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SIMGELER VE KISALTMALAR

AA: Arasidonik asit

AlIR: Aortik iskemi reperfiizyon

ATP: Adenozin trifosfat

ADM: Adrenomedullin

cAMP: Siklik adenozin monofosfat

cGMP: Siklik guanozin monofosfat

CK: Kreatin kinaz

DNA: Deoksiribontikleik asit

ER: Endoplazmik retikulum

FGF 7: Fibroblast biiyiime faktorii

GPO: Glutatyon peroksidaz

HE: Hematoksilen eosin

HIF-1: Hipoksi indiikleyici faktoér — 1(Hypoxia inducable
factor-1)

5-HPETE-3: 5-hidroperoksieikosatetranoik asid-3

H202: Hidrojen peroksit



I-R:

IR:

IRH:

TAA:

IHC:

IL:

KAT:

LDH:

LFA:

MDA:

MODS:

MPO:

NADPH:

NF -kB:

NO:

02

OH

Iskemi-reperfiizyon

Iskemi reperfiizyon

Iskemi reperfiizyon hasari

Infrarenal abdominal aorta
Immiinohistokimyasal

Interldkin

Katalaz

Laktat dehidrogenaz

Lokosit fonksiyonu ile ilgili antijen
Malondialdehid

Multipl organ disfonksiyon sendromu
Miyeloperoksidaz

Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat hidrojen
Niikleer faktor-kappaB

Nitrik oksit

Stiperoksit anyonu radikali

Hidroksil iyonu radikali



ONOO : Peroksinitrit radikali

PAF: Platelet aktive edici faktor

PAS: per-ARNT-sim

RNA: Riboniikleik asit

SIRS: Sistemik inflamatuar yanit sendromu
SR: Serbest radikal

SOD: Stiper oksit dismutaz

SOR: Serbest oksijen radikalleri

TGF: Transforme edici biiytime faktorii
TNF - a: Tlimor nekroz faktor alfa

VEGF: Vaskiiler endoteliyal biliylime faktorii



1.GIRIS

Iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRH) koroner arter hastaliklari, trombolitik
tedavi, balon anjiyoplasti, kardiyopulmoner bypass, okliizif arter hastaliklari, aort
/ periferik arter klempleme, inme, turnike uygulamasi, organ transplantasyonu,
miyokiitan6z doku transferi ve ampute olmus dokunun replantasyonu gibi klinik
durumlarda karsilagilan bir durumdur (1). Hastanin morbidite ve mortalitesini
iyilestirmek adma, IRH’nin onlenmesi ve/veya olumsuz sonuglarmin en aza
indirilmesi i¢in degisik tedavi araglarinin gelistirilmesi 6nemli bir arastirma alani

olmustur.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin  tedavisinde amag, dokularin temel
gereksinimlerini  karsilayabilmek icin, dolagim biitiinligi ve siirekliligini
saglamaktir. Dolasimi kesintiye ugrayarak iskemik kalan canli dokuda, dolagim
tekrar saglandiginda olusan reperfiizyonun neden oldugu zararh etkiler, iskemik
hasardan daha genis capli ve daha ciddidir. Iskemik dokunun kiitlesi, bir
ekstremitenin tiimii ya da genis bir kismin1 kapsadiginda reperfiizyon yalnizca
lokal doku zedelenmesine degil, aynt zamanda uzak organ hasarina da yol
acabilmektedir. Iskemi ve reperfiizyon siirecinde hasarin biiyiik béliimiiniin
reperflizyon periyodunda olustugu ve doku hasarindan reaktif oksijen
radikallerinin sorumlu oldugu bilinmektedir (2).

Iskemiye bagli hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile
orantilt olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti, differansiyasyonu, kan
ihtiyac1 ve metabolizmasina gore farklilik gosterir. Iskemiye baz1 dokular (kemik

ve deri) direngliyken bazilar (iskelet kasi1 ve barsak mukozasi) ise hassastir.
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Ancak uzun siireli iskemi hiicrelerde sisme, asidoz, iyon dagilim degisiklikleri
(hiicre i¢i kalsiyum/sodyum oraninda artis), artmis hipoksantin seviyesi, adenozin
trifosfat (ATP) / fosfokreatin ve glutatyon diizeylerinde azalma, artmis adenozin
sinyal aktivitesi, membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigii kaybu,
niikleotid fosfohidrolizi (CD39 ve CD73 yoluyla) ve hipoksi indiikleyici faktor 1
(hypoxia inducable factor-1 (HIF-1)) cekirdek translokasyonu / stabilizasyonu
gibi hiicre metabolizmas1 ve iskelet yapisini ilgilendiren birgok degisime neden
olur (3,4). Mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre zar1 hasarinin siddeti, reperfiizyon
sonras1 iskemik doku hasarinin geri doniisiimlii veya geri doniistimsiiz oldugunu
belirler (5). Dolayisiyla uzun siireli iskemi reperfiizyonla siddetlenen ciddi hiicre
hasarina neden olarak hiicre 6liimiiyle sonuglanir (6,7). Reperfiizyon hasari ilk kez
1975 yilinda Cerra tarafindan tanimlanmistir (8). Iskemiye bagh hasarin geri
dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak olmakla birlikte, paradoksal
olarak, reperflizyon sonrasi saglanan oksijen ve metabolitler doku hasarinin
artisina neden olur. Hiicresel sisme, hiicre iskeleti degisiklikleri ve segici
mikrovaskiiler gecirgenlik kaybi reperfiizyona bagli hasarin karakteristik
Ozellikleridir. Bu mekanizmalar, doku 6demi ve kapiller kan akiminda azalmaya
neden olur (9). IRH’na bagli mikrovaskiiler disfonksiyonda; endotel hiicre
degisikliklerine ikincil gelismis, endotel bariyer disfonksiyonu, vaskiiler tonus
degisikligi ve artmis sitokin adezyon molekiil ifadesi goriiliir. Ozellikle
reperfiizyon periyoduyla birlikte; nitrik oksit (NO) biyoyararlamimdaki azalmaya
bagl arteriolar vazodilatasyon bozuklugu, inflamatuar ve adezyon molekiilleri

artisgina bagli arteryel kilcallarda kapanma (“no reflow”) ve lokosit birikimine



(artmis oksidatif hasar) bagli vendz kapillerlerde gecirgenlik artis1 ve doku 6demi
goriiliir (3).

Reperfiizyonla birlikte sistemik dolasima ¢ikan inflamatuar aracilar, uzak
organ endotel hiicre aktivasyonu ve mikrovaskiiler disfonksiyona neden olurlar.
IRH’na bagli uzak organ hasarinda, ksantin oksidaz, 16kosit-endotel etkilesimi ve
inflamatuar aracilar onemli rol oynar. Yaygin uzak organ hasari durumunda
yuksek mortalite ile seyreden Multi Organ Fonksiyon Bozuklugu (multiple organ
dysfunction syndrome; MODS) veya Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu
(systemic inflamatory response syndrome; SIRS) gelisebilir (6).

Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorleri Stiper Ailesi’nin {iyesi olan
Vaskiiler Endoteliyal Biiytime Faktorii (VEGF) ailesi, 6zellikle endotel hiicreleri
i¢cin Ozgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiylime faktorii ailesidir (10).
VEGF sentezi yetiskinde; akcigerde alveolar hiicrelerde, bobrek glomeriillerinde,
proksimal tiibiillerde, diisiik seviyede de karaciger hepatositleri ve beyinde
gosterilmistir.  VEGF endotel hiicresinin; proliferasyonuna, migrasyonuna
differansiyasyonuna sebep olur (11). VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de
yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez i¢in 6nemli ve gereklidir (12). Hipoksi,
VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiyogenezi baslatan en etkili
stimuluslardan biridir. Hipoksinin yaninda azalan pH ve sitokinler ile de VEGF
ekspresyonu artmaktadir (13). Literatiirde farkli dokularda iskemik reperfiizyon
hasarinin etkilerinin azaltilmas1 amaci ile bu ajan kullanilmis ve fayda sagladigi
gosterilmistir. Bu durum, ajanin vaskiilogenez ve anjiyogenez etkilerinin yaninda

sahip oldugu antioksidan ve vazodilatator etkinlikleri ile agiklanmustir.



Adrenomedullin  (ADM), feokromositoma ve adrenal medulla
hiicrelerinden izole edilmis, yakin bir zamanda tanimlanmis 52 aminoasitlik bir
peptiddir (14). Viicut dagiliminin ¢ok genis oldugu bilinen bu peptidin sivi
elektrolit homeostazini saglamanin yani sira giiglii vazodilatator etkisi mevcuttur.
Bu etkiyi nitrik oksid tarafindan indiiklenen cAMP ve c¢GMP gibi ikincil
mesajcilar lizerinden saglamaktadir. Literatiirde farklt dokularda iskemik
reperfiizyon hasarinin etkilerinin azaltilmasi amaci ile bu ajan kullanilmis ve
fayda sagladigi gosterilmistir (15,16).

Bu calismanin amaci vaskiilogenez ve anjiyogenez etkilerinin oldugu
bilinen, bazi dokularin iskemik reperfiizyon hasarlanmasinda antioksidan
aktivitesi gosterilmis bir ajan olan VEGF’lin ve giiclii bir vazodilatator oldugu
bilinen, baz1 dokularin iskemik reperfiizyon hasarlanmasinda da antioksidan
aktivitesi yeni yeni goOsterilmeye baglanmis bir ajan olan adrenomedullinin
deneysel alt ekstremite iskelet kasi iskemik reperfiizyon hasar1 iizerindeki

etkinligini degerlendirmektir.
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2.GENEL BIiLGILER

2.1. Iskemi

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan gereksiniminin
perfliizyon bozukluguna bagli dolasim tarafindan saglanamamasi ve bu siiregte
olugan atik iriinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi olarak
tanimlanir. Hipoksi ise dokuya yetersiz oksijen sunumu seklinde tarif edilebilir.
Hipoksinin en sik goriilen nedeni iskemidir. Her iki durum da IRH nin ilk kismini
olusturmakta ve metabolizmanin anaerobik yone kaymasiyla karakterizedir (17).
Ancak iskemide, hem metabolit yetersizligi hem de atik iiriin birikimi nedeniyle,
glikoliz metabolizmas1 hipoksiye oranla daha erken sonlanir ve hasar ¢ok daha
erken olusur (4). Oksijen hemostazi insan fizyolojisinde hayati Onem tasir.
Oksidatif fosforilasyon sirasinda ATP sentezi i¢in kullanilan oksijen ayni
zamanda hiicresel lipid, niikleik asit ve proteinlerdeki oksidatif hasar
mekanizmalarinda da rol oynar. Dolayisiyla, protein sentezi ve aktivitesini kontrol
eden kisa ve uzun donem mekanizmalarla hiicresel ve sistemik oksijen
konsantrasyonlarinin dengelenmesi oksijen biyoyararlanimi agisindan dnemlidir
(18). Iskemi, akut (akut miyokard infarktiisii) veya kronik (periferik arter
hastalig1) olabilir. Soguk iskemi ile viicut disinda olusan doku iskemisi (donor
organ) kastedilir. Sicak iskemi ise viicut i¢indeki doku iskemisidir. Dokularin
sicak ve soguk iskemiye olan yanitlart farkli olup, sicak iskemide en c¢ok
hepatositler, soguk iskemide ise en ¢ok endotel ve Kupffer hiicreleri etkilenir.
(19). Iskemiye bagli hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili

olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyaci

11



ve metabolizmasima goére farklilik gosterir (4). Sonug olarak, hiicresel enerji
depolarindaki azalma ve toksik metabolit birikimi hiicre dliimiine yol agar (6,7).
Hipoksik dokunun c¢esitli molekiiler mekanizmalarla yetersiz oksijenasyona
fizyolojik reaksiyonlar olusturabilmesi, VEGF sentezini kontrol edebilmesiyle
olusur. VEGF, anjiogenezde 6nemli rol oynar. Hipokside, yeterli doku perflizyonu
saglanabilmesi i¢in, hem VEGF sentezi (transkripsiyonel mekanizma) artar hem
de VEGF yikimi (mRNA stabilizasyonu) azalarak doku VEGF mRNA diizeyi
artar. Hipoksik doku hasarinda diger tim protein sentezleri azalirken, VEGF
mRNA translokasyonu devam etmektedir (20). VEGF mRNA transkripsiyonu,
HIF-1’in insan VEGF geni 5I-transkripsiyonel boliimiiyle etkilesime girmesi
sonucu aktive olur (21). HIF-1, basit bir heliks-halka-heliks per-ARNT-sim (PAS)
protein olup, HIF-1 alfa ve HIF-1 beta alt {nitelerinden olusur. Hipoksi
durumunda, HIF-1 protein seviyesi hizli sekilde artarken, doku iskemisi ortadan
kaldirildiginda, hiicreler tarafindan sentezi baskilanir. Dolayisiyla hipokside,
hiicre ¢ekirdegi HIF-1 alfa proteini birikerek HIF-1 beta protein ile dimerlesir ve
cekirdek deoksiriboniikleik asit (DNA) 51 CGTG 31 sirasina baglanarak VEGF
transkripsiyonunu aktive eder (22). Sonug olarak, uzun siireli doku iskemisinde;
hiicresel sisme, asidoz, iyon dagilim degisiklikleri (hiicre i¢i kalsiyum/sodyum
oraninda artig), hipoksantin seviyesi artis1, adenozin trifosfat (ATP) / fosfokreatin
ve glutation diizeyi azalmasi, adenozin sinyal aktivitesi artisi, membran potansiyel
degisiklikleri, iskelet biitiinliigii kaybi, niikleotid fosfohidrolizi (CD39 ve CD73
yoluyla) ve HIF-1 ¢ekirdek translokasyonu ile stabilizasyonu gibi hiicre

metabolizmasi ve iskelet yapisini ilgilendiren bir¢ok degisim meydana gelir (3,4).
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Zedeleyici ajan

0

Mitokondri Endoplazmik
retikulum

Sitoplazmik Cat** artisi
| g
ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endoniikleaz
ATP Fosfolipit Membran ve
azalmasi azalmasi hiicre iskelet
proteinlerinin

parcalanmasi

Sekil 1: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin kaynaklar1 ve

sonuglari. (23)

Geri Doniisiimlii Zedelenme

Hipoksi, oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu etkileyerek,
ATP ve fosfokreatin depolarinda azalmaya neden olur. Mevcut ATP sirasiyla
adenozindifosfat, adenozinmonofosfat, inozin ve hipoksantin’e yikilir. Olusan ve

birikken bu metabolitler fosfofruktokinaz enzimini uyararak hiicresel
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metabolizmanin anaerobik yone kaymasina neden olur. Bu metabolik degisim,
daha fazla glikojen kullanimi ve daha az ATP {iretimi (aerobik solunumla elde
edilen miktarin yaklasik %7’si) ile sonuglanir (24). Dolayisiyla doku glikojen
depolar1 hizla tiikenir. Iskeminin devam etmesi, hipoksantin ve anaerobik glikoliz
iiriinlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu, inorganik fosfatlar) hiicre i¢inde birikimi,
asidozda artis ve dolayisiyla enzim ve protein hasariyla sonuglanir (25). ATP
depolarindaki azalma, ATP bagimli hiicre zar1 pompalarinda fonksiyon
bozukluguna neden olarak, hiicre dis1 potasyum kayb1 ve hiicre i¢i ani sodyum
kalsiyum-kloriir artisina ikincil hiicresel sismeyle sonuglanir. Bu hidropik
degisiklik, inorganik fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleotidleri gibi metabolitlerin
birikimi sonucu artan osmotik yiikle daha da belirginlesir (26). Hiicresel sisme,
makroskopik olarak organ renginde solma ve agirhi@inda artisla, mikroskopik
olarak  ise  sitoplazmada  berrak  vakuoller = olusumuyla  (hidropik
degisiklik/vakuoler dejenerasyon) kendini gosterir (4). Sonrasinda, ribozomlarin
graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarin
olusumu ile protein sentezinde azalma olusur. Hipoksi diizelmez ise mitokondri
fonksiyonunda kotlilesme ve membran gecirgenliginde artisa bagli hiicresel sisme
ve fosfolipidden zengin dansiteler ile karakterize morfolojik bozulma goriiliir.
Hiicresel iskelet; mikrovillus gibi yapisal 6zelliklerin kaybi, hiicreler arasindaki
baglarin gevsemesi ve hiicre yiizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Hiicre
cekirdegi graniiler ve fibriller elemanlarinda dagilma meydana gelir. Osmotik
regiilasyon kayb1 sonucunda mitokondri, endoplazmik retikulum ve hemen hemen

tim hiicre organellerinde hidropik degisiklikler olusur (4). Doku iskemisi
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sirasinda bagka bir¢ok mekanizma daha aktive olur. Niikleer faktor-kappa B (NF-
kB) aktivasyonuyla, iltihabi aracilarin ve adezyon molekiillerinin (6zellikle
ICAM-1 ve E-selektin) sentezinde artis olur. Adezyon molekiillerindeki bu artis,
iltihabi iskemik alan 16kosit adezyonunu arttirir. Endotel tarafindan sentezlenen
NO inaktivasyonu vazokonstriksiyona neden olur. Arasidonik asit kaskadinda
dengenin prostasiklin aleyhine donmesi ise hem vazokonstriksiyon hem de
platelet aktivasyonuyla sonuglanir. Oksijen NO sentezi i¢in de gerekli olup,
iskemik dokuda NO seviyesinde azalma goriiliir. Bunlara ek olarak kompleman
sistem aktivasyonu ve Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) sentez artis1 gergeklesir.
Dolayisiyla iskemi, dokuyu reperfiizyon hasarma karsi daha hassas bir duruma
getirir. Eger doku perfiizyonu diizelirse tiim bu degisimler geri doniisiimlii olup

iskeminin devami durumunda geri doniisiimsiiz zedelenme ile sonuglanir (27).

Geri Doniisiimsiiz Zedelenme

Kritik iskemi zamani, doku canlili§inin siirdiiriilebildigi maksimum iskemi
siiresi olarak tarif edilir. Ortalama kritik iskemi siiresi ise, %50 doku kaybina
neden olan iskemik zaman donemidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve
adaptasyon mekanizmalarina gore kritik iskemi siiresi farklilik gostermekle
birlikte uzun stireli iskemide geri doniisiimsiiz hasar ve nekroz kagmilmazdir
(3,17). Hipoksi sonucunda gelisen mitokondri fonksiyon bozuklugu (oksidatif
fosforilasyon yetersizligine bagli ATP depolarinda azalma) ve hiicre zar1 hasarinin
doku oksijenasyonunun yeniden saglanmasima ragmen diizeltilememesi geri

doniisiimsiliz hasarin en 6nemli gostergesidir (5,28).
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Bu donemde mitokondriyal vakuolizasyon artist ve matriks ici
kalsiyumdan zengin yogunluk birikimi olusur. Hiicresel zarlarin tliimiinde
gergeklesen hasar; hiicre organelleri ve hiicrede sisme, protein, esansiyel koenzim
ve riboniikleik asit kaybi, ATP sentezinde kullanilan metabolitlerin
depolanamamasina bagl yiiksek enerjili fosfat depolarinda azalma ve interstisyel
alandaki makromolekiillerin hiicre i¢ine gegisiyle sonuglanir. Lizozomal membran
hasar1 enzimlerin sitoplazma igine sizmasina yol acar. Asit hidrolazlar, diisiik
sitoplazmik pH’da, tiim hiicresel elemanlarin enzimatik yikimina neden olurlar.
Lizozomol sindirim, hiicre 6liimii sonrasi, interstisyel alanda dahi devam eder.
Sonrasinda o6li hiicreler fosfolipid kitleler sekline donerek “myelin sekiller”
olarak tanimlanirlar. Bu fosfolipid kitleler yag asitlerine parcalanir veya
fagositoza ugrayarak ortadan uzaklastirilir. Olusmus yag asitlerinin kalsifikasyonu
ise kalsiyum sabunlarinin olusumuyla sonuglanir. Hiicrelere has proteinlerin hiicre
zar1 hasar1 veya hiicre 6liimiiyle sistemik dolagima ge¢mesi ve bunlarin kan serum
orneklerinde gdsterilmesi spesifik doku hasar1 tespitinde onemlidir. Ornegin,
miyokard infarktiisii tan1 ve takibinde miyokard dokusuna 6zgii kreatin kinaz ve
troponin izoformu 6l¢timleri onemlidir (4).

Geri Doniistimsiiz Zedelenme Mekanizmalari:

a) Membran fosfolipid kayb1: Hiicre zar1 membran fosfolipidleri, hem yikim artis1
(artmus hiicre i¢i kalsiyum ile aktive olmus fosfolipazlar) hem de sentez azalmasi
(ATP bagimli reagilasyon ve sentez azalmasi) sonucunda azalir.

b) Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre zarinin iskeletten ayrilip yirtilmasi, artmis

hiicre i¢i kalsiyum ile aktiflegsen proteazlar ve hiicre sismesi sonucu olusur.
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c¢) Toksik oksijen radikalleri
d) Lipid yikim iirlinleri

Bu zedelenme mekanizmalariyla 4 ana sistem olan hiicre zar1 biitiinliigii,
oksidatif fosforilasyon, protein sentezi ve hiicrenin genetik aparati etkilenir. Geri
doniistimsiiz  hiicre zedelenmesinin en Onemli unsuru artmig hiicre zari
gecirgenligi  olup hacim regiilasyon bozuklugu, hiicre i¢i ve disina
makromolekiillerin artmis hareketi ve hiicre zar1 yapisal bozukluguna neden olur
(29). Fosfolipid yikim iirlinleri membran iizerinde deterjan etkisi yaparlar.
Bozulmus oksidatif fosforilasyon ve azalmis hiicre ici ATP depolarina bagh
gelisen membran iyon pompa disfonksiyonu hiicre i¢i kalsiyum miktarinda ani
yukselise neden olur. Bu yiikselise organellerden salinan kalsiyum da katkida
bulunur. Artmis hiicre i¢i kalsiyum birgok enzimatik sistemde [fosfolipazlar
(membran hasar1), proteazlar (membran ve hiicre iskeleti hasar1), ATPazlar (ATP
yikimi) ve endontikleazlar (kromatin yikimi)] aktivasyon olusturur (30). Hiicresel
fonksiyonlar hiicre oliimiinden 6nce kaybolur. Hasarin morfolojik goriiniimii,
kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisiimsiiz hasar
oturduktan ¢ok sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar iginde
goriilebilen geri doniisiimlii bir hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika
iginde 151k mikroskobunda goriilebilirken, hiicre o6liimii ancak 10-12 saatte

belirgin hale gelir (4).
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Ozet olarak geri doniisiimsiiz zedelenme;

1) Hiicre zar hasar1 sonucu protein, enzim, koenzim, riboniikleik asit ve yiiksek
enerjili fosfat kayba,

i1) Mitokondri matriksinde amorf, diizensiz kalsiyum yogunluklarinin birikimi,

iii) Lizozomal zarlarda hasar ve lizozomal enzimlerin sitoplazmaya c¢ikmasi
sonucu organellerin sindirilmesi, 6lii hiicrelerin fagositozu veya yag asitlerine
donilisiimii. Yag asitlerinin kalsifikasyonu ve kalsiyum sabunu olusumu ile

karakterizedir (31).

2.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuda, hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in, yeniden kan akiminin saglanmasi gerekir. Ancak
iskemik dokunun reperfiizyonu bir dizi olayin baglamasi ile paradoksal olarak
doku hasarma yol acgar (32). Reperfiizyon doneminde dokuda nétrofil
infiltrasyonu, kompleman sisteminin aktivasyonu, kalsiyum aracili proteazlarin
aktivasyonu, arasidonik asit (AA) metabolizmas1 gibi pek ¢ok sistem, serbest
radikal (SR) olusumunu artirarak, hasara neden olmaktadir (32). Sok, yanik,
sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile iskemi ve bu
durumlarin diizeltilmesi ile de reperfiizyon hasari ortaya c¢ikmaktadir (32,33).
Serebrovaskiiler olaylarda, miyokard enfarktiisiinde uygulanan trombolitik tedavi
veya revaskilarizasyon ameliyatlar1 da yine reperflizyon hasarina neden
olmaktadir (32). Travmalarda ve travma cerrahilerinde hipovolemi ya da kanama

kontrolii nedeniyle yapilan klemp, tampon uygulamalar1 iskemiye neden olurken,

18



resusitasyon sonrast mutlak bir reperfiizyon ile yine IRH glindeme gelmektedir
(32,33). Kardiovaskiiler cerrahide aort ya da periferik arter klemp uygulamasi
sonras1 ortaya c¢ikan tablo IRH ile karakterizedir. Transplantasyon cerrahisinde
kacinilmaz olarak transplante edilecek organin iskemi ve reperfiizyonu soz
konusu olup, olusan hasar greft fonksiyonlari etkilemektedir. Ozetle neredeyse
biitlin cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunu takip eden bir
reperfiizyon periyodu vardir (32). Daha 6nce de belirtildigi gibi iskemik dokularin
reperfiizyonu, toksik serbest oksijen radikali (SOR) olusumuna yol acar. Bunlar
stiperoksit anyonlar (O2 ), hidroksil radikalleri (OH ), hipoklorik asit (HOCI),
hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir (33). Oksijen
kokenli serbest radikal (SR) araciligi ile olusan hasarda ilk basamak, ksantin
oksidaz kékenli O2™ anyonlarmin iiretilmesidir (34). Iskemi sirasinda hiicresel
ATP, hipoksantin olusturmak tizere indirgenir. Normal kosullarda hipoksantin,
ksantin dehidrogenaz yardimiyla ksantine oksidize edilir. Ancak iskemi sirasinda
ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza doniistiiriiliir. Substrat olarak nikotinamid
adenin diniikleotid kullanan ksantin dehidrogenazin tersine, ksantin oksidaz
oksijeni kullanir ve bundan dolay1 iskemi sirasinda hipoksantinin ksantine
doniisiimiini katalize edemez ve buda hipoksantinin dokuda asir1 seviyelere
c¢ikmasina yol acar. Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda, fazla miktardaki
hipoksantinin ksantin oksidaz ile doniistiiriilmesi toksik SOR olusumu ile
sonuglanir (33). Selliiler ve subselliiler membranlarin lipid peroksidasyonu da,
oksijen kokenli SR’in artirdig1 hiicre hasarinda 6nemli bir mekanizmadir (35).

Hiicre membranlar igerisinde poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonu,
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hiicresel biitiinliik ve fonksiyon kaybi ile sonuglanabilir. Bu durum tek basina

OH radikalleri ile baslatilabilecegi gibi, uygun bir selator varhginda O2 ile de

baslatilabilir (23).
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2.3. Iskemi Reperfiizyon Sonrasi Olusan iskelet Kas1 Hasar

Tarihge

1881 yilinda Volkman tarafindan tariflenen ve kemik kirigimi takiben
olusmus iskemik Kkontraktiir, muhtemelen belirlenmis ilk kas iskemisi
komplikasyonudur. Yapilan hayvan deneylerinde; 1926°da Jepson, alt
ekstremiteye turnike uygulanimi sonrasi 6dem olustugunu, 1945°de ise Dennis,
olusan bu Odeme fasyotomi ile miidahelenin klinik diizelme sagladigini
gostermislerdir. Ancak fasyotomi popiilerligini, 1964’de Patven, Pavlos ve Shires
tarafindan 76 iskemik alt ekstremite hastasinda kas odemini ¢ozmek icin
kullanildiginda elde etmistir (37). Sok sonrasi toksik molekiil olusumunun, ilk kez
1920 yilinda Cannon tarafindan tariflenmesi, reperfiizyon hasarinda ilk adim
olmustur. 1937°de ise Husveldt ve Bjering tarafindan travmatik soku takiben
bobrek hasari tariflenmistir. Ikinci Diinya Savasi sonrasi Bywaters tarafindan
yayinlanan genis bir seride ekstremite ezilmesini takiben olusan bobrek
yetmezligi tablosu ile reperfiizyon hasari iizerinde durulmustur (37). Iskemik
ekstremite revaskiilarizasyonu ile olusabilecek risk, ilk kez 1960 yilinda
Haimovici tarafindan “Miyonefropatik-metabolik Sendrom” olarak tariflenmistir
(38). 1969 yilinda, iskemik ekstremite revaskiilarizasyonunu takiben %85’lik
mortalite  tariflenmis olup Haimovici’den farkli olarak mortalitenin

kardiyopulmoner nedenlere bagh olustugu gézlenmistir (39).
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Ekstremite Iskemi Reperfiizyonunun Patofizyolojisi

Iskemiye karsi olan tolerans dokunun tiiriine ve kollateral dolasim
varligina gore degisir. Normotermik doku iskemisinde geri doniisiimsiiz hasar;
kasta 4. saatte, sinirde 8. saatte, yag dokusunda 24. saatte ve kemikte yaklasik 4.
giinde olusur (37).

a) Kas degisiklikleri:

Iskelet kasi, ekstremiteyi olusturan primer kiitle olup aym zamanda
iskemik hasara en hassas dokudur. Dolayisiyla iskelet kasi hasar1 ekstremite
reperfiizyon hasarinin en 6nemli boliimiinii olusturur (37). Kas 6liimii sonrasi
makroskopik ve mikroskopik degisiklikler minimal oldugundan kas O&liim
zamanii belirtmek zordur. Iskemiyi takiben yaklasik {iciincii saatte ciddi kas
hasar1 ve altinc1 saatte yaklasik %97°lik fonksiyonel doku kaybi olustugu
spektrofotometrik (triphenyltetrazolium chloride) yontemlerle gosterilmistir.
Dolayisiyla geri donilistimsiiz zedelenme zamaninin tayininde spektrofotometre
onemlidir (40). Kas nekrozu ve ATP deposu azalmasi arasinda yakin iligki
saptanmustir. Iskemik kas dokusunda oncelikle glikojen ve kreatin fosfat azalirken
bu sathada ¢ok fazla miyonekroz olusmaz. Sonrasinda, ATP azalmasiyla birlikte,
kas nekrozu hizla artar. 6 saatlik kas iskemisi sonucu, normal kas dokusu ATP
deposunda %80 azalma ve kas dokusunun tiimiinde nekroz olusur (41). Kas
fiberleri, icerdikleri miyoglobin miktarina bagh olarak, kirmizi (tip 1) ve beyaz
(tip 2) olarak smiflandirilir. Cogu kas her iki tiirii de icermekteyse de bir tip daha
baskin bulunur. Ornegin bacagin 6n kompartmaninda daha cok tip 1 veya yavas

kasilan fiberler baskin olup, enerji liretiminde aerobik metabolizmay1 kullanmalari
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bu kas grubunu iskemiye daha hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda ise tip
2 veya hizli kasilan fiberler baskin olup, enerji liretiminde anaerobik metabolizma
on plandadir (37). iskeminin siiresi ve etkilenen fiber tipi iskemik hasarda énemli
olmakla birlikte dokunun viicuttaki konumu da énemlidir. Ornegin, cabuk soguma
nedeniyle, distal ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye
daha direnglidir (37).

b) Mikrodolagim Degisiklikleri:

Mikrodolasim degisiklikleri, iskemik donemde gerceklesir ve iskemi siiresi
ile uyum gosterir. Iskemi, ilk olarak kapiller endotel hiicreleri etkileyerek, hem
liimen hem de sitoplazmaya dogru uzanan parmaksi ¢ikintilar olusturur. iskeminin
devamiyla birlikte endotel vezikiillerinde artis olusur. Bu arada, hiicreler arasi
baglar zayiflar ve gegit genisler. Heterojen dagilimli endotel hiicre 6demi olusarak
kirmizi  kiire sikismasmi  arttirir.  Iskeminin - dordiincii  saatinden  sonra
mikrosirkiilasyonda hiicresel etkilesimler (eristrositik, trombositik ve lokositik)
baslar. Venoz ve arteriyel kapiller damarlar, reperfiizyon oncesinde, sikismis
eritrositlerle kapanmis goriiniimdedirler. Rulo halindeki eritrosit kiimeleri, erken
reperfiizyon doneminde, endotel yiizeyde hasarlanma olustururlar. Endotel hiicre
sitoplazmasindaki pargcalanma sonucu hiicreler aras1 biiyiik gecitler olusur.
Reperfilizyonla birlikte, 6zellikle venoz kapillerlerde, liimen i¢i platelet ve fibrin
kiimeleri ile karekterize trombotik komplikasyonlar olusur. Bu platelet kiimeler,
endotel yiizde olan genis defektleri kapatir. Venlerde 16kosit diapedezi olusurken,
venoz kapillerlerde I6kositlerin lenfosit ve monositlerle olan kiimelesmesi olusur

(37). Iskemi siiresi uzadik¢a damarsal gecirgenlik artis1 ve ilerleyici interstisyel
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O6dem olusur. Yapilan bir caligmada, 4 saatlik iskemi sonrasi kas agirliginin arttigi
ve bu agirligin reperfiizyonun iiglincii saatinde maksimuma ¢iktig1 belirtilmistir
(42).

¢) “No reflow” fenomeni:

[lk kez Brooks ve arkadaslar1 tarafindan 1922°de, hayvan deneyinde, bu
durum gozlenmis ve patofizyolojik olarak tarif edilmistir (43). Ancak, “no reflow”
teriminin ilk kez kullanimi, Ames tarafindan, 1968’de iskemik beyin hasarinda
olmustur (44). Kas iskemisi ilerlediginde kas1 besleyen damarda kalic1 tikaniklik
olusur. Dolayisiyla “no reflow” fenomeninin myonekroza ikincil mi olustugu,
yoksa “no reflow” fenomeni sonucunda mi1 miyonekroz olustugu c¢eliskili bir konu
olup, ilk durumun gecerli oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii miyosit ve endotel
hiicrelerin iskemiye kars1 toleranslar farklidir. Dort saatlik iskemi ciddi kas hasari
olusturabilirken, bu durum endotelde 6 saatte olusur. Bu nedenle, dokunun
iskemiye karsi olan toleransini endotel degil doku hiicresi belirler (37). “No
reflow” fenomeni patofizyolojisinde, hemokonsantrasyon ve tromboz, kapiller
endotel hiicrelerde sisme, kapillerlerde 16kosit kiimelesmesi ve doku 0demine
ikincil artmis ekstravaskiiler doku basinct vardir. Kapiller endotel sismesi enerji
depolarindaki azalmaya baghdir. Bu sisme erken reperfiizyon doneminde
maksimum diizeyde olup kapiller kan akimina kars1 rezistansi arttirir. Lokositler,
kapiller endotelle adezyon olusturmadan liimen igerisinde kiimeleserek ‘“no
reflow” olusumunda 6nemli rol oynarlar. Dolayisiyla kiimelesmis l6kosit hareketi

endotel hasarini arttirir (37).

24



d) Lokal inflamatuar cevap:

Iskemik doku reperfiizyonu inflamatuar bir cevap dogurur. Ancak doku
nekrozundan reperfiizyon doneminden ¢ok iskemik donem sorumludur (37).
Damar tikanikliklarinda, hayvan turnike modellerinin aksine, tikanikligin bir
miktar distaline kadar, kollateral dolasima bagli, normal doku izlenir. Dolayisiyla
reperfiizyonla amag, distaldeki nekrotik alanin degil bu alanin kanlandirilmasidir.
Bu boélge; nekrotik ve ciddi hasarlanmis hiicrelerin i¢ i¢ce oldugu ve inflamatuar
aracilarin sentezlendigi yerdir. Dolayisiyla, reperfiizyon saglanmis hasarli veya
nekrotik alan miktar1 morbiditeyi belirler. inflamatuar cevabin tetikleyicileri; asit
fosfataz, inorganik fosfat, laktik asit, miyoglobin, niikleotidler, potasyum,
proteolitik enzimler ve piirin bazlar1 gibi kas yikim tirtinleridir. Bu yikim tirtinleri;
prokoagulan Ozellikte olup, intrensek pihtilagsma sistemini aktive ederek vendz
kilcal trombozu ve kollateral arteriyollerde vazospasm olustururlar. inflamatuar
cevabin en belirgin oldugu geg¢is alanindaki bu tarz bir aktivite, nekrotik alanda
genislemeye neden olur. Dolayisiyla, antitrombotik ve antiplatelet tedaviyle geri
doniisiimlii hasar bolgelerine olan kollateral akim ve mikrodolasim korunarak

nekrotik genisleme engellenebilir (37).

2.4 Iskemi Reperfiizyon Metabolizmalari:

Serbest Oksijen Radikalleri

SOR viicudun normal dongiisii esnasinda degisik yollarla acgiga ¢ikabilir.
Hiicre sitoplazma membranindaki NADPH oksidaz, endoplazmik retikulumda

bulunan P-450 oksidazlar, peroksizomlardaki oksidazlar, sitoplazmadaki bazi
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enzimler ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sistemi siiper oksit anyon (02 )
meydana gelmesinde temel olustururlar (1). Ayrica, patolojik sartlarda dokuya
niifuz eden lokositler de SOR olusumuna katkida bulunurlar (1). SOR’nin
ozellikle iskemik c¢izgili kasin reperfiizyonundan sonra olustugu ve bunun doku
hasarinin temel bileseni oldugu uzun zamandir bilinmektedir (45). Reperfiizyon
esnasinda dokuya tekrar sunulan oksijenin, SOR’nin olusmasini potansiyalize
edebilecegi yoniinde kanitlar bulunmustur.

Bunu destekleyen bir bulgu, oksijen miktar1 azaltilmis reperfiizatlarla
reperfiizyona ugratilan dokularda, hasarinin azaldiginin gosterilmis olmasidir
(46,47). Iskemi reperfiizyon hasarinda SOR’un rolii oldugunu destekleyen diger
kanitlar, ksantin oksidazi inhibe eden allopurinol, O2 ’nu yikan SOD, H202’i
yikan katalaz (KAT) ve OH ’ni nétralize eden dimetilsiilfoksid verilmesinin
doku hasarini azalttigin1 gosteren calismalarla gelmistir (48). Bu nedenle 6zellikle
cizgili kastaki IRH’da ksantin oksidaz kaynakli SOR’nin ve bunlardan da
yukarida sayilan ii¢liniin rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir (48). Buna ek olarak,
desferoksamin ve apotransferrin gibi Fe selatorleri verilen dokularda IRH’nin
azaldig1 ve dolayisiyla fenton reaksiyonu ile H202’den olusan OH ’nin bu olaya
katkisinin oldugu diisiiniilmiistiir (49). Ayrica, Fenton reaksiyonu sonucu olusan
OH ’nin lipid peroksidasyon yaparak membran hasarina neden oldugu, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri dlgiilerek degerlendirilmis ve
desferoksaminin MDA diizeylerini azalttigi tespit edilmistir (50). OH ’nin
yukarida bahsedilen yolak disinda kaynaklar1 olabilecegi de ileri siiriilmiistiir:

Buna gore O2 ile nitrik oksit (NO)’in birlesmesiyle peroksinitrit (ONOO )

26



olusmakta, bu da OH ’ne doniismektedir (51). SOR’nin nasil etki ettigi ile ilgili
iki temel goriis vardir. Bunlardan birine goére SOR hiicrelerdeki yapisal ve
fonksiyonel rolleri olan kontraktil ve transport proteinlere, enzimlere, reseptorlere,
niikleik asit ve membran lipidleri gibi birgok farkli molekiile etki ederek bunlarin
islevlerini bozar (52). Ozellikle membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu
olusan membran hasar1 neticesinde hiicre igine kalsiyum girisi artabilir ve sonugta
hiicre hasar1 meydana gelebilir (52). Ayrica SOR proteolitik reaksiyonlari
hizlandirarak da doku yikimina yol agabilirler (52). Ikinci durumda ise SOR nin
16kosit migrasyonuna yol acarak doku hasarina sebep oldugu diistiniilmektedir.
SOR’nin bu etkisini nasil yaptigi ile ilgili bir dizi hipotez vardir. Bunlar;

1) Kemotaktik stimiilanlarin (platelet aktive edici faktér (PAF), lokotrien
B4 gibi) attirilmasi,

2) Kompleman aktivasyonu,

3) Antiadeziv bir molekiil olan NO’nun yikilmasi

4) Adezyon molekiillerinin ekspresyonunun artmasi (52).

Lokosit infiltrasyonu

SOR’nin 6nemli bir kaynag: aktive olmus 16kositlerdir; bu hiicreler ayrica
saliverdikleri  sitotoksik enzimler ve mikrosirkiilasyonda olusturduklari
obstrilksiyonla da IRH’ye katkida bulunabilirler. Cizgili kasta, iskemi-
reperfiizyon periyodundan sonra I6kositlerin biriktigi gosterilmistir (53). Ayrica,
ATP-MgCI2, iloprost ve adenozin gibi lokosit metabolizmasini inhibe eden

ilaclarm IRH’yi &nledigi saptanmistir (53,54). Bu bulgulara paralel olarak,
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reperflizyon l0kosit diizeyleri diisiiriilmiis kanla yapildiginda hasarin belirgin
derecede azaldig1 bulunmustur (55,56). Kopeklerde yapilan benzer bir ¢alismada,
16kosit miktar1 azaltilmis kanla reperfiizyon yapilmis, bu uygulamayla SOR’ne
bagh lipid peroksidasyonunun ve doku nekrozunun azaldigi bulunmustur; bu
bulgulara dayanarak 16kosit kaynakli SOR’nin bu patolojide roliiniin olabilecegi
ileri stirtilmistiir (57,58). Adezyon l6kositlerin dokuya niifuz edebilmelerinin 6n
kosuludur. Bugiline kadar yapilan c¢alismalar adezyon olayinda rol alan bazi
molekiillerin varligini gostermistir. Bunlar;

1) CDI11a/18, CD11b/18 ve CD11c¢/18 gibi 16kosit integrinleri,

2) Endotelyal interselliiler adhezyon molekiilii,

3) L-selektin (l6kosit ylizeyinde), E-selektin (endotel yiizeyinde) ve P-
selektin (endotel yiizeyinde) gibi selektin ailesinin tiyeleri (59,60).

Baslangictaki adhezyona E-selektin, P-selektin ve L-selektin aracilik eder;
boylece adezyona ugramis lokositler kompleman 5a (C5a), Iokotrien B4,
interlokin-8 ve platelet aktive edici faktor (PAF) vasitasiyla aktive edilirler ve
ylzeylerinde kompleman 11b/18 (CD11b/18) molekiilleri belirir; CD11b/18 ve
ayrica endotelyal interselliiler adezyon molekiilii etkinligi sonucu daha once
olusan adezyon giiclenir ve transendoteliyal migrasyon olusur (61-63). Nitekim
CD11/CD18’in antikorlarla etkisiz hale getirilmesi, iskelet kasinda iskemi sonrasi
ortaya ¢ikan kontraktil disfonksiyonun (64), mikrovaskiiler bariyer yikiminin (55)
ve miyosit nekrozunun (65) azalmasina yol agtig1 tespit edilmistir. Ayrica, iskelet
kasinda iskemi sonrasi ortaya c¢ikan “no-reflow” fenomeninin anti-endotelyal

interselliiler adezyon molekiilii antikorlar1 vasitasiyla azaldigir bulunmustur (66).
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Cizgili kas IR modelinde akcigerlerde E-selektinin ekspresyonunun arttigi

saptanmistir (67).

Fosfolipid metabolizmasi

Fosfolipidler hiicre membraninin reseptdr, enzim ve iyon kanal
fonksiyonlari diizenleyen temel yapitaslari olduklarindan hiicrenin biitlinligi
i¢in vazgecilmezdir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda membran fosfolipidlerin yapisi
cesitli yollarla bozulabilir:

1) SOR’ne bagli lipid peroksidasyonu,

2) Fosfolipaz aktivasyonu sonucu yikim artmast

3) De novo fosfolipid sentezinin azalmasi

Sonug olarak kalsiyum permeabilitesi ve hiicre 6liimii artabilir. Nitekim

cizgili kas IRH’dan sonra fosfolipid kaybinin varlig1 saptanmistir (57).

Eikosanoid metabolizmasi

Reperfiizyon iskemik c¢izgili kasta ve miyokardiyumda eikosanoid
sentezinin artmasina yol agar (68-69). Eldeki kanitlar eikosanoid artiginin
kaynagimin nétrofiller olabilecegini diistindliirmektedir; ilging olarak ¢izgili kasta
l6kotrien B4, 16kotrien C4, I6kotrien D4 ve lokotrien E4 gibi eikosanoidlerin
noétrofil aktivasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir (70). Tavsanda elde edilen bu

bulgulara zit olarak kopekte 16kotrien B4’{in IRHyle bir iliskisi saptanamamustir

(71).
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Sitokinler

Cizgili kasta, interlokin-1 ve tiimor nekroz faktér-alfa (TNFa) iskemi
reperflizyonundan sonra saliverilirler ve 16kosit aracili zarar1 su mekanizmalarla
arttirirlar:

1) Lizozom saliverilmesinin fazlalagsmasi,

2) O2 {iretiminin artmasi,

3) Notrofil kemotaksisinin belirginlesmesi

4) Endotele adezyonunu kolaylastirilmasi (72-73).

Interlokin-1 antikoru ve reseptdr antagonistleri ile elde edilen ve 16kosit
infiltrasyonu ve membran permeabilitesinin azaltildigin1 gosteren ¢alismalar, bu
sitokinin ¢izgili kas IRH’de rolii oldugunu desteklemistir (73). Bu sitokinlere ek

olarak interlokin-6"nin da ¢izgili kas IRH’de yiikseldigi saptanmustir (73).

2.5 Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiillerdeki atomlarin yapisina baktigimizda, atomlarin uzayda bir yer
kapladiklarin1 ve bu yere orbital adi verildigini goriiyoruz. Her orbitalde biri saat
yoniinde digeri ise tersi yonde hareket eden iki elektron bulunur. Eger bir
orbitalde yalnizca bir elektron bulunursa buna eslesmemis elektron adi verilir.
SOR en dis orbitalinde eslesmemis elektron tasiyan, elektrik yiikli veya elektrik
yuksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Cok kisa yasam siireli ancak
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif olan serbest radikaller, tiim hiicre
bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gostermektedir (74). Viicutta bulunan en

temel serbest radikaller agsagida siralanmistir.
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Siiperoksit anyonu

O2  hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da
oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olugur. 02 SOD adli enzimle
inaktive edilir (1). O2 fagositlerin bakterisit etkilerinin temel mekanizmasini
olusturur. Ayn1 zamanda iltihabi olaylarda normal dokulara bile zarar verebilecek
aracilardir (75).

Hidrojen peroksit

02 ’dan SOD enzimi vasitasiyla meydana gelen daha az toksik bir
radikaldir (1). KAT ve/veya glutaton peroksidaz enzimiyle H20 ve O2’ye
cevrilerek etkisiz hale getirilir (1).

Hidroksil radikali

OH birkag yolla olusur: Suyun hidroliziyle ya da par¢alanmasiyla
hidrojen radikalleri ve OH olusabilir (75). Ayn1 zamanda H202 {izerinden Fe ve
Cu’m rol aldigi Fenton reaksiyonuyla da olusur (1). Digeri de Haber-Weiss
reaksiyonudur (H202+02 — OH + OH +02). OH radikalleri en reaktif serbest
radikallerdir ve viicuttaki serbest radikal hasarinin en énemli sorumlularidir (75).
Bu radikal glutatyon peroksidaz (GPO) enziminin rol aldigi bir reaksiyonla
H20’ya indirgenir (1).

Hipoklorit

Notrofillerin biinyesinde bulunan myeloperoksidaz enziminin etkisiyle

hidrojen peroksitten olusur (1).
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Nitrik oksit

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalar nitrik oksitin (NO) kardiyovaskiiler,
solunum, tiriner, gastrointestinal ve sinir sistemindeki farkli bir¢ok fizyolojik
olayda rolii oldugunu gostermistir; daha da Onemlisi c¢esitli hastaliklardaki
fizyopatolojik mekanizmalarda roliiniin olabilecegine dair kanitlarin tespit
edilmesidir (1). Aslinda endojen NO’nun birbirinden farkli ve paradoksal olan
dual etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda NO’nun
faydal1 etkiler gosterebilecegi ve yiiksek konsantrasyonda ise zararli olabilecegi
iddia edilmistir (76). NO’nun dual etkisini agiklamaya c¢alisan diger bir yaklagim
nitrik oksidin olusturdugu bir takim fizyolojik etkilerle yararli olabilecegi, diger
taraftan O2 ile etkileserek olusturdugu peroksinitrit (ONOO-) vasitasiyla zararli
etkiler yaratabilecegidir (77).

Peroksinitrit

02 ile NO’nun etkilesmesi ile olusan bir serbest oksijen radikalidir (1).
Ya daha toksik olan OH ’ne ve beraberinde nitrojen diokside doniisiir ya da
indirgenmis  glutatyonla birleserek bir endojen NO donérii olan S-

nitrozoglutatyon’a dontistir (1).

2.6 Antioksidanlar

Organizmada devamli olarak SOR olugmasima ragmen antioksidan
savunma sistemleri ile oksidasyon arasindaki dinamik dengeden dolay1 zararh
etkiler ortaya ¢ikmaz (78). Bu dengenin korunmasi organizmanin canliligini
siirdiirmesi agisindan son derece Onemlidir. Antioksidan miktarinin serbest

radikalleri kompanse edememesi durumunda oksidatif stres olarak tanimlanan
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durum ortaya cikar (79). Fizyolojik ve patolojik olaylar sonucu dengenin
oksidasyon lehine degismesi durumunda oksidatif hasar gelisebilmektedir.
Antioksidanlar hedef molekiillerdeki hasar1 engelleyen ya da geciktiren maddeler
olarak tanimlanmaktadir (80). Temel antioksidan etki mekanizmalar1 soyle
stralanabilir:

1) Serbest radikal olusumunu engellemek,

2) Olusan radikali etkisizlestirmek,

3) Serbest radikalin olusturdugu oksidatif hasar1 6nlemek,

4) Hasarlanmis molekiilleri tamir etmek veya mutasyona ugrama ihtimalini
minimale indirgemek (81).

Organizmada ¢ok ¢esitli antioksidan sistemleri vardir ve bunlarin belki de
en Onemlisi enzimlerdir: SOD, KAT, GPO, glutatyon reduktaz ve glutatyon
transferaz (82).

Siiperoksit dismutaz

SOD, O2 ’nun H202 ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eden
bir enzimdir; aerobik tiim hiicrelerde bulunan ve oksijen toksisitesine karsi
organizmadaki ilk savunma sistemidir. Organizmada oksidatif stresin arttigi
durumlarda SOD enzim aktivitesini artirarak koruyucu rol oynar (75). Bir
metalloprotein yapisinda olup igerdigi metal iyonuna goére hiicrede 3 izoenzimi
tanimlanmustir:

1) SODI,; sitoplazmik yerlesim gosteren, Cu/Zn-SOD,

2) SOD2; mitokondride bulunan, Mn-SOD,

3) SOD3; ekstraselliiler ortamda bulunan tip (83).
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Katalaz

Glikoprotein yapisinda 4 hem grubu igeren, bilinen en hizli enzimlerden
biridir ve hiicre igerisinde yogun olarak peroksizomlarda bulunur; gorevi H202’1
oksijen ve suya doniistiirmektir; bu yolla daha toksik olan hidroksil radikallerinin

olusumunu onler (84).

Glutatyon peroksidaz

GPO, hiicre i¢i enzim olup aktif merkezinde selenosistein icerir: H202 ve
lipid hidroperoksitlerini katalizleyerek hiicre membranin1 hasarlanmadan korur
(85). Eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GPO tarafindan
katalizlenen glutatyon redoks siklusu, H202 miktarini diisiirerek, superoksit

radikalleri arasindaki reaksiyon zincirini kirar (86).

Glutatyon rediiktaz

Biyolojik sistemlerde antioksidan aktiviteye sahip en énemli enzimlerden
biri de glutatyon rediiktazdir ve bu enzim hiicreleri oksidatif hasardan korur (87).
Selenyum (Se) koenzimine sahip olan bu enzim, yiikseltgenmis glutatyonu

NADPH varliginda indirgenmis glutatyona ¢evirir (85)

Glutatyon
Karacigerde ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan tripeptid yapisinda
onemli bir antioksidandir. GPO tarafindan katalizlenen glutatyon redoks siklusu,

H202 miktarimi distirerek, superoksit radikalleri ve yiiksek reaktif hidroksil
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radikalleri arasindaki reaksiyon zincirini kirar (88). Glutatyon superoksit
anyonlarina karg1 dogal bir temizleyicilik gorevi iistlenir ve oksidasyona karsi
hiicre biitiinliigiinii saglamak i¢in mutlaka gerekli olan protein tiyol gruplarim

bulundurmaktadir (87).

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi, pentoz fosfat yolunun ilk
reaksiyonunun katalizleyen kilit bir enzimdir. Indirgeyici fotosentetik pentoz
fosfat yolu ile oksidatif pentoz fosfat yolunun her ikisinde de Onemli
fonksiyonlara sahiptir. Pentoz fosfat yolunun temel fonksiyonu NADPH ve
degisik seker fosfatlarimi iiretmektir; her iki yolda da fonksiyonel etkiye sahip
olan bu enzim sitozolde ve kloroplastlarda bulunur. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
hemen hemen biitin hayvan dokularinda, bitkilerde, mayalarda ve
mikroorganizmalarda bulunur (89). Pentoz fosfat yolu ile ilgili radyoaktif C ile
isaretlenmis glukoz ile yapilan denemeler, bu yolun kas dokularindan ¢ok, adipoz
dokuda aktif oldugunu gdostermistir. Bu sonug¢ pentoz fosfat yolunun baglica
rolliniin, indirgeyici biyosentez olaylarinda kullanilmak iizere, NADPH iiretmek
oldugu iddiasin1 desteklemektedir. Ciinkii yag dokusu hiicrelerinde asetil Co
A’dan yag asitlerinin biyosentezinde biiyilk miktarda NADPH kullanilmaktadir
(89). Viicutta antioksidan olarak ¢alisan, suda ¢oziinen bazi maddeler de vardir:
Vitamin C, iirik asit, glukoz ve sistein. Benzer olarak yagda ¢6ziinen molekiiller

de bulunur: Vitamin E, B-karoten, bilirubin, ubikinol ve flavanoidler. Ayrica metal
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iyonlarin1 baglayan maddeler; ferritin, transferin, haptoglobin, hemopeksin,

seruloplazmin ve albumindir (82).

2.7 Hasar Mekanizmalari

Organizmada SOR ortaya ¢iktiktan sonra radikal reaksiyon dizileri bagslar
(90). Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse,
binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baglatir (91). SOR
paylasilmamis elektronlarindan dolay1 lipid, protein, karbonhidrat, niikleik asit
gibi cesitli makromolekiillerin oksidatif hasarina neden olurlar. Bu hasarlanma
Ozetle asagidaki su mekanizmalarla olur (79).

Lipid peroksidasyonu

Serbest radikallerin hiicrede baglattigi en onemli ve zararhi etki lipid
peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile
oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonu,
organizmada olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin etkisiyle membran
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki alfa metilen gruplarindan bir
hidrojen atomunun uzaklagtirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu
radikalin O2 ile OH ’nin oldugu kabul edilmektedir. Bu radikallerin baslattig
peroksidasyon zincirleme bir reaksiyondur ve lipid zinciri bitene kadar ya da
reaksiyon bir antioksidan tarafindan durdurulana kadar devam eder. Sonugta

membran biitiinl{igii bozulur ve hiicre 6liimiine yol agan siirecler tetiklenir (92).
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Protein oksidasyonu
Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonu, proteinlerin baglanma
ozelliklerinde ve enzim aktivitelerinde farklilagmaya neden olarak hiicre

fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilir.

DNA oksidasyonu
SOR adenin ve piridin niikleotid durumlarinin siirdiiriilebilmesi icin
gerekli yollara engel olabilirler. SOR, DNA ile tepkimeye girerek mutajenik olan

8-hidroksiguanin’in ortaya ¢ikmasina neden olurlar.

Kovalent baglanma
Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler, nitrozamin
gibi ksenobiyotiklerin c¢esitli biyomolekiillere kovalent baglanmasina neden

olabilir. Bu da dogrudan hiicre hasarina yol agabilir.

Kalsiyum

Hiicre yaralanmasi ile ilgili oldugu diisiiniilen bir elementtir. Kalsiyumun
transportunu engelleyen herhangi bir durum hiicre fonksiyonlarini olumsuz
etkiler. Kalsiyum ATPaz enzimleri 6nemli siilfidril gruplarina sahiptir ve SOR

tarafindan inaktive edilebilir.
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2.8 Adrenomedullin

Yeni bir diizenleyici peptid olarak Adrenomedullin (ADM), bazi
peptidlerin trombosit cAMP diizeylerine etkisi arastirilirken feokromositoma
hiicrelerinden elde edilmistir. Adrenal medulladan tiiredigi i¢in adrenomedullin
denilen bu peptid hakkinda ilk makale 1993 yilinda sadece onun belirlenmesi ile
ilgili degil aynmi zamanda vazodilator etkisini de tanimlayacak bicimde
dolasimdaki ADM' yi 6lgmek suretiyle yaymlanmistir. Sonraki yillarda birgok
klinik durumda ADM diizeyleri 6l¢iilmiis, ilk ADM reseptorleri tanimlanmis ve
endokrinoloji basta olmak tizere tibbin bir ¢ok alaninda arastirmalar yapilmistir
(15-16,93).

Adrenomedullinin yapis1 ve sentezi

Insan ADM' i 52 aminoasitten olusan 16 ve 21. bdliimlerinde tek bir
disiilfid kopriisii ile baglanan ve karboksi terminalinde aminlenmis tirozin igeren
bir peptiddir. Kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP) ile benzerlik gostermesi
nedeniyle kalsitonin, CGRP, amilin peptid ailesine eklenmistir. ADM biiyiik¢e bir
onciil molekiiliin bir parcasi olarak sentezlenir, 185 aminoasitten olusan bu yapiya
proadrenomedullin (pADM) denilir. Gen lokusu 11. kromozomda yerlesmistir ve
bir ¢ok dokuda saptanmistir. Adrenal medulla, kardiyak ventrikiil, bobrekler ve
akcigerler bunlardan ilk tanimlananlaridir. Béylece bu peptidin nitrik oksit (NO)
ve endotelin ile birlikte vaskiiler endotel hiicrelerinin salgisal bir {iriinii oldugu

kabul edilmektedir (15,16).
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Dolasimdaki adrenomedullin

Yiiksek frekansh likid kromotografi (HPLC) yontemi ile gosterilen
immunoreaktif ADM'in insan plazmasindaki gercek ADM diizeyini gdsterdigi
kabul edilmektedir. Boylece, plazma ADM diizeylerinin 1-10 pikomol (pM)
arasinda oldugu, cinsiyet ve yas farkindan etkilenmedigi kabul edilmistir (94).
Ancak Hata ve arkadaslar1 (95) normal araligin ¢ok iizerinde ADM degerleri
saptamislardir (13.7+6.7 ve 61.2+7.9 pM). Sonug olarak plazma ADM diizeyleri
i¢in heniiz belirlenmis kesin bir referans degeri yoktur (96).

Hastalhiklarda dolasimdaki ADM diizeyleri

ADM diizeyleri bir¢ok farkli hastalik durumunda oOlgiilmiistiir. Esansiyel
hipertansiyonda plazma ADM diizeyleri yiiksek bulunmustur. Bu durum yiiksek
plazma ADM diizeylerinin kan basimncini diizenlemedeki Onemine isaret
etmektedir (97). Sirozda hastaligin siddeti ile orantili olarak giderek artan ADM
diizeyleri  saptanmistir. Bu  hastalikta renin  angiotensin  aldosteron
konsantrasyonlar1 ile ADM arasinda pozitif korelasyon saptanirken, glomeriiler
filtrasyon hizi, kreatininin klerensi ve sodyum ekskresyonu arasinda negatif
korelasyon bulunmustur ve ADM'nin hepatik sirozdaki hemodinamik
degisikliklerde rol oynadigi ve asit olusumunda etkili oldugunu diistiniilmistiir
(98). Septik sokta da ADM diizeylerinde belirgin artis gosterilmistir. Bu durum
ADM'nin  septik  sokun  patofizyolojisinde = anahtar rol  oynadigim
diistindiirmektedir (99). Ayrica preeklampsili gebelerin amnion sivilarinda ADM

konsantrasyonlari yiiksek bulunmustur (95).
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Metabolik klerensi ve farkl biyolojik sivilarda adrenomedullin

Plazma membran enzimlerinden metalloproteinazlar ve aminopeptidaz
ADM'yi pargalamaktadir. Periferik plazma disinda idrarda, insan siitiinde, beyin
omurilik sivisinda, tiikriik, amnion sivisi, ter ve umblikal ven kaninda ADM

saptanmistir (15,93).

Adrenomedullinin etkileri

ADM ilk tanimlandiginda kardiyovaskiiler etkileri tanimlanmisti ancak
daha sonraki arastirmalar sadece basit bir vazodilator olmadigint ve ADM'nin
hiicre biiyiimesi ve farklilasmasindan hormon sekresyonunun diizenlenmesine ve
antibakteriyel etkilere varincaya dek genis bir cercevede etkileri oldugunu

gostermistir.

Vaskiiler etkileri

Rat, koyun ve insanlarda intravendz ADM inflizyonunun giiclii bir
hipotansiyon olusturdugu, bunu da esasen damarlarda nitrik oksit (NO) iiretimi
araciligr ile yaptigr gosterilmistir. ADM'nin ani ya da siirekli uygulanmalari
belirgin derecede total periferik direncin azalmasi ile birlikte kan basincinda
diisme yapmaktadir. Bu durum artmis kalp hizi, kardiyak output ve atim hacmi ile
birliktedir. Hipoksi durumlarinda vazodilatér etki NO {iretiminden daha g¢ok

prostoglandin sentezi araciliiyla olmaktadir (100).
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Biiyiime ve gelismeye etkileri

ADMnin ilk o©nce adrenal tiimor hiicreleri ve sonra da pulmoner
tiimorlerde gosterilmesi hem tiimoral hem de normal hiicrelerde otokrin ve
parakrin bir rolii oldugunu diisiindiirmiistiir. Ozellikle ratlarda ADM'in DNA
sentezi ve hiicre proliferasyonu lizerine etkileri, onun cAMP yoluyla gii¢lii bir
antiproliferatif etkisi oldugunu ortaya koymustur (101). Yine de, ADM'in vaskiiler
hiicrelerdeki vazodilatéor ve biiylimeyi inhibe eden etkilerinin endotelin ve
angiotensin II'nin vazokonstriiktor/proliferatif etkilerine karsit olup olmadiginin

ileri ¢alismalarla belirlenmesi gerekmektedir (102).

Endokrin etkileri

ADM' in hipofiz {izerine etkileri hayvan deneylerinde gosterilmistir ve
ADM 6n hipofizde doza bagimlhi olarak ACTH salinimini inhibe etmektedir.
Adrenal bezde ADM belirgin olarak aldosteron iiretimini inhibe etmekte ayrica
medulla hiicrelerinden de bol miktarda ve nikotinik reseptdor uyarimina yanit
olarak katekolaminlerle birlikte salgilandig1 belirlenmistir. Ratlarda pankreas

adacik hiicrelerinde insulin sekresyonunu uyarici etkileri vardir (15).

Renal damarlar iizerine olan etkileri

Damar tonusu diizenleme konusunda potent bir vazodilatér olan ADM,
konsantrasyona bagimli olarak bobrek arterlerinde vazodilatasyon yapmaktadir.
Bu etkisi endotelyumu saglam olan arterlerde daha giigliidiir. Yapilan caligmalar

bunu endoteliyal hiicreler aracilifi ile NO'ya bagimli olarak yaptigini ortaya
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koymustur. Adrenomedullin uygulanmasi kalp hizi ve arteriyel kan basincini
etkilemeksizin, renal kan akimini, idrar ¢ikisini, glomertiler filtrasyon hizini, idrar
sodyum atilimini doza bagimli yolla artirir ki bu preglomeriiler ve postglomertiler
arteriyolar etkisini gdstermektedir. ADM'in renal medulla kanallarinda saptanmasi

bu dokularda su i¢in olusturdugu artmis gegirgenlik ile ilgilidir (103).

Natriiiretik etkileri

ADM'in intrarenal infiizyonu belirgin diiiretik ve natiiiretik yanita yol acar.
Bu durum artmis Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) ile birlikte azalmis sodyum
reabsorpsiyonu yapmaktadir. ADM prostoglandin sentezinin inhibisyonunu
tamamen ortadan kaldirarak natritirezi uyarmaktadir. ADM'e renal yanit NO
sentezinin inhibisyonu ile zayiflatilabilir. Bu durum ADM'in vazodilator, ditiretik
ve natriiiretik etkilerinin endogen NO salmim araciligiyla oldugunu

diistindiirmektedir (104).

Mezangiyal hiicre proliferasyonuna etkileri

ADM, mezangiyal hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir ve trombosit
tiirevi bliytime faktoiir (PDGF) ile uyarilmis mitogen aktive edici protein kinazin
(MAPK) aktivasyonunu azaltmaktadir. Biitiin bunlar ADM'in mezangiyal hiicre
mitogenezini baskiladigini géstermektedir. Mezangiyal hiicrelerde endotelin-1'in
uyardigt MAPK aktivasyonunu da inhibe eder. ADM’in mezangiyal hiicre
supresyonunu, CAMP protein kinaz-A (PKA) yolu ile yaptigi, MAPK inhibisyonu

ile birlikte, makrofaj infiltrasyonunu, mezangiyal hiicrelerde reaktif oksijen
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metaboliti liretimini azalttig1 saptanmistir. ADM ayn1 zamanda mezangiyal hiicre
biyolojisinde 6nemli bir yere sahiptir ve mezangiyal hiicre kontraksiyonunu
diizenleme yetenegindedir. Bdylece arastirmacilar ADM'in glomertil iizerindeki
immuno-inflamatuar zedelenmeye kars1 sitoprotektif otokoid bir ajan olarak gorev
yaptigini ileri siirmiiglerdir. Proenflamatuar sitokinler olan Tiimor Nekroz Faktor-
alfa (TNF-a) ve Interlokin-1-beta (IL-1B)'nin ADM ile mezangiyal hiicrelerde
etkilesime girdigi boylece lokal hiicrelerden ve makrofajlardan serbest radikal

olusumunu azalttig1 gosterilmistir (105).

Renin salimimui iizerine etkileri

Hayvan deneylerinde intraven6z ADM uygulanmas1 ortalama arteriyel kan
basincinda azalma ile sonucglanmakta ve plazma renin aktivitesi artmaktadir.
Jukstaglomeriiler hiicreler {izerinde ADM'in renin sekresyonu ve renin gen
ekspresyonuna etkileri arastirilmistir. Izole edilmis perfiize rat bobreginde renin
salinimi ADM ile doza bagimli olarak artmistir. ADM renin sekresyonunun ve
renin gen ekspresyonunun otokrin ve/veya parakrin uyarici faktorii olarak gérev
yapmaktadir (106). Ote yandan ADM'in siirekli infiizyonunun hipotansif
etkileriyle birlikte plazma renin aktivitesini diislirdiigii seklinde de caligmalar

vardir (107).
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2.9 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF), 6zellikle endotel hiicreleri
icin 0zgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiyiime faktorii ailesidir (10).
Endotel hiicresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve differensiasyonuna sebep
olur (11). VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve
anjiogenez icin 6nemli ve gereklidir (13). Bu biiylime faktorii, 6zellikle damar
olusumunda kritik rol oynarken, endotel hiicrelerinin yaptig1 bir ¢ok fonksiyonda
da gerekli oldugu goriilmiistiir. Bunlar embriyogenez, yara iyilesmesi, timor
bliyiimesi, miyokardial iskemi, okiiler neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit
gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik
olaylardir. Bu ylizden de son yillarda ilgi odagi haline gelmekte ve birgok

arastirmaya konu olmaktadir (108).

Uyeleri ve Yapisi

Son yillarda VEGF iizerine yapilan calismalar, bu ailenin Trombosit
Kaynakli Biiyiime Faktorleri (PDGF) siiperailesinin énemli bir iiyesi olduklarini
ortaya koymustur. Ayni zamanda VEGF ailesinin VEGF-A (Human-VEGF),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta biiyiime faktorii (Placenta
growth factor; PIGF) adi verilen alt1 iiyeden meydana geldigini gostermistir
(109,110). VEGF’iin cDNA dizileri salg1 aktivitesini diizenleyen hidrofobik ve

sekretuvar bir bas olan N-terminal dizilerinde sifrelenmistir (111).

VEGF-A ayni zamanda Human-VEGF olarak bilinir. VEGF-A baz

makalelerde sadece VEGF olarak adlandirilmaktadir (109).
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VEGF-B, vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorii-1 (VEGFR-1)'e
baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir (112).

VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. Lenfatik damarlarin
olusmasinda (lenfanjiogenez) rol oynamaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e
baglanarak vaskiiler ve lenfatik endoteliyal hiicrelerde mitojenik etki yapar
(112,113). Yapilan bir deneyde, transjenik farenin derisinde VEGF-C’nin fazla
salgilanmasinin  endotel hiicre proliferasyonuna ve lenfatik damarlarda
genislemeye neden oldugu, bununla beraber vaskiiler doku olugsmadig1 rapor
edilmistir (114). VEGF-C’nin Kaposi sarkomunda 6nemli oranda rol aldigi
goriilmiistiir (115).

VEGF-D, Bu da VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C ile benzer
islevler yapar (110,112).

VEGF-E, Giicli bir mitojen ve permeabilite arttiric1 faktérdiir. VEGFR-
I'e baglanmay1 basaramaz ama VEGFR-2'ye segici olarak baglanarak etkisini
gosterir (112).

PIGF, VEGF ailesinin tanimlanan ilk {iyesidir. VEGF-B gibi VEGFR-1'e

baglanarak etki gosterir (112).
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Vaskiiler endotel hiicresi
plazma membram

Vaskiiler . (Akt/PKB MEK
gecirgenlik | : |
artisi
Endotel 4 _ Erk
hiicrelerinin p38MAPK l
hayvatta / e e .
kalmasmnda artis | n PtE licresi
proliferasyonu

Endotel hiicresi
migrasyonu

Sekil 3. VEGF’nin reseptor etkilesimi araciligtyla olusan etkileri. VEGF nin ¢esitli yolaklar
iizerinden gerceklestirdigi uyarilar ile, anjiyogenez icin gerekli olan endotel hiicre proliferasyonu
ve migrasyonu ile birlikte yasam oraninda artis meydana gelir. (PI3K: Fosfoinozitid 3-kinaz;
Akt/PKB: Protein kinaz B; p38MAPK: p38 mitojen ile aktive olan protein kinaz; MEK: mitojen ve

ekstraseluler kinaz; Erk: Ekstraseluler duzenlenen kinaz)

Sentezi

Endotel hiicreleri i¢in dnemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip
bu faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen 6nce ovaryum follikiillerinden
salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirirken, ovulasyondan sonra bu
salgilama gorevini korpus luteum dstlenir. Erken implantasyon ddneminde
embriyo trofoblastlarinca salgilanir (116). Embriyolojik gelisimin  ilk

donemlerinin sonuna dogru VEGF biraz azalirken, organogenez ddneminde
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oldukca ytikselir. Yine VEGF yetiskinde akciger alveolar hiicrelerde, bobrek
glomeriillerinde, proksimal tiibiillerde, diisiik seviyede de olsa karaciger
hepatositleri ve beyinde gosterilmistir (117). Ayrica, adrenal korteksin tiim
hiicrelerinde ve testiste testosteron iireten Leydig hiicrelerinde VEGF yapimina ait
mRNA’larin sentezlendigi gosterilmistir. VEGF'lin demonstrasyonu i¢in yapilan
immunositokimyasal ¢alismalarda aktive makrofajlarda, arteriolleri ¢evreleyen
fibroblastlarda, akciger bronsiyol epitelinde, koroid pleksus epitelinde ve renal

glomertil visseral epitelinde varlig1 gosterilmistir (111).

VEGF mRNA’smin transkripsiyonu; trombosit kaynakli bilylime faktorii-
BB (PDGF-BB), keratinosit biiyiime faktorii 7 (FGF-7), epidermal biiyiime
faktorii (EGF), tiimor nekrosis faktor-o (TNF-a), transforming biiyiime faktorii-
B1 (TGF- B1) ve interlokin- B1 gibi cesitli faktorler tarafindan baslatilir. Boylece
bu maddelerin mitojenik olmadigi, VEGF salgilanmasina yol agarak mitojeniteyi
arttirdiklar1 gosterilmistir (111).

Ayrica protein biiylime faktorlerinin haricinde, forbol esterleri ve
prostaglandin E, (PGE,) gibi baz1 kii¢iik mediatorlerin de VEGF ekspresyonunu
diizenledikleri goriilmistiir (118). Hipoksi, belki de VEGF ve reseptorlerinin
yapimini indiikleyerek anjiyogenezi baslatan en etkili stimuluslardan biridir. Buna
ornek olarak biiyliyen tiimorlerin hipoksik merkezleri olusmasi ve bunu
engellemek i¢in tiimor hiicrelerinden VEGF ekspresyonu ve yeni damar yapimi
gosterilebilir. Yine tikanmis kalp damarlarina bagli gelisen hipoksi sonrasinda da
VEGF ekspresyonu artmaktadir. Hipoksinin VEGF’1i arttirma mekanizmasinin

sadece bir kismi ¢oziilebilmistir. VEGF yapimu hipoksi tarafindan tetiklenirken,
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CO tarafindan da inhibe edilmektedir (11,13). Hipoksinin yaninda azalan pH ve

sitokinler ile de VEGF ekspresyonu artmaktadir (11).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)
Laboratuari’ndan temin edilen, her iki cinsten ve ortalama agirliklar1 200-250 gr
olan 36 adet Wistar-Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar rastgele ve esit sayida (n =

6) olarak alt1 gruba ayrildi.

3.1 Aortik Okliizyon ve Iskemi Reperfiizyon Modeli

Deney baslangicinda; intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda
ketamine hydrocholoride (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg’dan
xylazine hydrochloride (Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek anestezi saglandi.
Islem, bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken gerceklestirildi.
Ciltleri aseptik olarak hazirlanan ratlara orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarin
1slak gazli bez yardimiyla uzaklastirilmasi ardindan, infrarenal abdominal aorta
eksplore edildi. Abdominal aortaya (AA), atravmatik bir mikrovaskiiler klemp
konuldu. 120 dakika sonra AA’daki mikrovaskiiler klemp kaldirildi ve 120 dakika
siireyle reperfiizyon saglandi. Aortik iskemi; klempleme islemi sirasinda distal
aortada pulsasyonun kaybolmasiyla, aortik reperfiizyon ise; klempin kaldirilmasi
sonras1 distal aortada pulsasyonun geri gelmesiyle onaylandi. Kontrol grubunu
olusturacak ratlarda laporotomi ve abdominal aort diseksiyonu esit stirede (240
dakika) uygulandi ancak bu grupta I-R olusturulmadi. I-R donemlerinde
peritoneal bosluktan 1s1 ve s1v1 kaybini en az miktara indirmek i¢in; AA’ya klemp

konulmasi ve kaldirilmas1 sonrasi donemlerinde, peritoneal bosluga serum
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fizyolojik uygulanip, batin insizyonu gegici olarak 1slak gazli bez ile sarilarak
kapatildi. Sonrasinda sag gastroknemius kas doku Ornegi alindi. Doku alinan
ratlar dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edildi. Kas doku Ornekleri;
immunohistokimyasal degerlendirme yapilincaya kadar %10’luk formaldehid
sollisyonu i¢inde saklandi. Biyokimyasal degerlendirme yapmak icin ise -70

derecede saklandi.

3.2 Deney Gruplari
Sham grubu (Gr S, n=6): Bu gruptaki ratlara alt ekstremite iskelet kas1 iskemisi
yapilmaksizin sadece laparotomi yapilip kapatildi, islemden 2 saat sonra anestezi
altinda ratlarin alt ekstremite iskelet kaslari, bu dokularda immiinohistokimyasal

ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindi.

Iskemi grubu (Gr I, n=6): Bu gruptaki ratlarda laparotomi sonrasinda 120 dakika
siire ile abdominal aortaya kros klemp konularak alt ekstremite iskelet kasinda
iskemi gerceklestirildi. 120 dakikalik iskemiyi takiben damar klempi agilarak ve
ratlarmn karn1 kapatildi. Islemden 2 saat sonra anestezi altinda ratlarin alt
ekstremite iskelet kaslari, bu dokularda immiinohistokimyasal ve biyokimyasal

degerlendirmeler i¢in alindi.

Iskemi ve VEGF grubu (Gr IV, n=6): Bu gruptaki ratlarda da laparotomi
sonrasinda 120 dakika siire ile abdominal aortaya kros klemp konularak alt

ekstremite iskelet kasinda iskemi gerceklestirildi. 120 dakikalik iskemiyi takiben
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damar klempi agilarak ve hemen akabinde reperflizyon baslangicinda 30 dakika
stire ile kuyruk veninden intravendz VEGF (0,8 pg/kg) infiizyonu yapildi.
Infiizyon sonrasinda karin kapatilmasimi takiben 2. saatte anestezi altinda, alt
ekstremite iskelet kaslari immiinohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler

i¢cin alind1.

VEGF grubu (Gr V, n=6): Bu gruptaki ratlara alt ekstremite iskelet kas1 iskemisi
yapilmaksizin 30 dakika stire ile intraven6z VEGF (0,8 pg/kg) inflizyonu yapildi.
Islemden 2 saat sonra anestezi altinda ratlarin alt ekstremite iskelet kaslari

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindi.

Iskemi ve Adrenomedullin Grubu (Gr IA, n=6): Bu gruptaki ratlarda da
laparotomi sonrasinda 120 dakika siire ile abdominal aortaya kros klemp
konularak alt ekstremite iskelet kasinda iskemi olusmasi saglandi. 120 dakikalik
iskemiyi takiben damar klempi agilarak ve hemen akabinde reperfiizyon
baslangicinda intravenéz 30 dakika siire ile ADM (12 mikrogr/kg) infiizyonu
yapildi. Infiizyon esnasinda karni kapatilan ratlar, infiizyon bitimini takiben 2.
saatte yeniden anestezi altinda ratlarin alt ekstremite iskelet kaslari, bu dokularda

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindi.

ADM grubu (Gr SV, n=6): Bu gruptaki ratlarda laparotomi yapilmaksizin 30
dakika siire ile ADM (12 mikrogr/kg) infiizyonu yapildi. Infiizyonu takiben 2.
saatte anestezi altinda ratlarin alt ekstremite iskelet kaslari bu dokularda

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindu.
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3.3 Biyokimyasal islemler
Ratlar’dan alinan dokular -70 derecede saklandi. Sonrasinda saklanmig
dokulardan IRH’n1 gostergeleri olan MDA, SOD, Katalaz, NO ve HIF1 alfa

degerleri biyokimya boliimii tarafindan 6l¢iildii.

Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Doku o6rnekleri 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI (pH=7.4) tamponda, buz
icinde, sogukta homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde 15.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilip, siipernatantlardan katalaz ve SOD aktiviteleri,

doku malondialdehit (MDA), NO ve HIF 1 alfa diizeyi tayini yapildi (87).

Doku Malondialdehit Analizi

Doku MDA diizeyleri Ohkawa ve arkadaslarinin (119) yontemine gore
Olciilmiistiir. Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin sodyum dodesil
stilfat (SDS) ile baglanmasiyla, ornekte bulunan MDA’nin tiobarbitiirik asit
(TBA) ile ortam pH’s1 3,5 oldugu sartlarda olusturdugu komplekse bagli kirmizi
rengin spektrofotometrik 6l¢iimiine dayanir.

Kullanilan Reaktifler:

% 8,1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) : Distile su i¢inde hazirlanmistir
% 0.8 Tiobarbitiirik asit (TBA) : Distile su i¢inde hazirlanmistir

% 20 Asetik asit : Distile su i¢inde hazirlanmistir (NaOH ile pH=3,5’a

ayarlanmistir) .
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n-butanol/ piridin : (15:1 ,v/v)

Sonuglar ‘nmol/g yas doku’ cinsinden belirlenmistir.

Siiperoksit Dismutaz

SOD, siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

¢eviren bir metalloenzimdir.

SOD

02 + 02 w H,O, + O,

Bu reaksiyon, siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiglii bir

baslaticis1 oldugundan oksidatif strese karsi ilk savunma olarak degerlendirilir.

Memelilerde ii¢ ¢esit SOD bulunmaktadir (120):

1) Sitozolik SOD (Cu-ZnSOD, SOD1): Genellikle sitozolde ve

lizozomal fraksiyonlarda yer alir, fakat mitokondriyal boslukta da bulunmaktadir.
Iki alt birimden olusmaktadir. Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Enzimin

aktivitesinden bakir, stabilitesinden ¢inko sorumludur.

2) Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SOD2): Mitokondride bulunur ve

tetramerik yapidadir. Kofaktorii mangandir.

3) Ekstraselliler SOD (EC-SOD, SOD3): Tetramerik yapidadir ve

ekstraselliiler bolimlere salgilanir. Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Ayrica bazi

bakterilerde Fe-SOD da saptanmistir (121).
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Katalaz (CAT EC 1.11.1.6)

Peroksizomlarda lokalize, dort tane hem grubu bulunan hemoproteindir.
Karaciger, bobrek ve eritrositlerde aktivitesi yiiksektir. H,O; ‘i oksijen ve suya
pargalar (122).

Katalaz

2 H,0, V 2H,0+0,

Ayni zamanda fenol ve alkollerin de detoksifikasyonunu saglayan katalaz;
hidrojen peroksitin fenton reaksiyonlar: ile demir ve bakir iyonlar: tarafindan

reaktif hidroksil radikaline doniisiimiinii engeller (123).
Nitrik Oksit

Memeli hiicrelerinde NO baslica Nitrik Oksit Sentaz (NOS)’1n aktivitesi
sonucu sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden; sitriilin ve
NO’yu olusturur. Bu olay, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), flavin
mononiikleotid (FMN), flavin adenin diniikleotid (FAD), tetrahidrobiopterin

(BHy) ve kofaktor olarak bir tiyol dondriine ihtiyag duyar (124).

Arginin + O,+ NADPH + H" Sitriilin + NO'+ NADP +
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Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal tiirii olarak baz1 memeli hiicre
tiplerince iiretilen NO; damar tonusunun kontroliinde, platelet agregasyonunda,
16kosit adezyonunda, hiicre aracili immiin sitotoksisitesinde, sinaptik

gecirgenlikte sinyal molekiilii olarak 6nem tagimaktadir (125).

Hypoxia inducable factor 1 alfa (HIF-1a)

HIF-1, basit bir heliks-halka-heliks per-ARNT-sim (PAS) protein olup,
HIF-1 alfa ve HIF-1 beta alt {initelerinden olusur. Hipoksi durumunda, HIF-1
protein seviyesi hizli sekilde artarken, doku iskemisi ortadan kaldirildiginda,
hiicreler tarafindan sentezi baskilanir. Dolayisiyla hipokside, hiicre ¢ekirdegi HIF-
1 alfa proteini birikerek HIF-1 beta protein ile dimerlesir ve c¢ekirdek
deoksiriboniikleik asit (DNA) SI-CGTG-31 sirasina  baglanarak VEGF

transkripsiyonunu aktive eder (22).

Dokuda MDA, SOD, Katalaz, NO ve HIF 1 alfa diizeylerinin

belirlenmesi

Doku MDA diizeyleri Ohkawa ve arkadaslarinin (119) yontemi ile,

Doku SOD aktiviteleri Cayman Superoxide Dismutase Assay Kit ( Catalog No:

706002 ) ile,

Doku Katalaz aktiviteleri Cayman Catalase Assay Kit ( Catalog No: 707002) ile,
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Doku NO diizeyleri Cayman Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit ( Catalog No:

780001) ile,

HIF 1 alfa diizeyleri ise Uscn life marka elisa kiti (Catalog No: E90798Ra) ile

Olclilmiistiir.

3.4 Alt ekstremite iskelet Kas1 Doku Orneklerinin Histopatolojik
Olarak Degerlendirmesi:

Isik Mikroskobik Takip Yontemi

Isik mikroskobik inceleme igin 1 cm’ biiyiikliigiinde kesilen doku 6rnekleri
%10 luk noétral formaldehitte 72 saat tespit edildi. Daha sonra asagida belirtilen

alisila gelmis takip yontemlerden gecirilerek parafine gomiildiiler.

1- 24 saat akarsuda yikama 12 saat
2- % 70 etil alkol 20 dk
3- % 80 etil alkol 20 dk
4- % 96 etil alkol 20 dk
5- Aseton [ 20 dk
6- Aseton II 20 dk
7- Aseton II1 20 dk
8- Aseton IV 20 dk
9- Ksilol I 30 dk
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10- Ksilol II 30 dk

11- 60°C’lik etiivde erimis parafin I 1 saat

12- Parafin 11 1 saat

13- Parafin i¢inde bloklama

14- 4pm kalinliginda kesit alma

15- Hematoksilen & eozin (H&E) ile boyama

TUNEL Yontemi

DNA fragmantasyonu ile gelisen apoptozisi saptamak icin TUNEL
yontemi uygulandi. Kesitler 37° C’deki etiivde bir gece tutuldu daha sonra
deparafinizasyonu kolaylagtirmak igin etiiv 1sis1 57° C’ye ¢ikarilarak bu 1sida 1
saat, son olarakta 61 °C’ de 20 dakika bekletildi. Camlar deparafinizasyonu
tamamlamak i¢in 3 kez 20’ser dakika ksilol’e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar
dakika sirastyla %100, %96, %90, % 80 ve %70’lik alkol serilerinden gegirildi.
Kesitler alkolden arindirilmak i¢in iki kez 5’er dakika distile sudan gecirildi.

Sudan ¢iktiktan sonra etrafi PAP-pen ile ¢evrelenen dokular, 25 dakika
boyunca 37 ‘C’de 20 pg/ml proteinaz K( REF: 03115836001, Lot: 11403400,
Roche Diagnostics, GmbH) ile inkiibe edildi. Daha sonra dokular 3 kez 3’er
dakika PBS ile yikandi. PBS ile yikama agamasindan sonra 15 dakika %3’liik
hidrojen peroksit (Cat: AP- 9003- 500, Lot: 9003LT13610, Lab Vision, Fremont,
USA) ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.

PBS ile yikanan kesitler 60 dakika 37 °C nemli ve karanlik ortamda TUNEL kiti
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(450 pL Label soliisyon, 50 pL Enzim soliisyon) (Roche, In Suti Cell Death
Detection Kit, AP Cat: 116489910) ile inkiibe edildi. Kalan 100 pL Label
sollisyonu negatif kontroller i¢in kullanildi. Daha sonra dokular 3 kez 3’er dakika
PBS ile yikandi. Ardindan dokular converter-POD (Cat: 11684817910, Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA, 001) soliisyonu ile nemli ortamda, 37
derecede 30 dakika inkiibe edildi. Tekrar dokular 3 kez 3’er dakika PBS ile
yikandi. Yikamanin ardindan TUNEL pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in DAB
ile boyama yapildi. Zemin boyas1 olarak Mayer’in hematoksileni kullanildi.

Boyanan camlar azalan alkol serilerinden gegirildi. Son olarak da 20
dakika ksilolde bekletildikten sonra entallan ile lamelle kapatildilar. Kesitler Leica
DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3
programinda degerlendirildi.

Histopatolojik olarak incelemeler degerlendirildiginde iskemik olan
dokularda;

-Nekroz kasin central bolgesinde perifere gore daha biiyiik olmasi (+)
-Kapiller liimenine dogru hiicre membraninin parmaksi ¢ikintilar: (-)
-Endotelial hiicre 6demi (-)

-Kapiller liimeninde kirmizi kan hiicreleri (+)

-Kas fibrillerinde kiigiilme (+)

-Fibrillerin yuvarlaklagmasi yada ovallesmesi (+)

-Cekirdekler merkezde lokalize olmasi (+)

-Kas lifleri i¢ine infiltre olan inflamatuar hiicreler (+)
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TUNEL Sham 1 Sham 2 Sham 3 Sham 4 Sham 5 Sham 6
Sham

2 1 1 3 0 1

0 1 2 1 1 4

1 2 2 1 2 1

3 4 1 2 4 3

0 0 1 1 2 2

4 1 2 2 2 1
TUNEL IR1 IR 2 IR3 IR4 IR5 IR6
IR

19 21 29 21 34 32

14 20 24 19 29 24

22 19 31 23 23 27

24 23 22 17 32 31

18 17 28 21 26 25

16 22 24 23 20 24
TUNEL VEGF 1 VEGF 2 VEGF 3 VEGF 4 VEGF 5 VEGF 6
VEGF

4 1 2 3 2 2

4 3 1 2 3 1

2 2 1 4 3 3

2 4 0 2 1 3

1 1 2 2 2 2

3 1 1 2 2 1
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TUNEL IR+VEGF 1 | IR+VEGF IR+VEGF 3 | IR+VEGF 4 | IR+VEGF5 | IR+VEGF 6
IR+VEGF 2

12 8 14 11 13 8

9 11 12 10 14 12

11 13 12 11 11 14

11 9 9 9 10 12

14 9 13 11 10 12

10 11 12 13 11 9
TUNEL ADM 1 ADM 2 ADM 3 ADM 4 ADM 5 ADM 6
ADM

0 1 1 1 4 3

2 3 1 2 2 2

2 0 3 1 2 1

1 0 1 1 1 1

0 1 1 1 3 2

1 2 2 1 2 1
TUNEL IR+tADM 1 | IR+ADM IR+tADM 3 | IRtADM 4 | IR+tADM 5 | IR+ADM 6
IR+tADM 2

9 9 5 8 11 10

9 12 9 3 8 6

6 6 7 8 8 8

10 6 5 8 9 8

6 8 8 6 8 6

7 4 8 9 9 7

Tablo 1: Gruplarda sayilan Tunel (+) hiicre sayilar
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3.5 Histolojik Kesitler

1.Sham

Sham grubunda normal goriiniimde kas fibrilleri ve periferik yerlesimli siralt

nukleuslar (oklar), Longitudinal kesit. H&E

Sham Grubunda TUNEL boyamasi: Normal goriiniimde kas fibrilleri periferik
yerlesimli, siralt TUNEL (-) nukleuslar (oklar). Longitudinal kesit. TUNEL
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2. iskemi Reperfiizyon

IR grubunda: Merkeze go¢ etmis nukleuslar: (oklar) ile ve miyofibriler kayip nedeniyle merkezi

korlu (mavi oklar) atrofik kas fibrilleri. Enine kesit H&E

IR Grubunda: Merkeze go¢ eden nukleuslar (oklar), yaygin perikapiller inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (yesil oklar) Longitudinal kesit H&E.
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IR Grubunda; TUNEL (+) DNA fragmantasonu gosteren kas hiicre nukleuslar
(oklar). Longitudinal kesit, TUNEL
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3. VEGF

VEGF Grubu histolojik olarak Sham grubuna benzer 6zellik gostermekte. Priferik yerlesimli, siral
kas hiicre ¢ekirdekleri (oklar). Longitudinal kesit, H&E.

VEGF Grubu: Periferik yerlesimli TUNEL (-) kas hiicre ¢ekirdekleri (oklar) . Longitudinal kesit.
TUNEL
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4. 1R + VEGF

IR+VEGF Grubunda; Az sayida merkezi yerlesimli (siyah oklar), genellikle periferik yerlesimli,
sirali nukleuslar (sar1 oklar) , perivaskiiler inflamatuar hiicre infiltrasyonu gézlenmiyor (pembe

ok). Longitudinal kesit H&E.

IR+VEGF Grubunda; iskemi grubuna gore daha az sayida TUNEL (+) kas hiicre cekirdekleri
(oklar) Longitudinal kesit. TUNEL
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5. Adrenomedullin

ADM Grubu bulgulart histolojik olarak Sham ve VEGF grubu bulgularima benzerlik
gostermekteydi. Periferik yerlesimli, sirali kas hiicre ¢ekirdekleri (oklar). Longitudinal kesit, H&E.

ADM Grubunda: Periferik yerlesimli TUNEL (-) kas hiicre g¢ekirdekleri (oklar) . Longitudinal
kesit. TUNEL
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6. IR + Adrenomedullin

IR+ADM Grubunda; Az sayida merkezi yerlesimli (sar1 oklar), genellikle
periferik yerlesimli, sirali (siyah oklar) nukleuslar, Longitudinal kesit H&E.

IR+ADM Grubunda; az sayida periferik yerlesimli TUNEL (+) kas hiicre
nukleuslar1 (oklar). Longitudinal kesit. TUNEL
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4. ISTATISTIK

[statistik degerlendirme SPSS 12.0 bilgisayar programinda asagida
siralanan testler kullamlarak gerceklestirildi. Istatistiksel analiz verileri [Ortalama
+ standart sapma , (En az - En ¢ok)] olarak sunuldu. Yapilan tiim istatistiksel
analizlerde anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

Olgiilebilen parametrelere Kolmogorov-Smirnov testi uygulanarak
dagilimin normal ya da anormal olup olmadigi belirlendi. Normal dagilim
gosterenler i¢in gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemede bagimsiz
gruplarda Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Farklilik olmasi durumunda
gruplar aras1t Mann-Whitney U testi ile karsilastirilma yapildi.

4.1. Histopatoloji Bulgularina Gore

TUNEL

Grup Ortalama |Standart Sapma| Minimum | Maksimum | Varyans
Sham 1,6944 1,14191 0,00 4,00 1,304
IR 23,4444 4,90740 14,00 34,00 24,083
VEGF 2,0833 1,02470 0,00 4,00 1,050
IR+VEGF 11,1389 1,72631 8,00 14,00 2,980
ADM 1,4722 0,94070 0,00 4,00 0,885
IR+ADM 7,6111 1,88646 3,00 12,00 3,559

Tablo 2: Siganlarin iskelet kas dokusunda TUNEL (+) hiicre verileri
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Grafik 1: Gruplardaki siganlarin TUNEL pozitif hiicre sayis1 verileri (uM) [Ort+ SS]

e Her denekten 6 preparattan 6 kesitte 100 hiicreden pozitif olan hiicreler
sayild1 ve ortalamalar belirlendi.

e TUNEL pozitif hiicre ortalamalari; sham grubunda 1,69 + 1,14; IR
grubunda 23,44 + 4,90; VEGF grubunda 2,08 + 1,02; IR+VEGF
grubunda 11,13 +1,72; ADM grubunda 1,47 + 0,94; IR+ADM grubunda

ise 7,61 + 1,88 olarak saptandi.

e Kruskal Wallis testine gore 4 grup arasinda fark anlamli olarak bulundu
(p=0,000). Gruplarn ikili karsilastirilmasi Mann Whitney U testi ile

yapildi. P degeri 0,05 ten kiigiik olanlar anlamli kabul edildi.

e SHAM grubu ile IR grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlamli)

e Sham grubu ile VEGF grubu karsilastirildiginda; p=0,094 (anlamli degil)
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Sham grubu ile IR+VEGF grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlamli)

Sham grubu ile ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,460 (anlamli degil)

Sham grubu ile IR+ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlamli)

IR grubu ile VEGF grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlamli)

IR grubu ile IR+VEGF grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlaml)

IR grubu ile ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlaml)

IR grubu ile IR+ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlamli)

VEGF grubu ile IR+VEGF grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlamli)

VEGF grubu ile ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,011 (anlamli)

VEGEF grubu ile IR+ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlaml)

IR+VEGF grubu ile ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlaml)

IR+VEGF grubu ile IR+ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,000

(anlamh)

ADM grubu ile IR+ADM grubu karsilastirildiginda; p=0,000 (anlamli)
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4.2. Biyokimyasal Sonuclara Gore

Grup S Grup AD Grup Grup IR Grup AD-IR Grup p**
(n=6) (n=6) VGEF (n=6) VGEF-IR
(n=6) (n=6)
(n=6)
MDA 85.1749.02 | 95.40+9.86 | 104.80+4.0 | 125.00+17.5 | 102.20+£9.26 | 106.60+7.4 | 0.001
(nmol/gr 9 1%,&,? + 4+
doku) (70-93) (83-107)
(102-111) (111-153) (88-111) (97-116)
CAT 0.99+0.37 0.99+0.34 1.15+0.55 1.73+0.39 0.89+0.38 1.32+0.17 | 0.051
(umol/d
k/mL) (0.70-1.47) | (0.49-1.42) | (0.61-2.13) | (1.44-2.36) (0.42-1.48) | (1.08-1.50)
SOD 199.94+20. | 204.51+16. | 210.75+20. | 243.68+13.0 | 207.04+£15.2 | 229.03+£25. | 0.037
(U/mL) 85 52 15 4*,&,? 0+ 25
(165.16- (188.10- (190.08- (224.53- (192.09- (196.23-
219.35) 224.53) 238.43) 257.17) 232.70) 257.17)
NO 76.83+28.8 | 92.50+32.9 | 131.80+28. | 224.33+37.8 | 79.50+21.91 | 52.83£15.2 | <0.000
(uM) 5 0 41 9*,&,? + 6?,+ 1
(38-1006) (60-139) (96-172) (162-281) (50-1006) (41-81)
HIF 1 0.49+0.12 0.88+0.35 0.64+0.30 4.09+2.60%, 1.03+0.46+ | 2.35+0.87%, | 0.001
alfa &,? ?
(ng/mL) (0.34-0.62) | (0.44-1.19) | (0.24-1.09) (0.52-1.63)
(2.18-8.08) (1.05-2.85)

Tablo 3. Siganlarin iskelet kas dokusunda oksidan durum parametreleri [Ort + SS (En az-En ¢ok)]

P**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup S ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup ADM ile

karsilastirildiginda; ? p<0.05: Grup VGEEF ile ile karsilastirildiginda; + p<0.05:

Grup IR ile karsilastirildiginda.
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Gruplar iskelet kas dokusu MDA enzim aktivitesi agisindan kendi
aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamh fark vardi (p=0.001). MDA
enzim aktivitesi IR grubunda S, ADM ve VGEF gruplarina gére anlamli yiiksek
olarak bulundu (p=0.004, p=0.008, p=0.014, sirasiyla ). Ayrica, ADM+IR ve
VGEF+IR gruplarinda MDA enzim aktivitesi IR grubuna gore anlamh diisiik

olarak tespit edildi (p=0.016, p=0.046, sirastyla ) (Tablo 3, Grafik 2).

Gruplar iskelet kas dokusu SOD enzim aktivitesi agisindan kendi
aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.037). SOD
enzim aktivitesi IR grubunda S, AD ve VGEF gruplarina gore anlamli yiiksek
olarak tespit edildi (p=0.008 p=0.012, p=0.032, sirasiyla). Ayrica, ADM+IR
grubunda SOD enzim aktivitesi IR grubuna gore anlamli diisiik olarak tespit edildi

(p=0.016) (Tablo 3, Grafik 3).

Sicanlara ait gruplar iskelet kas dokusu CAT enzim aktivitesi agisindan
kendi aralarinda kiyaslandiginda gruplar arasinda fark bulunmadi (p=0.051) ),

(Tablo 3, Grafik 4).

Gruplar iskelet kas dokusu NO diizeyi ac¢isindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.0001). NO diizeyi IR
grubunda S, AD ve VGEF gruplarina goére anlamli yiiksek olarak bulundu
(p=0.002, p=0.04, p=0.011, siras1iyla). Ayrica, ADM+IR ve VGEF+IR gruplarinda
NO diizeyi IR grubuna gore anlamli diistik olarak tespit edildi (p=0.004, p=0.002,
sirasiyla). Bunlara ek olarak VGEF+IR grubunda NO diizeyi, VGEF grubuna

gore anlamli artmis bulundu ( p=0.006) (Tablo 3, Grafik 5).
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Gruplar iskelet kas dokusu HIF 1 alfa diizeyi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vardi (p=0.001). HIF 1 alfa diizeyii
IR grubunda S, AD ve VGEF gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi
(p=0.010, p=0.004, p=0.004,s1rasiyla). Ayrica, ADM+IR grubunda HIF 1 alfa
diizeyi IR grubuna gore anlaml diisiik olarak tespit edildi (p=0.004 ). Bunlara ek
olarak VGEF+IR grubunda HIF 1 alfa diizeyi S ve VGEF gruplarina gére anlamli

artmis bulundu (p=0.019) (Tablo 3, Grafik 6).
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Grafik 2. Gruplardaki siganlarin MDA enzim aktivite verileri (nmol/gr doku) [Ort =+ SS]

73



300

*&,7

250 + +

200 +
S
0 150
D

100

50

0 T T T
Grup S Grup AD Grup VGEF Grup IR Grup ADIR Grup VGEFIR

Gruplar

Grafik 3. Gruplardaki sicanlarin SOD enzim aktivite verileri (U/mL) [Ort £ SS]

2,5

2 -

1,5 A
¢ b
A
T 1 -

0,5 A

O T T T T T

Grup s Grup AD Grup VGEF Grup IR Grup ADIR  Grup VGEFIR
Gruplar

Grafik 4. Gruplardaki siganlarin CAT enzim aktivite verileri (umol/dk/mL) [Ort + SS]



300

*,&,?
250 +
2+
200 - *
N 150
0
100 - I
N i i
0 T T T T
Grup S Grup AD GrUpVGEEruplar GrupIR Grup ADIR Grup VGEFIR
Grafik 5. Gruplardaki si¢anlarin NO verileri (uM) [Ort + SS]
8 -
* &7
7 -
H
I 6 o
F
5 |
* 9
1 )
4 |
+
a 1 4 I
|
f 27
a
| N s T
o | il . ]
Grup S Grup AD G“pVGEEruplar Grup IR Grup ADIR Grup VGEFIR

Grafik 6. Gruplardaki siganlarin HIF 1 alfa verileri (uM) [Ort + SS]

75



S.TARTISMA

Cizgili kas dokusunda iskemik reperfiizyon hasarlanmasi, hastalarin
morbiditesini olumsuz yonde etkileyen klinik bir durumdur. Bundan dolay1 bu
olayin negatif sonuglarini azaltmak amaciyla yeni ilaglarin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Damar1 klempleme veya turnike uygulamasi, bazi ameliyatlarda,
ameliyat bolgesinde miimkiin oldugunca kansiz bir ortam saglamak ve bdylece
cerrahin ¢alismasin1  kolaylastirmay1r amaglayan bir yontemdir. Ancak bu
yontemin IRH’ye yol agabilme gibi bir sakincas1 vardir. Bununla ilgili olarak,
hem bu hasar1 azaltarak hastay1 koruyacak hem de klempleme siiresini uzatarak
cerrahin isini kolaylagtiracak ilaglarin uygulanmasi faydali bir yaklasim olacaktir.
Bu nedenle, bu ¢aligmada vaskiilogenez ve anjiyogenez etkilerinin oldugu bilinen,
baz1 dokularin iskemik reperfiizyon hasarlanmasinda antioksidan aktivitesi
gosterilmis bir ajan olan VEGF iin ve giiglii bir vazodilatator oldugu bilinen, bazi
dokularin iskemik reperflizyon hasarlanmasinda da antioksidan aktivitesi yeni
yeni gosterilmeye baglanmis bir ajan olan adrenomedullinin sigan alt ekstremite

iskelet kas1 IRH modelindeki olas1 yararl etkilerinin arastirilmasi yapildi.

Kas hiicresinde IRH sonucu once geri doniisiimlii, iskeminin ilerleyen
donemlerinde hiicre oliimiiniin gbzlendigi geri doniisiimsliz zedelenme ortaya
cikar. Hiicrede geri doniisiimlii zedelenmede akut hiicresel sisme, niikleer
kromatin kiimelesmesi, mikrovilluslarin kaybi, endoplazmik retikulum (ER) ve
mitokondri sismesi (dilatasyon) gibi degisiklikler ortaya c¢ikar. ER’da sisme
sonucu protein sentezi bozulur. Hipoksi diizelmez ise mitokondri fonksiyonlarinin

daha da koétiilesmesi ve membran permeabilitesinin artmasi daha fazla morfolojik
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bozulmaya neden olur. Geri doniisiimsiiz zedelenmeye, mitokondrilerin daha
siddetli sismesi ve mitokondri matriksinde sekilsiz, kalsiyumdan zengin
yogunluklarin birikimi eslik eder. Lizozomal membranlarin zedelenmesi,
enzimlerin sitoplazma i¢ine sizmasina yol acgar. ER’da lizis, fosfolipitlerin kaybu,
hiicre iskelet degisiklikleri, SOR olusumu, lipitlerin yikimi, protein sindirimi,
kreatin kinaz (CK) ve LDH gibi enzimlerin ortaya ¢ikisi gozlenir. Cekirdekte ise
kromatin bazofilisinde azalma (karyolizis), niikleer biliziilme (piknoz) ve piknotik
cekirdegin parcalanmasi (karyorhekzis) gozlenir. IRH nin ilerleyen déneminde
hiicre oliimii, “nekroz” ortaya ¢ikar ( 23,36,126).

MDA, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan stabil bir
son trindir. Doku IR hasarinda, ksantin oksidaz enzimi, mitokondriyal
oksidasyon, siklooksijenaz aracili doymamis yag asidi oksidasyonu, katekolamin
oksidasyonu, sitokrom p 450 aracili oksidasyon, lokosit NADPH oksidaz
aktivasyonu, demir salinimi ve redoks siklusu lokal ve sistemik serbest oksijen
radikal olusumuna katkida bulunur (4,17). Bununla birlikte her doku i¢in baskin
sistem farklidir. Artmis serbest oksijen radikalleri (6zellikle hidroksil radikali),
hiicre zan fosfolipidlerinin (arasidonik asit, linoleik asit ve linolenik asit gibi
coklu doymamis yag asitleri) peroksidasyonuna neden olarak hiicre zar
biitiinliiglinde bozulma, hiicre sismesi ve arasidonik asit / lipidperoksil salinimina
neden olur (4,17). Bu siiregte, zincirleme bir serbest oksijen ve yag asidi radikali
olusumu ile ilerleyici hiicre zar1 hasar1 gergeklesir (4,17). Dolayisiyla, bu kisir
dongii sirasinda meydana gelen ve stabil bir molekiil olan MDA diizeyi 6l¢iimii ile

reaktif oksijen tlirevleri ve membran hasar1 derecesi hakkinda fikir sahibi

77



olunabilinir (127). Bozkurt ve arkadaslarinin yaptigr bir calismada iloprostun
deneysel AIR modelinde iskelet kasi hasarina olan etkisinin arastirildigi ve AIR +
iloprost grubuna ait MDA degerlerinin, AIR grubundaki degerlere gére anlamli
diizeyde azaldigi bulunmustur (128) Ozyurt ve arkadaslarmin yaptigi bir
calismada Kafeik asit fenetil ester (Caffeic acid phenetyl esther, CAPE)’in
deneysel AIR modelinde iskelet kas1 hasarina olan etkisinin arastirildigi ve AIR +
CAPE grubuna ait MDA degerlerinin, AIR grubundaki degerlere gore anlamli
diizeyde azaldigr bulunmustur (129). Akbas ve arkadaslarnin yaptigi bir
calismada karvedilol’iin deneysel AIR modelinde iskelet kasi hasarma olan
etkisinin arastirildigi ve AIR+ karvedilol grubuna ait MDA degerlerinin AIR
grubundaki degerlere gore anlamli diizeyde azaldigi bulunmustur (130)
Calismamizda, AIR sonrasit dokudaki dlgiillen MDA degerinin anlamli derecede
yukseldigi goriildii. Calismamizda, AIR+VEGF ve AIR+ADM grubundaki iskelet
kas dokusu MDA degerinin AIR grubuna gore anlamli derecede diisiik olmasinin
benzer c¢aligmalarin sonuglar1 ile paralellik i¢inde oldugu goriilmektedir.
AIR+VEGF ve AIR+ADM grubu MDA degerlerinin AIR grubuna gore diisiik
olmasi, VEGF ile ADM’nin AIR sonrasi olusan lipid peroksidasyonu miktarini
azalttigini diistindiirmektedir.

Siiperoksit dismutaz (SOD), bir metalloenzimdir. Oksijeni metabolize
eden biitlin hiicrelerde bulunur. Siiperoksidin hidrojen perokside doniisiimii
reaksiyonunu katalizler. Siiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hem
de rediiktan olarak hareket eder ve bilinen en hizli etki gdsteren enzim sistemidir

ancak diflizyon hizi simirlidir. Oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi SOD,
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katalaz ve glutatyon enzim sistemiyle birlikte c¢alisan bir savunma
mekanizmasidir. Boylece olusan hidrojen peroksit, katalaz veya glutatyon
peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir. Peroksit
radikalinin dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj
saglar. SOD’un gorevinin aerobik organizmalari, siiperoksitin zararli etkilerine
karst korumak oldugu sanilmaktadir (131). Enzim, hiicrede degisik
kompartmanlarda bulunmaktadir. Sitozolik ve ekstraselliiler enzim, her biri i¢inde
bir ekivalan bakir (Cu2+) ve ¢inko (Zn2+) tasiyan birbirine benzer iki alt {initeden
meydana gelir. Fakat mitokondriyal enzim, bakterilerde bulunana benzer sekilde
sadece manganez (Mn+2) igerir. Siiperoksit dismutaz biitiin temel aerobik
dokularda bulunmaktadir (83).

Calismamizda AIR grubunda alt ekstremite iskelet kas1 dokusunda SOD
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli yiikselme saptandi, ancak AIR+VEGF
grubunda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmadi.
AIR+ADM grubunda istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildi.
Dimakakos P.B. ve ark. (132) deneysel bir caligmada, abdominal aortada
okliizyon olusturup, intestinal organlarda oksidan hasara karsi vitamin E’nin
etkisini arastirmislar. Bunun i¢in kanda SOD aktivitesine bakmislar. E vitamini
verilen grupta SOD aktivitesinde azalma saptamislar ve vitamin E’ nin
postiskemik hasara karsi korudugunu savunmuslardir. Ilhan A. ve ark. (133)
yaptiklar1 ¢alismada, tavsanlarda kafeik asit fenetil esterin spinal kord IRH’ na
olan etkilerini arastirmiglar ve serbest radikal hasarinin gostergesi olarak SOD

aktivitesi bakmislar, ancak tiim gruplar arasinda anlamli fark saptayamamuslardir,
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ozellikle ila¢ verilmesiyle SOD aktivitesinin anlamli azalmamasi ¢alismamizla
uyumludur. Ege E. ve ark. (134) tavsan spinal kord IRH’ na erdosteinin etkisini
arastirdiklar ¢alismada, IR grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SOD
aktivitesinde anlamli artma saptamis olmalar1 g¢alismamizla uyumlu iken,
erdostein verilen grupta SOD enzim aktivitesinde anlamli azalma saptamislardir.
Bizim ¢alismamizda AIR +ADM grubunda SOD diizeyinde belirgin azalma
olmasi, ancak AIR+VEGF grubunun kontrol seviyesine inmemesi, oksidatif
stresin VEGF uygulanan grupta azaldigini ancak tamamen ortadan kalkmadigini
diisindiirmektedir. AIR+ADM uygulanan grupta normale yakin bir seviyeye
diismiis olmasi ilacin etkin oldugunu diisiindiirmektedir.

Katalaz hiicre icinde peroksizomlarda bulunur. Bilinen en hizh
enzimlerden biridir. Saniyede alt {inite basina 200.000 katalitik olay1
gerceklestirebildigi saptanmistir. SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksiti
peroksizomlarda su ve oksijene ¢evirir. Katalaz hiicreyi kendi respiratuvar
patlamasina kars1 koruyucu olarak hizmet eder. Katalazin indirgeyici aktivitesi
hidrojen peroksitin yani sira metil-hidroperoksitler, etil-hidroperoksitler gibi
kiiciik molekillii lipid hidroperoksitleri de i¢ine alir. Katalaz da iskemi
reperfiizyon hasarinin saptanmasinda sik kullanilan parametrelerden biridir
(44,135). Calismamizda, AIR grubunda alt ekstremite iskelet kasi dokusundaki
KAT aktivitelerinde, kontrol grubuna gore rakamsal olarak artma saptandi. AIR +
ADM ve AIR+VEGF grubunda da AIR grubuna goére rakamsal azalma saptandi,
fakat istatistiksel anlam bulunmadi. Kiris ve ark. (136) infrarenal AIR modelinde

renal hasar1 arastirdiklar1 ¢alismada, IRH gostergesi olarak KAT aktivitesini
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incelemigler ve AIR grubunda kontrol grubuna gére KAT aktivitesinin anlamli
olarak arttigin1 saptamiglardir. Erten S.F. ve ark. (137) deneysel spinal kord IRH’
na melatoninin etkisini arastirmislar ve iskemi reperfiizyon grubunda KAT
aktivitelerinde anlamli artis saptamislardir. Melatonin verilmesi ile de bu
aktivitelerde anlamli azalma saptanmistir. Mezzetti A. ve ark. (138)
kardiopulmoner by-pass sirasinda kanda KAT ve diger antioksidan enzim
aktivitelerini arastirmiglar, iskemi ve takiben yapilan reperflizyon ile KAT ve
diger antioksidan enzim aktivitelerinde artis bulmuslardir. Ayrica bu
degisikliklerin iskemik arrestin siiresi ile iliskili oldugunu ve reperfiizyonla
serbest radikal iiretiminin, dnceki iskemik periyodun siddetine bagimli oldugunu
saptamiglardir. Calismamizin AIR grubundaki KAT aktivite degerlerinin degisimi
bu literatiirlerle uyumludur. Calismamizda AIR grubunda KAT aktivitesi artisi,
yukselmis SOD aktivitesi ile olusan hidrojen peroksitin KAT enzimi ile elimine
edildigini diistindiirmektedir. VEGF uygulanan grupta azalan SOD aktivitesi
oksidatif stresin azaldigini, ancak tam ortadan kalkmadigini, bununla birlikte bu
grupta olusan hidrojen peroksitin indirgenmesi i¢in KAT aktivitesinde artisa yol
acmadigr goriilmistiir. KAT aktivitesinin AIR + VEGF ve AIR+ADM gruplarinin
iskelet kas1 dokusunda kontrol grubu degerlerine inmese de azalmasimnin bu
nedenle olabilecegi kanaatindeyiz.

Serbest bir radikal olan NO , birgok fizyolojik ve patolojik olaylardaki
kan akimmin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Iskemi, damar
endotelinde hem inflamatuvar hiicre infiltrasyonu hem de indiiklenebilir nitrik

oksit sentaz (iNOS) aktivitesini artirir. Boylece iskemi sirasinda NO  seviyesi
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artarken, reperfiizyon siirecinde kan akimimnin yeniden baslamasiyla, biiyiik
miktarlarda molekiiler oksijen dokulara taginir. Reperfiizyon hasarindan sorumlu
oldugu diisiiniilen ¢ok miktarda serbest oksijen radikali ortaya ¢ikar (139,140).
Iskemi sirasinda olusan NO™, ya bu radikalin stabil son iiriinleri olan nitrit ve
nitrata donigiir, ya da O2 radikali ile reaksiyona girerek bir toksik oksijen
metaboliti olan peroksinitrit (ONOO ) olusturur. ONOO ise dokularda hasar
yapmaktadir (139,141). NO artisindaki bir diger muhtemel mekanizma ise,
noétrofillerin aktivasyonu ve etkilenen dokuya sekestrasyonudur (142). Yapilan
bircok arastirmada, iskemi reperfiizyona bagli olarak yiiksek miktarda meydana
gelen NO ve ONOO olusumu azaltilarak hasarin onlenebilecegi ileri
stiriilmiistiir (143). NO’nun O2 ile reaksiyona girerek daha az toksik olan
ONOO agiga ¢ikardigi ve bununda glutatyon ile birleserek zararsiz bir molekiil
olan S-nitrozoglutatyona doniisebilecegi hesaba katildiginda (1), VEGF ve
ADM’nin antioksidan etki mekanizmasinin NO {izerinden olusabilecegi
sOylenebilir. Ayrica yapisal NO sentaz enzimi (cNOS) aracilifiyla aciga ¢ikan
NO’nun bir¢ok patolojik olayda genelde koruyucu etki gosterdigi gercegi de bu
hipotezi destekler niteliktedir (144). Ote yandan indiiklenebilir NO sentaz enzimi
(INOS) aktivitesi sonucu aciga ¢ikan NO’un ise zararh etkilerinin oldugu da genel
olarak kabul edilmektedir (144). iNOS’un irettigi yiiksek miktardaki NO’un
oksidan travmaya yol agabilecegi ihtimali de goz ardi edilmemelidir. iINOS’un
cizgili kas IRH’deki zararli etkisi deney hayvanlarinda gosterilmistir (145,146).
Yarilanma omriiniin kisa olmasi ve kimyasal yapisi nedeniyle, NO direkt olarak

saptanmasi zor oldugundan dolay1r, NO degerlendirmesi igin stabil son lirlinleri
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olan nitrit ve nitrat Ol¢limii kullanilmaktadir. Calismamizda, AIR sonrasi
dokudaki olgiilen NO degerinin anlamli derecede ylikseldigi goriildii.
Calismamizda, AIR+VEGF ve AIR+ADM grubundaki iskelet kasi doku NO
degerinin AIR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik olmasinin
benzer ¢alismalarin sonuglari ile paralellik i¢cinde oldugu goriilmektedir.

HIF-1 (Hipoksi ile indiiklenen faktor-1) transkripsiyon faktorii, hipoksiye
adaptasyon cevabinin gelisiminde anahtar rol oynayan diizenleyici bir proteindir
(147). Bu proteinin etki ettigi mekanizmalar, ¢ok sayida genin transkripsiyonunun
diizenlenmesi, hiicrelerin dediferansiyasyonu, vaskiilarizasyon, otokrin biiylime
faktori iiretimi, proliferasyon, invazyon ve metastaz, metabolik yeniden
programlanma, tiimor biiylimesinin artmasi olarak siralanabilir (148,149). HIF-1
proteini, hiicrede siirekli olarak eksprese edilen HIF-18 altiinitesi ile HIF-1a
altiinitesinin bir araya gelmesi ile olusan bir heterodimerdir. HIF-1a altiinitesi,
ortamda oksijen konsantrasyonunun azalmasina bagimli olarak aktive olmaktadir.
Hipoksik kosullar altinda, HIF-l1a altiinitesi sitoplazmadan c¢ekirdege yer
degistirerek HIF-18 ile dimer olusturur. Cekirdekteki diger kofaktorlerin de
baglanmasi ile aktive olan HIF-1a DNA iizerinde “hipoksi cevap eleman1” olarak
tanimlanan 0zgiil diziye baglanir ve hedef genlerin ekspresyonunu tetikler.
Dokularda, lokal hasarlanma, irritanlar ve enfeksiyonun varligi, yeni damar
olusumunu indiiklemektedir. Bu olusum, ¢evre dokular tarafindan salgilanan
faktorlerce kontrol edilir. Burada en 6nemli parametre dokulara gelen oksijenin
azalmasidir. Hiicrelerin hipoksik ortama adaptasyonu c¢esitli faktorlerce saglanir.

Bunlardan en Onemlisi gen regulasyon proteini olan HIFI1’dir. Bu protein,
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ozellikle VEGF gen ekspresyonunu artirmak suretiyle endotel hiicrelerini aktive
ederek damarlanmay1 arttirir. Diger yandan eritropoetin gen expresyonunu da
artirmak suretiyle hiicrelerin hipoksik ortama adaptasyonunu saglamaktadir. Yeni
damar olusumu gergeklesip oksijen konsantrasyonu arttiginda HIF1 aktivitesi
azalir. Bir bagka deyisle HIF ekspresyonunun artmasi dokuda hipoksinin varligina
isaret etmektedir (18). Celik M ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklart ESWL
uygulanan hastalara pentoksifilin verilerek HIF 1 alfa ekspresyonuna bakmiglar ve
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda pentoksifilin HIF 1 alfa diizeyini anlamli olarak
azalttigin1 gozlemlemislerdir. Literatiirlere bakildiginda olusturulan deneysel rat
abdominal aorta iskemi reperflizyon modeli ile alt ekstremite iskelet kasi
hasarlanmasi ¢alismalarinda biyokimyasal parametre olarak HIF 1 alfa’nin
bakilmadigi, calismamizin HIF 1 alfa 6l¢limii agisindan ilk olarak gergeklestirilen
bir ¢alisma oldugu goriilmektedir. Calismamizda IR grubunda S,ADM ve VEGF
gruplaria gore anlaml diizeyde arttig1 istatiksel olarak gosterilmistir. ADM-+IR
grubunda IR’ye gore anlamli olarak HIF 1 alfa diizeyinin diistiigi, VEGF+IR
grubunda istatiksel olarak anlamli diizeyde diismedigi goriilmiistiir. Calismamizda
VEGF+IR grubunda istatistiksel olarak anlamli diisme olmamasinin nedeninin,
hipoksi durumunda salinan HIF 1’in VEGF ekspresyonunu arttirmasi ve bu
nedenle reseptorlerin uyarilabilirligini diismesi ile disaridan verilen VEGF’in

yeterince etkin olamamasi oldugu diistincesindeyiz.

Gruplarin histopatolojik degerlendirmeleri, alt ektremite iskelet kasi
dokulart Hemotoksilen Eozin boya ve Tunel yontemiyle boyanmasi sonrasinda

151k mikroskobu ile degisik biiyliltmelerde incelenerek gerceklestirilmistir. Alt
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ekstremite iskelet kasi dokularinin Sham, VEGF ve ADM gruplar arasinda
histopatolojik olarak belirgin degisiklik gozlenmemistir. IR grubunda kontrol
grubuna gore hasar belirgin olarak gosterilmistir. Bu hasar IR + VEGF ve
IR+ADM gruplarinda, IR grubuna gére kiyaslandiginda daha az, kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda daha fazla olarak tespit edilmistir. Calismamizin
histopatolojik sonucglarinin  biyokimsal parametre sonucglar1 ile paralellik

gosterdigi gorilmiistiir.
SONUC

Sonug olarak, calismamizdan elde edilen bulgular ¢ergevesinde, iskelet
kasinda iskemi reperfiizyon hasarina adrenomedullin ve vaskiiler endoteliyal
bliylime faktorii uygulanmasi ile olusan etkilerin arastirilmast sonucunda
biyokimyasal ve histopatolojik veriler 1s1ginda anlamli sonu¢ elde edilmistir.
[laglarin gelistirilme asamasinda, insanlarda yapilan klinik ¢alismalardan &nce,
hayvan arastirmalar1 ile aday ilaglarin potansiyel etkileri degerlendirilmektedir.
Bu calismada, IRH modeli olusturulan ratlarda, arastirma ilaclarimizin etkisi
incelenmistir. Calismamizda etkili bulunan bu ilaglarin, insanlarda da kullanim
alan1 bulabilmesi icin bir dizi klinik ila¢ aragtirmasi yapilmasi gerekmektedir.
Unutulmamas1 gereken bir nokta, bu caligmalar1 yaparken, sadece biyokimyasal
parametreler degil ayrica klinik ug-noktalar da degerlendirilerek ilaglarin
gergcekten yararli olup olmadiklarinin kanitlanmasina odaklanilmasidir. Aksi
takdirde, bu ilaglarin IRH’ye yol acan durumlarda klinik kullanima girmesi
saglanamayacak ve IRH gibi hastalar1 olumsuz etkileyen bir siirecte hastalara yeni

tedavi segenekleri sunulmasi gecikebilecektir.
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OZET

VASKULER ENDOTELIYAL BUYUME FAKTORU VE
ADRENOMEDULLININ RATLARDA iSKELET KASI iSKEMi

REPERFUZYON HASARINA KORUYUCU ETKIiSi

Dr. Mehmet KIRISCI, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi

Anabilim Dal1, Ankara, Tiirkiye

Amag: Bu calismanin amaci alt ekstremite iskemi-reperfiizyon modelinde
vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) ve adrenomedullinin etkilerini
arastirmaktir.

Metod: Otuzalti Wistar rat randomize olarak alti gruba ayrildi (n=6). Tim
gruplara genel anestezi altinda laparotomi uygulandi. Grup S (Sham)’de bagka bir
islem yapilmadi. Iskemi reperfiizyon grubuna (Grup IR) infrarenal abdominal
aortaya sirayla klemp konup kaldirilmasi ile 2 saatlik periyodlar haline iskemi ve
reperfiizyon uygulandi. Grup VGEF ve Grup ADM’ye iskemi ve reperfiizyon
uygulanmaksizin sirasiyla intravendz VEGF (0,8 pg/kg) veya ADM (12 pg/kg)
inflizyonu verildi. Grup IR+VEGF ve Grup IR+ADM’ye 2 saatlik iskemi
periyodunun hemen ardindan sirastyla VEGF (0,8 pg/kg) veya ADM (12 pg/kg)
intravendz olarak uygulandi. Reperfiizyon donemi bitiminde alt ekstremite iskelet
kasindan biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler i¢in 6rnekler alind.
Bulgular: IR grubundaki malondialdehid (MDA), superoksit dismutaz (SOD),

nitrik oksit (NO) ve hipoksi ile indiiklenen faktor 1 alfa (HIF 1 alfa) doku
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diizeyleri kontrol grubundaki diizeylere gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p
< 0.05). IR+ADM grubundaki MDA, SOD, NO ve HIF 1 alfa doku diizeyleri IR
grubundaki diizeylere gore anlamli olarak disiikti (p < 0.05). IR+VEGF
grubundaki MDA ve NO doku diizeyleri IR grubundaki diizeylere gore anlamli
disiikti (p < 0.05). Her bir gruba ait katalaz doku diizeyleri birbiri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Histopatolojik
olarak incelendiginde; IR grubunda, nekrozun kasin santral bolgesinde perifere
gore daha biiyiik oldugu, kapiller liimeninde kirmizi1 kan hiicrelerinin oldugu, kas
fibrillerinin kiigiildiigii ve yuvarlaklastig1 ya da ovallestigi goriildii. IR+ADM ve
IR+VEGF gruplarinda bu degisikliklerde istatistiksel olarak anlamli azalma
oldugu goriildii.

Sonug¢: Bu sonuglar ADM ve VEGF’nin ratlarda iskelet kasi iskemi-reperfiizyon
hasarinda koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi reperfiizyon, Adrenomedullin, VEGF, iskelet kasi,

rat, histopatoloji
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SUMMARY

PROTECTIVE EFFECTS OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR AND ADRENOMEDULLIN ON ISCHEMIA REPERFUSION

INJURY IN SKELETAL MUSCLE IN RATS

Dr. Mehmet KIRISCi, Department of Cardiovascular Surgery, Faculty of

Medicine, Gazi University, Ankara, Turkey

Aim: The aim of this study is to investigate the effects of vascular endothelial
growth factor (VEGF) and adrenomedullin (ADM) in the model of lower
extremity skeletal muscle ischemia reperfusion injury.

Method: Thirty-six Wistar rats were randomized into six groups (n=6).
Laparotomy was performed in all groups under general anesthesia. Nothing else
was done in Group S (Sham). Ischemia reperfusion group (Group IR) underwent
ischemia and reperfusion performed by Clamping and declamping of the infrarenal
abdominal aorta for 120 minutes, respectively. Group VGEF and Group ADM
received intravenous infusion of VEGF (0,8 pg/kg ) or ADM (12 pg /kg)
respectively, without ischemia and reperfusion. Group IR+VEGF and Group
IR+ADM received intravenous infusion of VEGF (0,8 pg/kg ) or ADM (12 ng /kg)
respectively immediately after 2 hours period of ischemia. At the end of
reperfusion period, skeletal muscle samples of lower extremity were taken from

all groups for biochemical and histopathologic examinations.
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Results: Tissue levels of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD),
nitric oxide (NO) and hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF 1 alpha) were found
to be significantly higher in Group IR than the levels in Group S (p < 0.05).
Tissue levels of MDA, SOD, NO and HIF 1 alpha were significantly lower in
Group IR+ADM when compared with the levels in Group IR (p < 0.05). In Group
IR+VEGF, tissue levels of MDA and NO were significantly lower than the levels
in Group IR (p < 0.05). No statistically significant difference was found in the
tisue levels of catalase among the groups. In histopathologic examination, central
muscular necrosis was found to be larger than the peripheral necrosis, red blood
cells were found in the lumens of capillary vessels and atrophy and elliptical or
round shape in muscle fibers in Group IR. In groups IR+ADM and IR+VEGF,
statistically significant decreases were detected in these changes.

Conclusion: These results indicate that ADM ve VEGF have protective effects on
ischemia reperfusion injury in skeletal muscle in rats.

Key Words: Ischemia reperfusion, Adrenomedullin, VEGF, skeletal muscle, rat,

histopathology.
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