferroptozisi baskilayarak doku hasarini
azalttigini ve ndrolojik iyilesmeyi anlamli sekilde destekledigini gdstermistir. Silibinin
uygulamasiyla GPX4 gibi anti-ferroptotik belirteclerin diizeylerinde artig, lipid
peroksidasyonu ve demir birikiminde ise azalma saptanmis; buna paralel olarak
inflamatuvar yanitin hafifledigi ve motor fonksiyonlarin klinik olarak iyilestigi rapor
edilmistir. Bu bulgular, silibininin yalnizca oksidatif stresi degil, ayn1 zamanda
hiicresel 6liim yolaklarini1 da hedefleyerek rejeneratif siireci destekleyen ¢ok yonlii bir
etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Calismamizda elde edilen benzer sonuglar,
silibininin periferik kas dokusunda da benzer bir koruyucu mekanizma ile etki
gosterdigini diisiindiirmektedir. (91). Calismamiz kompartman sendromunda silibinin
molekiiliin terapdtik kullaniminin denenmesi agisindan literatiirde ilk olma niteligi

tasimaktadir.

5.3. Calismanin Kasithhiklar:

Bu deneysel calisma, kompartman sendromuna yonelik anti-ferroptotik tedavi
yaklagimlarinin etkilerini degerlendirme agisindan 6nemli bulgular sunmakla birlikte,

bazi metodolojik ve teknik sinirliliklar igermektedir.

Literatiirde, iskemi siiresi, kompartman basinci diizeyi ve uygulanan hasar
mekanizmasi agisindan farklilik gdsteren ¢ok sayida kompartman sendromu modeli
bulunmaktadir. Bu model ¢esitliligi, elde edilen sonuglarin genellenebilirligini
sinirlayabilir. Bu nedenle c¢alismamizin bulgulari, kullanilan modelin 6zgilligi

cercevesinde degerlendirilmelidir.

Calismamizda kullanilan modelin zamansal inflamatuvar ve rejeneratif
yanitlart onceki literatiirde (82) 1., 2., 4., 7., 14. ve 35. gilinlerde degerlendirilmis
olmasina ragmen, bizim ¢alismamizda yalnizca 4. ve 14. giinlerde analiz yapilmstir.
Hayvan kullanim sayisini azaltma amaciyla tercih edilen bu sinirli zaman araligi,

stirecteki akut inflamasyonun baslamasi ve ge¢ rejenerasyon gibi bazi ara evrelerin
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atlanmasina neden olmus, bdylece inflamatuvar ve rejeneratif siirecin tam zamanh
takibini kisitlamustir. Ozellikle kas dokusunda yeniden yapilanma siireglerinin haftalar
hatta aylar siirebilecegi goz oniine alindiginda, ilerleyen dénemlerde yapilacak uzun
siireli takiplerle hem histopatolojik hem de fonksiyonel iyilesmenin kalicilig1 ve

etkinligin devamlilig1 hakkinda daha kapsamli veriler elde edilmesi gerekmektedir.

Histopatolojik degerlendirmelerde yalnizca Hematoksilen-Eozin (HE) ve
Masson Trikrom (MTK) boyamalar1 kullanilmig olup, bu analizler kas dokusundaki
yapisal bozulmalari, nekrozu ve fibrotik degisimleri genel hatlariyla ortaya koysa da
rejeneratif siirecin hiicresel diizeydeki dinamiklerini ayrintili olarak degerlendirmede
yetersiz kalmistir. Rejenerasyon siirecine eslik eden oksidatif stres, inflamasyon ve
hiicre 6liimii gibi biyolojik mekanizmalarin daha derinlemesine degerlendirilebilmesi
icin biyokimyasal belirte¢ diizeylerinin ve gen ekspresyon profillerinin
incelenmesionemli bir gereklilik olusturmaktadir. Ancak bu analizler, ¢alisma siiresi

ve teknik sinirhiliklar nedeniyle gergeklestirilememistir.

Kas rejenerasyonunda dnemli biyolojik gdstergeler olan Pax7 ve Myogenin
immiinohistokimyasal analizleri, proje planinda yer almasina ve etik kurul ile biitce
onayl alinmig olmasina ragmen, antikor temininde yasanan lojistik gecikmeler
nedeniyle tez sliresi icerisinde gercgeklestirilememistir. Ancak bu analizlerin yayin
stireci igerisinde tamamlanmasi planlanmakta olup, elde edilecek verilerin ¢aligmanin
bilimsel derinligini artiracagi ve literatiire hiicresel diizeyde katki saglayacagi

Oongoriilmektedir.

Fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesinde yalnizca egimli tahta testi
kullanilmis olup, bu test motor performans hakkinda genel bir fikir verse de, daha
kapsamli bir néromotor analiz i¢in tek bagina yeterli degildir. Kas giicii, koordinasyon,
denge ve yiirlime paternlerini degerlendiren ilave fonksiyonel testlerle
desteklenmemis olmasi, fonksiyonel sonuglarin yorumlanabilirligini sinirlamaktadir.
Ayrica, ¢aligmada uygulanan silibinin (200 mg/kg) ve deferoksamin (100 mg/kg)
dozlar1 onceki literatiirden referansla secilmis olsa da, bu dozlarin optimal tedavi
diizeylerini temsil edip etmedigi net olarak ortaya konmamistir. Doz-cevap iliskisini
inceleyen karsilastirmali bir analiz yapilmamasi, elde edilen etkinlik bulgularinin

farmakodinamik c¢ercevede daha ayrintili yorumlanmasini giiglestirmektedir. Bu
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stnirliliklar goz 6niine alindiginda, gelecekte daha genis 6rneklemli, uzun dénemli, ¢ok
zaman noktali ve molekiiler diizeyde desteklenmis calismalar ile mevcut bulgularin
dogrulanmas1 ve tedavi stratejilerinin daha net bir sekilde optimize edilmesi

gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

e Bu deneysel modelde, kompartman sendromu sonrasit uygulanan silibinin ve
deferoksamin tedavileri, kas dokusunda meydana gelen hasar1 anlamh sekilde

azaltmastir.

e Histopatolojik degerlendirmelerde, 14. giin tedavi gruplarinda inflamasyon,
fibrozis ve nekroz skoru belirgin sekilde diisiik bulunmustur (HE ve MTK

skorlart).

e Fonksiyonel degerlendirmede, her iki ajanla tedavi edilen gruplarda egimli tahta

testinde anlamli performans artis1 gdzlenmistir.

e Silibinin ve deferoksaminin etkileri, yalnizca semptomatik iyilesmeye degil, aym

zamanda rejeneratif slirecin desteklenmesine katki saglamistir.

e FElde edilen veriler, ferroptozis gibi demir bagimli hiicre 6liim yollarinin kas
hasarinda rol oynadigim1 ve bu siirecin farmakolojik olarak hedeflenebilecegini

desteklemektedir.

e (alisma, silibinin ve deferoksaminin anti-inflamatuvar, anti-fibrotik ve potansiyel

rejeneratif etkilerini gostermesi bakimindan literatiire katki sunmaktadir.

e Bu bulgular, klasik dekompresyon tedavilerine farmakolojik destek stratejileri
eklenmesinin potansiyel faydalarini ortaya koymakta ve translasyonel arastirmalar

i¢in zemin hazirlamaktadir.
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