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1. GIRIS ve AMAC

Iskemi; bir dokunun kan akiminin durmast sonucunda, o dokunun
yasayabilmesi i¢in gerekli besinler ve oksijenden uzak kaldigi donemdir. Kan
akiminin tekrar saglanmasi sonrasindaki donem ise “reperfiizyon” olarak
adlandirilir. Reperfiizyonun, iskemik dokuda enerji ihtiyacinin saglanmasi ve zehirli
son Uriinlerin uzaklastirilmasi gibi olumlu etkilerinin yaninda, uzamis iskemilerde
doku hasarini arttiran metabolik yan iriinlerin {iretiminin tetiklenmesi gibi zararh
etkileri de bulunmaktadir. Bu siirecte olusan doku hasarlar1 “Iskemi-Reperfiizyon
Sendromu” olarak bilinmektedir. Iskemi reperfiizyon sendromunun 6nlenmesi
amactyla pek ¢ok ajan deneysel olarak kullanilip basarili sonuglar alinmasina karsin,

bunlarin pek azi1 klinik kullanima girmistir.

Denervasyon; iskelet kasina gelen motor uyarilarin kasa ulasmasinin

engellenmesidir. Denervasyon iki sekilde yapilabilmektedir;

e Cerrahi Denervasyon; kasa dal veren motor sinirlerin kesilmesidir. Cerrahi
denervasyonu takiben, erken ve ge¢ donemde, kas ici dolasimda,'” kasin genel
yapisr”® ve metabolizmasinda”"' pek cok degisiklik meydana gelmektedir. Bu
degisikliklerin kasin iskemi direncini nasil etkiledigi ve reperfiizyon hasarindan
koruyucu etkileri olup olmadig1 ise heniiz ¢aligilmamistir.

e Kimyasal Denervasyon; motor sinirden gelen iletinin, kimyasal ajanlarla
yapilan engellemelerle, kasa ulagsmasinin 6nlenmesidir. Botulinum Toksin Tip-
A (BTx-A) presinaptik sinir kas kavsaginda, asetilkolin salintmini bloke ederek
kaslar1 ti¢ - alt1 ay siireyle gecici olarak paralize etmektedir.'” Bu denervasyonun
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sonucunda da kasin dolagimi,'® genel yapisi ve metabolizmasinda
degisiklikler olugsmaktadir. Son yillarda damar ¢evresi veya deri flebine bolgesel
olarak uygulanan BTx-A’nin, anastomoz hattinda tromboz olusumunu azalttig,'®

19-21

damar c¢aplarinda genisleme yaptigi ve deri fleplerinin sag kalimim

223 obsterilmisti. Buna karsin BTx-A ile yapilacak kimyasal

arttirdigi
denervasyonun kasin iskemi direncini nasil etkiledigi ve reperflizyon hasariin

olumsuz etkilerini azaltip azaltmadigi heniiz ¢aligilmamistir.

Bu calismanin amaci cerrahi veya BTx-A’yla kimyasal olarak gercgeklestirilen
denervasyonun iskelet kasinda “Iskemi-Reperfiizyon Hasarmma” (IRH) olan

etkilerinin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. liskelet Kasinda iskemi — Reperfiizyon

Tim dokular iskemik siirecte bir siire kendi enerji depolar1 ile idare
edebilirler. Ancak uzayan iskemilerde bir noktadan sonra dokularin enerji depolari
tilkkenir ve iskemi kalici hiicre hasarlar1 olusturmaya baslar. Bu siire kritik iskemi
siiresi olarak adlandirilir. Her dokunun kendine 6zgii bir kritik iskemi siiresi vardir.
Bu siirenin normotermik kosullarda iskelet kasinda 4 saat, sinir dokusunda 8 saat,
yag dokusunda 13 saat, deride 24 saat ve kemik dokusunda 4 giin oldugu
bilinmektedir.** Bu veriler; iskelet kasmnin bir ekstremitede iskemiye en duyarli doku

oldugunu gostermektedir.

Kaslar igerdikleri miyoglobiilin miktarina gore kirmizi (tip-1) ve beyaz (tip-2)
kaslar olmak tzere iki gruba ayrilmaktadir. Pek ¢ok kas, her iki tip kas lifini de
benzer oranlarda igerirken, bacagin 6n kompartmanindaki kaslarda kirmizi-yavas
seyiren tip-1 lifler, gastrokinemius kasinda ise beyaz-hizli seyiren tip-2 lifler
baskindir. Kirmizi-yavas seyiren liflerde ana enerji kaynag trigliseritlerin oksidatif
metabolizmasiyken, beyaz-hizli seyiren liflerde ise ana enerji kaynagi, glikojenin
anaerobik yoldan metabolize edilmesidir. Bu durum kirmizi-yavas seyiren liflerin

iskemiye olan duyarliligimi arttirmaktadir.*

Belkin ve arkadaglar1 1988 yilinda sigcan arka bacaginda turnikeyle
olusturulan iskemi sonrasinda kaslarda ciddi hasarin, iskeminin 3. saatinde
basladigin1 ve 6. saatte kontrol grubuna oranla kasta sadece %3 fonksiyon varlig

kaldigii bildirmislerdir.” Labbe ve arkadaslari, 1987 yilinda kopek grasilis kas



modelinde yaptiklar1 ¢alismada, iskeminin 3. saatinde % 2 olan nekroz oraninin, 4.
saatte % 30’a, 5. saatte ise % 90’a kadar yiikseldigini ve nekrozun kasin merkezinde

daha fazla oldugunu bildirmislerdir.”’

Hayes ve arkadaglari, 1988 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, iskemi sonrasinda
olusan kas nekrozunun dokudaki Adenozin-tri-fosfat (ATP) miktarlariyla yakindan
iligkili oldugunu gostermislerdir. ATP’nin tilkenmeye basladigi durumlarda once
glikojen ve kreatinin fosfat enerji kaynagi olarak devreye girmektedir.”® Anaerobik
metabolizmanin kullanilmas1 sonucu ortaya ¢ikan laktat hiicre ici pH’sini
diisiirmektedir. Ayrica ATP yetersizligine bagl olarak, hiicre zarindan gegis islevleri
bozulmakta ve birbirine bagl olaylarin tetigini ¢eken Ca** ile proinflamatuar araci

29. . .
31 Anaerobik metabolizmanim

maddeler hiicre igerisinde birikmeye baglamaktadir.
kullanilmas1 ayrica oksijen radikallerinin olusumunu hizlandirmaktadir.”* 1985
yilinda Im ve arkadaslar,®® 1983 yilinda Manson™ ve arkadaslar yaptiklari
caligmalarda; anaerobik metabolizma esnasinda toksik siiperoksit radikallerinin

biriktigini ve bu maddelerin, deri fleplerinde iskemik ge¢is bolgesindeki nekrozdan

sorumlu olduklarini géstermislerdir.

2.1.1. Iskemik Siirecte Mikrodolasim

Hammersen 1989 yilinda yaymlanan arastirmalarinda iskelet kasinda, IRH
siirecindeki mikro-dolasimi incelemistir. Insanlarda, dolasimm durmasi sonrasinda,
vastus lateralis kasinda yaptig1 ¢alismalarda, iskeminin 3. saatinden itibaren mikro-
dolasimda onemli degisimler olustugunu bildirmistir. Bu ¢alismaya gore hiicresel ilk
degisiklikler kapiller liimen hiicrelerinde goriilmektedir. Hiicre zarlarinda liimene

dogru cikintilar olusurken, sitoplazmaya dogru invajinasyonlar goriilmektedir.
4



Iskeminin uzamasiyla birlikte endoteliyal vezikiiller olusmakta ve endoteliyal
hiicrelerin aras1 acilmaktadir. Bu evrede 16kosit ve trombositler oldukca nadir
bulunmakta ve liimen birbirine sikica tutunmus kirmizi kan hiicreleriyle dolu
goriinmektedir.’* Hammersen’in hayvanlar iizerinde yaptig1 calismalarda da benzer
sonuglar bulunmustur. Iskeminin 4. saatinde veniil ve kilcal damarlarin Liimenlerinin,
neredeyse flizyona ugramis gibi goriinen kirmizi kan hiicreleriyle dolu olduklari
bildirilmistir. Reperfiizyonun ilk asamalarinda bu kirmizi kan hiicreleri tomarlar
halinde sikismakta ve endotel ylizeyini deforme etmektedir. Endotel hasarini takiben
endotel hiicrelerinin aras1 daha da agilmakta ve kilcal damarlar sonrasindaki
veniillerin liimenlerinde trombosit yiginlar1 baskin hale gelmektedir. Bu trombosit
yiginlar1 6zellikle endotelin hasar gordiigli alanlarda yogunlasmaktadir. Bu siirecte
daha biiyiik veniiller ve kiigiik venlerde 16kosit tutunmalar1 baslamakta ve hiicreler
aras1 mesafeye lokosit gecisleri goriilmektedir. Kiiglik damarlarda ise 10kositler,

monositler ve lenfositler degraniile olmaksizm liimeni tikamaktadir.”*

Literatiirdeki pek ¢ok c¢alisma uzamis iskemi siiresinin mikro-dolasimdaki
protein gecirgenligini ve 6demi arttirdigin1 gostermektedir. Harman 1948 yilinda
tavsan arka bacaklarina turnikeyle 4 saat iskemi uyguladiktan sonra doku 6demini
incelemistir. Bu calismada, enfarktlarin daha ¢ok oldugu kas gruplarinda 6demin
daha yiiksek oldugu ve 6demin reperfiizyondan sonraki 3. saatte maksimum seviyeye
ciktigini bildirilmistir.* Petrasek ve arkadaslar1 1994 yilinda yaptiklari calismada bu
verileri destekleyecek sekilde iskemi sonrasi en az hasar gormiis olan kaslarda doku

agirligimim % 4, en gok hasar goriilen grupta ise % 32 arttigim bildirmislerdir.*



2.1.2. No-reflow Fenomeni

“No-reflow” fenomeni, uzamis iskemi sonunda dokunun reperfiize edilmesine
ragmen mikro-dolasimin geri doniisiimsiiz olarak kapanmasidir. ilk kez 1968 yilinda
Ames tarafindan, iskemik beyin dokusunun reperfiize edilmesine ragmen, besleyici

kapiller perfiizyonun geri gelmemesi olarak tanimlanmustir.”’

No-reflow fenomeninin patolojik olarak ilk tanimlanmasi ise 1922 yilinda
Brooks tarafindan yapilmistir. Bu c¢alismada kopeklerde uzun siiren arteriyel
tikanikliklar olusturulduktan sonra kan akimi tekrar saglanmistir. Buna karsin
kaslarda bazi alanlarda, bolgesel arterlerde pulsatil akim goriilmesine karsin, perfiize
olmayan alanlar oldugu ve bu alanlarin histolojik kesitlerde nekroza gittigi

saptanmlstlr.38

Harman 1948 yilinda yaptigi calismada; tavsanlarin arka bacaklarina
turnikeyle 8 saat boyunca iskemi uyguladiktan sonra reperfiizyona izin vermistir. Bu
siire¢ sonunda kan akiminin biiyiik arter ve venlerde devam etmesine karsin, kilcal
damar sisteminde kiimelenmis kirmiz1 kan hiicrelerine bagli olarak akim olmadiginm

belirlemistir.”

Menger 1997 yilinda “no-reflow” fenomeninin olusum mekanizmalarini

ayrintili olarak incelemis ve 4 olusum mekanizmasindan bahsetmistir.” Bunlar;

i.  Damar i¢i hemo-konsantrasyon ve trombiis olugmasi
ii.  Kilcal damar endotel hiicrelerinin sismesi
iii.  Lokositlerin liimeni tikamasi

iv.  Damar dis1 alandaki 6demin liimeni daraltmasi olarak tanimlanmustir.

6



Ayni calismada endotel hiicrelerindeki sismenin enerji yoksunluguna bagl
iyon pompalarinin diizgiin c¢alisamamasi nedeniyle oldugu One siiriilmistiir.
Hiicrelerin sismesi kilcal damarlardaki direnci arttirmakta ve reperflizyonun erken
asamalarinda iyice belirginlesmektedir.

Lokosit birikimin, tikanmada bir sebep olmaktan ¢ok, dolasimdaki

yavaslamanin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.**

Fizyolojik sartlarda 16kositler,
akim hizinin yiiksek oldugu genis capli damarlarda, 6rnegin kisa fakat genis arterio-
vendz gegislerde seyahat etmeyi tercih ederler. Bu durum beslenme i¢in gerekli olan
kilcal damar agindaki direncin diisiik kalmasina yardimci olur. No-reflow
fenomeninde ise lokositler, kilcal damarlarda endotel yiizeyine yapismamakta fakat

bu alanlarda daha yiiksek oranlarda birikerek akiskanligi azaltmaktadir.?**

Hagberg, 1985 yilinda yaptig1 calismada once kaslarda elektriksel uyarilarla
glikojen depolarini tiikketmis, sonrasinda iskemi yaratarak doku hasarini incelemistir.
Bulgularinda kas dokusunda beklenenden c¢ok nekroz alanlari gormesine karsin,
mikro-dolagimdaki hasar, kas hasariyla uyumlu bulunmamustir.*' Bu durum kas
nekrozunun mikro-dolasimdaki hasar ile birebir uyumlu olmadigint gostermektedir.
Bunun yaninda kas iskelet sisteminde no-reflow fenomeni olugmasi i¢in dolagimin
durmas1 gereken siire 6 saatin ilizerindedir ve bu siirede kas hasari zaten

olusmaktadir.***



2.1.3. Bolgesel ve Sistemik Inflamatuar Yanmt

Stotland ve Kerrigan primer iskemi nedeniyle olusan hasari yoksunluk,
reperfiizyon sonrasi olusan hasari ise bombardiman olarak tanimlamistir.** iskemi
reperfiizyon hasar1 ¢ok sayida karmasik molekiiler olayimn rol aldigi inflamatuar bir
siirectir. Olusan bolgesel yanitin birincil kaynagi olen kas hiicrelerinin son
driinleridir. Bu iirlinler; asit fosfatazlar, aminoasitler, enzimler (SGOT, DH, CPK),
histamin benzeri mediyatorler, inorganik fosfatlar, laktat, lizozomlar, miyoglobiilin,

niikleotidler, potasyum, proteolitik enzimler ve piirin bazlaridir.

Toksik olan bu iirlinler pihtilasma 6nciisii olarak gorev yapmakta, veniiler
trombozlarin artmasina ve arteriyel kollaterallerde spazm goriilmesine neden
olmaktadir. Bu maddeler mikro damarlarda dogrudan hasara yol agmalarinin yaninda
damar dist 6demi de arttirarak, mikro-dolasimi daha da bozmaktadirlar.** Olusan
doku hasarlarima bagli nétrofil-endotel yapismasi gerceklesmekte ve bunun

sonucunda serbest oksijen radikallerinin olusmasiyla doku hasar1 gelismektedir.**

Iskemik kas miktar1 arttikca inflamatuar yamt biiyiimekte ve bolgesel olan
yanit sistemik bir reaksiyona doniismektedir.’* 1960 yilinda Haimovici alt
ekstremitedeki iskemilerin myoglobiiliniiriyle sonuglanan bdbrek yetmezligi
olusturdugunu gostermistir.”’ 1966, 1969, 1978 yillarinda Blaisdell ve arkadaslari
iskemik ekstremitelerin, kardiyo-pulmoner yetmezliklere ve bunlara bagli 6liimlere

yol agabildiklerini gostermislerdir.”*>*

Biiyiik iskemik alanlar, biiylik sistemik
reaksiyonlar olusturmakta ve artan damar gecirgenligine baglh ticlincii alanlara sivi

kacis1 yasanmaktadir. Azalan damar i¢i hacim bdbreklerde dolasim bozukluguna yol



acmakta, kalp-damar sistemini olumsuz etkilemektedir. S1v1 kayiplar1 kontrol edilse

bile akcigerlerle ilgili morbiditeler yasanabilmektedir.

2.1.4. iskemik Dokulardan Salinan inflamatuar Araci Maddeler

Iskemi sirasinda hiicre zarindan gegis sisteminin bozulmasiyla hiicre i¢inde
biriken kalsiyum, inflamatuar aract maddelerin saliniminda ikincil haberci gorevini
goriir. Trombositler, endotel hiicreleri ve diger 16kositler bu aract maddelerin en
onemli kaynaklaridir. Iskemik dokulardan salman inflamatuar aract maddeler

sunlardir;

e Kompleman sistemi”

e Histamin®®
e Interlokin®’
e Lokotrienler’®

e Serbest oksijen radikalleri’”®

e Trombosit aktive edici faktor®®S!
e Serotonin

e Tromboksan>®

Timor nekroz edici faktori (TN F)SS’61

2.1.5. i-R Hasarinda Ca*’ iyonlar
Normal sartlarda hiicre i¢inde 0,lpmol/L Ca** bulunur ki; cogunlugu
endoplazmik retikiiliim icindedir.%> Cesitli faktorler ile hiicre icine Ca* gecisi veya

proteinlere bagh kalsiyumun sitoplazma i¢inde serbestlesmesiyle hiicre hasar1 baglar.



Artan Ca* ile hiicre ici enzimler ve transkripsiyon faktorleri aktive olur. Fosfolipaz,
endoniikleaz, ATPaz ve diger proteazlarin aktivasyonu ile hiicre iskeleti ve hiicre
zarmi olusturan yapi taslar1 bozulur. Hiicre zarindaki degisiklikler sistemik etkilere
neden olacak diger sistemleri de aktive eder. Hiicre 6liimiine yol acan c-fos, c-jun, c-
myc genleri aktive olur. Mitokondri i¢ine Ca** akis1 ile mitokondri enerji sistemi
bozulur. Artan Ca** serbest oksijen radikal olusumu disinda nitrikoksit (NO) artis1 ile
serbest nitrojen radikallerinin olusumunu da artirir ve mitokondrideki elektron tagima
sisteminde kompleks 4’1 bloke eder.®” Bu radikaller kaspas-3 sistemini aktive ederek

hiicre 6liimiine neden olurlar.

2.1.6. i-R Hasarinda Mitokondri

Mitokondri; olusan oksijen radikallerini, elektron tasima sistemi ile
indirgemektedir. Normal sartlarda oksidatif fosforilasyonda elektron tasima
zincirindeki ubikinon - sitokrom b bdlgesinde olusan radikaller farkli redoks
mekanizmalari ile indirgenmektedir. Oysa iskemide, mitokondri is yiikii, dolayisiyla
da radikal olusumu artmaktadir.** Karsilanamayan indirgenme, mitokondri zar
yiikiinii bozarak ve mitokondri zarindaki potasyum kanallar1 ve gecirgen porlari
acmaktadir. Bu durum mitokondri icine kontrolsiiz iyon gecisine ve enerji
metabolizmasinin  bozulmasina neden olmaktadir. Bu mekanizma takibinde
sitokrom-c  aktivasyonu ve apopitoza giden gen aktivasyonlar1 ile
sonuglanmaktadir.** Diger bir siiperoksit kaynagi ise bakteriosidal rolii olan nétrofil
zarinda bulunan Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz sistem
aktivasyonu ile siiperoksit iiretimidir. iskemi sirasinda hiicre i¢inde artan Ca**; gerek

ikincil mesaj yollari, gerekse hiicre i¢i potansiyeli etkileyerek NADPH sistemini
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PKCa, PKCBII, S100 veya cPLA2 yollar ile aktive eder. Artan NADPH ile hiicre

icinde karsilanamayan oksijen radikali olusumuna yol agar.

2.1.7. I-R Hasarinda Arasidonik Asit Sahnimi

Iskemide hiicre i¢i Ca™ artist fosfolipaz A,’yi aktive eder. Boylece zar
fosfolipitleri yikilir ve arasidonik asit olusur. Arasidonik asit yikimi ile 16kotrien,
prostoglandinler, prostasiklin ve tromboksan A, olusur. Tromboksan olusumu
sirasinda yan {irlin olarak malonildialdehit (MDA) olusur. Bu {irlinlerin hepsine
eikasonoid denir. Eikosonoidlerin etkileri sunlardir;

e Kemoatraktan rol oynayacak noétrofil birikimi ve notrofil endotele

yapismasi.

e Notrofil aktivasyonu ile H,O, ve elastaz salinimi

e Vazokonstriktor etki ile dolasimin bozulmas.

Lokotrien By gliglii kemoatraktan rol oynayip noétrofillerden hidrojen peroksit
(H,O,) ve elastaz salinnmima neden olur. Mikrodolasimda vazokonstriiksiyonu
tetikleyerek iskemiyi derinlestirir. Prostasiklin gii¢lii bir vazodilatator ve antiagregan
iken, tromboksan A, giiclii bir vazokonstriktdr ve agregandir. iskemide prostasiklin
artisginin  tersine tromboksan A, de azalma olur. Artan vazokonstriikksiyon ve
trombosit birikimini, bolgesel iskemiyi ve inflamasyonu artirir. Bu mekanizmada
tetikleyici rol oynayan serbest radikaller, ilerleyen iskemi ile beraber artar ve lipit

peroksidasyon zincirinin aktivasyonuna neden olurlar.®
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2.1.8. i-R Hasarinda Notrofiller

Primer iskemi ve takibindeki reperfiizyon evrelerinde trombositler, endotel
hiicreleri ve diger lokositler tarafindan salinan kemotaktik faktorler, lokositleri
uyararak otojen dokulara karsi harekete gecirirler. Notrofiller bolgesel yanitin
olusmasinda oldukg¢a 6nemlidirler. Hasarl1 dokular ve kemotaktik ajanlar 16kositleri
kilcal damar agina dogru yonlendirir. Yapigsma molekiillerinin de yardimiyla dnce
kan akimindaki 16kositler endotel boyunca yuvarlanma hareketini gergeklestirirler.*’
Daha sonra olusturduklar1 kuvvetli baglarla endotel hiicrelerine sikica yapisirlar.
Endotele yapigsma, hiicrelerin harekete gecmesi ve serbest oksijen radikallerini
salmasi i¢in gereklidir.® Lokositler daha sonra endotel hiicreleri arasindaki zayif
bolgelerden hiicrelerarast mesafeye go¢ ederler (Sekil 1). Bu goclerde etkili olan

tutunma molekiilleri sunlardir:*"*®

e Selektinler: Yapismanin erken doneminde etki gosteren hiicre zar1 proteinleridir.
Selektinler; 16kositler ve endotel hiicreleri arasinda zayif baglar olustururlar ve
bu baglar aracilifiyla lokositlerin endotel hiicreleri boyunca akigini yavaslatirlar.
Molekiil yapisina ve iizerinde bulundugu hiicre tipine gére E, P ve L alt
gruplarina ayrilirlar.

o Integrinler: Lokosit ve endotel hiicreleri arasinda kuvvetli baglar olustururlar.
Normal kan akiminin varliginda dahi l6kositleri damar duvarinda hareketsiz hale
getirebilirler. Cok sayida alt gruba ayrilir (B1, B2, VLA-4, B7, a 4B7 ve digerleri).

e Immiinglobulin benzeri siiper aile: Bu grubun iiyeleri, immiinglobulinlere

benzeyen c¢ok sayida hiicrelerarasi yapisma molekiiliinden olusurlar (ICAM-1,
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ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, PECAM-1, CD-31). Olusturduklar gii¢lii baglar

sayesinde 16kositlerin damar liimeninden hiicreler arasi alana gegisini saglarlar.

integrinler . .
Immunglobulinler

CDIIb YUYARLANMA

ey 4 ADEZYON

CDo21
‘DIS

GlyCAM CDS4
| CDOE coezp

FEr [

D

¢ MiIGRASYON

L-selektin E-selektin

P-selektin

Sekil 1. Notrofiller ve endotel hiicreleri arasinda yapisma molekiillerinin araci
oldugu iliski (Mier GM, Pereyra LHT, Ward PA. Adhesion molecules in liver

ischemia and reperfusion injury. J. Surg. Res. 94: 185-194, 2000.)

Notrofil yapigsmasinin énemini aragtirmak i¢in yapilan bir calismada ICAM-1,
TLR4 geni cikarilmis, E-selektin antikor, integrin blokaji yapilmig farelerde I/R
hasarmin daha az oldugu gérﬁlmﬁstﬁr.62 ICAM reseptor blokaji ile noétrofil
baglanmasinin 6nlenmesinin de oOzellikle organ transplantasyonunda koruyucu

oldugu gosterilmistir.®’
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Notrofil  inaktivasyonu sonucunda serbest oksijen radikallerinin,

eikazonoidlerin ve proteazlarin aktivasyonu ile doku hasar1 azalmaktadir.

2.1.9. i-R Hasarinda Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dig dongiisiinde bir ya da birden fazla eslesmemis elektron
bulunduran molekiillerdir. Yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktiftirler ve
yasam siireleri kisadir. Iki tane eslesmemis elektronu olan oksijen énemli bir serbest
radikaldir ve siliperoksit adini alir. Siiperoksitle reaksiyona giren molekiiller serbest
radikal olusturur.

Ug temel tip serbest oksijen radikali vardir.

e Siiperoksit (O;’) ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz sistemi ile,

e Hidrojen peroksit (H,0), siiperoksit dismutaz enzimi ile,

e Hidroksil radikali (OH’), ise demir molekiillerinin katalize ettigi

reaksiyonlardan olusmaktadir.
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Bu yapilar, 6zel enzimlerin katalize etti§i reaksiyonlarla birbirlerine

dontiserek organizmada dengede bulunurlar. (Sekil 2)

A e'g\ e'S 3] g e'g
0O, > Oy > H,0O, > OH > H,O
Oksijen SUperoksit Hidrojen peroksit Hidroksil radikali Su

Katalaz

v | v

O, /> 0O, — H,0, —> OH — H.O

Oksijen Stperoksit Hidrojen peroksit Hidroksil radikali Su
Stiperoksit | Glutatyon v
B dismutaz < Geats peroksidaz
G-S-S-G

Sekil 2. A. Molekiiler oksijenden reaktif ara lriinlerin olusumu. B. Enzimlerin
serbest oksijen radikalleri tizerine etkisi (Champe PC, Harvey RA, Biochemistry.

Lippincott’s Illustrated Reviews. Lippincott Company, S: 114, 1994).

Iskemi sirasinda ATP kaynaklar1 kullanilmakta ve hipoksantin olusmaktadur.
Reperfiizyon evresinde oksijenin yardimiyla hipoksantin ksantine doniismekte ve bu
sirada siiperoksit (O;") radikali olusmaktadir. Iskemi uzayip ATP tiiketimi arttikca
hipoksantin iiretimi dolayisiyla da reperfiizyon sirasinda iiretilen siiperoksit
radikallerinin miktar1 artmaktadir. I-R hasar sirasinda oksijen radikallerinin iiretimi

sekil 3’te 6zetlenmistir.
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ATP
v
ADP
v
iskemi AMP

v

Adenozin

v

inozin

‘ v _ Ksantin oksidaz ;
\/ Hipoksantin > Ksantin

7 ™\

O, 02'__—l- H,O0p —» H,O

Reperfiizyon IR

Fe™ *a,

Sekil 3. iskemi reperfiizyon hasarinda rol alan serbest oksijen radikalleri ve ksantin
oksidaz sistemi (Suzuki S, Yoshioka N, Isshiki N, Hamanaka H, Miyachi Y.
Involvement of reactive oxygen species in post-ischemic flap necrosis and its

prevention by antioxidants. Br J Plast Surg. 44: 130-134, 1991).

Serbest radikaller I-R’de kritik role sahip olup normal hiicre
metabolizmasinda da ortaya ¢ikarlar. Ancak normal hiicre metabolizmasinda diisiik
miktarlarda olusan radikaller fizyolojik mekanizmalarla kolaylikla etkisiz hale

getirilebilmektedir. I-R hasarinda serbest radikallerin rolleri Sekil 4’te 6zetlenmistir.
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Protein
hasan

Hiicre zan
hasan

DNA
hasan

Hiicre igine
yogun Ca goci

Lipit peroksidasyonu

Sekil 4. I-R hasarinda serbest radikallerin rolleri (www.medscape.com).

Viicutta siiperoksit radikallerine karsi ¢esitli dogal antioksidanlar mevcuttur.
Bu antioksidan enzim ve molekiiller, hiicre i¢i ve hiicre disi olarak ikiye ayrilir.

Bunlar;

e Hiicre ici: Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, vitamin A,C,E,K, iirat, tiyoller, indirgenmis glutatyon, ubilinar.
e Hiicre disi: Siiperoksit dismutaz, iirat, seriilloplazmin, metal selatorler,

transferin, albiimin, laktoferrindir.
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Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 sunlardir:

o Serbest radikallerin tutulmasi veya daha zayif bir molekiile ¢evrilmesi,
e Serbest radikallere hidrojen aktararak reaktivitenin azaltilmasi,

e Onarici etki veya zincir kirict etki seklindedir.

2.1.10.1-R Hasarinda Lipit Peroksidasyonu ve Malonildialdehit

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre zarlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirlinleri olustururlar. Coklu
doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
olduk¢a zararhidir. Hiicre zarlarinda lipit serbest radikalleri (L") ve lipit peroksit
radikallerinin (LOQO") olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre
hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu
lipit peroksidasyonuna "nonenzimatik lipit peroksidasyonu" denir.®” Hiicre zarlarinda
lipit peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri ¢oklu doymamis yag asitleridir.
Lipit peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki bilesik ¢ift baglardan bir elektron
iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir
lipit radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipit radikali (L") dayaniksiz bir bilesiktir
ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipit radikallerinin (L") molekiiler oksijenle (O,)
etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (LOO") olusur. Lipit peroksit radikalleri
(LOO), zar yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit
radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini

alarak lipit peroksitlerine (LOOH) doniisiirler ve bdylece olay kendi kendini
18



katalizleyerek devam eder. Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit peroksitlerinin
(LOOH)) yikilim1 gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma zar1 ve subselliiler
organel, lipit peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve
gecis metallerinin varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O,) Fenton
reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH) olusmasi, zincir reaksiyonunu
baglatabilir. Lipit peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. Ug veya
daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malonildialdehit (MDA)

meydana gelir (Sekil 5).
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RH )/ \
hydroperoxide endoperoxide
H OOH
LOOH / \ / < / \ +Re X
Fe 2+ Fenton
‘ reaction l

. o O O
LO® = /<= AA
alkoxy radical H H
Malondialdehyde
(MDA)

Sekil 5. Lipit peroksidasyonu sonrast MDA sentezi

Malonildialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya c¢ikarak, yag asidi
oksidasyonunun 0zglin ya da nicel bir gostergesi olmamakla beraber, lipit
peroksidasyon derecesiyle ilgilidir. Bu nedenle biyolojik materyalde malonildialdehit
(MDA) olgiilmesi lipit peroksit seviyelerinin gostergesi olarak kullanilir. Non-
enzimatik lipit peroksidasyonu ¢ok zararl bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak zar
yapisina ve Urettigi reaktif aldehitlerle dolayli olarak diger hiicre bilesenlerine zarar

verir. Bylece doku hasarina ve birgok hastaliga neden olur.®”%
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2.1.11. i-R hasarinda Reaktif Azot Uriinleri

Nitrik oksit (NO") hem fizyolojik, hem de patofizyolojik siire¢lerde 6nemli bir
serbest radikaldir. NO" sentezi bazi1 hiicrelerde bir reseptore uyaranin baglanmasina

veya ndronlarda sinir uyarisina yanit olarak meydana gelir.

Nitrik oksit (NO) muskarinik veya histamin reseptdrleri gibi ¢esitli reseptorlerin
aktivasyonu sonucu L-arjinin’den, nitrik oksit sentaz (NOS, EC 1.14.13.39) etkisiyle

sentezlenir. (Sekil 5)

In-n& hlnrlc @ @

Sekil 5. NO olusum mekanizmalar1 ve sentezi (www.medscape.com)

Nitrik oksit sentazin farkli lokalizasyon ve diizenlenmeye sahip {i¢ izo-enzimi

vardir.

e Noronal NOS (tip I, nNOS), noral iletide fonksiyon gortir.
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e Indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) normal sartlar altinda bulunmaz.
Enflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler
tarafindan indiiklenir ve uzun dénemde bol miktarda iiretilir.

e Endoteliyal NOS (tip III, eNOS) bobreklerde bulunur. Endoteliyal NOS (tip
III, eNOS) vasitasiyla olusturulan nitrik oksit (NO"), vaskiiler diiz kas

hiicrelerinin gevsemesi i¢in en dnemli sinyaldir.

iNOS hepatositler, makrofajlar, nétrofiller, diiz kas hiicreleri, kondrositler
gibi bircok hiicre tipinde indiiklenebilir. iINOS vasitasiyla olusturulan NO,
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve bu nedenle 0zgiin olmayan konak savunma
sisteminin Onemli bir pargasidir. Sepsis, astim, romatoid artrit, aterosklerotik
lezyonlar, tiiberkiiloz, enflamatuar bagirsak hastaligi, helicobacter pylorinin yol
actig1 gastrit, allogreft reddi, Alzheimer hastali§i ve multipl skleroz gibi genis bir

hastalik grubunda iNOS'un arttig1 saptanmustir.®®

Nitrik oksit (NO") Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi
baglanir, boylece Fenton reaksiyonunu uyararak karsinogenezde rol oynar. Nitrik
oksitin, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarigsmaya girmesi ve siiperoksit (O, )
radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOO ) olusur. Bdylece nitrik oksitin
fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya c¢ikar. Damar toniisiiniin
diizenlenmesi i¢in siliperoksit (O, ) ve nitrik oksit (NO") arasindaki fizyolojik
dengenin o6nemli oldugu ileri stiriilmektedir. Peroksinitrit, nitrik oksit
zehirlenmesinin baslica sorumlusudur. Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararli
etkileri vardir ve azot dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH’), nitronyum iyonu

(NO,") gibi toksik iiriinlere doniisiir. Peroksinitrit, nitrik oksit son iiriinleri (NOXx)
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olan nitrit (NO;") ve nitrat (NO3") olusturmak iizere metabolize edilir.®® I-R hasarinin
olusmasinda oksijen kaynakli serbest radikaller gibi, azot kaynakli serbest radikaller
de 6nemlidir.”” Dokudaki NOx (nitrit + nitrat) diizeylerinin tayin edilmesi azot

kaynakli serbest radikal hasarinin bir gostergesi olarak kullaniimaktadir.”’

2.1.12.i-R Hasarinda Apopitoz

Hiicre oOliimlerinde iki temel mekanizma vardir. Bunlar apopitoz ve

70,71

nekrozdur. Apopitoz  fizyolojik, programli hiicre Oliimlerindeki temel

mekanizmadir.

a) Apopitoz yoluyla 6liimlerde goriilen olaylar sunlardir;
e Hiicrede biiziilme,
e DNA hasari,
e Diizenli kromatin kiimelenmesi,
e Plazmada baloncuklar olusmasi,
e Plazma zarindan fosfoatidilserinin disar1 atilmasi.
b) Nekroz yoluyla 6liimlerde goriilen olaylar ise sunlardir;
e Hiicrede ve mitokondride sisme,
e Dagmik kromatin kiimelenmesi,

e Plazma zar biitiinliiglinlin bozulmasi.

Gegmis yillarda I-R hasarinda hiicre &liimlerinde sadece nekrozun etkili
oldugu distiniiliitken giincel calismalar apopitozun da beyin, kalp, karaciger ve
bobrek gibi pek ¢ok dokuda I-R hasarinda énemli bir hiicre 6liim yolu oldugunu
géstermistir.70 Wang ve arkadaslarinin sigan iskelet kas1 I-R modelinde yaptiklari
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calisma;”® apopitozun iskelet kasi iskemi-reperfizyon modelinde de hiicre
Oliimlerinde etkili oldugunu gostermektedir. Kaspaslar tiim hiicrelerde bulunan ve
hiicrenin apopitoza gitmesinin tetigini ¢eken Oncii proteinlerdir. Bunlar hedef
proteinlerini belirli aspartat artiklarindan parcalayan ve aktif bolgelerinde sistein
iceren proteazlardir. Kaspaslar hiicrede sitoplazmada biiyiik, inaktif 6nciiler olarak
bulunurlar (pro-kaspaslar) ve genellikle bir kaspas digeri tarafindan pargalanarak
aktiflesir. Boylece proteolitik bir dongli olustururlar. Yapilan in-vitro caligsmalar
apopitozun ani gerceklesen hizli bir olay oldugunu gosterir. Protoplazmanin zardan
uzaklagmasindan, apopitotik cismin olusumuna kadar biitiin olaylar zinciri birkag
dakika siirer. Kaspaslar inaktif olarak sentezlenirler ancak hiicrenin stres ya da 6liim
reseptorleri ile uyarilmasindan sonra aktif enzimlere doniisiirler. Oncelikle baslangig
kaspaslar1 (6rn. kaspas-8 ve -10) aktive olurlar, bunlar ise etkin kaspaslar1 (Or;
kaspas-3, -6, ve -7) aktive ederler. Etkin kaspaslar bir kez aktive olduktan sonra artik

geri doniis yoktur ve hiicre apopitoza gider.

2.1.13.i-R Hasarimmin Onlenmesi

[-R hasarmn azaltilmasina yonelik ilk calismalar Kerrigan, Daniel ve daha
sonra Pang tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismalarda topikal, bolgesel veya sistemik
yolla verilecek maddeler sayesinde flep mikro-dolagiminda gelisebilecek “no-reflow”
fenomeninin Onlenebilecegini, geri dondiiriilebilecegini veya geciktirilebilecegi
bildirilmistir.”*”> Bundan sonra giiniimiize kadar I-R hasarinin 6nlenebilmesi i¢in, bu
zincirin degisik basamaklarina etki edecek ¢ok sayida farmakolojik madde deneysel

calismalarda kullanilmis ve basarili sonuclar alinmistir. Bu maddeler I-R hasarinin
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olusumu sirasinda etki ettikleri bolgeye ve etki mekanizmasina gore

gruplandirilabilirler.

2.1.13.1. Antikoagiilanlar

Antikoagiilan ajanlarin temel etki mekanizmasi serbest doku aktarimlart veya
replantasyon cerrahilerinde anastomoz sahasinda trombiis olusmasini engellemektir.
Bu ajanlar icerisinde klinikte en ¢ok kullanilan1 heparindir. Heparin, karacigerde K-
vitaminine bagimli olarak sentez edilen antitrombin-III'ti aktif duruma getirerek
antikoagiilan etki yapar. Trombiis olusma riskini azaltmasina karsin, iskemik stirecte
aktive olan trombositlerden proinflamatuar uyaricilarin salinimini engelleyemez ve
sistemik heparin kullaniminin flep sag kalimmi arttirict  etkisi  olmadig:
gosterilmistir.”* Bunun yaninda sistemik heparin kullanimi cerrahi sonras: dénemde
kanama riskini ve morbiditeyi arttirmaktadir. Sistemik uygulama yerine topikal
olarak anastomoz sahalarinda uygulanan heparin anastomoz sahasinda sistemik
heparine oranla daha yiiksek anti-trombiis etkisi gostermekte ve morbiditeyi
azaltmaktadir.” Son yillarda kullanimlar: artan diisiik molekiiler agirlikli heparinler,
sistemik heparinle benzer koruyucu etkiler gostermelerine karsin, daha az morbidite

yaratmaktadirlar.

Bir diger antikoagiilan ajan, siiliiklerin salgisinda bulunan ve anti-trombin
ozellikleri olan hiriidindir. Sun ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
bolgesel uygulanan hiriidinin, si¢anlarda random patternli fleplerde konjesyonu
azaltigim gostermislerdir.’® Schlaudraff ve arkadaslari 2008 yilinda yaptiklari
calismada hirtidinin vendz konjesyonu azaltmakta basarili oldugunu ancak arterio-

vendz karisik yetmezliklerde herhangi bir faydasmin olmadigmi belirtmislerdir.”’
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Yapilan bu c¢alisalar hiriidinin vendz gollenmelerde flep sag kalimimni arttirdigini

bildirmektedir.”®”’

Diger bir antikoagiilan madde ise trombositlerin hem yapigsmasini, hem de
birikmesini azaltan, ayrica viskoziteyi diisiirerek kan akimini arttiran dekstrandir.”
Bugiine kadar dekstranla ilgili yapilan calismalar farkli sonuglar ortaya
koymaktadir. Yapilan bir caligmada, dekstranla tedavi edilen tavsanlarda, salinle
tedavi edilen tavsanlara gore flep sag kaliminin arttigi gdzlemlenmistir.”” Buna
karsin bagka bir calismada, dekstranin flep sag kalimi iizerine ek bir fayda

saglamadig1 gosterilmistir.”*

2.1.13.2.Anti-inflamatuar Ajanlar

Mikrovaskiiler trombozu ve I-R hasarmi &nlemek icin cesitli non-steroid
anti-inflamatuar ajanlar kullanilmistir. Bu amagla aspirin, ibuprofen ve ketorolak
gibi farmakolojik ajanlar klinik ve deneysel alanda kullanima sunulmustur. Bunlar
cesitli yollarla arasidonik asit metabolitlerinin olusmasini engelleyerek I-R
hasarinda gelisen vazokonstriiksiyon, trombosit yapisma ve birikimiyle, nétrofiller
icin kemotaktik olan maddelerin salinmasini azaltirlar.**™* Ayrica yine bu amagla
kullanilan steroidler, fosfolipaz A,’yi inhibe ederek ve prostaglandinin,
tromboksanlarin, lokotrienlerin ve platellet aktive edici faktoriin sentezini de

engelleyerek etki gosterirler.*
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2.1.13.3.Serbest Radikal Hasariin Onlenmesi

Serbest radikallerin toksik etkilerini engellemek amaciyla kullanilan
maddelerin tiimii antioksidanlar olarak bilinir. Antioksidanlar, etki etme

mekanizmalarina gore iki gruba ayrilirlar. Bunlar;
i.  Reaktif oksijen iiriinlerinin iiretimini inhibe edenler,
ii.  Uretimi tamamlanmis olan serbest radikalleri ortadan kaldiran ajanlar

Bu ajanlar, serbest radikal avcilari olarak da bilinirler. Serbest radikal
avcilari, yiikli oksijen radikallerini daha az zararli iriinlere indirgeyerek etki

gosterirler.

Bu grup maddeler arasinda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon,

84,85 . .
Ksantin oksidaz

trimetazidin, desferoksamin ve N-asetil sistein bulunur.
sistemine etki ederek serbest oksijen radikali iiretimini engelleyen allopurinol ve
epoksisiiksinil  tlirevinin de deneysel olarak flep sag kalimini arttirdig:

86,87

gosterilmistir. Deneysel olarak faydali etkileri gdsterilen bu maddelerin heniiz

klinik uygulamalarina ait deneyimler yetersizdir.

2.1.13.4.Vazodilatatorler

I-R hasarmda endotel hiicre islev bozuklugu nedeniyle endojen vazodilatator
yapimi azaldigindan, disaridan verilen vazodilatatorlerin flep sag kalimina olumlu
etki edebilecegi diisiinlilmiistiir. Bu amagla kullanilan nitrik oksit ve nitrik oksit
saglayicilari, kalsiyum kanal blokoérleri, dipridamol, iloprost, “calcitonin gen-related

peptide” (CGRP) ve adenozinin deneysel olarak olumlu etkileri gosterilmistir.** >
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Nootropik, vazodilatér, antispazmodik ve antitrombotik o©zellikleri olan
pirasetamin da pedikiillii fleplerde sag kalimini arttirdig1, I-R hasar1 sonucu olusan

nekroz miktarin azalttig1 da gosterilmistir.'"!

2.1.13.5.immiin Sistem Diizenleyicileri

Immiin sistem baskilayicilar, Idkositlerin endotele yapismasmi  ve
l16kositlerin etkinlesmesini Onlerler. Bu sayede noétrofile bagli hiicre hasarini
azaltirlar. Askar ve Bozkurt’un yaptigi calismada, siklosporin A’nin dogrudan
yuvarlanan, yapisan ve damar duvarindan go¢ eden 16kosit sayisini azalttigi
gosterilmis, bu sayede kapiller perfiizyonun arttirilabilecegi one stiriilmiistir. *
Immiin sistem baskilayicilari, dolayli yoldan nétrofil infiltrasyonunu ve
etkinlesmesini de engellerler. Kronik organ retlerinin Onlenmesinde kullanilan
siklosporin  A’min bu etkisinin yaninda hiicre mitokondrisini dogrudan I-R

hasarindan koruyucu etkisi oldugu ve bu yol iizerinden de hasar1 Onledigi

gosterilmistir.”

2.1.13.6.Arasidonik Asit Anti-metabolitleri

Arasidonik asit anti-metabolitleri, I-R hasarinda ortaya ¢ikan lokotrien By ve
tromboksan A, gibi proinflamatuar aract maddeleri inhibe ederler. Bir lipooksijenaz
enzim inhibitorii olan dietilkarbamazin, 6zgiin lokotrien B4 ve tromboksan A,
inhibitorleri ve balik yagi bu amagcla kullanilan ve faydali olduklar1 deneysel olarak

kanitlanan ajanlardir.”*”°
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2.1.13.7.Notrofil yapismasinin 6nlenmesi

Notrofil yapisma molekiilleri son zamanlarda aragtirmacilarin ilgisini ¢eken
yapilardir. Selektin ve integrin adi verilen bu tutunma molekiillerine karsi
gelistirilen monoklonal antikorlar disaridan verildiginde, I-R hasarini azaltarak flep

sag kalimun arttirdiklar: gosterilmistir.””

Ayrica, bir steroid hormonu olan dehidroepiandrosteronun mikro
dolasimdaki yapigsma molekiillerinin yanitini azaltarak istenmeyen lokosit-endotel

hiicresi iliskisini engelledigi ve i-R hasarin azalttig1 gosterilmistir.'®

Ayni amagla antihistaminik ajanlar ve fusoidin denenmis ve bu ajanlarin
nétrofil yuvarlanmasin1 ve yapismasim engelleyerek I-R hasarini  azalttiklar

101,102
saptanmuigtir. 0110

2.1.13.8.iskemik 6n kosullandirma

Dokulart uzun iskemi ve takip eden reperfiizyon hasarindan korumanin bir
diger yolu ise iskemik 6n kosullandirmadir. Onceden uygulanan kisa siireli iskemi
siirecleri, dokuyu uzun siirecek iskemiye daha direngli hale getirir. ilk kez 1986 da
Murry tarafindan kalp kasi tizerinde gosterilen bu etki daha sonra diger organlarda

103-107

ve fleplerde gosterilmistir. Mounsey ve arkadaglari, iskemik On

kosullandirmanin kas flebini uzun siiren iskemiye karsi direngli hale getirdigini

gdstermistir.'*®

Iskemik 6n kosullandirmanim koruyucu etkisi hem goriilme zamani olarak,
hem de etki mekanizmasi acisindan iki tiptir. Erken 6n kosullandirmanin etkisi

reperfiizyon basladiktan dakikalar sonra goriiliir ve 2-3 saat kadar stirer. Buna karsin
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gecikmis On kosullandirma 12-24 saat sonra ortaya ¢ikar ve etkisi 2-3 giin kadar
siirer. Erken on kosullandirma, protein sentezinden bagimsizdir ve iskemi sirasinda
aciga c¢ikan adenozin, NO, bradikinin, katekolaminler, reaktif oksijen iirlinleri,
opioidler ve anjiyotensin II koruyucu etki gosterirler. Gecikmis 6n kosullandirmada
ise yeniden diizenlenen gen ifadesi sonrasi yeni protein sentezi koruyucu etkiyi
gosterir. Deneysel ve klinik alanda kullanilan tiim bu farmakolojik ajanlarin ve
iskemik 6n kosullandirmanin yani sira yapilan bazi basit cerrahi uygulamalarla da I-
R hasar1 dnlenmeye cahisilmistir. Ozellikle, koroner damarlar iizerinde yapilan
calismalarda iskemiden sonra uygulanan kontrollii reperfiizyonun I-R hasarii
azaltig1 gosterilmistir.'” Unal ve arkadaslari sigan arka bacak modelinde iskemiyi
takiben gerceklestirdikleri kademeli reperflizyonun notrofil ve siiperoksit
radikallerinin birikimini azalttiini ve doku nekrozunu smirlandirdigin1 ortaya

koymuslardir.'"
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2.2. CERRAHI DENERVASYONUN ISKELET
KASINDAKI ETKILERI

Cerrahi denervasyon, periferik sinirin bir kasa vermis oldugu motor liflerinin
kas ile olan tiim baglantilarinin cerrahi olarak kesilmesidir. 19. yiizyilin baslarindan
itibaren pek ¢cok makalede cerrahi denervasyonun kasta yarattigi; morfolojik, yapisal,

ultra-yapisal, metabolik ve dolasimsal degisiklikler incelenmistir.

2.2.1. Morfolojik, Yapisal ve Fonksiyonel Degisiklikler

Denervasyonla ilgili ilk uzun dénem calisma Tower tarafindan 1935 yilinda
kedilerde yapilmistir. Bu c¢aligmada denervasyon sonrasi bir yillik takiplerdeki
degisiklikler 3 fazda incelenmistir. Bunlar atrofi, akut dejenerasyon ve fibrotik
degisimlerdir.'® Gutman 1948 yilinda tavsanlarda 8 ay siireyle denervasyon
sonuclarini takip etmis ve denervasyon sonrasi degisiklikleri incelemistir.''* Bu
calismada kas agirliginda ve kas lifi uzunluklarinda ilerleyici azalma oldugu ve
atrofinin soleus kasi benzeri yavas seyiren kaslarda ekstensor digitorum longus

(EDL) kas1 benzeri hizli seyiren kaslara oranla daha fazla goriildiigiinii belirtilmistir.

Gutman ve Zelena 1962 yilinda yaptiklar1 calismada 12-15 ay siiren
denervasyonun sicanlardaki etkilerini incelemislerdir. Bu c¢aligmada liflerin
kisalmasinin yaninda sayilarinin da azaldigi, ayrica dizilimlerinin paralelligini
kaybettigini ve bu kayiplarin soleus kasinda, EDL kasma oranla daha belirgin
oldugunu bildirmislerdir.'"> Pellegrino ve Franzini 1963 yilinda denervasyonun
etkilerini elektron mikroskobu ile incelemisler ve kastaki ilk yapisal degisikliklerin 7.

giinde bile goriilebildigini bildirmislerdir.''®
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Denerve kaslarda zamanla ultra-yapida da pek ¢ok degisiklik
olmaktadir.! "> 118123y ve arkadaglari bu degisiklikleri erken ve ge¢ olmak iizere

iki evrede 6zetlemislerdir.

Denervasyonun erken evrelerinde;

e Miyofilament ve sarkomerler biiyiik oranda normaldir

e Bazi kas hiicrelerinin ¢ekirdekleri genislemis ve soluk goriiniimdedir.
e Bazi mitokondrilerde vakiioller goriiliir,

e Miyofibrillerin ¢evresinde kollajen lifi proliferasyonu gozlenmez.

Alt1 ay sonrasinda;

e Miyoflamentlerin biitiinliigli bozulur,

e (ekirdeklerin bazilar kiiclik ve koyu renkli, bazilar1 ise yogunlasir.

e Fibroblastlarin, yag hiicreleri ve miyofibriller etrafindaki kollajen liflerinin
proliferasyonu goriiliir.

e Bir yil sonra motor son plagi taninamaz duruma gelir

Da-Xing Lu ve arkadaslar1 denerve iskelet kasini elektron mikroskobu ile 18
ay boyunca takip etmisler ve su sonuglara ulasmuslardir;'*

e Kas liflerindeki atrofi iki ayda belirginlesir fakat lifler arasinda atrofi
homojen degildir.

e Hiicreler arasi1 alanda ve damar cevrelerinde kollajen ve yag birikimi giderek
artar.

e Damarlar dejenere olur, ayrica biriken kollajene bagl olarak kaslardan izole
olurlar ve beslenme bozulur.
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Denervasyonun sonrasi hiicre c¢ekirdeginde 2. ayda baslayan degisiklikler
sonrast 9. ayda hiicre ¢ekirdeklerinin biiyiikk bir kismi1 merkezde yerlesmis
goriinimdedir.

Denervasyonun 2. ve 7. aylar arasinda bazi ¢ekirdeklerde kromatin
kiimelenmeleri ve parcalanmalar1 goziikmektedir.

Denervasyonun 18. ayinda kas lifi c¢aplari, 30-80 um’den 2-15 pum’ye
diismektedir.

Sarkomerlerin yapisinda degisimler goriiliir. Bu degisimler erken donemlerde
az olmakla beraber zamanla artar. Bununla beraber 18. ayda dahi yapist
bozulmamis, diizgiin sirali sarkomerler goriilebilir

Mitokondri zamanla kiigiiliir, yuvarlaklasir krista yapilari seyreklesir.
Sarkoplazmik retikulum diizensizlesir ve A-I bileskeleriyle olan iligkileri
azalir.

Sitoplazma igerisinde yag vezikiilleri ve fagositik vezikiiller artar.

Kas agirligiyla ilgili ¢aligmalarda; Hagerty ve arkadaslar1 denerve latissimus

dorsi flebinde, kitle ve hacim degisikliklerini degerlendirmiglerdir. Kas agirliginda,

alt1 hafta sonrasinda % 20, alt1 ayda % 45, dokuz ayda % 55 kayip oldugunu ve bu

kaybmn direkt olarak kas hacmi ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir.'’® Serbest

mikrovaskiiler kas transferlerinden sonra ise 2. haftada kas hacminde 1,5 katlik bir

artis olup, bu deger 9. ayda normal degerlerine ulasmaktadir.'"*'* Serbest kas

transferinden dokuz ay sonra, ortalama kas lifi capinda azalma, tip-1 liflerde atroffi,

tip-2 lif oraninda artis olup; ameliyattan 2 hafta sonra baslayan yaglh degisiklikler ve

fibrozisin zamanla artarak devam ettigi tespit edilmistir. Kas lifi ¢apindaki azalma;
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alic1 saha, postoperatif enfeksiyon, hareketsizlik ve yaralanmadan cerrahiye kadar
gecen siire ile iligkilidir.''®%

Denervasyon sonrasinda iskelet kasinda fonksiyonel degisiklikler
incelendiginde denervasyonu takiben ilk iki-ii¢ giin i¢inde kasilma hizinda
yavaslama, kasilma giiciinde azalma goriiliir.''? Sonraki birka¢ haftalik dénemde
kasilmalarda bir miktar diizelme olur. Bunlarin en 6nemli sebebi denerve olan kasta
hiicre zarmin yliksek frekanslarda aksiyon potansiyeli olusumuna izin

vermemesidir.'>!?!

1994 yilinda yapilan bir calismada postnatal donemde
denervasyon yapilan sican ve kedilerin kaslarinda yavas seyiren lif sayisinin azaldigi,

hizl seyiren kas lifi sayisinn ise arttigi saptanmustir.' >

2.2.2. Denervasyonun Iskelet Kas1 Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Kauffman ve Albuquerque 1970 yilinda yaptiklari ¢alismada denervasyonu
takiben bes gilin icinde EDL kasmin enerji ihtiyacimin % 36 azaldigim

gé‘)s'[ermislerdir.125

DuBois ve arkadaslari, 1983 yilinda, denervasyonun; iskelet kasinda glikoz
oksidasyonuna etkilerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada denervasyonu takiben kasin
yas agirh@indaki diisiise bagl olarak, total glikoz oksidasyonu azalmaktadir. Ancak
kas birim agirligima goére olarak belirlenen 06zglin glikoz oksidasyonu
hesaplandiginda; denervasyonu takiben ilk on giin, glikoz oksidasyonunun daha
yiiksek oldugu bulunmustur.'* Bu oran 20. giinden sonra iyice azalmakta ve toplam
glikoz tliketimiyle paralellik gdstermektedir. Bu bulgular ¢alismada ilk 10 giin
icerisinde kasta total enerji ihtiyacinda bir azalma olmasina karsin, birim oksidatif

kapasitede artis oldugu seklinde yorumlanmistir.'** Ayrica oksidatif kapasitede 20
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giinden sonra belirginlesen diisiislerin, mitokondride olugsmaya baglayan ultra-yapisal

degisikliklerle iliskili olabilecegi belirtilmistir.'**

Davis ve Karl 1988 yilinda hiicrelerin denervasyon sonrasi glikoz ve protein
dongiilerini incelemistir. Calismada denerve olan kaslarda bazal glikojen
miktarlarinin azaldigi belirtilmistir. Normal kas hiicresinde glikojen miktar1 azalinca
glikojen sentezi artmasma karsin, denerve edilmis kasta glikojen sentez hizi
artmamaktadir. Bu durum insiilin direnciyle aciklanmaktadir. Ilk on giin iginde
glikozun hiicre igine go¢ hizi artmaktadir. Buna karsin glikojen sentez hizi
artmamakta, aksine hiicreye ulagan birim kas miktarima oranla artan oksidatif
fosforilasyonda kullanilmaktadir. Proteinlerin hem sentezi hem de yikimi artmaktadir

126

ancak yikim yapimdan daha yiiksek olmaktadir.'”® Ilk on giindeki glikolitik ve

oksidatif fosforilasyon yoniindeki tablo 20. giinden sonra degismekte ve oksidatif

yollarin aktiviteleri azalmaktadir.'** ¥’

2.2.3. Denervasyonun iskelet Kas1 Dolasimina etkileri

Banbury ve arkadaslar1 1999 yilinda yayinladiklar1 c¢alismalarinda sican
kremaster kasinin denervasyon sonrasi erken donemde mikro-dolagimini
incelemislerdir. Kars1 kremaster kas1 kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bulgular su

sekildedir;'*®

e Damar caplari: ilk 24 saat iginde vazokonstriiksiyon goriilmektedir. Bunun
sebebi denervasyona tepki olarak endotel hiicrelerinde rezerv edilen vazo-aktif
maddelerin salinmasidir. Bu faza hiperadrenerjik faz denmistir. 48. saatte

damarlar denervasyon Oncesindeki kalinliklarina geri donmektedir. Bu siirecte
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sistemik vazo-aktif maddelere yanit azalmistir ve bu faza non-adrenerjik faz

denir. Birinci haftada denerve taraftaki damardaki genisleme en iist seviyeye

ulagsmakta ve ikinci haftada kontrol grubu seviyelerine donmektedir.

Vazodilatasyondaki bu azalmanin sebebi ise adrenerjik ajanlara olan cevabin bu

evrede geri donmesidir. Bu faza ise asir1 duyarlilik fazi denir. Boylece

denervasyona ii¢ fazli bir yamt olusur.'?®

e Eritrosit akim hizlari: Denervasyondan hemen sonra birinci, ikinci ve ii¢lincii sira
arteriollerde eritrosit akim hizlar1 artmaktadir.

e Kilcal damar perfiizyonu: Denervasyonu takiben 48 saat iginde kilcal damar
perflizyonu artar ve bu artig 2. haftada iyice belirginleserek kontrol grubunun %
133’{ine ulasir.

e Lokosit-Entotel yapismasi: Ilk 24 saat icinde yiiksek bulunmasina karsin, 48.
saatte normale doner

e Vazo-aktif maddelere yanit; Ilk bir hafta yanit oldukca diisiiktiir. Birinci haftada

asetilkolin ve norepinefrine tepki olugsmaya baslarken, ikinci haftada tiim vazo-

aktif maddelere hiperadrenerjik bir yanit olusur.

Calismanin sonunda yazarlar iki hafta dnceden kasa yapilacak denervasyonun
kastaki perfiizyonu arttirabilecegini ve klinik kullaniminin  olabilecegini
belirtmislerdir. Iki haftadan kisa ya da uzun siireli denervasyonlarin fayda veya

zararlar1 hakkinda ise yorum yapmamlslardlr.128
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2.2.4. Denervasyonun Apopitoza Etkisi

Borisov ve Carlson 2000 yilinda sigan iskelet kasinda yaptiklar1 ¢alismada
denervasyon sonrasinda atrofiye giden kaslarda yogun miktarda apopitoz

belirlediklerini bildirmislerdir.*
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2.3. Botulinum Toksin

2.3.1. Genel Bilgiler

Botulinum toksin zehirlenmesinin klinik olarak ilk tanim1 Dr. Justinus Kerner
tarafindan 1817 ve 1822 yillarinda yapilmistir. Daha sonra Prof. van Ermengen
toksinin kaslarda yaptigi paralizinin 6liimle sonuglandigini bildirmistir. Prof. van
Ermengen izole ettigi anaerobik sporlu basili Bacillus botulinus olarak adlandirmis,
daha sonralar1 ise basilin adi Clostridium botulinum olarak degistirilmistir.
Botulinum toksinin ikinci serotipi olan tip-B 1910°da Leuchs tarafindan
bulunmustur. Toksinin etki mekanizmas1 ise 1949 yilinda Burken tarafindan
tanimlanmistir. 1973’de Scott tarafindan hayvanlarda test edilen norotoksin, klinik
olarak ilk kez 1989°da strabismus, hemifasyal spazm ve blefarospazm tedavisi icin
FDA (Food and Drug Administration) onayiyla kullanilmaya baslanmistir.
Botulinum toksin tip-A’nin kozmetik kullanimi ise ilk olarak Jean ve Alastair

Carruthers tarafindan rapor edilmistir.'*

Clostridium tetani ve Clostridium botulinum temel yapilart ve etkileri
bakimindan benzerlik gostermektedir. Clostridium tetani merkezi sinir sistemi
tizerine, Clostridium botulinum ise periferik sinir sistemi tizerine etkilidir. Botulinum
toksin (BTx), sporlu ve gram (+) bir anaerob olan Clostridium botulinum’un
ekzotoksinidir. BTx’in A, B, C1, D, E, F ve G olmak iizere yedi farkli serotipi

bulunur.
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Dogada olduk¢a direngli olan botulinum sporlar1 kaynadiktan sonra bile

yasamini silirdlirebilmektedir. Toksinin yok edilmesi i¢in, 80 °C’nin {izerinde, 10

dakikadan fazla veya pH>7 olan ortamda bir siire tutulmasi gerekmektedir.''®

2.3.2.

Insanda bes farkl1 botulizm goriilmektedir. Bunlar:

Infantil (intestinal) botulizm: Yutulan sporlarin kalm bagirsaklarda
acilmasiyla olusur

Besin (klasik) botulizmi: kontamine yiteceklerin yenmesiyle olusur

Yara botulizmi: enfekte yarada goriiliir

Inhalasyona bagli botulizm: Biyolojik silah yaralanmalarindan &tiirii
literatiirde 3 olguda bildirilmistir.""®

Iyatrojenik botulizm: Tedavi amacli yapilan BTx uygulamasi sonrasinda
bolgesel veya sistematik botulizm bulgular1 goriilmesidir. Literatiirde iki

olguda bildirilmistir."

Yapisal Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi

Botulinum nérotoksinleri birbirine disulfit baglariyla baglanmis 100 kd’lik

agir zincir ve 50 kd’lik hafif zincirden olusan 150 kd’lik inaktif bir polipeptitdir.

BTx; tripsin benzeri bakteriyel proteazlarca aktif forma doniistiiriiliirken, 1s1 ile agir-

hafif zincirler ayrisir ve ndrotoksin inaktive olur. Biitlin serotipler, periferik sinir

sisteminde, noromiiskiiler bileskenin presinaptik terminallerinden, asetilkolin

serbestlestirilmesini inhibe ederek, gevsek bir paraliziye sebep olurlar."*' (Sekil 6)
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Kas hiicresi

Sekil 6; Botulinum toksin periferik sinir sisteminde reseptorlere baglandiktan sonra
hiicre i¢ine alinarak aktive olur. Daha sonra presinaptik kavsakta asetilkolin
salimimin geri doniislimsiiz olarak engeller.

(http://www.derm.net/images/my_mode_of_action.jpg)
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Botulinum toksinin yol agtig1 paralizi ii¢ adimda gerceklesir:

e Baglanma: BTx; agir zinciri aracilifi ile presinaptik kolinerjik reseptorlere geri
doniisiimsiiz olarak baglanir.

e Hiicre icine giris: Norotoksin reseptor bagimli endositozla hiicre igine girdikten
sonra agir ve hafif zinciri baglayan disiilfit baglar1 bilinmeyen bir mekanizma ile
kirilir. Daha sonra agir zincirin N-terminali hafif zincirin hiicre zarindan gegisine
yardimec1 olur.

e Norotransmitter salimminin engellenmesi: Asetilkolin tasiyan vezikiillerin
hiicre zar ile birleserek, igerdigi asetilkolini néromuskuler kavsaga birakmasi
icin, hiicre ic¢inde aktif SNARE kompleksinin bulunmasi gereklidir. SNARE
kompleksi 3 temel yapidan olusmaktadir. Bunlar “Sinaptobrevin”
(VAMP=Vesicle-associated membrane protein), “SNAP-25” (25 kd
synaptosome-associated protein) ve “Sintaksin” dir. BTx’in hafif zinciri, ¢inko
bagimli endopeptidaz aktivitesi ile proteolitik etkinlik kazanarak, asetilkolin
vezikiillerinin ekzositozundan sorumlu zar proteinlerini parcalar ve asetilkolin

salinimin1 engeller.

Her bir BTx serotipi SNARE kompleksinin farkli bir parcasini1 bloke ederek etki
gosterir.
e Serotip A, C,ve E; SNAP-25’1
e Serotip B, D, F ve G; Sinaptobrevini (VAMP)’i
e Serotip C; SNAP-25’1 parcalamanin yaninda primer etkisini sintaksini

parcalayarak gosterir.
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VAMP/

synaptobrevin Acetylcholine

SNAP-2
- Calcium

Syntaxin channel

BTX light Neurexin
chain

Sekil 7. Farkli Botulinum toksin serotipleri, hiicreden asetilkolin salinimimni farkh

yollardan engeller. (Facial Plastic Surgery Clinics of North America 11 2003)

BTx’in etkisinin geri doniisiimii i¢in, sinir yeni aksonal uglar liretmek zorundadir.

Bu islem iki agsamada gergeklesir:

e . Asama; sinir uglarinda aksonal filizlenme meydana gelir. Bu sinir terminalleri,
motor son plak bolgesinde uzanimlar olugmasina yol agar ve bdylece yeni bir
noromiiskiiler bileske insasi baslar. Bu islem yaklagik 28 giinde tamamlanir ve

biitiin noral iletim yeni filizlenen aksonlar araciligiyla olur.

e 2. Asama, orijinal ana terminaller ndral gecisi yeniden kazanir ve yeni olusan

aksonal filizlenmelerin sinaptik fonksiyonlarinin kaybi ve elenmesi gozlenir.
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Ikinci asama yaklastk 91 giin sonra tamamlanir. Bu iki asamanin

130-132

gerceklesmesiyle BTx’in klinik aktivitesi sonlanmis olur.

Sekil 8. BTx aktivitesinin sonlanma asamalar1t A) Aksonal filizlenmenin meydana
gelisi, B) Sinir terminallerinin yeni fonksiyonel ndromiiskiiler bileskeyi olusturmasi
ve sonrasinda yeni terminalin gerileyip, ana terminalin tekrar islev gdrmeye

baslamasi. (Facial Plastic Surgery Clinics of North America 11 2003)

2.3.3. immiinolojik Ozellikleri

Botulinum toksin preparatlarina kars1 immiinolojik yanit toksine veya tasiyict
olan non-toksin proteine kars1 gelisebilir. Non-toksin boliimiine karsi olusan
antikorlar, klinik olarak ndérotoksin aktivitesini bozmadiklarindan “non-nétralizan
antikorlar” olarak tanimlanirlar. Norotoksine karsi olusan antikorlar ise “ndétralizan
antikorlar” olarak isimlendirilir. BTx’in herhangi bir serotipini etkisiz hale
getirebilen antikorlar, diger tiplere kars1 etkisizdir ve immiinolojik yanit durumunda

preparatin degistirilmesi uygun olacaktir.'** Servikal distoni sebebiyle bir ya da daha
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fazla sayida BTx-A enjeksiyonu yapilan hastalarin % 3-5’inde tedaviye yanitsizlik
gelismistir. Notralizan antikorlarin  gelisiminde en Onemli risk faktorleri;

enjeksiyonun sik araliklarla veya yiiksek dozlarda uygulanmasidir.

BTx-A’nin etkili en diisiik dozunun kullanimi, enjeksiyonlar arasi zamanin en
az 8 hafta ya da ideal olarak 12 haftadan fazla olmasi, kisa siirede bolus
enjeksiyonlardan kaginilmasi ile immiin direng geligimi azaltilabilmektedir.'** BTx-
A preparatlarinda stabilize edici olarak kullanilan insan alblimini, antikor
olusumunda suglanan etkenlerden en onemlisidir. Piyasadaki iki BTx-A preparati
arasinda daha diisiik protein icermesinden dolayr Botox®’a immiinolojik yanit

Dysport®’a oranla daha azdir.'”

2.3.4. Doz Onerileri ve Saklama Kosullar:

Botulinum toksin serotipleri igerisinde en ¢ik kullanilant BTx tip-A’dir.
Avrupa’da  Dysport®  (Ipsen; Maidenhead, UK), Neuroblock® (Elan
Pharmaceuticals) ve Botox® (Allergan; Irvine, Calif.) ticari isimleri ile
bulunmaktadir. Sonradan FDA onay1 alan BTx tip-B ise Myobloc® ticari adiyla

satisa sunulmustur.

Bir {inite (U) ya da mouse unit (MU), periton igerisine enjeksiyon sonrasi, 18-
22 gr disi Swiss-Webster farelerinin % 50’sini Oldiirebilecek doz olarak
belirlenmigtir. Bir Botox® f{initesi, yaklasik 2,5 - 4 Dysport® iinitesine ve 60-75

Myobloc® iinitesine esdegerdir.'*>

Insanlarda ortanca oldiiriicii doz (LD50), 70 kg agirhigindaki bir kisi icin

2500-3000 U Botox®’tur. Spastisite tedavisi amaciyla kullanilan en yiiksek doz ise
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400 tinitedir.”**'* Yiizde mimik kirigikliklar i¢in kullanilan Botox® dozu, her bir
seans i¢in ortalama 50-60 iinitedir."*® Botulinum toksinin tedavi edici doz araligi

132

oldukca genistir ve sistemik zehirlenme olasilig1 ¢ok diisiiktiir.””~ Ancak kaza ile

zehirlenme ya da yiiksek doza maruz kalinmasi durumunda, 24 saat i¢inde antitoksin

57 Yiiz bolgesinde BTx-A uygulamalarinda, hayati tehdit

verilmesi gerekmektedir.
eden alerjik ya da iirtiker benzeri reaksiyonlar bildirilmemistir. Yapilan insan ve

hayvan c¢alismalarinda, uzun doénemde, immiinojenik, karsinojenik ve diger

potansiyel zararli yan etkiler tespit edilmemistir."*’

Sik kullanilan preparatlardan Botox® -5 °C, Dysport® + 2-8 °C’de
saklanmaktadir. Sulandirildiktan sonra her ikisi de + 2-8 °C’de aseptik sartlarda
korunmalidir. Sulandirilan Dysport® preparatlarinin 8 saat icinde tiiketilmesi
Onerilir. Botulinum toksinin saklandiktan sonra kullanilmast ile ilgili ¢eligkili
yaymnlar vardir. Bir c¢alismada +4°C’de saklanan sulandirilmis Botox®
preparatlarinin aktivitesi 1.gliniin sonunda % 90-100, 3. Giin % 70-80, 7. giin % 40-
50, 14. giin minimal olarak bulunmustur.]36 Bunun yaninda Elmas ve arkadaglarinin
2007 wyilinda yayinladiklar1 ¢alismada iki hafta siire ile +4°C’de saklanilan
Botox®’un etkileri, taze Botox®’un etkileriyle elektron mikroskobisinde
kiyaslanmistir. Calisma sonugclar iki hafta beklemis Botox®’un taze Botox® ile ayni

etkileri olusturabildigini ancak etki siiresinin daha kisa oldugunu gostermektedir."”
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2.3.5. Sicanlarda Uygulanacak BTx-A Dozlar: ve Etki Siiresi

Aoki 2002 yilinda farelerde yaptigi calismada BTx-A i¢in maksimum kas
paralizisi olusturan dozu 29 {inite/kg, hayvanlarin %50 sine 6ldiiriicli olan dozu 81,4

{inite/kg, etki siiresini 36 giin olarak tanimlamustir.'*

Billante ve arkadaglarinin yaptigr calismada BTx-A dozlar1 350-400 gr
agirhigindaki  siganlarda gastrokinemius kasina uygulanmis ve su sekilde

siniflandirilmistir;'*°

e Minimal doz; 0,625 {inite
e Diisiik doz; 1,25 iinite

e Orta doz; 2,5 tinite

e Yiiksek doz; 5 linite

e (Cok yiiksek doz; 10 {inite

Sketelji ve arkadaglarinin 1983 yilinda sigan arka bacaginda botulinum toksin
ile yaptiklar1 calismada 5 unite Botox ile siganin tiim ekstensor ve fleksor kaslarinda

paralizi olustugu bildirilmistir.'®

Kemirgenlerde BTx-A enjeksiyon sonrasi etkisinin 24. saatte basladig1 ve 4-6

hafta siirdiigii belirtilmektedir."

2.3.6. Tedavi Endikasyonlar1 ve Yeni Uygulama Alanlari

BTx-A; blefarospazm, spazmodik tortikollis, ekstremite distonisi, disfoni,
hemifasyal spazm, serebral palsi, spastik dipleji, esansiyel bas tremoru, distonik

tikler, gerilim tipi bas agrisi, tenis¢i dirsegi, palatal myoklonus, kekeleme, pelvirektal
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spazmlar ve nistagmus gibi ndrolojik ve oftalmik endikasyonlarda kullanilmakla
beraber, ylizdeki mimik kirisikliklarin giderilmesi amaciyla kozmetik alaninda da

kullanilmaktadir.'*®

Son zamanlarda BTx kullanimi oldukca yayginlasmis olup yukaridaki
endikasyonlar disinda pek c¢ok yeni kullanim alani bulunmustur. Bu alanlardan

bazilar1 sunlardir:

e Hiperhidrozis ve hipersialore tedavisi, Frey sendromu tedavisi, fasiyal
asimetriler, platismal bantlarin tedavisinde BTx-A kullanilmaktadur, 14!

e Subpektoral implant yerlestirilmesini takiben pektoral kas spazmin1 6nlemek i¢in
BTx-A uygulanmistir. Ameliyat sonrast donemde hastalarin agrilarinin azaldigi,
elde edilen kozmetik sonucun daha iyi oldugu bildirilmistir. Olusan paralizinin
geri doniistimlii bir denervasyona sebep olmasindan dolayr bu yontemin,
nérektomiye tercih edilebilecegi ifade edilmistir. '** '** Ayrica BTx-A pektoral
adaledeki kasilmalarin protez iizerinde yaptigi cekintilerin 6nlenmesi amaciyla
kullanilmis ve basarili sonuglar alinmustir.'¥’

e Yiizdeki skarlarin genislemesinin onlenmesi amaciyla yara dudaklarina Btx-A

14415 ve hipertrofik skar olusumunun

enjeksiyonunun yara iyilesmesinde
6nlenmesinde faydali oldugu bildirilmistir."*®

e BTx-A fleksor tendon onarimi yapilmis hastalarin kas origolarina uygulanmis ve
tendon riiptiirii oranlariin azaldigi bildirilmistir."*®

e BTx-A vazospastik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmlstlr.20’149’]50

Neumastier ve arkadaglart Raynoud hastalig1 tanisi ile takip edilen 19 hastanin

avug i¢lerine norovaskiiler pedikiillerin gececegi alanlara etki edecek sekilde 50
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ile 100 iinite arasinda Botox enjekte etmislerdir. Calisma sonucunda tek doz
uygulamanin dahi 4 hasta hari¢ tiim hastalarin agrilarin1 kestigi, parmaklarin
dolasim yiizdesinin % -48’den % 425’¢ ¢iktig1 bildirilmistir.”

O'Reilly ve arkadaglar1 2005 yilinda aksiller hidradeniti olan bir hastaya BTx-A
uygulamislar ve bolgesel lezyonlarin kaybolmasinin yaninda 10 ay siireyle tekrar
olugmadigini bildirmislerdir. 151

Celik ve arkadagslar1 2006 yilinda si¢an pektoral kas flebinde yaptiklar1 ¢alismada
cerrahi denervasyon ve BTx-A ile yapilan kimyasal denervasyonun kas
stabilizasyonuna etkilerini arastirmigladir. Sonuglarda hem cerrahi, hem de
kimyasal denervasyonun flep stabilizasyonunu arttirdig1, kas liflerini iki grupta
da benzer oranlarda azalttigini, denervasyon yapilan grupta daha fazla olmak
iizere kaslarda atrofi goriildiigii belirtilmistir.'>

Arnold ve arkadaslar1 2009 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarda botulinum toksin
uygulamasimin sigan deri fleplerinde flep sag kalimimi arttirdiklarini
belirtmislerdir. Ayrica perivaskiiler olarak 5 iinite BTx-A uygulamas1 sonrasi 1.,
14. ve 28. giinlerde damar ¢aplarini 6lgmiislerdir. BTx-A’nin uygulama sonrasi 1.
giinde bile hem arter, hem de ven ¢aplarinda anlamli artisa yol agtigi, bu artigin
14.glin 6lciimiinde en yiiksek seviyeye ciktigint ve 28. giinde halen yiiksek
oldugunu belirtmislerdir.'**'

Clemens ve arkadaslar1 2009 yilinda BTx-A’nin sican femoral damar ¢aplar ve
yapilan anastomozlarin basarisina etkilerini incelemislerdir. Bu amagcla
cerrahiden 5 giin once femoral damarlarin ¢evresine 10 iinite Botox® enjekte

edilmistir. Cerrahi glinii damar ¢aplarinin Botox® yapilan grupta anlamli olarak
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daha fazla oldugu bildirilmistir. Damarlar kesilip, re-anastomoz edildiginde ise
Botox® yapilan tarafta anastomozlarin daha hizli ve kolay yapildigi ayrica
cerrahi sonrasi trombozlarin daha az goriildiigi bildirilmistir.'>

e BTx-A ile random fleplerin sag kalimmin arttirllmasi ile ilgili iki yayin
bulunmaktadir. Yildirnm ve arkadaslari sicanlarin sirtinda hazirlanan random
fleplere 8 noktadan toplam 2,5 {inite Botox® uygulamislar ve flep sag kalimini
arttirdiklarini bildirmislerdir.® Kim ve arkadaslar1 ise 2009 yilinda yayinlanan
makalelerinde sicanlarin sirtinda hazirlanan random flebe daginik olarak toplam
1,5 {inite Botox® yaptiklarin1 ve flep sag kalimini arttirdiklarini bildirmislerdir. *

e Botulinum toksinin havadan veya yiyecek yoluyla biyolojik silah olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir."**

2.3.7. ila¢ Etkilesimleri

Sinir-kas kavsaginda gecisi engelleyen ilaglar BTx-A ile etkilesebilirler.
Aminoglikozidler (Gentamisin), siklosporin, D-penisilamin, kas gevseticiler (kiirar
tipi nondepolarizan blokdrler, siiksinilkolin), aminokinolonlar, kinidin, magnezyum
siilfat ve linkozamid BTx-A’nin etkisini degistirebilen ilaclardir. Bunlarin ¢ogu
néromiiskiiler gegis tlizerine intrinsik inhibitdr etkiye sahip olduklarindan BTx-A’nin
etkisini arttirirlar.  Aminoglikozidler yiiksek dozlarda, sinir-kas kavsaginda
asetilkolinin salimmasimi 6nleyebilirler ve botulizm benzeri bir klinik duruma yol
acabilirler. Siklosporin, néromiiskiiler blokaja ikincil kas gii¢siizliglinli uyarabilir ve
bir olguda solunum yetersizligine neden olmustur. D-penisilamin romatoid artritli
hastalarin kii¢iik bir kisminda, asetilkolin antikorlar1 olusturmustur. Bu hastalarda

myastenia gravisli hastalardakine benzer kas gii¢siizliigli tespit edilmistir. Tim
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bunlarin tersine, klorokin ve hidroklorokin gibi aminokinolonlar, hiicre icinde BTx

ile etkilesime girerek, BTx-A aktivitesini inhibe edebilir."’

2.3.8. Bolgesel Yan etkiler

Enjeksiyon sahasinda agri, 6dem, ekimoz siklikla uygulama teknigiyle ilgili
olup yan etki olarak degerlendirilmemelidir. BTx enjeksiyonlarindan sonra, bas
agrilar, kuru agiz hissi, grip benzeri tablo goriilebilir. Hastanin uygulama 6ncesi bu
konularda bilgilendirilmesi ile gereksiz anksiyeteye girmesi Onlenmelidir. Aspirin,
antikoagiilanlar, nonsteroid anti-enflamatuar ilaglar, E vitamini, ginseng, ginkgo ve
yiiksek doz sarimsak gibi bitkisel ilaglar petesial kanamalarin oranini arttirmaktadir.
Petesilerin olusumu, 30 gauge igne kullanimi, her ii¢-dort enjeksiyonda bir ignenin
degistirilmesi, enjeksiyondan 6nce buz uygulanmasi ve enjeksiyonun intradermal
yapilmasiyla  azaltilabilir.  Uygulama  sirasina  meydana  gelen  damar
yaralanmalarinda, hemen sahaya parmak ile basing yapilmasi da cilt alt1 kanamalarin
olusmamasi i¢in kolay bir onlemdir. Enjeksiyon sahasinda agri, topikal anestetik

kullanimiyla azaltilabilir.

Uygulama bdlgesinde goriilebilen gegici hiperestezinin, bolgesel travma veya
BTx’in lokalize antinosiseptif 0Ozelligi sebebiyle oldugu disiiniilmektedir. Deri
enfeksiyonlari, olduk¢a nadir goriilmekle beraber, literatiirde viicudunda BTx-A ile
iliskili psoriasis benzeri dokiintiiler meydana gelen ve bes ay sonra kendiliginden

diizelen bir olgu bildirilmistir.

Deride kuruma ve pullanma da BTx-A tedavisi sonrast gelisebilir ve ter bezi

aktivitesinin azalmasma baglanmistir. Nemlendiricilerin kullanimi ile bu belirtiler
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kaybolur. Bas agrisinin bir¢ok tipinde tedavi i¢in kullanilmasina ragmen, BTx-A
enjeksiyonu yapilan hastalarin  kiiciik bir kisminda gecici bas agrilan
goriilebilmektedir. Etiyoloji, enjeksiyon sirasinda ignenin periosta ulagmasi, olusan
derin kas hematomlari, enjeksiyonun yarattigi stres ile aciklanmaya c¢alisilmistir.
Genellikle birkag saat ile iki giin arasinda devam eden hafif bir agridir. Cok nadir
olarak, bazi hastalarda hayatin giinliikk akisini degistiren, ciddi, siddetli bas agrilari

meydana gelmektedir. Bu agrilar 2-4 hafta icinde kendiliginden yatismaktadir."’

2.3.9. Sistemik Yan Etkileri

BTx-A’nin en etkili oldugu yer enjeksiyon sahasidir. Bununla birlikte
ndrotoksinin kiigiik miktarlar1 yakinindaki yapilara veya sistemik dolagima gegebilir.
Bu bolgesel ya da uzak etkiler en sik, tekrarlayan yiiksek doz uygulamalar sonucu
ortaya ¢ikmasina karsin blefarospazm tedavisi i¢in diisiik doz BTx-A alan hastalarda

158 Enjeksiyon sahasindan uzak kaslardaki subklinik etkiler, tek-1if

da gozlenmistir.
EMG ile gosterilebilir. °° Antikor gelisimine bagli olarak, BTx-A etkinligi azalabilir
ya da kaybolabilir ki bu durum genellikle tedavinin ilk birkag¢ yilinda ortaya ¢ikar.
Eger, ilk dort yil icerisinde immiin diren¢ gozlenmediyse, daha sonra ortaya ¢ikma

olasilig1 son derece diisliktiir. Diren¢ gelisimi halinde BTx-B ile tedaviye devam

edilebilir."

2.3.10. BTx-A uygulamasinin kas metabolizmasina etkileri

Matic ve arkadaslar1 2007 yilinda tavsan masseter kasina 25 iinite botulinum
toksin uygulamasi sonrast BTx yapilan tarafta su sonuclara ulasmislardir;'

e &. haftanin sonunda kas agirlig1 daha az bulunmustur.
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Hem 4. hem de 8. haftalarda masseter kasi i¢indeki kan akimi ve kan hacmi daha
yiikksek bulunmustur. Bu durum BTx-A enjeksiyonu sonrasinda motor son
plaklarda yiiksek oranda tespit edilen kalsitonin geni iligkili peptid ile
aciklanmistir. Bu peptidin vazodilatator 6zellikleri vardir ve damar toniisiiniin
diizenlenmesinde 6nemlidir.

4. ve 8. haftalarda masseter i¢i damarlarda gecirgenlik artmis olarak bulunmustur.
0-12 haftalarda degisiklik yoktur.

4. haftada masseter i¢i gecis hizi artmis, 12. haftada azalmis olarak bulunmustur.
4, 8, 12. haftalarda glikozun kas i¢ine alim hizi artmig olarak bulunmustur. Bu
durumun ilging oldugu ve paraliziye giden kasta normalde enerji ihtiyaclarinin
azalmas1 gerektigi belirtilmistir. Bu artista tipk1 kan akimi artis1 gibi kalsitonin
geni iliskili peptidin glikoliz hizim1 arttirmasi sonucu olabilecegi seklinde

yorumlanmustir.

Welham ve arkadaslar1 2008 yilinda sigan tiroaritenoid kasina BTx-A verdikten

sonra protein mekanizmasindaki degisikliklere bakmiglar ve su sonuclara

ulasmuslardir;'’

BTx-A’nin etkisinin; ilk ve ikinci inceleme zamanlar1 olan 3. ve 7. giinlerde tam
oldugu, iciincii inceleme olan 14. glinde azalmaya basladigi, dordiincii ve son
inceleme olan 56. glinde ise tamamen ge¢mis oldugu belirlenmistir.

BTx-A uygulamasi sonrasinda kasta enerji metabolizmasi, kasilma fonksiyonu,
transkripsiyon, translasyon ve hiicre c¢ogalmasiyla ilgili olan proteinlerin

sayisinda ¢ok farkli degisiklikler olmaktadir.
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e Enerji metabolizmasindaki proteinler;
o ATP-sentaz enziminin 3 zincirinden ikisinin miktar1 azalirken, alfa
zincirinin miktar1 artmaktadir,
o Beta-enolaz, G6PDH ve aldolaz glikolitik enzimlerdir, miktarlar artar
o Kreatinin kinaz miktarlar1 artar
e Stres cevabi;
o BTx-A enjeksiyonu sonrasinda 7. giinde siiperoksit dismutaz miktarlar
artmis olarak bulunmustur.
e Transkripsiyon, translasyon ve hiicre ¢ogalmast;
o Hiicrelerde DNA sentezini ve hiicre ¢ogalmasii engelleyen prohibitin

artmis olarak bulunmustur.

2.3.11. BTx-A Sonrasinda Iskelet Kasindaki Ultra-Yapisal
Degisiklikler

Elmas ve arkadaslar1 2007 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda taze ve iki hafta
bekletilmis 25 inite botulinum toksin tip-A’y1r tavsan anterior alirikiiler kasina
enjekte etmislerdir. Uygulama sonras1 5. giin ve 12. haftalarda hayvanlar sakrifiye
edilerek elektron mikroskobunda kasin ultra-yapisi incelenmistir. Calismada 5.
giinde BTx-A’nin kasta yogun ultra-yapisal degisiklikler yaptig1 ve bu degisikliklerin
12. haftada A-I ve Z bantlarinda orta diizeyde devam eden ayrigma haricinde

sonlandig1 belirtilmistir. Sonuglar tablo 1 ile dzetlendirilebilir; "
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Tablo 1. Elmas ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismanin sonuglari; BTx-
A’nin iskelet kasinda erken-ge¢ donemde yol actig1 ultra-yapisal degisiklikler. (Ann

Plast Surg.2007 Sep; 59(3): 316-22.)

Elektron mikroskobi Kontrol Saline Taze Beklemis Taze Beklemis
bulgulan enjek. S5.gin 5.gin 12_hafta 12 hafta
A-T bantlannm aynkhgs 0 0 5 5 3 1
Z batlanmm aynkhgs 0 0 5 5 3 0
Hiicre gekirdeginin go¢i 0 0 4 3 0 1
Miyofibril kayb: 0 0 5 4 1 0

0 0 5 4 0 0
kayb
Mitokondri dejenerasyonu 0 0 4 3 0 0

Puanlama: 0 dejenerasyon yok, 5 maksimum dejenerasyonu gosterir

2.3.12. BTx-A- Apopitoz iliskisi

BTx-A uygulamalarinin dokulardaki apopitozu nasil etkiledigine dair ¢eliskili
yayinlar bulunmaktadir. Manno ve arkadaglar1 2007 yilinda yaptiklar ¢aligmalarda
BTx-E’ninintrahipokampal uygulanmas1 sonrasi hiicrede apopitozun olusmasi igin
gerekli kaspas sisteminin aktivasyonunun engellendigini ve apopitoz miktarinin
azaldigim belirtmislerdir.'” Bunun yaninda Chuang ve arkadaslari 2006 yilinda
yaptiklar ¢aligmalarda prostat icine enjekte edilen BTx-A’nin histolojik kesitlerde 1.
ve 3. aylarda yaygin apopitoza yol ac¢tigini bildirmislerdir. Berliocchi ve arkadaslari
2005 yilinda BTx-C uygulanan néronlarda dnce yaygin sinaptik hasar olustugunu, ve

bunun apopitozla sonuclandigini belirtmislerdir.
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2.4. Sican Biseps Femoris Kasinin Anatomisi

Biseps femoris kas flebi ilk kez 1992 yilinda Lee ve arkadaslar tarafindan
yapilmus bir calismada model olarak kullanilmistir.'®" 1998 yilinda Yenidiinya ve
arkadaglar1 kasin iizerindeki deri adasini igerecek sekilde bolgeyi aksiyel patternli bir
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flep olarak tanimlamiglardir.”™ Ancak bu flebin anatomik Ozelliklerinin ayrintili

olarak tanimlanmasi 2000 yilinda Akylirek ve arkadaslari tarafindan yapllmls‘ur.162
2002 yilinda ise Coskunfirat ve arkadaslar1 kasin tlizerindeki deri bolgesini besleyen

damarmn kasin perforatorii oldugunu gostererek yeni bir perforator flep modeli

tanimlamiglardir.'®

Biseps femoris vertebral ve pelvik olmak iizere iki baglh bir kastir. Vertebral
bast 4. sakral vertebranin kemiksi ¢ikintisindan kaynaklanip, femurun lateral
kondiline uzanirken, pelvik bas siyatik ¢ikintidan kaynaklanip lateral epikondile,
oradan da apenevrotik bir yapr halinde tibiyal ¢ikintiya kadar uzanarak yapisir.
Vertebral basin hemen altindan ayrilan medial boliim de yine lateral epikondile

yapisarak sonlanir'® (Sekil 9).

Kasin motor innervasyonu ise birden fazla sinirden gelir. Vertebral basin
innervasyonu lumbo-sakral pleksustan ¢ikan inferior gluteal sinirden, medial kismin

innervasyonu ise siyatik sinirden gelir'® (Sekil 10).
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Sekil 9. Biseps femoris kasinin anatomisi, Vertebral bast 4. sakral vertebranin

kemiksi ¢ikintisindan kaynaklanip, femurun lateral kondiline uzanirken, pelvik bas
siyatik c¢ikintidan kaynaklanip lateral epikondile, oradan da apenevrotik bir yap1
halinde tibiyal ¢ikintiya kadar uzanarak yapisir. Vertebral basin hemen altindan

ayrilan mediyal boliim de yine lateral epikondile yapigarak sonlanir.
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Sekil 10. Vertebral basin innervasyonu lumbo-sakral pleksustan c¢ikan inferior

gluteal sinirden, medial kismin innervasyonu ise siyatik sinirden gelir.
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Kaudal femoral arter, popliteal arterin verdigi en kalin daldir. Bu damar
biseps femorise ve altindaki yag yastik¢igina gonderdigi iki dal ile biseps femoris

kasini besler (Sekil 11).

lf.

Sekil 11. Kaudal femoral arterin biseps femoris kasini beslemek icin direkt kasa ve

kas altindaki yag yatik¢iginin igine verdigi dallar.
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Biseps femoris kasinin deri tarafinda kalan arka yiiziinde 0,1-0,2 mm ¢apinda
bir adet deri perforatorii bulunur. (Sekil 12) Bu damar ¢evresinde 5 cm ¢apli bir deri
adasimi besleyebilir.m’“55 Kaudal femoral - popliteal sistem tlizerinde kaldirilan flebin
pedikiil uzunlugu 2,5 cm’ye, damar ¢aplar1 0,7-0,8 mm’ye, femoral damarlar da dahil

edilirse uzunlugu 5 cm’ye, damar ¢aplar1 1-1,2 mm’ye ulagir.'®

4

Sekil 12; Biseps femoris kasinin deri perforatorii; 0,1- 0,2 mm kalinliginda olup 5

cm? capli bir alan1 besleyebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi, Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurul
Bagkanligi’nin onayi aliarak, Gazi Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
gerceklestirildi. Calismada, agirliklart 250-300 gram arasinda degisen, 42 adet
Wistar Albino tipi erkek sigan kullanildi. Siganlar uygun kafeslerde, 21+2 °C
sicaklikta ve 12 saat karanlik - 12 saat aydinlik ortamin saglandigi kosullarda
barindirildi. Deneklerin beslenme ihtiyaglari, standart laboratuar yemi ve su verilerek
diizenli olarak karsilandi. Tiim cerrahi islemler % 10’luk ketamin HCI (50 mg/kg) ve
ksilazin HCI (2,5 mg/kg) anestezisi altinda, ayni cerrah tarafindan steril kosullarda ve
lup biiyiitmesi altinda standart mikrocerrahi teknikler kullanilarak gerceklestirildi.
Denekler iic hayvan bir kafeste kalacak sekilde ayr1 kafeslerde tutuldu. Deney
boyunca 6liim ya da otomiitilasyon sebebiyle kaybedilen hayvan olmadi. Higbir

denekte enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi.

3.1. Cerrahi Teknik

3.1.1. Cerrahi Denervasyon

Sicanlar yiiz istii yatirildiktan sonra sag uyluk bolgeleri tiras edildi.
Palpasyon ile femur belirlendikten sonra sakrum femur bileskesinde 1 cm’lik deri
kesisi yapildi. (Sekil 13) Kasin femur ile yapmis oldugu gevsek baglantilar mosquito
klemp ile ayrildi. Daha sonra kasin hemen altinda kasa paralel uzanan siyatik sinir ve
kasin sakrumla birlestigi yere dogru kasa dik olarak giren inferior gluteal sinir dal
goriildii. (sekil 10) Diseksiyon inflamasyonun smirli kalmasi icin lup biiylitme

altinda mikrocerrahi teknikler kullanilarak yapildi. Siyatik sinirin ve inferior gluteal
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sinirlerin proksimal kisimlarindan birer cm’lik sinir eksizyonu yapilarak re-
innervasyon oOnlendi ve cerrahi denervasyon tamamlandi. Diseksiyon esnasinda
sakral ylizden ve popliteal kisimlardan kasa giren damarlarda herhangi bir yaralanma

olmamasina ozellikle dikkat edildi. Deri tim olgularda Caprosyn® 5,0 ile siirekli

dikis teknigiyle kapatildi.

Sekil 13. Cerrahi denervasyon amaciyla femurun palpe edilmesi sonrasi femur-

sakrum bilegkesi {izerinde yapilan 1 cm'lik kesi.
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3.1.2. Botulinum Toksin-A (BTx-A) uygulamasi

Sicanlar yiiziistii yatirildiktan sonra sag uyluk bolgeleri tirag edildi ve deri
iizerinden biseps femoris kasinin sinirlart ¢izildi. Kas dort esit alana boliindiikten
sonra her alanin orta noktas isaretlendi. Botox™ 2 ml serum fizyolojik ile sulandirildi
ve 30 gauge’luk enjektorlere ¢ekildi. Daha 6nce yapilmis caligmalardaki dozlar goz
oniinde bulundurularak %' jsaretlenen 4 noktanin her birine birer iinite olmak iizere

toplam 4 {inite BTx-A (Botox"“; Allergan, Abdi ibrahim, Tiirkiye) enjeksiyonu

yapildi (Sekil 14).

Sekil 14. Biseps femoris kasi dort esit alana boliindiikten sonra her bir alana 1 iinite,

toplam 4 tinite Botox® enjeksiyonu yapildi.
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3.2

Cahisma Gruplan

Calisma iki asamal1 olarak gerceklestirildi:

e Birinci asamada I-R dongiisiinden 1 giin, 7 giin ve 30 giin once

gerceklestirilen cerrahi denervasyonun sican iskelet kasinda I-R hasarma

etkileri arastirildi.

e Ikinci asamada cerrahi bir islem yapilmaksizin, I-R dongiisiinden 1 giin, 7

gin ve 30 gin 6nce BTx-A enjeksiyonlariyla gergeklestirilen kimyasal

denervasyonun sigan iskelet kasinda I-R hasarina etkileri arastirildi.

3.2.1. Birinci asama: Cerrahi denervasyonun (CD) i-R hasarina

etkileri

Birinci agama, birisi kontrol grubu olmak tlizere 4 grupta gergeklestirildi. Her grupta

6 adet Wistar albino sigan yer aldi1 ve sicanlarin normal yasantilarini siirdiirebilmeleri

icin sadece tek ekstremiteleri (sag arka bacaklari) kullanildi. Gruplar su sekilde

tasarlandi;

Kontrol grubu; Cerrahi denervasyon uygulanmaksizin 4 saat iskemi - 4 saat
reperfiizyon uygulanan grup (n=6 sigan)

Cerrahi denervasyon 1 giin grubu; [-R hasarindan bir giin &nce
gerceklestirilen cerrahi denervasyon sonrasit 4 saat iskemi - 4 saat
reperfiizyon uygulanan grup (n=6 sigan)

Cerrahi denervasyon 7 giin grubu; I-R hasarindan 7 giin once
gerceklestirilen cerrahi denervasyon sonrast 4 saat iskemi - 4 saat

reperfiizyon uygulanan grup (n=6 sigan)
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e Cerrahi denervasyon 30 giin grubu; I-R hasarindan 30 giin &nce
gerceklestirilen cerrahi denervasyon sonrast 4 saat iskemi - 4 saat

reperfiizyon uygulanan grup (n=6 sigan)
Calismanin birinci agamasinin tasarimi ve zaman ¢izelgesi Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Cerrahi denervasyonun I-R hasarina etkisi, gruplarin sematik goriiniimii

Kontrol

[ R

CD I-R dongisii
1 giin J
1 o an )

gun once T - . e

Cl.? cerrahi den. I-R déngiisti
7 giin J
"

CD 7 giin énce cerrahi denervasyon I-R dongisii
30 giin J
>

30 giin 6nce cerrahi denervasyon i-R dongiisii
J

3.2.2. ikinci asama: BTx-A ile kimyasal denervasyonun i-R hasarina

etkileri

Ikinci asama birisi kontrol grubu olmak iizere 4 grupta gergeklestirildi. Her
grupta 6 adet Wistar albino sigan yer aldi ve siganlarin normal yasantilarini

stirdlirebilmeleri i¢in sadece tek ekstremiteleri (sag arka bacaklari) kullanildi.

e Kontrol grubu; (ortak grup) BTx-A uygulanmaksizin 4 saat iskemi - 4 saat

reperfiizyon uygulanan grup (n=6 sigan)
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e BTx-A 1 giin grubu; I-R hasarindan bir giin 6nce gerceklestirilen BTx-A
uygulamasi sonrasi 4 saat iskemi - 4 saat reperfiizyon uygulanan grup (n=6
sican)

e BTx-A 7 giin grubu; i-R hasarindan 7 giin once gerceklestirilen BTx-A
uygulamasi sonrasi 4 saat iskemi - 4 saat reperfiizyon uygulanan grup (n=6
sigan)

e BTx-A 30 giin grubu; I-R hasarindan 30 giin nce gerceklestirilen BTx-A
uygulamasi sonrasi 4 saat iskemi - 4 saat reperfiizyon uygulanan grup (n=6

sigan)

Tablo 3. BTx-A ile kimyasal denervasyonun I-R hasarma etkisi, gruplarin sematik
gorunumu

Kontrol

é )

BTxA I-R déngiisti
1 giin ”
.

1 giin 6nee g

BTx-A BTx-A I-R déngiisii
7 giin -
N

BTxA 7 gin énce BTx-A I-R doéngiisti
30 giin d
&

30 giin énce BTx-A I-R dongiisii
J
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3.3. Iskemi-Reperfiizyon (i-R) Dongiisii ve
Doku Orneklemesi

Literatiirde yapilmis caligsmalar referans alinarak iskemi ve reperfiizyon

2166167 Deneklere 4 saat iskemiyi takiben, 4 saat reperfiizyon

stireleri belirlendi.
uygulandi. (Tablo 4) I-R déngiisiiniin sonunda denekler sakrifiye edilerek, sag biseps

femoris kaslar1 incelenmek tizere eksize edildi.

Tablo 3. I-R déngiisii ve deneklerin sakrifiye edilmesinin sematik goriiniimii

Turnike Turnikenin Hayvanlarm
uygulamasi actlmasi sakrifiye edilmest
[ 4 saat 1skemi donemi 4 saat reperfiizyon donemi Doku drneklemesi ]
3.3.1. Iskemi

Sicanlarin sag arka bacaklarma iskemi uygulamak amaciyla kal¢a eklemi
hizasinda 1,5 ve 4 mm kalinliklarindaki iki adet kablo kiskaci ile (sekil 15) turnike
uygulamasi gergeklestirildi. Iki turnike kullanilmasinin sebebi turnikenin etkinligini
arttirmakti. Kablo kiskaclarmin bir kere sikildiktan sonra bir daha gevsememesi
turnikenin basarisimi arttirdi. Daha Onceki ¢aligsmalar referans alinarak kasta geri
doniissiiz hasarin basladigi siire olan 4 saatlik iskemi siiresi uygulandi.”'®® Turnike
uygulamas: sonrasinda sican arka bacaklarinda 1s1 kaybi1 ve morarma gelistiginin

goriilmesi ile iskeminin bagladigi anlasildi. (Sekil 16)
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AT )

Sekil 16. Iskeminin baslamasiyla beraber sag bacakta gelisen morarma, sol tarafta

(turnike uygulanmayan ekstremitede) normal pembe renk
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3.3.2. Reperfiizyon

Dort saatlik iskemi siiresinin sonunda turnike makas yardimiyla kesilerek
reperfiizyon evresi baglatildi. Turnikenin ac¢ilmasiyla beraber ekstremitede yaklasik
20 - 30 dakika stireyle devam eden bir asir1 kizariklik (flushing) goriildii. (Sekil 17)
Reperfiizyonun takip eden doneminde ekstremitenin rengi normale dondii. Calismada
dokuda I-R hasarinin hem biyokimyasal, hem de histolojik olarak yol agacag
degisiklikler incelenecegi icin reperfiizyon siiresi Onceki ¢alismalar da referans

alinarak 4 saat olarak belirlendi.”'**'%7

Sekil 17. En solda baska bir sicanin iskemik donemdeki sag bacagi morarmis olarak

goriiliirken, ortada normal dolasimi olan bir ekstremite pembe renkli, en sagda ise

reperfiizyon donemine yeni girmis bir ekstremitede “flushing” goriintiisii.
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3.3.3. Doku orneklemesi

Dorder saatlik iskemi reperfiizyon dongiilerinin sonunda denekler kalpten kan
alinmasi yontemiyle sakrifiye edildi. Daha sonra deneklerin I-R uygulanan sag biseps
femoris kaslar1 tamamen eksize edildi. Aliman doku Ornekleri histoloji ve
biyokimyasal incelemeler icin parcalara boliindi. (Sekil 18)  Kasin tibiyal

bileskesine 1 cm mesafeden, 1 cm genisliginde aliman doku biyopsileri histolojik

inceleme icin kullanilirken, kalan kas dokularinda biyokimya analizleri yapildu.

Sekil 18. Doku orneklemesi sonrasi histolojik ve biyokimyasal incelemeler igin

dokunun pargalara ayrilmasi
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3.3.4. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Alinan doku 6rnekleri, oda 1sisinda, %10’luk formalin soliisyonu igerisinde
72 saat tespit edildiler. Tespit edilen dokular standart 1s1tk mikroskobu takip
yonteminden gegirilerek parafin bloklar elde edildi. Hazirlanan bloklardan
mikrotomla (Leica SM 2000, Germany) polizinli lamlara 5 um kalinliginda kesitler
alindi. Her denekten alinan 10 adet seri kesit histolojik degerlendirmenin
yapilabilmesi amaciyla hematoksilen-eozin ile boyandi. Kesitler bilgisayar
donanimli, kamera atagmanli foto-151k mikroskopta (DM 4000 B, Leica, Weetlar,
Germany, DFC280 Plus Camera, Leica, Weetlar, Germany) fotograflanarak
degerlendirildi. Dejeneratif bulgularin degerlendirilmesi ardarda alinan seri
kesitlerde, her kesitten gelisiglizel secilen 5 ayr1 alanda Leica QWin (V3 plus
image) goriintii analiz sistemi kullanilarak bilgisayar ortaminda yapildi. Her bulgu

i¢in verilen puanlar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal ~ degerlendirmenin  yapilabilmesi icin  kesitler
deparafinizasyon amaciyla bir gece 37 °C ve ertesi giin 1 saat 60 °C olacak sekilde
etiivde bekletilerek 15'X2 ksilole etkin birakildilar. Dehidrate edilmesi amaciyla
dokular 10’ ar dakika olacak sekilde sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol
serilerinden gecirildiler. Dehidrate edilen dokular alkolden arindirilmak igin 5X2
kez distile sudan gegirildikten sonra, doku icerisinde formaldehitin kapattig
reseptor bolgelerinin agiga c¢ikarilmasini saglamak igin Ip sitrat tamponu (Lot
9003CT13610, Labvision Corporation, San Francisco, CA, USA) ile mikrodalga
firinda, 650 watta 5 dakika, 550 watta 5'X3 kez retriver islemi gerceklestirildi. 20
dakika oda 1sisinda sogumaya birakilan kesitler, 5 dakika distile suda yikandiktan
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sonra pap pen (Super PAP Pen, PN IM3580, Becman Coulter Company, France) ile
kesit iizerindeki dokularin etrafi ¢izildi. Daha sonra, 15 dakika % 3’ liikk hidrojen
peroksite etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Islem
sonrasinda PBS (Phosphate buffer saline, pH=7,4) ile camlar yikandi. Yikanan
camlara 5 dakika Ultra V blok (Lot: 060HL70515, Lab Vision) uygulanarak 6zgiin
olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular
yikanmadan primer antikor asamasma ge¢ildi. Bu amacla kesitlere caspas 3
(CPP32) Ab4 primer antikoru (Lot: 1197P708A, Neomarkers, Fremont CA) primer
antikoru damlatilarak 30 dakika oda 1sisinda bekletildiler. Daha sonra PBS ile
yikanan camlara 20 dakika biyotinli sekonder antikor (Lot: 060HL70515, Lab
Vision) uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi. PBS ile yikanan camlar
20 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (Lot: 060HL70515, Lab
Vision) etkin birakildi, bdylece camlarda enzimin biyotine baglanmasi saglandi.
Son olarak AEC ( 3 — amino — 9 — ethylcarbazde ) (Lot: 060HA1333, Lab Vision)
eklenerek yaklasik 10 dakika bekletildi ve gozle goriilebilir {irlinlin ortaya ¢ikmasi
saglandi. Zemin boyast olarak Mayer’in Hemotoksilen’i (0B52Y092, Merck)
kullanildi. Bu sekilde boyanan camlar ultra—mount (VM 13518, Lab Vision
Corporation, San Francisco, CA, USA) ile kapatilip, bilgisayar donanimli, kamera
atagcmanli foto-1g1tk mikroskopta (DM 4000 B, Leica, Weetlar, Germany, DFC280

Plus Camera, Leica, Weetlar, Germany) fotograflanarak degerlendirildi.

e Hemotoksilen-Eosin kesitlerinde su dejeneratif bulgulara bakild;

o Segmental nekroz,
o Enine ¢izgilenme kayiplari,

o Cekirdegin merkeze gogii,
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o Kas liflerinde ayrilma,
o Bag doku artisi,
o Interselliiler - interfasikiiler dem

o Enflamatuar hiicrelerin sayis1 incelendi.

Her denekten hazirlanan 10’ar adet preparat yukaridaki dejeneratif bulgular
acisindan ayr1 ayr1 degerlendirilerek skorlandi. Skorlamalarda 0 = dejeneratif bulgu
yok, 1 = minimal dejeneratif bulgular, 2 = orta diizeyde dejeneratif bulgular, 3 =
orta - ¢ok dejeneratif bulgular, 4; cok dejeneratif bulgular seklinde puanlandi.
Lenfosit infiltrasyonu i¢inse 0 = 10’dan az lenfosit infiltrasyonu, 1 = 10-20 aras1
lenfosit infiltrasyonu, 2 = 20-30 arasi lenfosit infiltrasyonu, 3= 30’dan fazla lenfosit
infiltrasyonu olarak puanlandi. Her dejeneratif bulgu i¢in verilen skorlar ayr1 ayri
toplanip 10’a boliinerek her hayvandaki dejeneratif bulgu i¢in bir skor belirlendi.
Daha sonra bu bulgular toplanip dejeneratif bulgu sayisina boliinerek her hayvan
icin ayri1 bir skor olusturuldu. Daha sonra bu skorlar istatistiksel anlamlilik
acisindan degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal kesitlerdeki apopitozun degerlendirilmesi amaciyla
Caspas 3 ile boyanan dokular ise, O=boyanma yok, 1 = minimal boyanma, 2 = orta
diizeyde boyanma, 3 = yliksek diizeyde boyanma seklinde puanlandi. Hesaplamalar
her denekten alinan 5 preperata ayr1 ayri puanlama yapildiktan sonra 6nce her
denegin skorlar1 hesaplandi. Daha sonra bu skorlar toplanip denek sayisina

boliinerek gruplari apopitoz skorlar1 bulundu.
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3.3.5. Biyokimyasal degerlendirme

3.3.5.1. Malonildialdehit (MDA) diizeylerinin yiiksek basin¢gh sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi ile dl¢iilmesi

250 mg kas dokusu %]1,15’lik KCl ile homojenize edildi. Protein bagh
MDA nin alkaline hidrolizi i¢in, 200 uL. 6 M NaOH, Eppendorf kupasindaki 1 ml
homojenata dokiildii ve 6rnek 60°C’de 45 dakikalik su banyosuna yerlestirildi. 1 ml
cozelti esit miktarda asetonitril ile proteinlerin ¢okmesi i¢in homojenize edildi.
Olusan ¢ozelti 30 saniye boyunca dondiirtilerek karistirildiktan sonra, 15000g’de 10
dakika sentrifiij edildi. Ustte kalan 0,25 ml’lik siipernatant 2 ml’lik Eppendorf
kabina alind1 ve 25 pLL. DNPH soliisyonu (5SmM in 2M HCI) ile karistirilarak oda
sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Derivatizasyon sonrasi drnekler 0,2
um’lik filtreden gegcirilerek, 20 pL’lik parcalar halinde HPLC sistemine enjekte

edildi.

Standart egrinin hazirlanmas1 icin MDA standartt 25 pupL 1,1,3,3
tetraetoksipropanin (TEP) 1 mM stok soliisyonu verebilmek i¢in 100 ml suda
¢Oziilmesiyle hazirlandi. Calisma standartlart 1 ml TEP stok soliisyonunun 50 ml
%’lik stlfiirik asitle hidrolize edilmesi ve oda sicakliginda iki saat inkiibe
edilmesiyle olusturuldu. Olusan 20nmol/ml lik MDA standardi % 1’lik siilflirik asit
ile tekrar seyreltildi. Bu 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,3125 ve 0,15625 nmol/ml’lik son
konsantrasyonlara ve toplam MDA ’nin standart egrisine ulagsmak i¢in kullanildi. 0,25
ml’lik standartlar 25 pLL DNPH soliisyonu ile karistirilarak 10 dakika siireyle inkiibe
edildi. 20 pL’lik reaksiyon karisimi 0,2 pm’lik filtreden gegirilerek dogrudan HPLC
sisteminin i¢ine enjekte edildi.
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HPLC analizi i¢in 6rnekler Thermo Finningan HPLC aparati ile analiz edildi.
Analitik kolon ODS 2 C18 (5 um pargacik boyutu, 125x4 mm) olarak belirlendi.
Mobil faz asetonitril-distile su (38: 62, v/v) igeren % 0,2 (v/v) asetik asitti. HPLC
aparati 1 ml/dakika doniis hizina, UV detektorii ise 310 nm’ye ayarlandi. MDA
pikleri kalis siirelerine belirlendi ve digsal standartlarin eklenmesiyle tepki vermeleri
sonrasi onaylandi. Daha sonra MDA konsantrasyonlar1 1,1,3,3 tetraetoksipropandan

hazirlanan standart egriyle hesaplanarak nmol/gr doku olarak belirtildi. ' 1%

3.3.5.2. Reaktif azot iiriinlerinin hesaplanmasi
Nitrik oksit (NO)’in kararli son iiriinii olan reaktif azot oksit {riinleri (NOx)
konsantrasyonu Griess yontemi ile ¢alisildi.
o Reaktifler;
o 0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH:7)
o Griess I: % 0,2’lik Naftiletilendiamin Dihidrokloriir (NEDD)
o Griess II: % 10’luk Fosforik asit (H3PO,) i¢inde % 2’lik Siilfanilamid
o 1 M Hidroklorik asit (HCI) i¢inde 400 mg Vanadyum (III) Klortir
e Dokularin Hazirlanmasi
Dokular (0,15 gr), sodyum fosfat tamponu ile (1:9) homojenize edildikten
sonra, 3500 RPM’de 15 dakika santrifiijj edildi. 200 pL siipernatanta, ortamdaki
nitrat1 nitrite indirgemek amaciyla esit miktarda VClj eklendi ve 37 °C’de 30 dakika
enkiibasyona birakildi. Daha sonra sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda
karistirilmis olan Griess I+1I reaktifleri eklendi. 37°C’de 10 dakika enkiibasyondan
sonra numunelerin optik yogunlugu spektrofotometrede, kore karsi, 540 nm’de
okundu.
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e Standartin Hazirlanmasi
6,4 mM’lik stok sodyum nitrit (NaNO;) standarti giinliik olarak diliie
edilerek, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi.
Dokulardaki NOx miktari, hazirlanan standart egriye gore hesaplandi ve nmol/gr

doku olarak verildi. 7% '7!

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 16 for Windows” programimin
yardimiyla Kruskal Wallis testi kullanilarak yapildi. “p<0,05” degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Degerlendirme

Deneklerin dejeneratif histoloji skorlarinda ayri-ayr1 aldiklart puanlar tablo 5
ve tablo 6’da 6zetlenmistir.
Tablo 5. Cerrahi denervasyon yapilan deneklerin aldiklari histoloji skorlar1 (CD:

cerrahi denervasyon, D: denek)

Dejeneratif Histoloji

Bulgulari Kantrol grubn CD 30 gin grubu CD 7 giin grubu CD 1 giin grubu

DI D2 D3 D4 D5 D6(D1 D2 D3 D4 D5 D6 (DI D2 D3 D4 D5 D6(DI D2 D3I D4 D5 D6

Segmental nekroz

2 3 3 2 2 3|1 1 ¥ 2z 1 ¥|2 1. 2 3 1 2|1 2 2 1 L i1

EninecizgilerIINEIEI'de DI D2 D3 D4 D5 D6(D1I D2 D3I D4 D5 D6 (DI D2 D3 D4 D5 D6(DI D2 D3I D4 D5 D6

kﬂylp 28GR 22 [E2 2T T T2 [ 2[R 2 2 2

CekirdekleﬁnmerkezeDlmmDdDiDﬁDlDZDJD‘IDSDﬁD]DZBS]NDSDﬁDlDZD.’.]MDSDﬁ

gocll 2 3 2 2 4 203 2 2 2 3 3|2 1. 2 1 2z 2|1 2 2 1 1 1

DI D2 D3 D4 D5 D6(DI D2 D3 D4 D5 D6|Dl D2 D3 D4 D5 D6(DI D2 D3 D4 D5 D6

Kas liflerinde ayrilma
202 3 2 2 alla als g ol s [l g el

DI D2 D3 D4 D5 D6(DlI D2 D3 D4 D5 D6 (DI D2 D3 D4 D5 Do (DI D2 D3I D4 D5 Do

Bag dokuda artig
3 2 2 2 3 3|1 2 2 1 1 1|1 1 1 1 1 12 1 1 1 2 2

Interselﬁlerve DI D2 D3 D4 D5 Do(D1I D2 D3 D4 D5 D6(DI D2 D3 D4 D5 D6(DI D2 D3 D4 D5 D6

interfasikillerédem |3 3 3 2 3 32 2 2 2 2 2|1 2 1 2 1 1|1 2 1 2 1 1

DI D2 D3 D4 D5 D6(DI D2 D3 D4 D5 D6|Dl D2 D3 D4 D5 D6(Dl D2 D3 D4 D5 D6

Lenfosit infiltrasyonu
2 2 2 2 1 2|3 2 3 3 3 3 2 2 ] i i S R B I S B

Ortalama 235 195 1,59 151
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Tablo 6. BTx-A yapilan deneklerin aldiklar1 histoloji skorlart (D: denek)

Dejeneratif Histoloji
Bulgulan

Kontrol grubu

BTx-A 30 giin grubu

BTx-A 7 giin grubu

BTx-A 1 giin grubu

Segmental nekroz

D1

D2 D3 D4 D5
3 322

DI D2 D3I D4 D5 D6

2 2 1 1 2 1

DI D2 D3I D4 D5 D6

1 1 0 1 1 1

DI D2 D3 D4 D5 D6

3 2 2 1 3 3

Enine ¢izgilenmelerde
kayip

D1

D2 D3 D4 D5

2 3 2 2

DI D2 D3 D4 D5 D6

2 3 2 2 2 2

DI D2 D3 D4 D5 D6

1 1 1 2 1 1

DI D2 D3 D4 D5 D6

2 2 2 2 2 2

Cekirdeklerin merkeze
gogl

D1

D2 D3 D4 D5

3 2 2 3

DI D2 D3 D4 D5 D6

oA A i B S

DI D2 D3 D4 D5 D6

1 2 1 1 1 2

DI D2 D3 4 D5 D6

2 2 2 1 1 1

Kas liflerinde ayrilma

DI

D2 D3 D4 D5

23T

DI D2 D3I D4 D5 D6

20 2828 2

DI D2 D3 D4 D5 D6

I 1 1 1 1 1

DI D2 D3 D4 D5 D6

1 1 ¥ 1 I 1

Bag dokuda artis

D1

D2 D3 D4 D5

2 2 2 3

DI D2 D3I D4 D5 D6

2 1 2 1 2 2

DI D2 D3I D4 D5 D6

1 1 1 1 2 1

DI D2 D3I D4 D5 D6

1 1 1 1 2 1

Interseliiler ve
interfasikiiler 6dem

D1

D2 D3 D4 D5

3 3 2 3

Dl D2 D3I D4 D5 D6

3 2 3 3 2 3

Dl D2 D3 D4 DS D6

1 2 2 1 1 1

Dl D2 D3 D4 D5 D6

2 2 2 2 2 2

Lenfosit infilitrasyonu

DI

D2 D3 D4 D5

28020 3k

DI D2 D3 D4 D5 D6

3 3 3 2 2 2

DI D2 D3I D4 D5 D6

DI D2 D3 D4 D5 D6

2 1. ¥ 2 2 2

Ortalama

Dejeneratif histoloji

235

2,11

1,19

1,66

skorlarinin en yiliksek c¢iktigt grup kontrol grubu

olmustur. Cerrahi denervasyon ve BTx-A 30 giin gruplarinda histoloji skorlarinda

azalma olmasina karsin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Cerrahi denervasyon ve BTx-A 7 giin ile 1 giin gruplarinda ise I-R hasari sonrasinda

histolojik dejenerasyon bulgularinin anlamli 6lclide azaldigr goriilmektedir. Her

gruptaki 6 denegin histoloji skorlarinin ortalamasi alinarak hesaplanan dejeneratif

degerleri tablo 7 ve sekil 19°de 6zetlenmistir.
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Tablo 7. Deneklerin histoloji skorlar1 ve ortalamalari

CD CD CD BTx-A BTx-A BTx-A
Kontrol _ _

u 30 giin 7 gun 1 gun 30 gin 7 gun 1 gin

grubu grubu grubu grubu grubu grubu
Denek 1 2,28 2,00 1,71 1,42 2,28 1,14 1,85
Denek 2 242 1,85 1,42 1,85 2,14 1,42 1,57
Denek 3 2,57 2,00 1,28 1,57 2,28 1,00 1,57
Denek 4 2,00 2,00 1,85 1,42 2,00 1,28 1,42
Denek 5 2,28 1,85 1,57 1,57 2,00 1,14 1,85
Denek 6 2,57 2,00 1,71 1,28 2,00 1,14 1,71
Ortalama 2,35 1.95 1.59 1.51 211 1,19 1.66

3 Dejeneratif Histoloji Skorlar

@ Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

30 gun 7 gin 1gin
once once once

Sekil 19. Gruplarin ortalama dejeneratif histoloji skorlari, standart sapmalar1 (SD) ve
“p” degerleri. 30 giin Once cerrahi denervasyon veya BTx-A ile kimyasal
denervasyon yapilan gruplar hari¢ diger gruplarda kontrol grubuna oranla histolojik

dejenerasyon skorlarinda anlamli azalmalar saptanmustir.
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4.1.1. Segmental nekroz skorlari;

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda BTx-A 1 giin ve cerrahi denervasyon 7 giin
gruplart hari¢ diger gruplarda I-R hasari sonrasinda daha az segmental nekroz
alanlar1 goriilmiistiir. BTx-A 1 giin grubundaki segmental nekroz skoru kontrol grubu
skorundan daha yiiksek bulunmasina karsin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir. Gruplara gore segmental nekroz skorlari, standart sapmalari ve “p” degerleri

sekil 20’de 6zetlenmistir.

3 Segmental Nekroz Skorlan

@ Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

30 gln 7 gln 1gin
once once once

({3l

Sekil 20. Segmental nekroz skorlari, standart sapmalar ve “p” degerleri. Kontrol

grubuna kiyaslandiginda 30 giin veya bir giin 6nce cerrahi denervasyon yapilan ve 7
giin veya 30 giin 6nce BTx-A ile kimyasal denervasyon yapilan gruplarda kaslarda

segmental nekroz oranlar1 anlamli 6l¢lide azalmistir.
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4.1.2. Enine Cizgilenmelerde Kayip;

I-R hasar1 sonrasinda kas liflerindeki enine ¢izgilenme kayb1 en ¢ok kontrol
grubunda goriilse de, bu parametrede anlamli azalmanin goriildiigii tek grup BTx-A 7
giin grubudur. Enine ¢izgilenmelerde kayip oranina gore belirlenen histoloji skorlari,

standart sapmalar1 ve “p” degerleri sekil 21°de 6zetlenmistir.

3 Enine Cizgilenme Kayb1 Skorlar

25 T T T

1,5 @ Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

30 gln 7 gln 1gin
once once once

Sekil 21. Enine ¢izgilenmelerde kayip skorlari, standart sapmalari ve "p" degerleri.
Enine ¢izgilenmelerin kontrol grubuna oranla daha diizenli kaldig1 iki grup 7 giin

once yapilan cerrahi denervasyon veya BTx-A yapilan gruplardir.
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4.1.3. Cekirdeklerin merkeze gogii;

Dejenenerasyon derecesiyle iyi uyumluluk gosteren merkeze gbé¢ eden
cekirdeklerin varlig1 6zellikle bir ay once cerrahi denervasyon veya BTx-A yapilan
gruplarda oldukca dikkat ¢ekiciydi. 7 giin 6nce BTx-A ve 1 giin 6nce cerrahi
denervasyon veya Btx-A uygulanan gruplarda ise ¢ekirdeklerin merkeze gocii skoru
kontrol grubuna oranli anlamli derecede azalmis olarak bulundu. Cekirdeklerin

merkeze go¢ oranina gore olusturulan histoloji skorlari, standart sapmalar1 ve “p

degerleri sekil 22°de 6zetlenmistir.

Cekirdeklerin Merkeze Gogti Skorlar

¥ Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

30 gln 7 gln 1gin
once once once

({4

Sekil 22. Cekirdeklerin merkeze gdgliniin gruplar arasi histolojik dagilimi ve “p

degerleri. 30 giin 6nce yapilan cerrahi denervasyon veya BTx-A uygulamasi yapilan
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gruplarda, bu uygulamalarin ¢ekirdeklerin merkeze gociinii Onlemede yetersiz

kaldiklar1 goriilmektedir.

4.1.4. Kas liflerinde ayrilma;

Kas liflerinin devamliliginin bozulasini gésteren bu skor incelendiginde bir ay
once BTx-A veya cerahi denervasyon yapilan gruplarda bu skorda bir azalma
olmadig1 goriildii. Bununla beraber 7 giin énce BTx-A ve 1 giin 6nce BTx-A veya
cerrahi denervasyon uygulanan gruplarda kas liflerindeki ayrilma anlamli dlciide
azalmist1. Kas liflerinde ayrilma oranina gore olusturulan histoloji skorlari, standart

sapma ve “p” degerleri sekil 23’de 6zetlenmistir.

S 7 Kas Liflerinde Ayrilma Skorlan

1 7 T

2 -

1,5 - —I_ ¥ Kontrol
1 B Cer. Den.
B BTx-A
0,5 -
0 _l
30 gun 7 gun 1gin
once once once

Sekil 23. Kas liflerinde ayrilma histolojik skorunun gruplar arasi dagilimi ve "p
degerleri. Bir giin veya 7 giin 6énce BTx-A ve bir giin énce CD yapilan gruplarda

kontrol grubuna oranla kas liflerindeki ayrilma daha az goriilmektedir.
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4.1.5. Bag dokuda artis;
Bag dokusunun kontrol grubuna oranla tiim dokularda gruplarda istatistiksel
olarak anlaml 6l¢iide azaldig1 goriilmektedir. Bag dokudaki artisa gére olusturulan

histoloji skorlari, standart sapma ve “p” degerleri sekil 24°de 6zetlenmistir.

Bag Dokuda Artig Skorlan

1 | |
2,5 - —_—
7 -
1,5 - B Kontrol
1 B Cer. Den.
B BTx-A
0,5 -
0 _

30 gln 7 gln 1gln
once once once

n.n

Sekil 24. “Bag dokuda artis” histolojik skorunun gruplar arasi dagilimi ve "p
degerleri. Kontrol grubuna oranla tiim gruplarda bag doku miktarindaki artis daha

stirh kalmistir.
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4.1.6. interselliiler ve interfasikiiler 6dem

I-R hasar1 sonrasinda dokular arasinda olusan 6dem 30 giin 6nce BTx-A
yapilan grup hari¢ tim gruplarda anlamli olarak azalmistir. Interselliiler ve
interfasikiiler 6dem oranlarina gore olusturulan histoloji skorlari, standart sapma ve

“p” degerleri sekil 25°de 6zetlenmistir.

Interseliiler ve Interfasikiiler Odem Skorlari

¥ Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

30 gln 7 gln 1gin
once once once

n.n

Sekil 25. interselliiler ve interfasikiiler ddem skorlarmin gruplar aras1 dagilimi ve "p
degerleri. Dokular arasindaki 6dem kontrol grubuyla kiyaslanildiginda 30 giin 6nce
BTx-A ile denervasyon yapilan grup disindaki tiim gruplarda anlamli oranda daha az

bulunmustur.
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4.1.7. Lenfosit infiltrasyonu sayim skoru

Lenfosit infiltrasyonlarinin 30 giin 6nce cerrahi denervasyon veya BTx-A
yapilan gruplarda kontrol grubuna oranla anlamli 6l¢iide yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Diger gruplarla kontrol grubu arasinda lenfosit infiltrasyonu skorlari agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Birim biiyiitmede saptanan lenfosit

infiltrasyon sayisina gore olusturulan histoloji skorlari, standart sapmalar ve “p

degerleri sekil 26’de 6zetlenmistir.

Lenfosit Infiltrasyonu Sayim Skorlar:

2 ml

1,5 - @ Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

n.n

Sekil 26. Lenfosit infiltrasyon sayisinin gruplar arasi dagilimi ve "p" degerleri.
Lenfosit infiltrasyonlarinin 30 giin 6nce cerrahi ve BTx-A ile kimyasal denervasyon

yapilan gruplarda kontrol grubuna oranla daha yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir.
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Hemotoksilen - Eozin Kesitleri

[-R dongiisii sonrasi kontrol grubunda genis segmental nekroz alanlari, enine
cizgilenmelerde kayiplar, ¢ekirdeklerin merkeze gogii, kas liflerinde ayrilma, bag
doku artislar1 ve interselliiler-interfasikiiler 6dem ile lenfosit infiltrasyonunda yogun

artiglar dikkat cekicidir. (sekil 27)

Sekil 27. Kontrol grubu; enine gizgilenmelerde kayiplar (X), ¢ekirdeklerin merkeze
goci (§). enflamatuvar hiicre artiglars (). kas liflerinde ayrilma ( , ). 6dem (Q)
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30 giin 6nce cerrahi denervasyon yapilan grupta segmental nekroz alanlari
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli oranda azalmistir. Bunun yaninda
cekirdeklerin merkeze gocii ve lenfosit infiltrasyonunda bu gruptaki dejenerasyon,
kontrol grubundan da fazladir. Enine ¢izgilenme kayiplari, kas liflerinde ayrilma
skorlarindaki azalmalar istatistiksel olarak anlamli degilken, bag doku artis1 ve 6dem

parametrelerindeki diisiis istatistiksel olarak anlamlidir. (Sekil 28)

Sekil 28. Cemrahi denervasyon 30 giin grubu. Enine gizgilenme kayiplar (X),
Cekirdeklerin merkeze gécii (). kas liflerinde ayrima (/)
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BTx-A 30 giin grubunda da, cerrahi denervasyon 30 giin grubunda oldugu
gibi segmental nekroz ve bag dokusu artis1 skorlarinda istatistiksel olarak anlamli
azalma mevcuttur. Bu grupta diger higbir parametredeki azalma istatistiksel olarak
anlamli degilken, lenfosit infiltrasyonu kontrol grubuna oranla anlamli 6lgiide ytliksek

bulunmustur. (sekil 29)

Sekil 29 BTx-A 30 giin grubu, vogun dejeneratif degisiklikler mevcuttur. Kas
liflerinde ayrilma (\ ), enine cizgilenmelerde kayip ( ] ), vogun lenfosit infiltrasyonu

(%), yaygm ddem ( ()|
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Cerrahi denervasyon 7 gilin grubunda, bag doku artisi, 6dem ve enine
cizgilenme kaybi skorlarinda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml
diisiisler saptanmasina karsin, segmental nekroz, ¢ekirdeklerin merkeze go¢ii ve kas
liflerinin  ayrilmasi1 skorlarindaki diisiisler anlamli  bulunmamistir. Lenfosit

infiltrasyonu skoru ise kontrol grubu ile ayn1 degerdedir. (Sekil 30)

Seki 30 Cerrahi denervasyon 7 giin grubu. Cekirdekler periferde verlesmis ( |),
ddem vok, nadir nekroz alanlar (Q). enine gizgilenmelerde kaymp (])
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BTx-A 7 giin grubunda lenfosit infiltrasyonu hari¢ tiim gruplarda kontrol

grubuna oranla histoloji skorlarinda anlamli diisiisler saptanmustir. (sekil 31)

Sekil 31. BTx-A 7 gin grubu, Enine cizgilenmeler korunmus (] ), cekirdekler
periferde yerlesmis (§) damar endoteli yapis: saglam gorimiimde (§_g). Sdem
goriinmemekte, kas lifleri arasinda ayrilma yok
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Cerrahi denervasyon 1 giin grubunda, segmental nekroz, c¢ekirdeklerin
merkeze gocii, kas liflerinin ayrilmasi, bag doku artis1 ve ddem parametrelerinde
istatistiksel olarak anlamli diislis saptanmistir. Enine ¢izgilenmelerde kayip
skorlarindaki diisiis ise anlamli bulunmamustir. Lenfosit infiltrasyon skoru ise kontrol

grubu ile aynidir. (Sekil 32)

Sekil 32. Cermrahi denervasyon 1 giin grubu. Enine cizgilenmeler bazi alanlarda
korunmusken (] ). bazi alanlarda dejenere olmustur. (=2) Cekirdekler periferde

verlesmistir. () Dokular arast minimal 6dem mevcuttur. ()
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BTx-A 1 giin grubunda kas liflerinde ayrilma, ¢ekirdeklerin merkeze gogii,
bag dokusunda artis ve 6dem skorlarinda kontrol grubuna oranla anlamli azalmalar
saptanmistir. Bununla beraber enine ¢izgilenme, segmental nekroz ve lenfosit

infiltrasyonu skorlarindaki azalmalar anlamli bulunmamastir. (Sekil 33)

Sekil 33. BTx-A 1 giin grubu. Enineqizgilenmelerinkomndugu(p,damaryaplsmm
saglam oldugu (\_J). sekirdeklerin periferde yer aldig: ( § ) ve 6demin minimal
oldugu dikkat ¢ekicidir
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4.2. Dokuda Apopitoz Oranlari

Caspas 3 pozitifligi sonucu apopitoza gittigi anlasilan hiicrelerin skorlar
incelendiginde apopitozun kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim gruplarda daha az
goriildiigli ve bu azalmanin 1 gilin 6nce cerrahi denervasyon ve 7 giin dnce BTx-A
veya cerrahi denervasyon yapilan gruplarda anlamli oldugu belirlenmistir. Apopitoz
skorlar1 ve bu degerlerin kontrol grubuyla karsilastirilmalar1 ile olusan standart

e

sapma ve “p” degerleri sekil 34’te 6zetlenmistir.

Apopitoz Skorlan

T T T

@ Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

30 gln 7 gln 1gilin
once once once

Sekil 34. Gruplarin ortalama apopitoz skorlar1 ve standart sapma ve “p” degerleri.
Kontrol grubuna gore 7 giin 6nce cerrahi denervasyon (p < 0,001), bir giin dnce
cerrahi denervasyon (p = 0,01) ve 7 giin 6nce BTx-A (p = 0,01) yapilan gruplarda i-

R hasar1 sonrasinda apopitoz yiizdeleri anlamli oranda daha az saptanmustir.
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Bu veriler incelendiginde Caspas 3 boyasi ile en yiiksek reaksiyon veren grup
kontrol grubu (Sekil 35), en az reaksiyon veren grup ise cerrahi denervasyon 7 giin
(sekil 36) grubudur. Bir giin énce BTx-A ve 30 giin 6nce BTx-A veya cerrahi
denervasyon yapilan gruplarda apopitotik degisiklikler olduk¢a yiiksek bulunmustur.
(sekil 37-39). 7 giin once BTx-A ve bir giin once cerrahi denervasyon yapilan

gruplarda ise orta diizeyde apopitotik degisiklikler mevcuttur. (sekil 40, 41)

Sekil 3511. Kontrol grubu. Caspas 3 aktivitesi olan dokular kahverengi boyanmustir.

Yogun apopitotik degisiklikler dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 36. Cerrahi denervasyon 7 giin grubu Caspas 3 reaksiyonu. Minimal apopitotik

degisiklikler

Sekil 3712. BTx-A 30 giin grubu. Caspas 3 aktivitesi olan dokular kahverengi

boyanmistir. Yogun apopitotik degisiklikler dikkat cekicidir.
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Sekil 38. Cerrahi denervasyon 30 giin grubu tipki 30 giin 6nce BTx-A yapilan grup

gibi yogun apopitotik degisiklikler mevcuttur.

Sekil 39. BTx-A 1 giin grubu, yogun apopitotik alanlar goriillmektedir
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i

bu. Caspas 3 aktivitesi olan dokular kahvereng

gun gru

Sekil 40. BTx-A 7

-

boyanmistir. Dokularda kontrol grubuna oranla daha az apopitotik degisiklikler
97
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Sekil 41. Cerrahi denervasyon 1 giin grubunda da tipk1 BTx-A 7 giin grubunda
oldugu gibi apopitotik degisiklikler azalmig olmakla beraber orta yogunlukta devam

etmektedir.
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4.3. Dokularin Biyokimyasal Analizleri

4.3.1. Doku Reaktif Azot Uriinlerinin Diizeyleri;

Kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman tim gruplarda reaktif azot iiriinlerinin
konsantrasyonu anlamli oranda daha diisik bulunmustur. Nitrik oksit
metabolizmasinin sonucunda olusan reaktif azot oksit iirlinlerinin (NOX) (nitrit +
nitrat) gruplara gore dagilimi, standart sapmalari ve “p” degerleri sekil 42’da

Ozetlenmistir.

NOx Skorlan

Nmol/gr
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150

|

B Kontrol
B Cer. Den.
B BTx-A

1glin
once
* p<0,001
W p=0,049

Sekil 42. Doku NOx (nitrit+nitrat) diizeyleri, grup standart sapma ve “p” degerleri.
Kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman diger tiim gruplarda doku reaktif azot

iriinlerinin konsantrasyonu anlamli oranda daha diisiik bulunmustur.
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4.3.2. Doku Malonildialdehit (MDA) Diizeyleri;

Oksijen radikallerinin yol agtig1 lipit peroksidasyonun son {iriinii olan MDA
diizeylerinde kontrol grubuna oranla bir giin dnce cerrahi denervasyon yapilan grup
hari¢ tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli oranda azalmistir. Yiiksek basingli
sivi kromatografisi (HPLC) yontemiyle hesaplanan doku MDA degerleri, standart
sapmalar1 ve kontrol grubuyla karsilagtirma sonucu hesaplanan “p” degerleri sekil

43’da 6zetlenmistir.
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Nmol/gr
3 MDA Skorlan

2,5
2

1,5 B Kontrol
B Cer. Den.

B BTx-A

1

0,5

0

30 gun 7 gln 1gilin
once once once

({2l

Sekil 43. I-R hasarini takiben gruplarm doku MDA diizeyleri, standart sapma ve “p
degerleri. Bir giin once cerrahi denervasyon yapilan grup hari¢ diger tiim gruplarda
kontrol grubuna oranla lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA diizeylerinde
anlamli disiisler saptanmistir. Bir glin onceki cerrahi denervasyon da MDA

diizeylerini diisiirmesine karsin bu diisiis istatistiksel anlam olusturmamaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Iskemi reperfiizyon hasart klinikte replantasyonlar ve serbest doku
nakillerinde daha sik karsilasilmakla beraber tiim doku aktarimlarda yasanabilen bir
durumdur. Iskemi sonrasinda, dokuda reperfiizyona karsin geri doniisiimsiiz
hasarlarin olustugu siire “Kritik Iskemi Siiresi” olarak bilinmektedir. Her dokunun
kendine 6zgii bir kritik iskemi siiresi vardir. Bu siire¢ normotermik kosullarda iskelet
kaslarinda 4 saat, sinir dokusunda 8 saat, yag dokusunda 13 saat, deride 24 saat,
kemik dokusunda ise 4 giin olarak bilinmektedir.** Bu veriler iskelet kasinin bir

uzuvda iskemiye en duyarli doku oldugunu gostermektedir.

Gilinlimiizde, flep mikro-dolasim1 hakkindaki bilgilerin ve mikrocerrahi
tekniklerin gelismesi sayesinde, serbest doku aktariminda basar1 oranlart % 91-99
arasinda degismektedir. Bununla beraber cerrahi sonrasi donemde olusan dolasim
sorunlarma bagl tekrar ameliyata alma oranlart % 6 ile 25 arasindadir.'’> Serbest
doku aktarimlarindan sonra revizyona alinan olgularda flebi kurtarma oranlar ise %
28 ile % 90 arasindadir.'” Serbest kas fleplerinde iskemi duyarliligi, sadece cilt ve
cilt alt1 doku iceren fleplere oranla daha yiiksektir. Bu sebeple anastomoz siiresinin
uzamasina veya anastomoz sonrasi pedikiilde ttkanma olmasina bagl iskemik kalan
kaslarda I-R hasarinin olumsuz etkileri daha sik goriilmektedir. Ayrica pedikiillii
rektus abdominus veya latissimus dorsi flepleri gibi miyokutanoz fleplerde hematom
veya c¢evresel dokularin basisina bagl iskemiler goriilebilmekte ve bunun sonucunda

kismi ve hatta tam flep kayiplar1 goriilebilmektir.
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[-R hasarmin onlenebilmesi icin alinabilecek Onlemlerin basinda iskemi
siirelerinin miimkiin oldugunca kisa tutulmasi gelmektedir. Alinan tiim 6nlemlere
karsin serbest doku nakillerinde, replantasyonlarda ve pedikiilinde basi ya da
tromboza bagh tikaniklik olusan fleplerde, iskemi stireleri uzayabilmektedir. Bu gibi
durumlarda alinabilecek diger bir 6nlem ise kas flebinin iskemiye dayanikliliginin
arttirilmasidir. Bu amagla literatiirde I-R hasarmin 6nlenmesi igin pek ¢ok ajan veya

yontem deneysel olarak kullanilmis ve basarili sonuglar bildirilmistir. Bu ajan ve

74-78 80-83 84-87

yontemlerin bazilar1 antikoagiilanlar, anti-enflamatuarlar, antioksidanlar,

Vazodilatattérler,88'92’111 immin  sistem dl'izenleyiciler,g‘%’93 arasidonik  asit
antimetabolitleri,”*®  nétrofil  yapisma  6nleyicileri® ' ve  iskemik
onkosullandirmadir.'”''° Deneysel olarak etkinligi kanitlanmis pek ¢ok yontem ile

[-R hasarinin azaltilabilecegi gosterilmisken bunlardan pek azi klinik olarak
kullanilabilmektedir. Bunun en dnemli sebebi deneysel olarak etkinligi gdsterilen

pek ¢ok ajanin klinik olarak temin edilmesinin veya uygulanmasinin gii¢ olmasidir.

Calismamizda ilk asamada cerrahi denervasyonla, ikinci asamada BTx-A ile
yapilan 6n kosullandiranin iskelet kasinda I-R hasarma etkileri incelenmistir. Bu
amacla dejeneratif histoloji bulgulari, apopitoz oranlar1 ve doku MDA ve NOx

diizeyleri degerlendirilmistir.

30 giin once gerceklestirilen cerrahi denervasyonun dejeneratif histoloji
skorlarinda ve apopitoz oranlarinda kontrol grubuna oranla yeterli fayda
saglayamadigi goriilmektedir. Bunun yaninda dokudaki serbest radikal hasarinin bir
gostergesi olan MDA ve azot oksit radikallerine bagli hasarin gostergesi olan NOx

miktarlarinda kontrol grubuna oranla anlaml diistisler goriilmiistiir. Biyokimyasal
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parametrelerle histolojik parametrelerin bu grupta ortiismemeleri beklenmeyen bir
durum degildir. Cerrahi denervasyon sonrasi kaslarda morfolojik olarak; agirlik
kaybi, liflerde kisalma, ayrilma ve dizilim kusurlari olusmakta zaman icinde kas
dokusu atrofiye giderek, fibro-adipoz dokularla yer degistirmektedir.' 11611
Damarlarin ¢evresinde kollajen birikimi olmakta, damarlar giderek kiiciilmekte ve
kas dokusundan izole olmaktadir.'” Degisimler elektron mikroskobunda hiicresel
temelde incelendiginde yapisal degisikliklerin birinci haftada dahi goriilebildigi

116

belirtilmistir. > Zamanla mitokondri yapis1 bozulmakta, ¢ekirdekler merkeze dogru

gbc etmektedir. Kromatin dizilimleri ve yogunluklar1 degismekte, sitoplazma i¢inde

yag ve fagositik vezikiiller goriilmektedir,''>!!"!18123

Bu bilgilerin 15181nda histolojik
parametreler tekrar tek tek incelenmistir. Bu inceleme soncunda 30 giin 6nce cerrahi
denervasyon yapilan kontrol grubuna oranla, enine c¢izgilenme kaybinin ve kas
liflerindeki ayrilmanin anlamli 6l¢lide azalmadigi, hatta merkeze go¢ eden cekirdek
sayisinin -~ ve lenfosit infiltrasyonunun kontrol grubunun {izerinde kaldig1
belirlenmistir. Tiim bu degisikliklerin, denervasyonun dogal siirecinin bir parcasi
oldugu diisiiniildiigiinde, histolojik parametrelerdeki olumsuzlugun denervasyonun
dogal siirecine mi, I-R hasarma m1 bagl olustugunu ayirt etmek giigtiir. Ayni sekilde
denerve olan kaslarda apopitozun da dogal bir siire¢ oldugu bilindigi i¢in* apopitoz
skorunun kontrol grubuna yakin ¢ikmasinmn da, I-R hasarindan korunma
parametrelerini degerlendirmede yaniltict olabilecegi diigiiniilmiistiir. Histoloji ve
apopitoz parametreleri goz ardi edildiginde ise, doku biyokimyasal parametrelerinde

30 giin 6nce yapilan cerrahi denervasyon anlamli koruma saglamakta ve I-R hasarini

azaltmaktadir.
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[-R hasarindan 7 giin Once gergeklestirilen cerrahi denervasyonun hem
dejeneratif histoloji ve apopitoz, hem de doku MDA ve NOx skorlarinda kontrol
grubuna oranla anlamh diisiisler saglamaktadir. 30 giin 6nce cerrahi denervasyon
yapilan grubun aksine 7 giin once yapilan denervasyonda histoloji ve apopitoz
skorlarinin daha iyi ¢ikmasi, denervasyon sonrasinda gecen siirenin mikroskobik
diizeyde degisiklikler olusmasina ve apopitozun baslamasina yetmemesi seklinde
yorumlanmistir.  Yapilan  c¢alismalarda  elektron = mikroskobunda  doku
dejenerasyonunun 7. giinde olusmaya baslamasina karsin tam etkilerin gériilmesinin
1-2 ay siirdiigii belirtilmistir.'* Denervasyonun erken dénemde sagladig1 faydalar,
denervasyonun kasa sagladigi metabolik ve dolasim avantajlart ile agiklanabilir.
Kauffman ve Albuquerque 1970 yilinda yaptiklar1 ¢alismada denervasyonu takiben
bes giin i¢inde EDL kasinin enerji ihtiyacinm % 36 azaldigim gostermislerdir.' Du
Bois ve arkadaglar1 denervasyon sonrasi iskelet kasindaki glikoz metabolizmasini
incelemislerdir. Calismada cerrahi denervasyonu takiben kasta, birim kas hiicresine
diisen oksidatif kapasitenin, denerve olmamis kasla kiyaslandiginda ilk on giin
arttigl, sonra azalmaya baglayarak 20 giinde oksidatif kapasitenin denerve olmayan
kastaki miktarin altina diistigi gtisterilmistir.124 Bu diisiis calismada denervasyonun

mitokondride yarattig1 yapisal degisikliklere baglanmistir.

Davis ve Karl 1988 yilinda yaptiklar ¢alismada denervasyon sonrasinda ilk
10 giin glikozun hiicre i¢ine go¢ hizinin artmasina karsin glikojen sentez hizinin
azaldigim1 belirtmislerdir. Bu durum hiicre i¢ine giren glikozun artmis oksidatif

fosforilasyonda kullanildig1 seklinde yorumlanmustir. '
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Denervasyonu takiben iskelet kasmnin dolasimi Banbury ve arkadaslari
tarafindan incelenmistir. Calismada denervasyonun ilk 24 saat iginde
vazokonstriiksiyon yaptiglr ve buna bagl kas i¢inde eritrosit akim hizlarinin arttidi,
24. saatten sonra vazokonstriikksiyonun diizelmeye basladigi ve 48. saatte normale
dondiigli belirtilmistir. Bu erken vaskiiler yanit endotel hiicrelerinde depolanan
vazoaktif maddelerin denervasyonu takiben kontrolsiiz olarak salinmalariyla
aciklanmistir. ikinci haftada vazodilatasyonun en iist seviyeye ¢iktig1 ve perfiizyonun
temel degerin %133’line ulastig1 sOylenmistir. Calisma iki haftadan uzun siiredeki
kas dolagimini ise incelememistir.'”® Ancak hiicresel diizeydeki calismalar uzun
donemde damar ¢aplarinda kiiciilmeler ve damar cevrelerinde fibrozis oldugunu,

buna bagli olarak da kas ici dolagimin azaldig1 yoniinde fikir belirtmektedir.

Denervasyon sonrasi degisimleri inceleyen bu makalelerden ¢ikarilan ortak
sonug; denervasyonun iskemi-reperflizyon hasarindan korunmada en etkili oldugu
siirecin denervasyon sonrasi ilk iki haftalik siire¢ oldugudur. Bu korumanin en
muhtemel sebepleri; kasin denervasyon sonrasi enerji thtiyacinin diismesi, ilk 10 giin
glikoz alim - kullanim hizinin ve kas i¢i dolagim kapasitesinin artmasi olarak

yorumlanmustir.

[-R hasarindan bir giin &nce yapilan cerrahi denervasyon; dejeneratif
histoloji-apopitoz skorlarinda ve doku NOx miktarlarinda anlamli diisiisler yaratarak,
[-R  hasarmin azaltilmasinda etkili olabilecegini gdstermistir. Doku MDA
diizeylerinde de, kontrol grubuna oranla daha diisiik miktarlar saptanmasina karsin,
bu diisiis istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamigstir. Denervasyon sonrasi glikoz

metabolizmas1 ve oksidatif kapasiteyi inceleyen c¢aligmalar ilk on giin kas igine
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glikoz goclinde ve oksidatif kapasitede artig bildirilmektedir. Ancak bu ¢alismalarda
en erken degerlendirmeler 5. giinde yapilmis ve birinci giin hakkinda bir yorumda
bulunulmamugtir.'**'#° Denervasyon sonrasi kas i¢inde dolasimi inceleyen ¢alismada
ise denervasyonu takiben ilk 24 saat i¢inde vazokonstriiksiyon oldugu ve kan akim
hizinin arttigr belirtilmistir. 24. saatten sonra bu vazokonstriikksiyonun etkisinin
azalmaya bagladig1 ve 48. saatte diizeldigi bildirilmistir. Bir giin once yapilan
cerrahi denervasyonun MDA diizeylerinde yeteri kadar diisiis yapamamasi, artmis
oksidatif kapasiteye ragmen vazokonstriiksiyonun tam olarak diizelmemis olmasiyla
iligkilendirilebilir. Bunun yaninda bir giin 6nce dahi yapilsa cerrahi denervasyonun
dokuda apopitoz yoluyla 6len hiicrelerin de sayisini azalttig1 dikkat ¢ekicidir. Tiim
bu bilgilerin 1s1¢1nda cerrahi denervasyonun I-R hasar1 olusmadan bir giin dahi énce
yapilmasinin muhtemel hasarlar1 azaltacagi, bununla beraber vazokonstriiksiyonun
tam c¢oziilecegi ikinci giinli beklemenin muhtemel avantajlar1 arttiracagi da

distiniilmektedir.

[-R hasarindan 30 giin once uygulanan BTx-A tipki 30 giin dnce cerrahi
denervasyon uygulanan grupta oldugu gibi dejeneratif histoloji ve apopitoz
skorlarinda I-R hasarini anlamli derecede azaltamamakta fakat doku MDA ve NOx
diizeylerinde anlamli diistisler yaratmaktadir. Bu durum ayni 30 giin 6nce cerrahi
denervasyon grupta oldugu gibi botulinum toksinin kasta yarattig1 histolojik ve
apopitotik degisikliklerin bir sonucu olabilir. Elmas ve arkadaslarinin 2007 yilinda
yaptiklar1 calismada BTx-A’nin erken ve ge¢ donemde yol agtig1r yapisal
degisiklikler incelenmistir. BTx-A uygulandiktan 5 giin sonra bile elektron

mikroskobunda kas liflerinin ayrilamaya basladigi, bazi hiicre ¢ekirdeginin merkeze
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gbo¢ ettigi, miyofibrillerin organizasyonun bozuldugu ve bazi mitokondrilerin
dejenere oldugu belirtilmistir. Bu degisiklikler dejeneratif histoloji skorlarindaki
yiiksekligin I-R hasarma m1 bagl olustugu yoksa BTx-A uygulamasinin dogal bir
siireci mi oldugu konusunda soru isaretleri yaratmaktadir. BTx-A uygulamasindan
sonra apopitozun arttifina yonelik iki yayin olmasina karsin, apopitozun azaldigina
dair de bir yaymn bulunmaktadir. Bu c¢alismalar arasinda BTx-A ile yapilan tek
calismada, Chuang ve arkadaslar1 prostat icine enjekte edilen BTx-A’nin histolojik
kesitlerde 1. ve 3. aylarda yaygin apopitoza yol agtigini bildirmislerdir. Bu veri de
yiiksek olan apopitoz oranlarmin BTx-A’nm dogal siirecinin bir par¢ast mi, I-R
hasarinin bir sonucu mu olduguna dair net bir kanitya varmamizi giiglestirmektedir.
Arnold ve arkadaslar1 2009 yilinda perivaskiiler olarak 5 {inite BTx-A uygulamasi
sonrast 1., 14. ve 28. giinlerde damar caplarmni 6l¢gmiislerdir. BTx-A uygulamasi
sonrasi 1. glinde bile hem arter, hem de ven ¢aplarinda anlamli artiglar yarattigini, bu
degisimin 14.gilin dl¢limiinde en yiiksek seviyeye ciktigini ve 28. giinde halen yliksek
oldugunu belirtmislerdir.'*" Clemens ve arkadaslar1 2009 yilinda cerrahiden 5 giin
once femoral damarlarin ¢evresine 10 iinite Botox® enjekte etmisler. Cerrahi giinii
damar c¢aplarmin Botox® yapilan grupta anlamli olarak daha fazla oldugu
bildirilmistir. Damarlar kesilip, tekrar anastomoz edildiginde ise Botox® yapilan
tarafta anastomozlarin daha hizli ve kolay yapildigi ayrica cerrahi sonrasi
trombozlarin daha az goriildiigii bildirilmistir.'>> Matic ve arkadaslar1 2007 yilinda
tavsan masseter kasina 25 iinite botulinum toksin uygulamasi sonrasi 4. ve 8.
haftalarda masseter kasi i¢indeki kan akimini, kan hacmini, damar gegirgenligini ve
glikoz alim hizin1 degerlendirmisler ve tim bu parametrelerde artis oldugunu

belirtmislerdir.”* Bu calismalar g6z Oniinde bulunduruldugunda cerrahiden 30 giin
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once yapilan BTx-A, sagladig1 metabolik ve dolasima ait avantajlarla I-R hasarindan
koruyucu etkilere sahiptir. Histoloji ve apopitoz parametreleri yukaridaki literatiir
bilgisinin 1518inda g6z ardi edildiginde ise, 30 giin once uygulanan BTx-A doku

MDA ve NOx diizeylerinde I-R hasar1 sonrasi anlamli diisiisler olusturmaktadir.

7 giin 6ce BTx-A ile kimyasal denervasyon yapilan grupta tipki 7 giin dnce
cerrahi denervasyon yapilan grupta oldugu gibi I-R hasar1 sonrasinda hem dejeneratif
histoloji ve apopitoz skorlarinda, hem de doku MDA — NOx diizeylerinde anlamli
disiisler saptanmistir. Bu degisimler BTx-A uygulamasindan sonra olusan paraliziye

bagl diisen enerji metabolizmasmm yaninda, glikoz alim hizinm" ve enerji

7 3 19,21,153

metabolizma enzimlerinin'’, kas perfiizyon hizmin'?, damar caplarinin
siiperoksit dismutaz miktarmm'’ artmas: gibi pek cok faktorle iliskilendirilmistir.
Tiim bu parametreler ve ¢alismamizin sonuglart incelendiginde cerrahiden 7 giin
once yapilacak BTx-A uygulamasimin, olusacak I-R hasarmin diizeyini azaltacag

diistiniilmektedir.

Bir giin 6nce BTx-A ile dnkosullandirma yapmanin I-R hasari sonrasi goriilen
dejeneratif histoloji skorlarinda, doku MDA ve NOx diizeylerinde anlamli azalmalar
sagladigi ancak I-R hasari sonrasi kas dokusunda goriilebilen apopitoz miktarlarini
yeteri oranda azaltmadig1 goriilmektedir. Literatiirde BTx-A’nin etkilerinin 6-36 saat
arasinda basladigi bildirilmektedir.'> Calismamizda uygulandiktan 24 saat sonra
BTx-A’nin vazodilatasyon, artmis perfiizyon hiz1 ve glikoz alimi gibi I-R hasarindan
koruyucu etkilerinin basladig1 goriilmektedir. Bu bilgiler 15181nda kasa yonelik olarak
yapilan cerrahi girisimlerden bir giin 6nce kas i¢ine BTx-A uygulamasi kasta

olusacak I-R hasarmin olumsuz etkilerini azaltabilmektedir. Kas fleplerine BTx-A
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uygulamanin I-R hasarinm etkilerini azaltmasimin yaninda flebin stabilizasyonunu da

arttiracagi bilinmektedir.'>

Sonug¢ olarak muhtemel I-R hasarindan gerek cerrahi, gerekse kimyasal
olarak gerceklestirilen denervasyon islemi bir giin dnce yapilsa bile iskelet kasinin
iskemiye olan direncini artirmaktadir. Bununla beraber koruyucu etkinin en yiiksek
oldugu zaman dilimi denervasyondan sonraki birinci hafta gibi goriinmektedir. BTx-
A ile kimyasal denervasyon, cerrahi denervasyon ile benzer oranlarda I-R hasarim
azaltabilmektedir. BTx-A ile 6nkosullandirmanim en 6nemli avantajlar;; BTx-A’nin
klinikte kolay ulasilabilir olmasi ve cerrahi gerektirmeksizin uygulanabilmesidir.
Onemli bir dezavantaji ek maliyet getirmesidir. Ancak cerrahi denervasyonun ikinci
bir cerrahi gerektirmesi ve tabii ki bu islemin de bir maliyeti olacagi

unutulmamalidir.

Denervasyon serbest kas nakillerinin ayrilmaz bir siirecidir. Ayrica pedikiillii
kas fleplerinde de transfer dncesi denervasyon yapilabilmektedir. Denervasyonun ilk
24 saat igerisinde vazokonstriiksiyon yaptig1 ve vaskiiler tonusun ancak 48. saatte
normale dondiigi Banbury ve arkadaglar1 tarafindan gosterilmis ve bu
hiperadrenerjik durum, denervasyonu takiben damarlarda depolanan vazoaktif
aminlerin reaktif olarak salinmasi ile iligkilendirilmistir."*® Bu hiperadrenerjik cevap
serbest kas nakillerinde anastomoz sonrasi goriilebilen vazospazmlarin bir sebebi
olabilir. Arnold ve arkadaslar1 2009 yilinda perivaskiiler BTx-A enjeksiyonunun
uygulamanin birinci gilinlinde dahi arter ve ven caplarini arttirdigini, adrenerjik
cevabl azalttigini bildirmistir."*?' Bu iki calisma bizim sonuclarimizla

birlestirildiginde, serbest kas nakillerinden bir giin dnce kas i¢ine ve - veya pedikiilii
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cevresine yapilacak BTx-A’nin, kas transferi sonrasinda goriilebilecek vazospastik

komplikasyonlar1 azaltabilecegi diistiniilmistiir.

Sonug olarak cerrahiden en az bir giin 6nce yapilacak denervasyon iskelet
kasinda I-R hasarinin olumsuz etkilerini azaltabilmektedir. Bu gruplar igerisinde kas
icine bir glin dnce uygulanan BTx-A, yeterli korumayi saglamanin yaninda, kolay
elde edilmesi, serbest kas nakillerinde denervasyona bagli erken donemde
olusabilecek vazospastik komplikasyonlar1 azaltabilmesi ve ek bir cerrahi girigim

gerektirmemesi sebebiyle klinikte uygulanabilir bir yontemdir.

111



6. OZET

Iskemi-Reperfiizyon (IR) hasariin énlenmesi amaciyla birgok ajan deneysel
calismalarda basarili sonuglar alsa da bunlarin pek azi klinik olarak ulanilmaktadir.
Denervasyonun iskelet kasinin enerji ihtiyacini azalttig1 bilinmektedir. Bu ¢aligmada
cerrahi denervasyon (CD) veya Botulinum Toksin Tip A (BTx-A) ile kimyasal
denervasyonla gerceklestirilen Onkosullandirmanin iskelet kasinda IR hasarina

etkileri incelenmistir

Calisma 42 adet Wistar Albino Siganin sag biseps femoris adalesinde
gerceklestirildi. Kontrol grubunda sadece IR hasar1 gergeklestirilirken, 2-4. gruplarda
30 giin (n=6) , 7 giin (n=6) ve bir giin 6nce (n=6) cerrahi denervasyon, 5-7. gruplarda
ise 30 giin (n=6) , 7 glin (n=6) ve bir giin 6nce (n=6) BTx-A ile kimyasal
denervasyon gergeklestirildi. Dort saat iskemiyi takiben 4 saat reperfiizyona izin
verildi. Reperflizyonun sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek biseps femoris kaslari
eksize edilerek dokuda histolojik inceleme, apopitoz yogunlugu, malonildialdehit

(MDA) ve reaktif azot iiriinleri (NOx) calisildi.

Otuz giin 6nce cerrahi veya BTx-A ile denervasyon yapilan gruplarda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda histoloji ve apopitoz skorlarindaki diisiis anlamh
degilken, doku MDA ve NOx diizeylerindeki diisiis anlamliydi. Yedi giin 6nce
cerrahi veya BTx-A ile kimyasal denervasyon yapilan gruplarda ise kontrol grubuyla
karsilastirildiginda tiim parametrelerde IR hasarmin etkilerinin azaldig: goriildii. Bir
giin dnce cerrahi veya BTx-A ile kimyasal denervasyon yapilan gruplarda kontrol

grubuyla kiyaslandiginda dejeneratif histoloji ve doku NOx miktarlarinda anlaml
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azalma saptanirken, bir giin 6nce cerrahi denervasyon yapilan grupta doku MDA, bir
giin once BTx-A ile kimyasal denervasyon yapilan grupta ise apopitoz skorlarindaki

diisiis anlamli bulunmadi

Sonu¢ olarak kas naklinden en az bir giin Once yapmak kosuluyla
denervasyon iskelet kasinda iskemi direncini arttirir ve reperflizyon hasarini azaltir.
BTx-A ile kimyasal denervasyon, ek bir cerrahi girisim gerektirmemesi ve cerrahi
denervasyon ile benzer etkiler olusturmasi sebebiyle cerrahi denervasyona tercih

edilebilecek bir yontemdir.
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7. ABSTRACT

Many agents were studied for the prevention of Ischemia-Reperfusion (IR)
injury but few of them are used in clinical cases. Denervation can reduce the energy
consumption of a skeletal muscle and theoretically can increase its ischemia
tolerance. In this study the effects of precontioning by surgical or chemical
denervation with Botulinum Toxin A (BTx-A) on IR injury of a skeletal muscle was

examined.

Biceps femoris muscle of 42 Wistar Albino rats were used in this study. Only
IR injury was done in control group. In groups 2-4, surgical denervation was done 30
days (n=6), 7 days (n=6) and 1 day prior to IR injury. In groups 5-7 chemical
denervation with BTx-A was applied 30 days (n=6), 7 days (n=6) and 1 day prior to
IR injury. For IR injury tourniquet was applied to right extremity of all rats for four
hours. Then tourniquet was cut and reperfusion was allowed for 4 hours. Then all the
animal were sacrificed and tissue samples were gathered. In these tissues histological
examination, apoptosis presence with Caspas 3 stains, tissue malonyldialdehyde

(MDA) and nitrit + nitrate levels were studied.

The degenerative histology and apoptosis scores were not significantly
decreased in groups that the surgical or chemical denervation was done 30 days prior
to surgery. But the decrease was significant in tissue biochemical analysis in both
groups. All the histological, apoptotic and biochemical parameters were significantly
decreased in groups that surgical or chemical denervation was done 7 days prior to

IR injury. Although the degenerative histology and tissue NOx scores were

114



significantly decreased in groups that surgical or chemical denervation was done 1
day prior to IR injury, decrease in tissue MDA level in one day prior surgical
denervation group and apoptosis score level in one day prior chemical denervation

groups were not statistically significant.

In conclusion, in a skeletal muscle; surgical or chemical denervation that
applied at least one day prior to IR injury can increases the muscle tolerance for
ischemia and reduces the effects of reperfusion injury. Chemical denervation with
BTx-A can be a better choice for providing similar results without a secondary

operation.
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