T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

MERAM TIP FAKULTESI

KALP VE DAMAR CERRAHISIi ANABILiM DALI

FASUDIL’ iN EKSTREMITE VE BOBREK ISKEMIi-REPERFUZYON HASARINI

ONLEMEDE ETKIiSi

DR. OKAN UGURLU

UZMANLIK TEZi

KONYA, 2016






T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

MERAM TIP FAKULTESI

KALP VE DAMAR CERRAHISIi ANABILiM DALI

FASUDIL’ iN EKSTREMITE VE BOBREK iISKEMIi-REPERFUZYON HASARINI

ONLEMEDE ETKIiSi

DR. OKAN UGURLU

UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI

PROF. DR. KADIR DURGUT

KONYA, 2016



S TRE. %
“//[}@ NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI ‘t:;(-b
=~ , KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve é}\):?

mmm Arastirma Merkezi Mudiirliigu

Karar Sayisi: 2016 - 004 Karar Tarihi: 26.02.2016

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi
A.D.'den Prof.Dr.Kadir DURGUT, Ars.Gér.Dr.Okan UGURLU, Yrd.Dog.Dr.Yiiksel DERELI, Tibbi
Biyokimya A.D."den Yrd.Dog.Dr.lbrahim KILINC ve Tibbi Patoloji A.D."den Yrd.Dog.Dr.Sidika
FINDIK tarafindan sunulan “Fasudil'in Ekstremite ve Bobrek Iskemi-Reperfiizyon
Hasarini Onlemede Etkisi” baslikli tez projesi 10 tyenin katiimi ile degerlendirildi.

Projede 4 grupta toplam 32 adet sican kullanilacagr ve sicanlarin anestezi altinda
intrakardiyak kan aspirasyonu ile sakrifiye edilecegi bildirilmistir.

Projenin deney hayvanlarina iliskin yénlerinin, Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi'ndeki
ilgili maddeler geregince “Etik Kurallara Uygunluk Esasi” dikkate alinarak hazirlandigi belirlenmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi'ndeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru sahibinin
sorumluluklart ve hayvan deneyleri ile ilgili etik ilkeler sakli kalmak kosulu ile projenin
hazirlanmasinda yonerge ilkelerine uyuldugu ve calismanin deneysel kismini gergeklestirecek
arastirmacilarin deney hayvanlan kullanim sertifikasina sahip oldugu dikkate alinarak projenin
hayvan kullamm etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

&

AAA_ R
Prof.ﬁr.gélim KUT Prof.Dr. Lerna Prcf Dr. Ayse Saide | Prof,
Bagkan | SAHIN

ye

%‘R Doc. Dri;ev‘fl Yrd.Dog,Dr. %—
Dog. ca

KUCUKKARTALLAR /Fus nK

Vet.Hek Halil Aydin Vet.He%. s'an OZKURKCULER
SIMSEK Uye

Uye-Katilmadi

Adres : Meram Tip Fakilltesi Kampiisili 42080 Akyokus — Meram / KONYA
Tel : +90 332 223 71 11 e-posta : konudam@konya.edu.tr
Faks : 4903322237124 Elektronik Ag : http://www.konya.edu.tr/merkezler/konudam




TESEKKUR

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi olarak girdigim daha sonra yeni kurulan
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi olarak gururla egitimime devam
ettigim, hekimligimi pekistirdigim ve kalp ve damar cerrahisi nosyonunu kazandigim ku-

rumuma ve yoneticilerine;

Her daim sevgisini ve destegini veren, yetismemde biiyiik katkilar1 olan ve tez done-
minde destegini benden esirgemeyen ¢ok sevdigim tez hocam Prof. Dr. Kadir Durgut

hocama;

Prof. Dr. Tahir Yiksek’ e, Prof. Dr. Ali Sanigiil’ e, Prof. Dr. Erdal Ege’ ye, Prof. Dr.
Niyazi Gérmiis’ e, Yrd. Dog. Dr. Yiksel Dereli’ ye, Yrd. Dog. Dr. Omer Tanyeli’ ye, Yrd.

Dog. Dr. Mehmet Isik’a;

Klinigimizden mezun olmus uzman biiyiiklerime, su an goérevde olan asistan kardes-

lerime, hemsire ve personel arkadaglarima;
Beni bu gilinlere getiren canim annem ve babama;

Sevgili esim, hayat arkadasim, hayatima anlam katan biricik esim Uzm. Dr. Isin

Ugurlu’ ya;
Sevgili oglum Demir Cagan Ugurlu ve dogacak olan oglum Cinar’ a;
Ve Rabbime sonsuz tesekkiir ederim.

DR. OKAN UGURLU



OZET

Iskelet kasindaki akut ve kronik iskemi, basda alt ekstremitede olmak iizere siklikla
travma, kanama, damar tikaniklig1 (periferik arter hastaligi, leirch sendromu, buerger has-
talig1 vs) ve tromboembolik olaylar ile beraber gériiliir. Iskemi ve reperfiizyon déneminde
dokulardan viicuda cok miktarda zararli madde saliimi gergeklesir. iskemi ve reperfiizyona
gore hicrelerden salinan maddelerin yerel ve sistemik sonuglar1 olur. Siganlara orta hat la-
parotomi yapilarak infrarenal abdominal aortya kross-klemp konuldu.120 dakika iskemi ve
120 dakika reperflizyon yapildi. Fasudil intraven6z 30 dk’ lik inflizyonu ile 100ug/kg/dk
dozdan uygulandi. Biyokimasal olarak inos, no, tos, tas ve rock bakildi. Patolojik olarak da
histopatolojik skorlamasi yapildi ve apopitoza bakilmak iizere tunnel galisildi. Hedef organ
kasda ve uzak organ olarak bobrekde olusan iskemi reperfiizyon hasarina bakildi. Tiim grup-
larda fasudilin reperflizyon hasarindan koruyucu etkilerine rastlanildi. Bu etkilerini esas ola-
rak ROCK yolu inhibiyonu ile yapar. Toplam antioksidan miktarini ve inos ile indiiklenebilir
nos artirdigini, toplam oksidan durum miktarinin azaltilmasinda ve iskemi reperfiizon hasa-
rinin 6nlenebilmesinde faydali oldugunu diisiinmekteyiz. Kadiyovaskiiler hastaliklarinin te-
davisinde gelecek vaad ettigi bir¢ok yazar tarafindanda ifade edilen Fasudil’ in, deneysel ve
klinik ¢alismalarla da desteklenerek llkemizde de ilag olarak kullanimi noktasinda da

olumlu diistinmekteyiz.



ABSTRACT

Acute and chronic ischemia in the skeletal muscle, especially in the lower extremities
frequently including trauma, hemorrhage, atherosclerosis (peripheral artery disease, leirch
syndrome, Buerger's disease etc.) be associated with thromboembolic events. Body ischemia
and reperfusion period a large amount of harmful substance release from tissues occurs.
Ischemia and the results will be local and systemic release of substances from the cells ac-
cording to reperfusion. Rats made a midline laparotomy was diagnosed with infrarenal ab-
dominal aortic cross-clamping. 120 minutes of ischemia and 120 minutes of reperfusion was
performed. Fasudil intravenously 30 min infusion of 100ug/ kg/ min dose was administered.
Biochemical as INOS, NO, TOS, TAS and ROCK views. Histopathological scoring was
pathologically tunnel and tried to look apoptosis. Target organ blood and kidneys were eva-
luated in remote organs resulting in ischemia reperfusion injury. Fasudil was observed in all
groups of the protective effects of reperfusion injury. This effect is mainly done by inhibition
of ROCK way. That the amount of total antioxidant and iNOS, inducible NOS increases,
reducing the total amount of oxidant status and its ability to be useful, we believe that the
prevention of ischemia reperfusion damage. Promising in the treatment of diseases that have
been expressed by many writers that fasudil 's, our country also supported by experimental

and clinical studies, we believe the positive point of use as a drug.



SIMGELER VE KISALTMALAR

AA: Aragidonik asit

ATP: Adenozin trifosfat

BHA: Butylated hydroxyanisole

BHT: Butylated hydroxytoluene

C5a: Kompleman faktor 5a

CAT: Katalaz

GAPs: GTPaz aktive edici proteinler

GDls: GTPaz ayirici inhibitorler

GEF: Guanin niikleotid degistirici faktor
GR: Glutatyon reduktaz

GSH: Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

H&E: Hematoksilen-Eosin

HBP: Heparin binding protein

HIF-1: Hipoksi ile uyarilabilir faktor-1
HOCL: Hipoklorik asit

HSPs: HSPs

IL: Interlokin

IR: Iskemi reperfiizyon

IRH: iskemi reperfiizyon hasari

IAA: Infrarenal abdominal aorta

ICAM-1: interseliiler adhezyon molekiilii -1
LOO-: Lipid peroksit radikali

LT: Lokotrien

MBS: miyozin baglayici altiinitesi

MDA: Malondialdehit

MLC: miyozin fosfatazin

MLCK: miyozin hafif zinci kinaz

MODS: Multiple organ disfonksiyon sendromu
NADPH: nikotinamit adenin dinukleotit fosfat



NF-kb: Niikleer faktor-kappa B

NO: Nitrik oksit

NOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
O2 : Siiperoksit radikali

OH : Hidroksil radikali

PAF: Platelet activeting factor

PAI: tip | plazminojen aktivator inhibitori
PECAM-1: Trombosit endotel hiicre adhezyon molekiili-1
PG: Prostaglandin

PMNL: Polimorf niveli I6kositler

PPI: preniltransferaz inhibitort

PSGL-1: P-selektin glikoprotein 1

ROCK: Rho associated protein kinase
ROOH: Hidroperoksit

ROT: Reaktif oksijen tirevleri

SIRS: Sistemik inflamatuar yanit sendromu
SOD: Superoksit dismutaz

SOR: Serbest oksijen radikalleri

SRT: Serbest radikal toplama

TAS: Total antioksidan set

TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa

TOS: Total oksidan set

TUNNEL.: Transferase-mediated DNA nick-end labeling staining
TXA2: Tromboksan al

VCAM-1: Vaskiiler adhezyon molekuli-1
VEGF: Vaskiler endoteliayal

XO: Ksantin oksidaz
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1. GIRIS VE AMAC

Iskelet kasindaki akut ve kronik iskemi, basda alt ekstremitede olmak iizere siklikla
travma, kanama, damar tikaniklig1 (periferik arter hastaligi, leirche sendromu, buerger has-
talig1 vs) ve tromboembolik olaylar ile beraber goriliir. iskemide, daha ¢ok reperfiizyon do-
neminde dokulardan viicuda ¢ok miktarda zararli madde salinimi gerceklesir. iskemi ve re-
perflizyona gore hiicrelerden salinan maddelerin yerel ve sistemik sonuglari olur. Bu etkiler
sonucunda doku ve organ yetmezlikleri, organ kayiplar1 hatta mortalite gorilebilir. Alt ekst-
remitede iskemi ve reperfiizyon hasar1 (IRH) sik karsilasilan ve klinik agidan énem tasiyan
bir olaydir. IRH sonucunda altta yatan major patojenik mekanizmalar; oksidanlar ve antiok-
sidanlar arasindaki imbalans, enflamatuar sistemler, kompleman yolaklar ve endotelyal fak-
torler sonucu gelisen lipid metabolizmasin bozulmasi, protein metabolizmasindaki bozulma-
lar, DNA-RNA metabolizmasindaki hasarlanmalardir. Tiim bunlarin neticesinde hiicreye,

dokuya ve sistemik sonuclara sebep olarak morbidite ve mortaliteye etli ederler.

Ateroskleroz ve hipertansiyon gibi arteryel hastaliklarda diiz kas hiicre ¢ogalmasi ve
hipertrofisi belirgindir. Bu tip hastaliklarin ortak 6zelligi olarak damar diiz kas hiicre gerili-
mini ve blyumesini diizenleyen endotelin islev bozuklugudur. Yangi sonrasi ¢ikan medi-
atorlerin ve adezyon molekillerinin up-regile olarak monositlerin damar duvarina
yapismasina, birikmesine, damar diiz kas hiicre gogiine, ¢ogalmasina ve damar tikanmasina
yol acar. Diiz kas kasilmasinda etkileri olan rho-kinaz enzim yolaginin inhibisyonu ile olu-
san etkiler giderilebilir. Hicre iskeletinde bulununan kiiglik G proteinlerinin ailesinde Rho
proteinleri bulunur. Rho proteinleri protein kinazdir ve memelilerde tanimlanmis en az 10
formu varken insanda sik bilinen 3 formu vardir. Rho A hiicre iskeleti kontrolu, stres lifleri-

nin yapilanmasi, aktin hiicre iskeleti olusumundan, fibroblast yapismasindan, hiicre yapis-



mas1 hareketligi sitokinez ve genetik bilginin genden proteine aktarilmasinda, diiz kas kasil-
masinda kalsiyum diizenlenmesinden, endotelden salinan NO’nun eNOS sentezi, fosforilas-
yonu, endotelial arosinidaz salinimindan sorumludur. Rho B nin hiicre biiylimesini 6nledigi
ve apopitozu indiikledigi goriilmiistiir. Rho C ise ¢esitli kanser hiicrelerinde varlig1 gosteril-
mis ve yayllmasinda rolii oldugu bildirilmistir. Rho proteinleri bu etkilerini alt efektorii olan
ROCK aracilig1 ile olusturur. ROCK” lar 160 kDa’luk serin/tireonin kinazlardir, omurgali-
larda ve omurgasizlarda eksprese edilir. ROCK’ un iki isoformu iki farkli gen tarafindan
kodlanir. insan ROCK genleri 18. ve 2. kromozom iizerinde bulunur. Bu amagla spesifik
ROCK inhibitorleri ile hipertansiyon tedavisinde, koroner spazm tedavisinde, anjina,
ateroskleroz, miyokardiyal iskemi reperfiizyonun neden oldugu zedelenme, restenoz gibi
diiz kas hiicrelerinin asir1 kasilmasi ve yangi ile belirgin kardiyovaskiiler hastaliklarin te-
davisinde etkili bulunmustur. Bu amacla miyokardiyal iskemi reperfiizyonda etkisi, atero-
seklerozun akut ve kronik donemlerinde faydasi oldugu ispatlanmis, restenozda faydasinin
goriildiigii rho kinaz inhibisyonu, rock inhibitéri olan Fasudil’in alt extremite iskemi reper-
fiizyon hasari modelindeki etkilerine bakilmasi amaglanmistir. Deneysel IRH’ nin énlene-
bilmesinde intravendz fasudil infizyonu uygulamasinin faydali olabilecegi kanaatindeyiz.
Bu bakis agisiyla buerger hastaligi, periferik arter hastaligi, akut travmalar, tromboembolik

vb. olaylar sonucunda gelisen IRH’ nda, intraven6z Fasudil infiizyon tedavisi kullanilabilir.

Bu amagla deney hayvanlart ile ¢alisma planlandi. Denek olarak sican secildi. Alt
ekstremite iskemi reperfiiyon modeli olarak daha 6nceden de arastirmacilarin kullandig inf-
rarenal abdominal aortaya klemp kanularak olusturulan iki saat iskemi iki saat reperfiizyon
ile olusturulan alt ekstremite IRH modeli se¢ildi. Deney gruplari siire sonunda intrakardiyak
kan aspirasyonu ile sakrifiye edildi. Serum, sag bobrek ve sag gastrokinemius kasi alindi.

Alinan kanlardan hazirlanan serum 6rnekleri -20 °C'de dondurularak islemin yapilacagi giine



kadar saklandi. Bobrek ve gastrokinemius kasinin birer pargasi biyokimyasal analizler ve

histopatolojik incelemelerde kullanilmak tizere hazirlandu.

Deneyler sonunda anestezi altindaki sicanlarin kalbinden alinan kanlar oda
sicakliginda otuz dakika bekletildikten sonra cam bir baget ile defibrinize edilip, 10.000 x
g'de on bes dakika santrifiij edildi. Ayrilan serum 6rnekleri kullanilincaya kadar -20° C'de
dondurularak saklandi. Supernatantlar Nitrik Oksit (NO), Total Oksidan Durum (TQOS), To-
tal Anti Oksidan Durum (TAS) test kitleri diizeyleri spektrofotometrik yontem ile él¢ld.
Iniiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (iNOS), Rho-associated kinase (ROCK) enzim miktar1
Olcimleri enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA ) yontemi yapilincaya kadar don-
durularak saklandi. Anestezi altindaki siganlardan izole edilen bobrek ve gastroknemius kasi
dokular1 %10 luk formaldehit ¢6zeltisinde tespit edildikten sonra kesitler alinarak hematok-
silen eozin (H&E) ile boyanmasinin ardindan 1s1k mikroskobu ile incelendi. Doku drnekle-
rinden histopatolojik skorlama yapilirken preparatlarda; interstisiel ddem, miyokardial hiic-
relerde sisme, notrofil enfiltrasyonu ve nekroz degerlendirilerek skorlama yapildi.
Apopitotik hiicrelerin baglica morfolojik 6zellikleri; kromatin yogunlagmasi, hiicre biiziis-
mesi, nlikleus fragmantasyonu ve makrofajlardaki apopitotik cisimlerdir. DNA fragmantas-
yonu igeren hucreler transferase-mediated DNA nick-end labeling staining (TUNNEL) ile
taninabilir. Bu yiizden bu teknik yaygin olarak kullanilir. Bunun yanisira apopitozisin me-
kanizmasini ortaya koymak igin apopitozis ile iliskili proteinlerin varligi da gosterilebilir.
Bu proteinlerin en popiiler olanlar1 Bcl-2, Bax ve Kaspaz 3 ailesidir. Bunlardan kaspaz 3 ve
Bcl-2 mitokondriyal apopitozise aracilik eder ve antiapopitotik olarak kabul edilir; Bax ise

proapopitotik proteindir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ISKEMi

Dokuya giden kan akimi azaldigi zaman, doku hiicresel fonksiyonlarimi
stirdlirebilmesi i¢in gerekli olan maddelerden yoksun kalir. Olusan artik metabolitleri de
dokudan uzaklastiramaz. Iskeminin erken fazinda hiicre iginde metabolik ve yapisal
degisiklikler baslar. Hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir. Anaerobik metobolizma baglar.
Hizla birgok kimyasal mediyatdr ve hiicre hasarini igeren patofizyolojik olaylar kaskadi
ortaya olusur (1). Kisa slirede glikojen depolar1 bosalir. Adenozin trifosfat (ATP) tiketimi
artar. Laktat ve diger toksik metabolitler birikmeye baglar. Hiicre membran potansiyeli
degisir. Hiicre ici kalsiyum/sodyum (Ca*? /Na*?) orani artar. Hiicre organizasyonu bozularak

sismeye baglar (2) (Sekil 1).

Sekil 1 Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin kaynaklari ve sonuglari (1).

Zedeleyici ajan
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ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endontlkleaz
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azalmasi azalmasi hucre iskelet

proteinlerinin

parcalanmasi

Hiicre icinde hipoksantin ve Ca*? seviyesi artarken; ATP, fosfokreatin ve glutatyon

seviyesi hizla diiser. Bu durum fosfolipaz Az, proteazlar, serbest yag asitleri, lizozimleri de



iceren kimyasal mediyatorlerin ve enzimlerin olusmasini tetikler. Hiicre igi Ca*? artisi ile
aktive olan fosfolipaz A2, membran fosfolipitlerini l6kotrien ve prostaglandin gibi
enflamatuvar mediatorlerin prekiirsorii olan arasidonik asite doniistiiriir (2). Arasidonik
asitten lipoksijenaz yolaklariyla olusan metabolitlerden 6zellikle l6kotrienler, 16kositlerin

vaskiiler endotele yapismasini hizlandirir.

Aerobik metabolizma icin gerekli olan oksijenin dokulara ulastirillamamasina iskemi
denir. Kan akimi kesildiginde seri kimyasal reaksiyonlar sonucu hiicre fonksiyonlarinda
bozulma, hiicre ici ve dis1 6dem son olarak da hiicre 6liimii gelisir (3). Oksijen eksikliginde
anaerob metabolizma sonucu ¢ok az enerji aciga c¢ikmakta, hiicre i¢i enerji depolari
eksilmekte, bunun sonucu hiicre i¢i ve dis1 iyon gradiyentlerinin korunamamasi sonucu
iyonik homeostazi bozulur (4). Iskemik hiicre zedelenmesinin patogenezinde, oksijen
yetersizliginin énemi belirtilmekle birlikte, reaktif oksijen tirevleri de hiicre 6luminde
o6nemli derecede sorumludur. Bunlara serbest oksijen radikali (SOR) denir. SOR tiirevleri
hicre Gzerinde lipid peroksidasyonu, DNA-RNA hasari, protein denatiirasyonu, kovelen
baglanma, kalsiyum ¢dkmesi gibi zararli etkilere neden olur (1). Iskeminin erken fazinda
hlcre icinde anaerobik metobolizma baslar, hizla birgok kimyasal mediyatdr ve hiicre
hasarmni igeren patofizyolojik olaylar kaskadi ortaya ¢ikar (5). Hlicre membran potansiyeli
degisir. Hiicre ici kalsiyum/sodyum (Ca*?/Na*) orami artar. Hiicre organizasyonu bozularak
sismeye baslar. Hiicre icinde hipoksantin ve Ca* seviyesi artarken ATP, fosfokreatin ve
glutatyon seviyesi hizla diiser. Bu durum fosfolipaz A», proteazlar, serbest yag asitleri,
lizozimleri de i¢eren kimyasal mediyatorlerin ve enzimlerin olusmasini tetikler. Hucre igi
Ca*? artis1 ile aktive olan fosfolipaz A2, membran fosfolipitlerini lokotrien ve prostaglandin
gibi inflamatuvar mediatorlerin prekiirsorii olan arasidonik asite doniistiiriir (6). Arasidonik
asitten lipoksijenaz yolaklariyla olusan metabolitlerden 6zellikle 16kotrienler, 16kositlerin

vaskiiler endotele yapismasini hizlandirir ve reperfiizyon hasarinin derecesini belirleyen



postkapiller permeabiliteyi artirir. Iskemi devam ederse lizozimler aracilig1 ile hiicre nekrozu

ortaya ¢ikar (5, 6).
Iskeminin hiicresel etkileri asagidaki 6zetlenmistir (Tablo 1), (7).

Tablo 1 iskeminin hiicresel etkileri asagidaki 6zetlenmistir.

=

Membran potansiyelinin degigmesi

Artmis hipoksantin

Azalmig ATP

Azalmis fosfokreatin

Hucresel sisme

Hicre iskeletinin disorganizasyonu

Iyon dagiliminin degismesi (intraselliiler Ca*? / Na*?)
Azalmig glutatyon

Hicresel asidoz
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Membran hasarinin birgok potansiyel nedeni vardir (Tablo 2), (1).

Tablo 2 Membran hasarinin birgok potansiyel nedeni vardir.

1. Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: Iskemiye bagl stoplazmik Ca*? artisi
ile endojen fosfolipazlarin aktivasyonu artan par¢alanmaya yol agabilir.

2. Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre ici Ca*? artmasi ile aktive olan proteazlar hiicre
catisina zarar verebilirler.

3. Toksik oksijen radikalleri: Indirgenmis oksijen tiirevleri hiicre membranina ve
elemanlarina zarar verirler. Bu gibi oksijen radikalleri, iskemik dokularda,
ozellikle kan akimimin diizelmesinden sonra artar. Toksik oksijen tiirevlerinin
blylk 6lclde, reperfuzyon sirasinda zedelenme alanina gelen polimorfoniikleer
16kosit (PMNL)’ler tarafindan olusturuldugu diisiiniilmektedir (1).

4. Lipit yikim iriinleri: Fosfolipit par¢alanmasi sonucu iskemik hiicrelerde biriken
bu katabolik urunler, membranlar tizerinde deterjan etkisi yapar.

Iskemi karsisinda oksijensiz kalan dokuyu koruma mekanizmasi olarak yeni
kollateral olusumunu arttirmaya yonelik Vaskiler Endotelyal Growth Faktér (VEGF) adi
verilen bir bliyime hormonu salgilanir. VEGF (VEGF-A olarak da
isimlendirilebilmektedir), 38-46 kDa agirliginda, bazik yapida, heparine baglanma o6zelligi
olan homodimerik bir glikoproteindir. VEGF’nin 121, 145, 165, 189 ve 206 aminoasitten

olusan bes izoformu tanimlanmistir; 165 aminoasitten olusan VEGF165 major izoformdur.



Bu izoformlarin aktif formlar1 disiilfit baglariyla bagli homodimerler seklindedir. VEGF 121
heparine baglanmayan tek izoformudur (8). ilk defa 1983’te Senger ve arkadaslar1 tarafindan
kobay tlimdrlerinden identifiye edildi. Kobay derisinde vaskiiler sizint1 olusturdugu igin de
vaskiler permeabilite faktorl olarak isimlendirildi (9). VEGF ekspresyonu hipoksi, pH,
blylme faktorleri, hiicresel transformasyon, hormonlar ve onkojenler dahil cesitli
faktorlerce duzenlenmektedir (10). Bu faktor 1989’da sigir hipofizinden elde edilmis,

kuvvetli endotelyal mitojen oldugu anlasilmistir ve VEGF olarak adlandirilmistir (11).

Hipokside, yeterli doku perfiizyonu saglanabilmesi i¢in, hem VEGF sentezi
(transkripsiyonel mekanizma) artar hem de VEGF yikimi (mRNA stabilizasyonu) azalarak
doku VEGF mRNA duzeyi artar. Hipoksi ile artan VEGF’nin endotel hucreleri izerine
biyolojik aktiviteleri sonucunda anjiogenez indiiksiyonu artar (12). Hipoksik doku hasarinda
diger tiim protein sentezleri azalirken, VEGF mRNA translokasyonu devam etmektedir (13).
VEGEF ii¢ esas spesifik reseptore baglanir. VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR) ve VEGFR-
3 olarak isimlendirilir. VEGF-A, yeni kan damar1 gelisimi (anjiyogenezis) ve immatiir kan
damarlarinin devamliligini, tirozin Kinaz aktivitesine sahip VEGF reseptor-1 ve VEGF
reseptor-2’e baglanarak saglamaktadir. Her iki reseptér de damar duvarindaki endotel
hlcrelerinde cksprese edilmektedirler. VEGF bu reseptorlere baglandigi zaman sinyal
kaskadin1 bagslatarak vaskiiler endotel hiicrelerinin blylmesini ve proliferasyonunu
baslatmis olur. Tiim bunlarin sonucunda hedef transkripsiyonu etkilenir. VEGF ve endotel

etkilesimi Sekil 2'de gorilmektedir (Tablo 3), (14).



Sekil 2 VEGF ve endotel etkilesimi.

@
f\s

vEGF-un f.,
N L \ —

\1"‘ .
\/
Wit B
IIu-"El"FH-I | 1
b |, JIIJII Extracellu r_

L1 receptors
Intracg 1arg-nr VEéFR 3

kln

®

o
"""u

Tablo 3 VEGF etkilesimi

1. D1s uyaranlarla VEGF iiretimi tetiklenir

2. VEGF endotel hiicresindeki reseptoriine baglanir.

3. VEGF A ile VEGFR-2 etkilesimi sonucunda anjiogenez tetiklenir.

4. VEGF ligand ve reseptoriiniin diger varyantlar bu siiregte ikincil rol oynarlar.

2.2. REPERFUZYON

Iskemik alanmn tekrar kanlanmasi reperfiizyon olarak tanimlanabilir. Bunun
sonucunda hem hucrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi
gerceklesir. Iskemik faza gore reperfiizyon fazinda; iskemi ile olusan hasara gore daha ciddi
bir hasar olusur (15). Iskemi sonucu artmis ATP yikimi dokuda ksantin ve hipoksantin gibi
plrin metabolitlerini artirir. Ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza doniigiir. Normal
sartlarda hipoksantin {irik asite metabolize olur. Iskemi sonrasinda ise reperfiizyon ile
dokuya gelen O. molekiliu bu reaksiyonlar ile SOR’ u olusur. Superoksit ve hidrojen
peroksit (O2, H202) olusur. Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda; hizla olusan serbest

oksijen radikal tirevleri, polimorf nuveli 16kositler (PMNL), kompleman sistemi ve endotel



hlcreleri rol oynar. Reperfiizyon hasarina en fazla duyarl olan hiicresel yapilar; membran

lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiribonukleik asit molekulleridir (16).

Iskemik dokudaki sinirli kan ve hasarli doku arasindaki etkilesim sonucu olusan

hasar, reperfiizyonun etkisi ile daha da siddetlenir (17). Reperfiizyon hasari serbest oksijen

radikalleri, endotelial faktorler ve noétrofillerin eslik ettigi hemoastazi olan bir dengedir.

Hasar1 asil tetikleyenin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu diistiniilmektedir (18, 19).

Reperflizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre icine molekdler oksijen girer ve hizla SOR

tiirevleri olusur.

2.3. REPERFUZYON HASARI MEKANIZMALRI

OKSIDAN ANTIOKSIDAN | INFLAMATUAR | KOMPLEMAN | ENDOTELYAL
SISTEMLER SISTEMLER SISTEMLER SISTEMI SISTEMLER
KSANTIN SOD PMNL C3a PG>
HIPOKSANTIN | GSH-Px NADPH Oksidaz | C3b TXA?

02 GST MPO Cbha Lokotrien Ba
H20> CAT L1 C5b-9 NO

PMNL FERRITIN IL 6 C3a-5b Endotelin
PEROKSINITRIT | VIT C TNF alfa PAF

2.3.1. OKSIDANLAR

Serbest oksijen radikalleridir. En dis yoriingesinde tek sayida elektron icerir. Ileri

derecede reaktif, kisa 6miirlii, ve anstabil molekiillerdir. Molekuler oksijenin indirgenmesi

ve cksitasyonu ile ¢ok degisik oksijen serbest radikalleri Uretilebilir (3, 20, 21). Serbest

oksijen radikalleri olusum yollar1 asagida gosterilmektedir (Tablo 4), (22).




Tablo 4 Serbest oksijen radikalleri olusum yollari

1- Radyan enerji absorbsiyonu (ultraviyole, X 1sin1).

2- Hiicrenin normal metabolizmasi sirasinda gergeklesen oksidasyon- reduksiyon
reaksiyonlar1 (8rnegin: solunum, ksantin oksidaz, fenton reaksiyonu). Ozellikle demir ve
bakir metabolizmasi hiicre i¢in biiylik bir oksidatif hasardir.

3- Dis kaynakli kimyasal maddelerin ve ilaglarin enzimatik metabolizasyonu.

4- Nitrik oksid (NO); endotel, makrofaj ve noronlarda 6nemli bir kimyasal
mediyatordiir ve serbest radikale dontisebilir.

5- iskemik hasarl1 bolgenin reperfiizyonu ve oksijen tedavisi sirasinda.

6- Enflamasyonda polimorf I6kositler ve makrofajlar yolu ile.

Solunan oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji
olusumunda kullanilirken, yaklasik %5°1 de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron
icerir. Bu 0zellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere doniisiir. Oksijenin rediiksiyonu
ve aerobik hicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir ara iiriin olan
siiperoksit radikali olusur. Siiperoksit radikalinden enzimatik yolla veya spontan
dismutasyonla ikinci bir ara triin olan hidrojen peroksit radikali (H2.02) olusur. Daha sonra

Ozellikle mitokondride diger bir iiriin olan hidroksil radikali olusur.
2 O2+ NADPH — 2 Oz + NADP (NADPH oksidaz aracili siiperoksit olusumu)
O2+ 2 H202 — 2 OH" + O2 (Haber-Weiss reaksiyonu; hidroksil radikali olusumu)

H20: + Fe? — 20H" + Fe?® (Fenton reaksiyonu; ferrdz demirin oksidasyonu ile

hidroksil radikali olusumu)

Organizmada bu serbest radikaller disinda hidrojen peroksit, hipoklorik asit gibi
radikal olmayan, bununla birlikte serbest radikal olusturma potansiyelinde olan zararh
oksijen turleri de olusabilmektedir. Digerleriyle karsilagtirilignda siiperoksit radikali yiiksek
elektron aktivitesine sahiptir ve ¢ok reaktiftir. Ancak oksijen radikallerinden en aktif olan

Hidroksil radikalidir (3, 21).
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Hicreler, serbest oksijen radikallerinin hasarina bagisik degildir. Ancak genellikle
glutatyon ve katalaz ile oksijen hasarina kars1 korunmuslardir. iskemik dokularda, serbest
oksijen radikali iireten intraseliiller mekanizmalar tam aktive edilmis durumdadir. Ancak
oksijen saglanmasindaki eksiklikten dolayr fonksiyon gérmezler. Kan akimi ve oksijen
saglanmasinin restorasyonu ile biiylik miktarlardaki serbest oksijen radikali iiretilerek

reperfiizyon hasari indiiklenir (20).

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle molekiil stabildir ve
reaktif degildir. Molekule bir elektron ilavesi ya da bir elektron kayb1 onu reaktif hale getirir
(23). Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla karsi karsiyadir. Atmosferin %21’

ini teskil eden oksijenin aerobik organizmanin yasami i¢in gerekliligi kaginilmazdir.

Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi organizmanin
savunmasinda da belirli oranda olusur ve i¢sel mekanizmalarla organizmaya olabilecek
zararl etkileri Onlenir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklari
oksijen, NO, aktive notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik
retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin %
95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik
%S5 ’1 de son yorungelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve bu 6zellikleri nedeniyle de
toksik serbest radikallere doniismektedir (24). Superoksit radikali, oksijen molekuliine bir
elektron ilavesi ile olugur. Serbest radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan
ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan SOD aracilig1 ile hidrojen peroksit (H202)’ e

indirgenir. H>Oz eslenmemis elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir (25).

H.0. in hiicre icinde metabolizmas1 birkag sekilde olabilir. H,O2, CAT veya GSH-

Px tarafindan toksik olmayan firlinlere doniisiir, gecis metallerinin varliginda toksik
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hidroksil radikali (OH") radikaline doniisiir. Fenton reaksiyonu ile olusan OH™ oldukga
reaktif ve toksik bir radikaldir. Ilk karsilastig1 molekiil ile 10-16 s i¢inde, 14 Aco mesafesinde
reaksiyona girer. Hidroksil radikali biiyikk molekiil yapist ve elektronegativitesi nedeni ile
DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makro molekillerle reaksiyona girerek bu
yapilarda oksidatif hasara neden olur. Makro molekiiller hiicrelerde kisitli miktarlarda
bulunduklarindan bu yapilarda olusan hasar olduk¢a &nemlidir. in vivo herhangi bir OH
radikal siparicusinin etkili olabilmesi icin mevcut hedef molekillerin 6nemli bir
boliimiinii kapsayacak kadar yiiksek konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle OH"

radikalinin olusumunun 6nlenmesi, bu radikalin siipiiriilmesinden daha etkilidir (26).

Iskemik dokularda, serbest oksijen radikali Greten intraseliiler mekanizmalar tam
aktive edilmis durumdadir. Ancak oksijen saglanmasindaki eksiklikten dolay1r fonksiyon
goérmezler. Kan akimi ve oksijen saglanmasinin restorasyonu ile biiyiik miktarlardaki serbest
oksijen radikali tiretilerek reperfiizyon hasari indiiklenir (3). Organizmada serbest oksijen
radikalleri ortaya ¢iktiktan sonra radikal reaksiyon dizileri baslar. Eger bir serbest radikal,
radikal olmayan bir molekille reaksiyona girerse, binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon
zincirlerini baglatir. Serbest oksijen radikalleri paylagilmamis elektronlarindan dolayi lipid,
protein, karbonhidrat, niikleik asit gibi ¢esitli makromolekiillerin oksidatif hasarina neden

olurlar (21, 27). Bu hasarlanma 6zetle su mekanizmalarla olur.

a-) Lipid Peroksidasyonu: Serbest radikallerin hiicrede baslattig1 en 6nemli ve
zararl etki lipid peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile
oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonu biyolojik
membranlarda akiciligin kaybina, membran potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger
iyonlara karsi gecirgenligin artist neticesinde hiicrenin hasarina ve ek olarak lipid
peroksidasyonunun igeriginin serbestlesmesine neden olur. Uriinlerinden biri olan

malondialdehit (MDA) membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz bag
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yapmalarina yol acar. Bu da, hiicre yiizeyinin durumunu, enzim aktivitesini, iyon
transportunu etkileyebilir. MDA, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan
stabil bir son Urlinddr. IR hasarindaki lipid peroksidasyonun derecesinin belirlenmesinde

doku MDA diizeyleri 6l¢tilmektedir (28, 29).

b-) Protein oksidasyonu: Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonunun
kimyasal sonucu olarak metiyonin stlfokside, histidin oksihistidin ve aspargin, tirozin
ditirozin ve sistein disiilfitlere doniisiir. Bu degisiklikler proteinlerin baglanma 6zelliklerinde
ve enzim aktivitelerinde farklilagsmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol

acabilir (28, 29).

c-) DNA hasari: Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin nikleotid
durumlarmin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli yollara engel olabilirler. Serbest oksijen
radikalleri DNA ile tepkimeye girerek mutajenik olan 8-Hidroksiguanin’in ortaya ¢ikmasina

neden olurlar (27).

d-) Kovalen baglanma: Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, gibi
ksenobiyotiklerin c¢esitli biyomolekiillere aromatik aminler ve nitrozaminler kovalen

baglanmasina neden olabilir. Bu da dogrudan hiicre hasarina yol agabilir (27).

e-) Kalsiyum salimmmi: Hiicre yaralanmasi ile ilgili oldugu diisiiniilen bir
engelleyen herhangi gruplarina sahiptir ve serbest oksijen radikalleri bir durum etkiler.
Kalsiyum ATPaz enzimleri 6nemli SOR tarafindan hiicre silfidril inaktive edilebilir.
Sitokinler, hipoksi, endotoksin gibi faktérler SOR aracili yol kullanarak, hiicre enerjisini

azaltabilirler (30).

Ozetle SOR hasari, IR hasarinin temel mekanizmasi olup, hemen hemen tiim hasar

mekanizmalarinda etkin rol oynamaktadir (Tablo 5).
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Tablo 5 SOR hasari

1. Sarkoplazmik retikulum kalsiyum ATP’az sistemini ve hiicre zari sodyum
potasyum ATP’az sistemini inhibe ederek hiicre kalsiyum ytikiinii arttirir.

Lokositler icin kemotaktik olup l6kosit birikimi ve aktivasyonunu saglar.

No reflow fenomeninde araci olarak gorev yapar.

NO ile reaksiyon sonucu olusan peroksinitrit aracilityla doku hasarini arttirir.

Genetik yapida hasarlanma olusturur.

SR I el I B

Hiicre zar1 fosfolipid yapisinda peroksidasyon olusturarak hiicre zar1 biitiinliigliniin
bozulmasi ve hiicrenin sismesine neden olur.

7. Protein ve enzimlerde, yapisal bozulmaya ve par¢alanmaya neden olur.

2.3.2. ANTIOKSIDANLAR

Organizmanin pro-oksidan/anti-oksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek
icin cok 6nemlidir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere organizmay1 koruyan “antioksidan savunma sistemi”” dort

yolla etki gostermektedir.

A. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme, “siiptirlicu etki”.

Antioksidan enzimler, kiiciik molekuller bu yolla etki gosterirler.

B. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya “inaktif sekle donistiiriicii etki”. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye

sahiptirler.

C. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kiricr etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller “zincir kirici

etki” gosterirler (31).

D. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde “onarici etki”

gosterirler (32).

14



Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda ve

etkinliklerinin ortaya konmasinda IRH modelleri 6nemli katki saglamistir. Antioksidan

Ozelligi oOne siiriilmiis pek c¢ok madde ¢esitli

IR  modellerinde

test edilerek

degerlendirilmistir. Antioksidanlar asagidaki gibi siiflandirilmistir (33-35). Endojen anti

oksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar (Tablo 9) (21, 29,

36).

Tablo 6 Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar

A.Enzim olan endojen antioksidanlar

1) Superoksit dismutaz (SOD)

2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

3) Glutatyon S-Transferazlar (GST)

4) Katalaz (CAT)

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

6) Hidroperoksidaz

B. Enzim olmayan endojen antioksidanlar

1) Laktoferrin

2) Transferin

3) Hemoglobin

4) Miyoglobin

5) Urat

6) Albimin

7) Glutatyon

8) Bilirubin

9) Seruloplazmin

11) Ferritin

12) Sistein

13) Metiyonin

14) Melatonin
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Eksojen antioksidanlar

A-Vitamin olan eksojen antioksidanlar

1. a-tokoferol (vitamin E)
2. Karoten (vitamin A)

3. Askorbik asit (vitamin C)
4. Folik asit (folat)

B-lac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

. Ksantin oksidaz inhibitorleri

. NADPH oksidaz inhibitorleri

. Rekombinant stperoksit dismutaz

. Vitamin E analogu

. Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

. Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

QOB (WIN|F-

. Demir redoks dongusu inhibitorleri (desferroksamin)
. Sitokinler (TNF ve IL-1)

. Notrofil adhezyon inhibitorleri

10. Barbituratlar

11. Demir selatorleri

00| ©|

C-Gidalardaki eksojen antioksidanlar

1) Butylated hidroksitoluen (BHT)
2) Butylated hidroksianisol (BHA)
3) Sodium benzoat

4) Ethoxyquin

5) Fe-superoksit dismutaz

6) Propilgalate

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus
serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemektedir. Bu islevi yapan maddelerin timine
birden genel olarak *‘‘antioksidanlar’” denir. Etkilerini lokal oksijen konsantrasyonunu
azaltarak yaparlar. Hidroksil radikallerini temizleyip lipid peroksidasyonunun baglamasini

Onlerler. Gegis metal iyonlarin1 baglayip etkisizlestirler. Peroksitlerin alkol gibi nonradikal
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tiriinlere doniistimiinde etkin rol oynayarak zincir reaksiyonlarina neden olurlar. TUm
radikallerle reaksiyona girip zinciri kirarak gosteren antioksidanlar intraseliiler ve
ekstraselller olmak tzere iki grupta incelenir. En belirgin 6zellikleri okside olan substratlara
oranla ¢cok daha az konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve

inhibe etmeleridir.

Oksidan molekiiller belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin yabanci
maddelere ve enfeksiyon ajanlarina karst énemli savunma molekilleridir. Ancak belirli
diizeyin tizerinde olustuklarinda veya antioksidan sistemin yetersizliginde serbest radikal
molekiilleri, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat, nikleik asitler

ve enzimleri bozarak zararli etkilere yol acarlar (37).

Yukarida bahsedildigi gibi IRH olusumunda serbest oksijen radikalleri 6nemli bir
yer tutmaktadir. iskemik dokularin reperfiizyonu toksik reaktif oksijen tiirleri olusumuna yol
acar. Bunlar stperoksit anyonlar, hidroksil radikalleri, hipoklorik asit, hidrojen peroksit ve
nitrik oksitten derive peroksinitrittir (38). Serbest radikal temizleyicileri, reaktif oksijen
pargalar ile reaksiyona girerek, bunlari1 zararsiz maddeler haline doniistiiren antioksidan

ajanlardir.
2.3.3. ENFLAMATUAR SiSTEMLER

Lokositler (Polimorf niiveli lokositler (PMNL)) dir. Iskemi-reperfiizyon ile
l6kositlerin aktivasyonu gerceklesir, kemotaksis olusur ve endotel diizeyindeki patolojik
degisiklikler ile membran permeabilitesi artar, bu da nétrofillerin enfiltrasyonuna yol acar.
Notrofil enfiltrasyonu IRH’ nin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar (39). Notrofiller,
serbest radikallerin olusumunda ve IRH’ da 6nemli bir kaynaktir. Azurofilik granullerinde
oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve ‘miyeloperoksidaz’ enzimlerini icerir. Bu

enzimler oksidan doku hasarinda onemli roller Ustlenir. Aktive nétrofillerde ksantin-

17



oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi “solunum patlamasi” olayin1 meydana getirir.
Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamas ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik
%70’i NADPH-bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenir. Siiperoksit iyonu, ¢cogu
kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside donlsiir. Hidrojen peroksit ise kloriir
iyonlarinin varhiginda miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir.
Hipoklorik asit (HOCL) giiglii bir oksidandir ve birgok biyolojik molekille kolayca
reaksiyona girebilir (40). H.O> + CI OH + HOCL Miyeloperoksidaz dokudaki notrofil
birikimi, dokunun miyeloperoksidaz (MPQO) aktivitesi Olctlerek saptanabilmektedir. MPO
enzimi, notrofillerin sitozolik graniillerinden salinmaktadir ve indirekt olarak nétrofil
birikimini yansitmaktadir (41). No6trofillerin aktivasyonu ile notrofil sekonder grandillerden
saliverilen apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, kompleman1 aktive eden enzim ve
elastaz, kolajenaz, ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara neden
olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar yapisinin

gevsemesi ile notrofillerin dokuya gocii kolaylasir (40).

IR’a bagli kompleman aktivasyonu, damarsal hemostazi etkileyen enflamatuar araci
maddelerin olusumuyla sonuglanir. Bu araci maddelerden en 6nemlileri; Kompleman 3a ve
kompleman 5a gibi anafilotoksinler ile inaktif kompleman 3b ve kompleman 5b-9 gibi
kompleman sistem unsurlaridir (42). Kompleman 5a; kompleman 3a’ya oranla 20 kat daha
guclu olup, hem l6kosit aktivasyon ve kemotaksisini hem de IL-1, IL-6 ve TNFa gibi
inflamatuar aracilarin sentezini arttirir. Kompleman 5b-9 ve inaktif kompleman 3b, endotel
fonksiyon degisikliklerine neden olurlar. IR’ a bagli kompleman sistem aktivasyonu,
vaskiler hemostaz degisiklikleri ve l6kosit-endotel adhezyon egilimi olusturarak doku
iskemisini derinlestirir (43). Sitokinler, dogal ve spesifik immuniitenin bir protein mediyator
grubudur. Genelde sitokinler bir enflamatuvar veya antijenik etkilesime yanit olarak

sentezlenir. Sitokinler lenfositlerin olgunlasip diferansiye olmalarini saglarlar. Dokuya zarar
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verebilirler, hatta dokunun 6lime kadar géturebilirler. Travma veya enflamasyonlu bélgede
makrofaj ve monositlerden salinan bir sitokin olan IL-1 isimli polipeptid cerrahiden sonra
gelisen bir¢ok degisiklikten sorumlu bulunmustur. Bu maddenin basta immiin yanit ve doku
tamiri tizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir. IL-1 ve timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a),
akut ve kronik enflamasyonun bircok lokal ve sistemik ozelliklerinin olusumunda rol
oynamaktadir. Diislik dozlarda lokal inflamasyonun mediatorleri iken, yiiksek miktarlarda
salgilandiklarinda dolasima gegerek endokrin etkiler olustururlar. IR, kompleman sistemini
aktive eder. Kompleman sisteminin aktivasyonuyla da sitokin salinimimin diizenlendigi
diisiiniilmekle birlikte bu konu halen tam olarak agikliga kavusmamistir. Kompleman
aktivasyonu sonucu olusan, proenflamatuar komponentler bir yandan lIokositleri aktive
ederken, diger yandan TNF-o, IL-1 ve IL-6 olusumunu uyararak enflamatuar cevabi

guclendirir (44).
2.3.4. KOMPLEMAN SIiSTEMi

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak agikliga
kavugsmamustir. Reperfiizyon doneminde agiga ¢ikan SOR, kompleman sisteminin
aktivasyonuna neden olur. Bu aktivasyon klasik yol, alternatif yol veya lektin yolu tizerinden
olabilir (45). Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proenflamatuar komponentler
olusur. Bunlar C3a, C5a, C3b ve C5b-9’dur. C3a ve Cb5a anaflatoksinlerdir. Lokositleri
aktive ederler. Kompleman komponentleri iginde 6zellikle anaflatoksinler (C3a ve C5a) ve
membran atak kompleksi (C5b-9) reperfiizyon hasarinda 6nemli rol oynar. Anaflatoksinler,
sitokin sentezini uyararak enflamatuar yanitt daha da arttirirlar. C5b-9 ve C3b vaskuler
tonusu diizenleyerek iskemik dokuya kan akimini ve bu sayede 16kosit-endotel adezyonunu

arttirir (45, 46).
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2.3.5. ENDOTEL HUCRESININ ROLU

IRH’ nin olugsmasinda endotel hiicreleri 6nemli role sahiptir. Oksidatif stres endotel
hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel hiicreleri SOR
icin potansiyel hedef konumundayken, diger taraftan da SOR iiretim kaynagidir (47).
Endotel hucrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir. Lékosit adhezyon
molekullerinin {iretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1, PAF,
prostaglandinler (PG I, PG E2), GM-CSF, bliyiime faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan
A> (Tx Ao) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini
sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir (48). Iyon wve organik molekillere
gecirgenlikte bariyer olusturmasi, prostoglandinlerin dolagimdan kismen uzaklastirilmasi ve
koagulasyondaki rolil, endotel hiicresinin bilinen klasik gérevlerindendir. Endotel hlcresinin
yukarda sayilan islevlerine ek olarak, vazomotor etkinlikleri diizenlemesi ve hasara cevap
olarak salgiladigr mediyatorler nedeniyle giderek daha fazla ilgi ¢ekmeye baslamistir.
Endotel hucrelerin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir. Lokosit adhezyon
molekillerinin Gretimi artar. ROT etkisi ile endotelden salinan trombosit aktive edici faktor
l6kositleri aktive eder. Lokosit endotel hiicre etkilesimi sonucu l6kositler endotele yapisir
ve gog¢ gerceklesir (49). Lokositlerin damar endoteli ile etkilesim mekanizmas1 Sekil 3 "de

sunulmustur (50).
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Sekil 3 Lokositlerin damar endoteli ile etkilesim mekanizmasi

| integrinler——

Bazal
Membran

1 1Endotel

willer
luk

Doku arasi
mesafe

Adhezyon Baslangics Adhezyon / Gecis
("Rolling”) Agregasyon

IR; l6kosit aktivasyonu, kemotaksis ve I0kosit endotel hiicre adhezyonuna yol acar.
PMNL’ de, endotel hticreleri gibi ROR uretme kapasitesine sahiptir. IRH’ nda PMNL’in

rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmalar sdyle siralanmaktadir.

1. Mikrovaskdler oklizyon
2. SOR salinmasi

3. Sitotoksik enzim salinmasi
4. Vaskiiler permeablite artisi
5. Sitokin saliniminda artis

Polimorf niiveli 16kositlerin baslangictaki biokimyasal reaksiyonlar1 endotel
hiicreleri ve ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon ve migrasyonlari ise endotel
hiicrelerde ve 16kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligi ile olur. Lokosit adhezyon
molekiilleri, l6kositlerde ve diger baska hiicrelerde de bulunan ve gelisme, haberlesme,
enflamasyon ve apopitozis gibi pek ¢cok biyolojik olaylarda rol alir. Selektin grubu adhezyon
molekdlleri; doku hasar1 olan bélgede aktive olmus endotele ve PMNL’lerin baslangigtaki
adhezyonunda rol alirlar. L, P ve E selektin olmak {izere bilinen ii¢ iiyesi vardir. IR,
endotelde P- selektin ekspresyonunu arttirir. Bu molekiil, PMNL’ lerde bulunan P-selektin

glikoprotein 1(PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 16kosit endotel
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baglantisin1 olusturur. Ikinci asamada 16kosit Beta-2 integrinler ile endotelyal ICAM- 1
arasinda etkilesim ile 16kosit adhezyon ve agregasyonu gelisir. Ugiincii asamada trombosit
endotelyal hiicre adhezyon molekli-1 ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim ile
16kosit transmigrasyonu gelisir. Aktive 16kositler ekstravaskiiler kompartmana ulasinca,
hasar bolgesine dogru go¢ etmeye baslarlar. Burada aktive 16kosit cevabi1 su mekanizmalarca

gergeklestirilir.

Tablo 7 aktive l16kosit cevabi mekanizmalari

1. Fosfolipaz A aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri
(prostoglandinler ve Iokotrienler) dretilir

2. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir

3. ROR iiretimi gergeklesir (49, 51)

Bu drlinler, endotel hasart ve doku hasarinin gii¢lii mediyatorleridir. Baslangigtaki
enflamatuar uyaranin etkisini giiclendirir. Bazi durumlarda lizozomal enzimler hiicre disina
salmabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya dilue etmeye yonelik bu enflamatuar
cevap sonucu mikrovaskuler permabilite artis1, 6dem, tromboz ve parankim hticre 6lima de
gerceklesir. Gorevini tamamlayan 16kositler apopitotik hiicre 6liimiine ugrarlar. Lenfatik

dolasim ile ortamdan uzaklastirilirlar (49, 51).
2.3.5.1. MIKRODOLASIM

Mikrodolasim, en u¢ kan dolasimi sistemidir. Arteriol, veniil, arteryel ve venoz
kilcallarin boyutu 7-100 pm arasinda degisir. Iskemi sonrasi reperfiizyon saglandiginda
l6kosit aktivasyonu ve iltihabi cevap gelisir. Aktive olmus lokositler mikrodolagimda
birikerek kollaps ve tikanikliga neden olurlar. Dolayisiyla 16kosit ile trombosit ve I6kosit ile
endotel arasindaki hiicre etkilesimleri ana mekanizmadir. interstisyel sivi birikimi ve
azalmis endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma katkida bulunur. Bu durum ilk kez 1967

yilinda Majno tarafindan “no reflow” fenomeni olarak tanimlanmustir (52). Lokosit-endotel
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adhezyonu, endotelde sisme ve daha fazla 16kosit adhezyonuyla sonuglanir. Lokosit-
trombosit adhezyonu ise trombositlerin subendotel alanda birikerek, endotel ayrilmasina
neden olur. Bu yapismis trombositler, selektin ve integrinler yoluyla, daha fazla I6kositin
trombositlere yapismasini saglarlar (53). Notropeni ve trombositopeni modellerinde “no
reflow” olusumunun azaldig1 gézlenmistir (54). Sonug olarak endotel I6kosit-trombosit

etkilesimleriyle, fibrin birikimini takiben, trombiis olusumu gézlenir.

2.3.5.2. TROMBOSITLER

Trombositler, trombotik etkileri disinda kemotaktik fonksiyonlariyla da enflamatuar
cevapta kritik rol oynarlar. Adhezyon sonrasi aktive olmus trombositler, hem salgiladiklar
kemotaktik faktorlerle direkt olarak etki ederler, hem de baglandiklari hiicrelerin
(endotel/Iokosit) kemotaktik oOzelliklerini degistirerek etki ederler (55). Hiicre zari
fosfolipidlerinin peroksidasyonu sonucu; hiicre zar1 biitiinliigili, gegirgenligi ve hiicre yiizey
reseptor fonksiyonlar: etkilenir. Reperfiizyon periyoduyla birlikte siddetli trombosit
aktivasyonu olusur. Artmis bu aktivite, reperfiizyon doneminde artmis trombojenite ve
yeniden tikaniklik risklerini de beraberinde getirir. Trombosit aktivasyonun primer etkeni
tam olarak bilinmemekle birlikte, reperfiizyonla birlikte olusan SOR patlamasi

suglanmaktadir (56).

2.4. HASARLANMA MEKANIZMALARI

2.4.1. LIiPiD PEROKSIDASYONU

Serbest radikallerin hiucrede baslattigt en Onemli ve zararli etki lipid
peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile oksidasyonu lipid
peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli
yukseltgen bir radikalin etkisiyle membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi

zincirindeki alfa metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile
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baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin stiperoksit ile hidroksil radikalinin oldugu
kabul edilmektedir. Yag asidi, zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi sonucu
zincir radikal niteligini kazanir. Bunun sonucunda olusan radikal alkil radikali olup
dayaniksiz bir tiirevdir. Bir dizi degisiklige ugrar. Ozellikle molekil ici ¢ift bag aktariimasi
ile dien konjugatlari ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesimi
sonucunda lipid peroksi radikali (LOO-) olusur. LOO- zar yapisindaki diger ¢oklu
doymamis yag asitlerini etkileyerek hidroperoksit (ROOH) ve yeni bir alkil radikali
olusturur. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroksiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesikleri ile etkilesmesi sonucu etan, pentan gibi ugucu gazlara doniisiir (3, 21, 29). Lipid
peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin kaybina, membran potansiyelinde
azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara kars1 gecirgenligin artisi neticesinde hiicrenin hasari
igeriginin serbestlesmesine neden olur. MDA, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu olusan stabil bir son iirlindiir. IRH’ da hicre ici MDA dizeyi artar. Ek olarak lipid
peroksidasyonunun son drlnlerinden biri olan MDA, membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve ¢apraz bag yapmalarina yol agar. Bu da, hiicre yizeyinin durumunu,
enzim aktivitesini, iyon transportunu etkileyebilir (21, 29). Lipid peroksidasyonu sonucu
olusan malondialdehid gibi stabil iirlinlerin 6l¢limii, serbest oksijen radikali Onciilerinin
aktiviteleri konusunda fikir verir. Dolayistyla lipid peroksidasyonu, IRH’ nin hem tanisinda

hemde patofizyolojisinde 6nemli rol oynar (36).
2.4.2. PROTEIN OKSIDASYONU

Protein oksidasyonu, proteinlerin direkt olarak reaktif oksijen tirleriyle veya indirekt
olarak oksidatif stresin ikincil Grunleriyle indiuklenmesi ile meydana gelen kovalent
modifikasyon olarak tanimlanir. Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonunun
kimyasal sonucu olarak metionin; stlfokside, histidin; oksihistidine veye aspargine, tirozin;

ditirozine ve sistein disiilfitlere doniisiir. Bu degisiklikler proteinlerin baglanma
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Ozelliklerinde ve enzim aktivitelerinde farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda
bozulmalara yol acabilir (21, 29). Hipokside iskelet kasinda protein sentez hizindaki olasi
azalmanin yanisira protein yikim hizinda da bir artis beklenir. Iskelet kas1 protein yikimi ile
ilgili olarak en iyi bilinen mekanizmalar; lizozomal proteazlar, Ca*® bagimli kalpain
proteazlar ve ATP bagimli ubiquitin proteozom sistemidir (31, 57). Ubiquitin proteozom
sisteminin, sarkomer yapisindaki aktin ve miyozin yikimin1 gerceklestirebilmesi i¢in bu
yapisal proteinlerin monomerlerine ayrilmasi, bagka bir deyisle serbest birakilmalar1 gerekir.
Iste bu asamada Ca*? bagimli kalpain proteazlari ve kaspaz-3 proteazi devreye girerek
kontraktil proteinlerin sarkomerden serbest birakilmasini saglar. Dolayisiyla, kas atrofisi

sirasinda iki veya daha fazla protein yikim mekanizmasi rol oynar (58, 59).
2.4.3. DNA HASARI

Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin niikleotid durumlarinin strdrilebilmesi
icin gerekli yollara engel olabilirler. Serbest oksijen radikalleri DNA ile tepkimeye girerek
mutajenik olan 8-Hidroksiguanin’in ortaya ¢ikmasina neden olurlar (27, 36). Is1 sok
proteinleri (HSPs), hiicrelerin enfeksiyon, radyasyon, agir metaller, etanol ve hipoksi gibi
streslere veya ylkselmis 1stya maruz kaldiklarinda iiretimleri artan bir grup proteindir. Ist
soku proteinleri intraseliiler proteinler olup, stress altinda diger hiicre i¢i proteinlerin
pargalanmasi ile ortaya ¢ikan artiklarin temizlenmesinde ¢opgii (saperon) rolleri mevcuttur.
HSP60 molekiiler agirligi 60 kD olan ve 6zellikle mitokondride eksprese edilen bir 1s1 sok

proteinidir.
2.4.4. KOVALEN BAGLANMA

Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler, ve nitrozaminler gibi
ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekiillere kovalen baglanmasina neden olabilir. Bu da

dogrudan hiicre hasarina yol agabilir (27).
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2.5.5. 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 serbest oksijen radikalleri
(SOR) tarafindan inaktive edilebilir. Sitokinler, hipoksi, endotoksin gibi faktérler SOR

aracil1 yol kullanarak, hiicre enerjisini azaltabilirler (60).

Sekil 4 IRH’ da hasarinda yer alan olaylar dizisi (61, 62).

Iskemi
Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybi)
Doku hasan
+
Reperfiizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
Serbest radikaller
v ; '
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasan
v v v v v v v
Membran biitiinligiiniin N&trofil birikmesi NO Ll Adhezyon Kompleman PGI, | Sitokinler
bozulmas: molekiilleri aktivasyonu TXA, T 117
v v B, T w6t
Fagositoz Lékosit tikaci l i i i
v v
02 radikali « |5kemi Vazokonstriksiyon, trembesit agregasyonu, nétrofil kemotaksisi

v v |

Artmis doku hasan .

IRH’ 1n fizyopatolojisi ile ilgili gesitli faktdrler ileri siiriilmiistiir (20). Ozellikle

asagida siralanmis 5 faktor tizerinde durulmaktadir (Tablo 8).
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Tablo 8 IRH’ na etkili olan yolaklarin 6zeti

OKSIDAN ANTIOKSIDAN | INFLAMATUAR | KOMPLEMAN | ENDOTELYAL
SISTEMLER SISTEMLER SISTEMLER SISTEMI SISTEMLER
KSANTIN SOD PMNL C3a PGl
HIPOKSANTIN | GSH-Px NADPH Oksidaz | C3b TXA?

02 GST MPO Cha Lokotrien Bg
H20, CAT L1 C5b-9 NO

PMNL FERRITIN iL6 C3a-5b Endotelin
PEROKSINITRIT | VIT C TNF alfa PAF

2.5. ISKEMi REPERFUZYON HASARI MEKANIZMALARINDA ONEMLI BAZI

MADDELER
2.5.1. KSANTIN OKSIDAZ (XO)

Oksijen kokenli serbest radikal araciligi ile olusan hasarda ilk basamak, ksantin
oksidaz kokenli O2 anyonlarinin tiretilmesidir (21). Normal kosullarda hipoksantin, ksantin
dehidrogenaz yardimiyla ksantine oksidize edilir. Ancak iskemi sirasinda ksantin
dehidrogenaz, ksantin oksidaza doniistiirtiliir. Postiskemik doénemde, iskemik dokudaki
SOR’ un en belirgin kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Substrat olarak nikotinamid adenin
diniikleotid kullanan ksantin dehidrogenazin tersine, ksantin oksidaz oksijeni kullanir ve
bundan dolay1 iskemi sirasinda hipoksantinin ksantine dontisiimiinii katalize edemez.
Hipoksantinin dokuda asir1 seviyelere ¢ikmasina yol agar. Hipoksantin ve Kksantin
oksidasyonu serbest radikallerin olusumuna yol agar (3, 19, 21). Yapilan ¢alismalarda iskemi
sirasinda ksantin dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz katalizorliigiinde
ksantin oksidaza doniismesinin, farkli dokularda farkli siirelerde gerceklestigi goriilmiistiir.
Bu da degisik dokularin IRH’ na neden farkli oranlarda cevap verdigi konusunda agiklayici
olmaktadir. Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda, fazla miktardaki hipoksantinin

ksantin oksidaz ile doniistiiriilmesi toksik SOR olusumu ile sonuglanir (38).
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2.6.2. NOTROFILLER (POLIMORF NUKLEER LOKOSITLER) (PMNL)

Iskemik dokuda, serbest radikaller de olmak iizere diger bazi kemoatraktanlarin
etkisi ile go¢ eden notrofiller, reperflizyonda doku hasarmin ilerlemesine yol acar.
Salgiladig1 proteazlar (elastaz, jeletinaz vb.) ile endotel hiicresinin parcalanmasina neden
olur. Aktive olmus nétrofillerin yol agtig1 ve nétrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlari ile
kan akiminin geri donmesine engel olan kapiller tikaglarina neden oldugu bildirilmistir (63).
Reperfiizyon doneminin en 6nemli mikrovaskiiler patolojisi olan kan akisinin geri
donmemesi fenomenine (no reflow phenomen) denir. Aktive nétrofiller salgiladiklari
vazokonstriktor ajanlar ve trombosit aktive edici faktor (PAF) ile daha biyik damarlarda
da (arteriyol, prekapiller damarlar) daralmaya neden olmaktadirlar. Bir arasidonik asid
metaboliti olarak salgilanan I0kotrien B4 (LTB4), superoksid anyon radikali retimine ve
notrofillerin kemotaksisine neden olmaktadirlar. Boylece bir geri beslenme mekanizmasi ile
toplanmis olan nétrofillerden salgilanan kemotaktik faktorler yeniden serbest radikal
uretimine ve notrofil infiltrasyonuna neden olmaktadir (58). Hartmann ve arkadaslari
notrofillerce Uretilen slperoksid anyon radikalininin, eritrositlerin agregasyonunu da
hizlandirdigini, bu etkinin nétrofil agregasyonu ile birlikte kapiller ttkanmay1 daha arttirici
olabilecegini savunmuslar (64). IR' nin yol agtigi mikrovaskiiler hasar i¢in PMNL ve
endotelyal iliski gerekmektedir. Iskemi sirasinda ve reperfiizyon déneminde postkapiller
veniillerde endotele artmis notrofil adhezyonu goriiliir ki bunun iskemi reperflizyona bagh
uzak organ hasarinda 6nemli rolii vardir. PAF, LTB4 ve SOR bu durumun en muhtemel
kimyasal mediatorleridir (3, 65). Reperfiizyon hasarini Onlemeye yonelik antinotrofil
serumlarla ya da 16kosit adhezyon molekiillerine karst monoklonal antikorlarla yapilan
calismalar, reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica notrofillerin
sorumlu oldugunu gostermistir (66). IR ile l6kosit aktivasyonu, kemotaksis ve l6kosit

endotel hiicre adhezyonu meydana gelir (39). Dokuda aktive 16kositlerin baslattigi yanit,
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asagidaki tablodaki mekanizmalar ile gergeklestirilir (Tablo 9), (67).

Tablo 9 Dokuda aktive I6kositlerin baslattigi yaniti baslatan mekanizmalar.

1. Fosfolipaz A aktivasyonu
2. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinmasi
3. SOR dretimi

2.5.3. ENDOTELYAL FAKTORLER

Vaskiiler endotelial ¢eper pek cok lokal hormon ve otakoid salgilayarak vaskiiler diiz
kas tonusunu duzenler (3). IR kaskadinda endotel hem hedef hem de reperfiizyon hasarindan
sorumlu mediatorlerin iiretim kaynagidir. Endotelden hem vazokonstriiktor olan endotelin
hem de vazodilatator olan nitrikoksit (NO) normal sartlarda dengeli olarak salinir. IRH’ da
endotelin/NO orani endotelin lehine bozulur. Sonugta arterlerde vazokonstriksiyon, venlerde

vazodilatasyon olur (59).
2.5.3.1. ARASIDONIK ASIiT METABOLITLERI
Reperfiizyon, prostaglandin iiretiminin en potent uyaranidir.

2.5.3.1.1. Prostasiklin (PGlz2): PGI2, endojen olarak tretilen ve esas olarak vaskdler
sistemin endotel hiicrelerinde arasidonik asitten prostasiklin sentetaz araciligi ile sentezlenen
bir maddedir. PG, vaskiler duz kas hticrelerinde adenilsiklaz enzimini aktive ederek hucre
iIci c-AMP artigina, bu da vazodilatasyona neden olur. PGlz ayn1 zamanda mikrovaskiiler
kan akisinin duzenlenmesinde, trombosit agregasyonunun inhibe edilmesinde 6nemli rol
oynar. Endotelial doku uzerinde sitoprotektif etkisi de olabilir. Mikrovaskiler sistemde
vazokonstriktif etkisi olan tromboksan A; ile vazodilatasyon etkisi olan PGI, arasinda bir
denge vardir (68). Esas olarak, endotel hicrelerinde yiizey stresi, hipoksi ve NO saliniminda
rol oynayan bazi mediyatdrlere yanit olarak yapilir. PGI2 hedef huicrede NO ile birlikte ortak

etkilerinin yan1 sira, endotel hiicrelerinden NO salinimin1 da artirir.
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2.5.3.1.2. Tromboxan Az (TXA2): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile

olusan Tx A giiclii bir vazokonstriiktor ve agregandir.

2.5.3.1.3. Lokotrien Bas: Lipooksijenaz yolu ile olusan I6kotrienler, iskemide ve
daha ¢ok da reperflizyon boyunca endotelial disfonksiyonda 6nemli rol oynarlar. LTBa4
notrofil yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanirlar reperfiizyon hasarinda 6énemli rol
oynar. 3 saatlik iskemik periyod mukozal LTB4 seviyelerini degistirmezken, reperfiizyonun
izledigi ayni siireli iskemi, mukozal LTB4 seviyelerinde %200-600 oraninda artiga yol

acmaktadir (15).
2.5.3.2. NITRIK OKSIT (NO)

Endotel tarevli nitrik oksit veya relaxing faktér (ENDO, EDRF) olarak da bilinir.
NO; asetilkolin uyarisi, endotoksin, hipoksi, hiicresel zedelenme veya mekanik kesilme
stresine yanit olarak dolasima salinabilmektedir. Yar1 dmrii bir ka¢ saniye olan, diffiize
olabilen bir maddedir ve horman olarak kabul edilir. NO kendiliginden nitrat ve nitrite
ayrigir. Septik sok ve travmada, nitrit ve nitrat metabolitleri ile Ol¢iilen NO diizeyleri
yiiksekliginin, diisiik sistemik vaskiiler direng ve yiikselmis endotoksin diizeyleri ile iligkili
oldugu kanitlanmistir (20). Endotel hicresi, NO’yu sadece damar diiz kaslarina dogru
salgilamaz, ayn1 zamanda damar liimenine dogru da salgilar. Endotel kaynakli NO, ayni1
zamanda siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) bagimli mekanizmayla trombositlerin
adezyonunu, aktivasyonunu, sekresyon ve agregasyonlarini inhibe eder. Bu ozellik,
endotelin NO fiiretiminin azaldig1 ateroskleroz gibi durumlarda klinik 6nem kazanir (69). Bu
etkilerine ilaveten, endotelyuma l6kosit adezyonunu, diiz kas hicresi migrasyon ve
proliferasyonunu da inhibe eder (70-72). Nitrik oksit diz kas hicresinde solubl guanilat
siklaz1 aktive ederek, cGMP’ yi arttirir (73). Damar diiz kas hiicrelerinde artan cGMP,

cGMP’ye bagl protein kinazlar1 aktive etmekte ve membranda bulunan Ca/Mg ATPaz
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pompast ile hiicre i¢i kalsiyumun hiicre disina atilmasini saglamaktadir. Bu sekilde cGMP

hiicre igi kalsiyum seviyelerini azaltarak vazodilatasyona neden olmaktadir (74).

Bir serbest radikal olan NO, L-arginine guanidinium grubundan olan nitrik oksit
sentaz (NOS) aktivitesiyle endotel mitokondrisinde sentezlenir. NO’in doku koruyucu
Ozellikleri; vaskuler tonus kontrolli, trombosit agregasyonunun engellenmesi, I6kosit ile
endotel etkilesiminin azaltilmasi, dolasimdan serbest radikallerin temizlenmesi, secici
damarsal gegirgenligin diizenlenmesi, diiz kas hiicre proliferasyonunun engellenmesi,
bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve endotel hiicre rejenerasyonunun uyarilmasidir. Ayni
zamanda iskemik dokularda SOD aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir
(50). IRH’ ye bagli gelisen endotel hiicre disfonksiyonunda, NO sentezinde azalma olusarak
IRH derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagli NO azalma mekanizmasi hala tam olarak
gosterilememistir (75). Doku reperflizyonuyla birlikte; SOR olusumunda patlama, NO
seviyesinde azalma gerceklesir. Boylelikle, sliperoksit ve NO arasindaki denge stiperoksit
lehine kayar. Bu denge kaybi; NO bagimli vazodilatasyonda azalma ve notrofil-endotel
adhezyonu ile trombosit agregesyonunda artisa ikincil “no reflow” fenomenine egilim
olusturur. Sonug olarak NO azalmasi endotel disfonksiyonu ve nétrofil aracili doku hasariyla

birliktelik gosterir (75).

2.5.3.2.1. NOS' LAR

NO, suda ¢oziinebilen ve dayanikli olmayan renksiz bir gazdir. NO molekiiler
oksijen, siliperoksit anyonlar1 ve hem proteinleri etkilesebildiginde dolayr biyolojik
sistemlerdeki yarilanma Omrii oldukc¢a kisadir; 6rnegin kan gibi fizyolojik sivilardaki
yarilanma omrii 10-20 saniye kadardir. NO yaklasik 140 kDa molekiil agirliginda, sitokrom
P450 rediiktaz enzimine benzerlik gosteren karmasik bir enzim olan NOS tarafindan

sentezlenmektedir. NOS enziminin néronal NOS (nNOS, NOS 1), endoteliyal NOS (eNOS,
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NOS III) ve indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS II) olmak fiizere ti¢ degisik izoformu

bulunmaktadir. nNOS ve eNOS'un ikisi de yapisal NOS (yNOS)'yi olusturan yapisal

enzimlerdir; iNOS ise gesitli uyarilar ile indiiklenebilmektedir. NOS substrat olarak yari

esansiyel bir amino asit olan L-arjinini kullanir ve tiriin olarak NO ile L- sitriilin olusur. Bu

olayda molekdler oksijen ve nikotinamit adenin dindkleotit fosfat (NADPH) ise yardimc1

faktorlerdir. Flavin adenin dintkleotit (FAD) ve flavin mononikleotit (FMN), NO sentezi

icin yardimci1 faktorlerdendir. NOS enzimlerinin hiicre i¢i dagilimlan degiskenlik

gostermektedir; yNOS'un hiicre membraninda bulunmasma karsin, iNOS sitozolde

yerlesmistir (Tablo 10) (55-74).

Tablo 10 NOS enzimleri

OZELLIKLER nNOS eNOS iNOS
1. Yerlesim Sinir ve iskelet Trombositler ile Makrofaj, l6kosit,
kasi1 endotel ve kondrosit, epatosit,
Hicreleri endokart/miyokart | astrosit, fibroblast,
hicreleri notrofil, eozinofil,
lenfosit ve
keratinositler ile
damar diiz kasi,
endotel, endokart/
miyokart, mast,
mikrogliya,
lenfoit/miyeloit
dendritik,
Langerhans,
Kupffer, bronkiyal
epitel, mezangiyal,
Schwann ve sinir
hicreleri

2. Hicre Ici Membrana Membrana bagimli Sitozolik

yerlesim bagimli (etkisiz)veya
sitozolik (etkin)

3. Molekiil agirlig 161 kDa? 133 kDa? 26 exon, 131 kDa?
Gen yapisi ve 29 exon, 28 25 intron, 26 exon, 25 intron,
biiytkligii intron, 21-22 kbpa? 37 kbpa?

> 200 kbpa?

4. Kromozomal 12 numarali 7 numarali 7 numarali

yerlesim kromozom kromozom kromozom
Uzerinde 12g24.2- Uzerinde 7935- tzerinde 17cen-
12q24.3a 7036a gll.2a
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5. Predominant

hipertansiyon

durumda amino 1434a 1203a 1153a
asit sayist
6. Indiiklenebilirlik Yapisal Yapisal Indiiklenebilir
7. Yardimci BH4, FAD, FMN, | BH4, FAD, FMN, | BH4, FAD, FMN,
faktorler hem, ¢inko hem, ¢inko hem, ¢inko
8. Substratlar L-Arjinin, L-Arjinin, L-Arjinin,
NADPH, oksijen NADPH, oksijen NADPH, oksijen
9. Kalsiyuma Bagimli Bagiml Bagimsiz gibi
bagimlilik gorinmekte,
ancak bazi
hlicrelerde < %20
veya
%50-70 oraninda
bagimli
10. Kalmoduline Bagimli Bagimli Bagimsiz gibi
bagimlilik gorinmekte, ancak
bazi
hicrelerde %50
oraninda bagiml
11. Protein W, o, pvey
varyasyonu izoformlari
Dokuya 6zgu
12. Slperoksit Hem domain, Genellikle Genellikle
olusturma rediiktaz domain hem domain rediiktaz domain
kaynaklar1
13. Uyaranlari Eksitatér amino Asetilkolin, ATP, Endotoksin ve
asitler ADRP, sitokinler
(glutamat, NMDA bradikinin,
vd.) trombin,
shear stress
14. Saliverilme Dakikalar iginde, Dakikalar icinde, Uzun sureli,
gegcici, gecici, pM dizeyde surekli, buyuk
pM dizeyde miktarlarda
(LM)
15. Baglica Sinirsel agirim Vazodilatasyon Sitotoksisite
fizyolojik Islevi
16. Patofizyolojik Muskdler distrofi, Endoteliyal Inflamatuvar
olaylardaki rolu iskemi- islevsizlik, hastaliklar
reperflizyon hiperkolesterolemi,

NOS' un etkinligi hiicre i¢ine kalsiyum girigsine bagli olmasina karsin, iNOS'un

etkinliginin artmasi i¢in dinlenme durumundaki hiicrelerde hiicre ici kalsiyum diizeyleri

yeterlidir. yNOS etkinligi hiicre i¢inde kalsiyum derisimindeki artis ile tetiklendiginden

dolay1 etkinligi gegicidir ve diisiik miktarlarda (pM diizeyde) NO olusumuna neden olur.
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Tersine, iNOS etkinligi birkag giin boyunca siirer ve daha biiylik miktarlarda (nM diizeyde)
NO olusumuna neden olur. Kalsiyuma bagimli yNOS ile olusan az miktardaki NO, sinirsel
asirim ve vazodilatasyon gibi gesitli fizyolojik olaylarda rol alir. Bazal duzeylerde NO
olusumu arterlerde venlere oranla ve kiigiik damarlarda biiyiik damarlara oranla daha ¢oktur.
Asetilkolin, bradikinin, histamin, adenin nikleotitler ve serotonin gibi reseptore bagimli ve
serbest yag asitleri gibi reseptorden bagimsiz agonistler ile eNOS araciligi ile olusan NO
saliverilmesi uyarilabilir. iNOS ise akcigerde epitel hlicreleri, trombositler ve ince bagirsak
hiicreleri gibi bazi hiicre tiirlerinde eksprese edilmesine karsin normalde etkin degildir.
Ancak, bazi hiicreler endotoksin, TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-2 ve IL-6 gibi 6zgul maddeler

tarafindan uyarildiklarinda iNOS etkinligi artar (76-86).

Kanda NO hizli bir bi¢cimde nitrit ve nitrata doniismektedir. Kandaki NO'nun asil
dayanikli olan metaboliti nitrattir. Ayrica, NO amino asit ve proteinlerdeki tiyol gruplar ile
de etkilesmekte ve nitrozotiyol bilesikleri bigiminde depolanabilmektedir. NO bir serbest
radikal olmasindan dolay1 oldukc¢a reaktiftir. Cesitli yapilar ile etkilesmektedir. NO'nun
serbest oksijen radikalleri ile de etkilesebilme oOzelliginden dolayi, serbest radikal
yakalayicis1 ve dolayisi ile hiicre koruyucusu oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan,
stiperoksit anyonu ile NO' nun etkilesmesi sonucunda niikleik asitler, lipitler ve proteinler
uzerinde toksik etki gosteren giiclu bir oksidan molekiil olan peroksinitrit olusur. Perokinitrit
ve onun parcalanma drtnleri ise lipit peroksidasyonu, degisik molekiillerin nitrosilasyonu
veya sodyum kanallarininetkisizlesmesine neden olarak hiicre hasarina neden olabilir (76-

86).

NO' nun dogrudan ve dogrudan olmayan etkileri bulunur. NO' nun dogrudan olan
etkileri; biyolojik bir molekil veya hedef ile etkilesmesi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu etkiler
ise NO olusumunun diisiik oldugu fizyolojik kosullarda hizla olusmaktadir. NO' nun bu

etkileri hem demiri igeren veya icermeyen hedefler (guanilil siklaz, CYP, COX, katalaz,
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sitokrom oksidaz, NOS, tromboksan sentaz ve hemoglobin) hipervalan metallere,
mitokondriyal ve sitoplazmik akonitazlara ve lipit hidroperoksitler ile olan etkilesmelerini
icerir. Bu etkilesmeler ise NO' nun; vazodilatasyon, trombosit ve 1okositlerin yapismasinda
azalma, sinir sisteminde sinyal iletimi, steroid ve eikozanoid metabolizmasinin
diizenlenmesi, ila¢ metabolizmasinin degismesi, enflamatuvar yanitin degistirilmesi,
hidrojen peroksit aracilikli toksisitenin artirilmasi, hiicre solunumunun fizyolojik kontrolii,
NO olusumunun otoregiilasyonu, iNOS veya nNOS aracilikli endoteliyal islev bozuklugu,
hemoglobin tarafindan oksijen saliverilmesinin allosterik diizenlenmesi, enflamasyon
gelismesinde rolii olan 16kotrienlerin olusumunda azalma, methemoglobin olusumu, NO
katabolizmasi, oksidatif stres, mitokondriyal solunum ile ferritin sentezinin azalmasi ve

transferrin reseptOr sentezinin artmasi gibi etkilerinin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir (76).

NO' nun dogrudan olmayan etkileri, dogrudan etkilerini olusturdugu derisimlerden
daha yiiksek derisimlerde oldugunda ortaya ¢ikar; NO' nun bu kadar yiiksek derisimleri ise
ekspresyonu artan iNOS araciligi ile siirekli NO olusumu ile saglanir. NO'nun S-nitrozasyon

tepkimeleri araciligi ile ortaya ¢ikan cesitli indirekt etkileri bulunur (Tablo 11).

Tablo 11 NO'nun S-nitrozasyon tepkimeleri aracilidi ile ortaya ¢ikan gesitli indirekt etkileri bulunur.

NO'nun suiperoksit radikali, reseptorler (glukokortikoid reseptori gibi)

Iyon kanallari (riyanodin reseptorleri, kardiyak L tard
kalsiyum kanallar1 ve kalsiyuma bagiml
potasyum kanallar1 gibi)

Metabolik proteinler (gliseraldehit-3-fosfataz dehidrojenaz,
kreatin kinaz, alkol dehidrojenaz, ornitin
dekarboksilaz ve indirgenmis glutatyon
metabolizmasinda rol oynayan enzimler
gibi)

Protein kinaz C (PKC) ve protein kinaz G | sinyal artiric1 sistemler

(PKG)

Transkripsiyon faktorleri (NF-xB, etkinlestirici protein-1 [AP-1], c-
jun ve cMyb gibi)
Kanda bulunan proteinler (hemoglobin ve faktor X111 gibi)

Bu etkilesmeler sonucunda ise NO' nun steroidlerin enflamasyonu oOnleyici

etkilerinin azalmas1 sonucu ¢ok ¢esitli etkiler ortaya ¢ikar (Tablo 12).

35



Tablo 12 NO'nun steroidlerin inflamasyonu onleyici etkileri

1. Kardiyomiyosidlerin elektriksel 6zelliklerinin degismesi

2. Kalp ve iskelet kasinda sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesinin
uyarilmasi

3. Glikolizin 6nlenmesi

4. Vazodilatasyon

5. ATP'nin anaerobik kosullarda olusumunun azalmasi

6. Inotropik ilaglara kars1 miyokardin kasilabilirliginin azalmasi

7. Etanol metabolizmasi

8. Poliamin ve indirgenmis glutatyon olusumunun azalmasi

9. Kalp hizinin diizenlenmesi

10. Sinaptik modulasyon

11. PKC'ye bagimli sinyalleyici yolun inhibisyonu

12. Inflamasyona neden olan olaylarin diizenlenmesi

13. Transkripsiyonel etkinligin azalmasi

14. Hemoglobin tarafindan oksijen saliverilmesinin alosterik modiilasyon

15. cGMP'ye bagli bigimde olan trombosit kiimelenmesinin inhibisyonu

16. Pihtilasmanin 6énlenmesi

NO'nun peroksinitritin aracilik ettigi olaylar ile ortaya ¢ikan dogrudan olmayan

etkileri DNA, tiyoller, lipitler ve mitokondriyel enzimlerin oksidasyonu ve g¢esitli

proteinlerin (mangan SOD, prostasiklin (PGI2) sentaz, tirozin hidroksilaz, hiicre iskeleti

proteinleri ve kinaz substratlar1 gibi) tirozin kalintilarinin nitrasyonu ile iligkilidir.

Peroksinitrit araciligi ile olusan bu etkiler ise poliADP-riboz polimeraz (PARP)'nin

etkinlesmesi, tablo 13 deki degisiklere neden olur (76).

Tablo 13 poliADP-riboz polimeraz (PARP)'nin etkinlegsmesi

1.

Mutajenez

Antioksidan savunma sistemlerinin etkinliginin azalmasi

Transkripsiyon faktorlerinin ve DNA onariminin baskilanmasi

Hiicre membrani hasari, sitokrom c saliverilmesi

Demiyelinizasyon

Diisiik yogunluklu proteinlerin oksidasyonu

Hiicre solunumunun baskilanmasi

@O INo| g~ IwWIN

PGI2'nin trombosit klmelenmesini 06nleyici ve vazodilator etkisinin
engellenmesi

9.

Dopamin yetersizligi

10.

Hiicre yapisinin degismesi

11.

Sinyalleyici yollarin baskilanmasi
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2.5.3.2.2. FIZYOLOJIiK OLAYLARDAKIi ROLU

Degisik hiicre tiirleri tarafindan sentezlenen NO' nun otokrin ya da parakrin hicresel
mediyator olarak islevi bulunmaktadir. NO' nun ¢esitli fizyolojik olaylardaki roll tablo 14
de 6zetlenmistir (76-86). NO bircok etkisini cGMP olusumuna neden olan ve ¢6ziinebilir
hem grubu tastyan bir enzim olan guanilil siklaz enzimi aracilig1 ile olusturmaktadir. cGMP
olusumundaki artma ise, hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin azalmasina neden olan olaylar
zincirinin tetiklenmesine neden olmaktadir. CGMP'nin aracilik ettigi olaylar arasinda
vazodilatasyon, miyokard kasinin gevsemesi ve trombosit kiimelenmesinin vardir. NO' nun
neden oldugu vazodilatasyonda; PKG cesitli mekanizmalar aracilig ile hiicre i¢i kalsiyum
derisiminin azalmasina neden olmaktadir. Bu mekanizmalar; fosfolipaz C (FLC)'nin
inhibisyonu (87), hiicre ici kalsiyum depolarindan inozitol-1, 4, 5-trifosfat (IP3) reseptor
aracilikli kalsiyum ¢ikiginin 6nlenmesi (88), iyon kanallarindan kalsiyumun hiicre igine
girisinin engellenmesi (89) veya ¢ikisinin artirilmasi (90), sarkoplazmik retikuluma Ca*?-
ATPaz araciligi ile girisinin artirllmast (91) ve RhoA' ya bagimli yolun inhibisyonu
tizerinden miyozin hafif zincirin fosfataz etkinliginin artiritlmasi (92) bulunmaktadir (Sekil

5, Tablo 14).

Sekil 5 NO' nun cesitli fizyolojik olaylardaki roll

L-ARJINIA
I Fa
T = N0 mENA = (%05 ¥ IS (%005, nN05)
IL-1, [F%-¢
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Tablo 14 NO

NO

KORUYUCU DUZENLEYICI ZARARLI
1. Konakg¢i savunmasit | Damar gerimi ve | Doku oksijen kullaniminda
gecirgenligini duzenlenmesi | yetersizlik
2. Oksidan hasara kars1 | SSS islevlerinin | Hucresel enzimlerin
koruyucu dizenlenmesi inhibisyonu
3. Lokosit dezyonunun | GIS islevlerinin | Asir1 vazodilatasyon
onlenmesi diizenlenmesi
4. Antioksidan Trombosit kimelenmesnin | Lipit  peroksidasyonunun
onlenmesi uyarilmasi
5. Endokrin sistem iglevlerinin | Antioksidan
duzenlenmesi Depolarin tiikenmesi
6. DNA hasari
7. Vaskuler hiporeaktivite
8. Organlarda islev bozuklugu

Sekil 2.8. NO'nun fizyolojik ve patofizyolojik olaylardaki rolii. DNA, deoksiriboniikleik asit; eNOS, endoteli-
yal nitrik oksit sentaz; ET, endotoksin; GIS, gastrointestinal sistem; IL, interlokin; iNOS, indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz; mRNA, haberci riboniikleik asit; nNOS, néronal nitrik oksit sentaz; NO, nitrik oksit; SSS, santral
sinir sistemi; TNF, tiimor nekroze edici faktor; yNOS, yapisal nitrik oksit sentaz

2.5.3.3. ENDOTELIN

Endotelin 1, Yanagisava tarafindan 1988 yilinda aort endotel hiicrelerinden izole
edildi. Kuvvetli bir vazokonstriiktor peptid oldugu gosterdi. 1995 yilinda Schiffrin endotelin
1’ in hipertansiyon, vazospazm, ateroskleroz ve IRH’ ye kolaylastirdigin1 gosterdi (93).
IRH’ de endotelin 1’ in bobrekte arttigi gosterildi (94). Arter ve venlerde kontraksiyona
neden olan en gliclii vazokonstriiktdrdiir. Iskemik kalmis bir bargirsagin iirettigi endotelinin,
intestinal iskemi reperfiizyon hasarinin sistemik bir hasara doniismesinden sorumlu

olabilecek giiglii bir aday oldugu ileri siiriilmektedir (20).
2.5.4. KOMPLEMANLAR

Komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu, anaflatoksin C3a ve C5a’nin Uretimine
yol acar. Notrofiller zerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele adhezyonun artisi, serbest
oksijen radikallerinin iiretim ve salinmasini saglamaktir (3, 20). C5a; C3a’ya oranla 20 kat

daha guicli olup, hem I6kosit aktivasyon ve kemotaksisini hem de IL-1, IL-6, MCP1 ve
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Tumor Nekrozis Faktér (TNFa) gibi inflamatuar aracilarin sentezini arttirir. C5b-9 ve iC3b,
endotel fonksiyon degisikliklerine neden olurlar. C3b'nin par¢alanmasi sonucu olusan iC3b,
I6kosit CD11b/CD18 (MAC-1) yiizey molekiilii i¢in endotel {izerinde bir adezyon alani
olusturur. C5b-9 ise; transkripsiyonel faktér NF-kB'nin aktivasyonu araciligiyla VCAM-1,
ICAM-1, E selektin ve P selektin adezyon molekiillerinde artis, endotel hiicre kaynakli IL-8
ve MCP-1 salinim artig1 ile 16kosit aktivasyonu ve endotel hiicre siklik guanozinmonofostat

diizeyinde diisiis ile endotel bagimli vazodilatasyonda inhibisyon olusturur (43).
2.5.5. SITOKINLER

Reperfiizyon sonrasi, dolasimda IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler gdzlenir. Bu
ajanlara karsi antagonistler kullanilarak, hem IL-1’in hem de TNF-o nin vaskiiler
yaralanmaya katkida bulunduklar1 ve endotel adhezyon molekiillerini arttirdiklar
gosterilmistir (3, 20). IR’ de sitokin saliniminin bilinmesine ragmen bu sitokinlerin
permeabilite zerine olan etkilerinin direk mi yoksa hicre adhezyon molekilleri
ekspresyonu ve nétrofil adhezyon aktivasyonu yoluyla m1 oldugu bilinmemektedir (65).
Sitokinlerin sekresyonu; endotoksinler, immun kompleksler, toksinler, fiziksel travma ve

bazi enflamasyon mediatorleri tarafindan stimiile edilir.
2.5.6. PLATELET AKTIiVE EDICi FAKTOR (PAF)

Fosfolipaz Az’ nin etkisiyle endotel hiicreleri tarafindan membran fosfolipidlerinden
tiretilir. Cok ¢esitli inflamatuar reaksiyonda (ARDS, akut pankreatit, enflamatuar bagirsak
hastaligi, glomeruler hasar vs.) etkin oldugu goézlenen bir substrattir (3, 15, 95).
Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna ve graniil igeriginin salinmasina yol acan
oldukca kuvvetli bir ajandir. Ek olarak PAF kuvvetli bir nétrofil kemoatraktan ve aktivator
bir maddedir ve TNF-a tiretiminde 6nemli bir rol oynar. Dokularin reperflizyonu sonucu

Iokositlerin  aktivasyonuna, adhezyon ve diapedezine ve ayni zamanda vaskiiler
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permeabilitede artisa yol agar. Pek ¢ok ¢alisma PAF’ 1n in vitro ve in vivo ortamda
I6kositlerin  mikrovaskiler endotele adhezyonunu arttirdigini  gostermistir. PAF’ 1n,
reperfiizyon sonucu gergeklesen kemotaksisin bir diizenleyicisi oldugu diistintilmektedir (3,

20, 96).
2.6.7. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O2) hidrojen peroksit

(H202) ve molekiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. SOD

2072+ 202 +2H ) H20: + O formli ile de gosterilir.

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O Uretilmesine

ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafinda diisiik tutulur. Ancak, H202 ge¢is metalleri
varlhiginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH radikaline
doniismektedir. Bu durumda katalaz (CAT) ve gulutatyon peroksidaz (GSH-Px)

enzimlerinin aktivitesi artarak H.O> dlizeylerini kontrol altina almaktadir (97).
2.5.8. KATALAZ (CAT)

Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal

fraksiyonda bulunur. H202’ yi oksijen ve suya pargalar. Boylece H>O>’ nin OH olusumunu

onlemek i¢in ortadan kalkmasini saglar (97). H20> |:> 2 H,0 + O

25.9. GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-PX) VE GLUTATYON

REDUKTAZ (GSH-R)

Gerek H202 ve gerekse LOOH’ leri metabolize etmektedir. Selenyum bagimli ve
selenyum bagimsiz iki farkli tipi vardir. Selenyum bagimli tipi H2O> ve LOOH’ leri,
selenyum bagimsiz tipi sadece LOOH” leri metabolize eder. Bu reaksiyonlar esnasinda GSH

hidrojen verici olarak goérev yaptigindan H.O2 ve LOOH indirgenirken GSH ise okside
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sekline (GSSG) donusur. Okside glutatyon ise NADPH bagimli GSH-R tarafindan tekrar
GSH’a indirgenir. GSH-Px’ 1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal etkisi ile
fagositik hiicrelerin zarar gérmesini énler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en
etkili antioksidandir (33). Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve down sendromlu
hastalarda yiiksek, prematiirelerde diisiik bulunmustur. Lokosit GSH-Px aktivitesi ise

yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda yiiksek bulunmustur (98).

2.5.10. GLUTATYON S-TRANSFERAZ (GST)

Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler cesitli endojen ve eksojen

bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (98).

2.5.11. GLUTATYON (GSH)

GSH, hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢indeki de en 6nemli antioksidan
bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek ¢ok dokuda glutatyon, sistein ve glisinden
sentezlenir. Sentezde y —glutamil sistein sentaz ve GSH sentaz enzimleri katalizordur.
Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniistimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica
proteinlerdeki stlfhidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona kars1
korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH
yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da
saglar. GSH eritrositleri, 16kositleri ve gz mercegini oksidatif strese kars1 korumada hayati
6neme sahiptir (97). GSH homeostazi igin diyette yeterli protein alinmasinin gerekli oldugu
ve enteral veya parenteral alinan sistin, metiyonin ve N-asetilsistein’in GSH biyosentezinde
sisteinin prekiirsorii olarak dnemli rol oynadigi ¢esitli deneysel ¢alismalarda gosterilmistir.

Yasamsal fonksiyonlarda o©Oneme sahip GSH’nin hayvan c¢alismalarinda yeterli
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konsantrasyonlarda lenfositlerin ve ince barsak epitel hicrelerinin proliferasyonu icin
gerekli oldugu belirtilmistir. Spermatojenez ve sperm olgunlasmasinda énemli rol oynadig,
enfluenza enfeksiyonunu inhibe ettigi, T-lenfositlerin, PMNL’lerin ve sitokinlerin
aktivasyonu icin gerekli oldugu ve immiin sistemin 6nemli bir eleman1 olarak fonksiyon
gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin oksidatif strese yol
actigini ve alzheimer, parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklari, kistik fibrozis, orak hiicreli
anemi, AIDS, kanser, koroner kalp hastaligi, inme, diyabet gibi pek ¢ok hastaligin nedeni

olabilecegini ortaya koymaktadir (99).
2.5.12. TOTAL SULFIDRIL

Siilfidril gruplar1, Glutatyon ve serbest sistein gibi protein olmayan ve thioredoksin,
glutaredoksin ve albumin gibi protein grubu olmak uzere ikiye ayrilirlar. Bu siilfidril gruplart
viicudu oksidatif stresten korumaya ¢alisan dogal antioksidanlardir ve oksidanlarin etkisi ile
kolayca distlfidlere okside olurlar. Bu ylizden oksidatif stresin dnemli bir gostergesidir (100,

101).

2.6. ISKEMI REPERUZYON HASARI SONUCU OLUSAN VASKULER

DISFONKSIYON

Endotel hiicreleri, damarsal hemostazin saglanmasinda hayati ve dinamik bir gorev
tistlenir. Bu hiicreler hem iskemi hem de reperfiizyona ¢ok hassastirlar. Uzun sireli hipoksi;
hiicre zar1 potansiyel degisiklikleri, iyon dagilimi bozukluklar1 ve akiskanlikta azalma ile
hiicre i¢i hacim artig1 ve hiicre iskeleti organizasyon bozukluklari olusturur (102). Hipoksi,
endotel hiicresi baz1 genlerinde aktivasyon, bazilarinda ise baskilanmaya neden olur. Doku
reperfuzyonu ile birlikte, iskemik endotel degisiklikleri belirginleserek, IR alanina lokalize
endotel disfonksiyonu gelisir (103). Uzun siiren iskemi ve sonrasindaki reperfiizyonu

takiben olugan morfolojik degisimler; hiicresel sisme, membran depolarizasyonu, pinositotik
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vezikiil kaybi, endotel hiicre bazal membran ayrilmasi ve aktive olmus 16kositlerin endotel
hilicre yiizeyine yapismalaridir (102). Hiicresel sisme, etkenden bagimsiz tiim hiicresel hasar
modellerinin ortak patolojik gorintist olup, IR sonrasi tiim endotel hiicrelerinde gelisir.
Fizyopatolojisinde; oksidatif hiicre zar1 hasari, iyon hemostaz bozuklugu ve osmotik stres
suclanmaktadir. IRH’ ye bagli gozlenen bir diger oOncelikli degisiklik hiicre zari
depolarizasyonu olup, etiyolojisinde ATP bagimli sodyum-potasyum kanal inaktivasyonu
sorumlu tutulmaktadir (104). Dolayisiyla, hiicre zar1 ve iskeleti degisikliklerinde ROT un
ATP yetersizligine gore daha etkin rol oynadigi diisiiniilmektedir (105). ROT ile olusan IR
hasart; etkilenen dokuya, antioksidan mekanizmalarin etkinligine ve IR’un sire ve siddetine

gore farklilik gosterir.

2.6.1. IR’UN ARTERIOL UZERINE ETKISI

IR hasarmin arteriollerdeki primer gostergesi endotel bagimli vazodilatasyonda
bozulma ve hiperreaktivitedir. Endotel bagimli vazodilatasyon NO araciligiyla olusur. IR
hasarinda NO sentezinde azalma meydana gelir. IR erken doneminde, direkt diz kas
uzerinden etki eden endotelden bagimsiz vazodilatasyon sistemleri etkilenmez. Endotel
bagimli vazodilatasyon azalmasinin en ¢ok reperfiizyon doneminde ger¢eklesmesi, ROT un
onemli bir faktdr oldugunu gosterir. Dolayisiyla antioksidan tedavi, arteriol vazodilatasyon
cevabin korunmasinda 6nemli rol oynar. Lokositler, arteriol fonksiyon bozuklugunda, venoz
kapiller hasarinda oldugu kadar 6nemli rol oynamaz. Ancak strekli l16kosit aktivasyon ve
birikimi, ROT olusumuna katkida bulunarak, arteriol hasar1 artisina neden olur. IR’ a olan
arteriol cevabi ayn1 zamanda dokudan dokuya da degisiklik gosterir. Sinir sistemi ¢cok hassas

iken bobrek dokusu arteriolleri oldukcga direngli olmasi gibi 6rnek verilebilir (105).
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2.6.2. IR’UN ARTERYEL KILCALLAR UZERINE ETKIiSi

Arteryel kilcal endotelinde IR hasarinin klinik yansimasi; interstisyel dokuya artmis
siv1 filtrasyonu ve doku perfiizyonunu saglayan kilcal damar sayisinda azalma seklinde olur
(105). Doku reperfiizyonu sonrasi, tikanmaya bagli, arteryel kilcallardaki azalma, doku
perfizyonunu daha da bozarak IRH artisina neden olur. Bu arteryel kilcal tikanikliklar;
karaciger IRH’ nde oldugu gibi, 10kosit-endotel etkilesimi sonrasi gelisen hiicresel sisme,
iskelet degisiklikleri, bazal membran ayrilmas1 ve 1okosit rijiditesi ile karakterize
intraluminal konjesyon sonucu olusur. Diger dokulardaki arteryel kilcal tikanikliklarindan
ise; vendz kilcallardaki gegirgenlik artisina ikincil gelismis interstisyel 6dem ve hidrostatik
basing artig1 ile olusmus arteryel kilcal mekanik basisi (intersitisyel 6dem ve vaskiiler
kompresyon) sorumludur. Her iki mikrovaskiiler disfonksiyon mekanizmasi 16kosit-endotel
adhezyonu temelinde gergeklesir. Ayni1 zamanda 16kosit kaynakli ROT da bu disfonksiyona
katkida bulunur. Dolayisiyla 16kosit-endotel adhezyonunun engellenmesi ve antioksidan
tedaviyle mikrovaskiiler disfonksiyonda azalma saglanabilir (104). IRH’ ye bagh artmis
kapiller endotel gecirgenligi, molekiiler seviyede, kavsak adhezyon molekiilleri
disfonksiyonu ve hiicre iskelet degisikliklerine baglidir. Reperfizyon periyoduyla birlikte
belirginlesen 16kosit-endotel etkilesimi ve sonrasinda gerceklesen 16kosit diapedezi, kavsak
adhezyon molekillerinde ¢6ziilme ve endotel bariyer disfonksiyonu olusturur (6). Akciger
IRH’ de, endotel bariyer disfonksiyonuna bagli pulmoner 6dem gelisir. PGE2, PGl, ve
antikompleman tedaviyle IR’ ye bagli endotel bariyer disfonksiyonu azaltilabilmistir (106).
Doku iskemisi sirasinda birgok endojen koruyucu mekanizma endotel bariyerini onarmaya
calisir. Aktive olmus notrofillerden salgilanan glutamat ve adenin nikleotidler damarsal
gecirgenligi kontrol eder. Adenozin endotel hiicreleri arasindaki bagi kuvvetlendirip
gecirgenligi azaltir. Dolayisiyla notrofil kaynakli koruyucu adenozin salinimi ve hipoksiyle

indiiklenmis ekstraseliiler ATP metabolizma ve transkripsiyonu ekstraseliler adenozin

44



miktarini arttirarak, hipoksik hasara karsi1 hiicre gegirgenliginde kontrollii bir koruma saglar

(42).
2.6.3. IR’ UN VENOZ KILCALLAR UZERINE ETKIiSi

IRH” ye bagh vendz kapiller degisiklikleri; genel olarak, 16kosit lokalizasyon,
adhezyon, diapedez ve ROT salinimiyla ilgilidir. Venoz kilcallarin iskemiye olan cevabinda
noétrofiller baskin 16kosit smifi olup, hasar1 direkt etkileri ve diger hiicrelerle olan
etkilesimlerine ikincil indirekt etkileri araciligiyla olustururlar. Bu etkiler sonucunda hticre
zar1 makromolekiil gecirgenligi artar. Artmis endotel gegirgenligi ve azalmis intravaskiiler
hacim, yaygin doku 6demi ve hemodinamik instabilite gibi lokal/sistemik sonuglar dogurur
(105). Dokuda biriken 1okositler ayni zamanda trombosit adhezyonu olusturarak,
mikrodolasimda trombosit birikimi ve konjesyona neden olurlar. Bu sirada olugan trombiis
de IRH’ de katkida bulunur dolayisiyla antitrombotik ajanlar terapétik etkinlige sahiptirler
(107). IR’ de NO olusumundaki azalma, 16kosit adhezyon ve hiicre zar1 makromolekiil
gecirgenligini arttirir. Vendz kilcallar, eklenmis nétrofil ROT olusumu nedeniyle, oksidan
stresin en yogun goriildiigii vaskiiler kompartmandir. Venoz kilcallardaki endotel, 16kosit ve

trombositlere bagli oksidan hasar hiicre zar1 gegirgenligini maksimum hale ¢ikartir (105).

2.7. HEDEF ORGAN OLARAK iSKELET KASI iSKEMI-REPERFUZYON

HASARININ ETKILERI

Organizmanin iskemiye verdigi yanit, hiicre ve doku tipi ile siireye bagl olarak ve
kollateral dolasim varligma gore degisir. Ornegin insan kas dokusunda normal sicaklikta
histolojik degisikliklerin bagsladig1 iskemi siiresi 2 saatten fazla iken, jejunumda bu
degisiklikler yaklasik 30 dakikalik iskeminin ardindan baslar (5, 6, 108, 109). Normotermik
doku iskemisinde geri donlislimsiiz hasar; kasta 4 saatte, sinirde 8 saatte, yag dokusunda 24

saatte ve kemikte yaklasik 4 giinde olusur. Iskemik hasarin derecesini belitleyen iki dnemli
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faktor iskeminin genigligi ve suresidir.
2.7.1. KAS DEGISIKLIiKLERIi

Iskelet kasi, ekstremiteyi olusturan primer kiitle olup ayn1 zamanda iskemik hasara
en hassas dokudur. Dolayisiyla iskelet kasi hasari ekstremite reperflizyon hasariin en
onemli bolimiini olusturur (108). Kas oliimii sonrasi makroskopik ve mikroskopik
degisiklikler minimal oldugundan kas 6liim zamanim belirtmek zordur. iskemiyi takiben
yaklasik tiglincii saatte ciddi kas hasar1 ve altinci saatte yaklasik %97’lik fonksiyonel doku
kayb1 olustugu spektrofotometrik (triphenyltetrazolium chloride) yontemlerle gosterilmistir.
Dolayisiyla geri doniisiimsiiz hasar zamaninin tayininde spektrofotometre énemlidir (110).
Kas nekrozu ve ATP deposu azalmasi arasinda yakin iliski saptanmistir. Iskemik kas
dokusunda oncelikle glikojen ve kreatin fosfat azalirken bu sathada ¢ok fazla myonekroz
olusmaz. Sonrasinda, ATP azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla artar. 6 saatlik kas
iskemisi sonucu, normal kas dokusu ATP deposunda %80 azalma ve kas dokusunun
timiinde nekroz olusur (111, 112). Kas fiberleri, igcerdikleri myoglobin miktarina bagh
olarak, kirmiz1 (tip 1) ve beyaz (tip 2) olarak smiflandirilir. Cogu kas her iki tiirli de
icermekteyse de bir tip daha baskin bulunur. Ornegin bacagin én kompartmaninda daha ¢ok
tip 1 veya yavas kasilan fiberler baskin olup, enerji liretiminde aerobik metabolizmay1
kullanmalar1 bu kas grubunu iskemiye daha hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda ise
tip 2 veya hizli kasilan fiberler baskin olup, enerji iiretiminde anaerobik metabolizma 6n
plandadir (108). iskeminin siiresi ve etkilenen fiber tipi iskemik hasarda énemli olmakla
birlikte dokunun viicuttaki konumu da 6nemlidir. Ornegin, cabuk soguma nedeniyle, distal

ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye daha direnclidir (108).
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2.7.2. MIKRODOLASIM DEGIiSIKLIKLERI

Mikrodolasim degisiklikleri, iskemik donemde gergeklesir ve iskemi siiresi ile uyum
gosterir. Iskemi, ilk olarak kapiller endotel hiicreleri etkileyerek, hem Iimen hem de
sitoplazmaya dogru uzanan parmaksi ¢ikintilar olusturur. iskeminin devamiyla birlikte
endotel vezikiillerinde artis olugur. Bu arada, hiicreler arasi baglar zayiflar ve gecit genisler.
Heterojen dagilimli endotel hiicre ddemi olusarak kirmizi kiire sikismasini arttirir. Iskeminin
dordlncu saatinden sonra mikrosirkilasyonda hiicresel etkilesimler (eristrositik, trombositik
ve lokositik) baslar. Venodz ve arteryel kilcallar, reperflizyon oOncesinde, sikismig
eritrositlerle kapanmis goriiniimdedirler. Rulo halindeki eritrosit kumeleri, erken
reperfuzyon doneminde, endotel ylzeyde hasarlanma olustururlar. Endotel hiicre
sitoplazmasindaki pargalanma sonucu hiicreler arasi biiyiik gegitler olusur. Reperfizyonla
birlikte, ozellikle venoz kilcallarda, liimen ici trombosit ve fibrin kiimeleri ile karekterize
trombotik komplikasyonlar olusur. Bu trombosit kiimeleri, endotel yiizde olan genis
defektleri kapatir. Venlerde 16kosit diapedezi olusur. Vendz kilcallarda ise lokositlerin
lenfosit ve monositlerle olan kiimelesmesi olusur (108). iskemi siiresi uzadik¢a damarsal
gecirgenlik artis1 ve ilerleyici intersitisyel ddem olusur. Iskemi sonrasi reperfiizyon
saglandiginda 16kosit aktivasyonu ve iltithabi cevap gelisir. Aktive olmus l6kositler
mikrodolasimda birikerek kollaps ve tikanikliga neden olurlar. Dolayisiyla 16kosit-platelet
ve lokositendotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma olup, interstisyel sivi birikimi ve
azalmis endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma katkida bulunur (113). Reperfuzyon ile
birlikte mikrosirkulatuar diizeyde bozukluklar gelisir ve buna bagli doku 6demi olusur.
Olusan bu 6dem reperflizyon geri saglansa bile hiicre beslenmesini daha da bozar (108).
Antitrombotik, antienflamatuar tedavi ve etkilenen ekstremiteye fasyotomi uygulamasi ile

geri dontistimlii mikrovaskiiler disfonksiyonun tedavisi amaglanir (41, 114).
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2.7.3. “NO REFLOW” FENOMENI

Ilk kez Brooks ve arkadaslar1 tarafindan 1922°de, hayvan deneyinde, bu durum
gbzlenmis ve patofizyolojik olarak tarif edilmistir. Ancak, “no reflow” teriminin ilk kez
kullanimi, ilk kez 1967 yilinda Majno tarafindan “no reflow” fenomeni olarak
tamimlanmustir (52). Kas iskemisi ilerlediginde kasi besleyen damarda kalici tikaniklik
olusur. Dolayisiyla “no reflow” fenomeninin myonekroza ikincil mi olustugu, yoksa “no
reflow” fenomeni sonucunda mi1 myonekroz olustugu c¢eliskili bir konu olup, ilk durumun
gecerli oldugu distiniilmektedir. CUnkid miyosit ve endotel hiicrelerin iskemiye karsi
toleranslar1 farklidir. Dort saatlik iskemi ciddi kas hasari olusturabilirken, bu durum
endotelde 6 saatte olusur. Bu nedenle, dokunun iskemiye kars1 olan toleransini endotel degil
doku hucresi belirler (108). “No reflow” fenomeni patofizyolojisinde, hemokonsantrasyon
ve tromboz, kapiller endotel hiicrelerde sisme, kapillerlerde 16kosit kiimelesmesi ve doku
O0demine ikincil artmig ekstravaskiiler doku basinci vardir. Kapiller endotel sismesi enerji
depolarindaki azalmaya baghdir. Bu sisme erken reperfiizyon doneminde maksimum
duzeyde olup kapiller kan akimina kars1 rezistansi arttirir. Lokositler, kapiller endotelle
adhezyon olusturmadan liimen igerisinde kiimeleserek “no reflow” olusumunda 6nemli rol

oynarlar. Dolayisiyla kiimelesmis 16kosit hareketi endotel hasarini arttirir (108).
2.7.4. LOKAL ENFLAMATUAR CEVAP

Iskemik doku reperfiizyonu inflamatuar bir cevap dogurur. Ancak doku nekrozundan
reperfuzyon déneminden cok iskemik donem sorumludur (108). Damar tikanikliklarinda,
hayvan turnike modellerinin aksine, tikanikligin bir miktar distaline kadar, kollateral
dolagima bagli, normal doku izlenir. Dolayisiyla reperfiizyonla amag, distaldeki nekrotik
alanin degil bu alanin kanlandirilmasidir. Bu boélge; nekrotik ve ciddi hasarlanmig hiicrelerin

i¢c ige oldugu ve inflamatuar aracilarin sentezlendigi yerdir. Dolayisiyla, reperfiizyon
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saglanmis hasarl1 veya nekrotik alan miktar1 morbiditeyi belirler. Enflamatuar cevabin
tetikleyicileri; asit fosfataz, inorganik fosfat, laktik asit, myoglobin, nikleotidler, potasyum,
proteolitik enzimler ve piirin bazlar1 gibi kas yikim friinleridir. Bu yikim {iriinleri;
prokoagulan 0Ozellikte olup, intrensek pihtilasma sistemini aktive ederek venéz kilcal
trombozu ve kollateral arteriollerde vazospasm olustururlar. Enflamatuar cevabin en belirgin
oldugu gecis alanindaki bu tarz bir aktivite, nekrotik alanda genislemeye neden olur.
Dolayisiyla, antitrombotik ve antitrombosit tedaviyle geri dontisiimlii hasar bolgelerine olan

kollateral akim ve mikrodolasim korunarak nekrotik genisleme engellenebilir (108).

2.8. ALT EKSTREMITE iSKEMIi-REPERFUZYON HASARINA BAGLI

GELISEN UZAK ORGAN HASARI

Ekstremitenin akut iskemisinde Haimovici H. ‘Miyonefropatik —Metabolik
Sendromu’ tanimlamigtir. 6- 8 saat arasinda akut iskemik ekstremite revaskilarize
edildiginde, hiperkalemi, artan kreatin fosfokinaz ve serum glutamik-oksaloasetik
transaminaz seviyeleri, miyoglobinemi-miyoglubineri, bobrek yetmezligi, pulmoner
yetmezlik gibi sistemik etkiler bulunmustur (115). IRH sonucunda olusan sistemik
inflamasyon hemen her organda hasar olustururken ilk gézlenen, genelde 24-72 saat i¢inde
olusan, akciger yetmezligidir. Sistemik enflamasyona bagli olusan akciger hasari, hafiften
(akut akciger hasar1) siddetliye (akut respiratuar distress sendromu) dogru seyreden bir klinik
spektruma sahip olup, olusum mekanizmasi ‘wash-out fenomeni’; dolagima katilan
mediyatorler sonucunda mikrovaskuler gegirgenlik artisi Ve alveol sivisi nétrofil birikimi ile
aciklanmaktadir (116). IR’ nun 6nemli sonuglarindan biri uzak organ hasari olup, yiiksek
mortaliteyle seyreden MODS’la sonuglanabilir. Barsak, karaciger, iskelet kas1 ve aortik
iskemi reperfiizyon modellerinde MODS gelisimi gozlenmistir (102). Bobrek hasarinin ise
miyoglobulin birikimine bagli olarak gelisen endotel hasart sonucunda, nétrofil birikimine

yol agtig1 ve sonucunda akut tiibiiler nekroz gelistigi diisiiniilmektedir (25, 117). MODS
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olusumunda, hayati organlarin kanlandirilmasi1 amagh, refleksif gelisen mezenterik
vazokonstriksiyon ve relatif mezenterik iskemi rol oynar. Bu kisa dénemli mezenterik
iskemi, barsak mukozal Dbiitinliigi ve bariyer fonksiyonunda bozulma ve
bakteri/lipopolisakkarit translokasyonuyla sonuglanir. Mezenterik lenf nodlar1 ve karaciger
makrofajlarinin bu etkenlerle aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerin dolagimda artisina neden
olur. Dolayisiyla, sistemik olarak, 16kosit ve endotel aktivasyonu gergeklesir (102). MODS’
da olusan sistemik inflamasyon hemen her organda hasar olustururken ilk gézlenen, genelde
24-72 saat i¢ginde olusan, akciger yetmezligidir. MODS’ a bagli olusan akciger hasari,
hafiften (akut akciger hasar1) siddetliye (eriskin respiratuar distres sendromu) dogru
seyreden bir klinik spektruma sahip olup, patogenezinde mikrovaskiiler gegirgenlik artisi ve
alveol s1visi notrofil birikimi suglanmaktadir. Olusan sistemik enflamasyona bagli olarak
karaciger, santral sinir sistemi ve miyokard disfonksiyonunuda icine alan multiple organ
disfonksiyonu (MODS) gelisebilir (99, 102, 118). Alt ekstremite IRH sonucunda vicutta
lokal ve sistemik inflamatuar yanit olugsmaktadir. Sicanlarda alt ekstremitelerinde uygulanan
bir IRH ¢alismasinda ortaya ¢ikan tiimor nekrozis faktor- a (TNF-a), interlokin—1-p (IL-1-
B), IL-6, IL-8 ve trombosit aktive edici faktér (PAF) gibi mediyattrlerin serbest oksijen
radikali ve Iokositler araciligi ile, hem lokal dokuda hem de uzak organlarda hasara neden
oldugunu saptamiglardir (119). Ksantin oksidaz (XO), slperoksit ve hidrojen peroksit
olusumunda 6nemli rol oynar. TUm IR modellerinde, plazma XO artis1 ile uzak organ hasar1
arasinda korelasyon saptanmigtir. Artmis sistemik XO enzim aktivitesi ile vaskiiler sistemin
tiimiinde ROT maruziyeti ve yaygin endotel aktivasyonu olusur. Ayni zamanda XO, endotel
hicre yuzeyi glikozaminoglikanlarina baglanarak hiicre yiizeyinde yogunlasir ve sitotoksik
etkide bulunur. Dolayisiyla XO, hem direkt sitotoksik etki hem de ROT olusumuna ikincil
endotel ve 16kosit aktivasyonuyla, uzak organ hasarina katkida bulunur (102). Lékositlerden,

ROT ve myeloperoksidaz enzim sentezi gerceklesir. Ayni zamanda, aktif 16kosit kaynakl
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proteazlar, endotel bazal membran ve kavsak proteinlerinin yikiminda rol oynarlar. Iskemik
dokuda biriken aktif I6kositler ancak reperfiizyon periyoduyla birlikte sistemik dolagima
gecip uzak organ hasarinda rol oynarlar. Reperfiizyonla olugsmus sistemik lokosit
aktivasyonu ve uzak organ hasari, endotel hiicresi adhezyon molekiilii (ECAMs) kontroliiyle
azaltilabilir. Reperfiizyon ayn1 zamanda, iskemik doku kaynakli enflamatuar sitokinler ve
adhezyon molekiillerinin sistemik artisina da neden olur. Dolayisiyla reperfiizyon
doneminde, aktif 16kositlerde ve adhezyon molekiilleri yiizey ifadelerinde sistemik bir artis
s0z konusudur (102). Septik sok ve MODS/SIRS klinikleri birbirlerine cok benzemekte olup,
hepsi enflamatuar aracilar yoluyla gerceklesir. Herhangi bir dokudaki IR, enflamatuar
aracilarin sistemik diizeylerinde artis ve l6kosit-endotel-trombosit etkilesimine neden olarak
uzak organ vaskuler disfonksiyonuyla sonuglanir. Reperflizyon, ayn1 zamanda kompleman
sistem aktivasyonuna ikincil uzak organda artmis 16kosit trafigi ve vaskiiler disfonksiyon
olusturur. NO biyoyararlanimindaki sistemik azalma ve PAF, IR’ e bagli uzak organ

hasarmin diger aracilaridir (102).

2.9. ISKEMi REPERFUZYON HASARINI ONLEMEK IiCIN TEDAVI

STRATEJILERI
2.9.1. LOKOSIT TEDAVIiSi

Lokosit aracili IR hasar1 azaltilmasinda; inflamatuar araci maddeler, adhezyon
molekdilleri ve l6kosit-endotel adhezyonuna yonelik tedavi yaklasimlari kullanilmaktadir
(42). PAF, histamin, LT-Bsve TNF-a gibi araci inflamatuar maddelerin sentez veya reseptor
etkilesimlerinin engellenmesi ile IR hasarinda fayda saglanmistir (120). Ek olarak, aspirin
kullanimiyla bir grup biyoaktif eikosanoid sentezinin indiiklendigi gozlenmistir.
Lipoksinler; inflamatuar sistemlere kars1 bir ¢esit dogal koruyucu sistem olup, 16kotrienler

ve diger inflamatuar aract maddelerle olusan 16kosit kemotoksisi, adhezyon ve goglnu
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engellerler (121).

2.9.2. ANTIOKSIDAN TEDAVI

Koenzim Q10 (Ubiquinon) bir antioksidan molekiil olup, etki mekanizmasi hala tam
olarak anlagilamamigtir. Ancak yapilan son c¢alismalarda, reperfiizyon donemi serbest
oksijen radikali patlamasini direkt antioksidan etkiyle engelledigi ve endotel bagimli
vazodilatasyon {izerinde olumlu etkilerde bulundugu bildirilmistir (122). L-2-
oxothiazolidine-4-carboxylate (OTC); doku GSH seviyelerinde artis olusturarak,
asetaminofen ile olugmus karaciger hasar1 ve hidrojen peroksite bagli endotel hasarinda
azalma saglar (123). Ayni sekilde, malik asit diethyl ester veya LButhionine-sulfoximine ile
glutatyondan fakir hale getirilmis dokularin IR hasari etkilerine daha hassas olduklar
gOzlenmistir. Dolayisiyla, doku GSH seviyelerinde artis olusturan molekiiller IRH igin
koruyucudurlar. Ancak glutatyon metabolizmasinin bizzat kendisi de toksik molekiller
olusturabilmektedir (124). E vitamini, en o6nemli serbest oksijen radikali
temizleyicilerindendir. Bu islem sirasinda kendi de bir serbest radikal haline gelir, ancak
askorbik asit (vitamin C) gibi molekiillerin yardimiyla yeniden stabil hale dontstiiriiliir
(124). IR surecinde doku Vit E seviyesinin distiigli, Vit E verilmesiyle ROT ve lipid
peroksitlerin olusumunun azaltilabildigi gézlenmistir (125). A, C ve E vitaminlerinin birlikte
veya diger farmakolojik ajanlarla (mannitol) kullanimi ile elde edilen antioksidan etki, tekli
tedavileri sirasinda elde edilen antioksidan etkiye gore daha giicliidiir (126). Vitamin E ve
ilopost’ un birlikte kullanimu ile lipid peroksidasyonunda azalmaya bagli, IRH’ nda duzelme
saptanmustir (127). Allopurinol (XO inhibitor), SOD, katalaz ve dimetil sulfoksit, IRH’ de
diizelme saglar. Ayn1 zamanda, bu molekiillerin birlikte kullanimlar1 tek tek kullanimlarina
gore daha etkindir (128). Bunlarin disinda; nikaravan, o lipoik asit, thioredoxin, N
asetilsistenin, angiotensin converting enzyme inhibitor ve kalsiyum kanal blokorleri ile IRH’

de azalma tespit edilmistir (129).
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2.9.3. ISKEMIK ONKOSULLANMA

Iskemik onkosullanma dokunun, ciddi IRH &ncesi, kisa siireli IR periyodlarina
maruz birakilmasidir. Boylelikle doku, uzun sireli IR’ ye daha direncli hale gelir. Iskemik
onkosullanma sikluslarinin sayis1 ve siiresi arttik¢a koruyuculugu da artar (130). Iskemik 6n
kosullanmanin iki 6gesi mevcuttur. Akut (erken) 6n kosullanmada etki reperfuzyonun ilk
dakikalarinda baslayip 2-3 saat siirerken, gecikmis On kosullanmada etki reperfiizyonun 12-
24°ncii saatinde baslar ve 2-3 giin devam eder (131). Uzun siireli diisiik, orta doz etanol
maruziyetinin, iskemik 6n kosullanma yoluyla, IRH’ ye kars1 kardiyoprotektif etki sagladigi
belirtilmistir. Etanoliin her iki sathada inflamasyona karsi koruyucu oldugu, ge¢ safha
koruyuculugunun adenozin Az reseptor bagimli NOS aktivasyonuyla gerceklestigi

gbzlenmistir (132, 133).
2.9.4. ANTITROMBOTIK VE FIBRINOLITiK TEDAVi

Heparin antitrombotik etkinliginin yanisira antiinflamatuar etkinlige de sahiptir.
Anti-enflamatuar etkileri; P ve L selektine baglanarak lokosit-endotel etkilesiminin
engellenmesi, NF-«kB inhibisyonu saglayarak enflamatuar kaskadin bozulmasi ve
l6kositlerden ROT olusumunun engellenmesidir. Ven6z kilcallarda endotel-16kosit
etkilesimi, trombosit kiimelesmesi ve mikrotrombiis olusumunu engelleyerek “no reflow”
fenomeni etkinligini azaltir (134). Etkin bir fibrinolitik olan tissue plasminogen activator
(tPA)’Un IR’ de uygulanimi sonrasi, 16kosit adhezyon ve diapedezinde azalmaya bagli, doku
enflamasyon ve O0deminde azalma saptanmistir (134). Trombosit-lokosit ve trombosit-
endotel adhezyonu saglayan molekiillerin monoklonal antikorlarla bloklanmasi reperflizyon
hasara kars1 bir diger tedavi modalitesidir. Sonug¢ olarak, trombosit aktivasyonunun
kontrolii; trombiis olusumu, vaskiiler tonus kontrolii, anjiogenez ve enflamasyon

patogenezinde 6nemli rol oynar (55).
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2.9.5. NITRIiK OKSIT TEDAVISi

Inhaler veya serum fizyolojikte ¢dziinmiis olarak tatbik edilen NO gazin, hayvan
deneylerinde, IRH’ de ve 16kosit adhezyonunu azalttigi saptanmistir (135). Nitrik oksit
dondrleri olan organik nitratlarin; birgok IR modelinde, 16kosit-endotel adhezyonu, 16kosit-
trombosit adhezyonu, mast hiicresi degraniilasyonu ve artmis vaskiiler gecirgenligi azalttig
gosterilmistir (136). Ayni zamanda, hayvan IR modellerinde, doku hasarinda azalma
saglamistir (75). NOS inhibitorii kullanimi bir baska yaklasim seklidir. Ancak, selektif
olmayan bir NOS inhibitor kullanimi veya eNOS geni yoklugunda reperfiizyon hasari

artarken, selektif iNOS inhibisyonu ile IRH’ de azalma elde edilmistir (137).
2.9.6. HIPOTERMIi VE INTRAARTERYEL INFUZYON TEDAVIiSi

Hipotermi, reperfiizyon siirecine eslik eden doku 16kosit infiltrasyonu ve artmig ROT
olusumunu azaltir. Hizli ve etkin hipotermiyle, ampute olmus ekstremite korunmasi ve
reimplantasyon sonrasi canliligi arttirilabilmistir (138). Birgcok hayvan modelinde, lokal
hipoterminin donér organ canliligini arttirdig1 gézlenmistir. Bu tarz bir koruma sadece kas
fleplerinde uygulanabilmekte olup deri dokusu igeren fleplerde, sogukta deri perfiizyonu
bozulacag icin, kullanilamaz (134). Ampute ekstremiteler icin 4° C’ lik lokal hipotermi
koruma amagli yeterlidir. Bununla birlikte, sogukta saklanmis iskelet kas1 soguk IRH’ de
yatkindir ancak dokunun 6ncesinde University of Wisconsin soluisyonu ile reperfiizyonu bu
durumu engeller. Intraarteryel infiizyon, IRH’ yi azaltmada kullanilan bir diger tedavi
modalitesidir. Bircok sollisyon ve farmakolojik ajan tek tek veya birlikte uygulanmstir.
University of Wisconsin ve Euro-collins soliisyonlari, en fazla incelemeye tabi tutulmus
olanlaridir. University of Wisconsin soliisyonu; modifiye edilerek, reperflizyon periyodunu
da igine alacak sekilde, lipid peroksidasyon inhibitorleri, serbest oksijen radikali

temizleyicileri, anti-enflamatuar  dlzenleyiciler ve nitrik oksit donorleri ile
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zenginlestirilmistir. Hayvan deneylerinden anlasildigr kadariyla, soguk soliisyonlarin
intraarteryel inflizyonu dokuda daha muntazam bir soguma saglar. Bu amacla modifiye
University of Wisconsin solisyon infuzyonu, organ transplantasyonlar1 Oncesi

kullanilmaktadir (134).

2.9.7. KOMPLEMAN TEDAVISi

Kompleman sistem aktivasyonu engellenmesi ile IRH’ nin azaldig1 bir¢ok hayvan
modelinde gosterilmistir (43). Kompleman sistem blokaji; lektin yol inhibisyonu, lektin ve
klasik yol inhibisyonu ve her ii¢ yolun birlikte inhibisyonu ile saglanabilir. Kompleman 1
inhibisyonu, Kompleman 3 inhibisyonu olusturarak alternatif yolu kontrol eder (139).
Kompleman 3 konvertaz inhibitori olan rekombinan kompleman reseptér-1’in hayvan IR
modellerinde doku hasarmi ciddi diizeyde azalttigi saptanmistir (140). Kompleman
inhibisyonunun bir baska yolu Kompleman 1 esteraz inhibitorii olup, miyokard IRH’ de
hasarinda endotel hiicre adhezyon molekiil ifadesini azalttig1 gosterilmistir. Kompleman 5a
ve Kompleman 5’in antikor aracili bloklanmasi ile nekroz, apopitoz ve notrofil
infiltrasyonunda belirgin azalma saglanmistir (141). Sonug¢ olarak, kompleman vyollar
birbirleriyle icice olup, sistemin herhangi bir bolgesindeki blokaj IRH’ de fayda saglar ancak
tim bu antikompleman sistemlerin insanlarda kullanimi konusunda yeterli klinik veri

yoktur.

2.10. iISKEMi REPERFUZYON HASARININDA APOPITOZIS

Apopitoz organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik goérevini tamamlamis veya
hasarlanmisg hiicrelerin, zararsiz bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak
kontrol edilen programli hiicre olimiidiir (142). Yasamakta olan hiicreler iki farkl
mekanizma ile 6lirler. Bu mekanizmalar nekroz ve apopitozdur. Nekroz; hipoksi, asir1 1s1

degisiklikleri, toksinler gibi hiicre disindan gelen cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler
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sonucunda gelisen travmatik hiicre O6limiidiir. Apopitoz ise yaslanmis, fonksiyonunu
yitirmis, fazla iiretilmis, diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma
i¢in glivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli
hiicre 6limiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik olabilir.

Asagidaki tabloda apopitozis ve nekroz ayrimi verilmistir (Tablo 15).

Tablo 15 apopitoz ve nekroz ayrimi

OZELLIKLER APOPITOZIS NEKROZ

Plazma zar1 Molekdiler Parcalanmis
degisikliklerle birlikte
par¢alanmamis

Enerji Enerji gereksinimi var, Enerji gereksinimi yok

gereksinimi ATP’ye bagh

Uyaran ATP tiikketimi olmaksizin Toksinler, ciddi hipoksi, agir
fizyolojik ve patolojik yara ve ATP tlketimi
kosullar

Histoloji Kromatin kondensasyonu, Hiicresel sisme, organel
apoptotik cisimcikler, izole | bozuklugu, doku
tek hiicrenin 6lumi parcalarinin 6lumi

DNA kirik 185 baz ¢iftlik kiriklar Diizensiz  rastgele  kirik

modeli seklinde “ip merdiven” seklinde
goruntisinde

Doku reaksiyonu Inflamasyon yok Inflamasyon

Hucrelerin fagositozu Komsu hiicrelerle Fagositlerin goclyle

Aktif notrofiller saliverdikleri maddelerle yol agtiklari hasarin yani sira, damar iginde
olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar
endoteline yapisarak mikrovaskiiler ttkanmaya da neden olurlar. Notrofillerin aktivasyon ve
dokuya infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve apopitozis derecesi arasinda
iliski vardir. Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apopitozisin gelismesi, normalde immiin
sistemin ve viicut homeostazinin vazgecilmez bir bilesenidir. Hiicresel 6liim yolagindaki
duzensizlikler, IRH’ nin yani sira, kanser, otoimmiin hastaliklar, immiin sistem bozukluklari

ve nérodejeneratif hastaliklara da yol agabilmektedir.
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2.10.1. APOPITOZUN BASLATILMASI

Hiicrenin apopitoza gidebilmesi igin ilk 6nce, ilgili genetik mekanizmay1 harekete
gecirecek bir sinyalle karsilagsmasi gerekir. Bu sinyal hiicre icinden veya disindan gelebilir.
Hiicre disindan kaynaklanan sinyaller; ¢cevresel yasam sinyallerinin ve biiylime faktorlerinin
yetersizligi, 6lim reseptOrlerinin aktivasyonu (Reseptor- Ligand etkilesmesi), Fas-Fas
ligand1, TNF, sitotoksik T lenfositleri, hiicreleri etkileyen diger dis etkenlerdir. Hucre
icinden kaynaklanan sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Ca*? seviyesinde artis, hiicre ici pH’
da diisme, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apopitoza gétiiren merkezi

hiicre 6ltim sinyallerini baglatabilmektedir.
2.10.2. HUCRE iCi PROTEAZLARIN AKTiVASYONU

I¢ ve dis sinyallerle hiicre i¢inde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu proteazlara
kaspaz ad1 verilir. Kaspazlar baslatic1 ve sonlandirict olarak ikiye ayrilir. Kaspaz ailesinin
14 tiyesi tespit edilmistir. Kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10 hiicre 6liimiiyle iliskilidir. Apopitozdan
asil sorumlu kaspaz 3’tiir. Kaspaz aktivasyonunda iki 6nemli uyari yolu vardir. Biri 61um
reseptorleri aracili ekstrinsik yol, digeri ise mitokondri aracili intrinsik yoldur. Oliim
reseptorleri adaptor proteinler araciligiyla; i¢ sinyaller ise mitokodri araciligiyla kaspazlar
aktive etmektedir. Mitokondri dis zarmin gegirgenligi bazi proteinler ile saglanmaktadir.
Bunlarin en Onemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir ve bu grup proteinlerin bir kismi
proapopitotik etkili iken diger kismu1 ise antiapopitotik etkilidir. Antiapopitotik iiyelerin asirt
ekspresyonlarinin apopitozu baskiladigi oysa proapopitotik iiyelerin asiri ekspresyonunun
ise hiicreleri oldiirdiigli goriilmektedir (143). Hiicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasari
olustugunda aktive olan bazi genler, hiicrenin apopitozuna neden olabilir. Bu genlerden en
Oonemlisi p53 genidir. Hiicre hasarinin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2

grubu proteinlerden, proapopitotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apopitoza
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giderek 6lmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (144).
2.10.3. HUCREDE OLUSAN BiYOKIMYASAL DEGIiSIiKLiKLER

Sonlandirici kaspazlar aktive olunca sitoplazma ve ¢ekirdek i¢indeki hedef proteinler
yikilir. Kaspazlar DNA endoniikleaz1 serbestlestirerek DNA kiriklarina neden olurlar.
Kaspazlarin aktiflestirdigi bir diger protein olan aktin yikan protein hiicrenin normal seklinin
bozulmasina yol agar. Apopitotik cisimler gevredeki parankim hucreleri ve fagositler
tarafindan fagosite edilerek dokulardan temizlenirler. Apoptozisin en énemli 6zgln yonu
(“hallmark”) DNA’ nin internukleozomal bolgelerden yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun

katlar1 boyutunda DNA pargcalari olusturacak sekilde parcalanmasidir.

2.10.4. APOPITOZSIiZiN TESPIiTINDE KULLANILAN YONTEMLER

Tablo 16 Apopitozsizin tespitinde kullanilan yontemler

MORFOLOJIK | HISTOKIMYASAL | BiYOKIMYASAL | IMMINOLOJIK | MOLEKULER
YONTEMLER YONTEMLER YONTEMLER YONTEMLER YONTEMLER
Isik Mikroskobu | Anneksin V Ydntemi Agaroz Jel ELISA DNA
Elektroforezi Mikroarrays
Floresan TUNEL Yontemi Western Blotting Fluorimetrik
Mikroskobu
Elektron M30 Yontemi Flow Sitometri
Mikroskobu
Faz Kontrast Kaspaz-3 Yontemi
Mikroskobu

2.11. RHO KiNAZ AILESI

2.11.1. RHO PROTEINLERI

Kicuk G proteinleri molekiler kitleleri 20-40 kilodalton olan monomerik G

proteinleridir. Mayalardan insanlara kadar bitiin 6karyot hiicrelerde bulunan ve 100'den ¢ok

tiyesi bulunan biiyiik bir aileyi olusturmaktadirlar. Bu biiyiik aile yapisal olarak en az bes alt

aileye ayrilir. Bunlar:
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1.Ras ailesi

2.Rho ailesi (en az 14 iiyesi tanimlanmistir)

3.Rab ailesi

4.Sarl/Arf ailesi

5.Ran ailesi

Rho proteinleri monomerik GTP’azlarin Rho proteinleri monomerik GTP’azlarin
Ras siiperfamilyasinin Rho subfamilyas: tUyeleridir. Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran gibi
kicuk G proteinleri hicre ici sinyallerini diizenler. Rho geni ilk olarak 1985°de bir deniz
salyangozu olan Aplysia’dan bir Ras homologu olarak klonlanmigtir (145). Kisa siire sonra

ti¢ insan homologu RhoA, RhoB ve RhoC’nin bulunmustur (145).

Memelilerde ¢esitli izoformlarla birlikte on farkli Rho GTPaz tanimlanmistir. Bunlar
Rho (A, B, C izoformlar1), Rac (1, 2, 3 izoformlar1), Cdc42 (Cdc42Hs, G25K izoformlari),
Rnd1/Rho6, Rnd2/Rho7, Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG, TC10 ve TTF olarak adlandirilmistr.
Rho, Rac ve Cdc42 ozellikleri en iyi bilinen Gyelerdir (146). RhoE'nin ise genotoksik stres

sirasinda ROCK I'i inhibe ettigi ve boylece apopitozu 6nledigi bildirilmistir (147-159).

RhoA, RhoB ve RhoC (genel olarak Rho olarak ifade edilir) benzer amino asit dizilisi
gosterirler ve hiicre i¢i hedefleri aynidir (160, 161). Rho’nun ag¢iklanan birgok fonksiyonu
RhoA ile yapilan ¢alismalara dayanir. RhoA, viicutta en fazla bulunan ve en ¢ok calisilan
bir Rho proteini alt tipidir (152, 162). Rho ailesinin tyeleri (Rap, Ral ve RhoA, RhoB, Racl
ve Cdc42’yi iceren Rho alt birimi) aktin hiicre iskeletinin farkli konformasyonel formlarinin
duzenlenmesinde 6nemlidirler. Rho ailesinin Gyelerinin, aktinin yeniden sekillenmesinin,
farkli yonlerinin diizenlenmesindeki rolii, ilk olarak fibroblast biiyiime faktorii uyarisina

yanit calismalari ile a¢iga ¢ikarilmistir (163, 164). Rho ailesinin tyeleri ile diizenlenen sinyal
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ileti yolaklar1 kanser, enflamasyon, bakteriyel infeksiyon ve arteriyel hipertansiyonu igine

alan birtakim patolojik durumlarda 6nemli roller almaktadirlar (165, 166).

Rho A hiicre iskeleti kontrolii, stres liflerinin yapilanmasi, fibroblast yapismasi, aktin
hiicre iskeleti olusumundan, hiicre yapismasi hareketligi sitokinez ve genetik bilginin
genden pro-teine aktarilmasinda, diiz kas kasilmasinda kalsiyum diizenlenmesinden,
endotelden salman NO’nun eNOS sentezi, fosforilasyonu, endotelial arosinidaz

salmimindan sorumludur.
Rho B nin hiicre biiylimesini 6nledigi ve apopitozu indiikledigi goriilmiistiir.

Rho C ise ¢esitli kanser hiicrelerinde varligi gosterilmis ve yayilmasinda rolii oldugu
bildirilmistir.
2.11.2. RHO KiINAZ ( SERIN-TREONIN PROTEIN KINAZ)

Rho-kinaz bir serin-treonin protein kinazdir. Molekiiler agirligi yaklagik 160
kDa’dur. Rho-kinaz yaklasik 1388 amino asit dizisinden olusmustur. Bu dizide, amino (N)
ve karboksil (C) uglar1 bulunmaktadir. Rho-kinaz enziminin ROCK1 (ROCKI, p160ROCK,
ROCK, ROKp) ve ROCK2 (ROCKII, ROCKoa, ROKa) olarak iki izoformu vardir (152,
167). ROCKY’in akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste daha fazla eksprese edildigi
bildirilmistir. ROCK2’nin beyin ve kalpte bulunur. ROCK2’nin ¢ekirdekte lokalize oldugu

gosterilmistir (168).

Rho-kinaz enziminin hemen hemen her dokuda varligi gosterilmistir (152, 168). Bu
proteinler sitoplazmada dagilmis halde bulunur ve o6zellikle gelismekte olan hucrelerde
membran icerisinde lokalize olurlar (169). insan ROCK 1 geni 18. kromozomda (18q11.1)

ve ROCK 2 geni 2. kromozomda (2p24) yerlesmistir (170) (sekil 7).
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Sekil 6 Rock 1 ve 2 molekiil yapis1 (171).

ROCKI

178 338 460 1068 1354

NH,— [ Kinaz | t@h%]:k COOH

Kivrilmis-kivrim

ROCKII

192 354 452 1102 1388
- @D () coo
l |

| |
Kivrilmis-kKivoim

2.11.3. RHO KiNAZ AKTIVASYONUNUN DUZENLENMESI

Kicuk G proteinleri olan Rho alt tipleri GDP, GTP, GTP’az aktivitesi ve efektorleri
ile etkilesen amino asit dizilimine sahiptirler. K¢k G proteinlerinin GDP-bagli inaktif ve
GTP-bagh aktif olmak iizere birbirine doniisebilen iki sekli vardir. Bu doniisiim {i¢ grup

protein tarafindan diizenlenir. Bunlar:

1- GTPaz aktive edici proteinler (GAPs): Rho’ nun intrinsik GTPaz aktivitesini
artirarak GTP bagli Rho’nun inaktivasyonunu kolaylastirir.

2- GTPaz ayirict inhibitorler (GDIs): Bazi Rho ailesi GTPazlarinin membrana
baglanmalarin1 inhibe eder. Niikleotid ayrilmasin1 ve bdylece aktivasyonunu
onler.

3- Guanin niikleotid degistirici faktor (GEF): Inaktif GDP-Rho’yu aktif GTP-

Rho’ya doniistiiriir.
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Rho aktivitesi ayn1 zamanda ¢ok sayida G proteini ile kenetli reseptorler tarafindan
da duzenlenebilir (152). Rho’ya 6zgii GEF’ler, GDP ayrismasini ve bunu izleyerek GTP
baglanmasini baslatarak Rho’nun aktivasyonunu arttirirlar. Bundan sonra GTP-Rho, C-
terminali kuyrugu araciligiyla hiicre membranina hedeflenir ve Rho-kinaz (ROCK), protein
kinaz N (PKN), rhophillin/rhotekin, sitron, pl40 mbDia ve fosfolipaz D gibi alt

efektorlerlerini aktive eder (Sekil 6) (172, 173).

Sekil 7 Rho’nun aktivasyonu

G protein-coupled
receptor

G protein-coupled E
Growth-factor P receptorp Integrins ~ Cytokine
receptor receptor

p140mDia
Rho kinase

arachidonic Citron

+  Actin

Actomyosin crossbridging

Rho aktivitesinin diizenlenmesi GAP: GTPaz aktive edici protein, GDI: GTPaz ayirict inhibitér, GEF: Guanin
niikleotid degistirici faktér. PKN: Protein kinaz N (166).

Rho-kinazin N-terminalinde kinaz bdlgesi vardir. Orta bdlgesinde kuramsal olarak
kivrilmig sarmal (coiled-coil) bdlge ve C-terminal bolgesinde plekstrin homoloji bolgesi
bulunur. Rho-kinaz iizerinde Rho’nun baglandig1 bolge (RBB), enzimin kivrilmis sarmal
bolgesinin C terminalinde lokalize olmustur. GTP-bagli Rho’nun bu bolgeye baglanmasi ile

Rho-kinazin etkinligi artmaktadir.

ROCK, PKN, rhofilin, rhotekin, p14mDia ve sitron kinaz GTP-baglayic: kiigiik Rho

proteininin efektorleridir (169). Bu efektor proteinler iginde en fazla arastirilan ve etkisi
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ortaya konan ROCK enzimidir. ROCK’ un Rho disinda miyozin fosfatazin (MLCP) miyozin
baglayici altiinitesi (MBS), ezrin- radiksin-moesin (ERM) ailesi, addusin, vimentin ve LIM

kinaz-1 gibi bir¢ok substrat1 daha tanimlanmustir (Tablo 17).

Tablo 17 ROCK’ un substratlar ve iligkileri

Substratlar Islevleri Hiicresel Yamitlar
Miyozin fosfatazin miyozin | Miyozin fosfatazin Diiz  kas  kasilmasinda
baglayici alt birimi inhibisyonu kalsiyum duyarlasmasi

Miyozin hafif zinciri

Miyozinin F aktine
baglanmasinda artma

Stres lifleri olusumu, fokal
adezyon olusumu, norit
retraksiyonu, hiicre
kasilmasi, hiicre motilitesi

CPI-17 proteini Miyozin fosfatazin | Diiz  kas  kasilmasinda
etkisizlestirici kalsiyum
0zelliginin uyarilmasi duyarlagmasi
Kalponin F aktine baglanmada azalma | Dz =~ kas  kasilmasinda
kalsiyum
duyarlagmasi
ERM ERM'in etkinlesmesi Mikroviliis olusumu
LIM kinaz Kinaz etkinliginde artma Kofilinin fosforilasyonu
ZIPK Miyozin fosfatazin | Diiz  kas  kasilmasinda
inhibisyonu kalsiyum duyarlasmasi
Na+/H+ degistiricisi Degistirici etkinligin | Stres lifleri olusumu
uyarilmasi
CRMP-2 --- Biiylime konisi kolapsi
Adusin F aktine baglanmada artma | Membran ile ilgili olaylar

(ruffling), hiicre motilitesi

Intermediyer filamentler

Filamentlerin dagilim1

Filamentlerin sitokinez igin

(vimentin) ayrilmasi
CPI-17, 17-kDa protein kinaz. C-potentiated inhibitory protein of protein phosphatase-1. CRMP-2,

collapsin response mediator protein-2. ERM, ezrin-radiksin-moesin. ZIPK, zipper interacting-kinase. Bu olay

sonucunda etkinlesen Rho-kinaz ¢izelge' de belirtilen substratlarini fosforile ederek ¢esitli hiicre igi olaylara
katkida bulunmaktadir (147-159, 167).

Memeli Rho proteinlerinin ¢ok sayida alt (downstream) efektorii tanimlanmistir. Bu
protein kinazin aktivitesi GTP-Rho proteinleri ile stimile edilir. Rho proteinlerinin diger alt
effektorleri; protein kinaz N (PKN) (174), myozin fosfatazin miyozin baglayici alt tinitesi
(168), p140mDia (Drosophila gen Drophanous) , sitron (145), sitron kinaz (145), rhophilin,

rhotekin, fosfolipaz D’dir (175).
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ROCK’ un, miyozin fosfataz inhibisyonu araciligi ile miyozin hafif zincir
fosforilasyonunu artirdigi gosterilmistir (168). Fosforilasyon icin ortak amino asit zinciri
R/IKXS/T ya da KXXS/T (R:arjinin, K:lésin, X:herhangi bir amino asit, S:serin,
T:treonin)’dir (176). ROCK2 spesifik olarak miyozin hafif zincirinin (MLC), miyozin hafif
zinci kinaz (MLCK) tarafindan fosforile edeilen Ser19 rezidiisiinii fosforile eder. Ek olarak
ROCK’lar MLCP aktivitesi inhibisyonu yolu ile indirekt olarak MLC fosforilasyonunu
diizenlerler. MLCP’nin inhibisyonunun primer olarak Ca*? sensitizasyonuna katildig1 icin
ROCK2 diiz kas hiicrelerinin Ca*? ile kontraksiyonunu etkileyebilirler. MLCP haloenzimi

ti¢ alt iiniteden olusur:

1. Katalitik alt tnite (PPI)
2. Miyozin baglayici alt iinite (MBS)

3. Kicuk katalitik olmayan alt tnite (M21)

Tiirlere bagli olarak ROCK, MBS’yi 697. treonin, 854. serin ve 855. Treonin amino
asidinden fosforiller. Treoninin fosforilasyonu MLCP aktivitesini diisiiriir ve baz1 6rneklerde
MLCP’nin miyozinden ayrilmasini inhibe eder. ROCK’ lar ayn1 zamanda ezrinde 567.,
radiksinde 697. ve moesinde 558. treonin amino asitleri olmak (izere ERM proteinlerini
fosforile eder. ROCK aracili fosforilasyonu ERM proteinlerinin bag-kuyruk baglantisinin
bozulmasia neden olur. ROCK 1, kofilini fosforile eden LIM kinazin etkinligini artiran
LIM kinaz-1’i 508. ve LIM kinaz-2’yi 505. Treonin amino asidinden fosforile eder. Kofilin
aktin filamentlerinin turnover’in1 diizenleyen aktin-baglayici ve depolimerize edici bir
proteindir (167, 176). ROCK, MLCP’yi fosforile etmek suretiyle inhibe ederek vaskiler
cizgili kas hiicrelerinin kasilmasina, stres liflerinin olusumuna ve hiicre gogiine aracilik eder
(176). ROCK, Rho proteinlerinin hticre iskeleti degisikliklerinin diizenlenmesindeki anahtar
hedeflerinden biridir. Hiicreye Rho’yu aktive eden uyarilar geldiginde veya Rho’nun asir

ekspresyonu oldugunda ROCK sitoplazmadan membrana gog eder (Sekil 8)(177).
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Sekil 8 Rho’'nun asir ekspresyonu oldugunda ROCK sitoplazmadan membrana gogl
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ROCK, Rho proteinlerinin hiicre iskeleti degisikliklerinin diizenlenmesindeki anahtar hedeflerinden biridir.
Hiicreye Rho’yu aktive eden uyarilar geldiginde veya Rho’nun asir1 ekspresyonu oldugunda ROCK sitoplaz-
madan membrana géc eder.

2.11.4. RHO-KINAZ iNHIBITORLERI

Rho kinaz enzimini inhibe eden ajanlar asagida verildi (Tablo 18), (170).

Tablo 18 Rho kinaz enzimini inhibe eden ajanlar

Fasudil (HA-1077)

Y-27632

Hidroksifasudil

Y 32885

Y-39983

H-1152P

. SLx-2119

. Azabenzimidazol- aminofurazanlar
. Wf-536

~|®|x|m|mo|o|m|>

Rho kinaz’1n spesifik inhibitorleri ve kullanimi (178).

A. Fasudil

B. Y-27632

C. H-1152P
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Rho kinaz inhibitdrleri ROCK1 ve ROCK2 enzimini nonselektif olarak inhibe

ederler, fakat XD-400 gibi ROCK2 selektif inhibitori de gelistirilme asamasindadir.

2.11.5. FIZYOLOJIiK OLAYLARDAKI ROLU

ROCK enziminin damar fizyolojisi ve kardiyovaskuler bozukluklar tizerinde 6nemli
fonksiyonlart oldugu gosterilmistir. ROCK enzimi hiicre kasilmasinin major diizenleyicisi
olarak bilinmesine ragmen migrasyon, proliferasyon, hiicre apopitozisi, gen transkripsiyonu
ve diferensiyasyonun kontrolinii de sagladigi gosterilmistir. Bundan dolayr ROCK
aktivasyonu, endotelyal gegirgenlik ve migrasyonun artirilmasi araciligi ile anjiyojenik

stirecin baglatilmasinda anahtar bir olgu gibi gérinmektedir (Tablo 19)(179).

Tablo 19 Rho kinaz inhibisyonu ile tedavi edilen durumlar.

Hipertansiyon (180).

Koroner arter spazmi (181).

Glokom (182).

Kanser invazyonu (183).

Akciger harabiyeti (184).

Kalp iskemi-reperfiizyon hasarlanmas1 (185)
Karacigerde iskemi-reperflizyon hasarlanmasi (186)
Beynin iskemik zedelenmesi (187).

Ureter (188).

Vas deferens fonsiyonlarinda (189).

Gastrik fundus (190).

Safra kesesi (191)

Agri iletiminde ve/veya olusumunda (192).

Hipertansif hastalarda periferal vaskiiler direncin artmasinin patogenezinde Rho- kinaz yolagimin
roliiniin olabilecegi one siiriilmiistiir (193).

Rho- kinaz sinyal yolaginin sadece hipertansif vaskiilopatide degil, aym1 zamanda vaskiiler
hastaliklarin diger formlarinda da yer aldig1 ortaya konmustur (194).

Insan penil kavernozal diiz kas hiicrelerinde Rho-kinaz’in varhig1 ve aktivitesi (195).

Diyabetik korpus kavernozumda Rho-kinaz protein ekspresyonunun arttigi (196).

Asetilkoline gevseme cevaplarinin kontrole gore azaldigi, Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve
fasudil ile olusan gevsemelerin degismedigi, diyabete bagli erektil disfonksiyonda Rho-kinaz sinyal
yolaginin katkisinin oldugu (189)

Insan ve tavsan korpus kavernozum dokularinda noradrenerjik sinir stimiilasyonu ve fenilefrinle
olugturulan kontraksiyonlarin, Y-27632 ile konsantrasyon bagimli olarak inhibe edildigi gosterilmisgtir.

Rho-kinaz enzim inhibitoriiniin intrakavernozal uygulanmasinin anesteziye edilmis sigcanlarda
ereksiyona neden oldugu ve erektil disfonksiyonun tedavisinde Rho-kinaz antagonistlerinin tedavi edici
ajan olarak kullanilabilecegi one siiriilmiigtiir (197).

Fasudil, Japonya’da 1995 yilinda subaraknoid hemoroji sonrasinda serabral vazospazmi tedavi
etmek i¢in onaylanmistir ve ilag olarak kullanilmaktadir.
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2.11.5.1. VASKULER KAS TONUSU

Rho kinazlar; trombus sekillenmesi, enflamasyon, oksidatif stres ve fibrozisi
hizlandirmak suretiyle ¢esitli molekiilleri artan diizenlemeyle kontrol eder. Rho- kinaz ayni
zamanda, damar duz kas hicrelerinde hiperkontraksiyon, proliferasyon ve migrasyonun
uyarilmasi ve inflamatuvar hiicre motilitesinin artirilmasina aracilik eder. Bir¢ok ¢alismada,
Rho kinazin vazospazm, arteroskleroz, IRH, hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon, inme
ve kalp yetmezligi patojenezine ve sempatik sinir aktivitesinin artirilmasina énemli dlgiide
karistig1 gosterilmistir (161, 198, 199). Rho-kinaz yolaginin vaskiiler enflamasyondaki
roliiniin incelendigi caligmalarda bu yolagin aterojeneze katkida bulunabilecegi ileri

stirlilmiistiir.

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) monositlerin gegisini diizenlemekte ve
aterojeneze katilmaktadir. Rho-kinaz, hiicre dist sinyalle diizenlenen kinaz (ERK)
aktivasyonuna bagimli anjiyotensin-iliskili MCP-1 dretimini duzenlemektedir (200).
Integrinler ERK ile aktive olurken p38-mitojenle aktive olmus protein kinaz (MAPK) ve
Rho MCP-1 aracilikli kemotaksisi kontrol eder. Rho ve Rho-kinaz MCP-1 sinyallenmesinde
p38-MAPK ’nin akisini kontrol eder. Bundan dolay1 ERK ve p-38 MAPK MCP-1 ile olusan
integrin aktivasyonu ve kemotaksise neden olan farkli sinyal kaskadlarini diizenler (201).
ERK ve Rho-kinaz yolaklarinin aktivasyonunun anjiyotensin II tarafindan tip I plazminojen
aktivator inhibitori (PAI-1) ekspresyonunun saglanmasi i¢in gerekli oldugunu gosteren

bulgular kaydedilmistir (202).

Rho sinyalinin arteriyel hipertansiyondaki rolii ilk olarak 1997°de bulunmustur
(203). Yapilan bir ¢alismada NO iligkili vazodilatasyonun Rho kinazin vazokonstriktor
aktivitesinin inhibisyonu araciligiyla oldugu hipotezi ileri siiriilmiistir (204). Yakin

zamanda yapilmis olan bir ¢alismada Rho-kinaz inhibitoru olan fasudil hipertansif hastalarda
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kullanilmis ve bu g¢alismanin sonuglari Rho/Rho kinaz yolaginin hipertansif hastalarda
yiikselmis sistemik vaskiiler rezistansa katildigin1 géstermistir (193). Rho-kinaz inhibitori
olan Y-26732’nin si¢anlarda yapilan in vivo deneylerde, segici olarak arteriyel basincini
diistirdiigiiniin tespit edilmesi Rho kinazin hipertansiyonun olusumuna katilabilecegi fikrini
vermistir (180). Mukai ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada hipertansif si¢anlarda
Rho-kinaz aktivitesinin ve ekspresyonunun arttigini tespit etmistir (205). NOS inhibit6ri
olan L-NAME ile hipertansiyon olusturulan siganlarda Y-27632’nin kan basincini
distirdiigii  tespit edilmistir (206). Rho kinazin hipertansiyonda hangi molekler
mekanizmayla aktive oldugu bilinmemektedir. Anjiyotensin Il, endotelin-1, 5-HT, alfa
adrenerjik uyar1 ve reaktif oksijen radikallerinin hipertansiyonda rol alabilecegi

kaydedilmektedir (207).

Endotel kaynakli gevsetici faktorler ve endotel kaynakli kastiric1 faktorler arasinda
bir dengesizlik olarak tanimlanan siirekli vaskiiler endotel disfonksiyon, vaskiiler
hastaliklara yol agan reaktif oksijen radikalleri, anjiyotensin II, trombin, TNF-a, lizfosfatidik
asit gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bu faktoérler Rho/Rho-kinaz yolagi
aktivasyonu ile vaskiiler kontraksiyonu degistirerek diyabet ve diger vaskiiler hastaliklarda
endotel hiicreler ve duz kas hiicrelerinde anormal fonksiyonlarin gériilmesine neden olur.
Bu sonucta endotel bariyer disfonksiyonuna 6dem ve diiz kas hiicresi kontraktilite artisina
ve hipertansiyona neden olur. Ek olarak RhoA/ROCK yolagmin aktivasyonu arjinazin
aktivite ve ekspresyonunda artisa yol agarak eNOS fonksiyonu igin gerekli bir substrat olan
L-arjinini smirlar. RhoA/ROCK yolagi ayn1 zamanda trombusun sekillenmesi ve vaskdiler

enflamasyon mekanizmasi ile de iliskilidir (Sekil 9)(208).
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Sekil 9 RhoA/ROCK yolagr ayni zamanda trombusun sekillenmesi ve vaskiler inflamasyon mekanizmasi ile
iliskilisi

Hipertansiyon.
—

Sekil 9. Rho/Rho kinaz yolaginin endotelyal disfonksiyondaki rolii (208). EDRF: Endotel kaynakli gevsetici
faktor, EDCF: endotel kaynakli kasici faktor, ROS: Reaktif oksijen radikaller, Angll: Anjiyotensin II, TNFa:
Tumor nekrozis alfa, LPA: lizofosfatidik asit, MLC: Miyozin hafif zincir, SMC: Dz kas hticreleri, EC: Endotel
hiicreler eNOS: endotelyal nitrik oksit.

ROCK bir¢ok mekanizma araciligi ile endotelyal hiicreler tarafindan iiretilen NO
negatif yonde dlzenler. RhoA/ROCK aktivasyonu endotelyal NO sentaz (eNOS)
ekspresyonunu azaltir (209). Sonu¢ olarak, ROCK inhibitorleri veya statinler eNOS
ekspresyonunu kontrol ederler (210). ROCK enzimleri ayn1 zamanda, PI3-kinaz/ protein
kinaz B (Akt) yolunu inhibe etmek ve arjinaz aktivitesini uyarmak suretiyle eNOS
fonksiyonlarini negatif yonde diizenlerler (211, 212). ROCK bagimli sinyal yolu, vaskuler
fonksiyonlart diizenleyen temel diizenleyici olarak bilinmektedir ve hipertansiyon gibi

arteriyal fonksiyon bozukluklarinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
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2.11.5.2. SOLUNUM SISTEMIi

Asetilkolinle solunum yollar1 asir1 duyarli hale getirilmis siganlarda olusan Ca*?
aracilikli kontraksiyonda RhoA’nin etkili oldugu kaydedilmistir (213). Rho kinaz inhibitor
olan Y-27632’nin beta-adenoreseptorlerden bagimsiz olarak farkli bir mekanizmayla

teofilinden daha giiglii bir bronkodilator etki gosterdigi bildirilmistir (214).
2.11.5.3. UROJENITAL SISTEM

Insan gebe miyometriumunda RhoA, ROCK1 ve ROCK2 ekspresyonlarinin oldugu
ve Y-27632’ nin oksitosinle olusan miyometriyum kasilmasini azalttig1 gosterilmistir (215).
Preeklampside ROCK2 ekspresyonunun artigt ve Rho/Rho-kinaz yolaginin ve 6zellikle
ROCK2’ nin precklampsinin etyoloji ve patojenezine katilabilecegi one siiriilmiistiir (216).
Rho/Rho kinaz yolaginin mesane kontraksiyonunun diizenlenmesine katilmaktadir (217).
Rho-kinaz inhibitorlerinin erektil disfonksiyonunun tedavisinde yeni bir terdpatik ajan

olabilecegi iizerinde durulmaktadir (218).
2.11.5.4. GOZ

Rho and Rac GTPazlarin lens epitelyal hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve
yasam siiresi i¢in kritik Oneme sahip olabilecegi bildirilmektedir (219). ROCK
inhibitorlerinin glokom ve diger okiiler hastaliklarin tedavisinde yeni bir potansiyel ajan

olabilecegi iizerinde durulmaktadir (220).
2.11.5.5. TUMOR HUCRELERI

Rho-Rho kinaz yolagimin aktivasyonunun, timor hiicre invazyonuna neden
olmaktadir. Bu yolagi inhibe eden fasudil insan ve sican tiimoér modellerinde tUmorin
ilerlemesini azaltmaktadir (221). Yeni kanser tedavi rejimlerine ileride Rho proteinlerini

inhibe eden ajanlarin girebilecegi kaydedilmektedir (222).
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Rho proteinleri, baglica hiicre iskeleti kontroliinden, stres liflerinin yapilanmasindan,
fibroblastlarin fokal adezyonundan ve diiz kas kasilmasinda kalsiyuma duyarliligin
diizenlenmesinden sorumludurlar. Ayrica, aktin iskeletinin yapilanmasini saglayarak
hiicrenin bi¢imi, motilitesi, adezyonu, gé¢ii, kasilmasi ve sitokinez gibi bircok hiicresel
islevde 6nemli rol oynamaktadirlar. Sitoplazmik serbest kalsiyum diizeyindeki artis diiz
kaslarda kasilmayi tetikleyen temel mekanizmadir. Bunun ile birlikte, diiz kaslarda agonist
ile indiklenen kontraksiyon, buyilk oranda membran potansiyelinden bagimsiz
mekanizmalar ile dizenlenmektedir. Serotonin ve fenilefrin gibi agonistler, fosfotidil
inozitol yolunu etkinlestirerek sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesinde artigsa
neden olmaktadirlar. Hiicre ic¢i kalsiyum diizeyindeki artis kalsiyumun kalmoduline
baglanmasini artirmakta, olusan kalsiyum/kalmodulin kompleksi ise, miyozin hafif zincir
(MHZ2)' yi fosforile etmek i¢in, MHZ kinaz (MHZK)' nin etkinlesmesine neden olmaktadir.
Diiz kaslarda kasilmanin biiyiikliigiinii belirleyen etkenin, MHZ' nin fosforilasyonunun
derecesi oldugu diisiiniilmektedir. MHZ fosforilasyonu diiz kaslarda kasilmaya neden
olurken, hucre ic¢i kalsiyum diizeyindeki azalmanin ardindan gergeklesen MHZ
defosforilasyonu sonucunda gevseme ortaya ¢ikmaktadir. Rho-kinaz yolu, miyozin II' nin
MHZ' nin fosforilasyon diizeyini baslica miyozin fosfatazi inhibe ederek dlizenlemekte,
ayrica diiz kas kasilmasinda agonist ile uyarilan kalsiyum duyarhigina katkida
bulunmaktadir. Ote yandan, hiicre i¢i kalsiyum derigsiminin MHZ' nin fosforilasyonu ve diiz
kas kasilmasi ile her zaman paralel olmadig1 goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, yapilan
calismalarda GTP baglayici protein olan Rho'nun agonist aracilikli kalsiyum duyarliginda
yer aldig1 gosterilmistir. Daha da onemlisi, belirli bir kalsiyum derisiminde artmis olan
kasilmalarin, etkinlesen Rho ile MHZ fosforilasyonu oranindaki artistan GOk,
defosforilasyon oranindaki azalmadan kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir. Rho proteinleri bu

etkiyi "downstream" efektdrleri olan Rho kinaz araciligi ile olusturmaktadirlar. Rho- kinaz
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igin 6zgiil inhibitorler kullanilarak daha sonra yapilan ¢alismalarda, Rho kinaz aracilikli
kalsiyum duyarliliginin hipertansiyon ve koroner arter spazmi gibi hastaliklarda rolii oldugu
gosterilmistir. Diiz kas kasilmasinin diizenlenmesinde Rho/Rho kinaz sinyal ileti yolunun

rolu (Sekil 10) 6zetlenmistir (147-159).

Sekil 10 Diiz kas kasilmasinin diizenlenmesinde Rho/Rho kinaz sinyal ileti yolu.
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2.11.6. PATOLOJIK OLAYLARDAKI ROLU

Fasudil ve Y-27632 gibi secici Rho kinaz inhibitorleri ile yapilan klinik 6ncesi ve
klinik ¢alismalarda Rho Kinazin kardiyovaskiiler, santral sinir, genitolriner ve solunum
sistemleri ile ilgili olarak ortaya ¢ikan ¢esitli hastaliklarin patojenezinde énemli rol oynadigi
gosterilmistir. Bunlar arasinda damar diiz kasi hiicrelerinin asir1 kasilmasi ile belirgin

durumlardan serebral vazospazm, koroner vazospazm, hipertansiyon, pulmoner
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hipertansiyon ve ani 6liim, arteriyosklerotik hastaliklardan anjina, miyokard enfarktisu,
restenoz, inme (stroke), hipertansif vaskiiler hastalik, kalp yetersizligi, kardiyak allograft
vaskiilopatisi ve ven yama (greft) hastaligi ile ayrica bronsial spazm, glokom, osteoporoz,
erektil islev bozuklugu ve bazi kanser tiirleri bulunmaktadir. ROCK' lerin ¢esitli

kardiyovaskiiler hastaliklardaki rolii sekil 11 ve 12’ de 6zetlenmistir (147-159).

Sekil 11 Rock’ un kardiyovaskiler sistem hedefleri ROCK'lerin ¢esitli kardiyovaskuler hastaliklardaki rolG.
ROCK’'lerin downstream efektodrleri arasinda miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincir, ezrin-radiksin-
moesin proteinleri, LIM kinazlar ve adusin gibi molekiiller bulunmaktadir. GTP, guanozin 5'-trifofosfat; I/R,
iskemi/reperfiizyon; ROCK, Rho ile iligkili kinaz.

RhoaA-GTP
ROCK

ROCK'lann Downstream hedeflerinin fosfarilasyonu

HIPERTANSIYON

PULMONER HIPERTANSIYON SEREBRAL ISKEMI

EREKTIL DISFONKSIYON VASOSPAZM
KARDIYOVASKULER HASAR

ATEROSKLEROZ NEOINTIMAOLUSU

MIYORARDIYAL IRH MIYOKARDIYAL HIPERTROF|
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Sekil 12 Rho-kinazin gesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin patojenezindeki roli
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Sekil 12: Rho-kinazin gesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin patojenezindeki rolii. Anjiyotensin II, serotonin,
trombin, endotelin-1, noradrenalin, trombosit kdkenli blyume faktori ve trotensin 11 gibi agonistler Rho-ki-
nazin etkinlesmesine neden olmaktadir. Rho-kinazin downstream efektdrleri arasinda miyozin hafif zincir ki-
naz, miyozin hafif zincir, ezrin-radiksin-moesin proteinleri, LIM kinazlar ve adusin gibi molekuller bulunmak-
tadir. DAG, diagilgliserol; GTP, guanozin 5'-trifofosfat; PKC, protein kinaz C; PKN, protein kinaz N.

2.12.FASUDIL (HA1077)

Sekil 13 Fasudil’ in kimyasal semasi

S=0

~

_~N

Fasudil (Fasudil hydrochloride, C14H17N302S ) bir Rho kinaz inhibitorudur.
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Bulundugundan beri serebral vasospazm tedavisinde kullanilmistir (223). Ayrica
pulmoner hipertansiyon tedavisinde (224) ve 2009°’da yapilan c¢alismalar sonucunda
Alzheimer hastalarinda prognozu iyilestirmek ve hafizay1 giiclendirmek i¢in kullanilmaya
baslanmistir (225, 226). Su an Cin ve Japonya’da kullanimi yerel saglik makamlarinca

onaylanmis olup ABD ve Avrupa Birligi’nde heniiz bu konuda bir onay bulunmamaktadir.

Fasudil (HA-1077), hidroksifasudil, H89 ve Y-27632 maddesi ROCK inhibitorleri

oldugu, arastirmalarla tespit edilmislerdir (227).

Fasudil ve Y27632 gibi ROCK inhibitorleri, statinler ve preniltransferaz inhibit6ra

(PPI) kardiyovaskiiler hastaliklarda yeni alternatif tedavi stratejileri olarak kabul

edilmektedir (161).
3. MATERYAL ve METOD
3.1. MATERYAL

Bu ¢alismada, Konya Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Laboratuvar
Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezinden temin edilen ortalama 250-
300 gram agirliginda 32 adet yetiskin disi Wistar Albino cinsi sigan kullanilmistir. Siganlar
rast gele ve esit sayida (n = 8) olarak dort gruba ayrildi. Tiim siganlarin bakimlart; Tibbi
Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bi¢imlendirilen "Deney Hayvanlarimin Bakim
Prensipleri” ne ve Laboratuvar Hayvan1 Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan hazirlanip Ulusal
Saglik Enstitiisii tarafindan yaymlanan (NIH basim no. 85 — 23, 1985 revize edildi)
"Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi i¢in Kilavuzu" na uygun olarak yapildu.
Calisma protokolii ve deneysel metot Konya Necmettin Erbakan Universitesi Etik Kurulu

tarafindan onaylandi. (26.02.2016 tarih ve 2016-004 sayil1 etik kurul karart).
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3.2. IRMODELI VE iILAC UYGULAMASI

Yapilan deneyde; anestezi igin, siganlara islem 6ncesinde 90mg/kg dozda ketamin
hidrokloriir (Ketalar, Pfizer ilag) ve 10mg/kg dozda xylazine hidrakloriir (Rompun, Bayer
[lag) intramiiskiiler uygulandi. Gerektiginde anestezik dozlar tekrarlandi. Anestezi
sonrasinda kuyruk venlerinden mor renkli damar yolu agildi ve heparinli sar1 kapaklarla
kapatildi. Islem, bir 1s1tma lambas: altinda, sicanlar supin pozisyonda iken gergeklestirildi.
Ciltleri aspeptik olarak hazirlandi. Siganlara orta hat laparotomi yapildi. Bagirsaklarin 1slak
gazli bez ile uzaklastirilarak infrarenal abdominal aort (IAA), dikkatli bir sekilde eksplore
edildi. IAA’ ya travmatik olmayan mikrovaskiiler kross-klemp konuldu. 120 dakika sonra
IAA’ daki mikrovaskiiler klemp kaldirild1 ve 120 dakika siireyle reperfiizyon saglandi (228-
230). Aortik iskemi; klempleme islemi sirasinda distal aortada pulsasyonun kaybolmasi ile
aortik reperfiizyon ise; klembin kaldirilmasi sonrasi distal aortada pulsasyonun geri donmesi
ile onayland1 (231). Ilacin intravendz 30 dk’ lik uygulamasi icin Braun marka perfiizor
kullanildi. Ilag infiizyon hiz1 15 ml/h olarak ayarlanarak toplam volum olan 7,5ml’ lik sf 30
dk da hayvana iv infiizyon ile verildi. Ilag dozu 10ml de 1 mg, toplam doz 100pg/kg/dk doz

hesabi ile hesaplandi.

IR donemlerinde peritoneal bosluktan 1s1 ve s1vi kaybini en az miktara indirmek igin;
IAA’ya klemp konulmas1 ve kaldirilmasi sonras1 dénemlerinde, peritoneal bosluga serum
fizyolojik uygulanip, batin insizyonu gegici olarak 1slak gazli bez ile sarilarak kapatildi.
Reperfuzyon siiresi sonunda; tiim sicanlardan intrakardiyak 5 cc’ lik enjektdr yardimiyla kan
alindi. Denegin bilateral borekleri doku biitiinliigii korunarak ¢ikarildi. Ayni1 sekilde, median
laparotomi kesisi sag inguinal alan distaline ilerletilip, her iki m. gastrokinemius kas doku

ornekleri alindi.
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Sicanlarda alinan kanlar 6nce birer damlasi lam tizerine damlatildi. Sonrasinda oda
sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra, 5000 rpm’de 10 dakika santriflij edildi. Sican
serum ornekleri sf ile muamele edilerek -20 derecede saklandi. Kas ve bdbrek dokusu

ornekleri de sfile muamele edilerek tiiplere yerlestirilerek -20 derecede saklandi.
3.3. CALISMA GRUPLARI
Sicanlar asagida detaylar1 belirtildigi sekilde 4 gruba ayrildi.
Grup 1 (SHAM) grubu:

Bu gruptaki sicanlara; laparotomi yapildi, herhangi bir medikasyon veya girisim
uygulanmadan diger gruplara uygulanan 4 saatlik iskemi ve reperflizyon suresi beklendi. Bu
stire sonunda intrakardiyak kan aspirasyonu ile 6tenazi uygulandi. Sonra sakrifiye edilerek

kan ve doku 6rnekleri (gastrokinemius kasi1 ve bobrek) alindi.
Grup 2 (FAS) grubu:

Bu gruptaki sicanlara; laparotomi uygulandi ve 100pg/kg/dk dozunda fasudil 30°dk
iv inflzyonu verildi (232-235). Laparotomiden 4 saat sonra intrakardiyak kan aspirasyonu
ile 6tenazi uygulandi. Sonra sakrifiye edilerek kan ve doku o6rnekleri (gastrokinemius kasi

ve bobrek) alindi.
Grup 3 (IR) grubu:

Bu gruptaki siganlara; laparotomi uygulandi. infrarenal abdominal aortaya vaskiiler
klemp uygulanarak iskemi olusturuldu. Kuyruk veninden 2000 ii/kg heparin pusesi yapilarak
iki saatlik iskemi siiresi beklendi. ikinci saatin sonunda klemp kaldirilarak reperfiizyonu
saglandi ve iki saatlik reperftizyon siresi beklendi. Dordiincu saatin sonunda intrakardiyak
kan aspirasyonu ile 6tenazi uygulandiktan sonra sakrifiye edilerek kan ve doku 6rnekleri

(gastrokinemius kasi1 ve bobrek) alindi.
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Grup 4 (IR+FAS) grubu:

Bu gruptaki siganlara; laparotomi uygulandi. infrarenal abdominal aortaya vaskiiler
klemp uygulandi. Iskemi olusturularak ve kuyruk veninden 2000 ii/kg heparin pusesi sonrasi
iki saatlik iskemi siresi beklendi. Ikinci saatin sonunda klemp kaldirildi. Reperfiizyonu
saglandi. Reperfuzyon déneminde kuyruk veninden 100ug/kg/dk dozunda 30’°dk siiresince
intravendz fasudil infiizyonu uygulandi. DOrdinci saatin sonunda intrakardiyak kan
aspirasyonu ile otenazi uygulandiktan sonra sakrifiye edildi kan ve doku &rnekleri

(gastrokinemius kas1 ve bobrek) alindi.
3.4. BIYOKIMYASAL ISLEMLER

Deney hayvanlarindan alinan vendz kan 6rnekleri biyokimya tiipline alindi. Alinan
kan oOrnekleri Hettich Rotina 46R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Almanya) marka
sogutmali santrifiij cihazinda 4 °C ve 1.000 g hizda 10 dakika santrifiij edilerek serumlar
ayrildi. Serum Ornekleri parametreler calisilincaya kadar New Brunswick U570 (New

Brunswick Scientific, New Jersey, USA) buzdolabinda -80 °C' de saklandi.

Deney hayvanlarindan alinan bobrek doku drnekleri parametrelerin analizine kadar
New Brunswick U570 (New Brunswick Scientific, New Jersey, USA) buzdolabinda -80 °C'
de saklandi. Cozdiiriilen doku 6rnekleri tartilarak 10 kat (w/v) soguk fosfat tamponu (50
mM, pH: 7,4) igerisinde mekanik homojenizatér (Ika T10 basic ultra-turrax, Almanya) ve
ultrasonik homojenizatér (Bandelin Sonopuls, Almanya) kullanilarak buz igerisinde
homojenize edildi. Homojenatlar Hettich Rotina 46R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Almanya) marka sogutmal santrifiij cihazinda 4 °C ve 10.000 g hizda 10 dakika santrifiij

edilerek silipernatanlar ayrildi.

Deney hayvanlarindan alinan kas doku 6rnekleri parametrelerin analizine kadar New

Brunswick U570 (New Brunswick Scientific, New Jersey, USA) buzdolabinda -80 °C' de
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saklandi. Cozdiirtilen doku 6rnekleri tartilarak 10 kat (w/v) soguk fosfat tamponu (50 mM,
pH: 7,4) icerisinde mekanik homojenizatér (Ika T10 basic ultra-turrax, Almanya) ve
ultrasonik homojenizatér (Bandelin Sonopuls, Almanya) kullanilarak buz igerisinde
homojenize edildi. Homojenatlar Hettich Rotina 46R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Almanya) marka sogutmali santrifiij cihazinda 4 °C ve 10.000 g hizda 10 dakika santrifiij

edilerek siipernatanlar ayrildi.

Serum Ornekleri, bobrek ve kas dokusu siipernatanlarinda; total oksidan status, total
antioksidan status (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkiye), nitrik oksid seviyeleri
(Oxford Biomedical Research, Missouri, ABD) ve doku protein seviyeleri Pierce
bicinchoninic acid-BCA (Thermo Scientific, Illinois, ABD) kitleri kullanilarak

spektrofotometrik yontem ile 6l¢uldi (236, 237).

Serum Ornekleri, borek ve kas dokusu siipernatanlarinda; rat inducible nitrik oksid
sentaz (SunRed Biotechnology Company, Shanghai, Cin) ve rat ROCK seviyeleri (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kitleri kullanilarak Enzyme Linked

ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile dlculdi.

ELISA kitlerinin yikama siirecinde Biotek ELX 50 mikroplate yikayici (BioTek
Instruments, Vermont, ABD) kullanildi. Spektrofotometrik 6lctimlerde Bio-rad Mikroplate
absorbans okuyucu xMark (Bio-rad Laboratories, California, ABD) sistemi kullanilarak

absorbans konsantrasyon kalibrasyon grafiklerine gore sonuclar hesaplandi.
3.5. PATOLOJIK ISLEMLER

Histopatolojik inceleme i¢in ayrilan doku pargalar1 %10’ luk formaldehit ¢ozeltisi
icerisinde fikse edilerek Necmetti Erbbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalina gonderildi. Tespit sonrasi takip islemleri yapilan ornekler parafinle

bloklandi. Kalinligi dort mikron olan standart kesitler Hematoksilen-Eosin (H&E) ile
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boyanarak 1s1tk mikroskopik inceleme yapilarak hitopatolojik skorlamasi degerlendirildi
(Tablo 20). Apopitozisin belirlenmesi amact ile imminohistokimyasal boyama uygulandi ve
TUNNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling)
tekniginden yararlanildi. Deneylerde Oncogene Research Products, Cambridge MA

firmasiin Apoptag plus peroxidase DNA fragmantasyonu tespit kitleri kullanildi.

Tablo 20 Histopatolojik skorlama

Histopatolojik skorlama (hps)

Hps 0: Degisiklik ve/veya hasar yok
Hps 1: Interstisiel ddem

Hps 2: Hiicrelerde sisme

Hps 3: Notrofil infiltrasyonu

Hps 4: Nekroz

3.6 ISTATISTIK

Calismamiz prospektif diizende tasarlanmis olup hayvan deneyi sonucunda veriler
elde edilmistir. Calismanin istatistiksel analizi icin Necmettin Erbakan Universitesi Tip
Egitimi ve Bilisimi Anabilim Dal1 binyesindeki SPSS 19,0 paket programi kullanildi. Elde
edilen tiim degiskenlerin tanimlayici Slgiileri hesaplandi. Kategorik degiskenler frekans ve
yiizde orani; oransal 6l¢ekli sayisal degiskenler ise ortalama+SS veya (medyan, min, maks)
seklinde tablolar yardimiyla sunuldu. Oransal 6l¢ekli degiskenler icerisinde siirekli sayisal
degerlere sahip olan degiskenlerin normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov-Smirnov
testi ile analiz edildi. Yalnizca ROCK ve TAS degerlerinin normal dagilima uydugu goriildii.
Gruplarda sekiz gozlem degeri oldugundan ve diger degiskenlerin normal dagilima
uymadigi i¢in grup karsilastirmalari i¢in parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Kategorik degiskenler arasindaki iliskinin tespit edilmesi Monte Carlo diizeltmeli Ki-Kare
analizi yontemiyle gergeklestirildi. Ikili karsilastirmalara ait anlaml1 bulunan sonuglar, tablo

iglerinde ayni lstel kiigiik harfler ile gosterildi. Anlamli bulunan sonuglar, ilgili grafikler ile

80



gorsellestirildi. Calismanin tamaminda tip-I hata degeri %5 alinarak p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1.BOBREK H&E BOYAMA

Calisma, birbirine esit dort farkli grupta tamamlandi. Her bir grupta sekiz hayvan
vardi. H&E boyamalarda bobrek icin ii¢ grup ortaya ¢ikti. En yiiksek oran %59 (n=19) ile
degisiklik olmayan gruptu. %22 (n=7) oraninda notrofil infiltrasyonuydu. %19 (n=6)
oraninda hiicrelerde sisme goriildii. Bobrek intersitisyel 6dem ve nekroz hi¢ goérilmedi %0

(n=0) (Tablo 21).

=

m Degisiklik yok = Hiicrelerde sisme = Notrofil infiltrasyonu

Tablo 21 Bobrek H-E kategori oranlari

Bobrekde degisiklik olmayanlarin orani (hps 0) %59 olarak bulundu. Bdbrek
dokusunda hasar olanlarin (hps 1-2-3-4) orani ise %41 olarak bulunudu. Hafif hasar (hpsl1-

2) oran1 %19 iken agir hasar oran1 (hps 3-4) %22 olarak bulundu.
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Resim 1 Grup Sham’ daki H&E boyanmis, 1sik mikroskopu x4 buylitmedeki normal bobrek dokusu. Hicresel
hasar yok, degisiklik yok. HPS:0
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Resim 2 Grup Fasudil’ deki H&E boyanmis, isik mikroskopu x4 buyitmedeki normal bdbrek dokusu. Hiicresel

hasar yok, degisiklik yok. HPS: 0

82



T U B

e 2N
-
el

Resim 3 Grup IRH'daki H&E boyanmis, i1sik mikroskopu x10 buyiitmedeki interstisyel 6deme ait bobrek
dokusu. Hucresel hasar var, degisiklik var. HPS: 1

Resim 4 Grup IRH'daki H&E boyanmis, i1sik mikroskopu x40 bliyitmedeki hiicrelerde sismeye ait bobrek
dokusu. Hucresel hasar var, degisiklik var. HPS: 2
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Resim 5 Grup IRH’ daki H&E boyanmis, 1sik mikroskopu x40 biyitmedeki notrofil infitrasyonuna ait bébrek
dokusu. Hiicresel hasar var, degisiklik var. HPS: 3
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Resim 6 Grup IRH FASUDIL’ deki H&E boyanmis, 1sik mikroskopu x10 bilyiitmedeki hafif derecede nétrofil
infiltrasyonu ve interstisyel 6deme ait bobrek dokusu. Hicresel hasar var, degisiklik var. HPS: 3
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Tablo 22 Bobrek H-E boyama sonuglari

Bar Chart
o GRUP
I SHAM
WEras
IR
Wl R+FAS
5
L
[=
3
o
2|
o
Dedigiklit yok Hilcreklerde sisme Métrofil infitrasyonu
H_E_BOBREK

H&E ile boyanmig bobrege ait preperatlarin tiim gruplarinda nekroza ait herhangi bir
bulgu rastlanmadi. Bobrek H&E boyama sonuglara gore degisiklik goriilmeyen hiicre
oranlar1 gruplar arasinda anlamli diizeyde farkliydi (p<0,05). SHAM grubunda higbir
hiicrede degisiklik gozlenmezken FAS ve IR+FAS gruplarinda daha diisiik oranda degisiklik
olmayan hiicre oran1 vardi. IR grubunda ise mutlaka bir histopatolojik degisiklik oldugu
gorildu. Hiicrelerde sisme oranlari en yiiksek IR grubundaydi. Ancak gruplar arasinda
anlaml fark bulunmadi. IR-FAS grubu takip etti. IR ve IR-FAS (%15) gruplar birlikte
bakildiginda ise anlamli olarak IRH’ nun SHAM ve FAS (%0,5) gruplarina gore anlamli
yiiksek oldugu goriildii. Notrofil enfiltrasyonu durumunda en yiksek IR grubunda géraldu
(%62,5). SHAM grubunda hig¢ nétrofil goriilmezken FAS ve IR+FAS gruplarinda yalnizca

bir hayvanda notrofil infiltrasyonuna rastland1 (Tablo 21, 22). IR-FAS grubunda notrofil

infiltrasyonun FAS grubunun seviyesine kadar geriledigi goriildi.
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Tablo 23 Hematoksilen-eozin boyama preparatlarina gore bobrek gruplart

BOYAMA SHAM FAS IR IR+FAS
Histopatolo- o o o o
jik Skorlama N (%) N (%6) N (%6) N (%6) P
Bobrek H-E  Degisiklik yok 8 (100)? 6 (75,02 0 (0)" 5 (62,5) 0,025*
Hiicrelerde 0 (0) 1(12,5) 3(37,5) 2 (25,0)
sisme
Notrofil infilt- 0 (0)? 1(12,5° 5(62,52*¢ 1(12,5)°
rasyonu

(Ayn tstel harflere sahip olan kategoriler arasinda oransal olarak anlamli fark vardir)

SHAM, FAS ve IR-FAS gruplari ile IR grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p=0,025). IRH’ nda mutlaka histopatolojik bir bulgu olur ve bu hasar Fasudil ile normal
histopatolojisine kadar geriletebilir. SHAM, FAS, IR-FAS gruplar1 ayr1 ayri olarak IR grubu

ile notrofil infiltrasyonu agisindan anlamli bir fark bulunmustur (p=0,025) (Tablo 23, 24).

Tablo 24 Hematoksilen-eozin boyama preparatlarina gére bébrek ve kas gruplari

BOYAMA SHAM FAS IR IR+FAS
Histopatolo-
jik Skorlama N (%) N (%) N (%) N (%) P
Bobrek H-E  Degisiklik yok 8 (100)? 6 (75,002 0 (0)" 5 (62,5) 0,025*
Hucrelerde 0 (0) 125 3(37,5 2 (25,0)
sisme
Notrofil infilt- 0 (0)? 1(12,5° 5(62,52*¢ 1(12,5)°
rasyonu
Kas H-E Degisiklik yok 6 (75,0)% 5(62,5)° 0 (0)*° 2 (25,0) 0,047*
Interstisiel 1 (12,5) 3375 1(12)5) 5 (62,5)
6dem
Hucrelerde 0 (0) 0(0) 1(12,5) 0(0)
sisme
Notrofil infilt- 1 (12,5) 0 (0) 4 (50,0) 1(12,5)
rasyonu
Nekroz 0 (0) 0(0) 2 (25,0) 0(0)

(Aymn tistel harflere sahip olan kategoriler arasinda oransal olarak anlamli fark vardir)
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4.2. KAS H&E BOYAMA

Kas i¢in yapilan boyama preparatinda ise en yliksek oran (%41; n=13) degisiklik
olmayan gruba aitti. Sonra sirastyla interstisiel 6dem (%31; n=10), nétrofil infiltrasyonu
(%19; n=6), nekroz (%6; n=2) ve yalnizca bir hayvanda hiicrelerde sisme goriildii (Tablo

25).
Tablo 25 Kas H-E kategori oranlari

2; 6%

6; 19% '

;3% =

= Degisiklik yok = interstisiel 6dem = Hicrelerde sisme

Noétrofil infiltrasyonu = Nekroz

Kas dokusunda hafif hasar grubunda (hps 1-2) %34 olarak bulundu. Kas dokusu agir
hasar (hps3-4) ise %25 olarak bulundu. Toplamda hiirelerde degisiklige neden olan (hps 1-
2-3-4) histopatolojik degigsiklik orani ise %59 olarak bulundu. Degisiklik olmayan grup ise

%41 olarak bulundu.

87



Resim 7 Grup Sham’ daki H&E boyanmis, 1sik mikroskopu x10 buyitmedeki normal kas dokusu. Hiicresel
hasar yok, degisiklik yok. HPS: 0

Resim 8: Grup Fasudil’ deki H&E boyanmis, 1sik mikroskopu x10 biyltmedeki normal kas dokusu.

Hiicresel hasar yok, degisiklik yok. HPS: 0
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Resim 9: Grup IRH’ deki H&E boyanmis, i1sitk mikroskopu x40 bliyiltmedeki hiicrelerde sismeye ait kas
dokusu. Hiicresel hasar var, degisiklik var. HPS: 2

Resim 10 Grup IRH’ deki H&E boyanmus, 1sik mikroskopu x40 buyditmedeki nétrofil
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Resim 11 Grup IRH’ deki H&E boyanmus, 151k mikroskopu x40 buylitmedeki nekroza ait kas dokusu. Hucresel
hasar var, degisiklik var. HPS: 4

Resim 12 Grup IRH FASUDIL’ deki H&E boyanmis, 1sik mikroskopu x10 biiyiitmedeki interstisyel 6deme ait
kas dokusu. Hiicresel hasar var, degisiklik var. HPS: 1.
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Kas H-E boyamalarinda ise daha fazla sonuca rastlandi. Degisiklik olmama durumu
gruplar arasinda oransal olarak farkli bulunurken (p=0,047) yine SHAM grubunda en yiik-
sek oranda (%75) degisiklik goriilmedi. Ayn1 sekilde FAS grubunda da yiiksek oranda
(%62,5) degisikligin goriilmedigi izlendi. Buna karsin IR grubunda ise %100 hiicresel hasar
gortldii. IR+FAS grubunda ise IR grubuna gore anlamli bir fark ortaya ¢ikt1 (p=0,047).
IR+FAS (%62,5) ve FAS (%37,5) gruplarinda interstisiel 6dem durumu ortaya ¢ikti. Ancak
gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmedi. Hiicrelerde sisme yalnizca tek hayvanda ve
nekroz durumu iki hayvanda IR grubunda gorildi. Ayni sekilde nétrofil infiltrasyonuna en

yiiksek oranda (%50) IR grubunda rastlandi (Tablo 26, 27).

Tablo 26 Hematoksilen-eozin boyama preparatlarina gore kas gruplari

BOYAMA SHAM FAS IR IR+FAS
Histopatolo-
jik Skorlama N (%) N (%) N (%) N (%) P
Kas H-E Degisiklik yok 6 (75,0)* 5(62,5)° 0 (0)*° 2 (25,0) 0,047*
Interstisiel 1 (12,5) 3375 1(12)5) 5 (62,5)
6dem
Hucrelerde 0 (0) 0(0) 1(12,5) 0(0)
sisme
Notrofil infilt- 1 (12,5) 0 (0) 4 (50,0) 1(12,5)
rasyonu
Nekroz 0 (0) 0(0) 2 (25,0) 0(0)

(Ayn tstel harflere sahip olan kategoriler arasinda oransal olarak anlamli fark vardir)
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Tablo 27 Kas H-E boyama sonuglar

Bar Chart
o GRUP
W sHAM
Wras
ClIr
W R+FAS
5—
4 _
)
=
=
S
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G .
Cedigiklik yok Interstisiel ddem  Hicreklerde Métrofil Mekroz
gigme infitrasyonu
H_E_KAS

Hafif hasar (hps1-2) olan grup %62,5 ile en ¢ok IR+FAS grubunda goriildi. Agir
hasar (hps3-4) %75 orani ile en ¢ok IR grubunda goriildii. Hiicresel hasrin olmadigi

gruplarin oram1 % 40 di. Kas IR grubunda mutlaka bir histopatolojik degisikligin oldugu

goriildi.
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4.3. TUNNEL OLCUMU

4.3.1. BOBREKDE TUNNEL OLCUMU

TUNNEL ol¢timleri SHAM ve FAS gruplarinda %]1’in altinda ortalama ve medyan
degerlerine sahipken IR+FAS grubunda %2’nin tzerinde ve IR grubunda ise %6’ya yakin
6lcimler hesaplandi. IR grubu SHAM ve FAS gruplarindan anlamli diizeyde farkli bulundu
(Tablo 28, 29). SHAM ve FAS gruplarina gore IR grubunda gore anlamli fark bulundu

(p=0,001). IR artan hasar ylku IR-FAS grubunda anlanli sekilde azaldigi bulundu (p=0,001).

Tablo 28 gruplara gére bébrek TUNNEL 6lcim degerlendirmesi
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T T T T
SHAM FAS IR IR+FAS
GRUP

Tablo 29 Gruplara gore bébrek Tunnel élgimleri karsilagtirmalari

BOBREK  SHAM FAS IR IR+FAS
OrtalamaSS (Medyan, min, maks) p
TUNNEL 0 25:0,46 0,75+0,89 5,88+1,36 2,13+0,84 <0,001*
) o1y (05,0:2)° (55:4:8)"" (2,1:3)
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Resim 13: Grup Sham’ daki Tunnel yontemi ile hazirlanmis, 151k mikroskopu x4 blyltmedeki %0 boyanmig
normal bdbrek dokusu.

Resim 14 Grup IR’ deki Tunnel yontemi ile hazirlanmis, 1sik mikroskopu x20 blyitmedeki boyanan DNA
parcalanmalari bobrek dokusu hicreleridir.
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4.3.2. KASDA TUNNEL OLGCUMU

TUNNEL yiizde oranlar1 en fazla IR grubunda goriildii. IR+FAS grubunda %]1’in
tizerinde bir orana sahipti. SHAM ve FAS gruplarinda ise birbirine esit ve %1’in oldukca
altinda bir degere sahipti (Tablo 30, 31). IR artan hasar yukinin IR-FAS grubu ile anlamlai

bir sekilde azalttig1 goriildii.

Tablo 30 Gruplara gore kas TUNNEL 6l¢iim degerleri

.

TUNNEL_KAS

I T T
SHAM FAS R IR+FAS
GRUP

Tablo 31 Gruplara gore kas olglimleri karsilagtirmalari

KAS SHAM FAS IR IR+FAS
Ortalama£SS (Medyan, min, maks) p
TUNNEL 0 38+0,52 0,380,52 4,25+0,71 1,88+0,84 <0,001*
*) (00 (0;0;2)° (4;3;5)* (2;1;3)
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Resim 15 Grup Sham’ daki Tunnel yontemi ile hazirlanmis, 1s1k mikroskopu x4 blyltmedeki %0 boyanmis
normal kas dokusu.
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Resim 16 Grup IR’ deki Tunnel ydntemi ile hazirlanmis, 151k mikroskopu x40 bulyitmedeki boyanan DNA
parcalanmalari iceren kas dokusu hucreleridir.
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4.4. SERUMDA NO, INOS, TOS, TAS VE ROCK OLCUMLERI

4.4.1. SERUM NO OLCUMLERI

Grafik 1 Serum NO seviyeleri ile gruplar arasi iligki
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SHAM grubunda serum NO seviyeleri 11,88+1,13 umol/L olarak dl¢uldi. Minimum
deger 10 umol/L iken maksimum deger 13 olarak 6l¢iildii pmol/L. Ortalama deger 10

umol/L olarak hesaplandi (Grafik 1, tablo 32).

FAS grubunda serum NO seviyeleri 18,75+£1,28 umol/L olarak 6l¢ildi. Minimal
deger 17 umol/L, maksimum deger 21 umol/L, ortalama deger 18,5 umol/L olarak 6lctldi

(Grafik 1, tablo 32).

IR grubunda serum NO seviyeleri 159,38+3,16 pmol/L olarak 6lculdi. Minimal

deger 155 umol/L, maksimum deger 164 umol/L, ortalama deger 160 umol/L olarak dl¢tildi
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(Grafik 1, tablo 32).

IRH+FAS grubunda serum NO seviyeleri 118+4,41 umol/L olarak 6l¢uldi. Minimal
deger 114 umol/L, maksimum deger 127 pumol/L, ortalama deger 116,5 pmol/L olarak

olculdi (Grafik 1, tablo 32).

Olgiimlerin tamaminin gruplar arasinda énemli diizeyde anlamli farklilik gdsterdigi
goruldi (p<0,001). NO 6Olctimlerinde en ylksek ortalama IR grubunda gorildi (159,38+3,16
pumol/L). IR grubu ortalamasi ile SHAM ve FAS ortalamalar1 arasinda anlamli fark vardi
(p<0,001). IR+FAS grubunda da ortalamanin 118,0+4,41 umol/L oldugu goriiliirken SHAM

ve FAS grubunda belirgin diizeyde diisiik ortalama degerleri elde edildi (Grafik 1, Tablo 32).

Tablo 32 Gruplara gore serum olgimleri kargilastirmalari

SERUM SHAM FAS IR IR+FAS
Ortalama£SS (Medyan, min, maks) p
NO 11,88+1,13 18,75%1,28 159,38+3,16 118+4,41 <0,001*

(WmollL)  (12:10:13)*»  (18,5;17;21)° (160;155;164)°¢  (116,5;114;127)?

INOS 4 4940,12 5,25+0,12 13,46+0,38 16,46£0,46 <0,001*
(ng/mL)  (45;43:47)* (525;51:54)° (13,45:12,9;:14,2)* (16,4:15,9;17,4)°¢

ROCK 5194029 20,23+0,72 3,85+0,21 12,23+0,4 <0,001*
(ng/mL) (815:7,8:87)°  (20,2:18,9:21)*° (3,8:3,6:420  (12,2511,4;12,7)°

TAS 1 66+0,04 2,03+0,08 0,630,03 0,95+0,03 <0,001*
(mmol/L) (165:1,61;1,72)> (2,04;1,87;2,15)* (0,63;0,58;0,67)*> (0,95;0,91;0,99)°

TOS g 0640,15 4,18+0,09 18,94+0,64 12,83£0,34 <0,001*
(umollL) (81:79:83)°  (4,154,1;43)*  (18,8518,2;19,9)*" (12,85,12,4;13,3)°
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4.4.2. SERUM iNOS ENZIM MIKTARI OLCUMLERI

Grafik 2 Serum iNOS seviyeleri ile gruplar arasi iligki
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SHAM grubunda serum iNOS seviyeleri 4,49+0,12 ng/mL olarak 6l¢tldd. Minimum
4,3 deger iken maksimum deger 4,7 ng/mL olarak 6lgildld. Ortalama deger 4,5 olarak

ocluldi (Grafik 2, tablo 32).

FAS grubu serum iNOS seviyeri 5,25+0,12 ng/mL olarak 6l¢iildii. Minimal deger
5,1 ng/mL, maksimum deger 5,4 ng/mL, ortalama deger 5,25 ng/mL olarak ol¢iildi (Grafik

2, tablo 32).

IR grubunda serum iNOS seviyeri 13,46+0,38 ng/mL olarak 6lgiildii. Minimal deger
12,9 ng/mL, maksimum deger 14,2 ng/mL, ortalama deger 13,45 ng/mL olarak 6lcildi
(Grafik 2, tablo 32).

IR+FAS grubunda iNOS seviyeleri 16,46+0,46 ng/mL olarak o6lcildid. Minimal
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deger 15,9 ng/mL, maksimum deger 17,4 ng/mL, ortalama deger 16,4 ng/mL olarak 6l¢iildi

(Grafik 2, tablo 32).

INOS &l¢giimlerinde ise en yiiksek ortalama deger IR+FAS grubuna (16,46+0,46
ng/mL) aitti. IR grubunda ise buna yakin bir deger hesaplandi (13,46+0,38 ng/mL). Enzim
miktarindaki artisin IR+FAS grubunda IR grubuna gore %22,3 liikk enzim miktariin artigi
goraldd. IR ile SHAM grubu, FAS ile IR+FAS grubu arasindaki iNOS ortalamalar farki

anlamliydi (tablo 32).

4.4.3. SERUM ROCK INHIBISYONU OLCUMLERI

Grafik 3 Gruplara gére serumda ROCK ol¢tmleri
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SHAM grubunda ROCK inhibisyon seviyesi 8,19+0,29 ng/mL olarak ol¢uldu.
Minimum deger 7,8 ng/mL, maksimum deger 8,7 ng/mL, ortalama deger 8,15 ng/mL olarak

6lculdi (Grafik 3, tablo 32).
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FAS grubunda ROCK inhibisyonu seviyesi 20,23+0,72 olarak olculdi. Minimum
deger 18,9 ng/mL, maksimum deger 21 ng/mL 20,2 ng/mL olarak 6l¢iildii (Grafik 3, tablo

32).

IR grubunda ROCK inhibisyonu seviyesi 3,85+0,21 ng/mL olarak 6l¢uldi (Grafik 3,
tablo 30). Minimum deger 3,6 ng/mL, maksimum deger 4,2 ng/mL, ortalama deger 3,8

ng/mL olarak 6l¢uldu.

IR+FAS grubunda ROCK inhibisyonu seviyesi 12,23+0,4 ng/mL olarak o6lculdd.
Minimum deger 11,4 ng/mL, maksimum deger 12,7 ng/mL, ortalama deger 12,25 ng/mL

olarak ol¢ildi (Grafik 3, tablo 32).

ROCK o6l¢iimlerinde durum tam tersi idi. IR grubunda en diisiik ortalama elde
edilirken (3,85+£0,21 ng/mL) en yiksek orta-lama FAS grubunda ortaya ¢ikt1 (20,23+0,72
ng/mL). SHAM grubunda ROCK degerleri biraz artis gosterirken IR+FAS grubunda FAS

grubuna daha yakin bir ortalama elde edildi (Grafik 3, tablo 32).

Tablo 32 Gruplara gore serum olglimleri kargilastirmalari

SERUM SHAM FAS IR IR+FAS
Ortalama£SS (Medyan, min, maks) p
NO 11,88+1,13 18,75+1,28 159,38+3,16 118+4,41 <0,001*

(umol/L) (12;10;13)2° (18,5;17;21)° (160;155;164)°¢ (116,5;114;127)?

INOS 4 49+0,12 5,25+0,12 13,4640,38 16,46£0,46 <0,001*
(Ng/mL) (45,4347 (525/51;54)° (134512,9;14,2)* (16,4;15,9;17,4)°¢

ROCK g 19+0.29 20,23+0,72 3.85+0,21 12.23+0.4 <0,001*
(ng/mL) (815;7,8:87)°  (20,2;18,9:21)*°  (3,8;3,6;4,2)*" (12,25;11,4,12,7)°

TAS 1 66+0,04 2,03£0,08 0,63+0,03 0,95+0,03 <0,001*
(mmol/L) (1,65:1,61;1,72)° (2,04;1,87;2,15)* (0,63;0,58;0,67)** (0,95;0,91;0,99)¢

TOS g 060,15 4,18+0,09 18,94:0,64 12,83+0,34 <0,001*
(Mmol/L) (81:7,9:83)°  (4,15:4,1;4,3)*  (18,85;18,2;19,9)*0 (12,85;12,4;133)°
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4.4.4. SERUM TOS OLCUMU

Grafik 4 Gruplara gére serumda TOS 6lgiim degerleri
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TOS ortalamalari incelendiginde ise durum biraz farkliydi. En yliksek degerler IR

grubuna aitken en diisiik ortalama FAS grubunda goézlendi.

SHAM grubunda serum TOS seviyesi 8,06+0,15 pmol/L olarak 6l¢uldiu. Minimum

deger 7,9 umol/L, maksimum deger 8,3 umol/L, ortalama deger 8,1 umol/L olarak Sl¢iildii

(Grafik 4, tablo 32).

FAS grubunda serum TOS seviyesi 4,18+0,09 umol/L olarak 6¢liildii. Minimal deger
4,1 umol/L, maksimum 4,3 deger pmol/L, ortalama deger 4,15 umol/L olarak 6l¢uldi

(Grafik 4, tablo 32).

IR grubunda TOS seviyesi 18,94+0,64 umol/L olarak 6l¢iildii. Minimal deger 18,2
umol/L, maksimum 19,9 deger umol/L, ortalama deger 18,85 umol/L olarak 6l¢iildii(Grafik

4, tablo 32).
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IR+FAS grubunda TOS seviyesi 12,83+0,34 umol/L olarak 6l¢iildii. Minimal deger
12,4 umol/L, maksimum 13,3 deger umol/L, ortalama deger 12,85 umol/L olarak 6lculdi

(Grafik 4, tablo 32).

SHAM grubu ile IR grubu arasinda, FAS grubu ile IR grubu arasinda FAS grubu ile

IR FAS grubu arasinda anlamli fark bulundu (p<0,001) (Grafik 4, tablo 32).

4.4.5. SERUM TAS OLCUMU

Grafik 5 Gruplara gére serumda TAS 6lgiim degerleri
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TAS degerleri SHAM ve FAS grubunda daha yiiksek ortalamaya sahipken IR ve
IR+FAS gruplarinda diisiik degerlere sahip oldugu goriildii. SHAM ile IR, FAS ile IR ve

FAS ile IR+FAS gruplar arasindaki farklar anlamliydi (Grafik 5).

SHAM grubunda serum TAS seviyesi 1,66+0,04 mmol/L olarak 6lcildi. Minimum
deger 1,61 mmol/L, maksimum deger 1,72 mmol/L, ortalama deger 1,65 mmol/L olarak

olculdi (Grafik 5, tablo 32).
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FAS grubunda serum TAS seviyesi 2,03£0,08 mmol/L olarak 6l¢ildi. Minimum
deger 1,87 mmol/L, maksimum deger 2,15 mmol/L, ortalama deger 2,04 mmol/L olarak

6lculdi (Grafik 5, tablo 32).

IR grubunda serum TAS seviyesi 0,63£0,03 mmol/L olarak 6l¢ildi. Minimum
deger 0,58 mmol/L, maksimum deger 0,67 mmol/L, ortalama deger 0,63 mmol/L olarak

6lculdi (Grafik 5, tablo 32).

IR+FAS grubunda TAS seviyesi 0,95+0,03 mmol/L olarak ol¢uldu. Minimal deger
0,91 mmol/L, maksimium deger 0,99 mmol/L, ortalama deger 0,95 mmol/L olarak 6lguldu

(Grafik 5, tablo 32).

Tablo 32 Gruplara gére serum &lglimleri karsilastirmalari

SERUM SHAM FAS IR IR+FAS
Ortalama£SS (Medyan, min, maks) p
NO 11,88+1,13 18,75+1,28 159,38+3,16 118+4,41 <0,001*

(Umol/L) (12:10:13)»  (18,5;17;21)° (160;155:164)>¢  (116,5;114:127)*

INOS 4 49+0.12 5,25+0,12 13,460,38 16,46+0,46 <0,001*
(Ng/mL)  (45:4,3;47)* (525:51;54)° (1345;12,9:14,2)* (16,4:15,9;17,4)°¢

ROCK g 19+0,29 20.23+0,72 3.85+0,21 12.23+0.4 <0,001*
(ng/mL) (815:7,8:8,7)°  (20,2:18,9;21)*°  (3,8;3,6:4,2)*" (12,25;11,4,12,7)°

TAS 1 66+0,04 2,03+0,08 0,63£0,03 0,95+0,03 <0,001*
(mmol/L) (1,65:1,61;1,72)° (2,04;1,87:2,15)* (0,63;0,58:0,67)*> (0,95;0,91:0,99)°

TOS g 06+0,15 4,18+0,09 18,94+0,64 12,83+0,34 <0,001*
(hmol/lL) (g1:79:83)°  (4,15:4,1:4,3)*  (18,85:18,2;19,9)*0 (12,85:12,4:13,3)°
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4.5. BOBREKDE NO, INOS, TOS, TAS VE ROCK OLCUMLERI

4.5.1. BOBREK NO OLCUMU

Grafik 6 Gruplara gére bébrek NO élglim degerleri
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SHAM grubunda bobrek NO seviyesi 62,25+2,25 pumol/L olarak 6l¢ildd. Minimum
deger 59 pmol/L, maksimum deger 66 pmol/L, ortalama deger 62,5 pmol/L olarak 6lcildi

(Grafik 6, tablo 33).

FAS grubunda bobrek NO seviyesi 74,38+3,25 pumol/L olarak ol¢uldiu. Minimum
deger 70 umol/L, maksimum deger 79 pmol/L, ortalama deger 74,5 pmol/L olarak 6lcildi

(Grafik 6, tablo 33).

IR grubunda bdbrek NO seviyesi 306,88+12,98 umol/L olarak 6l¢ildi. Minimum
deger 288 pmol/L, maksimum deger 321 pumol/L, ortalama deger 308,5 pmol/L olarak

olculdi (Grafik 6, tablo 33).

IR+FAS grubunda bobrek NO seviyesi 226,0£9,53 pmol/L olarak 6lcildd.
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Minimum deger 213 pmol/L, maksimum deger 243 pumol/L, ortalama deger 228 pmol/L

olarak 6l¢uldi (Grafik 6, tablo 33).

Tablo 33 Gruplara gére bébrek élgiimleri karsilastirmalari

BOBREK SHAM FAS IR IR+FAS
Ortalama£SS (Medyan, min, maks) p

NO

62,25+2,25 74,38+3,25 306,88+12,98  226,049,53 <0,001*
(umol/L) (62,5;59;66)*°  (74,5;70;79)° (308,5;288;321)¢ (228;213;243)?
iNOS

40,25+1,58 43,63+2,62 118,88+5,54 130,5+4,04 <0,001*
(Ng/mL)  (40,5:38;42)2>  (43,5;40;47)° (120:110;125)*  (131;124:136)b°
ROCK 98134501 150,634,227  58,88+2,42 117,56,3 <0,001*
(ng/mL)  (99:90;107)¢ (150,5;144;157)"¢ (59;55;62)%" (119,5;103;122)
TAS

0,98+0,05 1,21+0,05 0,47+0,02 0,62+0,02 <0,001*
(mmol/L)  (0,99:0,92;1,04)* (1,22;1,14:1,29)>¢ (0,47:0,43;0,49)*> (0,62:0,58;0,64)°

TOS

47,00+2,33 56,63+2,20 162,75+8,40 144,88+6,27 <0,001*
(umol/L)  (47;44;50)*° (57;54;60)° (160,5;153;175)>¢ (144;137;154)?
TUIEINEL 0,25+0.46 0,75+0,89 5,88+1,36 2,13+0,84 <0,001*
*) (@01 (0,5,0;2)° (5.5:4;8)° (2:3;3)

Caligmada, hayvanlarin bobreklerinde yapilan 6l¢itimlerin gruplar bazinda ortalama
degerleri tablo 33’ de verildi. Serum calismasinda oldugu gibi tiim 6l¢iim yapilan degisken-
ler gruplar arasinda 6nemli diizeyde farklilik gosterdi (p<0,001). NO o6l¢timlerine iligkin
ortalama degerleri en yiiksek IR grubunda goriildi (306,88+12,98 pumol/L). IR grubu ile
SHAM ve FAS gruplan arasinda anlamli farklilik vardi. IR+FAS grubunun ortalamasi
226,0+£9,53 umol/L gibi yiiksek bir degere sahipken FAS ve SHAM gruplarinda oldukga

diisiik degerler hesaplandi (Tablo 33).
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4.5.2. BOBREK iNOS OLGCUMU

Grafik 7 Gruplara gére bébrek INOS élgiim degerleri
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SHAM grubunda bobrekde iNOS degeri 40,25+1,58 ng/mL olarak o6lgalda.
Minimum deger 38 ng/mL, maksimum deger 42 ng/mL, ortalama deger 40,5 ng/mL olarak

6lculdi (Grafik 7, tablo 33).

FAS grubunda bobrekde iNOS degeri 43,63+2,62 ng/mL olarak dl¢uldid. Minimum
degeri 40 ng/mL, maksimum 47 ng/mL, ortalama 43,5 ng/mL olarak 6l¢tldi (Grafik 7, tablo

33).

IR grubunda bobrek iINOS degeri 118,88+5,54 ng/mL olarak ol¢uldiu. Minimum
degeri 110 ng/mL, maksimum deger 125 ng/mL, ortalama 120 ng/mL olarak 6l¢tldi(Grafik

7, tablo 33).

IR+FAS grubunda bobrek iNOS degeri 130,5+4,04 ng/mL olarak 6lcildi. Minimum
deger 124 ng/mL, maksimum deger 136 ng/mL, ortalama deger 131 ng/mL olarak 6lguldu

(Grafik 7, tablo 33).
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En yiiksek ortalama INOS degeri IR+FAS grubunda (130,5+4,04 ng/mL) goriildii.
Sonra sirasiyla IR, FAS ve SHAM grubu degerleri geliyordu. SHAM grubu IR ve IR+FAS
gruplarindan farkli, IR+FAS ve FAS gruplar1 birbirinden farkli ortalama sonuclarina

sahiptirler (Grafik 7, tablo 33).

4.5.3. BOBREK ROCK INHIBiSYONU OLCUMLERI

Grafik 8 Gruplara gére bébrek ROCK élgiim degerleri
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SHAM grubunda b6brek ROCK inhibisyon degeri 98,13+5,91 ng/mL olarak 6l¢uldu.
Minimum deger 90 ng/mL, maksimum deger 107 ng/mL, ortalama deger 99 ng/mL olarak

6lculdi (Grafik 8, tablo 33).

FAS grubunda bobrek ROCK inhibisyon degeri 150,63%4,27 ng/mL olarak 6lgald.
Minimum deger 144 ng/mL, maksimum 157 ng/mL ng/mL, ortalama 150,5 ng/mL olarak

6lculdi (Grafik 8, tablo 33).

IR grubunda bobrek ROCK inhibisyon degeri 58,88+2,42 ng/mL olarak 6l¢uldu.

Minimum deger 55 ng/mL, maksimium deger 62 ng/mL, ortalama deger 59 ng/mL olarak
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6lculdi (Grafik 8, tablo 33).

IR+FAS grubunda bobrek ROCK inhibisyon degeri 117,5+6,3 ng/mL olarak 6l¢uldd.
Minumum deger 103 ng/mL, maksimum deger 122 ng/mL, ortalama deger 119,5 ng/mL

olarak 6l¢uldi (Grafik 8, tablo 33).

ROCK ol¢iimleri incelendiginde en yiiksek degerlerin FAS (150,63+4,27 ng/mL) ve
IR+FAS (117,5+6,3 ng/mL) gruplarinda oldugu goriildi. SHAM grubunda 100 ng/mL, IR

grubunda ise bu degerin yarisi civarinda bir ortalama karsimiza ¢ikt1 (Grafik 8, tablo 33).

4.5.4. BOBREK TOS OLGCUMU

Grafik 9 Gruplara gére bébrek TOS él¢iim degerleri
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SHAM grubuinda bobrek TOS degeri 47,00+2,33 umol/L olarak 6l¢tldd. Minimum
deger 44 pmol/L, maksimum deger 50 pumol/L, ortalama deger 47 pumol/L olarak 6lcildi

(Grafik 9, tablo 32).

FAS grubunda bobrek TOS degeri 56,63+2,20 umol/L olarak 6l¢uldid. Minimum

109



deger 54 pmol/L, maksimum deger 60, ortalama deger 57 umol/L olarak 6l¢uldi (Grafik 9,

tablo 32).

IR grubunda bobrek TOS degeri 162,75+8,40 umol/L olarak 6l¢ildi. Minimum
deger 153 pmol/L, maksimum deger 175 pmol/L, ortalama deger 160,5 pmol/L olarak

olculdi (Grafik 9, tablo 32).

IR+FAS grubunda bobrek TOS degeri 144,88+6,27 pmol/L olarak Olc¢uldu.
Minimum deger 137 pmol/L, maksimum deger 154 pmol/L, ortalama deger 144 pmol/L

olarak ol¢uldi (Grafik 9, tablo 32).

IR ve IR+FAS gruplarinda yiiksek TOS degerleri goriilirken FAS ve SHAM

grubunda daha dusiik TOS degerleri izlendi (Grafik 9, tablo 32).

Tablo 32 Gruplara gére bébrek digtimleri karsilastirmalari

BOBREK SHAM FAS IR IR+FAS
OrtalamaSS (Medyan, min, maks) p
NO
62,25+2,25 74,38+3,25 306,88+12,98 226,0+9,53 <0,001*

(Lmol/L) (62,5;59;66)*°  (74,5;70;79)° (308,5;288;321)°¢ (228;213;243)?

INOS 40 25+1 58 43,63+2,62 118,88+5,54 130,5+4,04 <0,001*
(ng/mL)  (40,5:38:42)2>  (43,5:40;47)° (120:110;125)*  (131;124:136)>¢

ROCK

98,13+5,91 150,63+4,27 58,88+2,42 117,546,3 <0,001*
(ng/mL)  (99:90:107)¢ (150,5;144;157)P¢ (59;55;62)2b (119,5;103;122)*
TAS  98+0,05 1,2140,05 0,47+0,02 0,62+0,02 <0,001*

(mmol/L) (0,99:0,92;1,04)* (1,22;1,14;1,29)°¢ (0,47;0,43;0,49)*® (0,62;0,58;0,64)°
TOS

47,00+2,33 56,63+2,20 162,75+8,40 144,886,227  <0,001*

(umol/L) (47;44;50)° (57;54;60)° (160,5;153;175)>¢ (144;137;154)?

TUNNEL 0,25:0,46 0,7520,89 5,88+1,36 2,13+0,84 <0,001*
*)  (0:0;1y° (0,5;0;2)° (5,5;4;8)2" (2;1;3)
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4.5.5. BOBREKDE TAS OLCUMU

Grafik 10 Gruplara gére bébrek TAS él¢iim degerleri
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SHAM grubunda bobrek TAS degeri 0,98+0,05 mmol/L olarak 6l¢ildd. Minimum
deger 0,92 mmol/L, maksimum deger 1,04 mmol/L, ortalama deger 0,99 mmol/L olarak

6lculdi (Grafik 10, tablo 33).

FAS grubunda bobrek TAS degeri 1,21+0,05 mmol/L olarak él¢ildd. Mimimum
deger 1,14 mmol/L, maksimum deger 1,29 mmol/L, ortalama deger 1,22 mmol/L olarak

6lculdi (Grafik 10, tablo 33).

IR grubunda bobrek TAS degeri 0,47+0,02 mmol/L olarak 6l¢iildii. Minimum deger
0,43 mmol/L, maksimum deger 0,49 mmol/L, ortalama deger 0,47 mmol/L olarak 6lcildi

(Grafik 10, tablo 33).

IR+FAS grubunda TAS degeri 0,62+0,02 mmol/L olarak 6lgiildii. Minimum deger

0,58 mmol/L, maksimum deger 0,64 mmol/L, ortalama deger 0,62 mmol/L olarak 6l¢ildi
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(Grafik 10, tablo 33).

En yiiksek TAS ortalamalart FAS ve SHAM gruplarinda izlendi. Sonra sirasiyla
IR+FAS ve IR gruplarinda 0,50 mmol/L civarinda TAS 6l¢timii hesaplandi (Grafik 10, tablo

33).

Tablo 33 Gruplara gére bébrek élgimleri kargilastirmalari

BOBREK  SHAM FAS IR IR+FAS
Ortalama£SS (Medyan, min, maks) p

NO

62,25+2,25 74,38+3,25 306,88£12,98  226,0+9,53 <0,001*
(UMol/L)  (62,5;59;66)>  (74,5:70;79)¢ (308,5;288;321)P¢ (228;213;243)*
INOS 40 254158 43,63+2,62 118,88+5,54 130,5+4,04 <0,001*
(Ng/mL)  (40,5:38:42)20  (43,5;40;47)° (120;110:125)*  (131:124;136)"¢
ROCK g5 134591 150,63+4,27 58,88+2,42 117,5+6,3 <0,001*
(Ng/mL)  (99:90:107)°  (150,5;144:157)>¢ (59:55;62) (119,5:103;122)?
TAS

0,9820,05 1,21+0,05 0,47+0,02 0,62+0,02 <0,001*

(mmol/L) *(0,99;0,02;1,04) (1,22;1,14;1,29)"¢ (0,47;0,43;0,49)*" (0,62;0,58;0,64)"
TOS

47,00£2,33  56,63+2,20 162,75+8,40 144884627  <0,001*

(HMOI/L) (47,4450"°  (57;5460)° (160,5:153:175)"¢ (144:137;154)°

TUNNEL 0251046 0,75+0,89 5,88+1,36 2,13+0,84 <0,001*
) 01y (0,5:0,2)° (5,5:4:8)"" (2:1:3)
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4.6. KASDA NO, INOS, TOS, TAS VE ROCK OLCUMLERI

4.6.1. KASDA NO OLCUMU

Grafik 11 Gruplara gére kas NO &lgiim degerleri
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SHAM grubunda kasda NO degeri 32,63+1,85 pumol/L olarak 6l¢ildi. Minimum
deger 29 pumol/L, maksimum deger 35 pmol/L, ortalama deger 32,5 pmol/L olarak 6lcildi

(Grafik 11, tablo 34).

FAS grubunda kasda NO degeri 41,25+2,43 pumol/L olarak 6l¢iildii. Minimum deger
39 pumol/L, maksimum deger 46 pmol/L, ortalama deger 41 pumol/L olarak él¢lldi (Grafik

11, tablo 34).

IR grubunda kasda NO degeri 130,5+4,69 pumol/L olarak 6lgiildii. Minimum deger
123 pmol/L, maksimum deger 135 pmol/L, ortalam deger 132,5 olarak olgiildii (Grafik 11,

tablo 34).

IR+FAS grubunda kasda NO degeri 95,88+4,36 pmol/L olarak 6l¢ildd. Minimum
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deger 90 pmol/L, maksimum deger 101 pmol/L, ortalama 96,5 pmol/L olarak 6lcildi

(Grafik 11, tablo 34).

Tim Ol¢timler gruplar arasinda énemli diizeyde farkliydi (p<0,001). NO olg¢iimleri
IR ve IR+FAS gruplarinda yiiksekti. FAS grubunda daha diistik (41,25+2,43 umol/L) ve

SHAM grubunda en diisiik degere (32,63+1,85 pumol/L) sahipti (Grafik 11, tablo 34).

Tablo 34 Gruplara goére kas dlgimleri karsilastirmalari

KAS SHAM FAS IR IR+FAS
Ortalama£SS (Medyan, min, maks) p
NO
32,63+1,85 41,25+2,43 130,5+4,69 95,88+4,36 <0,001*
(umol/L)  (32,5;29;35)*"  (41;39;46)° (132,5;123;135)"¢ (96,5;90;101)
iNOS
22,38+1,06 31,38+1,51 60,75%2,82 71,133,48 <0,001*
(ng/mL)  (225:21:24)0  (32;29;33)° (60,5;57:65)? (71,5;66:77)b¢
ROCK 57 254031 84,63+4,27 38,13+1,36 64,25%3,2 <0,001*
(ng/mb)  (51;48;54)° (85;79;91)°¢ (38,5;36;40)*°  (64;60;70)*
TAS
0,74+0,03 1,04+0,04 0,39+0,01 0,57+0,03 <0,001*

(mmol/L) - (0,75:0,69;0,77)* (1,04;0,98;1,11)" (0,39;0,37;0,41)*> (0,57;0,52;0,62)°
TOS

38,88+1,73 44,13+1,89 121+3,89 96,38+3,29 <0,001*
(umol/L) (39;37;41)P (44;41;46)° (121;116;127)>¢  (95,5;93;101)?

TUNNEL 0 38:0,52 0,380,52 4,25+0,71 1,880,84 <0,001*
*) 0,1y (0;0;2)° (4:3;5) (2:1;3)

114



4.6.2. KASDA iNOS OLCUMU

Grafik 12 gruplara gére kas INOS élgiim degerleri
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SHAM grubunda kasda iNOS degeri 22,38+1,06 ng/mL olarak 6lcildid. Minimum
deger 21 ng/mL, maksimum deger 24 ng/mL, ortalama deger 22,5 ng/mL olarak ol¢uldu

(Grafik 11, tablo 34).

FAS grubunda kasda iNOS degeri 31,38+1,51 ng/mL olarak 6lculdid. Minimum
deger 29 ng/mL, maksimum deger 33 ng/mL, ortalam deger 32 ng/mL olark 6lculdi (Grafik

11, tablo 34).

IR grubunda kasda iNOS degeri 60,75£2,82 ng/mL olarak 6lgiildii. Minimum deger
57 ng/mL, maksimum deger 65 ng/mL, ortalama 60,5 ng/mL olarak 6¢luldi (Grafik 11, tablo

34).

IR+FAS grubunda kasda iNOS degeri 71,13+3,48 ng/mL olarak ol¢uldi. Minimum
deger 66 ng/mL, maksimum deger 77 ng/mL, ortalam deger 71,5 ng/mL olarak 6lcildi

(Grafik 11, tablo 34).
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INOS olcumleri incelendiginde en yiiksek degerin IR+FAS grubunda oldugu
goraldi. Sonra sirayla IR, FAS ve SHAM grubu degerleri geldi. IR ve SHAM, IR ve FAS
ile SHAM ile IR+FAS gruplar arasindaki farklar anlamliydi1 (p<0,001), (Grafik 11, tablo

34).
4.6.3. KAS ROCK INHIBiSYONU OLCUMLERI

Grafik 13 Gruplara gére kas ROCK 6l¢im degerleri
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ROCK ol¢iimlerinde ise yine FAS grubunun etkisi gorildi. En yiksek ortalama
FAS ve sonrasinda IR+FAS grubunda hesaplandi. SHAM grubundaki ortalama deger daha

diisiik iken en diislik ortalama IR grubuna aitti. FAS ile IR arasinda, SHAM ile FAS arasinda,

IR ile FAS, IR+FAS arasinda anlamli farkliliklar bulundu (P<0,001), (Grafik 13, tablo 34).

SHAM grubunda kas ROCK inhibisyon 6l¢iim degeri 51,25+2,31 ng/mL olarak
6l¢iildii. Minimum deger 48 ng/mL, maksimum deger 54 ng/mL, ortalam deger 51 ng/mL

olrak 6l¢iildii (Grafik 13, tablo 34).
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FAS grubunda kas ROCK inhibisyon O6l¢iim degeri 84,63+4,27 ng/mL olarak
6l¢iildii. Minimum deger 79 ng/mL, maksimum deger 91 ng/mL, ortalama 85 ng/mL olarak

o6l¢iildii (Grafik 13, tablo 34).

IR grubunda kas ROCK inhibisyon 6l¢iim degeri 38,13+1,36 ng/mL olarak 6lculdd.
Minimum deger 36 ng/mL, maksimum deger 40 ng/mL, ortalama 38,5 ng/mL olarak 6l¢tldu

(Grafik 13, tablo 34).

IR+FAS grubunda kas ROCK inhibisyon 6l¢iim degeri 64,25+3,2 ng/mL olarak
o6l¢iildii. Minimum deger 60 ng/mL, maksimum deger 70 ng/mL, ortalama deger 64 ng/mL

olarak ol¢iildii (Grafik 13, tablo 34).

4.6.4. KAS TOS OLCUMLERI

Grafik 14 Gruplara gore kas TOS 6l¢gim degerleri
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SHAM gurbu kas TOS 6l¢tim degeri 38,88+1,73 umol/L olarak 6l¢iili. Minimum

deger 37 pumol/L, maksimum deger 41 umol/L, ortalama deger 39 pmol/L olarak 6lcildi
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(Grafik 14, tablo 34).

FAS gurbu kas TOS 6l¢iim degeri 44,13+1,89 pumol/L olarak 6l¢iilii. Minimum deger
41 pumol/L, maksimum deger 46 umol/L, ortalama deger 44 umol/L olarak él¢ldi (Grafik

14, tablo 34).

IR gurbu kas TOS 6lgliim degeri 121+3,89 pmol/L olarak ol¢iilii. Minimum deger
116 pmol/L, maksimum deger 127 umol/L, ortalama deger 121 pumol/L olarak 6l¢uldi

(Grafik 14, tablo 34).

IR+FAS gurbu kas TOS 6l¢iim degeri 96,38+3,29 pumol/L olarak 6l¢uli. Minimum
deger 93 umol/L, maksimum deger 101 pmol/L, ortalama deger 95,5 pmol/L olarak él¢uldu

(Grafik 14, tablo 34).

TAS ve TOS o6l¢imlerinin serum ve bobrek ¢alismalarina benzer sekilde birbirleri
ile ters orantili olarak gruplara dagildig: izlendi. En yiiksek TAS degeri FAS grubunda
gortliirken en diisiik ortalama IR grubundaydi. TOS ortalamasi ise tam tersine IR grubunda
en yiiksek ortalama degere sahipti. FAS ve oOzellikle SHAM grubunda oldukga diistik

duzeyde seyretti (Grafik 14, tablo 34).
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4.6.5. KAS TAS OLCUMLERI

Grafik 15 Gruplara gore kas TAS 6lgim degerleri
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SHAM grubu kas TAS 6l¢tim degeri 0,74+0,03 mmol/L olarak 6l¢uldi. Minimum
deger 0,69 mmol/L, maksimum 0,77 mmol/L, ortalama deger 0,75 mmol/L olarak 6l¢uldu

(Grafik 15, tablo 34).

FAS grubu kas TAS o6l¢iim degeri 1,04+0,04 mmol/L olarak ol¢tldd. Minimum
deger 0,98 mmol/L, maksimum 1,11 mmol/L, ortalama deger 1,04 mmol/L olarak 6lguldu

(Grafik 15, tablo 34).

IR grubu kas TAS 6l¢tim degeri 0,392£0,01 mmol/L olarak 6l¢iildii. Minimum deger
0,37 mmol/L, maksimum 0,41 mmol/L, ortalama deger 0,39 mmol/L olarak 6l¢uldi (Grafik

15, tablo 34).

IR+FAS grubu kas TAS 6l¢tim degeri 0,57+£0,03 mmol/L olarak 6l¢ildi. Minimum
deger 0,52 mmol/L, maksimum 0,62 mmol/L, ortalama deger 0,57 mmol/L olarak 6l¢tldu

(Grafik 15, tablo 34).
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4.7. GRUPLARA GORE SONUCLAR

4.7.1. Gruplara Goére Serum, Bobrek Ve Kasa Ait No Olguimleri

Grafik 16 Gruplara goére serum, bdbrek ve kasa ait NO 6lctimleri
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Error bars: +~ 1 5D

NO o6l¢iimleri serum, bobrek, kas karsilastirildi. En yiiksek NO degeri IR grubu

bobrekde goriildii. SHAM ve FAS gruplarinda benzer sonuglar alindi. IR ve IR FAS gruplart

SHAM ve FAS gruplarina gore tiim ortamlarda daha yiiksek degerler elde edildi. (B>S>

K)
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4.7.2. Gruplara Gore Serum, Bébrek Ve Kasa Ait iNOS Olcgiimleri

Grafik 17 Gruplara gore serum, bdbrek ve kasa ait INOS 6lciimleri
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INOS blgiimleri serum, bobrek, kas karsilastirild. En yiiksek iNOS degeri IR+FAS
grubu bobrekde goriildii. SHAM ve FAS gruplarinda benzer sonuglar alindi. IR ve IR+FAS
gruplart SHAM ve FAS gruplarina gére serumda daha az olmak tizere tiim ortamlarda daha

yiiksek degerler elde edildi. (B>K>S)
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4.7.3. Gruplara Goére Serum, Bobrek Ve Kasa Ait ROCK Olciimleri

Grafik 18 Gruplara gore serum, bobrek ve kasa ait ROCK dlgtimleri
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Rho kinaz inhibisyonu Ol¢limleri serum, bdbrek, kasda karsilastirildi. En yiiksek
ROCK inhibisyonu degeri FAS grubu bobrekde goriildii. IR ve IR+FAS gruplari arasinda

anlaml1 fark tiim gruplarda bulundu (p<0,005). (B>K>S)
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4.7.4. Gruplara Gore Serum, Bobrek Ve Kasa Ait TAS Olciimleri

Grafik 19 Gruplara gére serum, bdbrek ve kasa ait TAS olcumleri
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TAS olgtimleri serum, bobrek, kasda karsilastirildi. En yiiksek TAS degeri FAS
grubu serumunda goriildii. IR ve IR+FAS gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi ancak

o6nemli oranda TAS seviyelerini artirdigi goriildi. (S>B>K)
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4.7.5. Gruplara Gore Serum, Bobrek Ve Kasa Ait TOS Olguimleri

Grafik 20 Gruplara gére serum, bdbrek ve kasa ait TOS 6Ol¢tmleri
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TOS olctimleri serum, bobrek, kasda karsilastirildi. En yiiksek TOS degeri IR grubu
bobreginde goriildii. IR ve IR+FAS gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi ancak 6nemli

oranda TOS seviyelerini azaltig1 gorildu. (B>K>S).
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4.7.6. Gruplara Gore Serum, Bobrek Ve Kasa Ait TUNNEL Olgumleri

Grafik 21 Gruplara gore serum, bobrek ve kasa ait TUNNEL dlgumleri
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TUNNEL ol¢timleri bobrek, kasda karsilagtirildi. En yiiksek TUNNEL degeri IR
grubu bobreginde goriildii. IR ve IR+FAS gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi ancak

onemli oranda TUNNEL seviyelerini azaltig1 goriildii.
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5. TARTISMA

IRH Kklinikte; kardiyak cerrahide, abdominal aort cerrahisinde, organ
transplantasyonunda, koroner anjioplasti ve trombolitik tedavi sonrasinda dokunun
reperfizyonunda, periferik arter hastaliklarinda, akut veya kronik damar tikaniklar1 sonucu
olusabilmektedir. Iskemik dokunun reperfiizyonuyla birlikte lokal ve sistemik etkiler ortaya
cikmaktadir. Beraberinde bir¢ok dokuda; kalp, akciger, bobrek, iskelet kasi, santral sinir
sistemi ve gastrointestinal sistemde IRH’ nin gelistigini, morbitidesi ve mortalitesini bildiren

¢ok sayida yayin mevcuttur (238-240).

Alt ekstremite iskemisi klinikte akut ve kronik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Akut
alt ekstremite iskemisinde, ekstremiteyi koruyabilmek i¢in, hizli tan1 ve tedavi uygulamak
gereklidir. Erken tedavi, iskeminin siiresini kisaltmakla birlikte hastanin prognozunu
etkilemektedir. Akut alt ekstremite iskemisi sonrasinda olusan hasar, iskeminin ekstremiteye
verdigi zarar kadar reperfiizyon ile de iliskilidir (241, 242). Reperfiizyon sonrasinda lokal
ve sistemik enflamatuar yanit olusur. Yaygin mikrovaskuler disfonksiyon ve doku
bariyerinin fonksiyonun degismesi ile sonuglanir. Eger reperfiizyona verilen yanitin siddeti
fazla ise IR sonrasinda olusan inflamatuar yanit sistemik inflamatuar yanit sendromu veya
multiple organ disfonksiyonu ile sonuglanir. Deneysel arastirmalarda ekstremite iskemisinin
olusturulabilmesi i¢in ¢ok sayida model gelistirilmistir. Bunlardan birisi de si¢an c¢aligma
modellerinde alt ekstremiteye iskemisi icin infrarenal abdominal aortaya mikroklemp ile
iskemi olusturulma yontemidir. IRH’ nin sistemik etkilerinin arastirilacagi ¢aligmalarda

siklikla kullanilir (228-230).

Biz de ¢alismamizda laparotomi yapip infrarenal abdominal aortaya mikrovaskiiler
klemp yontemi ile 2 saatlik iskemi, 2 saatlik reperfiizyon uyguladik. Gastroknemius kas,

bobrek dokusu ve serumda IRH’ nin etkilerini arastirdik. Alt ekstremitenin iskemi-

126



reperflizyonun uzak organ hasari {izerine olumsuz etkilerinin mannitol, allopiirinol, askorbik
asit, SOD gibi baz1 maddeler ile azaltildig1 deneysel arastirmalarla gdsterilmesine ragmen
‘Fasudil’ in alt ekstremite IRH’ nin neden oldugu lokal ve sistemik hasar1 azalttigi ile ilgili
litaratiirde ¢ok fazla yaymn goriilmedi. Fasudil’ in alt ekstremitede hedef organ
gastrokinemius kasi uzak organ olarak bobregin IRH’ yi inceledigimiz bu ¢alismamizda,
100ug/kg/dk dozunda fasudil etken maddesi 30 dk’lik iv olarak infiizyonu ile reperfiizyon
doneminde verildi. Reperfuzyon dénemindeki bobrek kas ve serumdaki hasara etkileri
incelendi. Bu amag¢ icin NO, iNOS, TAS, TOS, ROCK kiti, TUNNEL ile apopitoz ve
histopatolojik skorlama yontemleri kullanilarak iv inflzyon olarak verilen fasudil’ in IRH’

ye olan etkilerine bakildi.

Uzak organ hasarina, bobrekde, hps larina baktigimizda; degisikligin olmama orani
(hps=0) %59 iken hafif hasar veya agir hasar olma (hps=1,2,3,4) oran1 %41 olarak bulundu.
Burada en ¢ok noétrofil hasar1 gozlendi. Notrofil hasari, bobrek IR grubunda; SHAM, FAS,
IR+FAS grubuna gore anlamli 6lgiide farkliydi (p<0,05). Yine aynmi sekilde bobrek IR
grubunda mutlaka bir histopatolojik hasar vardi. IR grubunda, diger gruplara gore
degisikligin olmama (hps=0) orani1 anlamli 6lgiide farkliydi (p<0,05). Uzak organ hasarinda
on planda nétrofillerin oldugu, inflamatuar yolaklarin aktiflendigi diisiiniildii. Nekrozun ise,
tiim bobrek gruplarinda goriilmemesi deneysel calismanin kurgusuna baglandi. Infrarenal
seviyeden konan klembin bobrek iskemisine yol agmamasi sonucu nekroz gortlmedi.
Bobrege yansiyan asil olay reperflizyon hasari ile sistemik dolasima gecen radikallerin,
bobrekte yapmis oldugu hasardir. BObrekte intersitisyel édemin goérilmemesi, bobrek
arteriyolleri gibi multifaktoriyal dinamikler ile etkilesim sonucu uzak organ hafif hasarini
onledigini distindiirdii. IR-FAS grubunda nétrofil enfiltrasyonun IR grubuna gore anlamli
6lctde fark bulundu (p<0,05). IRH’ nda mutlaka histopatolojik bir bulgu olur ve bu hasar

Fasudil ile normal histopatolojisine kadar geriletebilir.
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Hedef organ hasarina, kKasda, hps’larina baktigimizda,; degisiklik olmama (hps=0)
orani %41 iken hafif veya agir hasar (hps=1,2,3,4) oran1 %59 olarak bulundu. SHAM ve
FAS grubu %50 lik bir popiilasyonu kapsadig: diisiiniildiigiinde IR’da hedef organ olarak
kasda mutlaka histopatolojik hasar olusturdugu gérildd. IR grubu; SHAM ve FAS grubuna
gore anlamli farkliydi (p<0,05). Kas IR grubunda en ¢ok noétrofil hasar1 goriildii. Bunu
nekroz takip etti. Hedef organdaki agir hasar (hps=3,4) orani ¢ok yiiksekti. IR+FAS
grubunda, nekroz ve nétrofil hasarin1 6nlemde IR grubuna gére anlamli bir fark vardi
(p<0,05). Fasudil kas dokusunda IR hasarin1 hps’a gore %87,5 oraninda azalti. IR+FAS
grubu ile SHAM ve FAS gruplan arasinda ise anlamli fark yoktu. Bu da reperflizyonda
verilen fasudilin, histopatolojik gdriiniminid SHAM ve FAS grubundaki gibi (hps=0,1)
normal patolojiye getirdigini gostermektedir. Kasda IRH’ nda mutlaka bir histopatolojik

degisik olur ve bu hasar 1v Fasudil inflizyonu ile normal histopatolojisine kadar geriletebilir.

Uzak organ hasarina, bobrekde, tunnel yontemi ile apopitoza baktigimizda, SHAM,
FAS gruplarinin IR grubuna gére anlamli bir farklilik vard: (P<0,05). En ¢ok apopitoz IR’
nda goruldi. IR grubuna gére IR+FAS grubunda anlamli fark bulundu. IR+FAS grubu
reperfiizyonda apopitozisi baskilar ve hiicre 6liimiine engel olur. IRH’ nda bébrek apopitozis
artar. Amano, Fukata, Seasholtz ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalara gore (147-159), RhoE'
nin ise genotoksik stres sirasinda ROCK I' i inhibe ettigi ve bdylece apoptozu onledigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da bu artan apopitozis Yk 1v infiizyonla verilen fasudil
ile azaltilabilmistir. Uzak organ hasarina, kasda, tunnel yontemi ile apopitoza baktigimizda;,
yine en yiiksek apopitozis IR grubunda vardi. SHAM, FAS gruplar ile IR grubu arasinda
anlamli bir fark bulundu (P<0,05). IR ile IR+FAS gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi. Istatiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmasada, reperfiizyon doneminde
uygulanan Fasudil’ in apopitozisi onemli bir oranda azalttigi goriildii. IRH’ nda kasda

apopitozis artar. Bu artan apopitozis yiikii 1v inflizyonla verilen fasudil ile azaltilabilir.

128



Serum NO seviyelerine gruplar arasi baktigimizda, en yiiksek degerin IR grubunda
oldugu goriildii. SHAM, FAS gruplarina gore IR grubunda serum NO seviyesi anlamli bir
fark ile ylksek bulundu (p<0,05). NO; asetilkolin uyarisi, endotoksin, hipoksi, hicresel
zedelenme veya mekanik kesilme stresine yanit olarak dolasima salinabilmektedir. IR’ daki
yiikselen NO degerlerini, IR+FAS grubu 6nemli bir oraninda azaltsada istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunamistir. Kurose ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore (136) NO
dondrleri olan organik nitratlarin; birgok IR modelinde, 16kosit-endotel adhezyonu, 16kosit-
trombosit adhezyonu, mast hiicresi degraniilasyonu ve artmis vaskiiler gecirgenligi azalttig
gosterilmistir. Frostell ve arkadaslarinin (135) yapmis oldugu ¢alismaya gore inhaler veya
serum fizyolojikte ¢oziinmiis olarak tatbik edilen NO gazinin, IRH’ m1 ve l6kosit
adhezyonunu azalttig1 saptanmistir. Anaya ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismaya gore (75),
NO tedavisi ile hayvan IR modellerinde, doku hasarinda azalma saglamistir. IRH’ 1ina bagh
gelisen endotel hiicre disfonksiyonunda, NO sentezinde azalma olusarak IRH derinlesir.
IRH’ da serum NO degerleri tepki olarak artar. Bu hasar sonucu seruma salinan NO degerleri
fasudil tedavisi ile hasarin iyilesmesi sonucunda seruma salindan NO degerlerinde %25
oraninda bir fayda saglamistir. Bobrek NO seviyelerine gruplar arasit baktigimizda; en
yiiksek degeri IR grubunda goriildii. SHAM ve FAS gruplarinda diisiik NO degerleri elde
edildi. SHAM, FAS gruplar ile IR gruplar arasinda anlamh fark vardi (p<0,05). IR+FAS
grubu IR grubunda gore %25’ in Gizerinde diizeltme sagladi. Fasudil, alt extremitedeki IRH
sonucu gelisen NO yiikiinii, uzak organ bobrekde azaltabilir. IRH’ da bobrekde NO degerleri
tepki olarak artar. Bu hasar sonucu ortama salinan NO degerleri fasudil tedavisi ile hasarin
lyilesmesi sonucunda seruma ortam salinan NO degerlerinde %25 oraninda bir azalma
saglamistir. Kas NO seviyelerine gruplar arasi baktigimizda, en yiiksek NO degeri IR’ nda
olustugu goriildii. SHAM ve FAS gruplarina gore IR grubu istatiksel olarak anlamli bir farka

sahipti (p<0,05). IR grunda IRH na yanit olarak salinan NO nun salinimin artamasi IR+FAS
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grubunda hasarin % 30 oranin da iyilesmesine bagli olarak daha diisiik bir NO degerlerine
neden oldugunu goriildi. Kas dokusunda Fasudil IRH’nin yapmis oldugu hasardan

koruyabilir.

Serum INOS seviyelerine gruplar arasi baktigimizda, en yiiksek degerin IR+FAS
grubunda oldugu goiriildi. SHAM, FAS gruplarina gore IR grubunda anlamli bir fark
bulunud (p<0,05). IR ile IR+FAS grubu arasinda iNOS enzim miktar1 agisindan istatiksel
anlamli bir fark bulunmadi. Ancak enzimi %22,3 oraninda miktarinin artig1 goriildii. Inos;
endotoksitite, sitotoksite, iflamasyon gibi ¢esitli uyarilar ile indiiklenebilmektedir. NOS
substrat olarak yar1 esansiyel bir amino asit olan L-arjinini kullanir ve iiriin olarak NO ile L-
sitriilin olusur. Fasudil ¢esitli uyarilarla indiiklenebilen inos enzimi sayesinde NO yu artirir.
Rivera ve arkaslarmin (137) bir ¢alismasinda ise tedavide NOS inhibitori kullanmigtir.
Ancak, selektif olmayan bir NOS inhibitor kullanimi veya eNOS geni yoklugunda
reperfiizyon hasari artarken, selektif iNOS inhibisyonu ile IRH’ nda azalma elde edilmistir.
Bizim ¢alismamizda da inos uyarilabilirligi IR+FAS grubu ile hem IR’ un kendisi hemde
fasudil inflizyonun etkisi ile pig yapmustir. Bobrek iNOS seviyelerine gruplar arasi
baktigimizda, en yiiksek inos degerine IR+FAS grubunda goriildii. SHAM, FAS grubuna
gore IR ve IR+FAS gruplan istatiksel olarak anlamli bir fark vardi (p<0,05). IR+FAS grubu
IR grubuna gore anlimli fark ¢ikmasada enzim expresyonunda %10 civarinda artirdigi
gorildii. Enzimatik aktivitenin 6l¢iilmedigi calismada enzim ekspresyonlart miktarlarinin
aktiviteye ciddi katkilarinin olabilecegic de akilda tutulmalidir. Kas iNOS seviyelerine
gruplar arast baktigimizda, en ylksek iINOS degerlerinin IR+FAS grubunda oldugunu
gordiik. SHAM gruplarina gore IR grubu anlam bir fark bulundu (p<0,05). FAS grubuna
gore de IR+FAS grubu anlamli bir farka sahipti (p<0,05). IRH’ nda hasarin giderilebilmesi
adina iNOS un indiiklenendigini bulduk Bu indiiklenmenin fasudil ile daha da artig1

diisiinmekteyiz. Inos bir enzimdir. IR grubuna gore IR+FAS grubundaki enzim miktarmdaki
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%20 e yakin bir artisin enzim aktivitesine de olumlu yansidigini diisiinmekteyiz. Fasudil
IRH’ nda iNOS un expresyonunu oOnemli miktarda artirarark hasarin giderilmesinde

koruyucu bir rol oynayabilir.

Serum ROCK leliza kit seviyelerine gruplar aras: baktigimizda, en yiiksek deger
FAS grubunda bulundu. En diisiik deger ise IR grubunda bulundu. FAS grubu IR gurubuna
gore anlamli fark bulundu (p<0,05). IR grubu ile IR+FAS grubu da anlamli farkliydi
(p<0,05). Fasudil selektif Rho kinaz enzimi inhibitoridir. IRH’ nda ¢ok azalan ROCK
seviyeleri ile klinik patolojilerden sorumlu oldugu gosterir. Rock yolunun Fasudil ile
bloklanmasi, IR hasarindan korudugu istatiksel olarak gosterilmistir (p<0,05). Fasudil serum
rock yolaginin giiglii bir inhibit6riidiir ve IRH” ndan korur. Chitaley ve arkadaslarinin (204)
yaptig1 bir calismada NO iligkili vazodilatasyonun Rho kinazin vazokonstriktor aktivitesinin
inhibisyonu araciligiyla oldugu hipotezi ileri siiriilmiistiir. Masumato ve arkadaslarinin (193)
yapmis oldugu bir calismada rho kinaz inhibitérii olan fasudil hipertansif hastalarda
kullanilmis ve bu c¢alismanin sonuglar1 rho-rho kinaz yolaginin hipertansif hastalarda
yiikselmis sistemik vaskiiler rezistansa katildigini1 gostermistir. Mukai ve arkadaslari (205)
yapmis olduklart ¢alismada hipertansif siganlarda Rho-kinaz aktivitesinin  ve
ekspresyonunun arttigini tespit etmistir. Yang ve arkadaslarmin (208) yapmis oldugu
calismada RhoA/ROCK vyolagi ayni zamanda trombusun sekillenmesi ve vaskiiler
inflamasyon mekanizmasi ile de iligkilidir. ROCK birgok mekanizma araciligi ile endotelyal
hiicreler tarafindan iiretilen NO negatif yonde diizenler. Salvarani ve arkadaslarinin (209)
yapmis oldugu calismada RhoA/ROCK aktivasyonu endotelyal NO sentaz (eNOS)
ekspresyonunu azaltigini1 bildirmistir. Eto ve arkadaslarina (210) gore sonu¢ olarak, ROCK
inhibitorleri veya statinler eNOS ekspresyonunu kontrol ederler. Laufs (211) ve Li (212)
ardaslarina gore ROCK enzimleri ayn1 zamanda, PI3-kinaz/ protein kinaz B (Akt) yolunu

inhibe etmek ve arjinaz aktivitesini uyarmak suretiyle eNOS fonksiyonlarini negatif yonde
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duzenlerler. ROCK bagimli sinyal yolu, vaskiiler fonksiyonlari diizenleyen temel
duzenleyici olarak bilinmektedir ve hipertansiyon gibi arteriyal fonksiyon bozukluklarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Bobrek ROCK 1 eliza kit seviyelerine gruplar arasi
baktigimizda, serum grubundaki gibi bir grafik elde edildi En yiiksek deger FAS
grubundaydi. Bunu IR+FAS grubu takip etti. SHAM grubuna gore FAS grubunda anlamli
fark bulundu (p<0,05). IR grubundaki hasradan sorumlu mekanizmalrin rock yolundan
kaynaklanabildigi pek ¢ok litaratiirde ifade edilmistir. Bu ag¢idan da baktigimizda IR+FAS
grubu ile IR grubu arasindaki farkin istatiksel olarak farkli ¢ikmasi nedeni ile (p<0,05)
Fasudil IRH’ nda rock yolagini inhibe ederek iyilesme gostermistir. FAS grubu ile IR
gruplar1 arasindaki ciddi farkin olmasi da spesik rho kinaz inhibit6rlerinin IRH nda
koruyucu bir rol oynadiginin géstergesi olmustur. Kas ROCK 1 eliza kit seviyelerine gruplar
arasi baktigimizda, en yiiksek ROCK 1 miktarinin FAS grubu ile elde ettigini gormekteyiz.
SHAM ve FAS grubu istatiksel olarak anlamli bir farklilik gosterdi (p<0,05). Fasudil iyi bir
rock yolagi inhibitoriidiir. SHAM grubuna gore IR grubunda istatiksel olarak anlamli bir
fark ¢ikmadi. Ancak %40-50 ye yakin bir oranda bir azalma goriildu. IRH’nda olusan hasarin
rock yolu ile gergeklestigini diistinmekteyiz. Spesifik rho kinaz inhibitorii olan fasudilin bu
hasar1 IR grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir fark ile rock yolunu bloklayarak diizeltme

yaptigini gosterdik (p<0,05).

Serum TOS seviyelerine gruplar arast baktigimizda; toplam oksidan duruma en
yiiksek IR’ da goriildii. En diistik deger FAS grubunda gorildi. SHAM grubu ile IR grubu
arasinda anlamli fark vardi (p<0,05). SHAM grubuna gére FAS grubunda tos da %50 e yakin
bir oranda oksidan stresi azalttig1 goriildii. IR grubuna gore IR+FAS grubu oksidan yiikii
%32 olarak azaltig1 goriildii. IRH’ nda oksidan stress artar. Fasudil oksidan yiikii azaltir.
Bobrek TOS seviyelerine gruplar arast baktigimizda,; en yiksek total oksidan durumun IR

grubunda ortaya ¢iktig1 goriildii. SHAM ve FAS gruplarina gore IR grubu istatiksel olarak
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anlamli bir fark mevcuttu (p<0,05). IR+FAS grubunun IR grubuna gore istatiksel olarak
anlaml bir fark ¢ikmasada total osidan durum miktarlarinda %12 lik bir azaltma saglamistir.
Fasudil toplam oksidan miktarlarinda azaltma yapabilir. Kas TOS seviyelerine gruplar
arasinda baktigimizda; en yiksek total oksidan durumun IR grubu ile olmustur. SHAM,
FAS grubuna gore IR grubu istatiksel olarak anlamli bir fark ile yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Yine ayn1 sekilde SHAM grubuna gore IR+FAS grubu farkliydi (p<0,05). IR
grubuna gore IR+FAS grubu %25-30 civarindaki bir oranla toplam oksidan durumunu

alatmistir. Fasudil IRH’ nda oksidan yiik{i 6nemli bir oranda azaltir.

Serum TAS seviyelerine gruplar arast baktigimizda; toplam antioksidan duruma en
cok FAS grubunda rastlandi. FAS grubunda SHAM grubuna gére %20 e yakin antioksidan
total durum OSl¢limii yapildi. IR+FAS grubunda IR grubuna gore IRH’ n1 %35 e yaklasan
oranla iyilesme sagladi. Fasudil antioksidandir, IRH’ na kars1 antioksidan yolaklar {izerinden
de koruma saglamistir. Bobrek TAS seviyelerine gruplar arasi baktigimizda; en yuksek
toplam antioksidan durumun FAS grubu ile elde edildigi goriildii. SHAM grubuna gore FAS
grubu istatiksel olarak anlamli bir fark bulunudu (p<0,005). Bu fark IR grubu ile FAS grubu
arsinda da anlamli bulundu (p<0,05). IR grubu ile IR+FAS grubu arasinda istatiksel anlamli
fark ¢ikmasada total antioksidan durum 6l¢iimlerinde % 30 oraninda iyilesme tespit edildi.
Bobrek TAS seviyelerine gruplar arasi baktigimizda, enyiiksek degerin FAS grubunda
oldugunu gormekteyiz. FAS grubu SHAM gruna gore istatiksel olarak anlamli ¢ikmasada
onemli bir oranda sadece fasudil bile antioksidan toplam durmunu artirmaktadir. IR grubu
hem SHAM hemde FAS gruplarina gore anlaml bir fark vardi (p<0,05). IR grubu IR+FAS
grubu ile karsilastirildiginda ise %30-40 oraninda total antioksidan durumun artiyr goriildii.
IRH’ nda antioksidan toplam miktar1 azalir. Bu azalma Fasudil infiizyonu ile 6nlenebilir.

Fasudil antioksidandir.
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6. SONUC

Rho kinaz enzimi protein kinazdir, hiicre iletisiminden sorumludur. Hiicrelerin
stoplazmasinda bulunur ve uyarildiklarinda membran ile etkilesir. Bir ¢ok klinik sorunun

patofizyolojinde rho kinaz yolaginin, ROCK yolaginin, etkisi oldugu gosterilmistir.

IRH’ nda fasudil rock yolagini inhibe ederek rock aracili geligin sorunlarin 6niine bir
set olabilir. Bunun yani1 sira fasudil oksidan, antioksidan, enflamatuar, endotelyal yolaklar
uzerinden de IRH’ mi azaltabilmektedir. Inos u artirir, toplan oksidatif yiikii azaltir,
antioksidan yiikii artirir. Fasudil serum, bobrek ve kas dokularindaki IRH’ na kars1 koruyucu

oldugunu diisiinmekteyiz.

ClIn ve Japonya’ da uzun yillardir klinik olarak insanlar izerinde kullanilmakta olan
fasudil’ in kardiyovaskiler sistemler Uzerindeki koruyucu etkilerin pek ¢ok calismada
bildirilmistir. Alt extremite yasanan IRH’ ndaki etkilerine baktigimizda hedef organ ve uzak
organ hasarlarina kars1 fasudilin periferik damar hastaliklarinda da Kklinik olarak
kullanilabilecegini diistinmekteyiz. Periferik arter hastaligi, korner arter hastaligi
birlikteligin de yiiksek oldugunu diistiniirsek fasudilin hem periferik hem kalp ac¢isindan da
faydali olabilir. Zaten bu amagla hipertansiyon, anjina, kalp yetmezligi, pulmoner
hipertansiyon, miyokard infartlisi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda; Alzheimer, serebral
vasospazm tedavilerinde; erektil disfonksiyon tedavisinde gibi pek ¢ok hastalikta fasudil

denenmektedir.

Fasudil doz bagimlidir. Denek diizeneginde diisiik doz tercih edilmistir. Bir sonraki
caligmalarda yiiksek doz fasudil inflizyonu ile daha iyi sonuglar alinabilir. Rho kinaz ve inos

enzimlerinin miktarlarindaki artisin, aktivite dlgiimleri ile daha iyi klinik yorum yapilabilir.

Sonug olarak deneysel ¢aligmalarin tamamlanip klinik ¢alismalara baglanmasi ve ilag

olarak hizmete sunulmasi noktasinda da olumlu diistinmekteyiz.
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