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GIRiS VE AMAC

Iskemi-reperfizyon hasar (IRH) ortopedi ve travma cerrahisinde
sik karsilasilan, énemli bir problemdir. Damar-sinir yaralanmalarinda,
kompartman sendromunda, vaskuiler cerrahi kullanilan rekonstriktif
girisimlerde, yiksek enerjili ezilme tarzi yaralanmalarda énemli ve
iyilesmeyi etkileyen bir faktordur'. Hayatin ve canlihidin surekliligi igin
gerekli olan oksijenin reperfizyon hasari olugumunda en 6nemli etken
olmasi dogadaki sonsuz ironinin bir érnegidir.

Yaslanma ve iskemik kalp hastaliklarinin énlenmesi son yillarda
tipta Uzerinde oldukga sik calisilan bir konudur. Serbest oksijen
radikallerinin yaslanma, iskemik kalp hastaliklar ve timér olugumundaki
rollerinin anlasiimasiyla bu alanda yapilan ¢aligmalar daha da artmistir.2
IRH'nda temel hasar serbest oksijen radikalleri araciligi ile olmaktadir’.

[RH olusumunda en 6nemli olay ATP, CPK gibi enerji kaynakiarinin
bitiminden sonra hiicre ici laktat ve Ca*? konsantrasyonunda artistir'®.
Hucre ici artmis Ca*®, Ksantin Dehidrogenaz'in Ksantin Oksidaz'a
dénisimuni katalizleyip serbest oksijen radikalleri yapimini arttirir.®
Teorik olarak olaya bakildigi zaman hiicre igi Ca*? artisinin engellenmesi
IRH olusumunu azaltmalidir. Reperfiizyon hasarina ugrayacak her hicre
ayni zamanda iskemik bir hicredir. iskemik hucrelerin Ca*? kanal
blokerlerine cevabi pek cok ilaca oldugu gibi normal hiicrelerden farkl
olabilir.

Biz bu calismada reperfuzyon hasarinin énlenmesindeki etkinligi
pek cok organda ( karaciger, kalp, bagirsak vb. ) caligilmis ve gosterilmis
olan ancak iskelet kasi IRH’m_énIemedeki etkinligine yénelik son derece

sinirll sayida calisma bulunan verapamili kullandik. Verapamilin iskelet



Kasi IRH’ni1 énlenmesindeki etkinligini ve bunun ilacin iskemi éncesi ve -

| reperfiizyon éncesi verilmesi ile degi§ébilirligini arastirdik.



GENEL BILGILER

Sebep ne olursa olsun, kan dolagimi kesilen herhangi bir dokuda
belirli bir iskemi sliresinden sonra, iskemiye yol agan etkenin ortadan
kaldirimasi ve yeterli kan akimi saglanmasi (reperfiizyon), kapiller
dolasimi iskemi éncesi déneme getiremez. Buna “no-reflow” fenomeni
denmektedir.* iskemik dokuya tekrar kan akimi saglanmasiyla serbest
radikallerin olustugu ve bu serbest radikallerin rol aldigi bir takim
kimyasal reaksiyonlar sonucunda dokuda nekroz ve ilerleyici hasar
meydana geldigi anlasiimistir. Iste bu kimyasal olaylar bitinine ve
sonugctaki hasara iskemi reperfiizyon hasari (IRH) denmistir.’

Bir calismada reperflizyon olmadan 4 saatlik intestinal iskemi
sonrasinda olusan hasarin 1 saatlik reperfiizyon uygulamasina oranla
daha az oldudu gésterilmistir.> Reperfuzyon hasarinin iskemik hasardan
daha farkli ve bazen de daha ciddi ve zarar verici oldugu pek cok
calismayla gosterilmistir.®’

iskelet kasi iskemiye ve reperfiizyon hasarina en hassas
dokulardan biridir’. IRH o6zellikle replantasyon cerrahisinde, kiriklarla
beraber gériilen yiksek enerjili ezilme tarzi yaralanmalarda, kompartman
sendromlarlnda,' damar yaralanmasiyla beraber gérilen acgik kiriklarin
tedavisinde ve neticesinde ¢ok &nemli rol oynar'. Son yillarda 6zellikle
serbest radikallerin ve antioksidanlarin éneminin kavranmasiyla ve bu
konu ile ilgili bilgilerin artmasiyla reperfiizyon hasarint énlemeye yénelik
calismalarin sayisi artmigtir. Ancak kalp, karaciger, beyin gibi dokularda
yaplla'n calismalarla kiyaslandigi zaman iskelet kasinda yapilan

calismalarin sayisi nispeten azdir.



IRH da Ug &nemli olay vardir. Oncelikle eneriji Gretimi bozulur, daha
sonra lokositler aracilifi ile serbest oksijen radikalleri olugur ve en

sonunda hiicre perfiizyonu bozulur®

Serbest oksijen radikalleri (SOR) bir veya daha fazla eglesmemis
elektronu olan ve molekller oksijenin indirgenmesi veya
yikseltgenmesiyle olugan stabil olmayan bilesiklerdir.’ Siiperoksit
anyonu (Oz) molekuler oksijenin bir elektron, hidrojen peroksit (H20) iki
ve hidroksil radikali (OH) ti¢ elektron alarak indirgenmesiyle olugur. "
Siiperoksit anyonu (Oy), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksit
(H.O. ) hicreler icin toksiktir.’ Serbest radikaller hucre duvari lipid
peroksidasyonu, enzim denatlrasyonu, DNA hasari ve halka kiriklart, tiol
bilesiklerinin hasari, monosit ve makrofajlarda proinflamatuar sitokin
yapimi  stimulasyonu, sarkolemma ve sarkoplazmik retikulum
disfonksiyonu, damar endoteli hasar ve damar duvarina nétrofil ve

trombosit yapismasina yol agarak doku hasari olustururlar, 231314152

Normal hiicresel solunumda da serbest oksijen radikali olugsumu
s6z konusudur.® Ancak, bunlar hiicre i¢ci enzimatik sistemlerle nétralize
edilirler.’ Bu koruyucu hiicre ici enzimler stiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)dir.'®'” SOD, O?
—H,0,+0,, katalaz Hy0, —H ,0+0, dénusumini saglar.'” GPx ise
katalaz'in gérevini hiicre disi ortamda yapan bir enzimdir.'” Ayrica
seruloplazmin, betakaroten, tioller, silftr iceren aminoasitler, transferrin,

albtimin, rat gibi bilesikler de antioksidan olarak kabul edilirler.'®°

IRH'nda olugan serbest radikaller normal solunuma gére ¢ok daha

fazla miktarda oldugu icin SOD ve CAT enzimleri kisa strede tukenir ve

hiicresel hasar olugumu engellenemez. 22!



‘Serbest oksijen radikallerinin en dnemli dort kaynégl vardir. Bunlar
nétrofil NADPH oksidaz—myeloperoksidaz sistemi, ksantin dehidrogenaz
(XD)-ksantin oksidaz (XO) sistemi, katekolamin - oksidasyonu ve

prostaglandin sentezidir.?®

Uzun sireli iskemide, ATP hipoksantin'e dénusir.?®> Hipoksantin
normal de XD tarafindan NAD ve H,0, varliginda (rik asite
dénasturulur.® Iskemik ortamda ise hiicre igi Ca** artigi proteazlari
aktive ederek XD'yi, XO'ya dénusturur.?® XO ise hipoksantin’i {irik asite
cevirirken oksijen molekilinu kullanir ve ortaya 02 cikar.®® Siperoksit
anyon (O?) reperfuzyonun 5. dakikasinda olugsmaktadir ve olusan O
spontan olarak H,O, ile reaksiyona girerek, O2 den daha reaktif olan
hidroksil (OH") iyonunu olusturur.?*** Normalde OH" olusumuna yol agan
Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari ¢ok yavas ilerler. Hipoksik
kosullarda ise bu reaksiyon Fe*® kullanarak gok hizl bir sekilde ilerler ve

Fenton reaksiyonu adini alir.

H,O, + 02 ——® 0, -OH +OH (Haber-Weiss reaksiyonu)
Fe*+02 — ¥ Fe?2+0;, (Fenton reaksiyonu)
Fe*? + H,O, ——» Fe? + OH + OH’

Bu reaksiyonlar sonucu ortaya gikan OH" radikalleri hiicre zarindaki
yag asitleri ile reaksiyona girip lipid peroksidasyonuna yol acar ve
fosfolipaz-A. yi arttinir.! Fosfolipaz-A, hidrolitik bir enzimdir ve hucreyi
6lume gétirdr." iskemi ve sonrasinda aktivitesi artan XO enzim sistemi
pek cok dokuda SOR'nin kaynagi olarak gosterilmigtir,2527:26.23:29.30.25
Calismamizin ve genel anlamda Ca™ kanal blokerlerinin IRH kullanim
amact XD'in XO’a dénlsuimiand tetikleyen hicre igi Ca*? artisini bloke

etmektir.



ATP ‘azalmasiyla hiicre icinde artan  Ca'?

un bir diger etkisi
. fosfolipaz A2 aktivasyonunu saglamasi sonucunda ortaya cikan
I6kotrienlerin ~ nétrofiller icin aktifleyici rol oynayarak reperflizyon

hasarina katkida bulunmasidir.®’

Hangi organ olursa olsun iskemik bir organa tekrar kan akimi
saflandit zaman iskemi doéneminde biriken toksik metabolitlerin
sistemik dolagsima gecmesi ve major intraselliler katyon olan

potasyumun hiicre disina sizmasi ile ani élimler meydana gelebilir. *

Normalde nétrofiller tarafindan tiketilen oksijenin %70'i NADPH
Oksidaz tarafindan O%e, O2 ise daha 6nce belirttigimiz sekilde H,O,
kullanilarak OH"e dénusturtlir.2 OH" en zararli serbest radikaldir.?> Lipid
peroksidasyonunu baglatarak salfidril  gruplarinin  oksidasyonunu,
sitokrom enzimlerinin inaktivasyonunu ve membran tasiyici proteinlerinin

fonksiyonlarini bozarak etkili olmaktadir.?®

SOR'nin sekonder etkileri Ca*® (zerindendir.*® Bir ¢ok hiicre
faaliyeti (eksitasyon—kontraksiyon), bir cok enzim ve hiicre metabolizma

reglilasyonu sitozolik serbest Ca** konsantrasyonundaki degisikliklerle

+23

saglanir.®® Bu nedenle hiicre Ca*™unun buyuk kismi ya bagl ya da

subselliiler kompartmanlarda sekestredir.*® Plazma membrani, sitozolik

+2»

proteinler ve intrasellliler fosfatlar Ca™ u énemli miktarda baglar. Ayrica

+23

endoplazmik retikulum ve mitokondriler Ca** u membranlarina baglar®

ve hatta Ca*? u sitozolden kendi iclerine transfer ederler.** Endoplazmik

*2 u normal diizeyde tutmakla gérevii en

retikulum sitozoldaki serbest Ca
énemli organeldir.®* Serbest sitozolik Ca*? artigi “Ca ATP’ az” aktivitesini
arttinr.® Bu da ATP kullanimini artirarak, iskemik kosullarda zaten

yetersiz olan ATP miktarini daha da azaltir.*



Nétrofiller iskemi - sonrasi doku hasarini hem SOR, hem de
sitotoksik enzim salgilayarak olustururlar.®*%® Nétrofil sayr veya
aktivitesinin azaltimasi ile [IRHnin azaltildigi pek ¢ok calismada
gosterilmigtir. 72839404142 [nflamatuar hicre kaynakll serbest oksijen
radikalleri reperfiizyon hasarinda en énemli aractir.*® Lokositler proteaz,
kollagenaz, elastaz gibi enzimlerle endotel hicre glikokaliksini ve bazal
membrani harab ederek kapiller gecirgenligi arttirirlar.®® Ayrica iskemi ve
reperfizyon inflamatuar cevap olusturup kompleman sistemini aktive
ederek LTB, PAF, C5a artisina yol agip dokuya nétrofil infiltrasyonunu
arttinr.®® iskemi sonrasinda lkositlerden TNFo, IL-18 gibi sitokinlerin
yapimi artarak hem hiicre gegirgenligi arttirtlir hem de l6kositler igin

adhezyon molekdllerinin yapimi artar.*’

Lipid peroksidasyonuna en duyarli bilegikler ~membran
fosfolipidlerinin yapisinda bulunan doymamig uzun zincirli yag asitleridir.®
Bu ylzden lipid peroksidasyonun en &nemli hasari hicre zarinda
olmaktadir.’ [skemi ile beraber hiicre zari butlnitik ve gecirgenliginde

bozukluk meydana gelmektedir.’
Myeloperoksidaz enzim sistemi ise sadece nétrofillerde bulunur ve
HoOp + Cl + H » HOCI + H,0, reaksiyonunu gerceklestirir.'

Hipoklorik asit(HOCI), H,O, den yaklastk 100 kat daha toksik bir
radikaldir.** ‘HOCI" hticre membranindaki tiol gruplarini okside edip
membran transport sistemini inhibe ederek hiicre élimine neden olur.**
IRH'nda Hipoksantin oksidaz sisteminden kaynaklanan serbest oksijen
radikalleri molekiiler tetikleyici, hiicre ici Ca™ artisi ile aktive olan
fosfolipaz A, ise enzimatik '[jetikleyicidir.3 Her iki sistem de PMN lékosit

gécline sebep olarak hasar olugtururlar. 4



Endotel hucreleri de serbest radikallerdeki. értléa hicre disinda
nétrofiller icin spesifik reseptoérleri arttirarak ve sitokin salgilayarak cevap
verir® Aktive olan nétrofiler myeloperoksidaz, proteinaz, lipaz,
glikozidaz gibi enzimler salgilayarak yikima sebep olurlar. *4
Lokositlerin endotel hiicrelerine adhezyonu endoteldeki P ve E selektin
ve lokosit yilzeyindeki CD11/CD18 ve L selektin molekilleri ile

gerceklesir.*

Forbes ve arkadaslari iskelet kasinda iskemi sonrasi
reperfizyonda perflize olan kapiler sayisinda azalma ve postkapiller
ventlllerde I6kosit sayisinda artma tespit etmiglerdir.*® Ozellikle 15p‘dan

kiigtik mikro damarlarda akim bozuklugu daha belirgindir.***

Reperflizyonda venil limeninin I6kositler tarafindan tikanmasi,
6dem ve kapiller direng¢ artisina yol agip, reperfizyon yaralanmasina

katkida bulunur.

Uzun streli iskemiden sonra reperfizyon tekrar saglansa bile
mikrovaskuler sistemde akimin olmamasi yani “no-reflow” fenomeninden

endotel hasari, diiz kas spazmi ve tromboz sorumlu tutulmustur. °'-°?

Iskelet kasi icin “no-reflow” fenomeni 3-4 saatlik iskemiden sonra

daha ilerleyici ve 6nlenemez boyutlara ulagir.

IRH azaltilmasi igin pek ¢ok ilag, immunolojik ajan ve cerrahi
manipulasyon yapilimigtir.

IRH azaltiimasi icin kullanilan ilaglar bugin icin antioksidan olarak
bilinen SOR olusumu ve etkisini azaltan ilaclardir.

IRH azaltiimasi icin ilk ve en sik arastirmasi yapilan ajanlardan
birisi AIIopurinoI’dur..AIIopurinoI, iskemi sirasinda ortaya ¢ikan ATP yikim



artinlerinden olan hipoksantinin ksa‘r'itine dénistimunu kétalizleyen X0
oksidaz enzimini bloke ederek etki gdsterir.

Katalaz IRH' ni engellemede kullanilan baska bir ajandlr Etki
mekanizmasi H,O. nin H,O ya dénasimind saglamaktir.

NO bir bagka ajandir. Normal de NO pek ¢ok hlicresel faaliyette
regllatdér gérevi oynayan hicre ici bir habercidir. NO, nitrik oksit sentaz
(NOS) tarafindan sentezlenir. NOS'In 3 formu vardir ve bu 3 farkl
formdaki enzim sayesinde hem hiicre koruyucu 6zellik géstermekte hem
de inflamatuar hastalik ve iRH’ inda zararh etkiler olusturmaktadir.*®* NO
nun antioksidan olarak davrandigini gésteren galigsmalar da yapilmisgtir.
IRH da NO yapimi fizyolojik kosullardan farklidir. NO nun pek cok
organin IRH inda hem yararli hem de zararli etkileri oldugu gésterilmistir.
Cesitli NOS enzim inhibitérlerinin kullanimi ile kardiak infarkt alaninin
azaldi§1.®*% Flep émrundn uzadig),®® iskelet kasinda IRH'nin 6nlendigi
tespit edilmistir.?*%° Ote taraftan NO yapimini arttiran L-arginin
uygulamasi ile mezenterik damarlarda endotel l6kosit adezyonunun
dnlenebildigi gosterilmistir.5"%® Bu antiadezif etki O, anyonunu inaktive
edip vazodilatasyon yapip PAF yapimini inhibe ederek gosterir.?® NO
ayrica mastosit ve trombositler de proinflamatuar mediatérlerin yapimini
azaltip antiadezif etki gosterir.?#%® NO nun donér ve inhibitorlerinin ayni
anda kullanildi§i deneylerde; NO donérund reperfizyon éncesi verdigi
zaman; inhibitérinin ise iskemi éncesi uygulamalarinda faydal oldugu
gosterilmigtir.%®%

E vitamini (a tokoferol asetat ) bir bagka sik kullanilmig bir ajandir.
a tokoferol doymara lipidleri stabilize edip onlarin oksidasyonunu
engeller. a tokoferol serbest radikallerle reaksiyona girerekinonlar
etkisini azaltir. Yapilan galismalarda a tokoferol iskelet kasda [RH'ni
azalthig gosterilmistir.®® a tokoferol lipid peroksidasyonunun zincir

reakswonlarml inhibe ederken suda gozunebllen askorbik asnt okside
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“olmus a tokoferolun tekrar oigturulmasinda gorev yapar ve bu yiz den
[RH'In1 azaltmak igin kullanilabilecegi belirtilmistir.

iloprost ile ilgili yapilmis calismalarda- mevcuttur. iloprost
prostosiklin anologudur. Doganci ve arkada§larl lloprostun iskelet
kasinda reperfuzyon hasarini azalttigini géstermistir.”

IRH azaltmak icin kullanilan ajanlarin bir bélumi nétrofil gégU
vel/veya adezyonunu 6nlemeye yoénelik ajanlardir. Dolagimdan l6kosit
anndiriimasi, nétrofil yUzey reseptorlerine karsi antikor kullanimi,
siklofosfamit ile l6kosit sayisinin azaltilmasi bunlardan bazilaridir.”":7%%
Ancak deneysel kosullarda harikalar yaratan ilaglarin bugin icgin klinik
kullanimlari mimkin degildir.

Lokositlerin  endotel hiicrelerine adezyonu l6kosit ylzeyindeki
CD11/18 ve endotel hiicre ylzeyindeki L selektin ile olmaktadir. Cs,
LTb,,PAF IL-8, TNF a ,IL-1, superoksit anyonu ve H,O, gibi maddeler
endotel hiicre ylzeyindeki CD11/18 yapimini arttirirlar. CD11/18
molekiine karsi Uretilen antikorlarla barsakve mezenter, iskelet kasi
akcigerve kalp ve beyin ®de IRH azaltilabilmistir.

Mannitol da IRH'n1 azaltmasi icin denenmis ve ayrica klinikte
kullanilan bir preparattir.'® Mannitol hidroksil grubu tastyan radikallerin
tiiketicisidir ve antioksidan etkiyi bu yolla gésterir.®

IRH'n1 azaltmak icin gesitli cerrahi maniptlasyonlar denenmigtir.
Bunlardan ilki 1986 da Murry tarafindan ortaya atillan ‘“ischemic
preconditioning’dir. Burada kdépek miyokardi Uzerinde 5 dakikalik
iskemiyi 5 dakikalik reperfiuzyon dénemi takip ettirilip, bunun 4 siklus
boyunca yapiimasiyla IRH azaltlmistir. Diger bir cerrahi metod ise
kademeli reperflzyondur. iskemiden sonra reperflizyonun tekrar
saglanmas! baslangicta hiperemik bir kan akimi meydana getirir.
Hiperemik oksijenize doku SOR icin dominant bir kaynaktir. Kademeli

10



.' répeﬁﬁzyonda ‘bu reaktif hiperemi'k’ak|m‘6h[ehmekte ve SOR olusumu
azaltiimaktadir. Boylece IRH azaltilabilir. 747%76.77.78,79.8081,82

SOD, GPX, ve Katalaz serbest oksijen_radikallerine karsi en
énemli savunma mekanizmalaridir. Bunlardan SOD ve katalaz hiicre
icinde etki gosterirken GPX hilcre disinda etki géstermektedir. GPX
selenyum bagimli bir enzimdir. Ote yandan SOD Zn-Cu ve Mn bagimli iki
formu vardir. Bu enzimlerin aktivitelerindeki rollerinden dolayi Zn ve
selenyum son yillarda serbest oksijen radikali kaynakh pek ¢ok tablonun
énlenmesinde deneysel olarak kullaniimigtir.

iskemi ve reperfiizyon son tahlilde akut inflamatuar bir sireg
olusturur. Kemotaktik peptidler, lipid mediatérieri ve kompleman sistemi
aktive olarak nétrofil kemotaksisi uyaniir. LTb,, PAF ve GCs, gibi
kemotaktif maddelerin sentezinin azaltlmasi —6rn: steroid- IRH

olusumunu deneysel olarak azaltabilmistir.

Son yillarca popilerligi gittikge artan ve 6zellikle miyokartta
[RH'n1 ciddi sekilde azaltan ajanlar ACE inhibitorleridir. Sulfidril grubu
icermeyen ACE inhibitdrleri —6rn: enalapril- iskemi-reperflizyon sonrasi
olusan serbest radikallere karsi koruyucu etki gostermektedir. % Ancak
bu etki ilging olarak siklooksijenaz enzim inhibitéri olan indometazin
tarafindan ortadan kaldiniimistir. Buda ilag etkisinin prostaglandin sentez

veya salinimi yoluyla olabilecegini dustundirmustar.®

VERAPAMIL
Bugtin icin 4 tip voltaj bagimli Ca*? kanali bilinmektedir.>* Ayrica
reseptorlerle isleyen Ca*? kanallari da mevcuttur.>* Voltaj bagimh Ca*?
kanallari L,T,N, ve P olmak tizere dért tiptir.>* L tipi diiz kasta daha fazla
bulunmaktadir.>* Ca*? kanal blokerlerinin etkisi lokal anestetiklerin

etkisine benzer.5* Bu ilaclar depolarize membranin i¢ kismina etki eder

ve Ca*? kanallarina gulu olarak baglanir.* Duz kasta reseptérle calisan

11



Ca* kanallari ile, ayni voltaj kapili kanallarda 'c;)'ldugu gibi hiicre icine
. Ca*? girigi azaltilir.> Iskelet kasindaki kasilma Ca*® kanal blokerlerinden
etkilenmez c¢lnkl, eksitasyon—kontraksiyon olayinda hulcre igi Ca*?

havuzundan yararlanilir.>

Verapamil, diltiazem, nifedipin, bepridil yap! olarak birbirine
benzeyen Ca*? kanal blokeri ajanlardir. Bu ajanlardan bepridil, kardiyak
depresyon yapmadan en yiksek dizeyde Ca*? kanal blokaji yapan
ajandir. Ancak, bu ilacin parenteral formu yoktur, etki baglamasi gegtir ve
oral alimda bioyararlanim distktor. IRHnin  6nlenmesi  igin
kullanilabilecek bir ajanda tam tersi 6zelliklerin bulunmasi gereklidir.

Verapamil Ca*? kanal blokaji yaninda, alfa reseptér blokajina da yol

acarak periferik vazodilatasyon yapar.

Verapamilin i.v. formu vardir, etki baglama suresi yaklagik bes
dakikadir ve plazma yarilanma siresi yaklasik alti saattir.>* Yiizde
doksan plazma proteinlerine baglanir.>* Yiuzde yetmis bébreklerden
atilir.>* Reperfiizyon hasarinin temel patolojisinin dakikalar icinde geligtigi
dusinuldagi zaman hizl etkinin bu hasarin énlenmesinde 6nemli oldugu

kesindir.>*
Reperfiizyon Hasar Degerlendiriimesi:

Reperfiizyon hasarinin iskelet kasindaki dederlendirilmesi igin
myeloperoksidaz (MPO) ve malonildialdehit (MDA) seviyesi Glgimu
kantitatif deger tasimaktadir.®® MDA, lipid peroksidasyonunda son
arandr ve miktari serbest oksijen radikali miktarini gésterir.’® MPO ise
|6kositlerden salinir ve I6kosit birikiminin spesifik géstergesidir.'® SGOT,
SGPT, LDH kullanilan diger biyokimyasal parametrelerdendir.’
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Antioksidan mekanizmanin degeriendiriimesi igin plazma total tiol
miktar;, GPx ve SOD élcumleri yapilabilir. Ayrica CPK,myoglobulin,doku
ph degisiklikleri diger biyokimyasal parametrelerdendir. '

Histolojik olarak, triphenyltetrazoliumchlorid (TTC), nitrobluetet-razolium
(NBT), hemotoksilen-eosin ile boyama, kas dokusunda ATP, laktat ve pH
degisikliklerinin  saptanmasi,  Tc®-pyrophosphate  uptake’inin
spektrofotometrik olarak 6lgilmesi gibi metodlar kullantlir %7669
Histopatolojik incelemede iskelet kasi igin nikleolizasyon, ¢izgilenme
kaybi, nétrofil infiltrasyonu, kas demetleri arasinda &édem gibi
parametrelere bakiimaktadir.
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| Materyal ve hMetod

~Calisma Selguk Universitesi Merém Tip Fakiltesi Arastirma

Merkezinde yapilmistir. Calismada kullanilan hayvanlann bakimi
‘National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals’ protokoliine gére yapildi ve etik kurul onayi alindi.

Calismamizda 40 adet, agirig 208-212gr arasi Sprague-Dawley
tipi erkek rat kullanildi. Rasgele yontemle, 10'ar adet ratdan olusan 4
grup olusturuldu. Anestezi i.m. ketamin-HCI (50mg/kg) ile yapildi. Supin
pozisyonda 6n ve arka ayaklar tespit edildikten sonra, operasyon bolgesi
traglanarak sad uyluk medialinden transvers insizyon yapildi.

1.Grup: Baska hicbir uygulama yapilmadan sadece biopsi alindi.
(Sham grup). Biopsi rat arka bacak posterior kompariman Uzerinden
uzunlamasina insizyonu takiben kaslari proksimal ve distal yapigma
yerlerinden tamamen kaldirilarak alinmigtir.

2.Grup: Femoral arter ve ven bulunup inguinal ligamentin altinda
ortaya kondu. Daha sonra cilt insizyonu c¢epecevre uzatildi. Uyluk
etrafindaki tim kas dokular ve siyatik sinir kesildi ve femur osteotomize
edildi. Femoral arter ve ven klemplendi ( Az, Vo Medikon, Germany ) ve
femoral sinir kesildi. Ekstremite 150 dk.lik iskemik stirece tabi tutuldu. Bu
strenin sonunda klempler acildl ve 20 dk. perfiizyon yapildi. Takiben 1.
grupla ayni metodla biyopsi yapildi. (Kontrol grubu)

3.Grup: lkinci gruptakilerle ayni isleme tabi tutuldu. Bu grupta

 olacak sekilde

iskemi olusturuimadan 5 dakika énce 0.2 mg/kg °
verapamil intraperitoneal olarak verildi. (Iskemi 6ncesi tedavi grubu)
4.Grup: kinci gruptakilerle ayni igleme tabi tutuldu. Bu grupta
klempler acilmadan, yani reperfuzyondan 5 dakika once 0.2 mg/kg
dozda verapamil intraperitoneal olarak verildi. (ReperfﬁzYon Oncesi

tedavi grubu)
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iskemi olusturulan gruplarda (grup 2, 3, 4 ) klemp distalinden
yapilan manuel dopler ( DWL Multidop MDPF 60770, Germany ) ile kan
akiminin tamamen kesildigi ve klempler acildiktan sonra kan akiminin
tekrar geri geldigi teyid edildi.

Tum hayvanlar deneyi canli olarak tamamladilar ve biyopsi
sonrasinda femoral vene verilen pentotal ile sakrifiye edildiler. Biyopsi
islemlerinden sonra tum gruplardan elde edilen dokular esit iki parcaya
ayrilarak iki ayrn kaba alindi. Biokimyasal islemler bekletiimeden hemen
yapildi. Histoloji icin ayrilan pargalar ise 6zel saklama soliisyonuna

konuldu. (PH 7,4 formulla solUsyon)

Resim 1 :Cilt insizyonu gorulmektedir.



Resim 2: Femoral arter ve ven inguinal ligament altinda klempe
edilmistir.

Ak

Resim 3:Damarlar klemplendikten sonra tim uyluk cevresinde yumusak

dokular kesilmistir.



Resim 4:Uyluk cevresi yumusak dokular kesildikten sonra, femur
osteotomize edilmistir.
Biokimyasal inceleme : Doku MDA Tayini (Uchiama Mihara Yéntemi)
Dokular 150 mM soguk KCI kullanilarak % 10’luk homojenat
olusacak sekilde homojenize edildi. Mikroprotein calisildi.
Tuape 1 ml % 10’luk doku homojenati + 0.08 ml % 0.01’'lik BHT + 3
ml fosforik asit + 1 ml % 0.6’ik TBA konuldu, vortexte karistirildi. Kaynar
suda 45 dk kaynatildi. Soguduktan sonra 4’er ml butanol eklenildi. 532
nm’de okuma yapildi. Kér numune yerine KCI konur diger islemler aynen

yapildi. MDA duzeyi ml'de nmol olarak belirlendi.

Histopatolojik incelemeler:
Preparatlar H+E, Krossmann'in Triple boyasi ve Pappenheim
boyasi ile boyand.. Ik incelemelerden sonra gruplar arasi fark olmadigdi

icin sadece H+E ile ¢alisilmis preparatlar calismaya dahil edildi.



H+E ile boyanmis  preparatlap &inlglnda kesitler seklinde
hazirlanip 1sik mikroskopisi ile incelendi. _

Histolojik incelemelerde Nevalenien kriterleri  kullanildi  ve
nikleolizasyon, eozinofili, cizgilenme kaybi, nétrofil infiltrasyonu
agisindan degerlendiriime yapildi. Niikleolizasyona immersiyon metodu
ve 100x buyutme ile, diger parametrelere de 40x buyutme ile bakildi.
Her preparatta 15 farkli alan incelenerek nikleolizasyon + veya - ; diger
parametreler ise agdirigina ve yayginligina gére +, +++++ olarak
degerlendirildi. Incelemenin sonucunda da bazi hucrelerin eozinofili
acisindan daha farkl boyanma oézelligi gosterdigi patolog tarafindan
bildirilmis ve ilk kez Nevalenien kriterlerine ilaveten farkl bir parametre

olarak kullaniimistir.

istatistik inceleme:
Gruplar arasinda parametreler agisindan farki test etmek igin
Kruskal-Wallis testi kullanildi. p<0,05 degderi anlamli kabul edildi. Daha
sonrada gruplarin kendi iclerinde karsilastiriimasi icin Mann Whitney - U

testi yapilimistir.



BULGULAR

incelen parametrelerin 6rneklere gére dagilimi yapilmistir.
Tablo 1:incelenen tiim parametrelerin rneklere gére dagihimi.
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Sira Nukleolizasyon Eosinofili Cizgilenme Notrofil MDA*
kaybi infiltrasyonu nmol/mi
1s + - - - 0,42
25 + d + S 0,63
3. - - + - 0,40
4. - = + + 0,64
5. - - - - 0,57
6. - - - - 0,40
e + - - - 0,64
8. - - + - 0,47
9. - - ++ - 0,36
10. - - - - 0,40
11 + + ++ ++ 0,70
12. + ++ +++ + 0,75
13. + ++ ++ ++ 0,69
14. + ++ ++ +H+ 0,75
15. + ++ ++ + 0,70
16. - +++ ++ ++ 0,80
iz + ++ +++ ++ 0,70
18. + +++ ++ + 0,63
B 19. + =3 ++ ++ 0,81
20. + ++ +++ ++ 0,75
218 - ++ +++ + 0,61
22. - ++ +++ ++ 0,56
23. - ++ +H+ + 0,52
24. + + ++ 4+ 0,61
25. + + +++ + 0,51
26. + ++ ++ ++ 0,63
2v. + ++ +++ + 0,57
28. - ++ +++ ++ 0,58
29. = ++ +++ * 0,54
30. s ++ +H+ + 0,55
31. + ++ ++ = 0,71
32. + + +++ + 0,82
33. + + +++ + 0,83
34. + + ++ + 0,77
35. + + +++ + 0,68
36. + + +++ + 0,75
37. + ++ ++ - 0,70
38. + + ++ + 0,65
39. + + +++ + 0,68
40. + + +++ + 0,62
*MDA: Malonildialdehit




Gruplar arasinda tim parametreler agisindan fark tespit edilmistir.

(p<0,05)
Tablo 2 : Tum parametreler agisindan gruplarin karsilastiriimasi.

nukleolizasyon | eozinofili | Cizgilenme | Nétrofil MDA*
i kaybi infiltrasyonu
Grupi [0,3 10,0 0,5 Kokl 0,49
Grup2 |0,8 241 2,3 1,9 0,72
Grup3 (04 , 1,8 2,8 11,4 0,56
Grup4 |1 , 1,2 2,6 0,8 0,72
s 0,003 0,0001 |0,0001  |0,0001 0,0001

*MDA: Malonildialdehit
P<0,05 anlamli kabul edilmistir.
Grup 1 ve 2 arasinda tum parametreler acgisindan anlaml fark
bulunmustur. (p<0,05)
Tablo 3: Grup 1 ve 2'nin tum parametreler agisindan karsilastiriimasi

nukleliozisyon | Eozinofili | Cizgilenme | Notrofil MDA*
kaybi infiltrasyonu
P 0,028 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

*MDA: Malonildialdehit
p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

MDA ve gizgilenme kaybi 3. grupta 2. gruba gére anlamli derecede
azalmistir. (p<0,05)

Tablo 4: 2. ve 3. grubun tim parametreler agisindan karsilastiriimasi.

Nukleolizasyon | Eozinofili | Cizgilenme | Nétrofil MDA*
kaybi infiltrasyonu
P 0,075 0,195 0,028 0,112 0,0001

*MDA: Malonildialdehit
p<0,05 anlamh kabul edilmistir.
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ikinci grup eozinofili ve nétrofil infiltrasyonu agisindan 4. gruba gére

anlamli olarak daha yuksektir. Diger parametreler acisindan fark yoktur.
(p<0,05)
Tablo 5: 2. ve 4. grubun tim parametreler agisindan karsilagtiriimasi.

Nukleolizasyon |Eozinofili |Cizgilenme | Nétrofil MDA*
kaybi infiltrasyonu
P 0,146 0,02 0,189 0,001 0,760

*MDA: Malonildialdehit
p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

MDA ve nikleolizasyon 4. grupta anlamli olarak fazla iken eozinofili ve

nétrofil infiltrasyonu 3. grupta anlamli olarak daha fazladir.(p<0,05)

Tablo 6: 3. ve 4. grubun tim parametreler agisindan karsilagtiriimasi.

Nukleolizasyon |eozinofili |Cizgilenme | Nétrofil MDA*
kaybi infiltrasyonu
P 0,004 0,009 0,342 0,015 0,0001

*MDA: Malonildialdehit
p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Resim 5:Grup 1’den allnn biyopsinin H+E ile boyanmis hali.
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m 6:Nukleolizasyona érnek.

s

Resi

Resim 7:Cizgilenme kaybina 6rnek.
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Resim 8:Eozinofili ve cizgilenme kaybina érnek.
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TARTI$MA . :
IRH ile ilgili yapilan bir calismada deneysel modelde gercek

‘anlamda iRH olusturulabilmelidir. Ratlarda alt ekstremite beslenmesi
eksternal iliak arter(femoral arter), internal iliak arter (internal pudental ve
inferior gluteal) ve superior gluteal arterler yoluyla olmaktadir.®
Dolayisiyla sadece femoral arter ve venin baglanmasi gergek ve yeterli
bir iskemi modeli olusturamayacaktir. ideal bir alt eksremite deneysel
iskemi modeli abdominal aortada iliclumbal arter distalinden dolagimin
tamamen kesilmesiyle mimkindir.? Yukarida belirttigimiz ti¢ ana arterin
siyatik sinir Gzerinde anastomoziar vardir.’ Bu ylizden alt ekstremitede
iskemi olusturabilmek icin abdominal aortodan dolagim blokaji
yaplimalidir. Alt ekstremitede turnike ile yapilan iskemi modellerinde ise
ekstremite bosaltiimasi ve manometre olsa bile standart kompresyonun
supheli olmasi, ve tum ekstremitelerde turnike yuksekliginin ayni
seviyede ayarlanamayacak olmasi nedeniyle olusacak modelin
standardizasyonu siipheli olacaktir. Biz Unal'in®® calismasindaki metodu
kullandik. Iskemi, ekstremitenin sadece femoral arter-ven baglantisi
kalacak sekilde kesilmesi ve damarlarin klemplenmesi ile olusturuldu.
Kan akiminin tam olarak kesildi§i manuel dopler incelemesiyle
gosterildi. Klemplerin damar intimasinda hasar olusturmamasi
gerekmektedir. Zira, intimal hasar endotelyal sitokin salinimini uyararak
ayri bir hasar olusumuna neden olabilir. Bu sebeple daha o&nceki
calismalarda kullanilan ve intima hasarina yol agmayacak duzeyde
basing uyguladigi gosterilen klempleri tercih ettik®’. Dopler incelemesi
klemplerin aciimasindan sonra da yapilmig, akimin geri geldigi
gosterilmistir. iRH’'na ait tim parametrelerin ikinci grupta birinci gruba
gore anlamli derecede yiiksek olmasi modelin iskemi olusturmadaki

etkinliginin bir g6stergesi olarak degerlendirebilir. (p<0,05)
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Ratlarda 150 dakikalik alt ekstrernite ‘iskemisinden sonra yapilan
reperflizyonda reaktif - hiperemik akimin 20 dakika sOrdaga ve 20
dakikadan sonra akimin normal haline déndugt gésterilmistir.®’ iIRH'nin
en siddetli oldugu dénem bu reaktif hiperemik akim dénemidir”' . Bu
nedenle calismamizda 150 dakikalik iskemi ve 20 dakikalik reperflizyon
uygulanmistir.

Son yillarda ortopedi ve travmatoloji uygulamalarinda serbest doku
transferleri sikga kullanilir olmustur. Dolayisiyla IRH'nin da 6nemi
artmistir. IRH'nin 6nceden beklendigi durumlarda profilaksi uygulanmasi
mimkindiir. Kompartman sendromu ve amputasyon gibi yaralanmalarda
ise iskemik slreg zaten baglamigtir. Bu sebeple IRH'nin énlenmesindeki
etkinligini arastirdigimiz verapamili iki farkh grupta inceledik. Iskemi
dncesi tedavi grubunda  serbest doku transferlerinde oldugu gibi
onceden beklenen hasari, reperfliizyon o6ncesi tedavi grubunda ise
kompartman sendromu veya replantasyon cerrahisindeki gibi zaten
iskemik yaralanmanin mevcut oldugu durumlardaki hasari caligmayi
amacladik. Reperfiizyon hasarina ugrayacak her hicre iskemik bir
hiicredir ve iskemik hiicrenin metabolizmasi normal hiicreden farklidir.*?
Bu nedenle iskemik hlicrenin bir ilaca reaksiyonu normal bir hiicreden
fakll olabilir. Bu da calisma gruplarini olustururken dikkate aldigimiz bir
diger faktérdar.

Ratlarda intra peritoneal ilag verimi ile intra vendz ilag verimi
arasinda etki baglama siiresi agisindan bir fark yoktur.?? Verapamilin etki
baglama suresi yaklasik 5 dakikadir ve etkin dozu 0,2 mg/kg'dir.>* Bu
sebeple li¢c ve dérdiincli gruplarda ilag, intraperitoneal olarak ve iskemi
ve reperfizyondan 5'er dakika 6nce verilmistir. Ayrica damar
kateterizasyonu yapﬂmasn endotelial sitokin salinimlarini etkileyerek
deneysel model guvenligini tehlikeye sokabilir; Bu da intraperitoneal yolu

tercih etmemizin bir diger nedenidir.
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IRH tés'pitindeki biyOkimyasal uygularﬁala‘r Qesi.ti-idir. MDA, IRH
| tespitinde yaygin kullanilan ve guvenilir bir parametredir. MDA lipid
peroksidasyonunda son Urinddr ve miktari serbest oksijen radikali
miktarini gésterir.'® Biz MDA élgimini guvenilirligini arttirmak igin serum
yerine doku homojenizasyon cihazi kullanarak direkt olarak iskelet
kasinda yaptik.

Genel bilgiler bélimiinde de belirttigimiz gibi iskelet kasi IRH'da
histopatolojik incelemenin hem boya agisindan hem de incelenen
parametreler acisindan belli bir standardizasyonu vardir. Bizim
calismamizda pek ¢ok galismada kullaniimig olan H+E ve bunun yaninda
Krossmann'in Triple boyasi ve Pappenheim boyasi da kullaniimigtir.
Ancak, son iki boya metodu ile yapilan incelemelerde arastirdigimiz
parametreleri tespit konusunda yetersiz olduklari gérulmus ve galisma
disi birakiimiglardir. Galismamizda histopatolojik inceleme sirasinda
Nevalenien kriterlerine uygun parametreler digsinda bazi preparatlarda
yogun eozinofili gérilmus ve gruplar arasinda bu yénde bir farkin varligi
da arastinilmigtir. Bir ve ikinci gruplar arasinda eozinofili parametresi
anlamli olarak farkh bulunmustur.(p<0,05) . Bu parametrenin IRH'ndaki
belirleyici rolll bagka galismalarla da teyid edilmelidir.

Uclincti grupta verapamil ile MDA duzeylerinin dustaguna ve
cizgilenme kaybinin azaldigim goérdik. Ancak diger parametreler
tizerinde verapamilin anlamli bir etkisi saptanmadi.(p>0,05) Verapamilin
bu etkilerini 4. grupta tespit edemedik. Tam tersi olarak MDA ve
cizgilenme kaybi farkliik géstermemis ancak 3. grupta degismemis olan
eozinofili ve notrofil infiltrasyonu 4. grupta anlamli derecede azalmigtir.

(p <0,05) .

IRH'nda serbest radikaller aradl@ ile olan hiacre duvan lipit
peroksidasyonu en o6nemli hasar mekanizmasidir.' Bunun yaninda
'serbest radikaller enzim denatirasyonu, DNA hasar, tiol bilesiklerinin
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'hésari, Sarkolerﬁma ve s’arkoplazmi'k retikuldm disfon-ksi.y'onu ve direkt
damar endoteli hasari da olusturabilmektedirler, 2312131415

Lipid peroksidasyonunun direkt gdstergesi olan MDA dizeylerine
bakildiginda, verapamilin iskemi ©ncesi tedavi grubunda, lipid
peroksidasyonunu , kontrol grubu ve reperflizyon éncesi tedavi grubuna
gore azalttigi goérulmistir. Bu verapamilin iRH'da koruyucu bir rol
oynayacadini dusundurebilir. Ancak patolojik parametrelere bakildigi
zaman lipit peroksidasyonu azalmis olsa bile iIRHnin 6nlendigi
séylenemez. Acaba neden IRHIndaki en onemli olay yani lipit
peroksidasyonu azaldigt halde patolojik bulgular bunu teyid
etmemektedir? IRH azaltiimasi icin yapilan pek ¢ok galismada karaciger,
kalp, deri, bébrek gibi organlarda lipid peroksidasyonu azalmasina hiicre
hasarindaki azalma eslik etmektedir.?> Ancak, bizim calismamizda bu
paralelik goézlenmemisti. Bu da iskelet kasinda IRHinda lipit
peroksidasyonu disindaki mekanizmalarin daha énemli olabilecegini akla
getirmektedir. Verapamilin periferik vazodilatasyon ve iskemi olusturucu
etkisi de bilinmektedir.>* Verapamil acaba reperfiizyon yaralanmasini
bilinen metodla azaltirken iskemik yaralanmayi arttirmakta midir?
Verapamilin iskemi 6ncesi ve reperflizyon 6ncesi verilmesinin farkini
ortaya koymak igin calismanin son iki grubunda niceliksel 6l¢ulmis
dopler sonuglarina ihtiyag vardir. iki grubun reperfizyon dénemindeki
akim hizlarninin 6lgtilimesi gergcek anlamda iskemi ve reperfizyon dan
sonra meydana gelen patolojik degisiklikleri anlama, anlamlandirma ve
degerlendirmede faydali olacaktir.

iskelet kasindaki iskemide geri déntisimsiz patolojik bulgular

elektron mikroskopisi ile 30 dakikadan sonra tespit edilebilirken, igik
mikroskopisiyle bu bulgular 3 saatten sonra gériilebilmektedir.”’ O
yluzden 150 dakikalik iskemi sonrasi yapilan reperfizyon ile olugan
hucresel hasarin reperfiizyona bagli olmasi olasiligi daha gucladdr.
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Verabamil ile yaptigimiz bu calisma so‘nv‘u'cunda" IRH'nin
azaltilmasinda iskemi 6ncesi verilen verapamilin lipit peroksidasyonunu
ciddi olarak azalttigmn tespit ettik. Ancak . lipit -peroksidasyonundaki
azalmaya patolojik bulgular eslik etmedi. Dblay|3|yla cilt, kalp gibi
reperfizyon hasarina ¢izgili kastan daha duyarsiz yapilarda lipid
peroksidasyonu disindaki hasar mekanizmalar nispeten daha énemsiz
iken iskelet kasinda daha 6nemli hale geldigi kanaatini edindik.

IRH'nin énlenmesinde pek cok dokuda etkin olan verapamil

iskelet kasinda bu etkiye sahip degildir.
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