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TIBBiI SULUK UYGULAMASININ ALT EKSTREMITEDE ISKEMI/REPERFUZYON
HASARI UZERINE ETKISI
(Yiksek Lisans Tezi)

Basak SAMUR

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Aralik 2025

OZET

(Calismada, alt ekstremitede deneysel iskemi olusturulmus ratlarda tibbi siiliik uygulamasinin
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar iizerindeki tedavi edici ve Onleyici etkileri arastirildi. Bu
sebeple I/R modelinden once tibbi siiliik uygulamasi ile I/R modelinden sonra tibbi siiliik
uygulamasinin tistiinliiklerini karsilastirmali olarak degerlendirildi. 24 disi Wistar Albino rat
calismaya dahil edildi. Tedavi+l/R (n:6), I/R+Tedavi (n:6), I/R (n:6) ve Sham (n:6) olmak
tizere 4 grup olusturuldu. Alt ekstremite I/R modeli; femoral arter klemplenerek olusturuldu.
Tibbi siiliik tedavisi uygulanan gruplara (I/R 6ncesi ve sonrasi ) her bir ratin gastroknemius
kas bolgesine 1 adet Hirudo verbana cinsi siiliik uygulandi. Calisma sonunda tiim ratlardan
alinan serum ve gastrokinemius kas doku orneklerinde; SOD, TNF-a, IL-6, NO, CGRP,
GPx, IMA, HIF-1a, CAT ve EDN-1 parametreleri ELISA ile analiz edildi. Ayrica kas
dokusunda 6dem, dejenerasyon, nekroz ve inflamasyon histopatolojik olarak degerlendirildi.
Serum TNF-a diizeyi; I/R grubunda (81,18+75,91 ng/L) Tedavi+I/R (293,83+82,55 ng/L),
I/R+Tedavi (328,43+70,07 ng/L) ve Sham grubuna (332,53+41,79 ng/L) gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik belirlendi (p=0,047). Diger serum parametreleri agisindan
gruplar arasinda anlamli farklilik gozlemlenmedi. Doku IL-6 diizeyi; I/R grubunda
(0,81+0,46 ng/g doku) Sham grubuna (2,57+0,29 ng/g doku) gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik belirlendi, (p=0,038). Doku CAT diizeyi, Tedavi+I/R grubunda (1,00+0,06
ug/g doku) I/R+Tedavi grubuna (1,28+0,06 pg/g doku) gore anlamli diisiik belirlendi
(p=0,011). Diger doku parametreleri agisindan gruplar arasinda anlaml farklilik
gozlemlenmedi. Tedavi+I/R grubu ve I/R+Tedavi grubunda histolojik olarak degerlendirilen
odem, dejenerasyon, nekroz ve inflamasyon skoru I/R grubuna gore anlaml diizeyde diisiik
belirlendi (p=0.001). Calismamizin sonuglarina gére hem I/R sonrast hem de I/R oncesi
yapilan tibbi siiliik tedavisinin iskemiyi azaltmada etkin bir tedavi yontemi oldugu
disiiniilmektedir. Bu calisma alt ekstremite I/R hasarinin tedavisinde tibbi siiliik
uygulamasinin kullanilabilecegini ve gelecekte bu alanda yapilacak yeni ¢aligmalara 151k
tutabilecegini bildirmektedir.

Bilim Kodu : 1090

Anahtar Kelimeler  : Tibbi siiliik, iskemi/reperflizyon, oksidatif stres, inflamasyon,
hipoksi

Sayfa Adedi : 106

Danigsman : Dog. Dr. Kiibranur UNAL
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ABSTRACT

In this study, the therapeutic and preventive effects of medical leech application on
ischemia/reperfusion (I/R) injury in rats with experimentally induced lower extremity
ischemia were investigated. For this purpose, the superiority of medical leech application
performed before the I/R model and after the I/R model was comparatively evaluated.
Twenty-four female Wistar Albino rats were included in the study. The anIMAls were
divided into four groups: Treatment+I/R (n=6), I/R+Treatment (n=6), I/R (n=6), and Sham
(n=6). The lower extremity I/R model was established by clamping the femoral artery. In the
groups that received medical leech therapy (before and after I/R), one Hirudo verbana leech
was applied to the gastrocnemius muscle region of each rat. At the end of the study, serum
and gastrocnemius muscle tissue samples were collected from all rats. The levels of SOD,
TNF-a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1a, CAT and EDN-1 were analyzed using the
ELISA method. In addition, edema, degeneration, necrosis, and inflammation in muscle
tissue were evaluated histopathologically. The serum TNF-a level in the I/R group
(81.18+75.91 ng/L) was found to be significantly lower than those in the Treatment+I/R
(293.83%£82.55 ng/L), I/R+Treatment (328.43+70.07 ng/L), and Sham (332.53+41.79 ng/L)
groups (p=0.047). No statistically significant differences were observed among the groups
in terms of other serum parameters. The tissue IL-6 level in the I/R group (0.81+0.46 ng/g
tissue) was found to be significantly lower than that in the Sham group (2.57+0.29 ng/g
tissue) (p=0.038). The tissue CAT level in the Treatment+I/R group (1.00+£0.06 pg/g tissue)
was significantly lower than that in the I/R+Treatment group (1.284+0.06 ng/g tissue)
(p=0.011). No significant differences were observed among the groups in other tissue
parameters. Histopathological evaluation revealed that edema, degeneration, necrosis and
inflammation scores were significantly lower in both the Treatment+I/R and I/R+Treatment
groups compared to the I/R group (p=0.001). Our study further demonstrates that both pre-
and post-1/R treatment are effective in reducing ischemia. This study suggests that leeches
can be used to treat lower extremity I/R injuries and may shed light on future new procedures
in this area.

Science Code : 1090

Key Words : Medicinal leech, ischemia/reperfusion, oxidative stress, inflammation,
hypoxia
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1. GIRIS

Dokulara gelen kan akiminin azalmasi veya ani olarak kesilmesiyle meydana gelen
metabolik son iirlinlerin dolasim tarafindan dokulardan uazaklastirillamamasi durumuna
iskemi ad1 verilmektedir. Reperfiizyon ise dokuya tekrar kan akiminin saglanmasi olayidir.
Iskemi durumunda dokuya yeniden yeterli dolasimimn saglanmasi yani reperfiizyon ile

birlikte doku hasarinin baslamasi iskemi/reperfiizyon (I/R) olarak ifade edilmektedir [1].

Iskemiye maruz kalan hiicre ve dokularda aerobik metabolizma islevini siirdiiremez. Bu
ylizden anaerobik metabolizma yoluna bagvururlar. Anaerobik metabolizma sonucunda
olusan metabolitler, yetersiz doku perfiizyonu nedeniyle hiicrelerde birikir. Kan akisinin
yeniden saglanmasiyla birlikte bu birikmis metabolitler okside olur ve olusan yan iiriinler

sistemik dolagima geger [2].

Iskemi sonucunda olusan hasarin ve metabolik yiikiin siddeti iskeminin siiresi ve siddeti ile
orantili olup, hiicrenin tipine, hiicre kokenine, kan ihtiyact ve metabolizmasina gore
farkliliklar gdstermektedir. Iskelet kasmnin ekstremitede iskemiye en duyarli doku oldugu
gosterilmistir. Bu yiizden ekstremite I/R hasarmin en 6nemli kismini kaslarin iskemiye

verdigi cevap olusturur [3].

Alt ekstremite periferik arter hastaligt (PAH) diinya capinda >230 milyon yetiskini
etkilemekte ve koroner kalp hastaligi ve inme gibi diger kardiyovaskiiler hastaliklar ve
amplitasyon ile sonuglanan ekstremite sorunlari gibi cesitli olumsuz klinik sonuglarin
riskinde artig ile iligkilidir. Eskiden saglik uzmanlar1 ve hastalar tarafindan yeterince takdir
edilmemesine ragmen giiniimiizde PAH yayginligi ve klinik 6nemi sebebiyle bilim

diinyasinin ilgisini ¢ekmistir [4].

I’/R mekanizmast ¢ok faktorliidiir ve farkli biyolojik mekanizmalar1 igerir. Bunlar
mikrosirkiilasyon degisiklikleri, lokal ve sistemik bagisiklik aktivasyonu, iyon birikimi,
serbest radikaller olarak da bilinen reaktif oksijen tiirlerinin dolasima katilmasidir. Serbest

oksijen radikalleri (SOR), reperfiizyon hasarinda anahtar molekiiller olarak kabul edilir [5].



I’/R mekanizmasinin kabul goren fizyopatolojisi, iskemi siiresi boyunca anaerobik kalan
dokunun tekrar kanlandirilmasi ile oksijen (02)’den zengin arteryel kana maruz kalan

dokuda agirlikli olarak aktiflesen nétrofillerden salinan SOR’larin olusumudur [6].

Endotel hiicreleri, SOR’larin hem hedefi hem de baslica liretim kaynagidir. Ayrica endotel,
mikrovaskiiler homeostazin siirdiiriilmesinde rol oynayan endotelin (EDN) ve nitrik oksit
(NO) sentezinin temel merkezidir. SOR etkisi ile endotel hiicreleri EDN, NO, hipoksi ile
indiiklenebilir faktor 1-alfa (HIF-1a), Kalsitonin gen iliskili peptit (CGRP) gibi faktorleri
salgilar [7, 8].

Ayrica iskemi durumunda inflamatuar Timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve interlokin-6
(IL-6) gibi kompleman sistemine ait biyomolekiillerin {iretimi uyarilarak inflamatuar yanit

artirilir.

Tibbi siiliikler; halkali solucanlar olarak bilinen ve 15.000°den fazla tiirii bulunan Annelida
filumu, Clitellata sinifi ve Hirudinea alt sinifinda yer alan, kan emerek veya predator olarak

beslenen omurgasiz canlilardir [9].

Hirudoterapi veya tibbi siiliik tedavisi, yiizyillar boyunca hastaliklari tedavi etmek amaciyla
tibbi siiliikler kullanilarak yapilan destekleyici ve tamamlayici bir tedavi yontemidir ve insan

hastaliklarinin tedavisinde omurgasizlarin kullanimina dair birkag 6rnekten biridir [10].

Hirudoterapi, yiizyillar boyunca cesitli kiiltiirlerde ve cografyalarda varligini devam
ettirmektedir. Antik Yunan, Cin, Avrupa, Pers, Hint, Misir, Arap ve Anadolu
medeniyetlerinin eski yazitlarinda hirudoterapiye rastlanmistir. Hirudoterapi, Osmanlilar
tarafindan da uygulanmis ve bu konuda yazili eserler hazirlandigina dair bilgiler

bulunmaktadir [11].

Hirudoterapide tibbi siiliiklerin ¢esitli biyolojik 6zelliklerinden yararlanilmaktadir. Bu ¢esitli
biyolojik ozellikler arasinda en yaygin bilinenleri, flebotomik 06zellik olan siiliiklerin
konakg¢ilarinin kani ile beslenmeleri ve bu esnada tiikiirlikleri ile birlikte basta anti-
enflamatuar, antikoagiilan ve anestezilere olmak ilizere pek c¢ok biyoaktif maddeyi
salivermeleridir. Bu biyoaktif bilesikler sayesinde tibbi siiliik tedavisi hipoksiyi diizeltmede,

mikrosirkiilasyon bozukluklarinda, organ ve dokularin hasarli vaskiiler permeabilitesinde,



kan basincini diizenlemede, immuniteyi arttirmada ve agri olaylarimi gidermede gorev

alabilmektedir [9].

Bu calismada, deneysel olarak olusturulan alt ekstremite |/R hasarinda tibbi siiliikk
uygulamasi etkisinin degerlendirmesi amaglandi. Ayrica deneysel I/R modelinden 6nce tibbi
stilik uygulamasi ile I/R modelinden sonra tibbi siilik uygulamasinin istiinliiklerini
karsilagtirmali olarak degerlendirilmek istendi. Boylece alt ekstremitede deneysel iskemi
olusturulmus ratlarda tibbi siililk uygulamasinin I/R hasar1 iizerindeki tedavi edici ve

onleyici etkileri incelendi.






2. GENEL BILGILER

2.1. Iskemi/Reperfiizyon (I/R) Hasar1

2.1.1. iskemi

Iskemi, belirli bir doku veya organa giden kan akismin azalmasi ya da tamamen kesilmesi

sonucunda, metabolik siire¢ler sonucu olusan atik iiriinlerin dolagimla uzaklastirilamamasi

durumudur [12].

Kan akimindaki bu azalma, iskemik doku ve organlarda farkli derecelerde hasara neden olur.
Iskemik hasarin siddeti, kan akisindaki azalmanin siiresi ve derecesi ile dogrudan iliskili
olup, bu durum etkilenen hiicrelerin kokenine, metabolik 6zelliklerine, kanlanma

gereksinimlerine ve tiirlerine gore degiskenlik gostermektedir [13].

2.1.2. Repertfiizyon

Reperfiizyon, iskemiye yol agan nedenin ortadan kaldirilmasiyla, iskemi siirecinde azalan ya

da duran kan akiminin yeniden normale dénmesi durumudur.

Reperflizyon, iskemik dokuda enerji ihtiyacinin karsilanmas: ve biriken toksik
metabolitlerin uzaklastirilmasi agisindan iki 6nemli yararli etkiye sahiptir. Bu nedenle,
iskemik hasarin giderilmesi ve doku fonksiyonlarinin yeniden kazanilmasi i¢in gerekli bir
siire¢ olarak kabul edilir. Ancak, kan akiminin normale donmesi her zaman tam bir
fonksiyonel iyilesme saglamaz; ¢iinkii oksijen agisindan zengin kanin yeniden dokuya
ulagmasi, oksidatif stresin artmasina ve yeni bir hiicresel hasar siirecinin baglamasina neden
olabilir. Bu duruma “reperfiizyon hasar1” ad1 verilir ve olusumu reaktif oksijen tiirleri (SOR),
endotel kaynakli faktorler ve nétrofillerin etkilesimini iceren karmasik bir mekanizma

sonucunda gergeklesir.

Stiperoksit anyonu (O2"), hidrojen peroksit (H20:) ve hidroksil radikali (OH-), en yaygin
bilinen reaktif oksijen tiirleridir (SOR). Bu molekiillerin olusumunda nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz sistemi ve ksantin oksidaz (XO) sistemi temel rol



oynamaktadir. Sonug olarak, dokularda iskemik siirecten ¢ok daha biiyiik bir hasar olusur.

Hasar1 asil tetikleyen faktoriin, endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu diisiiniilmektedir.

Iskemi sonras1 dénemde serbest radikal iiretiminin temel kaynagi, ksantin oksidaz (KO)
enzimidir. Bu enzim, hem dehidrogenaz hem de oksidaz aktivitesine sahip iki farkli formda
bulunur. Hipoksantin ve ksantinin oksidasyonu sirasinda reaktif oksijen tiirleri agia ¢ikar
ve bu siire¢, dokularda iskemik donemin kendisinden daha siddetli bir hasarin gelismesine

yol agar [14, 15].

Reperfiizyon, polimorfoniikleer I6kositlerin (PMNL) aktivasyonu ve adezyonu,
proinflamatuar maddelerin salinimi ve serbest radikallerin (SOR'lar ve reaktif nitrojen tiirleri
(RNS)) olusmasina yol acar. iskemik dokunun reoksijenizasyonu sonrasinda olusan lokal
hasara, reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle dolagima salinan enflamatuar sitokinler ve buna

bagli sistemik enflamasyon ile uzak organ hasar1 eslik eder [16].

I’/R sonrasinda doku veya organlarda meydana gelen hasar, I/R hasar1 olarak

adlandiriimaktadir [17].

2.1.3. iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarmn fizyopatolojisi

Dokunun iskemiye maruz kaldigi siire ve dokuya giden kan akigindaki azalma miktart,

iskemik hasarin siddetini belirler [1].

Normal kosullarda, hiicresel fonksiyonlar yiiksek enerjili fosfat baglar1 araciligiyla ve
oksijen varliginda aerobik mekanizma ile gergeklestirilir. Oksijenin yetersiz oldugu

durumlarda ise hiicresel fonksiyonlar anaerobik mekanizma ile yerine getirilir [18].

Yani, iskemi &ncelikli olarak hiicredeki aerobik mekanizmay1 olumsuz yonde etkiler. Iskemi
sonucu olusan bu hipoksi durumu, hiicredeki oksijenli solunumu engelleyerek Adenozin
5'Trifosfat (ATP) seviyesinin azalmasina neden olur [1]. ATP'nin azalmasiyla birlikte
adenozin monofosfat (AMP) artar ve bu da glikojenden ATP iiretimi ve anaerobik glikoliz
hizinin artmasina neden olur. Glikojenin tiiketimiyle birlikte inorganik fosfat ve laktik asit
birikiminde artig meydana gelir. Buna bagli olarak hiicre i¢i asidoz meydana gelir ve protein

sentezinin azalmasiyla mitokondriyal fonksiyonlar bozulur. Iskemik siiregte asit



seviyelerinin artmasi sonucunda normal enzim kinetigi de degisir. Bu olaylar, hiicredeki
ATP iiretimiyle baglantili bir¢ok hiicresel fonksiyonun azalmasina yol acar ve sonrasinda
cesitli yapisal bozukluklar meydana gelir. Hiicre i¢i dengenin korunmasi igin gerekli
enerjiden hiicre yoksun kalir. Ayrica, bu dengenin korunmasi igin gerekli olan hiicresel
ATP'nin azalmasi sonucu, ATP bagimli iyon taginmasinda ¢esitli aksakliklar meydana gelir.
ATP bagimli Sodyum/Potasyum-ATPaz (Na+/K+-ATPaz) pompasinin aktivitesi bozulur.
Potasyum iyonlari (K+) hiicre disina ¢ikarken, sodyum (Na+) ve Klor (Cl-) iyonlar1 da hiicre
icine geger. ATP tiretimi, anaerobik glikoliz yoluyla saglanmaya ¢alisilir [18, 19].

ATP ile galigan bir diger pompa ise, ekstraselliiler ve intraselliiler kalsiyum (Ca?") dengesini
saglayan pompadir. Intraselliiler Ca?* diizeyinin artmasiyla, proteolitik enzimler ve
fosfolipazlar aktive edilir. Fosfolipaz A:'nin aktiflesmesiyle membran fosfolipidleri
bozulmaya baglar, plazma ve mitokondriyal membranlarin gegirgenligi ile biyoenerjetik
Ozellikleri de degisime ugrar. Fosfolipazin aktiflesmesi, aragidonik asit senteziyle
sonuclanir. Arasidonik asit, dogrudan etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe eder ve serbest

radikal olusumunu artirir [20].

Bu durum, ATP'ye bagimli Na*/K*-ATPaz pompasinin islevini bozar. Na* iyonu hiicre
icinde birikir. Bunu, K* iyonunun hiicre digina ¢ikisi takip eder. Bu maddelerin birikimine
ek olarak, izo-ozmotik su birikiminin etkisiyle akut hiicresel sisme gelisir. Hiicre iginde
biriken Na* iyonunu hiicre disina ¢ikarabilmek i¢in Na*/Ca*" antiporter sistemi hizlanir.
Na*/Ca**antiporter sistemi, hiicre igindeki artan Na* iyonunu disar1 ¢ikarirken, hiicre ig¢ine
Ca?" iyonu tasir. Na*/K*/ATPaz pompasinin bozulmasi, hiicreye daha fazla Ca**, Na* ve su
(H20) girisi ile K* ¢ikisina yol acar. Hiicre i¢indeki Na* konsantrasyonu, membrandaki
Na*/K*/ATPaz pompasi araciligiyla diisiik tutulur. Ancak ATP seviyesindeki azalma, bu
pompanin etkinligini diigiirlir ve bunun sonucunda hiicre i¢indeki Na* konsantrasyonu
yiikselir. Hiicredeki artmis Na*, Na*/Ca*" tagtyici proteini araciligiyla hiicre disina atilirken,
bu durum hiicre i¢indeki Ca*" konsantrasyonunun yiikselmesine neden olur. Hiicre i¢indeki
Ca?" konsantrasyonundaki artis, yalnizca hiicre disindan igeriye Ca*" gecisiyle degil, ayni
zamanda mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i organellerden salinan Ca?" ile
de iliskilidir. Intraseliiler Ca2* artis1, hiicre icin sitotoksik etki gosterir [15]. Artan Ca2*
fosfolipaz, proteaz, ATPaz ve endoniikleaz gibi bir¢ok enzimi aktive ederek doku hasarina
yol agar [21]. Iskemik donemde ATP iiretimi durma asamasina gelir, ancak dokulardaki ATP

depolari tiikketilmeye devam eder, bu da yiiksek enerjili ATP'nin fosfat baglarinin kopmasiyla



sirastyla adenozin difosfat (ADP), AMP ve adenozin olusumuna neden olur. Adenozin,

hiicre disina ¢ikarak inozin ve nihayetinde hipoksantin molekiillerine donisiir [20].

Adenozin A1l reseptorleri aracilifiyla sinaptik iletimi ve presinaptik Ca** gecisini inhibe
ederek intraseliiler Ca?" artisina yol acar, ayrica K* ile iligkili glutamat salinimini azaltir.
Iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi, dokularda ksantin ve hipoksantin
gibi piirin metabolitlerinin birikmesine ve ksantin dehidrogenaz (KDH) enzimlerinin KO
enzimine doniismesine yol agar. Normal kosullarda hipoksantin, iirik asite metabolize olur
ve bu siiregte elektron alic1 olarak nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu (NAD+)
kullanilir. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH, KO’ya doniistiiglinden hipoksantinin
iirik asite donlisimii KO tarafindan gerceklestirilir ve bu reaksiyon sirasinda elektron alici
olarak O: kullanilir [22]. Reperfiizyon basladiginda, KO hipoksantini ksantine, ksantini de

tirik aside doniistiiriir ve bu siiregte SOR olusur [19].
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Sekil 2.1. Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Ksantin Oksidaz Yolag

Iskemi sonrasinda, noronlarda hiicre igi serbest Ca** iyonu diizeyinde hizl1 bir artis meydana

gelirken, hiicre dis1 Ca?* iyonu diizeyinde hizli bir azalma gézlemlenir [23].

Hiicreye Ca?" iyonu girisinin, NMDA reseptoriiniin iyon kanali ve voltaj-kapali Ca**
kanallar1 araciligiyla gerceklestigi diistiniilmektedir. Ca?* iyonunun hiicre i¢indeki artisini
tetikleyen temel faktor, hiicre ici depolardir [24]. Iskemik durumda, endoplazmik retikulum
ve mitokondri gibi intraselliiler kompartmanlardan Ca*" iyonu salinimi artar. Hiicreler,

fizyolojik kosullarda hiicre i¢i kalsiyum seviyelerindeki biiyiik artiglari fazla Ca*" iyonunu



disar1 atarak tolere eder. Ancak enerjinin yetersiz oldugu durumlarda, pompa ve
sekestrasyon mekanizmalari iglevini yerine getiremez ve hiicre i¢ginden atilamayan Ca** iyon
birikimi, ani bir artiga yol agar. Bu artis, lipazlari, proteazlar1 ve endoniikleazlar1 aktive eder,

serbest radikal ve NO olusumunu artirarak néronal 6liimii tetikleyebilir.

Serbest radikal olusumu, kalsiyumun hiicre disina atilmasini engelleyerek bir kisir dongii
olusturur. Ayrica, mitokondrilerdeki Ca** iyon yiikiiniin artmasinin, hasar gormiis
mitokondriyal membran1 daha fazla bozacagi ve enerji eksikligini artirarak serbest radikal

olusumunu tetikleyecegi 6ne siiriilmektedir [25].

I/R hasarinda fizyopatolojik degisikliklere sebep olan faktorler asagida belirtilmistir

a) SOR

b) PMNL

¢) Kompleman sistemi
d) Endotel hiicreleri

Serbest oksijen radikalleri (SOR)

Dis orbitalinde yalnizca bir elektron bulunan atom veya molekiil serbest radikal olarak
tamimlanir. Dis orbitalinde, ikiye tamamlanamayan elektron tagiyan molekiiller, reaktif
ozellik gosterir. Serbest radikaller, kararli degillerdir ve bu nedenle omiirleri kisa olur.
Elektriksel ytikleri negatif, notr veya pozitif olabilir. Serbest radikaller, fizyolojik kosullarda
ve organizmay1 dis etkilere kars1 savunmak i¢in belirli bir diizeyde rol oynar; organizma ise
cesitli savunma mekanizmalariyla bu radikallerin olas1 zararl etkilerini engellemeye calisir.
Serbest radikaller, organizmanin savunmasinda ve dis faktorlere karsi belirli oranlarda
kullanilir ve organizma, bu radikallerin potansiyel zararlarini 6nlemek icin ¢esitli
mekanizmalarla korunur. Biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerin endojen
kaynaklar1 arasinda oksijen, NO, aktive olmus nétrofiller, mitokondriyel elektron tasIMA

sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve hiicre zarlar sayilabilir [26].

Aerobik organizmalarda serbest radikallerin baglica kaynagi O2’dir. Normal metabolik
stirecler sirasinda, O2'nin yaklasik %98'i suya (H20) indirgenirken, geri kalan %2'lik kismi1

ise O2- ve OH- radikallerine doniisiir. O2~ ve OH™ anyonlar1, biyolojik sistemlerdeki en
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temel reaktif oksijen tiirleridir. Biyolojik ortamlarda, H-O-, cogunlukla O2" radikal olusumu
araciligryla meydana gelir. Bu reaksiyon sirasinda, iki siiperoksit molekiilii, iki hidrojen
(H+) iyonu ile etkileserek H202 ve O2 iiretir. H20:, eslesmemis elektron barindirmadigindan

radikal 6zellik gostermez [27].

Cizelge 2.1. Radikal ve radikal olmayan bilesikler

Radikal ve Radikal Olmayan Bilesikler
Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit Radikali (02-) Hidrojen Peroksit (H202) Singlet Oksijen
Hidroksil Radikali (OH-) Lipid Hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil Radikali (LO-) Hipoklorik Asit (HOCL)
Peroksil Radikali (LOO-)

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkileri [28]

e Serbest oksijen radikalleri, hiicre organelleri ile zarlarindaki lipid ve protein yapilarina
zarar verir.

e Hiicre i¢indeki yararl enzimlerin islevlerini bozar ve onlari inaktive ederler.

e DNA iizerinde hasar olustururlar.

e Mitokondriyal aerobik solunum siire¢lerini olumsuz yonde etkilerler.

e Ksantin oksidaz, triptofan dioksigenaz, indolamin dioksigenaz, elastaz, proteaz,
fosfolipaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi enzimlerin
aktivasyonunu tetiklerler.

e Hiicrenin potasyum kaybini artirirlar.

e Trombosit agregasyonunu tesvik ederler.

e Dokularda fagositlerin birikmesini kolaylastirirlar.

e Hiicre disindaki kollajen yapilari, savunma enzimleri ve ndrotransmitterleri tahrip

ederler.

Iskemi reperfiizyon hasarinda polimorf niiveli 16kositler

Polimorf niiveli 16kositler, mikrovaskiiler gecirgenlikte artistan sorumlu ana hiicreler olup
iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasinda aktif hale gelen ilk hiicrelerdir [29-31]. Lokositler ve
endotel hiicre ylizeylerinin, adezyon molekiillerinin olusumunu arttirmasi ile kemotaksi,
16kosit diapedezi ve l6kosit aktivasyonu ile sonuglanan kaskad aktive olur [32]. Bu

aktivasyon sonrast meydana getirdikleri hasar, IL-6, TNF-a ve IL-1 gibi sitokinlerin ve
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sitotoksik enzimlerin salinmasima, SOR salimimina ve vaskiiler gecirgenlikte artis ile
mikrovaskiiler okliizyon olusturmalarina baglidir. Notrofiller aktive olduklarinda iskemik
doku endoteline yapisarak interstisyel alana go¢ ederler [7, 33]. Polimorf niiveli 16kositlerin
dokuya gegebilmesi i¢in Once endotel hiicrelerine adezyonlar1 gerekir. Notrofillerin
aktivasyonu ve gogli; aktive olmus endotel hiicreleri arasinda olusan E-selektin, P-selektin
ve L-selektin adi verilen adezyon molekiilleri ile lokositler araciligi ile gergeklesir.
Adezyona ugrayan bu l6kositler; interlokin-8 (IL-8), kompleman faktor 5a (C5a), trombosit
aktive edici faktor (PAF) ve lokotrien B4 (LTB4) ile aktive edilmeleri ile birlikte
yiizeylerinde CD11b/18 molekiilleri belirir. CD11b/18 ve interseliiler adezyon molekiilii-1
(ICAM-1) etkinligi sonucu daha 6nce olusan adezyonun giiglenmesi ile kan damarinin ig¢
ylizeyindeki endotel hiicrelerinin arasindan gegerek damarin disina c¢ikma olay1
(transendotelyal migrasyon)meydana gelir. Lokositler, Endotel hiicreleri arasindan gegerek
hedef dokuya dogru hareket ederler. Temel olarak, 16kosit gocii vendz kilcal damar araciligi
ile meydana gelir. Hasar goren dokuya yonelik 16kosit kemotaksisi; IL-8, C5a ve LTB-4 gibi
molekiiller araciligiyla saglanir. I/R sirasinda meydana gelen TNF-a, IL-1beta, kompleman

sistemi ve PAF gibi inflamatuar aracilar, nétrofil go¢iinii tesvik eder [30].

Hasarin meydana geldigi bolgede biriken hiicre tiirii, inflamasyonun siiresine ve uyaranin
niteligine bagli olarak degisiklik gosterir. I/R hasarina kars1 gelisen inflamatuvar yanitta ilk
6-24 saat icinde notrofiller baskinken, 24-48 saat icinde monositlerin hakimiyeti artar. Bu
durum, noétrofillerin kanda daha fazla sayida bulunmalari, hizli bir sekilde aktive
olabilmeleri, adezyon molekiillerine yiiksek afinite ile baglanabilmeleri ve kisa yari
omiirleriyle iliskilidir. Bu nedenle, inflamasyonun akut fazinda nétrofiller, kronik fazinda
ise monositler baskin hiicre tipleridir [7]. Bu siireglerin sonucunda, 16kositler doku hasarinin

ilerlemesine katkida bulunurlar.

Kompleman sisteminin iskemi ve reperfiizyon hasarindaki rolii

Kompleman sistemi; bir takim plazma proteini ve bu plazma proteinlerinin hiicre zari
reseptorlerinden meydana gelir. Monositler, hepatositler, makrofajlar, bobregin glomertiler
ve tiibiiler hiicreleri; kompleman sisteminin bilesenlerinin sentez yeridir. Kompleman
sistemi aktive oldugunda, proinflamatuvar bilesenler (C3a, C5a, iC3b ve C5b-9) meydana
gelir. C3a ve C5a, anaflatoksin olarak gorev yapar ve lokosit aktivasyonunu saglarlar. C5a;

Makrofaj Inflamatuvar Protein-2 (MIP-2), Makrofaj Inflamatuvar Protein-Alfa (MIP-1-
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Alfa), Makrofaj inflamatuvar Protein-1-Beta (MIP-1p), Monosit Kemoatraktan Protein-1
(MCP-1), TNF-a , IL-1 ve IL-6 iiretimini tetikleyerek inflamatuvar yaniti artirir. Vaskiiler
Hiicre Adezyon Molekiili-1 (VCAM-1), ICAM-1, E-selektin ve P-selektin; kompleman
sistemi tarafindan sentezi uyarilan 1okosit adezyon molekiilleridir. Kompleman 5b ve
Kompleman 9 birlesimiyle olusan C5b-9 kompleksi, endotel hiicrelerinde IL-8, IL-1a ve
MCP-1 salinimini tetikleyerek 16kosit aktivasyonunu ve kemotaksisi artirir. Ayrica, endotel
bagimli vazodilatasyonu inhibe eder ve endotelde siklik guanozin monofosfat (cGMP)

diizeylerini diisiirerek vaskiiler tonusu bozar [8].

Iskemi reperfiizyon hasarinda endotel hiicresinin rolii

Endotel hiicreleri, SOR’lar i¢in hedef bolge olmakla birlikte SOR’larin iiretildigi kaynaktir.
Endotel, kan ve dokular arasinda tek sira dizili hiicrelerden meydana gelen bir bariyer
gorevindedir. Endotel hiicreleri, damar fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde rol oynar ve se¢ici
gecirgenligi sayesinde kan ile dokular arasinda madde aligverisini diizenler. Endotel hiicresi,
nitrik oksitin (NO) ve mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu endotelinin (ET) ana
kaynagidir. Endotel hiicrelerinde meydana gelen oksidatif stres kompleman sistemin aktive
olmasina neden olur. Kompleman sistemin aktive olmasi ile 16kosit adezyon molekiillerinin
tretimi artar. Endotel hiicreleri, selektif oksijen radikalleri etkisi ile PAF, tromboksan A2
(TxA2), IL-1, NO, graniilosit-makrofaj uyarici faktér (GM-CSF), Prostaglandinler (PGI2,
PGE2), ET ve biiyiime faktorlerini salgilar. Endotel hiicreleri aktive olduklar1 zaman bazal

membranlarini sindiren kollajenleri salgilar [7, 8].

2.1.4. Alt ekstremite iskemisi

Alt ekstremite periferik arter hastaligt (PAH) diinya ¢apinda >230 milyon yetiskini
etkilemekte ve koroner kalp hastaligi ve inme gibi diger kardiyovaskiiler hastaliklar ve
ampiitasyon ile sonuglanan ekstremite sorunlar1 gibi c¢esitli olumsuz klinik sonuglarin
riskinde artis ile iligkilidir. Eskiden saglik uzmanlar1 ve hastalar tarafindan yeterince takdir
edilmemesine ragmen giiniimiizde PAH yayginli§i ve klinik 6nemi sebebiyle bilim

diinyasinin ilgisini ¢ekmistir [4].
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2.2. Antioksidanlar

Canli organizmalar, serbest radikallerin yol ac¢tig1 hasarlara kars1 koruyucu bir savunma
mekanizmasi gelistirmistir. Bu zararli molekiilleri etkisiz hale getiren veya olusumlarini
engelleyen bilesikler ise “antioksidan” olarak tanimlanmaktadir [34]. Antioksidanlar, serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek onlarin neden oldugu zincirleme reaksiyonlar1 durdurabilir;
bu sayede hiicrelerdeki oksidatif stresin oniine gegerler. Bu molekiiller, reaksiyon hizini
yavaslatarak baskilayici bir etki olusturur, hasar goren biyolojik molekiillerin onarimina
katk1 saglar. Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerinin

tiretimini destekleyerek organizmada koruyucu rol istlenirler [35].

2.2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar, kokenlerine gore endojen (viicut i¢i) ve eksojen (viicut dis1) olmak tizere iki
temel gruba ayrilir. Bu iki grup, oksidan ve antioksidan arasindaki dengeyi korumada 6nemli
rol oynar; serbest radikalleri notralize ederek organizmayir bu zararli molekiillerin

etkilerinden korumak amaciyla gorev yaparlar [36].

Endojen kaynakli antioksidanlar

Viicut tarafindan dogal olarak iiretilen endojen antioksidanlar, iki ana grupta siniflandirilir:
bunlardan biri enzim yapisinda olan antioksidanlar, digeri ise enzim igermeyen (non-

enzimatik) antioksidan bilesiklerdir [34, 36].

Cizelge 2.2. Baslica enzimatik ve non-enzimatik endojen antioksidanlar

ENDOJEN KAYNAKLI ANTIOKSIDANLAR
Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar

Katalaz (CAT) Glutatyon
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Urik asit
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Melatonin
Glutatyon Rediiktaz (GR) Koenzim Q 10

Bilirubin

Selenyum

Albiimin

Transferrin

Seruloplazmin

a-lipoik asit
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Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit radikalini parcalayarak onu molekiiler oksijen (O2) ve hidrojen peroksite

(H20:) doniistiiren bir kimyasal tepkimeyi hizlandiran bir enzimdir [35].

Hiicre i¢inde farkli bolgelerde yer alan SOD enzim izoformlari, gorev yaptiklari yerlere gore
siniflandirilmaktadir. Bakir-¢inko igeren SOD1 formu sitozolde yer alirken, manganez
iceren SOD2 mitokondri i¢inde bulunur. SOD3 olarak adlandirilan ekstraseliiler form ise

hiicre dis1 ortamlarda gorev yapar.

202+ 2H" — O2 + H20-

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Hidrojen peroksit (H20-) ile biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitleri indirger ve bunlari suya
(H20) déniistiiriir. Ozellikle eritrositlerde, oksidatif strese karsi en giiclii etki gdsteren

antioksidan enzimdir [35].

GPx, ortamda yiiksek miktarda H2O. bulundugunda, glutatyonu (GSH) okside glutatyon
(glutatyon distilfiir, GSSH) formuna doniistiiren reaksiyonu katalizlerken, ayn1 zamanda
H-0:’yi suya (H20) indirger. Glutatyon peroksidaz enzimi, selenyuma bagimli ve bagimsiz

olmak tizere iki farkli formda bulunur.

Katalaz (CAT)

CAT, demir igeren bir hemoprotein olup esas olarak peroksizomlarda, daha az miktarda ise
sitoplazmada ve mikrozomal yapilarda bulunur. Dort hem grubu tagiyan bu enzim, hidrojen
peroksiti (H202) su (H20) ve oksijene (O:) ayrigtirarak toksik etkilerini azaltir. Bu islevi
sayesinde, hidrojen peroksitin hidroksil radikaline (OHe) doniigmesini engellemis olur.
CAT’1n temel gorevi, H20-’yi parcalayarak hiicreyi oksidatif stresten korumaktir. SOD ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimlerle benzer islev gosterir; aktivitesi oksidatif

ozellik tagtyan tip I kas liflerinde yiiksek, hizli kasilan tip II liflerde ise daha diisiiktiir. Ancak
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H20., gecis metalleri ile etkilesime girerse Fenton reaksiyonu yoluyla zararli OHe

radikallerine doniigebilir [15, 37].

2H-0, — 2H.0 + O

Nonenzimatik antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, melatonin, {rik asit, bilurubin,
albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin gibi maddeler
yer almaktadir [27, 36, 38].

Eksojen kaynakli antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidanlari, vitamin eksojen antioksidanlar ve ilag olarak kullanilan

eksojen antioksidanlar olmak tizere iki grupta siniflandirabiliriz [39].

Cizelge 2.3. Baslica eksojen kaynakli antioksidanlar

EKSOJEN KAYNAKLI ANTIOKSIDANLAR

Vitamin Eksojen Antioksidanlar flag Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar
B-karoten (Vitamin A) Sitokinler (TNF ve IL-1)
Folik asit (Vitamin B9) Barbitiiratlar
Askorbik asit (Vitamin C) Demir selatorleri
a-Tokoferol (Vitamin E) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Trolox-C (vitamin E analogu)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum
kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Ksantin oksidaz inhibitdrleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit,
tungsten)

2.3. inflamatuar Belirtecler

2.3.1. 1L-6

IL-6, proinflamatuvar, anti-inflamatuvar, akut faz reaktanlarini uyarici, néroprotektif ve
norotropik aktivitelere sahip multifonksiyonel bir sitokindir [40]. IL-6, bagisiklik sistemi

hiicreleri tarafindan iiretilen ve inflamasyon siireglerinde 6nemli rol oynayan bir sitokindir.
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Viicutta enfeksiyon, doku hasar1 veya inflamatuar durumlara yanit olarak salinarak ¢ok
cesitli  biyolojik siirecleri diizenler. Ozellikle inflamasyonun baslatilmast ve
stirdiiriilmesinde Kkilit bir gorev tstlenir; diger proinflamatuar sitokinlerin salinimini tesvik
ederek bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu artirir. Bunun yani sira IL-6, akut faz yanitinda
da 6nemli bir rol oynar. IL-6, hiicre biiylimesi ve farklilagmasin1 diizenleyerek bagisiklik
hiicrelerinin olgunlagmasini ve islevselligini destekler. Bu ¢cok yonlii etkileri nedeniyle IL-
6, hem enfeksiyonlara karsi savunmada hem de inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarin

gelisiminde 6nemli bir biyolojik diizenleyici olarak kabul edilmektedir [41, 42].

2.3.2. CGRP

CGRP, merkezi ve periferik sinir sisteminde yaygin olarak bulunan ve ¢esitli fizyolojik
stireclerde kritik roller iistlenen bir noropeptittir. Baslica trigeminal sinir sistemi
noronlarindan saliman CGRP, 6zellikle norovaskiiler ve noroinflamatuar mekanizmalarda
onemli bir diizenleyici molekiil olarak gorev yapar. CGRP'nin biyolojik etkileri, vaskiiler
tonusun kontroliinden agri modiilasyonuna ve inflamasyon siireglerinin diizenlenmesine

kadar genis bir yelpazeyi kapsar [39].

CGRP’nin en belirgin islevlerinden biri vaskiiler diizenlemedir. Gii¢lii bir vazodilator olan
CGRP, damar diiz kas hiicrelerine etki ederek damarlarin genislemesini saglar. Bu etkisi,
ozellikle migren patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Migren atagi sirasinda trigeminal
sinir u¢larindan saliman CGRP’nin, kraniyal damarlar1 genisleterek agrinin siddetlenmesine
neden oldugu diistiniilmektedir. Bu mekanizma dogrultusunda, CGRP antagonisti ilaglar
migren tedavisinde yeni bir hedef olarak gelistirilmistir ve etkili bir terapétik secenek olarak

klinik kullanima girmistir [43].

Agri modiilasyonu, CGRP'nin bir diger 6nemli fonksiyonudur. Noropatik ve inflamatuar agr1
stire¢lerinde duyarliligi artirarak agr1 algisini etkiler. Periferik sinir uglarindan salinan
CGRP, nosiseptif sinyallerin merkezi sinir sistemine iletimini gii¢lendirir ve bu durum
agrinin siddetini artirabilir [44]. Bu 6zelligi nedeniyle CGRP, kronik agr1 sendromlarinin ve

ozellikle migrenin tedavisinde farmakolojik hedeflerden biri haline gelmistir.
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2.3.3. Nitrik oksit (NO)

NO, azot monoksit olarak da bilinen ve hiicresel diizeyde gesitli biyolojik siireclerde kritik
rol {istlenen kiiciik ve reaktif bir gaz molekiiliidiir [45]. Iskemi reperfiizyon hasari siddeti
endotelden salinan NO diizeyi ile dogrudan iligkilidir. NO, L-argininin terminal guanido
nitrojen atomundan NOS aracilig1 ile sentezlenir. NOS ii¢ izoformu tanimlanmistir.
Endotelial NOS, indiiklenebilir NOS ve noéronal NOS. i-NOS inflamasyon ve g¢esitli
uyarilarla aktive olurken e-NOS dokularda belli bir miktarda ama devamli olarak {iretilir
ancak e-NOS bazi durumlarda uyarilabilirken, i-NOS da bazi dokularda devamli olarak
eksprese edilir [46, 47]. Iskemi ve reperfiizyon siirecleri, hiicresel hasar ve inflamasyona
neden olan patofizyolojik olaylardir. iskemi sirasinda, dokulara oksijen temininin azalmas1
nedeniyle NO sentezi azalir ve bu durum damar daralmasi ile kan akisinin daha da
kisitlanmasina yol agabilir [48]. Reperflizyon siirecinde ise oksijenin yeniden saglanmasi,
NO fiiretiminde artisa neden olabilir. Ancak bu artis, asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile

birleserek nitrozatif strese ve hiicresel hasarin daha da derinlesmesine yol agabilir [49].

2.3.4. TNF-a

TNF-a, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve inflamasyonun kontroliinde kritik rol
oynayan giiclii bir proinflamatuar sitokindir. Monositler, makrofajlar ve T lenfositleri gibi
bagisiklik hiicreleri tarafindan enfeksiyon, doku hasar1 ve diger patolojik durumlara yanit
olarak iretilir [50]. TNF-a, inflamatuar yanit1 baglatarak diger proinflamatuar sitokinlerin
ve adezyon molekiillerinin liretimini tetikler, boylece bagisiklik hiicrelerinin inflamasyon
bolgesine gogiinii kolaylastirir. Bununla birlikte, TNF-a'nin asir1 tiretimi romatoid artrit ve
inflamatuar bagirsak hastaligr gibi kronik inflamatuar hastaliklarin gelisimine katkida
bulunabilir. Ayrica TNF-a, enfekte veya hasar gormiis hiicrelerin programli hiicre 6liimii
olan apoptoz siirecini baslatarak hiicresel dengeyi saglar. Antijen sunan hiicrelerin ve T
hiicrelerinin aktivasyonunu artirarak bagisiklik yanitini giiclendirir ve patojenlere karsi etkili

bir savunma olusturur [41, 51, 52].

TNF-o’nin asirt aktivasyonu kronik inflamasyon ve otoimmiin hastaliklarin gelisiminde
onemli rol oynadigi i¢in, anti-TNF-a tedavileri romatoid artrit ve inflamatuar bagirsak

hastalig1 gibi hastaliklarda etkili bir tedavi segcenegi sunar. Bu yodnleriyle TNF-a,
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inflamasyon, hiicre 6liimii ve bagisiklik yanitlarinin kontroliinde hayati bir diizenleyici

olarak 6ne ¢ikmaktadir.

2.3.5. HIF-1a

Hipoksi ile indiiklenebilir faktér (HIF), oksijene duyarli bir faktér olup HIF-1a ve HIF-1B
olmak iizere iki alt birimden olusur. HIF-1, hipoksiye tepki elemanlarina baglanir ve hedef
genlerin transkripsiyonunu aktive eder [53]. HIF-1a, oksijensiz ortamda hiicresel yanit,
damar gelisimi, glikoz metabolizmasi, yangi, eritropoez ve hiicre ile ilgili genlerin gen

ifadesinde yer alir [54, 55].

2.3.6. Iskemi modifiye albiimin (IMA)

IMA ve prolidaz, oksidatif stresin iskemik ayiraglari arasinda bulunur [56]. Albiimin, kanda
bol miktarda bulunan, 585 amino asitten olusan ve karacigerde sentezlenen ¢ok islevli bir
proteindir. Molekiiler agirlig1 6,5 kDa olan albliminin yar1 émrii yaklasik 19-20 giindiir [57,
58]. Albiimin, dolasimda hem endojen hem de ekzojen kaynakli toksik maddelerin
tasinmasinda gorev alan bir tasiyict ajandir. Molekiiliin amino ucu (N-terminal), 6zellikle
aspartil-alanil-histidil-lizin dizilimindeki amino asitler, kobalt (Co?*), nikel (Ni?*) ve bakir
(Cu?") gibi gegis metal iyonlarinin primer baglanma sitesini olusturur [59]. Serbest radikal
hasari, enerjiye bagli membran bozukluklari, serbest demir ve bakir maruziyeti, asidoz ve
hipoksi gibi durumlarda, albliminin N-terminal ucu modifiye olur ve bdylece kobalt (Co*"),
nikel (Ni?*) ve bakir (Cu?*) gibi gegis metalleri baglama kapasitesi azalir [59-61]. Albiiminin
bu modifiye edilmis formu, IMA olarak adlandirilir [62].

IMA’nin fizyolojik rolii yalnizca iskemik durumlarla smirli olmayip, ayni zamanda
reperflizyon hasarinda da onemli bir artis gdstermektedir. Reperfiizyon, kan ve oksijenin
iskemiye ugrayan dokulara yeniden ulasmasini ifade eder; ancak bu siiregte meydana gelen
artmis oksidatif stres, hiicresel diizeyde ek doku zedelenmesine yol agabilir. Bu da IMA

seviyelerinde daha fazla yiikselmeye neden olur [63, 64].

Bu nedenle IMA, hem iskeminin erken evrelerinde ortaya ¢ikan hiicresel hasar1 hem de
reperfiizyon sirasinda olusan oksidatif stresi hassas bir bicimde yansittig1 i¢in klinik alanda

degerli bir tan1 biyobelirteci olarak kabul edilmektedir.
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2.3.7. Endotelin-1 (EDN1)

Endotelinler, son yillarda bulunan en giiclii vazokonstriktor peptit gruplaridir. EDN-1,
endotelin-2 (EDN-2) ve endotelin-3 (EDN-3) olmak tizere ii¢ farkli tipi bulunmaktadir.
EDN-1, endotelial hiicreler tarafindan iiretilir [65]. Damar endotelinden salinan ve endotel
fonksiyonlarini diizenleyen maddelerden biridir [66]. EDN-1, inflamasyon ve oksidatif stres
ile dogrudan iliskilidir. Inflamatuar siiregler ve oksidatif stres kosullar;, EDN-1 sentezini

artirarak damar fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyebilir [67].
2.4. Tibbi Siiliiklerin Genel Ozellikleri ve Biyolojisi

Siiliikler, kan emerek beslenen, hermafrodit 6zellik gosteren ve parazitik bir yasam siiren

omurgasiz canlilardir [9, 68, 69].

Siiliikler, 15.000'den fazla tiire sahip olan ve halkali solucanlar olarak bilinen Annelida

filumunun bir tiyesidir. Bu tiirlerin yaklasik 650'si ise Hirudinea alt sinifinda yer almaktadir

[9, 69].

Cizelge 2.4. Hirudinea alt-smifina ait tibbi siiliik tiirleri

Hirudo verbana

Hirudo orientalis

_ Hirudo medicinalis
Hirudinea

Hirudo sulukii

Hirudo troctina

Hirudo nipponia

Resim 2.1. Hirudo verbana tiiriindeki tibbi siiliikler
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Siiliiklerin viicut yapisi, genellikle dorso-ventral yonde hafifce yassilagsmis olup, uzunluklari

10-15 cm'ye kadar ¢ikabilmektedir [68, 70].

Annelida filumunun en belirgin 6zelligi, segmentasyon yapisina sahip olmalaridir [71].

34 segment siiliiklerin viicutlarinda da IMA sabit sayida bulunmaktadir [9]. Siiliiklerin
segment yapilari, 6n (anterior) ve arka (posterior) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Genellikle
anterior segment, posterior segmentten daha kiiciiktiir. Siiliikler, her biri birer vantuz tagiyan
anterior ve posterior olmak iizere iki vantuza sahiptir. Anterior vantuz, alt1 segmentin

birlesmesiyle olusurken, posterior vantuz sekiz segmentin birlesimiyle meydana gelir [68].

Bunun yami sira, posterior vantuz, disk seklinde olup, ventral tarafa yonelmistir [70].
Anterior segmentteki vantuz, beslenme islevini yerine getirirken; posterior segmentteki

vantuz, hareket etmeye ve yiizeylere tutunmaya yardimeci olur [72, 73].

Resim 2.2. Hirudo verbana’nin ¢ekmenlerinin goriiniisii A) Anterior ¢ekmen, B) Posterior
¢ekmen

Siiliiklerin dorsal yiizeyleri, sari, kahverengi, yesil ve siyah gibi farkli renklerde ve

desenlerde olabilir [69].
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Resim 2.3. Hirudo verbana’nin goriiniisii, A) dorsal B) ventral

Siiliiklerin 6n kismi, arka ucuna kiyasla daha ince ve sivridir. Gozleri ise genellikle tist dudak

bolgesinde, neredeyse goriinmeyecek kadar kiigiik yer alir [71].

Siiliiklerin sindirim kanali, anterior vantuz tarafindan g¢evrelenen agizla baglar. Agiz
kisminda, sirali sekilde dizilmis 50-100 kadar keskin disi bulunan ii¢ ¢ene yer alir. Bu
cenelerin yapisi, Y harfine benzeyen bir sekle sahiptir [9, 72].

Siiliiklerin agi1z kismini kasl bir farinks (yutak) takip eder. Kan emerken, siiliikler tutunma
organlar1 (cekmenleri) yardimiyla canliya sikica tutunur, dislerini viicuda gegirecek sekilde
yerlestirerek kesikler agar. Farinksten sonra sindirim sisteminin en biiylik kism1 olan mide
gelir. Mide, genis bir tiip seklindedir ve yan taraflarindan ¢iftler halinde divertikiiller
(keseler) cikar. Divertikiillerin sayisi, stiliik tiirlerine gore degisiklik gosterebilir. Ayrica,
hirudin ve diger salgilar1 salgilayan bezler ile ka1 parcalamaya yardimci olan simbiyotik
bakteriler sindirim siirecinde 6nemli rol oynar. Siiliikler, viicutlarinin 3-10 kat1 kadar kan
emebilirler ve bir kez beslendikten sonra yaklasik 1 yil boyunca beslenmeden hayatta
kalabilirler. Fazla kan, midede bulunan divertikiillerde depolanir. Sindirim siireci,
Aeromonas hydrophila ve Pseudomonas hirudinia gibi endosimbiyotik bakterilerin
yardimiyla gergeklesir. Bu bakteriler, sindirim igin gerekli enzimleri saglar ve kanin
bozulmasini engeller. Ayrica, Aeromonas bakterisi, kanla beslenen hayvanlarda vitamin B
kompleksi eksikliginin Onlenmesine de katki saglar. Aniis, siiliigiin dorsal kisminda,
posterior ¢ekmenin Oniinde yer alir. Siiliikler tatli su ortamlarinda, akarsularda, gol ve
goletlerde yasamaktadirlar. Suyun i¢inde dalgalanma hareketi yaparak serbestge

ylizebilirler. Posterior c¢ekmenlerini sabitleyip anterior c¢ekmenlerini serbest birakip
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viicutlarini saga, sola, 6ne ve geriye dogru titreterek bu dalgalanma hareketlerini yaparlar

[73].

Siiliikler, viicut sicakliklar1 ¢evre kosullarina bagli olarak degisen poikiloterm canlilardir.
0°C ile 30°C arasindaki sicaklik araliginda rahatlikla hayatta kalabilirler, ancak ani sicaklik
degisiklikleri bu canlilar i¢in stres olusturabilir ve dliimiine neden olabilir. Su i¢inde bulunan
klor gibi zararli maddeler, diisiik konsantrasyonlarda bile siiliikklerin 6liimiine yol agabilir

[74].

Siiliikler, ti¢ farkli hareket tiirli gergeklestirir: siirlinme, yiizme ve dalgalanma. Siiriinme
hareketinde, posterior ¢ekmen zemine sikica tutunur, ardindan anterior ¢ekmen serbest
birakilarak en uzaga kadar uzanir ve zemine yapisir. Sonra posterior segment serbest
birakilarak anterior ¢gekmenin yakinlarina kadar ¢ekilir ve yapistirilir. Bu islem tekrarlanarak
stiliik hareket eder. Yiizme hareketi, dorso-ventral sekilde viicut dalgalanmasi ile yapilir. Bu
hareket, siiliigiin boyuna kaslarimin gelisimiyle miimkiin olur. Dalgalanma hareketi ise,
posterior gekmen bir noktaya sabitlenip anterior ¢cekmen serbest birakilarak, viicut su iginde

ileri geri ve saga sola titretilecek sekilde gergeklestirilir [73].

Siiliiklerin  sinir sistemleri, viicut yapilarina 6zgii iletim yollarina sahiptir. Sinir
diiglimlerinde bulunan hiicre gdvdeleri, farkli folikiiller icinde gruplar halinde
diizenlenmistir. Her ganglion, alt1 folikiil meydana getirir. Siiliiklerin viicudunda, 6zellikle
besinci ve altinci segmentlerde, genis bir gangliyonik sinir agi bulunur. Bu ag, halka seklinde
diizenlenmis olup beyin olarak adlandirilir ve farinks (yutak) ile hortumu ¢evreler. Ayrica,
faringeal halka ve diger Annelid'lerin subfaringeal ganglionlar ile ilk {i¢ ya da dordiincii
segmentin ganglionlari, posterior yonde ilerler. Iki ventral sinir seridi bulunsa da segmental
ganglia ciftleri birleserek kaynasir. Bu merkezi sinir sisteminin yani sira, periferik ve

sempatik sinir sistemleri de bulunur [73].

Siiliikler, hermafrodit 6zellik gosterirler. Ancak, kendi kendilerini dolleme yetenekleri

bulunmamaktadir [71].

Stiliikkler, hem disi hem de erkek iireme organlarina sahip olmalar1 nedeniyle ¢ift genital

acikliga sahiptirler. Erkek genital acikligi, disi genital agikligindan biraz daha biiytiktiir.
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Erkek genital agiklig1 11. segmentin b5/b6 halkalari arasinda yer alirken, disi genital agiklig1
ise 12. segmentin b5/b6 halkalar1 arasinda bulunur [71].

2.4.1. Tibbi siiliik tedavisinin tarihgesi

Siiliikler, Annelida filumunun Hirudinea sinifinda yer alan, hem kan emerek hem de avci
(predator) olarak beslenen ve yaklasik 650'den fazla tiirii bulunan canlilardir [68].“Hirudo”
kelimesi Latince'de “siiliik (Ileech)” anlamina gelmektedir. “Siiliik” s6zciigi ise etimolojik
olarak Latince kokenli olmay1p, eski Anglo-Saksonca “laece” kelimesinden tiiremistir ve bu
kelime “iyilestirmek” anlamina gelirken, zamanla “hekim” ile es anlaml sekilde

kullanilmastir [11, 75].

Siiliikler, ¢ok eski donemlerden beri gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [9].

Tedavi amaciyla siiliikklerin ya da siilik kaynakli dirinlerin kullanimima Latincede

“hirudoterapi”, Ingilizcede ise “leech therapy” denilmektedir [76].

Hirudoterapi, omurgasizlarin insan hastaliklarinin tedavisinde kullanimina dair birkag

ornekten biri olarak kabul edilmektedir [71].

Tedavi edici 6zellikleri ile bilinen birkag siiliik tiirii mevcuttur ve bu tiirler arasinda Hirudo

medicinalis ile Hirudo verbana en yaygin kullanilanlardandir [77].

Macrobdella decora (Kuzey Amerika tibbi siiliigii), Hirudinaria manillensis (Asya tibbi
stiliigii), Hirudo troctina ve Hirudo orientalis gibi baz1 siiliik tiirleri de tedavi amaciyla
kullanilabilmektedir. Tibbi uygulamalarda Hirudo cinsine ait tiim tiirlerin potansiyelinden
yararlanilabilecegi diisiiniilmekle birlikte, Tiirkiye’de simdiye kadar tespit edilen tibbi siiliik
tiirleri Hirudo sulukii, Hirudo verbana ve Hirudo medicinalis’tir. Bunun yaninda, iilkemizde
goriilen diger bir tiir olan Limnatis nilotica hakkinda tibbi kullanima iliskin yeterli veri heniiz
mevcut degildir [70, 78].

Tedavi amaciyla tibbi siiliiklerden yararlanilmasi, olduk¢a eski donemlere dayanan bir
uygulamadir [79]. Tibbi siilik tedavisinin tam olarak ne zaman basladigina dair kesin
bulgular bulunmamakla birlikte, M.O. 1400’1i yillarda Antik Misir’da kullamldigina
inanilmaktadir. M.O. 15. yiizyila ait Babil kaynaklarinda yazili olarak, 14. yiizyildan kalma
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Misir duvar resimlerinde ise gorsel olarak siiliikle tedavi uygulamalarina yer verildigi
goriilmektedir [80]. Siiliigiin t1ibbi amaglarla kullanimina dair ifadelere, Talmud, Incil ve

cesitli Yahudi el yazmalarinda yer verilmistir [81].

Siliigiin tedavi amagh kullanimi, Hindu mitolojisini anlatan eski bir Sanskrit¢e yazili
kaynakta da yer almaktadir. M.O. 600-100 yillar1 arasinda olusturulan klasik Hint tip
literatiiriinde ise siiliik tedavisine dair ayrintili bilgilere ulagilmaktadir. Bu uygulamanin,
Mezopotamya, Yunan, Maya ve Aztek uygarliklar ile birlikte Antik Hindistan, Roma ve
Arap kiiltiirlerinde de kullanildig1 bilinmektedir. M.O. 200-130 y1llar1 arasinda yasamis olan
Yunan hekimi Colophon’lu Nicander, bir siirinde siiliiglin tibbi kullanimina deginmistir.
Romalilar, 1. ylizyilda siiligi tanimlamak i¢in “Hirudo” terimini kullanmiglardir. 1754
yilinda ise Isvecli hekim ve zoolog Linnaeus, tibbi kullanim i¢in yetistirilen siiliik tiirlerine

“Hirudo medicinalis” adin1 vermistir [82, 83].

Milattan sonra donemlerde siiliiklerin kan alma amaciyla kullanimi olduk¢a yayginlasmis ve
bu uygulama diinyanin bir¢ok bolgesinde benimsenmistir. Antik Yunan hekimleri siiliikleri
ozellikle kan alma islemlerinde; romatizmal rahatsizliklar, gut hastaligi, atesli enfeksiyonlar
ve isitme problemleri gibi cesitli saglik sorunlarinin tedavisinde kullanmislardir. Bu
kullanim, Galen’in (130-201 M.S.) ve Hipokrat’m (M.O. 460-370) goriislerinden hareketle
gelistirilen, viicuttaki dort temel sivinin (kan, balgam, sar1 safra, kara safra) dengesizliginin
hastaliklara yol ag¢tig1 anlayisina dayanmaktadir. Galen, siiliik araciligiyla kandan bir miktar
alinmasmin bu sivi dengesini yeniden sagladigini ve dolayisiyla hastalik belirtilerinin
hafifledigini savunmustur. Hirudoterapiyi inflamatuar hastaliklardan ruhsal bozukluklara,
hemoroid gibi ¢esitli rahatsizliklara kadar genis bir yelpazede tavsiye etmistir. Ote yandan
Suriyeli hekim Laodice, hastaliklarin kaynagini koétii ruhlara baglamis ve siiliikle yapilan kan

alma uygulamasiyla bu ruhlarmn viicuttan uzaklastirilabilecegine inanmistir [84].

Milattan sonraki ilk yiizyilin ortalarinda yayginlasan pndmotik teoriye gore, viicutta ¢lirlime
(putrefaction) ve asir1 kan birikimi (plethora) sonucu ortaya ¢ikan hastaliklarin tedavisinde
siiliikler birincil tedavi yontemi olarak kullamlmistir. Tbn-i Sina (980-1037), iinlii Islam
hekimi olarak “El Kanun Fi’t Tib” (Tibbin Kanunu) adli eserinde, gangren, lepra, mantar
enfeksiyonlar1 ve yilan zehirlenmesi gibi ¢esitli hastaliklarda siiliik kullanimina deginmistir.
Bu eser, 18. yilizylla kadar bircok Avrupa iiniversitesinde tip egitimi kapsaminda

okutulmustur. Ibn-i Sina, hacamatla ulasilamayan derin damar bolgelerindeki kanin siiliik
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yardimiyla ¢ekilebildigini ifade etmis ve deri hastaliklarinin tedavisinde siililk uygulamasini
Onermistir. Ayrica, bas kismi iri olan; koyu siyah, yesil ya da mavi renk tonlarinda ¢izgilere
sahip, tiiylerle kapli, yilan baligin1 andiran ve bukalemuna benzer sekilde renk degistiren

tiirlerin tibbi amagcla kullanilmamasi1 gerektigini vurgulamstir.

12. yilizyllda Abdullatif el-Bagdadi, cerrahi miidahaleler sonrasinda faydali siiliik
uygulamalarma dair bilgilerini kitabinda aktarmistir. Ayrica, Ibn-i Maseeh (1233-1286
M.S.) "Umda Fi Jarahat" adli eserinde, tibbi siiliikklerin, zehirli olanlardan renk ve sekil

acisindan nasil ayirt edilebilecegine dair agiklamalarda bulunmustur [85].

Eski Avrupa’da siiliikler, atesli hastaliklar, bas agrilari, gut hastalig1, bel ve bacak agrilari,
artritler, sindirim sistemi sorunlari, karaciger ve dalak hastaliklari, psikoz, epilepsi ve kulak
rahatsizliklar1 gibi pek ¢ok rahatsizligin tedavisinde kullanilmistir. Avrupa’da 18. yiizyilda,
hastaliklar iki ana baslik altinda daralma (constriction) ve genisleme (dilatation)
siniflandirilmaktaydi. Daralma belirtileri gosteren hastaliklar, yani sertlesme, sisme,
gerilme, kizariklik ve kramp gibi semptomlarin eslik ettigi hastaliklar i¢in siiliikk tedavisi
yaygin sekilde uygulaniyordu. Bu donemde Avrupa’da siilik uygulamalari, obezite ve
pndmoni gibi hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmis ve bazi vakalarda onleyici

amagla da uygulanabilmistir.

19. ylizyilin baslarinda, siiliik tedavisinin pek ¢ok hastalikta yaygin olarak kullanilmasi,
Ingiltere ve Avrupa Kitasinda tibbi siiliiklerin sayilarinin tiikkenme tehlikesine girmesine

neden olmustur [84, 86].

1939 yilinda yayimlanan bir Almanca makalede, siiliikler hakkinda Almanca basta olmak

tizere 2500'"in lizerinde bilimsel makalenin yayimlandig belirtilmistir [87].

1800’lerin sonlar1 ile 1900’lerin baslarinda siiliik biyolojisi lizerine Almanca olarak yazilmis
pek cok degerli kitap arsivlerde yer almaktadir. Aynt donemde Osmanli Devleti'nde de
stiliik, tedavi amach yaygin bir sekilde kullanilmistir [73]. Ancak 19. yiizyilin sonlarina
dogru antibakteriyel tedavilerin gelismesiyle birlikte siiliik tedavisi geriye diismiis ve birgok
iilkede bu tedavi, sahtekarlik olarak kabul edilmeye baslanmistir [88]. 20. yiizyilin
baslarinda tiptaki gelismelerin hizlanmasiyla birlikte, siiliikk tedavisinin modern tibbin

ihtiyaclarini kargilamadig: diistiniilerek biiytlik olciide terk edilmistir [84]. Buna ek olarak,
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bilimsel ilgi, Haykraft’in ilk kez tanimladigi ve “hirudin” olarak adlandirdig1 siiliik
tikirigindeki antikoagiilan maddeyle tekrar canlanmistir [89]. Daha sonra, Markwardt
antitrombin aktivitesini tanimlamistir [90]. Bir diger hekim ise, koroner trombozun
tedavisinde siiliik kullaniminin yararli olabilecegine dair goriis bildirmistir [91]. Ambroise
Paré¢ (1510-1590), Ronesans’in onde gelen cerrahlarindan biri olarak, “Oeuvres” adli
eserinde siiliikk tedavisine ayrilmis 6zel bir boliim sunmustur. Ziirihli doga bilimci Conrad
Gessner, 16. yiizyil ortalarinda tibbi siiliikleri detayli bicimde ele alarak, bunlarin saglik
alanindaki uygulamalarina vurgu yapmustir. 17. ylizyila gelindiginde ise Gerome Negrisoli,
jinekolojik rahatsizliklarin tedavisinde siiliikk uygulamasina iligkin bir ¢alisma yayimlamistir
[91]. 1960 yilindan itibaren, flep ve replantasyon ameliyatlarinin yayginlasmasiyla birlikte
plastik cerrahi alaninda siiliik uygulamalar1 yeniden giindeme gelmis ve bu tedavi yontemi

eski degerini kazanmaya baslamistir [92].

Son ¢eyrek yiizyilda, rekonstriiktif mikrocerrahi alaninda siiliiklerin tedavi amaciyla
kullanim1 artig gostermistir. Gilinlimiizde, tibbi siilikler o6zellikle dolasim problemleri
bulunan replantasyon ve fleplerde tercih edilmektedir. Ayrica 21. yilizyillda Almanya ve
Rusya’da gergeklestirilen ¢esitli klinik arastirmalarda, agrili osteoartrit vakalarinda stiliik

tedavisinin olumlu etkilerine dikkat gekilmistir [88].

Tiirkiye, diinyada tibbi siiliik ihracatinda 6nde gelen iilkelerden biridir. Avrupa’da
gergeklestirilen tedavilerde kullanilan stiliiklerin 6nemli bir kismi Tiirkiye kaynaklidir. Bu
durum, Avrupa’da yapilan ¢esitli bilimsel calismalarda ve yayinlanan kitaplarda agikca

belirtilmektedir [93, 94].

1981 yilinda, tibbi siiliik aragtirmalarinmi ilerletmek amaciyla bir vakif kurulmus ve bu
alandaki bilimsel ¢aligmalar Amerikali biyolog Roy T. Sawyer onciiliigiinde gelistirilmistir

[84].

Giliniimiizde bazi cerrahlar, vendz konjesyon durumlarinda kanin wuzaklastirilmasini
saglamak amaciyla “mekanik siiliik” olarak adlandirilan yapay bir cihaz gelistirmistir. Bu
prototipin, hastalar tarafindan daha kolay kabul edilebildigi ve kullanim agisindan daha

elverisli oldugu one siiriilmistiir [95, 96].
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19. yiizyilin baslarinda, siiliik tedavisinin pek ¢ok hastalikta yaygin olarak kullanilmasi,
Ingiltere ve Avrupa Kitasinda tibbi siiliiklerin sayilarinin tiikenme tehlikesine girmesine

neden olmustur [84, 86].

1939 yilinda yayimlanan bir Almanca makalede, siiliikkler hakkinda Almanca basta olmak

tizere 2500'in lizerinde bilimsel makalenin yayimlandig: belirtilmistir [87].

1800’lerin sonlar1 ile 1900’lerin baslarinda siiliik biyolojisi izerine Almanca olarak yazilmis
pek cok degerli kitap arsivlerde yer almaktadir. Ayni donemde Osmanli Devleti'nde de
stiliik, tedavi amagh yaygin bir sekilde kullanilmistir [73]. Ancak 19. yiizyilin sonlarina
dogru antibakteriyel tedavilerin gelismesiyle birlikte siiliik tedavisi geriye diismiis ve birgok
iilkede bu tedavi, sahtekarlik olarak kabul edilmeye baslanmistir [88]. 20. yiizyilin
baslarinda tiptaki gelismelerin hizlanmasiyla birlikte, siiliikk tedavisinin modern tibbin

ihtiyaglarini karsilamadig diistintilerek biiyiik 6lgtide terk edilmistir [84].

Uzun bir durgunluk siirecinin ardindan, 20. yiizyilin ortalarinda siiliik tedavisi; cerrahi ve
rekonstriiktif islemler, damar hastaliklari, artrit ve migren gibi cesitli saglik sorunlarinin

tedavisinde yeniden ilgi gérmeye baslamistir [85].

Siiliik tedavisinin yeni kullanim alanlarinin ortaya c¢ikmasi, salyasindaki biyolojik
bilesenlerin ayristirilarak incelenmesine olan ilgiyi artirmigtir [97]. Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA), 2004 yilinda siiliigiin saglik alaninda kullanimina resmi onay vermistir [85].
Siiliik tedavisinin iki ana faktore dayandigi diisiiniilmektedir. ilk olarak, siiliik konag
1sirdiginda, tiikiiriik bezlerinde bulunan maddeleri yaraya salmaktadir. ikinci olarak ise, bu
sekresyonlarin bir kismi, siiligiin emdigi kanla birleserek sivi halde tutulur [98].
Popiilasyonu asir1 tibbi kullanimdan dolayi tehlikeye giren Hirudo medicinalis, Washington
Yasast Ek II’ye eklenmis ve uluslararast diizeyde CITES sozlesmesi ile korunmaya

alinmastir [9].

2.4.2. Tibbi siiliik salgisinin bilesenleri ve 6zellikleri

Bir yetigkin siiliik, tek bir beslenme sirasinda ortalama 5 ile 15 ml arasinda kan alabilir. Bu
miktar stiliigiin viicut agirh@inin yaklasik on katina denk gelir [99]. Tibbi siiliigiin salgisinda,

100'den fazla biyoaktif bilesik yer almaktadir. Bu bilesikler; anti-enflamatuvar, anti-
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mikrobiyal, anti-koagiilan, anti-platelet ve analjezik gibi ¢esitli etkiler sergileyebilmektedir,
(cizelge 2.5). Ayrica, siiliigiin 1sirdig1 bolgedeki kan akigini artirir ve hiicre dis1 matriksin
pargalanmasina yol agar [100]. Siiliikler, kan emme islemi sirasinda tuttuklar1 yiizeye,
biyolojik ve farmakolojik agidan pek ¢ok onemli etkisi bulunan bu biyoaktif bilesiklerin
olusturdugu karmasik bir karisim salgilarlar [72]. Hirudoterapi, siiliiklerin kan emerken,
icinde ¢esitli biyoaktif bilesenler bulunan bir salgiyr dolasima enjekte etmeleriyle etki

gosterir [75].

Cizelge 2.5. Siiliik salgisinda bulunan bazi biyoaktif maddeler

Etki Yolu Biyoaktif Bilesik
Hirudin
Anti-koagiilan Etkiler Destabilaz

Gelin

Faktor Xa Inhibitorii

Anti-Mikrobiyal Etkiler Kloromisetin

Calin

Anti-Platelet Etkiler Apiraz

Saratin

Guamerin

Analjezik ve Anti Enflamatuar Etkiler Piguamerin

Hirustasin

Bdellinler

Eglinler

LDTI (Siiliik Tiirevi Triptaz Inhibitérii I)
LCI (Siiliik Karboksipeptidaz Inhibitorii)
Hiicre Dis1 Matris Degredasyonu Kollajenaz

Hyaliironidaz

Kan Akis1 Uzerine Etkiler Histamin-Benzeri Maddeler

Asetilkolin

Anti-koagtilan etkiler

Hirudin

Hirudin, tibbi siiliiklerin salgisinda bulunan en bilinen biyoaktif bilesendir. Trombine
baglanarak, trombin aktivitesini engelleyen bir kompleks meydana getirir. Bu, kanin

pihtilasmasini 6nleyerek, dolasimin devam etmesine yardimci olur [99, 101].

Destabilaz

Destabilaz, stabilize fibrinin ¢oziilmesine neden olur. Kan pihtilarini eritebilen lizozim bir
enzimdir [102].
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Gelin

Gelin, Hirudinaria manillensis tiirii siiliikklerin salgisindan izole edilir. Bu salgi, a-
kimotripsin, kimaz, subtilisin, notrofil proteinazlar, elastaz ve katepsin G enzimlerini inhibe

eder [99].

Faktor xa inhibitorii

Faktér Xa Inhibitorii, Hirudo medicinalis tiirii siiliiklerin salgisindan izole edilmistir.

Pihtilasma kaskadinda gorev alan Faktor Xa’y1 inhibe ederek antikoagiilan etki saglar [103].

Anti-mikrobival etkiler

Kloromisetin

Kloromisetin, bakteriyel hiicre duvarini pargalayici etkisi nedeniyle anti-mikrobiyal etki
gosterir [104].

Anti-platelet etkiler

Calin

Calin, kollajen lizerinde oldukga hizli bir etki gosterir. Trombosit agregasyonunu inhibe eden
bir maddedir ve von Willebrand faktoriinlin kollajene baglanmasini engelleyerek kanin

pihtilasmasini 6nler [105].

Apiraz

Apiraz, Hirudo medicinalis tiirii siiliiklerin salgisindan izole edilmistir. Adenozin 5’difosfat,
aragidonik asit, trombosit aktive edici faktor (PAF) ve epinefrin iizerindeki etkisi ile

trombosit agregasyonunu inhibe eden bir molekiildiir [100].

Saratin

Saratin, 02 integrin alt biriminin I bolgesinin kollajene baglanmasini engeller [106].
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Analjezik ve anti enflamatuar etkiler

Guamerin

Guamerin, Hirudo nipponia tiirii siiliiklerin salgisindan izole edilmistir. Ozellikle 16kosit

elastazini inhibe eder [107].

Piguamerin

Piguamerin, kallikrein ve tripsini giiglii bir sekilde inhibe eder [108].

Hirustasin

Hirustasin, Hirudo medicinalis tiirti siiliiklerden salgilanan maddelerden izole edilmistir.
Doku kallikreini, tripsin, kimotripsin ve katepsin G enzimlerini baskilar ve reperfiizyon

stirecini hizlandirir [98].

Bdellinler

Kanama siiresini uzatma ve anti-enflamatuvar etki gosterme islevinde, tripsin, plazmin ve

akrosini inhibe eder [109].

Eglinler

Serin proteinazlar olan kimotripsin ve subtilisine kars1 etkili bir inhibitor aktivitesi gosterir.
Alfa-kimotripsin, kimaz, elastaz ve katepsin G’ye karsi inhibitér bir etkiye neden olur.

Ayrica anti-enflamatuvar 6zellikte gosterirler [99].

LDTI (Stiliik tiirevi triptaz inhibitérii 1)

LDTI (Siiliik Kaynakli Triptaz Inhibitorii I), aktif triptaz merkezlerine baglanarak triptazin

aktivitesini engeller [69].
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LCI (Siiliik karboksipeptidaz inhibitori)

LCI (Siiliikk Karboksipeptidaz Inhibitorii), Hirudo medicinalis tiirii siiliiklerin salgisindan
izole edilmistir. Sistein agisindan zengin, 66 amino asitlik bir polipeptittir. Kallikrein-Kinin

yolagi tizerine etkili oldugu distiniilmektedir [110, 111].

Hiicre dis1 matris degredasyonu

Kollajenaz

Kollajenaz, kollajenin yikimindan sorumlu bir enzimdir. Pihtilagma siirecinde yapisma ve
platelet agregasyon reaksiyonlarini baglatan kollajen partikiillerini parcalar. Skar dokuda

fibroblast olusumunu azaltir [112].

Hyaliironidaz

Hyaliironidaz, ekstraselliiler matriksin yapisinda bulunan hyaliironik asidin endoglukuronid
baglarini yikar. Siiliik salgilarindaki analjezik ve antikoagiilan maddelerin penetrasyonunu

ve diflizyonunu kolaylastirmak i¢in viskoziteyi diisiiriir [113].

Kan akisi iizerine etkiler

Histamin-benzeri maddeler

Histamin-Benzeri Maddeler, vazodilator bir etki gostererek 1sirik bolgesinde kan akiminin

artmasina neden olurlar [99].

Asetilkolin

Isirik bolgesinde kan akisini artirarak dolagimin stirekliligini saglar [99].

2.4.3. T1ibbi siiliik tedavisinin endikasyonlar:

Birgok iilkede tibbi siiliik tedavisi, hastaliklarin tedavisinde tamamlayici ve destekleyici bir

yontem olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye'de ise, Saglik Bakanligi'nin denetiminde ve Tarim
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ve Orman Bakanlig1 tarafindan onaylanan tibbi siiliik ¢iftliklerinden temin edilen siiliikler,
ilgili saglik personelleri ve doktorlar tarafindan tedavi merkezlerinde kullanilmak iizere tibbi

amacl uygulanabilmektedir [114].

Literatiirdeki farkli endikasyonlarda uygulanan tibbi siiliik tedavileri asagida verilmistir:

Inflamasyon: Tibbi siiliikk salgis1, igerdigi biyoaktif bilesikler sayesinde anti-enflamatuar
etkiler gosterir. Bu 0zellik, siiliikklerin inflamatuar hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak

kullanilmalarini saglamaktadir [115].

Tromboz ve Flebit: Siiliiklerin tiikiiriiglinde bulunan anti-koagiilan &zellikler, kanin
pihtilagmasini engelleyerek tromboz riskini azaltmaya yardimci olabilir. Ayrica, siiliiklerin

kan emme islemi, vendz dolagimi artirarak flebitin iyilesmesine katki saglayabilir [115].

Kutanoz Leishmaniasis: Kutandz leishmaniasis, parazitlerin yol actig1 bir deri hastaligidir.

Siiliiklerin salgilart, bu hastaligin belirtilerini hafifletmeye yardimer olabilir [115].

Varis: Siilik tedavisi, etki mekanizmalar1 sayesinde vendz kan akisini artirarak, varisli

damarlar i¢inde biriken kanin azalmasina yardimei olmaktadir [116].

Diyabetik Ayak Ulseri ve Kronik Iyilesmeyen Yaralar: Diyabetik ayak yaralari, genellikle
dolagim bozukluklarindan kaynaklanir. Siiliiklerin kan emme islemi sirasinda salgiladiklar
anti-koagiilan ve damar genisletici bilesikler, bolgedeki kan akigini artirarak yaranin

iyilesmesini hizlandirabilir [117].

Migren: Siiliiklerin baz1 vakalarda bas bolgesine yerlestirilerek migren ataklarinin sayisini
ve siddetini disiirdiigli gozlemlenmistir. Bu, siiliikklerin kan emerken salgiladiklar
maddelerin migren semptomlarim1 hafifletme potansiyeline sahip oldugu fikrine

dayanmaktadir [118].

Agri: Siiliikler, konaklarindan kan emerken salgiladiklar analjezik ozelliklere sahip
bilesikler sayesinde agriy1 azaltabilirler. Bu 6zelliklerinden dolay1, farkli bolgelerde agrili

alanlarda tedavi amaciyla kullanilmaktadirlar [119].
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2.4.6. Tibbi siiliik tedavisinin komplikasyonlari

Tibbi siiliik tedavisi, dogal ve genellikle diisiik maliyetli bir destekleyici tedavi yontemidir.
Yan etkileri nadir olsa da, dikkate alinmas1 gereken bazi ciddi durumlar bulunmaktadir. Bu

sebeple, tibbi siiliik tedavisinin her bireye uygulanmasi uygun olmayabilir [69].

Tibbi siiliik tedavisinin yan etkileri genellikle bakteriyel enfeksiyonlar, alerjik reaksiyonlar
ve kanama gibi durumlart igerir. Bu tedavi sirasinda bazi komplikasyonlar gelisebilir.
Siiliiklerin sindirim sistemlerinde bulunan bakteriler, zatiirre, septisemi veya gastroenterit
gibi hastaliklar1 tetikleyebilir. Arastirmalar, antibiyotik tedavisi uygulanmadan siiliikk

kullaniminin %20 oraninda bakteriyel enfeksiyonlara yol agabilecegini gostermektedir [70].

Yapilan aragtirmalar, siiliik tedavisi sirasinda kanamalarin ciddi ve asir1 olabilecegini ortaya
koymaktadir. Ozellikle hirudin ve histamin benzeri bilesiklerin, uzun siireli kanamalara yol

acabilecegi bildirilmistir [120].

Siiliik tedavisi uygulandiktan sonra, siiliiglin 1sirdig1 bolgede goriilen ve yaklasik 5 dakika
stirebilen agr1, tedavi edilen kiside farkli sekillerde hissedilebilir. Baglangigta siiliigiin 1sirig1
sonucu hissedilen agri, analjezik etkiler nedeniyle yavasca azalir. Siiliik 1siriginin siddeti
kisiden kisiye degisir. Agriy1 degerlendirme ve 6l¢gme konusundaki siibjektif yaklagimlar,
genellikle "neredeyse fark edilmeyen", "hafif" ve "esek aris1 sokmasi gibi" (¢cok nadiren
siddetli) olarak ¢esitlenir. Bir kisinin siiliige ne kadar dikkat ettigi, agr1 algisini etkileyebilir.
Ayrica, agrinin hissedilme derecesi, kisinin karakteri ve tedaviye yonelik tutumunun yani
sira, siiliigiin ¢ene biylkligi, 1sirgmm siddeti, emme yogunlugu ve tiikiiriik miktar1 ve
bilesimi gibi faktorlere de baglidir. Tibbi siiliik tedavisinin yan etkileri arasinda lokal kagintt,
diistik kan basinci, vazovagal ataklar, kan kaybi, yara iyilesme problemleri, enfeksiyonlar,
alerjik reaksiyonlar, sepsis, bulasici hastalik riski, yara izleri ve siiliiglin hareket etmesi gibi

komplikasyonlar yer almaktadir [114].
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu tez ¢alismasi in vivo kosullar altinda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler Ozel
NESA Deney Hayvanlar1 Laboratuvar1 ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.
3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Laboratuvar Kosullar

Calismada, agirliklar1 250 + 30 gr arasinda degisen 24 adet disi Wistar Albino (Rattus
norvegicus) rat kullanildi. Hayvan deneyleri, Gazi Universitesi Hayvan Arastirmalari Etik
Kurulu tarafindan G.U.ET-25.017 kod numarasi ile alinmis olan etik kurul onayi ile;
“Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi1 ve Kullanimi1 Y&nergelerine” uygun olarak yapildi.
Laboratuvarda rahat iretilmeleri, sakin olmalar1 ve literatiirde ekstremite iskemi-
reperfiizyon modellerinde kullanilmalar1 nedeniyle memeli bir hayvan olan ratlar tercih
edildi. Ratlar her biri rastgele segilmis 6 rattan olusan 4 gruba ayrildi. Tiim ratlar ¢aligma
baslangicina kadar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik dongiiye sahip bir ortamda, ortam
sicakligi 22 °C + 4 °C ve nem oran1 % 47 + 5 olacak sekilde standart rat kafeslerde
barindirilarak ortama uyumlar1 saglandi. Ratlarin laboratuvar kosullarina uyumu sinirsiz

miktarda standart ticari pellet yem ve igme suyu ile ad libitum olarak saglandi.
3.2. Cerrahi Yontem

Deneysel uygulama sirasinda standart cerrahi prosediirler ve sterilizasyon kurallarina
uyulmaya Ozen gosterilmistir. Cerrahi prosediiriin ve deneysel iskemi modelinin

olusturulmasina iliskin basamaklar asagida sunulmustur:

Ratlara ksilazin hidrokloriir (5 mg/kg ) ve ketamin hidrokloriir (50 mg/kg) intraperitoneal

(i.p.) yolla verilerek genel anestezi uygun sartlarda gergeklestirildi.

Ratlar supin pozisyona getirildi ve ratlarin sag kasik bolgesi tras edildi. Ardindan tras edilen

bolge povidon iodin ile temizlenip antisepsi olusturuldu.
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Her bir ratin kasik bolgesinde, kasik kivrim ¢izgisi boyunca yaklasik iki cm’lik oblik bir
insizyon yapildi. Ardindan cilt ve cilt alt1 dokular gegilerek femoral damar ve sinir paketini

orten yag dokusu uzaklastirildi.

Femoral damar-sinir paketi agiga ¢ikarildiktan sonra, femoral arter dikkatli bir sekilde
femoral ven ve sinirden disseke edilerek ayrildi. Ayrilma islemini takiben, femoral arter
iizerine atravmatik bir vaskiiler klemp uygulanarak sag alt ekstremitede iki saat siireyle
iskemi olusturuldu. Iskemi siiresince dokularin dehidrasyonunu énlemek amaciyla belirli

araliklarla serum fizyolojik ile nemlendirme saglandi.

Ikinci saatin sonunda vaskiiler klemp kaldirildi ve cilt uygun sekilde basit dikis ile kapatildi.

Resim 3.1. Deneysel asamada kullanilan malzemeler

Resim 3.2. Deneysel asamalarini gosteren resimler, A: Femoral damar sinir paketinin
goriilmesi, B: Femoral arterin klemplenmesi, C: Basit dikis ile sag alt ekstremite
insizyonunun kapatilmasi



3.3. Deney Gruplari
Deney gruplari agagidaki sekilde belirlendi:

e Tibbi Siiliik Uygulamasi-iskemi/Reperfiizyon (Tedavi+I/R), n=6
e iskemi/Reperfiizyon-Tibbi Siiliikk Uygulamasi (I/R+Tedavi), n=6
e Alt Ekstremite iskemi/Reperfiizyon Modeli (I/R), n=6

e Sham Grubu, n=6

Tedavi+I/R I/R+Tedavi
{\ /Y .f
(g { ‘m/ e ) ¥ 2 \,
\“ '/’ /
. ié .. L S
I/R Sham
- .
{\ {\
v M ¥
\ / \
/'/ \/\ /'/ <\
\
\ | ( )
.\3‘5 . v )

Sekil 3.2. Deney gruplari
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Tedavi+l/R

Bu gruptaki ratlara Tibbi Siililk uygulamasinin ardindan alt ekstremite iskemi-reperfiizyon
gerceklestirildi. Gastroknemius kasi iizerine her rata birer adet olmak {izere anestezi altinda
tibbi siiliikk uygulamasi yapildi. Tibbi siiliik uygulamasinin hemen ardindan ratlarin sag
kasik bolgesi trag edildi. Her bir ratin kasik bolgesinde, kasik kivrim ¢izgisi boyunca
yaklagik iki cm’lik oblik bir insizyon yapildi. Ardindan cilt ve cilt alti dokular gecilerek
femoral damar ve sinir paketini orten yag dokusu uzaklastirildi. Femoral arter, atravmatik
mikrovaskiiler klemp ile oklude edilerek 2 saat iskemi periyodu olusturuldu. Iskemi
stiresince dokular kurumanin engellenmesi igin belirli araliklarla serum fizyolojik ile
1slatildi. Iskemi periyodu sonrasinda klempin kaldirilmasi ile 24 saatlik reperfiizyon

periyodu saglandi. Ardindan cilt uygun sekilde dikis ile kapatildi.

Resim 3.3. I/R Oncesi sag alt ekstremiteye tibbi siiliikk uygulamasi

I/R+Tedavi

Her bir ratin kasik bolgesinde, kasik kivrim ¢izgisi boyunca yaklasik iki cm’lik oblik bir
insizyon yapildi. Ardindan cilt ve cilt alt1 dokular gegilerek femoral damar ve sinir paketini
orten yag dokusu uzaklastirildi. Femoral arter, atravmatik mikrovaskiiler klemp ile oklude
edilerek 2 saat iskemi periyodu olusturuldu. Iskemi siiresince dokular kurumanin
engellenmesi igin belirli araliklarla serum fizyolojik ile 1slatildi. Iskemi periyodu sonrasinda
klempin kaldirilmast ile reperfiizyon periyodu saglandi. Reperfiizyon siiresinin baglamasi ile

gastroknemius kasi iizerine her rata birer adet olmak {izere anestezi altinda tibbi siiliik
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uygulamasi yapildi. 24 saatlik reperfiizyon periyodu saglandi. Ardindan cilt uygun sekilde
dikis ile kapatildi.

Resim 3.4. I/R sonrasi tibbi siiliikk uygulamasi

IR

Her bir ratin kasik bolgesinde, kasik kivrim ¢izgisi boyunca yaklasik iki cm’lik oblik bir
insizyon yapildi. Ardindan cilt ve cilt alt1 dokular gegilerek femoral damar ve sinir paketini
orten yag dokusu uzaklastirildi. Femoral arter, atravmatik mikrovaskiiler klemp ile oklude
edilerek 2 saat iskemi periyodu olusturuldu. Iskemi siiresince dokular kurumanin
engellenmesi i¢in belirli araliklarla serum fizyolojik ile 1slatild. Iskemi periyodu sonrasinda
klempin kaldirilmasi ile reperfiizyon periyodu saglandi. 24 saatlik reperfiizyon periyodu
saglandi. Ardindan cilt uygun sekilde dikis ile kapatildi. Ardindan cilt uygun sekilde dikis
ile kapatildi.



Resim 3.5. Alt ekstremite I/R modeli

Sham grubu

Her bir ratin kasik bolgesinde, kasik kivrim ¢izgisi boyunca yaklasik iki cm’lik oblik bir
insizyon yapildi. Ardindan cilt ve cilt alt1 dokular gegilerek femoral damar ve sinir paketini
orten yag dokusu uzaklastirildi. Bu gruptaki ratlara deneysel iskemi-reperfiizyon yapilmadi.
Cilt uygun sekilde basit dikis ile kapatildiktan 24 saat sonra bu gruptaki tiim ratlara uygun

Otanazi islemi gerceklestirildi.

Resim 3.6. Sham grubuna ait gorsel
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3.4. Tibbi Siiliiklerin Temini ve Tibbi Siiliik Uygulamasi

Calismada Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan uygunluk onay1 alinmis, steril tibbi stiliik
tretim ¢iftliginden saglanan tibbi siiliik tiirlerinden Hirudo verbana tiirleri “Kamerali
Stereozoom Mikroskop” vasitasiyla incelenerek tespit edildi Siiliikler, klor igermeyen suyla
doldurulmus ve iyi havalandirilan plastik kaplarda saklandi. Oda sicakliginda tutulan plastik
kaplardaki su, 2-3 giinde bir degistirilerek siiliiklerin bakimlar1 gergeklestirildi.

Tedavi+l/R ve I/R+ Tedavi tibbi siiliik uygulamasi yapilan gruplardir. Tedavi+1/R’de Tibbi
Siiliik uygulamasinin ardindan 24 saat sonra ratlara alt ekstremite Iskemi-Reperfiizyon
gergeklestirilmisken, I/R+Tedavi’de ratlara alt ekstremite I/R’sinin ardindan 24 saat sonra
Tibbi Siiliikk uygulamasi gergeklestirildi. Her ratin gastroknemius kasina, ortalama 0,5 g
agirhginda bir adet kiigiik boy steril tibbi siilik uygulandi (Resim 3.7.). Siilikler
beslenmelerini tamamladiktan sonra (ortalama 0,5 mL kan emdi) uygulandiklar1 bolgeden
kendiliginden ayrildi. Siiliikklerin agirliklari, uygulama oncesi ve sonrasi tartilarak kayit
altina alindi. Uygulamanin tamamlanmasinin ardindan tibbi siiliikler %10 etanol igeren

soliisyon igerisinde tutularak imha edildi.

Resim 3.7. Deney asamasinda kullanilan tibbi siiliikler
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3.5. Diseksiyon ve Doku Orneklerinin Ahnmasi

Tiim deney gruplarindaki ratlarin deneysel prosediirlerinin bitmesinin ardindan uygun
sartlarda anestezi gerceklestirildi. Deney hayvanlar1 anesteziye alindiktan sonra,
intrakardiyak yoldan kan alinarak 6tanazi uygulandi. Kan 6rnekleri uygun tiiplere aktarilmis
ve 3000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilerek ayristirtlmistir. Santrifiij sonrasi kandan
elde edilen serum Ornekleri eppendorf tiiplerine aktarildi, ardindan -80 °C’de muhafaza
edildi. Gastroknemius kas dokular1 cerrahi olarak eksize edildi. Kas dokusu daha sonra ikiye
boliinmiis ve bir kismi, patolojik inceleme amaciyla %10°luk formaldehit i¢eren kaba
konularak fikse edildi. Geriye kalan doku ise biyokimyasal analizler igin sivi azotta
donduruldu ve -80 °C’de saklandi.

3.6. Dokularin Homojenizasyonu

Kas dokularindan homojenat elde edebilmek amaciyla doku homojenizasyonu islemi

gerceklestirildi.
Uygulama adimlar1 asagida detaylandirilmistir:

1. Kas dokusu, pH’st 7.4 olan fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ( PBS-Phosphate-Buffered
Saline) ile yikandi.

2. Fazla soliisyondan temizlenen kas dokusundan her bir 6rnek i¢in 100 mg tartildi ve
iizerine 900 puL PBS ilave edildi.

3. Deney tilipline aktarilan bu karisim, buz banyosu altinda bigakli homojenizator
(Heidolph, SilentCrusher) kullanilarak homojenize edildi.

4. Homojenizatlar, 15 dakika buz iizerinde inkiibe edildikten sonra +4 °C’de 3000 rpm’de
20 dakika siireyle santrifiij edildi (Niive NF815). Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant

ivedi sekilde alikotlanarak analiz giiniine kadar 20°C'de sakland.
3.7. Biyokimyasal Islemler

Doku homojenizasyonu ile elde edilen siipernatantlardan ve serum oOrneklerinden SOD,
TNF-a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1 a, CAT ve EDN-1 parametrelerinin

konsantrasyon tespiti i¢in sandwich test prensibine sahip ELISA yontemi kullanildi.



43

Bu ¢alismada kullanilan SOD, TNF-a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1 a, CAT ve EDN-
1 parametrelerinin konsantrasyonlarin tespiti i¢in ayni test prensibine ve basamaklara
sahip ELISA kitleri kullanildi. Bu ¢alismada Sunred Marka Rat ELISA Arastirma Kitleri
(Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, China) kullanildi. EDN-1 parametresinin
konsantrasyonunun tespiti i¢in ise USCN marka Rat ELISA Arastirma kiti (Wuhan USCN
Business Co., Ltd) kullanildz.

Calisma sirasinda yikama islemleri mikroplaka yikayici (Combiwash Human Diagnostic
Worldwide, Almanya) ile ve absorbans okumalar1 450 nm dalga boyunda mikroplate
okuyucu (EIx800 UV Universal Microplate Reader, Bio-Tec. Instruments, INC) ile
gerceklestirildi.

Analizlerde kullanilan kitlerin detaylar1 asagida verilmistir:

1-Rat IL-6, Cat: 201-11-0136; Bu kitin alt 6l¢tim limiti 1,822 pg/ml; 6l¢iim araligi 2-600
pg/ml; ¢alisma i¢i CV degeri < %9, calismalar aras1t CV degeri ise < %11°dir.

2-Rat SOD, Cat: 201-11-0169; Bu kitin alt 6l¢tim limiti 0,415 ng/ml; 6l¢lim araligi 0,5-100
ng/ml’dir. ; ¢alisma i¢i CV degeri < %9, caligmalar aras1 CV degeri ise < %11 dir.

3-Rat CGRP, Cat: 201-11-0348; Bu kitin alt 6l¢tim limiti 0,906 ng/L; 6l¢iim aralig1 1-300
ng/L’dir; calisma i¢i CV degeri <%9, calismalar aras1 CV degeri ise <%]11 dir.

4-Rat NO, Cat: 201-11-0704; Bu kitin alt 6l¢tim limiti 0,115 pmol/L; 6l¢iim aralig1 1-40
umol/L’dir; ¢alisma ici CV degeri < %09, ¢alismalar aras1 CV degeri ise < %11°dir.

5-Rat TNF-a , Cat: 201-11-0765; Bu kitin alt 6l¢lim limiti 5,127 ng/L; 6l¢iim aralig1 8-1000
ng/L; calisma i¢i CV degeri <%9, caligsmalar aras1t CV degeri ise <%11 dir.

6-Rat HIF-1a, Cat: 201-11-1371; Bu kitin alt 6l¢tim limiti 13,778 pg/ml; 6l¢tim aralig1 15-
4200 pg/ml; calisma i¢i CV degeri < %8, calismalar aras1 CV degeri ise < %11 dir.

7-Rat IMA, Cat: 201-11-1672; Bu kitin alt 6l¢iim limiti 1,284 U/ml; 6l¢iim araligi 2-400
U/ml; ¢alisma ici CV degeri < %9, calismalar aras1 CV degeri ise < %11°dir.
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8-Rat GPX Cat: 201-11-1705; Bu kitin alt 6l¢iim limiti 0,723 ng/mL; 6l¢iim araligi 0,8-200
ng/mL’dir.

9-Rat CAT, Cat: 201-11-5106; Bu kitin alt 6l¢gtim limiti 0,866 ng/ml; 6l¢iim aralig1 1-300
ng/ml; ¢calisma i¢ci CV degeri <%8, caligmalar aras1 CV degeri ise <%10’dur.

10-Rat EDNI, Lot:L.231226791; Bu kitin alt 6l¢lim limiti 2,71 pg/mL; 6l¢iim aralig1 6,17-
500 pg/mL; calisma i¢i CV degeri < %10, calismalar aras1 CV degeri ise < %12’dir.

3.7.1. Standartlarin hazirlanmasi

SOD, TNF-a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1 a, CAT ve EDN-1 parametreleri i¢in

standartlarin hazirlanmasi asagida verildigi sekilde yapildi:

SOD

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu SOD i¢in 128 ng/ml) olan standarttan, 3 mL standart
seyreltici tamponu iceren 7 tiip hazirlanarak cift dillisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.

64 ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8ng/ml, 4ng/ml ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor) olacak
sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandi.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in hi¢bir ekleme yapilmadi.

SOD Standart Grafigi
70 -
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Sekil 3.3. SOD standart grafigi
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TNF-a
Stok soliisyondaki (konsantrasyonu TNF-a igin 1280ng/L) olan standarttan, 3 mL standart

seyreltici tamponu iceren 7 tiip hazirlanarak ¢ift diliisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.

640 ng/L, 320 ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L, 40 ng/L ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor) olacak
sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandi.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in higbir ekleme yapilmadi.

TNF-. Standart Grafigi

y=582,11x- 14,617
R? = 0,9905

TNF-a ng/L
W
8
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100
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Sekil 3.4. TNF-a standart grafigi

IL-6

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu IL-6 i¢in 640 pg/ml) olan standarttan, 3 mL standart
seyreltici tamponu iceren 7 tiip hazirlanarak ¢ift diliisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.

320 pg/mL, 160 pg/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL ve son olarak, 0 ng/ mL (blank;
kor) olacak sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandu.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in higbir ekleme yapilmada.
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IL-6 Standart Grafigi

y=217,65x-32,112 L
R?=0,9689

IL-6 pg/ml
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Sekil 3.5. IL-6 standart grafigi

NO

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu NO i¢in 48 pmol/L) olan standarttan, 3 mL standart
seyreltici tamponu igeren 7 tiip hazirlanarak cift dilisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.

24pmol/L, 12pumol/L, 6umol/L, 3umol/L, 1.5umol/L ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor)
olacak sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandi.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in higbir ekleme yapilmada.

NO Standart Grafigi

y =15,686x- 1,5621
R? = 0,969 L 4

.
«

NO pmol/L
"
[=]

®

¢ o wn

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Absorbans

Sekil 3.6. NO standart grafigi

CGRP

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu CGRP i¢in 320ng/L) olan standarttan, 3 mL standart
seyreltici tamponu igeren 7 tiip hazirlanarak ¢ift diliisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.
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160 ng/L, 80 ng/L, 40 ng/L, 20 ng/L, 10ng/L ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor) olacak

sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandi.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in hi¢bir ekleme yapilmadi.

CGRP Standart Grafigi
180
160 ¥y =89,607%x-9,242 ®
140 R? =0,9489
120
5 100
=
a 80 L
I
8 60
40
20 @
o}
20 0,5 1 1,5 2
Absorbans

Sekil 3.7. CGRP standart grafigi

GPx

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu GPX i¢in 240 ng/mL) olan standarttan, 3 mL standart
seyreltici tamponu igeren 7 tiip hazirlanarak cift dilisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.

120 ng/mL, 60 ng/mL, 30 ng/mL, 15 ng/mL, 7.5 ng/mL ve son olarak, 0 ng/mL (blank; kor)
olacak sekilde yedi eppendorf tiip hazirland:.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in higbir ekleme yapilmada.

GPX Standart Grafigi

120

100 °
y = 38,556x- 8,0254

80 R2=0,9531

60

GPX ng/mL

40

20

0,5 1 1,5 2 2,5 3

-20
Absorbans

Sekil 3.8. GPX standart grafigi
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IMA
Stok soliisyondaki (konsantrasyonu IMA igin 480 U/ml) olan standarttan, 3 mL standart

seyreltici tamponu iceren 7 tiip hazirlanarak ¢ift diliisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.

240 U/ml, 120 U/ml, 60 U/ml, 30 U/ml, 15 U/ml ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor) olacak
sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandi.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in higbir ekleme yapilmada.

IMA Standart Grafigi

450
200 y=191,42x- 11,039
R? =0,9957
350
300
E 250
-~
S 200
<
= 150
100

o]
50 { 0,5 1 15 2 25
Absorbans

Sekil 3.9. IMA standart grafigi

HIF1-a

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu HIF1-a i¢in 4800 ng/L) olan standarttan, 3 mL standart
seyreltici tamponu igeren 7 tiip hazirlanarak ¢ift diliisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.

2400 ng/L 1200 ng/L 600 ng/L 300 ng/L 150 ng/L ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor)
olacak sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandu.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in higbir ekleme yapilmada.
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HIF-1. Standart Grafigi

4500
4000 ®
y =2131,7x- 245,35

3500

3000
£
2500
-
= 2000
-
i 1500
k=
1000
500

0,5 1 1,5 2
Absorbans

-500

Sekil 3.10. HIF-1a standart grafigi

CAT

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu CAT i¢in?) olan standarttan? standart seyreltici tamponu
iceren 7 tlip hazirlanarak cift diliisyon serisi olusturmak amaciyla seyreltilmis standart

kullanildi.

160 ng/mL, 80 ng/mL, 40 ng/mL 20 ng/mL, 10 ng/mL ve son olarak, 0 ng/mL (blank; kor)
olacak sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandi.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in hi¢bir ekleme yapilmadi.

CAT Standart Grafigi

y =91,89x- 5,5958
160 RZ=0,9957

0,5 1 1,5 2
Absorbans

Sekil 3.11. CAT standart grafigi

EDN1

Stok soliisyondaki (konsantrasyonu HIF1-a i¢in 320 ng/mL) olan standarttan, 3 mL standart
seyreltici tamponu iceren 7 tiip hazirlanarak ¢ift diliisyon serisi olusturmak amaciyla

seyreltilmis standart kullanildi.
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500 pg/mL, 166.67pg/mL, 55.56pg/mL, 18.52pg/mL, 6.17pg/mL ve son olarak, 0 ng/mL
(blank; kor) olacak sekilde yedi eppendorf tiip hazirlandi.

Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in hi¢bir ekleme yapilmadi.

EDN-1 Standart Grafigi

1,200
° y =-0,0015x + 1,0674
1,000 |@-..  R2=09862
0,800 R
0,600 | e
0400 |
0,200

0,000
0 200 400 600

Absorbans

EDN-1 ng/mL

Sekil 3.12. EDN-1 standart grafigi

3.7.2. Testin yapilis1

Bu ¢alismada kullanilan SOD, TNF-a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1a ve CAT ELISA

kitleri ayni test prensibine ve basamaklara sahiptir.

Kas doku homojenizasyonu ile elde edilen siipernatantlar ve serumlardaki SOD, TNF-a, IL-
6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1a ve CAT konsantrasyonlarinin tespiti i¢in ELISA

analizlerinin basamaklar1 agagida verildigi sekilde yapildi:

1. Kit oda sicakligina getirildikten sonra, standart kuyucuklar1 olarak belirledigimiz
kuyucuklara 50 mikrolitre (uL) olacak sekilde standart ¢alisma tamponu eklendi.

2. Numune kuyucuklar olarak belirledigimiz kuyucuklara 40 pL olacak sekilde numune
eklendi.

3. Numune kuyucuklarina 10 pL Biyotinlenmis Antikor Calisma Soliisyonu eklendi.

4. Standart ve numune kuyucuklarina 50 uL. Streptavidin-HRP Calisma Soliisyonu eklendi.
(Blank; kor kuyucuklar olarak belirledigimiz kuyucuklara Streptavidin-HRP Calisma

Soliisyonu eklenmedi).
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. 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi.

. Plakanin ters cevrilerek bir zemine vurulmasi suretiyle soliisyon uzaklastirildi. Her
kuyucuga 0,35 ml (350 puL) 30 x yikama soliisyonu eklendi ve 1-2 dakika boyunca
bekletildi. Mikroplaka yikama islemi gereksinimlerimize gore tekrarlandi.

. Dondiirerek kurutmanin ardindan biitiin kuyucuklara 50 pL kromajen soliisyon A
eklendi. Ardindan biitiin kuyucuklara 50 uL kromajen soliisyon B eklendi ve karanlikta
10 dakika 37°C'de inkiibe edildi.

10 dakikalik inkiibasyonun akabinde biitiin kuyucuklara 50 pL. durdurma soliisyonu
eklendi.

. Durdurma soliisyonunun eklenmesinin ardindan mikroplaka 15 dakika iginde ivedilikle
450 nm'ye ayarlanmis olan ELISA Mikroplaka Okuyucuda okutularak, optik yogunluk
(OD-Optical Density), sonuglarinin kaydedilmesi suretiyle alindu.



52

Reaktifler, standartlar ve Hazirlanan Standartlar, Numuneler,
numuncler hazerlanar, Biyotinlenmis Antikor Caligma Solilsyonu ve
Streptavidin-HRP Caligma Solitsyonu plate’e
cklenir.

S A Mikroplaka yikama islemi K gen-A ve K
37 °C'de 60 dakika yapilir. Solitsyonlan eklenir.
inkiibe edilir.

37°C'de 10 Durdurma soliisyonu eklenir. OD dejeri okunur. Hesaplama yapehir.
dakika inkobe
edilir.

Sekil 3.13. ELISA analizi agsamalari

3.8. Histolojik Incelemeler

Histolojik incelemeler amaciyla ratlardan alinan kas doku ornekleri % 10’luk tamponlu
formaldehitte 72 saat tespit edildi. Ardindan tespit edilen kas doku 6rneklerini formalinden
uzaklastirmak i¢in doku 6rnekleri ¢esme suyu altinda bir gece yikandi. Rutin doku takibine
alian doku ornekleri suyun uzaklastirilmasi (dehidratasyon) i¢in dereceli alkol (% 50, %
75, % 96, % 100) ve parlatilmalar1 amaciyla ksilol serilerinden gecirilerek parafinde
bloklandi. Hazirlanan bloklardan 5 um kalinliginda kesitler Leica RM 2125 RT cihazi ile ilk
iic kesit ve her onuncu kesitler lamlara alindi. Hazirlanan preparatlar alkol ve ksilol

serilerinden gegirilerek Hematoksilen Eozin (H&E) yontemi ile boyandi. Histomorfolojik



53

degerlendirme i¢in skorlamalar yapildi. Dokulardaki tiim degisiklikler (6dem, dejenerasyon,
nekroz ve inflamasyon) kaydedildi ve bazi 6n ¢alismalardaki bulgulara gore varligi ve

siddeti agisindan derecelendirildi: 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli [121]
3.9. Istatistiksel Yontem

Verileri SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 25.0 paket programi araciligryla
analiz edildi. Tanimlayic1 analizlerde sayisal veriler MeantSEM kullanilarak verildi.
Parametrik sayisal degiskenlerin bagimsiz ikiden fazla grupta dagilimi One Way ANOVA
ve Welch testleri ile degerlendirildi. ANOVA testi sonucunda anlamli farklilik saptanan
gruplarda, post hoc analizi olarak Tukey veya Tamhane testi uygulandi. Verilerin grafiksel
gosterimi Graphad Prism software kullanildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0,05 kabul
edildi.






55

4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Calismamizda; Tedavi+l/R, I/R+Tedavi, I/R ve Sham gruplarina ait deney hayvanlarindan
elde edilen serum oOrneklerinde ve gastroknemius kas dokusundan elde edilen
homojenatlarda SOD, TNF-a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1a, CAT ve EDN-1

parametreleri degerlendirildi.

Calismada; Tedavi+I/R grubunda 5, I/R+Tedavi grubunda 6, I/R grubunda 6 ve Sham

grubunda 6 olmak iizere toplam 23 rat kullanildi.

4.1.1. Doku oérneklerine ait bulgular

Calisma gruplar1 arasinda doku orneklerinde ¢alisilan parametrelerin dagilimi Tablo 1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Deney gruplari arasinda doku 6rneklerine ait biyokimyasal sonuglarin dagilimi

I/R+Tedavi®

Doku Tedavi+I/R? I/R Sham¢ p
Sonuglari (n=5) (n=6) (n=6) (n=6)
SOD 351,96+96,97 280,51+89,62 452,43+18,65 214,21+95,33 0,103*
(ng/g doku)
TNF-a 3,23+1,82 5,48+1,07 5,62+1,13 2,63+1,62 0,340**
(ng/g doku)
IL-6 1,91+0,44 1,94+0,40 0,81+0,46 2,57+0,29 0,038**
(ng/g doku) c-d=0,025***
NO 209,97+14,61 231,59+21,72 191,54+8,00 167,83+10,78 0,091*
(umol/g doku)
CGRP 764,94+£209.91 | 809,99+£222.79 | 1001,12+87,97 | 778,09+156,76 | 0,753**
(ng/g doku)
GPx 260,90+31,06 257,78+21,39 259,10+24,52 239,00£17,32 0,900**
(ng/g doku)
IMA 1717,00+£55,17 | 1707,16£78,49 | 1641,33+76,38 | 1648,33+83,57 | 0,852**
(U/g doku)
HIF-1a 18,34+0,64 19,76+1,41 18,45+1,07 16,1943,26 0,612**
(ng/g doku)
CAT 1,00+0,06 1,28+0,06 1,07+0,03 1,17+0,05 0,011**
(ng/g doku) a-b=0,011***
EDN-1 172,15+48,20 | 96,56+36,06 62,28+18,46 112,11432,76 | 0,204**
(pg/g doku)

*Welch Testi

**ANOVA testi

***ANOVA testi i¢in Tukey testi post-hoc testi
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SOD

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda SOD
(ng/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,103). Deney gruplarindaki ortalama =+ SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu
(351,96+96,97 ng/g doku), I/R+Tedavi grubu (280,51+£89,62 ng/g doku), I/R grubu
(452,43+18,65 ng/g doku) ve Sham grubu (214,21+£95,33 ng/g doku) olarak tespit edildi,
(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Deney gruplari arasinda doku SOD konsantrasyonlarinin dagilimi

TNF-a

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda TNF-a
(ng/g doku) konsantrasyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,340). Deney gruplarindaki ortalama + SEM degerleri; Tedavi+I/R grubu (1,91+0,44
ng/g doku), I/R+Tedavi grubu (1,94+0,40 ng/g doku), I/R grubu (0,81+0,46 ng/g doku) ve
Sham grubu (2,57+0,29 ng/g doku) olarak tespit edildi, (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Deney gruplar1 arasinda doku TNF-a konsantrasyonlarinin dagilimi

IL-6

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda IL-6
(ng/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildd,
(p=0,038). Doku IL-6 diizeyi; I/R grubunda (0,81+0,46 ng/g doku) Sham grubuna (2,57+0,29
ng/g doku) gore istatistiksel olarak anlamli diisiik belirlendi (p=0.038) (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Deney gruplar1 arasinda doku IL-6 konsantrasyonlarinin dagilimi
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NO

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda NO
(umol/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,091). Deney gruplarindaki ortalama =+ SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu
(209,97+14,61 pmol/g doku), I/R+Tedavi grubu (231,59+21,72 umol/g doku), I/R grubu
(191,54+8,00 umol/g doku) ve Sham grubu (167,83+10,78 pmol/g doku) olarak tespit edildji,
(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Deney gruplar1 arasinda doku NO konsantrasyonlarinin dagilimi

CGRP

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda CGRP
(ng/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,753). Deney gruplarindaki ortalama =+ SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu
(764,94+209,91 ng/g doku), I/R+Tedavi grubu (809,99+222,79 ng/g doku), I/R grubu
(1001,12+87,97 ng/g doku) ve Sham grubu (778,09+156,76 ng/g doku) olarak tespit edildi,
(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Deney gruplar1 arasinda doku CGRP konsantrasyonlarinin dagilimi

GPx

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda GPx
(ng/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,900). Deney gruplarindaki ortalama + SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu
(260,90+31,06 ng/g doku), I/R+Tedavi grubu (257,78+21,39 ng/g doku), I/R grubu
(259,10+24,52 ng/g doku) ve Sham grubu (239,00+£17,32 ng/g doku) olarak tespit edildi,

(Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Deney gruplar1 arasinda doku GPx konsantrasyonlarinin dagilimi
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IMA

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda IMA
(U/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,852). Deney gruplarindaki ortalama =+ SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu
(1717,00+£55,17 U/g doku), I/R+Tedavi grubu (1707,16+£78,49 U/g doku), I/R grubu
(1641,33+76,38 U/g doku) ve Sham grubu (1648,33+83,57 U/g doku) olarak tespit edildi,

(Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Deney gruplar1 arasinda doku IMA konsantrasyonlarinin dagilimi

HIF-1a

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda HIF-1a
(ng/g doku) konsantrasyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,612). Deney gruplarindaki ortalama + SEM degerleri; Tedavi+I/R grubu (18,34+0,64
ng/g doku), I/R+Tedavi grubu (19,76+1,41 ng/g doku), I/R grubu (18,45+1,07 ng/g doku)
ve Sham grubu (16,19£3,26 ng/g doku) olarak tespit edildi, (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Deney gruplar1 arasinda doku HIF-1a konsantrasyonlarinin dagilimi

CAT

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda CAT
(ug/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gorildi,
(p=0,011). Doku CAT diizeyi, Tedavi+l/R grubunda (1,00+0,06) I/R+Tedavi grubuna
(1,28+0,06) gore anlaml diisiik belirlendi (p=0,011) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Deney gruplar1 arasinda doku CAT konsantrasyonlarinin dagilimi



EDN-1

Gastroknemius kas dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda EDN-
1 (pg/g doku) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(p=0,204). Deney gruplarindaki Tedavi+I/R grubu
(172,15+48,20 pg/g doku), I/R+Tedavi grubu (96,56+36,06 pg/g doku), I/R grubu
(62,28+18,46 pg/g doku) ve Sham grubu (112,11+£32,76 pg/g doku) olarak tespit edildi,
(Sekil 4.10.).
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= 400+
-
[=]
=
o 300 o
o -
o ® .
w 200 - ® p ®
- [
]
[=) -
g 100 | [14d
L L : .i' T
2®e ,%e ¥
u 1 1 1 1
x\l'?' ‘5“1\ \{E' ‘:FQ&
Ry E-b L)
S
e &

Sekil 4.10. Deney gruplar1 arasinda doku EDN-1 konsantrasyonlarinin dagilimi

4.1.2. Serum orneklerine ait bulgular

Deney gruplari arasinda serum Orneklerinde c¢alisilan parametrelerin dagilimi cizelge 4.2°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. Deney gruplar1 arasinda serum Orneklerine ait biyokimyasal sonuglarin dagilimi

Kan Bulgular Tedavi+I/R* | I/R+Tedavi® IR Shamd p
(n=5) (n=6) (n=6) (n=6)
SOD 22,01+£3,09 23,1444 35 25,96+2,95 24,47+1,94 0,846*
(ng/ml)
0,047*
TNF-a 293,83+82,55 | 328,43+70,07 | 81,18+75,91 332,53+41,79 | a-c=0,045%**
(ng/L) b-c=0,017***
d-c=0,015***
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Cizelge 4.2. (devam) Deney gruplari arasinda serum Orneklerine ait biyokimyasal

sonuglar dagilimi

IL-6 63,65+19,97 48,31+20,43 58,04+19,86 87,80+4,72 0,213**
(pg/ml)
NO 6,51+0,48 5,55+1,12 6,84+0,53 5,28+0,46 0,383*
(umol/L)
CGRP 29,54+3,67 26,37+5,00 27,30+2,60 27,90+£2,13 0,939*
(ng/Ll)
GPx 10,14+1,48 11,92+0,92 11,46+0,76 11,31+1,46 0,767*
(ng/ml)
IMA 85,70+9,28 98,55+6,24 86,68+4,66 89,90+2,63 0,414*
(U/ml)
HIF-1 Alfa 674,58+52,60 761,14+42,30 | 736,27+28,73 649,244+46,89 0,241*
(pg/ml)
CAT 64,09+4,53 66,82+4,96 60,85+2,53 58,17+4,43 0,493*
(ng/ml)
EDN-1 14,48+3,45 13,25+2,74 9,47+2,22 14,49+2,12 0,490*
(pg/ml)

*ANOVA testi

**Welch Testi

**% ANOVA testi i¢in Tukey testi post-hoc testi

SOD

Serum Orneklerinde, deney gruplar1 arasinda SOD (ng/ml) konsantrasyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,846). Deney gruplarindaki ortalama +

SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu (22,01+£3,09 ng/ml), I/R+Tedavi grubu (23,14+4,35

ng/ml), I/R grubu (25,96+2,95 ng/ml) ve Sham grubu (24,47+1,94 ng/ml) olarak tespit

edildi, (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.11. Deney gruplar1 arasinda serum SOD konsantrasyonlarinin dagilimi
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TNF-a

Serum Orneklerinde, deney gruplari arasinda TNF-a (ng/L) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii, (p=0,047). Serum TNF-a diizeyi; I/R grubunda
(81,18+75,91), Tedavi+I/R (293,83+82,55), I/R+Tedavi (328,43+70,07) ve Sham grubuna
(332,53+41,79) gore anlamli diizeyde diisiik belirlendi (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.12. Deney gruplari arasinda serum TNF-o konsantrasyonlarinin dagilimi

IL-6

Serum Orneklerinde, deney gruplart arasinda IL-6 (pg/ml) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gortilmedi, (p=0,213). Deney gruplarindaki ortalama +
SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu (63,65+£19,97 pg/ml), I/R+Tedavi grubu (48,31+£20,43
pg/ml), /R grubu (58,04£19,86 pg/ml) ve Sham grubu (87,80+4,72 pg/ml) olarak tespit
edildi, (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.13. Deney gruplar1 arasinda serum IL-6 konsantrasyonlarinin dagilimi

NO

Serum oOrneklerinde, deney gruplari arasinda NO (umol/L) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,383). Deney gruplarindaki ortalama +
SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu (6,51+0,48 pmol/L), I/R+Tedavi grubu (5,55+1,12
umol/L), I/R grubu (6,84+0,53 umol/L) ve Sham grubu (5,28+0,46 pmol/L) olarak tespit
edildi, (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Deney gruplar1 arasinda serum NO konsantrasyonlarinin dagilimi
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CGRP

Serum oOrneklerinde, deney gruplari arasinda CGRP (ng/L) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,939). Deney gruplarindaki ortalama =+
SEM degerleri; Tedavi+I/R grubu (29,54+3,67 ng/L), I/R+Tedavi grubu (26,37+5,00 ng/L),
I/R grubu (27,30+£2,60 ng/L) ve Sham grubu (27,90+2,13 ng/L) olarak tespit edildi, (Sekil
4.13.).
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Sekil 4.15. Deney gruplar1 arasinda serum CGRP konsantrasyonlariin dagilimi

GPx

Serum Orneklerinde, deney gruplar1 arasinda GPx (ng/ml) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,767). Deney gruplarindaki ortalama +
SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu (10,14£1,48 ng/ml), I/R+Tedavi grubu (11,92+0,92
ng/ml), I/R grubu (11,46+0,76 ng/ml) ve Sham grubu (11,31+1,46 ng/ml) olarak tespit
edildi, (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.16. Deney gruplar1 arasinda serum GPX konsantrasyonlarinin dagilimi

IMA

Serum Orneklerinde, deney gruplar1 arasinda IMA (U/mL) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,414). Deney gruplarindaki ortalama +
SEM degerleri; Tedavi+I/R grubu (85,70+9,28 U/ml), I/R+Tedavi grubu (98,55+6,24U/ml),
I/R grubu (86,68+4,66 U/ml) ve Sham grubu (89,90+2,63 U/ml) olarak tespit edildi, (Sekil

4.17).
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Sekil 4.17. Deney gruplar1 arasinda serum IMA konsantrasyonlarinin dagilimi
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CAT

Serum Orneklerinde, deney gruplar1 arasinda CAT (ng/ml) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,493). Deney gruplarindaki ortalama =+
SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu (64,09+4,53 ng/ml), I/R+Tedavi grubu (66,82+4,96

ng/ml), I/R grubu (60,85+£2,53 ng/ml) ve Sham grubu (58,17+4,43 ng/ml) olarak tespit
edildi, (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.18. Deney gruplar arasinda serum CAT konsantrasyonlarinin dagilimi

HIF-1a

Serum orneklerinde, deney gruplar arasinda HIF-la (pg/ml) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,241). Deney gruplarindaki ortalama +
SEM degerleri; Tedavi+I/R grubu (674,58+52,60 pg/ml), I/R+Tedavi grubu (761,14+42,30

pg/ml), I/R grubu (736,27+28,73 pg/ml) ve Sham grubu (649,24+46,89 pg/ml) olarak tespit
edildi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.19. Deney gruplar1 arasinda serum HIF-1a konsantrasyonlarinin dagilimi

EDN-1

Serum oOrneklerinde, deney gruplari arasinda EDN-1 (pg/ml) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p=0,490). Deney gruplarindaki ortalama +
SEM degerleri; Tedavi+l/R grubu (14,48+3,45 pg/ml), I/R+Tedavi grubu (13,254+2,74
pg/ml), I/R grubu (9,47+2,22 pg/ml) ve Sham grubu (14,49+2,12 pg/ml) olarak tespit edildi
(Sekil 4.20.)
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Sekil 4.20. Deney gruplar1 arasinda serum EDN-1 konsantrasyonlarinin dagilimi
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4.2. Histolojik Bulgular

Gastroknemius kas dokusunda 6dem, dejenerasyon, nekroz ve inflamasyon histolojik olarak

degerlendirildi ve skorlamalar yapildi.

Cizelge 4.3. Deney gruplari arasinda kas doku orneklerine ait histolojik sonuglarin dagilimi

Histolojik
Sonuglar

Tedavi+l/R?
(n=5)

I/R+Tedavi®
(n=6)

I/R®
(n=6)

Sham¢
(n=6)

p

Odem

0,00+0,00

0,66+0,21

1,33+0,33

0,00+0,00

<0,001*
a-c=0,001**
b-c=0,030**

Dejenerasyon

0,60+0,24

2,00+0,00

3,00+0,00

0,00+0,00

<0,001*

a-c=<0,001**
b-c=<0,001**
a-b=<0,001**

Nekroz

0,40+£0,24

1,330,21

2,00+0,00

0,00+0,00

<0,001*
a-c=<0,001**
b-c=0,024**
a-b=0,002**

Inflamasyon

0,20+0,20

0,33+0,21

3,00+0,00

0,00+0,00

<0,001*
a-c=<0,001**
b-c=<0,001**

*: One Way ANOVA Testi
**: ANOVA post-hoc testi icin Tukey testi

4.2.1. Odem

Deney gruplar1 arasinda 6dem skorunun dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriildii, (p < 0,001). Odem skoru; Tedavi+I/R (0,00+0,00), I/R+Tedavi (0,66+0,21) ve
Sham (0,00+0,00) grubunda I/R grubuna (1,33+0,33) gore anlaml diizeyde diisiik belirlendi
(p=0,001, 0,030, 0,001 sirastyla) (Sekil 4.21.)



71

2 5 * %
*
2.0 Y
= 1.5
1]
g~
H ] 1.0- e 88
0.5

0.0 —ep—ap——p—up—

& &
b@-&\ ,.:\{5' &
..("Z-' \:\Q‘

Sekil 4.21. Deney gruplar1 arasinda 6dem sonuglarinin dagilimi

4.2.2. Dejenerasyon

Deney gruplar arasinda dejenerasyon skorunun dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriildi, (p<0,001). Dejenerasyon skoru; Tedavi+l/R (0,60+0,24), I/R+Tedavi
(2,00+0,00) ve Sham (0,00-+£0,00) grubunda I/R grubuna (3,00+0,00) gére anlamli diizeyde
diistik belirlendi (p= < 0,001 biitiin gruplarda) (Sekil 4.22.)

4 * %
*

E 3 S
>
wn
[1+]
T 2 -
e
‘ﬂ.!
o
o 14 eee

0-—"oe T T e—

3 @ &%
&S
,(‘52- \\.?‘

Sekil 4.22. Deney gruplari arasinda dejenerasyon sonuglarinin dagilimi
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4.2.3. Nekroz

Deney gruplar1 arasinda nekroz skorunun dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriildii, (p<0,001). Nekroz skoru; Tedavi+l/R (0,40+0,24), I/R+Tedavi (1,33+0,21) ve
Sham (0,00+0,00) grubunda I/R grubuna (2,00+0,00) gore anlamli diizeyde diistik belirlendi
(<0,001, 0,024, 0.001 sirasiyla) (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Deney gruplar arasinda nekroz sonuglarinin dagilimi

4.2.4. inflamasyon

Deney gruplar1 arasinda inflamasyon skorunun dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriildii, (p<0,001). Inflamasyon skoru; Tedavi+I/R (0,20+0,20), I/R+Tedavi
(0,33+0,21) ve Sham (0,00-+0,00) grubunda I/R grubuna (3,00+0,00) gére anlamli diizeyde
diisiik belirlendi (p= < 0,001 biitiin gruplarda) (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. Deney gruplar1 arasinda inflamasyon sonuglarinin dagilimi

H&E boyama yontemi uygulanan gastroknemius kas doku orneklerinin 151k mikroskobu

altindaki goriiniimleri Sekil 4.25’de sunulmustur.
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Sekil 4.25. H&E boyama yontemi uygulanan gastroknemius kas doku orneklerinin

goruntimu.
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(A) Tedavi+I/R, (B) I/R+Tedavi, (C) I/R grubu, (D) Sham grubu

linflamasyon+édem: *

Dejenerasyon/nekrotik kas hiicresi: w—
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5. TARTISMA

Giiniimiizde tibbi siiliik tedavisi hem Tiirkiye’de hem de diinya genelinde uygulanmaktadir.
Iceriginde 100°den fazla biyoaktif bilesik bulunan tibbi siiliik salgisinin etki mekanizmalari
héalen tam olarak aydinlatilamamis olup, tibbi siiliikkler ve salgilari iizerine gesitli bilimsel

caligmalar yiriitilmektedir [114, 122-125].

Iskelet kasindaki I/R hasar1 damar ve kas travmalarma yol agar. Bu sebeple zaman

kaybetmeden tedavi prosediirlerin ve cerrahi islemlerin uygulanmasini gerektirir [126].

Kas I/R hasarmi tedavi etmeye yardimci olacak cesitli yontemler tiim diinyada

arastirilmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, deneysel olarak olusturulan alt ekstremite I/R hasarinda tibbi
stiliik uygulamasi etkisinin degerlendirilmesi amaglandi. Ayrica deneysel I/R modelinden
Once tibbi siiliikk uygulamasi ile deneysel I/R modelinden sonra tibbi siiliilk uygulamasinin
etkileri hem biyokimyasal hem de histopatolojik parametreler iizerinden karsilagtirmali
olarak degerlendirildi. Calisma kapsaminda ratlardan alinan serum Ornekleri ve
gastroknemius kas dokudan doku homojenatlari elde edildi. Tiim bu 6rneklerden SOD, TNF-
a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1a, CAT ve EDN-1 parametreleri ELISA ile analiz

edildi. Ayrica kas dokusu orneklerinde histopatolojik incelemeler yapilmstir.

I/R olusumunda canlinin verdigi ilk tepki mekanizmasi cesitlilik gdsterir. Bunlardan biri
antioksidan savunma mekanizmasidir. Bu savunma mekanizmasi1 geregi reaktif oksijen
tiirleri daha az reaktif tiirlere doniistiriiliir. Bu mekanizmada goérevli olan enzimler SOD,
GPx ve CAT gibi enzimlerdir. SOD, hiicrelerin oksidatif stresle miicadelesinde kritik bir rol
oynayan gii¢lii bir antioksidan enzimdir. SOD, bu zararl siiperoksit radikallerini daha az
reaktif olan hidrojen peroksit ve oksijen molekiillerine doniistiirerek oksidatif hasar1 azaltir

ve hiicresel dengeyi korur [41, 127].
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CAT, hiicrelerin oksidatif stresle basa ¢ikmasinda kritik rol oynayan 6nemli bir antioksidan
enzimdir. Hiicresel metabolizma siiregleri sirasinda olusan hidrojen peroksit (H:02),
potansiyel olarak zararli bir reaktif oksijen tiiriidiir ve yiiksek konsantrasyonlarda hiicresel
yapilari tahrip edebilir. CAT, H:0:’yi hizla H.O ve oksijene O2’ye doniistiirerek bu zararli
etkileri notralize eder ve hiicreyi oksidatif hasardan korur [127].

GPx, hiicrelerin oksidatif stresle miicadelesinde kritik rol oynayan giiclii bir antioksidan
enzimdir. Hiicresel metabolizma sirasinda ortaya c¢ikan zararli reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) etkisiz hale getirilmesinde 6nemli bir gorev istlenir. GPx, 6zellikle H.O- ve organik
hidroperoksitleri H.O ve alkol gibi zararsiz bilesiklere doniistiirerek oksidatif hasarin
Oonlenmesine katki saglar [127, 128]. Bizim c¢alismamizda antioksidan parametreler
incelendiginde serum orneklerinde CAT, SOD ve GPx agisindan herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Ancak, doku orneklerinde CAT diizeyi; Tedavi+I/R grubunda
I/R+Tedavi grubuna gore diisiik belirlenmistir. SOD ve GPx agisindan doku drneklerinde

anlamli bir faklilik gozlemlenmemistir.

Liang ve ark.’nin tavsanlar tizerinde yaptig1 ¢alismada, iskelet kasinda I/R modeli ek olarak
IP (ischemia post-conditioning) modelide olusturulmus ve kas dokusunda malondialdehit
(MDA), SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri analiz edilmistir. Tavsanlar rastgele sham,
I/R ve IP olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Caligmanin sonucunda, I/R grubunda iskelet kas1
MDA diizeyi anlamli sekilde artarken, SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri sham gruba
kiyasla anlamli sekilde azalmigtir. IP uygulamasi ise, I/R grubuna gore iskelet kasindaki
MDA diizeyini belirgin bi¢cimde azaltmis ve SOD, CAT ile GPx aktivitelerini artirmistir. Bu
bulgular, IP uygulamasinin IR kaynakli iskelet kasi hasarina karst koruyucu etkisinin

karmasik bir molekiiler mekanizma ile gergeklestigini ortaya koymaktadir [126].

Kocabeyoglu ve digerleri, yaptiklar1 ¢calismada; serebral I/R modeli hasarinda memantinin
etkilerini incelemislerdir. Ratlari; kontrol grubu, iskemi grubu, I/R grubu, memantin grubu
olmak tizere 4 gruba ayirmiglardir. Serum SOD diizeyi iskemi grubu ve I/R grubunda;
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiliksek saptanmistir. CAT diizeyi; I/R
grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek; memantin grubunda ise I/R
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diislik tespit edilmistir. Calismanin sonucunda;
global serebral iskemide memantin uygulamasinin I/R hasarina kars1 koruyucu olabilecegini

saptamiglardir [129].
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Literatiirde farkli I/R modellerinde oksidatif stres biyomarkerlar1 incelenmistir.

Sehitoglu ve digerleri, yaptiklar1 hayvan calismasinda; abdominal aort I/R modeli
olusturularak Aloe vera (AV)’nin etkinligini aragtirmiglardir. Ratlar1 sham, I/R ve I/R + AV
grubu olmak {izere ii¢ gruba ayirmiglardir. Tedavi grubu olarak, iskemi uygulanmadan 6nce
bir ay boyunca her giin 30 mg/kg aloe vera gastrik lavaj yolu ile verilmis, karaciger
dokusunda MDA, CAT, SOD ve GPx aktiviteleri analiz edilmistir. I/R + AV grubundaki
SOD, CAT ve GPx diizeyleri, sham grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark goriillmemistir.
Ancak, I/R grubuna kiyasla anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur. Karaciger
dokusundaki MDA diizeyleri, /R + AV grubunda I/R grubuna gore anlamli olarak daha
diistik gozlenmistir.
Calismanin sonucunda; aloe vera’nin, I/R hasarmma karsi karacigeri koruyucu etki

gosterebilecegini saptamiglardir [130].

Oksidatif stres mekanizmasinda énemli olan bir diger molekiil IMA’dir. IMA’nin iskemi
sirasinda albiiminin metal baglanma bolgelerini degistiren ROS tiretimi ile iligkili bir marker
oldugu diistiniilmektedir [131]. Bu nedenle, IMA 6zellikle hiicresel hasar ve oksidatif stresin
belirlenmesinde kritik bir rol oynar [57]. Bizim tez ¢alismamizda serum ve doku IMA

degerlerinde herhangi bir degisiklik gézlemlenmemistir.

Literatiirde farkli I/R modellerinde IMA seviyeleri incelenmistir. Ates ve digerleri, yaptiklari
calismada, renal I/R hasarinda oksidatif stres gostergeslerini aragtirmislardir. Ratlari; sham,
20 dk I/R, 30 dk I/R, 40 dk I/R ve 60 dk I/R olmak iizere 5 gruba ayirmislardir. IMA ve
toplam antioksidan kapasite (TAS), toplam oksidan kapasitesi (TOS) hem serum hem de
dokuda incelemislerdir. Calismanin sonucunda; reperfiizyon sonrasi doku ve serum
orneklerinde IMA, TOS ve TAS degerleri acgisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
gozlenmemistir. Ancak, I/R sonrasi bobrek dokusunun histopatolojik incelemesinde tiibiiler
hasar ile iskemi siiresi arasinda anlamli bir korelasyon goézlenmistir. Sonug olarak, bu
caligmas serum IMA degerlerinin iskemi siiresi ile paralel olarak arttigini ve bu artigin

histopatolojik hasar bulgularini destekledigini gostermistir [132].

Organizmada inflamatuar ve immiinolojik olaylarda sitokinler 6nemli bir yer tutar. Bu

protein ailesi organizma tarafindan kontrollii bir sekilde sentezlenir ve organizmanin
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karsilastig1 herhangi bir enfeksiyon, yaralanma ve doku hasar1 gibi durumlarda lokal veya
sistemik inflamatuar cevap olusturur [133].

IL-6, bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan {iretilen ve inflamasyon stireglerinde dnemli rol
oynayan bir sitokindir. Ozellikle inflamasyonun baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde kilit bir
gorev {stlenir; diger proinflamatuar sitokinlerin salinimini tesvik ederek bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonunu artirir [41, 42]. Bizim ¢alismamizda IL-6 ratlardan elde edilen
serum Orneklerinde deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlemlenmezken, kas doku orneklerinde IL-6 seviyeleri, I/R grubunda Sham grubuna gore
anlamli diizeyde diisik belirlenmistir, (p=0,025). TNF-0, bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi ve inflamasyonun kontroliinde kritik rol oynayan gii¢lii bir proinflamatuar
sitokindir [50]. TNF-a, inflamatuar yanit1 baslatarak diger proinflamatuar sitokinlerin ve
adezyon molekiillerinin iiretimini tetikler, boylece bagisiklik hiicrelerinin inflamasyon
bolgesine goglinti kolaylastirir [41, 51, 52]. Bizim ¢alismamizda doku 6rneklerinde TNF-a
acisindan gruplar arasinda herhangi bir degisiklik gozlemlenmemisken, I/R grubunda;
Tedavi+I/R, I/R+Tedavi ve sham grubuna gére serum TNF-a seviyeleri anlamli diizeyde
diisiik belirlenmistir. IL-6 molekiilii, I/R sirasinda kas dokusunda meydana gelen hipoksi ve
oksidatif strese bagli lokal bir proinflamatuar yanit baglatir. Bu nedenle dokuda tespiti daha
kolaydir. TNF-a ise sistemik inflamatuar yanitin giiglii bir tetikleyicisi olup iiretildikten

sonra direk kana karisir ve kanda yiiksek oranda tespit edilebilir [134].

I/R’un baslamasiyla birlikte inflamatuar yanitin tetiklenmesi ve sitokin diizeylerinde artis
goriilmesi beklenir. Ancak calismamizda, I/R grubunda doku IL-6 seviyelerinin sham
grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmasi ve serum TNF-a diizeylerinin de diger
gruplara gore anlamli sekilde azalmasi, beklenen yanitin tersi bir durumu gostermektedir.
Literatiirde ise iskemi doneminde sitokin diizeylerine iligkin farkli ve yer yer celiskili

sonuglar bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir.

Borkliice ve digerleri, yaptiklar1 caligmada; ratlarda renal I/R hasari modelinde iskemi
oncesinde uygulanan non-selektif nikotinik asetilkolin reseptor agonisti olan epibatidinin (E)
bobrek {izerine koruyucu etkilerini incelemiglerdir. Ratlari; sham, I/R, I/R-E, E olmak tizere
4 gruba ayirmiglardir. Calismada serum TNF-a diizeyleri ELISA yOntemi ile analiz edilirken
IL-6 diizeyleri; Elektrokemiliiminesans immiinolojik (ECLIA) yontemi ile analiz edilmistir.

Serum TNF-a ve IL-6 diizeyleri, sham grubu ile karsilastirildiginda I/R grubunda istatistiksel
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olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Ancak I/R grubu ile karsilagtirildiginda ise
I/R+E ve E gruplarinda TNF-o ve IL-6 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
diistik saptanmistir. Bu ¢alismada, I/R grubunda pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-
6 diizeylerinin yiikselmis oldugunu ve epibatidin uygulamasiyla bu sitokinlerin diizeylerinin

geriledigini gézlemlemislerdir [135].

NO, azot monoksit olarak da bilinen ve hiicresel diizeyde ¢esitli biyolojik siireclerde kritik
rol stlenen kii¢iik ve reaktif bir gaz molekiiliidiir [136]. NO, baslica endotel hiicreleri
tarafindan sentezlenir ve damar genislemesini saglayarak kan akisimi diizenler. Iskemi
sirasinda, dokulara oksijen temininin azalmasi nedeniyle NO sentezi azalir ve bu durum
damar daralmasi ile kan akisinin daha da kisitlanmasina yol acabilir [48]. Reperflizyon
stirecinde ise oksijenin yeniden saglanmasi, NO lretiminde artisa neden olabilir. Ancak bu
artig, asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile birleserek nitrozatif strese ve hiicresel hasarin
daha da derinlesmesine yol agabilir [18, 49]. Vazodilatasyon saglayan bu molekiil I/R
olusumunda hem koruyucu hem de fazla iiretildiginde zarara yol agan ¢ift yonlii molekiildiir.
Bizim c¢aligmamizda, serum ve doku orneklerinde deney gruplari arasinda NO diizeyleri

acisindan farklilik gozlemlenmemistir.

Schneider ve digerleri, yaptiklari ¢aligmada, |-Arg takviyesinin iskemik akut bobrek
hasarinda renal fonksiyon ve biyokimyasal parametreler {iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Disi Sprague-Dawlet ratlari; iskemi, I-Arg grubu, sham grubu ve kontrol
grubu olmak tizere 4 gruba ayirmislardir. Bu ¢alismada bobrek iskemi modelinde 1-Arg
takviyesi verilen grupda iskemi grubuna gore endotelyal NO sentaz (eNOS) diizeylerinde
onemli bir artis gozlemlenmistir. Bu da olusturulan bobrek iskemisinde I-Arg takviyesinin
iyilesme siirecinde etkisi oldugunu gostermektedir [137]. Calismamizda NO diizeyleri
Ol¢iilmiis, ancak NO sentezinden sorumlu enzimler degerlendirilmemistir. Bu nedenle, NO
seviyelerinde gozlenen degisiklik olmamasi, enzim aktivitesinin baslamamis oldugunu

gostermemektedir.

EDN-1, gii¢lii vazokonstriktor etkisi ve hiicresel biliylimeyi diizenleyici 6zellikleriyle 6ne
cikan bir peptid hormondur. EDN-1, inflamasyon ve oksidatif stres ile dogrudan iligkilidir.
Inflamatuar siiregler ve oksidatif stres kosullari, EDN-1 sentezini artirarak damar

fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyebilir [67].
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Luyt ve digerleri, yaptiklar1 ¢aligmada, Bosentan gibi ET reseptor antagonistlerinin alt
ekstremite iskemi patogenezindeki rolii vekoruyucu etkisinin olup olmadigim
arastirmislardir. Sigcanlarda alt ekstremite iskemi modeli; femoral arterin devre disi
birakilmasi ve kollateral damarlarin embolizasyonu ile olusturulmustur. Calismada iskemiyi
takiben endotelin sistemine ait bilesenler, farkli zamanlarda hem plazma hem de kas
dokusunda analiz edilmistir. Ayrica hayvanlar; tedavi almayan iskemi grubu, Bosentan
verilen iskemi grup ve sham olarak ayrilmistir. Plazma ET-1 seviyelerinin iskemi grubunda
5 saat sonra 3 ila 4 kat artti, ardindan 1. giinde baslangi¢ seviyesinin iki katina diistii ve
sonrasinda stabil kaldig1 gozlemlenmistir. Bosentan ile tedavi edilen grupta Plazma ET-1
seviyelerinin kinetigi iskemi grubu ile benzerdi. Doku ET-1 seviyeleri ise 5. giinde iskemi
grubunda sham grubuna goére anlaml sekilde artarak 10 kat yiikseldigi tespit edilmistir. Bu
bulgular dogrultusunda, endotelin sisteminin kritik iskemi sirasinda aktive oldugunu ve ET
reseptor antagonistlerininkas dokusu iizerine kismi bir koruyucu etki saglayabilecegini
belirtmislerdir [138]. Bu ¢alismada, iskemi modeli sonrasinda 5 giinliik siire¢ boyunca
yalnizca ET-1 seviyeleri degil, ayn1 zamanda bu molekiillerin gen ekspresyonlar1 da
degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise serum ve doku orneklerinde EDN-1 seviyeleri
acisindan gruplar arasinda herhangi bir farklilik gézlemlenmemistir. Calismamiz I/R sonrasi
24 saatlik stireyi kapsadigi i¢in, molekiiliin sentezi icin gerekli gen ekspresyonlarinin

olusmasi i¢in yeterli zaman saglanmamis olabilir [139].

HIF-1a hiicrelerin oksijen diizeylerindeki degisimlere duyarli olarak aktive olan kritik bir
transkripsiyon faktoriidiir [55]. HIF-1o’nin temel islevi, hiicrelerde oksijen seviyelerinin
azalmas1 durumunda adaptif yanitlar1 koordine ederek hiicresel hayatta kalmay:
desteklemektir [140]. Bizim ¢alismamizda Serum ve doku orneklerinde HIF-1a seviyesi
agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir. Bu durum deneysel
stirecte iskemi siiresinin kisa tutulmasi veya reperflizyonun hizli baglatilmasi nedeniyle

olmus olabilir [141].

Cursio ve digerleri, yaptiklari galismada, ratlarda karaciger I/R hasari modelinin HIF-10 gen
ekspresyon diizeyleri ve apoptoz iizerindeki etkisini incelemislerdir. HIF-1a diizeyleri,
reperflizyondan 1 ila 3 saat sonra iskemiye ugramis karaciger loblarinda, iskemiye
ugramamis loblara gore Tli¢ kat artis géstermistir. Reperflizyondan 6 saat sonra ise HIF-1a

diizeyleri azalmis ve iskemiye ugramis ile iskemiye ugramamis karaciger loblar1 arasinda
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anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Caligmanin sonucunda, karaciger I/R, karacigerde HIF-

la ekspresyonu ve apoptozda artisa neden oldugunu saptamislardir [142].

CGRP, merkezi ve periferik sinir sisteminde yaygin olarak bulunan ve ¢esitli fizyolojik
stireglerde kritik roller {lstlenen bir noropeptittir. Baslica trigeminal sinir sistemi
noronlarindan saliman CGRP, 6zellikle norovaskiiler ve noroinflamatuar mekanizmalarda
onemli bir diizenleyici molekiil olarak gorev yapar [143]. CGRP ayrica, kardiyovaskiiler
fonksiyonun diizenlenmesinde bir aktiviteye sahiptir. CGRP, kan damarlarinin ¢evresinde
yogun bir perivaskiiler sinir ag1 igerisinde olup bir¢ok doku ve organda tanimlanmistir
[144]. Bizim caligmamizda CGRP diizeyi acgisindan gruplar arasinda anlamli farklilik

gozlemlenmedi.

I/R modeli uygulanan ¢alismalarda meydana gelen hiicre ve doku diizeyindeki degisiklikler
histopatolojik incelemelerle gosterilebilir ve biyokimyasal sonuglarla paralellik arz edebilir.
Iskemi olusan dokuda meydana gelen hasar, reperfiizyon olusumu ile siddetlenir. Bu da
perflizyonun iskeminin kendisinden daha zararli olmasina yol agar [145]. I/R hasarinda
O0dem gelisimi; hiicre i¢i iyon dengesizligi, oksidatif stres, endotel disfonksiyonu ve
inflamatuar hiicrelerin aktivasyonunun ortak etkisiyle ortaya ¢ikar. Bu mekanizmalar, lokal
doku hasarinin yani sira uzak organlarda da (6rnegin akciger, bobrek) ikincil 6dem
olusumuna neden olabilir [146]. I/R hasarinda dejenerasyon; enerji kaybi, oksidatif stres,
kalsiyum yiiklenmesi, inflamatuar mediatorlerin etkisi ve mitokondriyal bozulmanin birlikte
yol agtig1 hiicresel yikimin bir gostergesidir. Bu mekanizma hem lokal doku hasarinda hem
de uzak organ etkilenmelerinde belirgin rol oynar [12]. Dejenerasyon hiicrelerin oksidatif
stres ve inflamasyonla fonksiyonlarini kaybetmesi sonrasinda meydana gelir. Canlinin
antioksidan enzim mekanizmalar1 veya albiimin gibi protein molekiillerinin degisiklik
gostermesi sonucunda olusur. Bu da antioksidan enzim mekanizmalarinin dejenerasyon
onemli oldugunu gostermektedir [147]. I/R hasarinda nekroz; oksijen eksikligine bagli ATP
azalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin birikimi, kalsiyum dengesizligi, lizozomal enzim
aktivasyonu ve inflamatuar yanitin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikar. Bu siire¢ hiicre
membrani biitiinliigliniin bozulmasi, ¢ekirdek piknozu, sitoplazmik eozinofili ve doku
diizeyinde koagiilatif nekroz olarak gozlenir [12, 18]. Hiicre metabolizmasi sonucunda
meydana gelen membran ve organel hasarlari hiicre ve dolayisiyla doku hasarina ve
sonucunda ¢liimiine (nekroz) yol agmustir. I/R hasarinda inflamasyon, dokunun oksijensiz

kalmasinin ardindan yeniden kanlanmasiyla birlikte gelisen kompleks bir immiin yanitin
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sonucudur. Iskemi déneminde hiicrelerden salinan hasarla iliskili molekiiler paternler
(DAMPs) ve reperflizyonla artan reaktif oksijen tiirleri (ROS), endotelyal hiicre
aktivasyonunu tetikleyerek E-selektin, ICAM-1 ve VCAM-1 gibi adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu artirir. Bu durum nétrofillerin endotele tutunmasina ve dokuda birikmesine
yol acar. Notrofillerden salinan miyeloperoksidaz (MPO), proteazlar ve serbest radikaller
dokuda ek hasar olusturur. Ayni zamanda TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin artisi1, inflamatuar yanitt hem lokal hem de sistemik diizeyde siddetlendirir. Bu
mekanizmalar sonucunda, reperfiizyon déneminde gelisen inflamasyon, doku hasarmin

derinlesmesine ve hiicre 6liimiiniin artmasina neden olur [148, 149].

Bizim ¢alismamizda deneysel olarak olusturulan alt ekstremite I/R hasarinda tibbi siiliik
uygulamasi etkisi doku oOrneklerinde histopatolojik olarak da incelenmistir. Odem,
dejenerasyon, nekroz ve inflamasyon skorlarmin tiimii Tedavi+I/R ve I/R+Tedavi grubunda
I/R grubuna goére anlamli diizeyde diisiik belirlendi. Bunun sebebi, tibbi siiliik tedavisinin
I/R {izerine etkisi olarak diisiinmekteyiz. Tibbi siiliikk salgisinda bulunan anti-enflamatuvar,
anti-mikrobiyal, anti-koagiilan, anti-platelet ve analjezik gibi c¢esitli etkilere sahip
maddelerin etkisi ile iskemi azalmig, ve sonug¢ olarak 6dem, dejenerasyon, nekroz ve
inflamasyon azalmis; boylece tibbi siiliikk tedavisinin doku hasarini sinirlayici ve iyilesmeyi

destekleyici etkileri histopatolojik bulgularla da dogrulanmistir.

Literatiirde farkli /R modelinde siiliik tedavisi ve farkli alternatif tedavi yontemlerinin

incelendigi hayvan ¢aligmalar: vardir.

Davoodi ve arkadaslari, siililk tedavisinin testikiiler I/R hasarina kars1 koruyucu
mekanizmasini inceleyen kapsamli bir ¢alisma gergeklestirmistir. Calismada sham grubu,
torsiyon/detorsiyon grubu ve torsiyon/detorsiyon + siiliilk tedavisi grubu olmak iizere ii¢
farkli deney grubu olusturulmustur. Plazma ve testis dokusunda GPx, CAT, TAS ve MDA
diizeyleri degerlendirilmis; ayrica testis dokusu histopatolojik olarak incelenmistir. Sonuglar
incelendiginde, siiliik tedavisi uygulanan grupta MDA seviyesinin anlamli1 diizeyde azaldig,
GPx, TAS ve CAT seviyelerinin ise belirgin sekilde arttig1 bildirilmistir. Histopatolojik
acidan degerlendirildiginde, I/R ile olusan germinal hiicre hasari, koagiilatif nekroz,
intertiibiiler kanama, hiperemi, vakuolizasyon ve seminifer tiibiillerde hiicre dokiilmesi gibi
bulgularin siiliik tedavisi ile anlamli derecede azaldigi gosterilmistir. Bu sonuglar, siiliik

tedavisinin  antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkileri  sayesinde
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torsiyon/detorsiyon sonrasi testikiiler dokudaki hasar1 hafifletebilecegini ortaya koymustur
[150]. S6z konusu ¢aligsma, bizim ¢alismamizdan farkli olarak testikiiler I/R modeli tizerinde
ve farkli bir siiliik tiirli olan Hirudo medicinalis ile gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, her
iki ¢alismada da benzer biyokimyasal parametreler incelenmistir. Davoodi ve arkadaglarinin
caligmasinda oldugu gibi, bizim ¢alismamizda da doku ve serum 6rneklerinde GPx ve CAT
diizeyleri analiz edilmistir. Ancak, tedavi gruplarinda iskemi grubuna gore bu iki marker
acisindan anlamli farklilik gézlemlenmedi. Ayrica, bizim g¢alismamizda I/R Oncesi ve
sonrasi siilik uygulanan deney gruplarinda yalnizca I/R yapilan gruba kiyasla 6dem,
dejenerasyon, nekroz ve inflamasyon belirgin derecede azalmasi histopatolojik olarak
gozlemlenmistir. Bu agidan bakildiginda, her iki ¢alismanin sonuglari birbirini tamamlar
nitelikte olup, siiliikk tedavisinin farkli organ ve dokularda antioksidan ve doku koruyucu

etkiler gdsterebilecegini diisiindiirmektedir.

Unal ve digerleri, tarafindan yiiriitiilen bir calismada, siiliik tedavisinin flep nekrozu iizerinde
olumlu etkiler gosterdigini ve bu tedavi yonteminin flep sagkalim oranini anlamh diizeyde
artirdigint  ortaya koymustur [122]. So6z konusu ¢alisma, siilik tedavisinin
mikrosirkiilasyonu iyilestirici ve inflamasyonu baskilayici etkilerini ortaya koyarak, doku

biitiinliigiinii korumadaki potansiyelini vurgulamaktadir.

Unal ve digerleri, yaptiklar1 bir calismada; insizyonel yara modeli olusturulan ratlarda siiliik
tikiirik ekstraktinin ve tibbi siiliik tedavisinin yara iyilesmesi tiizerindeki etkilerini
arastirmigtir. Ratlar1 kontrol grubu, tibbi siiliik tedavisi grubu (Grup II) ve siiliik tiikiiriik
ekstrakti grubu (Grup III) olmak iizere li¢ gruba ayirmistir. Histopatolojik incelemeler
sonucunda, Grup IIT’te diger gruplara kiyasla daha hizli ve belirgin bir yara iyilesmesi
gozlenmistir. Bu grupta epitel rejenerasyonu, graniilasyon dokusu kalinligi, fibroblast
proliferasyonu, neovaskiilarizasyon gibi iyilesme parametrelerinde anlamli diizeyde artis;
inflamasyon diizeylerinde ise azalma tespit edilmistir. Ayrica VEGF pozitif hiicre oranlari
Grup III’te en yiiksek diizeyde bulunmus; bunu Grup II izlemis ve her iki grup da kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar, Grup
Il uygulamasinin yara iyilesmesini epitel ve graniilasyon dokusu gelisimini artirarak ve

VEGF aracili neovaskiilarizasyonu giiglendirerek destekledigini gostermektedir [151].
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Sun ve digerleri, yaptiklar1 bir c¢aligmada, siiliikklerden saflastirilmis bir 6ziit olan
“Shuxuetong (SXT)” enjeksiyonunun arka ekstremite iskemi modelinde anjiyogenez
iizerindeki etkilerini ve bu etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 arastirmislardir.
Calismada fareler kullanilmis ve sol femoral arter ligasyonu uygulanarak arka ekstremite
iskemisi olusturulmustur. Operasyon sonrasinda hayvanlar dort hafta boyunca farkli
gruplara ayrilmis; bu gruplara sirasiyla salin (kontrol), 10 mg/kg/giin cilostazol ve 37.5, 75
ile 150 mg/kg/giin dozlarinda SXT enjeksiyonu verilmistir. iskemi siddeti lazer Doppler
perfiizyon goriintiilleme sistemi ile degerlendirilmis; doku iyilesmesi ve kapiller yogunluk
ise histolojik ve immiinofloresan boyamalarla incelenmistir. Ayrica iskemik dokulardaki
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-A (VEGF-A) ve trombosit kaynakli biiytime faktorii-
BB (PDGF-BB) diizeyleri RT-PCR ve ELISA yo6ntemleriyle 6l¢iilmiistiir. Bulgular, SXT
enjeksiyonunun gastroknemius kasindaki kan akisini anlamlhi 6lgiide artirdigini, doku
hasarmi azalttigini ve kapiller yogunlugu yiikselterek anjiyogenezi destekledigini
gostermistir. Ayrica SXT nin VEGF-A ve PDGF-BB diizeylerini hem mRNA hem de
protein diizeyinde artirdig1 belirlenmistir. Calisma, SXT enjeksiyonunun iskemik
hastaliklarda terapdtik potansiyel tasidigini ve klinik uygulamalara yonelik 6nemli biyolojik

mekanizma verileri sundugunu gostermektedir [152].

Mousavian ve digerleri, yaptiklar: bir ¢calismada; serbest doku transferi sonrasinda goriilen
onemli komplikasyonlar incelenmis ve bu durumlarda siilik tedavisinin (hirudoterapi)
etkileri degerlendirilmistir. Hayvan deneyi yerine literatiir taramasi yapilmis ve ozellikle
vendz tikaniklik, konjesyon, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve trombiis olusumu gibi sorunlar
ele alimmistir. Calismada, siiliikk tedavisinin bu komplikasyonlari azaltmada yardimci
olabilecegi belirtilmis; tedavinin kan akisini artirici ve pihtt olusumunu engelleyici etkilerine
dikkat ¢ekilmistir. Ancak, bu yontemin her hasta i¢in uygun olmayabilecegi, bazi
durumlarda farkli yontemlerin tercih edilmesi gerekebilecegi de vurgulanmistir. Sonug
olarak, siiliik tedavisi serbest fleplerde destekleyici bir yontem olarak degerlendirilmektedir

[153].

Chen ve digerleri, yaptiklar1 ¢aligmada, iskelet kasinda I/R hasarina karsi Ginkgo biloba
ekstraktinin  (EGb761) koruyucu etkileri arastirilmistir. Sicanlar rastgele kontrol ve
EGb761’in farkli dozlarini (25/50/100/200 mg/kg) alan deney gruplarina ayrilmustir. Iki
saatlik turnike ile indiiklenen iskelet kas1 iskemisini takiben reperfiizyon uygulanmistir. Kan

ve kas doku 6rneklerinde inflamatuar belirtegler (IL-6, TNF-a), oksidatif stres gdstergeleri
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(NO, MDA, MPO) ve antioksidan diizeyleri (GSH) degerlendirilmistir. EGb761 tedavisi,
inflamasyon ve oksidatif stres belirteclerinde anlamli azalma ve histopatolojik olarak daha
az doku hasar1 ile sonuglanmistir. Bu bulgular, EGb761’in iskemik kas dokusunu koruyucu

etkileri oldugunu gostermektedir [154].

Literatiirde ayrica iskemik durumlarda siiliik ve farkli alternatif tedavi yontemlerinin

incelendigi insan ¢alismalari da vardir.

Resch ve digerleri, nin yaptiklari retrospektif gozlemsel ¢alismada, arteriyel malperfiizyona
bagl akut ekstremite iskemisi gelisen ve tedaviye direncli olan pediatrik yogun bakim
hastalarinda hirudoterapinin etkinligi ve sonuglari degerlendirilmistir. Calismaya 7 ¢ocuk
hasta dahil edilmis, leech uygulamasinin ortalama baslama siiresi iskeminin fark
edilmesinden sonra 3 giin, uygulama siiresi ise ortalama 3.9 giin olarak bildirilmistir. Bes
hastada kanama nedeniyle tedavi sonlandirilmistir. Mortalite oran1 %57 olarak bildirilmis ve
tiim Olimler ¢oklu organ yetmezligine bagh gergeklesmistir. Sag kalan ii¢ hastanin dort
ekstremitesinde kismi amputasyon gerekmistir. Leech uygulamasina bagli kan kaybi ve
transfiizyon ihtiyaci artmistir. Bulgular, hirudoterapinin arteriyel kaynakli ekstremite
iskemilerinde dikkatle ve belirlenmis protokoller ¢ercevesinde kullanilmasi gerektigini
gostermektedir. Bu calismada elde edilen veriler, tedavinin standart hale getirilmesi igin

daha genis ve prospektif caligmalara ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir [155].

Afify ve digerleri, yaptiklari ¢alismada, periferik arter hastaligi (PAD) ve ekstremite iskemi
tedavisinde hirudoterapinin etkisini incelemistir. PAD, diinya genelinde 6nemli bir
morbidite ve mortalite nedeni olup, ekstremite iskemisi ciddi dinlenme agrilari, uyusukluk
ve bacaklarda ya da ayaklarda nabiz kayb1 gibi belirtilere yol agmaktadir. Calismada, asagi
bacak amputasyonu onerilen bir hasta, tibbi tedaviye yanitsizlik ve cerrahi miidahaleye
ragmen kendi kendine hirudoterapi uygulayarak belirtilerinde onemli bir iyilesme
gozlemistir. Alt1 ay siiresince devam eden tedavi sonrasi agrilarinin, yanma hissinin ve
uyusuklugunun belirgin sekilde azaldig: bildirilmistir. Bu bulgular, periferik arter hastaligi
ve ekstremite iskemisi tedavisinde alternatif bir yontem olarak hirudoterapinin potansiyel
faydalarini ortaya koymaktadir. Ancak, tedavinin etkinligi ve uzun vadeli sonuglart hakkinda

daha fazla veri toplamak i¢in kapsamli ¢aligmalar gereklidir [156].
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Li ve digerleri, yaptiklar1 ¢alismada, akut iskemik inme tedavisinde hirudinin etkisi
incelenmistir. Caligma, orta serebral arter tikanikligi/reperfiizyon modelinde fareler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Hirudin, doz bagimli olarak serebral infarktiis alanini
kisitlamis ve 40 mg/kg dozunda hareket bozukluklarini belirgin sekilde iyilestirmistir.
Hirudin, siiliiklerin tiikiiriik bezlerinde dogal olarak bulunan, kan1 antikoagiilan 6zelligi olan
bir peptittir. Bu ¢alismanin bulgulari, hirudinin akut iskemik inme tedavisinde umut verici

bir ajan oldugunu gostermektedir [157].

Bu tez calismasinda I/R’nun diizeltilmesinde, alternatif tedavi yontemi olarak tibbi siiliik
tedavisinin etkinligi alt ekstremitede incelenmis, siiliikk tedavisinin I/R modelinden 6nce ve
I/R modelinden sonra uygulanarak karsilastirmali bigimde degerlendirilmistir. Boylece
tedavi zamanlamasinin biyokimyasal ve histopatolojik yanitlar iizerindeki olas1 farkliliklar
gozlenebilmistir. Ayrica calismada ayr1 bir /R modelinin olmast gruplar arasinda
karsilastirmay1 net bir sekilde yapilabilirligini saglamistir. Ozellikle histopatolojik olarak
yapilan incelemelerde 6dem, dejenerasyon, nekroz ve inflamasyon skorlariin efektif bir
sekilde diizeldigi gozlemlenmistir. Bilimsel literatiirlerde tibbi siiliikk tedavisinin iskemi
iizerindeki etkinligi arastirilmistir, yine de farkli modellerde ve 6zellikle iskelet kas iskemisi

hakkinda stiliikk tedavisinin etkinligi hakkinda daha ¢ok bilimsel ¢alismaya ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu deneysel calisma ile alt ekstremite I/R hasar1 sonrasinda tibbi siiliik tedavisinin
biyokimyasal ve histopatolojik parametreler tizerindeki etkilerini inceledik. Serum ve kas
doku &rneklerinde SOD, TNF-a, IL-6, NO, CGRP, GPx, IMA, HIF-1a, CAT ve EDN-1
biyokimyasal parametreleri analiz edildi. Gastroknemius kas doku orneklerinde 6dem,
dejenerasyon, nekroz ve inflamasyon skorlarma ait degisiklikler histolojik analiz ile

degerlendirildi.

Calismamiz, 6zellikle I/R hasarini azaltma konusunda tibbi siiliik tedavisinin umut vadeden
sonuclarini ortaya koymaktadir. Caligmamizin sonuglarina gére hem I/R sonrasi hem de I/R
oncesi yapilan tibbi siiliikk tedavisinin iskemiyi azaltmada etkin bir tedavi yontemi oldugu
diistiniilmektedir. Bu c¢alisma alt ekstremite I/R hasarinin tedavisinde tibbi siiliik
uygulamasinin kullanilabilecegini ve gelecekte bu alanda yapilacak yeni ¢aligmalara 151k

tutabilecegini bildirmektedir.
6.1. Sonuclar

6.1.1. Serum orneklerine ait sonuclar

1. Serum SOD parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlaml
diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,846).

2. Serum TNF-a parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak
anlamli diizeyde fark kaydedilmistir, (p=0,047). TNF-o diizeyi; I/R grubunda
Tedavi+I/R, I/R+Tedavi ve sham grubuna gore anlamli diizeyde diisiik belirlenmistir, (p
degerleri sirasiyla; p=0,045; p=0,017; p=0,015).

3. Serum IL-6 parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlamli
diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,213).

4. Serum NO parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlaml
diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,383).

5. Serum CGRP parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak
anlamli diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,939).

6. Serum GPX parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlamli

diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,767).
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10.

Serum IMA parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlaml
diizeyde fark tespit edilememistir, (p=0,414).

Serum HIF-1 Alfa parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak
anlamli diizeyde fark tespit edilememistir, (p=0,241)

Serum CAT parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlaml
diizeyde fark tespit edilememistir, (p=0,493).

Serum EDN-1 parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak

anlaml diizeyde fark tespit edilememistir, (p=0,490).

6.1.2. Doku érneklerine ait sonuclar

10.

Doku SOD parametresinin deney gruplar arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlamli
diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,103).

Doku TNF-o parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak
anlamli1 diizeyde fark edilmemistir, (p=0,340).

Doku IL-6 parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki fark tespit
edilmistir (p=0,038). IL-6 diizeyi; I/R grubunda Sham grubuna goére anlamli diizeyde
diisiik belirlenmistir, (p=0,025).

Doku NO parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlamli
diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,091).

Doku CGRP parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak
anlamh diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,753).

Doku GPX parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlaml
diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,900).

Doku IMA parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlamli
diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,852).

Doku HIF-1 Alfa parametresinin deney gruplart arasinda dagiliminda istatistiki olarak
anlamli diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,612).

Doku CAT parametresinin deney gruplar1 arasinda dagiliminda istatistiki olarak anlamli
diizeyde fark tespit edilmistir, (p=0,011). CAT diizeyi; Tedavi+I/R grubunda I/R+Tedavi
grubuna gore diigiik belirlenmistir, (p=0,011).

Doku EDN-1 parametresinin deney gruplari arasinda dagiliminda istatistiki olarak

anlamh diizeyde fark tespit edilmemistir, (p=0,204).
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6.1.3. Histoloji 6rneklerine ait sonuglar

1. Deney gruplarn arasinda odem skoru; Tedavi+I/R (0,00+0,00) ve I/R+Tedavi
(0,66+0,21) grubunda I/R grubuna (1,33+0,33) gore anlamli diizeyde diisiik belirlendi
(<0,001, 0,030 sirasiyla).

2. Deney gruplar1 arasinda dejenerasyon skoru; Tedavi+l/R grubunda (0,60+0,24) ve
I/R+Tedavi grubunda (2,00+0,00) I/R grubuna (3,00+0,00) gére anlamli diizeyde diisiik
belirlendi (<0,001, <0,001 sirasiyla).

3. Deney gruplari arasinda nekroz skoru; Tedavi+l/R grubunda (0,40+0,24) ve I/R+Tedavi
grubunda (1,33+0,21) I/R grubuna (2,00+£0,00) goére anlamli diizeyde diisiik belirlendi
(<0,001, 0,024 sirasiyla).

4. Deney gruplart arasinda inflamasyon skoru; Tedavi+I/R (0,20+0,20) ve I/R+Tedavi
(0,33+0,21) grubunda I/R grubuna (3,00+0,00) gore anlaml diizeyde diisiik belirlendi
(<0,001, <0,001 sirastyla).
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