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OZET

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinin fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
Ancak iskeminin neden oldugu hasarin 6nemli bir kisminin reperflizyon sirasinda, post-
iskemik dénemde oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi siireci igerisinde biriken bazi toksik
metabolitler, reperfiizyon fazinda dolasima katilarak, iskemiye maruz kalan dokuda ve
uzak organlarda sistemik inflamatuar bir yanit olusturmaktadirlar. Calismanin amact;
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) nlin deneysel I/R hasarmin uzak organ
dokularinda olusturabilecegi oksidan stres ve antioksidan savunma sistemleri iizerindeki
etkinligini degerlendirmektir. Caligmada 30 adet Wistar Albino erkek sican 5 gruba ayrildi.
Bunlar; 1-Sham, 2-VEGF(V), 3-Iskemi-Reperfiizyon (I/R), 4-1/R+V, 5-V+I/R gruplari
seklinde belirlendi. Sham grubunda sadece cerrahi prosediir, VEGF grubunda ise cerrahi
prosediirii takiben tek doz intravenéz VEGF (0,8 pg/kg) enjeksiyonu uygulandi. I/R ve
tedavi gruplarinda, cerrahi prosediir ve mesenterik arterin 90 dakika siiresince klipajt
yapildi. I/R+V grubunda reperfiizyon siireci sonrasinda, V+I/R grubunda ise iskemi
periyodu dncesinde tek doz VEGF uygulandi. Iskemi periyodundan 4 saat sonra hayvanlar
feda edilerek karaciger, bobrek ve kan dokusu 6rnekleri alindi. Biitiin prosediirler anestezi
altinda gerceklestirildi. Dokular oksidatif stres ve antioksidan diizeyleri ag¢isindan
degerlendirildi. Kan 6rneklerinde organ fonksiyonlari agisindan biyokimyasal analizler
yapildi. Gruplar arasi farkliligi belirlemede Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonug:
VEGF’ iin ince bagirsak dokusunda meydana gelebilecek I/R hasarina karst uzak
dokularda belli diizeylerde oksidatif stresi azaltip, antioksidan diizeylerini arttirarak
koruyucu bir etkisi olabilecegini gordiik. Yapilacak yeni caligmalar VEGF’iin I/R hasarina
karst koruyucu etkilerinin daha iyi anlasilmasinda fayda saglamakla beraber, klinikte
uygulamaya girmesi halinde hastalik tedavi planlanmasinda da yeni ufuklar acabilecektir.
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ABSTRACT

The physiopathology of ischemia-reperfusion’s (I/R) injury wasn’t illuminated exactly. It
is thought that there is the essential part of injury caused by ischemic during reperfusion in
the period of post ischemic. Some toxic metabolites cumulating in ischemic process by
getting into circulation in reperfusion phase compose systemic inflammatory response to
tissue exposing by ischemic and distance organs. The purpose of study is to evaluate
effectiveness of VEGF’s experimental I/R injury on distant organ tissues for oxidant stress
and antioxidant defense. In this study Wistar Albino male rats were used. Rats were
divided into five groups (n= 6). Groups: 1-Sham, 2-VEGF(V), 3-I/R, 4-1/R+V, 5-V+I/R. In
Sham and VEGF groups only surgical procedure is applied. In I/R and V groups, surgical
procedure and clip is applied on the mesenteric artery for 90 min. For I/R+V and V+I/R
groups, before or after than ischemia period one dose intra venous VEGF (0,8 ng/kg) was
given. 4 hours after than ischemia period, liver and kidney tissue and blood samples were
collected. All procedure were done under anaesthesia. The tissues were evaluated about
oxidative stress and the levels of antioxidant. It was done biochemical analyses on blood
samples about organ functions. It was used Mann-Whitney U test in determining the
differences between the groups. The result: We saw that there would be a protective effect
of VEGF’s intestine tissue to be occured against I/R injury by reducing oxidative stress in
distance tissues at a certain level and increasing the level of antioxidant. New studies to be
done avail understandability of protective effects against VEGF’s I/R injury and also if
they are applied at clinic, they will be opened new horizons.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis semboller ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Semboller Aciklamalar

cm Santimetre

dl Desilitre

gr Gram

kDa Kilodalton

| Litre

mg Miligram

ml Mililitre

mM Mikrometre

mmHg Milimetreciva

nm Nanometre

nmol/g Nanomol/gram

nmol/mg Nanomol/miligram

rpm Devir Sayist

u Bir enzim birimi

Kisaltmalar Aciklamalar

aFGF Asidik fibroblast biiytime faktorii
AMP Adenin monofosfat

ATP Adenozin trifosfat

bFGF Temel fibroblast biiyiime faktorii
CAT Katalaz

cGMP Siklik guonazin monofosfa
CoQ10H2 Ubikinol

CuZnSOD Bakair ¢inko siiperoksit dismutaz
DNA Deoksiriboniikleik asit

DTNB 5,5’-dithiobis 2-nitrobenzoik asit
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1. GIRIS

Iskemi, dokunun oksijen(O) ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim tarafindan
saglanamamas1 ve olusan artik driinlerin uzaklastirilamamas: olarak tanimlanir.

Reperfiizyon ise bu iskemik dokudaki kan dolagiminin tekrar saglanmasidir [1].

Dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hiicrelerde fonksiyon bozuklugu ile
baslayip, hiicre 6liimiine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay gerceklesir. Hiicresel enerji
eksikligi iskemik hasarin gelismesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Hiicresel
fonksiyonlarm gerceklesebilmesi igin gerekli temel yakit O,’dir. Iskemi déneminde, O,
yokluguna bagli olarak, mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon
kapasitesi giderek azalmaktadir. Oksidatif fosforilasyonun bozulmasi hiicre i¢i ATP ve
fosfokreatin sentezinde azalmaya yol agar. Hiicrede anaerobik glikolizle ATP iiretimi

baslar. Laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi artar [2].

Iskemik dénemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar
sitokinlerin, l16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artig, buna karsilik antioksidan
enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum hiicreyi reperfiizyon dénemindeki hasara
kars1 dayaniksiz kilar. Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam
ettigi icin ATP’den AMP ve adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disina diflize olur ve
inozin ve hipoksantine pargalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin
birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol agar.
Normal sartlarda hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici
NAD" (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) dir. Ancak hipoksi ya da iskemi
nedeniyle KDH — KO’a doniistiiglinden hipoksantinin iirik asite doniisiimii KO tarafindan

gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici olarak molekiiler oksijen kullanilir [3].

Reperfiizyon biyokimyasal mekanizmalarin aracilik ettigi sekonder hasara neden olan bir
olaydir. Reperfiizyon hasari, molekiiler oksijenin toksik metabolitleri ile olusur. Normalde
O,, karbondioksit ve suya metabolize olur. Hipoksi sonucu, elektron transport sisteminde
bozulmaya bagl olarak reperfiizyon doneminde ani olarak artan O,, su ve karbondioksit

yerine sitotoksik serbest oksijen radikallerine doniismeye baslar [4].



Ayrica iskemi siireci igerisinde biriken bazi toksik metabolitler, reperfiizyon fazinda
dolasima Kkatilarak, iskemiye maruz kalan dokuda ve uzak organlarda sistemik inflamatuar
bir yanit olusturmaktadirlar. Etkilenen dokularda siklikla nétrofil infiltrasyonu gdzlenir.
Postkapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina ¢ikmasi ve ldkositlerin
hareketliligi baslar. iskemi/reperfiizyon (I/R) sonras1 dokularda mikrovaskiiler fonksiyon

bozuklugu gelisir. Kapillerlerde 16kosit tikaglar1 olusur, siv1 filtrasyonu artar. [5].

Ince bagirsak iskemisi gesitli nedenlerle ortaya cikan etiyolojisine gdre mortalite ve
morbiditesi degigen klinik bir durumdur. Strangiilasyon ileusu ve akut mezenterik iskemi
en sik karsilasilan nedenlerdir [6]. Gastrointestinal sistem I/R hasarina karsi son derecede
hassastir [7]. Intestinal I/R hasar1, akut mezenterik iskemi, intestinal obstriiksiyon, ince
bagirsak transplantasyonu, travma ve soku igeren bir¢ok klinik vakada ortaya ¢ikmaktadir
[8,9]. I/R boyunca intestinal bariyerin zedelenmesi, bakterilerin ve bakteri iirlinleri olan
endotoksinlerin transloke olmasina yol agar. Bu maddelerin sistemik disseminasyonu, uzak
organ hasarinin olusumu ile iliskilidir. Endotoksinler, ¢esitli sitokinleri ve TNF-alfa gibi
diger bazi enflamatuar medyatorleri salgilatmak {iizere makrofajlar1 stimiile ederek
"Sistemik Inflamatuar Yamt” ya da "Coklu Organ Disfonksiyonu Sendromu”nun ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir [10,11].

Uzak organ hasari, I/R hasar1 olan organdan uzaktaki ¢esitli organlarda da goriilebilen bir
cesit oksidatif hasardir [12]. Ornegin renal iskemik hasar; beyin, kalp, karaciger, kemik,
mide, barsak, akciger gibi organlarda hasara neden olur [13]. Proinflamatuar sitokinler,
intestinal I/R olaymin yerel ve uzak organ hasari olusturmasinda Onemli role

sahiptirler[14].

Reperfiizat icindeki cesitli toksik maddelerden olan TNF-alfa ve IL-1, 6nce portal ven
yoluyla kalbe ulasir, sonra sistemik dolasima dagilirlar. Boylece sistemik bir enflamatuar
yanit tetiklenmis olur. TNF alfa ve IL-1, 16kositler {izerinden sistemik enflamatuar yanita
yol acarlar. Bu maddeler, akciger, karaciger ve miyokard hasarina neden olan baslica

sitokinlerdir [15].

Ozetle I/R zedelenmesi ele alindiginda bu siirecin reaktif oksijen tiirleri (ROT),
kompleman sistemi, hem oksijenaz sistemi (HO), endotel hiicreleri ve notrofiller arasindaki

tam anlagilamamis ve karmasik bir iligkiyle ortaya ¢iktig1 goriilmektedir [16].



Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii (VEGF), Trombosit kaynakli biliylime faktorleri
siiper ailesinin bir iiyesi olup [17] vaskiilojenez ve anjiojenezde 6nemli bir mediatordiir
[18]. Anjiyogenez ¢esitli malign tiimorlerin gelisimi, ilerlemesi ve tiimor hiicrelerinin
yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir [19]. Hipoksi, VEGF ve reseptorlerinin yapimini
indiikleyerek anjiyogenezi baslatan en etkili stimuluslardan biridir. VEGF’in morfogenez
ve kemotaksisde de Onemli roller iistlendigi bilinmektedir [17]. VEGF’iin endotel
hiicrelerini apoptozise karsit korudugu da ifade edilmektedir [20]. VEGF, NO iiretimini
stimiile eder. NO ise vaskiiler permeabilite ve anjiogenezisi arttirir [21,22].  Literatiirde
farkli dokularda iskemi reperfiizyon hasarinin etkilerinin azaltilmasi1 amaci ile kullanilan
bu ajanin sadece vaskiilogenez ve anjiogenez 6zelligi ile degil antioksidan ve vazodilatator
etkileri ile de fayda sagladign diisiiniilmektedir[23]. Nitekim Oz Oyar ve arkadaslari
VEGF nin I/R hasari iizerinde antioksidan etki gosterdigini belirtmislerdir [24].

Bu c¢alismanin amaci; VEGF’in, deneysel I/R hasarmin uzak organ dokularinda
olusturabilecegi oksidan stres ve antioksidan savunma iizerindeki etkinligini
degerlendirmektir. Bu amagla kullanilan ajanin literatiirde ve klinikte uygulamaya girmesi

halinde hastalik tedavi planlanmasinda yeni ufuklar agilabilecektir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Anatomik Yapis1 ve Kanlanmasi

Bobrekler karin arka bolgesinde retroperitoneal alana yerlesmis olup, columna
vertebralisin hemen lateralinde ekstraperitoneal bag dokusu i¢inde uzanirlar. Sirtiistii
pozisyonda, list ugtan T12 vertebra, alt ugtan L3 vertebra arasinda bulunurlar. Sag bobrek
karacigerle iligkisinden dolay1 sola gore birka¢ cm daha asagidadir. Bobreklerin seviyeleri
solunum sirasinda ve postiir degisikligi ile degisir, her bir bobrek derin inspirasyonda
vertikal olarak yaklagik 3 cm. hareket eder. Bobrekler sekil ve hacim olarak benzer
olmalarma ragmen sag bobrek sol bobrege gore daha kisa kalindir ve orta hatta daha
uzaktir. [25,26].

Bobreklerin, facies anterior ve facies posterior olmak iizere iki yiizii, margo medialis ve
margo lateralis olmak {izere iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior olmak

tizere iki ucu vardir (Sekil 1).

Capsula Fibrosa Polus _ Superior

Cortex Renalis

Medulla Renalis
Columna Renalis

alix Minor

Papilla Renalis

A.Renalis

Hilum Renale
Pelvis Renalis

V.Renalis

Lobus Renalis

L
Polus inferior

Sekil 2.1. Bobregin yapisi [25]

Bobrek ince ve saglam bag dokusundan yapilmis kapsula fibroza adi verilen bir tabaka ile

sartlmistir. Kapsula fibroza hilus yakinlarinda iki yapraga ayrilir. Dis yaprak hilustan



bobrege giren c¢ikan olusumlarin iizerini her taraftan sarar. Bu diizeyde daha siki ve
yapisiktir. Kapsiila fibrozanin disinda bobregin biiyiik bir kismi kapsiila adipoza adi1 verilen
bir yag tabakasi ile sarilidir. Bobregin arka tarafinda bu tabaka her zaman daha kabadir.
Onde, bébregin peritonla ortiilii kisimlarinda yag tabakasi bulunmaz. Kapsiila adipozanin
disinda bobregin her tarafini saran ve fasiya renalis (Gerota fasiyasi) denilen ince bir fasiya
vardir. Bunun disinda da pararenal yag tabakasi bulunur. Gerota fasiyasi bobrek orjinli

patolojik durumlart siirlayan ¢ok 6nemli bir anatomik bariyerdir [27]. (Sekil 2.1)

A. renalis'ler her iki tarafta 1. ve 2. lumbal omurlar arasindaki discus intervertebralis
hizasinda dik ag1 ile aorta'dan ayrilir [28]. Renal arterler 5 segmental artere ayrilir. Renal
arterin ilk ve en genis dali; posterior segmental arterdir. Cogunlukla renal hilusa girmeden
renal arterden ayrilir, renal pelvisin arkasindan ilerler ve bobregin posteriorunun biiyiik bir
kismin1 besler. Segmental arterler arasinda anastomoz ve kollateral dolasim yoktur. Yani
bir segmental arterin tikanmasi sonucu o arterin besledigi parenkimde iskemi ve enfarkt

geligir. Eger renal arter dallarini vermeden hasarlanirsa bobregin tiimii kaybedilebilir [29].

Bobrek icine girmeden once renal arter, anterior ve posterior olmak tizere iki dala ayrilir.
Posterior segmental arter bobregin hemen hemen % 50’sini besleyen bir yapidir. Posterior
dal1 bobregin arka yiiziinli ve orta kismini beslerken anterior dali bobregin geri kalan tiim

kisimlarini besler [30-32]

Segmental arterler renal siniiste ilerler ve dallanarak her piramit i¢in bir lober arter olarak
devam ederler. Daha sonra tekrar dallanarak interlober arterler olarak parankime girerler ve
piramitler arasinda uzanirlar. Interlober arterler kortikomeduller bolgede piramit tabanina

paralel seyretmek tizere donerek arkuat arter adin1 alirlar [33].

Arkuat arterlerin dallar1 olan interlobiiler arterlerden ¢ikan afferent arterioller glomeriiler
yumagi olusturur ve bu yumaktan ¢ikan efferent arteioller stroma i¢inde ven sistemiyle
devam eder. Renal venler arterlere eslik eder ve onlara benzer isimler alirlar, interlober
venler birleserek vena renalise, vena renalis ise vena kava inferiora drene olur [34,35]

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Bobrek kanlanmasi

Renal venin distalindeki veniillerde tikaniklik olugsa da, ara baglantilar sayesinde bobregin
drenaji1 devam edebilir. Bu drenaj vendz sistem arasindaki anastomozlar sayesinde saglanir.
Renal sinirler renal damarlara eslik ederek bobrek i¢ine giren renal pleksustan ¢ikar. Renal
pleksusa onbir ve onikinci spinal sinirlerin dorsal koklerinden duyu, ¢6lyak gangliondan
sempatik, splanknik ve vagus sinirlerinden parasempatik lifler gelir. Bobregin lenfatik

kanallar1 ise lumbar lenf nodlarina drene olurlar.

Renal hilusta arter ve venle birlikte renal pelvis yer alir. Renal pelvise major ve minor
kaliksler agilir. Minor kaliksler birleserek {ist, orta ve alt major kalikslere ve bunlar da
renal pelvise agilirlar [36]. Renal pelvis tamamen intrarenal veya kismen ekstrarenal
durumda olabilir, alt orta tarafta iireterle devam ederek olusan idrar1 alt iiriner sisteme

bosaltirlar [25,35].
2.2. Karacigerin Anatomik Yapisi ve Kanlanmasi

Karaciger viicudun en biiyiik parankimal orgamdir. Midklavikiiler hatta 4. interkostal
araliktan kosta kavsine kadar uzanir [37]. Normal agirhigi eriskin erkeklerde ortalama
1400-1600 gr, eriskin kadinlarda ise ortalama 1200-1400 gr civarindadir [38]. Yetiskin bir

insanda karaciger toplam viicut agirligmin % 2-3 ‘linii olusturmasina karsin, organdan



gecen kan, dakikada 1400-1500 ml olup, bu miktar dolasimdaki kanin % 25- 30 ‘u
kadardir. Karacigere kanin % 70-80 ‘i portal venden, geri kalan kism1 hepatik arterden
gelmektedir. Karaciger hilusundan portal ven, hepatik arter ve sinirler girer, sag ve sol
hepatik kanallar ile lenfatikler ¢ikar. Karaciger, diyafragma ve arka ylizde, batinla temas

eden boliim disinda periton ile ortiiliidiir [37].

Karaciger cerrahisindeki en 6nemli gelismelerden biri karacigerin segmental anatomisinin
anlagilmasidir. Couinaud’un karaciger icin gelistirdigi segmental sistem pratikte genis
kabul gormiistiir [39]. Couinaud ve Bismuth portal ve hepatik venlerin dallanmasini esas
alarak karacigeri segmentlere ve subsegmentlere ayirmislardir. Burada karaciger sekiz
segmente ayrilmistir. Subsegmenterler ii¢ ayr1 dikey diiz-lem ile belirlenir. Segment |
haricindeki tiim bu segmentler daha sonra sag ve sol ana portal dallar diizeyinden gegen bir
yatay diizlem ile superior ve inferior subsegmentlerine ayrilir. Boylece karacigerin ii¢
dikey ve bir yatay diizlem tarafindan olusturulan sekiz subsegmenti ve bir segmenti

(segment I) tanimlanir [40]. (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Karacigerin segmental anatomisi [41]

Karaciger splanknik kan akimiin merkezindedir ve ayrilmaz bir sekilde baghdir.
Splanknik vaskiilaritede meydana gelen herhangi bir degisiklik hepatik kan akimini etkiler
[42].



Hepatik arterdeki kanin O, satlirasyonu normal insanda %96-98 civarinda olmasina
ragmen, debisinin portal vene gore diisiik olmasi sebebi ile karaciger oksijenasyonundaki
pay1 portal vene gore daha diisiiktiir. Bu nedenle karaciger oksijenasyonunun %60-

70’inden portal ven, %30-40’1ndan ise hepatik arter sorumludur [42,43].

Karaciger Hepatk arter

Hepatik

venler

of Mide ) ?
Colyak~
arter
) " <
Portal ven Dalak ‘
v ’ -( = | :
Pankreas Qupcrl(ll :
mezenterik

arter

W

Sekil 2.4. Splanknik sirkiilasyon [44]

Portal ven valf igermedigi igin diisiik basingta yiiksek kanlanma saglar. Ek olarak bu
0zelligi nedeniyle portal sistemin herhangi bir yerinden basing dl¢iimii yapildiginda portal
basing Olciilmiis olacaktir. Portal ven 6-8 cm uzunlugunda ve yaklasik 1 cm capindadir.
Karacigere girmeden hemen once sag ve sol portal dallar1 verir ve daha distalde segmenter

anatomiye uygun olarak dallanir [45].

Karacigerde ayrica inferior frenik arterden ve gastroduedonal arterden de arteryel beslenme
olmaktadir. Hepatik arter, ¢olyak trunkustan ayrildiktan sonra superior gastroduedonal ve
sol gastrik dallarin1 verir ve arteria hepatika propria adimi alir. Bu arterde karacigere

girmeden Once sag ve sol hepatik arter dallarin1 verir [46].
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Hepatik arter sag ve sol dallarmi verdikten sonra baglansa bile interlober ve intersegmenter
kollateraller sayesinde kanlanma yeterli seviyede kalmaya devam edebilir. Ancak bu

kollaterallerin her zaman olmayabilecegi de akildan ¢ikarilmamalidir [46].

Hepatik fonksiyonel iinitenin dolagsiminda ise ana yollar portal triadlardaki hepatik arter ve
portal venin dallaridir. Glisson kapsiiliiniin hemen altinda sintizoidlere dal verirler. Portal
ven basinci yaklasik olarak 6-10 mmHg, siniizoidlerdeki basing ise 2—4 mm Hg’dir. Bu
nedenle karacigerde kan akimi, basing farkina gdre portal venden siniisoidlere dogru
devam etmektedir [44].

2.3. iskemi / Reperfiizyon Hasar1

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz perfiizyonu
sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan iskemi,
hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre
oliimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi icin yeniden kan akimi gerekir. Iskemik bir dokuda kan
akimmin yeniden baglamasi durumu reperfiizyon seklinde tanimlanir. Ancak, iskemik
dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok

daha ciddi bir hasara yol agar [1].

Doku ve hiicre zararina yol agan kan akiminin azalmasi ya da kesilmesi en ¢ok oksijene
hassas dokular1 etkiler. Bu aerobik hiicreler enerji kaynagi olarak mitokondrial oksidatif
fosforilasyonu kullanirlar. Dolayisiyla aerobik metabolizmaya sahip tiim doku ve organlar

I/R hasar1 i¢in potansiyel hedeftir [47].

Iskemi sonucu hipoksi olusmakta, olusan hipoksi ise aerobik oksidatif solunumu
etkileyerek, son derece 6nemli ve genel bir hiicre zedelenmesi ve 6lim nedeni olmaktadir

[14]. Iskemide hasarin siddeti, hipoksinin siiresi ve derinligine baglidir [48].

Iskemik donemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya gelen
kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin5'trifosfat
(ATP) ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir [2]. ATP azalmasi hiicre

icinde bircok sistemi etkiler. Hiicrede enerji depolarinin bosalmasi ile hiicre zarinda
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bulunan Na'-K* ATPaz pompasinin aktivitesi azalir. Buna bagli olarak hiicre iginde Na® ve
Ca'*? birikirken, K+ azalir. Solid materyalin artisi, suyun izoosmotik artistyla birlikte akut

hiicresel sismeye neden olur [49,50].

Hiicre i¢inde Ca™ iyon konsantrasyonunun artisi hiicre igin sitotoksiktir [51]. Ca™
seviyesindeki bu artis sitoplazmik proteazlar ve niikleazlarin salinimini aktive etmektedir.
Bunlar yapisal proteinlerin ve DNA’nin hasar gérmesinden sorumlu olan enzimlerdir.
Kalsiyumun aktive ettigi fosfolipazlar, membran lipidlerini arasidonik asit ve diger ¢esitli
vazoaktif metabolitlere doniistiirecektir. Ca™ ile endoteliyal ksantin dehidrogenaz, ksantin
oksidaza doniislir ki bu enzim reperflizyon esnasinda serbest radikal iiretiminde rol alan
6nemli bir ajandir. Sonug olarak, intraseliiler Ca™ konsantrasyonundaki yiikselme, aspartat

ve glutamat miktarmin artmasina neden olur [48].

Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile hizla
olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok mekanizma rol
oynamaktadir. Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel yapilar, zar lipitleri,

proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir [52].

Reperfiizyon hasariin olugsmasinda iki mekanizma s6z konusudur. Bunlardan ilki serbest
oksijen radikallerinin agiga ¢ikmasi, digeri ise hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz A2’ nin
iskemik donemde kalsiyum etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag asitlerini
parcalamasidir [53]. Polimorf niiveli 16kosit (PMNL)’ler myeloperoksidaz (MPO) enzimi
ve intestinal mukoza hiicrelerindeki ksantin oksidaz (XO) enzimi etkisiyle serbest oksijen
radikalleri ortaya c¢ikar [54]. Fosfolipaz A2 hiicre membranindaki yag asitlerini
fosfolipidlerden ayiran hidrolitik bir enzimdir. Fosfolipaz A2’ nin etkisiyle lesitinden

lizolesitin, sefalinden lizosefalin, fosfatidilkolinden lizofosfatidilkolin meydana gelir.

Fosfolipaz A2 ayrica prostaglandinlerin ve lokotrienlerin iiretimini de uyarir. Lizolesitin
cok sitotoksik bir maddedir. Ayrica lizofosfatidilkolin normalde iskemiden sonra goriilen

intestinal permeabiliteyi oldukc¢a siddetlendirir [54-56].
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2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde elektronlar,
atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekiil stabildir ve reaktif
degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi onu reaktif hale
getirir [57].

Serbest radikallerin hiicre igerisinde olusma sekilleri, radyant enerjinin absorbsiyonu ile
normal fizyolojik olaylar sirasinda olusan rediiksiyon-oksidasyon reaksiyonlar1 ile eksojen
kimyasal maddelerin enzimatik metabolizmalar1 iledir. Serbest radikaller pozitif yiikli,

negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral olabilirler.

Serbest radikaller aracilig1 ile gelisen hiicre zedelenmesinde 6zellikle ti¢ reaksiyon ilgilidir;
1-Membranlarin lipit peroksidasyonu
2-Deoksiriboniikleik asit lezyonlar1

3-Proteinlerin ¢apraz baglanmasi [58].

Radikaller bazen diger radikallerle etkileserek stabil molekiiller meydana getirirken,
radikal olmayan bilesiklerle yeni radikaller meydana getirebilirler. Yeni radikaller, daha

toksik olabilir veya bagka toksik radikal reaksiyonunu baslatabilirler [59, 60].

Oksidatif stres sonucu olusan ¢esitli serbest radikaller ve singlet oksijen ile hidrojen
peroksit gibi radikal olmayan ara iiriinlere genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) denir
[61]. Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir
denge icerisindedir. Bu dengenin serbest radikallerin artmasi yoniinde bozulmasi

‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan duruma neden olur [62, 63].
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Sekil 2.5. Oksidatif stres

Iskemi sirasinda dokuda asir1 miktarda hipoksantin birikir. Normal kosullarda hipoksantin,
nikotinamid adenindiniikleotid varliginda ksantin dehidrogenaz (XD) enzimi araciligi ile
urik asite g¢evrilir. Bu tepkimede nikotinamid adenindiniikleotid okside formu elektron
alicisidir. Iskemi sirasinda hiicresel enerji bozuldugu igin hiicrenin Ca** dagilmm
dengeleme yetenegi de bozulur. Hiicre ici Ca*? birikimi olur. Bu olay XD, ksantin oksidaz

(XO) formuna doniismesine neden olur [64].

Iskemi sonrasinda damar endotelinin hasar gérmesi ile nétrofil ve trombosit aktivasyonu
meydana gelmektedir. Bunun yanisira iskemik alanda ortaya ¢ikan kemotaktik faktorlerden
kompleman 3a (C3a) ve kompleman 5a (C5a) nétrofillerin bolgeye go¢ etmesine neden
olur. I/R alanina gelen nétrofiller, bu boélgede SOR iiretirler. Ortaya ¢ikan SOR
antiproteazlar1 inaktive eder. Sonucta, lizozomlardan proteolitik enzimler salinarak
membran hasar1 olusur. Ayrica nétrofiller de uyarilmalart sonucunda esnek yapilarim

kaybederek mikrosirkiilasyonda kalir ve embolizasyona neden olurlar [65].

Reperflizyon sirasinda aniden ve c¢ok miktarda O sisteme katilir. Hipoksantin, XO
katalizorliigii altinda tirik aside doniisiir. Elektronlar molekiiler O, aktarilir, boylece O,
stiperoksid radikaline (O;) ve hidrojen peroksit (H;0;)’e doniismektedir. Ayrica
sliperoksid anyon radikali endotel hiicrelerinde H2O,, hidroksil radikali (OH") ve hipoklorit
asit (HOCL) gibi diger O, metabolitlerinin agiga ¢ikmasina neden olur [66].
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Reperfiizyon sirasinda, hiicre i¢ine Ca*? akismnin artmasi ya da endojen fozfolipaz A2
inhibitorlerinin inaktivasyonu, fosfolipaz A2 aktivasyonuna neden olur. Fosfolipaz A2,
membrandaki fosfolipitlerden yag asitlerini ayirarak, lesitinden lisolesitin, sefalinden
lizosefalin ve fosfatidilkolinden lizofosfatidilkolin olusturan hidrolitik bir enzimdir. Bu
trtinlerin ¢ogu iskemi ile hasarlanmis doku icin toksiktir, 6zellikle lizofosfatidilkolin
konsantrasyonu reperfiizyon sonrasi fosfolipaz aktivasyonundaki artigla paralellik gosterir,
yiiksek konsantrasyonlarda oldukga sitotoksiktir ve iskemi sonrasi olusan asir1 gecirgenligi

artirir [67].
2.4.1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Reperfilizyon ile birlikte, I/R hasar1 gelisiminde 6nemli rol oynayan siliperoksit anyonu
(O2), hipoklorik asit (HOCI) ve H,O, gibi ROT’lar olusur. En genel ROT kaynagi
mitokondridir. Mitokondriyal elektron transport sikica diizenlenmistir ancak bazi kacaklar
her zaman meydana gelmektedir. Bu kacaklar ROT olusumuna yol agar [68]. Solunan
oksijenin % 95’inden fazlast1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik %5 ’i de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron iceren ve bu
ozellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere doniismektedir [69]. Organizmada
serbest radikal ve ROT’larin olusmasina yol agan endojen ve ekzojen kaynaklar

bulunmaktadir [61].

Endojen kaynaklar:

1- Mitokondriyal ve endoplazmik retikulum elektron transport zinciri

2- Notrofil fagositoz sistemi

3- Ksantin oksidaz sistemi

4- Arasidonik asit metabolizmasi

5- Enzimatik olmayan reaksiyonlar

6- Lenfosit, fibroblast ve endotelden diizenleyici molekiiller olarak salgilanma
7- Diger oksidazlar

Ekzojen kaynaklar:

1- Iyonizan radyasyon (X-1s1n1 )

2- Hepatotoksinler (Karbon tetrakloriir )
3- Ksenobiyotikler

4- Redoks siklusu yapan maddeler
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5- Kemoterapdotikler (Adriamisin )

6- Hava kirliligi, UV 1sinlar, sigara

Stiperoksit radikali (O;)

Hiicresel metabolizma akisinda sekillenen en bol serbest oksijen radikalleri O,
radikallerdir. Bu radikal, ¢ogunlukla endoplazmik retikulum ve mitokondiride elektron
aktarimi sirasinda iiretilir. Fakat bu radikal ayn1 zamanda ¢esitli enzimatik reaksiyonlarda
yan tirlindiir [70]. O, radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur. Spontan
ya da enzimatik siliperoksit dismiitasyonla(SOD) bu radikalden ikinci bir ara iiriin olan
H,0; olusur [71]. H,O; eslenmemis elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir
[72].

O, +e—— Oy

SOD
O, +2H———> H,0,+0,

Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler O’nin g¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi sonucu peroksit olusur.
Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek H;0, i meydana getirir. H0;
membranlardan kolayca gecebilen uzun omiirlii bir oksidandir. Katalaz enzimi(CAT) ile
H.,0, ve O, ye yikilir [73]. H,O,, CAT ve GSHPX tarafindan toksik olmayan iiriinlere
cevrilir [74].

Katalaz
H,O, » 2H,O + O,

GSSG + NADPH + H* » NADP" + 2GSH
GSH-rediktaz
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GSH-P,
H,0, » GSH, H,0 + GS5G

H20, bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif O, tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksid ile reaksiyona girerek, en reaktif
ve zarar verici serbest radikal olan OH" radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.
Buna Haber-Weiss tepkimesi adi verilir. Haber-Weiss tepkimesi, ya katalizor varliginda ya

da katalizorsiiz olarak gergeklesir. Katalizorsiiz reaksiyon oldukga yavas ilerler.
20, + 2H,0, —> 20, +20H +20H" (Haber — Weiss tepkimesi)

Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢cok hizlidir. Bu tepkimede once ferri demir (Fes+)
siiperoksid tarafindan ferro demire (Fe®*) indirgenir. Sonra ferro demir kullamlarak Fenton
reaksiyonu ile H,O,’den OH' radikalleri iiretilir. Stiperoksid, hem H,O; kaynagi hem de
gecis metalleri iyonlarinmn indirgeyicisidir. Indirgenmis gegis metalleri (demir ve bakir)

okside sekillerine gore H,0, ile birlikte daha reaktiftirler [73].
Fe' + JH:0n * Fe' +OH + OH’ ( Fenfon tepkimesi)

Hidroksil radikali (OH)

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucu OH" radikali olusur
[75]. OH" radikali reaktif oksijen partikiillerinin en gii¢lisiidiir ve yarilanma omrii ¢ok
kisadir. Ayrica OH™ radikali H,O2’nin gecis metallerinin varhiginda indirgenmesiyle

(Fenton reaksiyonu) meydana gelir [57].

HO — 5 H + OH

Singlet oksijen (*O,)

Ortaklanmamig elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif oksijen molekiiltidiir.

Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarmin
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baslamasina da sebep olur Singlet oksijen diger molekiillerle etkilesime girdiginde icerdigi

enerjiyi ya transfer eder, ya da bagli tepkimelere girer [58].

Nitrik oksit (NO)

Serbest nitrojen radikallerinden organizma i¢in en Onemlileri nitrik oksit (NO) ve
peroksinitritdir (ONOO): . NO, karacigerde 6nemli sinyal molekiil igslevi goren pluripotent
gaz formunda bir serbest radikaldir. Bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis
elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal tanimina
uymaktadir. NO lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca stabildir ve suda
¢Oziinlir. Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir bir¢ok dokuda
fizyolojik  siireglerin  kontrolinde yer alan O6nemli bir sinyal molekiliidiir.
Norotransmisyon, immiin direng, apoptozis kontrolii gibi bir¢ok siirecte rol alir. Biyolojik
etkilerini hem gruplari, siilfidril gruplari, demir ve ¢inko gibi hedef molekiillerde gdsterir.
NO endotel hiicresi, sinir hiicresi, makrofaj, trombosit, diiz kas hiicresi ve bir¢ok hiicrede
L-Argininden nitrik oksit sentetazlar (NOS) olarak adlandirilan bir dizi enzim tarafindan

sentezlenir [77].

Karacigerde NOS’un 3 izoformu bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde uyarilabilen inflamatuvar
NOS (iNOS, NOS-2) ve endotelyal yapisal NOS (eNOS, NOS-3) en 6nemli olanlaridir.
INOS, genellikle inflamatuvar mediatorlere yanit olarak, hepatositler ve Kupffer hiicreleri
ve notrofiller gibi inflamatuvar hiicrelerden eksprese edilir. eNOS, aktivitesi intraselliiler

Ca*? seviyelerine bagimlidir [78].

Endotelden sentezlenen NO, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde guanilat siklazi uyararak siklik
guanosin monofosfat (cGMP) olusturur. Boylece vaskiiler diiz kasin gevsemesini
saglar[79].
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L-arginin == NO nitrik oksit

'0, » ONOO » ONOOH
singlet peroksinitrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

O, stperoksit
anyon radikali

/ \ OH
O, \ H,O,  hidrojen peroksit == hidroksil radikali
HO

hidroperokszil radikali

Sekil 2.6. Molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu ve nitrik oksit iligkisi ile
peroksitrit olusumu [69]

INOS ile NO asir1 iiretiminin sepsisteki sistemik vazodilatasyondan sorumlu major
mekanizma oldugu diisliniilmektedir. Endotelde, vaskiiler kas hiicresinde, makrofajda,
mezangimal hiicrede INOS aktivitesi saptanmistir. INOS; Endotoksin, Tiimoér Nekrozitan
Faktor, Interlokin-1 ile uyarilir. Ayrica aktive nétrofillerin kendileri de bir NO kaynagidir.
Lokal NO f{iretimi renal kan akimi diizenlenmesinde Onemli bir medyatordiir.
Preglomeriiler vaskiiler direnci, efferent arteriol tonusu ve mikrovaskiiler akimi diizenler.
Notrofil-endotel hiicre iliskilerini bloke ederek trombosit agregasyonunu ve oksidan
salmimmin1 engeller. Hayvan modellerinde NO inhibisyonunun proteiniiride artisa, bobrek

glomeriiler siizme hizinda azalmaya ve glomeriiler tromboza sebep oldugu gosterilmistir
[80].

NO insanlarda damar endotelinden bazal durumlarda siirekli salinarak olusan vazodilator
etki sonucunda damar rezistansinin diizenlenmesine katkida bulunur. Ilaveten endotele
16kosit adezyonunun smirlandirilmasinda trombosit aktivasyonunun 6nlenmesinde,
miyokard kontraktilitesinin regiilasyonunda, agri, gorme, koklama ve aglik duygusunu
algilamada da onemli rolii vardir. Penil ereksiyonundan pankreasta beta hiicrelerinden

insiilin salgilanmasina, uterusun kasilma ve gevsemesine kadar organ sistemleriyle ilgili
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pek cok etkilerine ilaveten, immiin sistemde de onemli fonksiyonlarin gerg¢eklesmesine

katkida bulunmaktadir [81,82].

Peroksinitrit (ONOQO)

Peroksinitrit (ONOQO) ise NO ve O, tepkimesi sonucu meydana gelir. NO’in toksik
etkileri peroksinitrit tiretimi ile baglantilidir. Peroksinitrit birden fazla yolla hiicre hasarina
neden olabilir. Bunlar; hiicrede lipid peroksidasyonunun baslamasi, dogrudan
mitokondriyal solunum zinciri enzimlerinin inhibisyonu ve membran Na / K ATPaz
aktivitesi inhibisyonudur [83,84].

Peroksinitrit, direkt olarak proteinleri hasara ugratir ve OH’, azot dioksit (NO;") ve

nitronyum iyonu (NO," gibi toksik iiriinlere déniisiir [85]

Hiperklorit

Hiperklorit, myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ile HO, olusmaktadir. Hiperklorit
cogunlukla nétrofiller tarafindan olusturulmakla birlikte, tiyollerin, lipidlerin, askorbatin
ve Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH)’in oksidasyonu sonucu g¢esitli
sekonder iriinlerin olusumu ile bircok biyomolekiile hasar vermektedir. Ayrica asidik
formda, bu oksidan hiicre zarindan gegebilmekte ve de proteinlerin birgok reaksiyonla

fragmantasyonuna ve de agregasyonuna neden olmaktadir [61].
2.4.2. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok hasara neden olmaktadir. Bu hasarlar sdyle

siralanabilir;

a) DNA’ nin tahrip olmasi

b) Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi

¢) Lipid peroksidasyonu sonucu membran yapisi ve fonksiyonun degismesi
d) Enzim aktivelerinde ve lipit metabolizmalarindaki degisiklikler

e) Protein ve lipitlerle kovalen baglar olusturulmasi

f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi

g) Seroid ve yas pigmenti denen bazi maddelerin birikimi
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h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein turoverinin artmasi

i) Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre
ortaminin tiol/disiilfit oraninin degismesi

J) Kollagen ve elastin gibi uzun émiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon
olaylarinin bozularak kapillerde aterfibrotik degisiklerin olusmasi

K) Mukopolisakkaritlerin yikimi [86].

Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri

Biyolojik sistemlerin esas bilesenleri olan proteinlerin mitoz, transport sistemleri, saperon
aktivitesi ve sinyal transdiiksiyon gibi c¢esitli hiicresel fonksiyonlarda gorev almalari
nedeniyle organizma igin oksidatif hasara ugramalar1 ¢ok dnemlidir [87]. Serbest radikaller
aminoasitlerin modifikasyonunda, proteinlerin agregasyonu veya capraz baglanmalarinda
ve fragmantasyonunda yapisal degisikliklere neden olurlar. Buna en ¢ok siilfiir igeren
aminoasitler sebep olur. Serbest radikallerin ¢ift bag ve tiyol igeren molekiillerle
reaktivitesinin yiiksek olmasindan dolay1; triptofan, trozin, fenilalanin, histidin, metionin
ve sistein aminoasitleri serbest radikal hasarma duyarlidir. Serbest radikallerin
modifikasyonuna duyarli olan membran proteinleri oksidasyonla hiicresel ve membran

fonksiyonlarinda 6nemli bozulmalar olmaktadir [88].

Prolin, lizin gibi amino asitler ve protein yapisini olusturan peptid baglari, indirgenmis
oksijen tiirevlerinden etkilenebilir; 6rnegin O, radikali, OH" radikali, H,O, a¢iga ¢ikarici

reaksiyon ortaminda prolin ve lizin hidroksilasyonu non-enzimatik olarak olusabilir[89].

Serbest radikallerin etkileri neticesinde, Ig G ve albiimin gibi proteinlerin yapilari bozulur,
fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest
radikallerden 6nemli oranda zarar goriir. Ozellikle oksihemoglobinin O, veya H,0, ile

reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur.

Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA {izerine etkileri

Is1, goriiniir 151k, X 1s1lar1 ve ultraviyole gibi her tiirlii radyasyon hiicrelerde iyonlarin,
enerji kazanmig molekiillerin ve serbest radikallerin olusmasina neden olur. Oksijen

radikallerinin etkilerini gdsterdigi bolgeler i¢inde purin ve pirimidin bazlarmin yer aldig
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DNA’nin temel yapi tas1 olan niikleotidlerdir. Ozellikle bu radikaller aracili1 ile guanin
baziin hidroksilasyonuna bagli olarak DNA molekiiliiniin yapis1 degiserek mutasyonlar

goriilmektedir [14].

SOR DNA’da timin bazi ile etkileserek tek zincir kirilmalarina neden olur. Hiicrede enerji

kaybi olur ve nekroz seklinde 6liim gergeklesir [90,91].

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona
ve Oliime yol agarlar. Sitotoksisite, bilyiik oranda, niikleik asid baz modifikasyonlarindan

dogan kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger bozukluklara baglidir [89].

Serbest radikallerin membran lipidleri tizerine etkileri

Hiicre membranlari, SOR hasarina karsi ¢ok duyarhidir ve radikal kaynakli hasarlarin sik
goriilen hedefleri oldugu tespit edilmistir. Membrandaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
cogunlugu iki ¢ift bag arasindaki bir metilen grubu igerir, oksidasyon ile yag asitleri daha
hassas hale gelir. Yag asitlerinin olusturdugu bu oksidasyon sonucunda membran lipit

yapis1 degisir ve hiicrenin yap1 ve fonksiyonu bozulur [92].

Organizmada meydana gelen giiclii bir radikalin etkisiyle, bir hidrojen atomunun membran
yapisindaki konjuge olmayan yag asidi zincirinde bulunan metil gruplarindan uzaklasmasi
ile lipid peroksidasyonu baslar. Yag asidi zinciri bu olayla radikallesir. Meydana gelen lipit
radikali (L) dayaniksizdir. Lipit peroksit radikali (LOOe¢) molekiiler oksijen ile lipit
radikalinin reaksiyona girmesi sonucu olusur. Yeni lipit radikalleri de membrandaki ¢ok
doymamis diger yag asitlerinin lipit peroksit radikali tarafindan etkilenmeleriyle
olusmaktadir. Ac¢iga c¢ikan H; atomlarim1i alan LOOe de Lipit Hidroperoksitlere
doniismektedir. Fenton tipi bir reaksiyonla lipit hidroperoksitlerden aldehit ve alkanlar
olusur. Daha fazla radikali yikan hidroperoksitler lipit peroksit, pentan ve etan gibi ugucu

gazlari olustururlar. En toksik tiriinleri de aldehitlerdir [93].

Hidroperoksitler devam eden tepkimeler sonucunda ve bunlarin par¢alanmasi ile radikal
0zelligi daha siddetli olan tiirlere 6zellikle de daha kararli olan malondialdehite (MDA)

doniistirler. MDA seviyesinin dokuda artmasi serbest radikallerin de o dokuda arttigini
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gosterir. MDA olustugu ortamdan hiicrenin dis kismina ya da i¢ kismina diffiize olarak

hasar olusturabilir [94].

Bunun yani swra membran fonksiyonlarmin yavaslamasina, membran akiciliginin
azalmasina, membran gecirgenliginin artmasina ve membran enzim ve reseptorlerinin
inaktive olmasina, esansiyel yag asitlerinin kaybolmasina neden olur. Dokularda MDA
seviyesinin artmasinin akciger kanseri, akciger hastaliklarina, koroner arter hastaligina,

iltihaplanmalara ve DNA’ya baglanarak mutasyonlara yol actig1 bildirilmektedir [95].

Lipid radikallerin hidrofobik yapilart nedeni ile reaksiyonlarin biiylik c¢ogunlugu
membrana bagli molekiiller ile meydana gelecektir Membran yag asitlerinin
peroksidasyonundan sonra ortamda kisa zincirli yag asitlerinin varligt membran

permeabilitesini ve mikroviskoziteyi ciddi boyutlarda etkileyebilir.

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden MDA, membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve
polimerizasyona yol acarak esneklik, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizeyi
determinantlarinin agregasyon durumu gibi intrensek membran 6zelliklerine sahip oldugu
icin DNA'nin nitrojen bazlar1 ile de reaksiyona girebilir. Bu oOzellikleri ile MDA,

mutajenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir [89].
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Serbest radikallerin sitozolik molekiiller lizerine etkileri

Sitozol proteinleri, sitoplazmik serbest radikaller etkisiyle degisime ugrarlar.
Hemoproteinler, 6rnegin oksihemoglobin, O, radikallerinin ya da HO, demirle

reaksiyonu sonucu methemoglobine doniisiir.

Hemoproteinlerin genis bir spektrumu, oksijen tiirevi serbest radikaller tarafindan harap
edilebilir. Bir diger 6nemli hemoprotein olan katalaz, O, radikali tarafindan inhibe edilir.
O, radikali, katalaz1 inaktif sekilleri olan ferroksi (Compound III) ve ferril (Compound 11)
formlarina doniistiiriir. Superoksitin dismutasyon {iriinii olan H,O,, CuZn-SOD enzimini,

Cu™'i Cu'" ‘e indirgeyerek inhibe edebilir [89,96].
2.5. Antioksidanlar

Organizmanin antioksidan savunma sisteminin dengede olmasi saglikli bir yasam i¢in ¢ok
onemlidir. SOR’larin olusturdugu hasar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak {izere
gorev yapan endojen veya eksojen kaynakli enzim veya enzim olmayan ajanlara
antioksidan madde denir [97]. Organizmay1 koruyan antioksidan savunma sistemi dort

yolla etki gostermektedir:

I.  Siipirici Etki: Serbest oksijen radikallerini etkiledikten sonra onlar1 tutup, yok
ederler. Kiigiik molekiiller ve antioksidan enzimler bu yolla etki gosterirler
[69,98].

Il.  Inaktif sekle déniistiiriicii etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilestikten sonra
bir hidrojen aktararak onlarin aktivitelerini azaltirlar ve inaktif sekle
doniistiirtirler. Flavanoidler ve vitaminler bu tarz bir etkiye sahiptirler [99].

1. Zincir kirict etki: Serbest oksijen radikallerini bagladiktan sonra zincirlerini
kirtp fonksiyonlarini engelleyici etki gosterirler. Hemoglobin, mineraller ve
seruloplazmin bu sekilde etki gosterirler [100].

IV.  Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklar: hasarin onarilmasiyla etkilerini

gosterirler [101].



24

Antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar:

v Endojen Antioksidanlar
Enzim olan endojen antioksidanlar: SOD, GSHPx, Glutatyon S-Transferaz

(GST), CAT, Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz
[102].

Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Melatonin, Seruloplazmin,
Transferin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin, GSH, Sistein,
Metiyonin, Urat, Laktoferrin, Albiimin [103].

v Eksojen Antioksidanlar
Vitamin eksojen antioksidanlar: a-tokoferol (vitamin E), -karoten,

Askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat).

Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitdrleri,
NADPH oksidaz inhibitorleri, rekombinant SOD, trolox-C (vitamin E
analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini
artiran ebselen ve asetilsistein, desferroksamin, nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar (mannitol, albiimin), nétrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler

(TNF ve IL-1), barbitiiratlar, demir selatorleri [75].
2.5.1. Antioksidan enzimler

Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur, SOD, O, radikalinin H,O; ve

molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir [104].

SOD
2 O2 “+ JHY ——— HEO2 + O2

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimi ile ger¢eklesir. SOD, O2

radikalini metabolize eder ve daha zararli olan OH" radikalinin olusumunu engeller [105].
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SOD enzimi metalloprotein yapisindadir. Hiicrelerde farkli sekillerde bulunmaktadir.
Insanlarda SOD enzimi: Sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD; plazma, lenf ve

sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak tizere 3 formda bulunur [106].

SOD, O, molekiilleri ile spontan olarak dismutasyona ugrayabilir. Sulu ortamda
kendiliginden ve hizli bir sekilde dismutasyona ugrayarak O, ve H,O; olusturur. SOD
varligi dismutasyon hizini 10* kat artirir. Boylece O, radikalinin potansiyel substratla
reaksiyona girmesi ve OH" radikali gibi daha toksik tiriinlerin olugsmast SOD tarafindan
onlenmis olur. Organizmada oksidatif stresin ve dokuda pO,'nin arttigi durumlarda SOD

enzim aktivitesi artmaktadir.

H,0,, Fenton reaksiyonu veya Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile ¢ok daha reaktif olan OH"
radikali olusturabilir. Olusan H,O'e karsi ikinci savunma CAT ve GPx enzimleriyle
saglanir [107].

Katalaz (CAT)

CAT; her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda Fe*® bulunduran 4 hem grubundan
olugsmus bir hemoproteindir [108]. CAT viicutta dogal olarak olusmaktadir. SOD ile
kombine sekilde etkimektedir. Esas olarak peroksizomlarda bulunur. Az olarak da
sitozolde ve mikrozomal yapida bulunur. H,O, pargalayarak su ve oksijen olusturur.

Boylelikle OH™ serbest radikali olusumunu 6nlenmis olur [70].

Katalaz
HO, ——2H 0+ O,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-R)

GSH sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan, serbest radikallerin hiicre iginde
detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu oOnleyen en onemli endojen
mekanizmalardandir [109]. GSH-Px; H202’yi suya, lipit hidroperoksitleri(LOOH) alkol ve

suya doniistiirtir [110].
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H,O, + 2GSH — 2% & GSSG + H,0

LOOH +2GSH — 5P & 1 OH + GSSG + H,0

GPx'in antioksidan aktivitesini gdstermesi, hiicre i¢inde yeterli konsantrasyonda GSH-R,

GSH ve nikotinamid adenindiniikleotid bulunmasina baglidir [109].

GSH-Px sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik yapidadir. GSH-PX,
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Ayrica Fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen bir enzim monomerik yapidadir ve esas

olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.

Fosfolipid hidroperoksit GSH-Px membrana bagli en énemli antioksidan olan vitamin E
yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona karsi korur. GSH-Px'in fagositik hiicrelerde
de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi
sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini onler

[75].

GSH-R, bir flavin enzimdir, hem sitozolde hemde mitokondride bulunur, koenzimi
NADPH ve prostetik grubu FAD’dir. GSH-Px vasitastyla hidroperoksitlerin indirgenmesi
sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

doniistimiinii katalize eder [75].
GSSG + NADPH + ™ _S3HR o 2GSH + NADP®

Glutatyon s-transferaz (GST)

GST, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu iki protein alt birimden olusan
multifonksiyonel protein ailesidir. Genel olarak {i¢ sitozolik ve bir de mikrozomal olmak
tizere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi hepatositlerdeki baslica detoksifiye edici sistemdir.
Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda onemli rol oynamaktadirlar. Basta arasidonik
asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak {iizere lipit hidroperoksitlere karsi GST’ler,

selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler [111].
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GST’lar, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak organizmadan

uzaklasmasini saglamaktadir [112].

Peroksiredoksin (Prx)

Peroksiredoksinler (Prx; tiyoredoksin peroksidazlar), H,O, ve farkli alkil hidroperoksitler

gibi peroksitlerin dogrudan indirgenmesini saglayan enzimlerdir [95].

Tiyoredoksin sistem (Trx)

Tiyoredoksin sistem oksidorediiktaz enzim aktivitesi gosteren tiyoredoksin (Trx) ile
tiyoredoksin rediiktazi (TrxR) iceren iki antioksidan enzim sistemi igerir. TrXR NADPH
kullanarak tiyoredoksinin disiilfit aktif bolgesini ve pek c¢ok substrati rediikler. Trx’in
insanda immun sistem diizenlenmesiyle iliskili oldugu ve farkli genler tarafindan kodlanan
iic farkli varyanti gosterilmistir. TrXR izoenzimleri, her subiinitesinde bir flavin adenin

dinukleotid (FAD) bulunduran NADPH bagh oksido rediiktazlardir [114].

GSH sisteminin aksine Trx sistemi hiicrede ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Trx ve GSH’nun hiicrenin korunmasindaki rolleri birbirinden farkhidir.
GSH ozellikle diisiik redoks potansiyelinin ve serbest tiol seviyelerinin yiikseltilmesinden;
Trx ise sinyal iletimi ve gen regiilasyonunda rol oynayan tiyollerin redoks

regiilasyonundan sorumludur [115].

TRX ve TRX mRNA’ sinin uyarilmasi, I/R durumunda sadece iskemi durumuna gore daha
kuvvetlidir. TRX invitro ve invivo olarak selliiler niikleusda transkripsiyon faktorlerini
diizenlemede oOnemlidir [116]. Trx’ in serum plazma diizeyleri enfeksiyon, iskemi
reperfiizyon ve diger oksidatif streslerde yiikselir ve oksidatif stresi takip etmede iyi bir

gostergedir [117].

TrxR/Trx  sistemi, DNA sentezi ve hiicre c¢ogalmast i¢in gerekli olan
deoksiriboniikleotidlerin yapiminda kritik bir rol oynar. Trx, niikleotid difosfatlarin
deoksiriboniikleotidlere doniistimiinii katalizleyen bir enzim olan riboniikleotid rediiktazin,
ribozu indirgemesi igin gerekli olan elektronlar1 saglar [118]. Trx, SOR artisina bagh

apopitozise karst hiicreleri korumaktadir. Glutaredoksin ve glutatyon gibi tiyoredoksin
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sistemde, oksidatif stresle inaktive olmus proteinleri, yenileme yetenegindedir.
Dehidroaskorbati askorbata ¢evirebilir [119].

2.5.2. Zincir kiran antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

GSH, yasayan hiicrelerdeki baslica serbest tiyoldiir ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu,
iyonize edici radyasyon etkilerine karst koruma, hidroperoksitlerin uzaklastirilmasi,
proteinlerin siilfidril gruplarinin diizenlenmesi ve disiilfit degisimiyle enzim aktivitesinin
degistirilmesi gibi ¢ok sayida biyolojik isleme katilir. Hiicrelerde GSH’1n oksidasyonu
GGSG olusumuyla sonuglanir ve GSSG rediiktaz tarafindan NADPH/NADP+ sistemiyle
baglantili olarak tekrardan rediikte hale doniistiiriilebilir [120].

Organizmada temel olarak; peroksidaz aracili peroksitlerin katabolize edilmesi, hiicresel
tiyol ve redoks potansiyelinin diizenlenmesi, Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini
rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur, bdylece fonksiyonel
proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH; yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar ayrica
eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese kars1 korumada GSH hayati 6neme

sahiptir [121-123].

C vitamini (Askorbik Asit)

Vitamin C organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak gorev
yapar ayrica Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin gereklidir.
Tirozinden epinefrin sentezinin dopamin B-hidroksilaz basamaginda gorev alir. Tirozin
yikiliminda p- hidroksi fenil pirlivatin homogenizata oksidasyonunda rol alir. Safra
asitlerinin sentezindeki  7-a-hidroksilaz baslangi¢c basamaginda rol alir. Lizinden karnitin
sentezinde rol alir. Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici olarak rol

oynar, midede ferri demiri ferro demire indirger. Immiinite ve yara iyilesmesinde etkilidir

[75].
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Vitamin C, gii¢lii indirgeyici aktivitesinden dolay1 ayn1 zamanda gii¢lii bir antioksidandir.
O, radikali ve OH" radikali ile reaksiyona girerek onlar1 ortamdan temizler. Askorbik asit
antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit proteine baglh ferri
demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H,0,
ile etkilesmeye ve sonunda OH™ radikali olusturmaya uygun ferro demire dontiistiiriir. Bu
Ozelliginden dolay1 vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin 6énemli bir katalisti veya bir
prooksidan olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diigiilk konsantrasyonlarda
goriildiigii, yiiksek konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan olarak etki ettigi

kaydedilmistir. Vitamin C'nin fagositoz i¢in de 6nemli oldugu gosterilmistir [75].

E vitamini (a-tokoferol)

Vitamin E ¢ok gii¢lii bir antioksidandir, hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur
[121]. Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu molekiile antioksidan
Ozellik kazandirir [124]. Vitamin E; O, ve OH™ radikallerini, singlet oksijeni, lipid

peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. [121].

Ubikinol

Ubikinonlar (koenzim Q10), mitokondrideki elektron tasima zincirinin O6nemli
yapitaslaridir. Lipid peroksidasyonunun baglamasini ve ilerlemesini inhibe ettikleri
bulunmustur [125]. Antioksidan form, ubikinonun indirgenme iiriinii olan ubikinol
(CoQioHy) diir. Dogrudan antioksidan etkilerine ek olarak, o -tokoferol gibi yagda ¢odziinen

diger antioksidanlarin da rejenerasyonunda is gérmektedirler [126].

Karotenoidler

Karotenoidler (B-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein, Violaksantin), genelde sar1 ve
turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler ve alglerde, cogu zaman ise bitkilerde bulunan
pigmentlerdir. Karotenoidler organizmada, triplet uyaricilarin zararh etkilerini baskilama,
singlet oksijeni baskilama ve bazi oksijen radikallerini temizleme gibi koruyucu etkilere
sahiptir. Bununla birlikte karotenoidler, lipit membranlara lokalize olarak membranlarin

oksidatif strese kars1 hassasiyetini azaltir [127].
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2.6. Bobrek ve Iskemi /Reperfiizyon Hasar1

Bobrek iskemisi; kardiyopulmoner bypass, bobrek transplantasyonu, renal arter ameliyati,
kismi nefrektomi gibi ¢esitli tirolojik girisimler ve travma, sok, sepsis gibi klinik
durumlarda goriliir. Bobrek I/R hasar1 multifaktdriyel, birbirine bagli hipoksi, enflamatuar
cevap ve serbest radikal hasariyla iliskilidir [50,128,129]. Bu hasarin siddeti iskemi
stresine paralel olarak artmakta, sonugta belirgin doku hasar1 olmaksizin gelisen prerenal
azotemiden, tubiiler veya kortikal nekroza bagli ciddi akut bobrek yetmezligine (ABY)
kadar degisebilen farkli klinik tablolar karsimiza gikabilmektedir [130].

Iskemi sonrasinda hiicrelerde birgok metabolik ve yapisal degisiklikler olusmaktadir.
Bunlardan bazilari; vaskiiler endotel hiicrelerde, tiibiiler epitelyum hiicrelerde ve bobrek
immiin sistem hemostazindaki degisikliklerdir. Hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak
fosfokreatin ve ATP sentezinde azalmaya yol agmasidir. Hiicre membraninda bu durum
ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunun bozulmasina ve hiicreye daha fazla Na* ve
Ca*? ile su girmesine neden olur. Adenin niikleotinin yikimi da iskemi sirasinda
artmaktadir. Bu durum ise SOR’un prekiirsorii olan hipoksantinin hiicre igerisinde

birikimine neden olmaktadir [131-133].

Ca* iyon konsantrasyonunun hiicre ic¢inde artmasi sitotoksiktir. Hiicrede iyon
konsantrasyonunun bu donemde degisimi ile 16kosit adezyon molekiillerin yapiminda artis
ve antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Reperfiizyon donemindeki hasara kars1

bu durum hiicreyi olusabilecek hasara karsi giigsiiz kilar [49].

Reperfiizyon ile dokuya oksijen saglanmasi bobrek hiicrelerindeki koruyucu antioksidatif
kapasiteyi asan SOR’un olugmasina sebep olur. Dahasi, I/R hasar1 kemokinler, sitokinler,
sitozin reseptorleri ve adezyon molekiilleri igeren ¢oklu proinflamatuvar genlerin
tamamlayic1 aktivasyonunu ve dogustan gelen bagisiklik tepkisinin bilesenlerini uyarir
[134]. Reperflizyonun erken doneminde hasar alanlarinda masif nétrofil akinlar1 gozlenir.
Bu nétrofiller serbest proteaz ve SOR ile I/R’nin patofizyolojisinde ¢ok 6nemli rolii vardir
ve bobrek hasarini arttirirlar. Bu kosullarda tiibiiler epitel hiicreleri nekroz ve apoptozise
maruz kalirlar. ATP iiretimi iskemi doneminde durmasina ragmen kullanimi1 devam ettigi
icin ATP’den adenozin ve adenozin monofosfat (AMP) olusur. Adenozin hiicre digina

hizla difiize olur ve hipoksantine ve inozine parcalanmasi sonucunda ATP yikimi ve
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dokuda hipoksantin ve ksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine neden olarak XD’in

X0O’a doniistimiine yol agar [135].

Azalmig bobrek kan akimi sonucunda gelisen iskeminin siddetli ve uzun olmast akut
tibliler nekroza (ATN) neden olur. Meydana gelen ATN, ABY en sik nedeni ve geriye
doniisiimlii bobrek hastaligidir [136]. Iskemiye bagl olarak gelisen ABY, tiibiiler nekroz,
glomertil filtrasyon hizinda azalma ve bobrek vaskiiler direncin artmasiyla karakterizedir
[137]. Glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasindaki en 6nemli neden vazokonstriksiyon
olup, buna endotelden iiretilen ET miktarindaki artis ve NO {iiretimindeki azalma neden

olmaktadir [50].

Iskemik bobrek hasarinda, renal perfiizyonun bozulmasi sonucu olusan ve bdbrek
fonksiyonlarnn bozulmasinda temel patoloji olan tiibiiler hasarin yami sira, yeniden
perfiizyon saglandiktan sonra iiretilen serbest radikaller de Onemli bir yere sahiptir.
Ozellikle proksimal tiibiil hiicrelerinin metabolik agidan yogun olmalari, ATN sirasinda
mitokondriyal hasar ve intrasitoplazmik Ca* artisi nedeniyle oksidatif molekiiller fazla
miktarlarda olusur. Hiicre hasar1 sirasinda olusan siiperoksitten yogun miktarlarda H2O;
olugsur. H,O, normalde su molekiiline cevrilebildigi halde hasarli hiicrelerde OH::
radikallerine de doniisebilir. Olusan OH:: gibi SOR lipid peroksidasyonuna sebep olarak,
hiicre proteinlerini okside ederek, plazma ve mitokondri membranini bozarak ve DNA'ya

hasar vererek hiicre zedelenmesine sebep olur [138].

ABY sirasinda yiiksek mortalite orant cogunlukla uzak organ disfonksiyonundan
kaynaklanmaktadir. Renal I/R hasari akciger, beyin ve karaciger gibi diger sistemlerin

yetmezligine de neden olabilir [139].

Bobrek damarlarindaki nétrofillerin aktivasyonuyla hiicre zedelenmesi ABY olusumuna
katkida bulunmaktadir. Bobrek hasarinin gelisiminde iskemiden ¢ok, reperfiizyon hasarinin
etkileri daha fazladir. Mikrovaskiiler disfonksiyon, vazoaktif maddelerin dengesizligi,
ROT ile reaktif nitrojen tiirlerinin artmasi endotel hiicre hasarini arttirir [131]. Inflamasyon
ile bozulmus mitokondriyal solunum I/R kaynakli hasarin altta yatan mekanizmalaridir.
Kompleman proteinler, kemokinler ve adezyon molekiillerin bobrek I/R hasarinin
olusumunda aktif rol aldiklar1 bilinmektedir. Bu ardisik olaylar sitokin, kemokinler ve

adezyon molekiillerini kontrol eden niikleer faktor kappa B’nin aktivasyonunda bulundugu
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bilinmektedir. Ayrica, interlokin (IL)-1, IL-6 ve tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi
proinflamatuar sitokinlerin boébreklerdeki iiretiminin ve salmmiminin artmis oldugu

goriilmistiir [140].

I/R ile bobrekte vaskiiler endotel hiicrelerde, tiibiiler epitel hiicrelerde ve immiin sistem
homeostazinda bozukluklara neden olur. Bunun sonucu o6dem ve mikrovaskiiler
gecirgenligin arttig1 bildirilmistir [131,140]. Akut iskemik hasar, baslica proksimal tiibiilde
goriiliir. Proksimal tiibiil hiicreleri, adenozin trifosfat (ATP) sentezini sadece mitokondriyal

oksidatif fosforilasyon yolu ile yaptigindan iskemik hasara daha duyarlidir [141].
2.7. Karaciger ve Iskemi /Reperfiizyon Hasari

I/R hasari, Karacigerde ilk kez 1975“de Toledo ve arkadaslarinin deneysel olarak
gerceklestirdikleri  karaciger naklinde goézlenmistir. Transplante edilmis karacigerde
konjesyon, ilerleyici tromboz, organ yetmezligi ile sonuglanan greft nekrozu gelismistir

[142].

Karacigere gelen kanin %70-80’1 portal venden, geri kalan kismi ise hepatik arterden
gelmektedir. Karacigerin dolasim sistemindeki yeri, metabolitlerin biriktirilip taginmasi,
toksik maddelerin nétralize ve elimine edilmesi i¢in oldukc¢a uygundur [143]. ikili kan
destegi ve glikojen depolarmin yiiksek anaerobik metabolizma kapasitesine ragmen

karacigerde hipoksik hasarlanma meydana gelebilmektedir.

Karacigerde hepatik arter ve portal venin klemplenmesi pringle manevrast olarak
adlandirilir.  Genis karaciger yaralanmalarinda, transplantasyonda ve karaciger
rezeksiyonlarinda kanama kontrolii saglamak i¢in uygulanmaktadir. Ancak klempleme

sliresi uzun tutuldugunda karacigerde I/R hasarina neden olabilir [144].

Organ kan akiminin ve buna bagli olarak da organa saglanan oksijen ve besin desteginin
kesilmesi, birgok cerrahi prosediirde karsimiza c¢ikmaktadir. Karaciger cerrahisinde,
Ozelliklede biiyiik hepatik tiimorlerin ¢ikartilmasi, hepatik travmanin cerrahisi, vaskiiler
yapilarin diizeltilmesi, transplantasyon ve rezeksiyon cerrahilerinde (pringle manevrasi) bu

iskemi periyotlar1 olduk¢a uzundur [145].
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Sadece intraoperatif kanama kontrolii igin uygulanan pringle manevrasi degil, sistemik kan
basincinin diismesi, hipoksi, konjestif kalp yetmezligi, sepsis, kanama, travma ve solunum

yetmezligi de karacigerde I/R hasarina yol agabilir [146,147].

Karaciger reperfiizyon hasari, sicak I/R hasari ve soguk-depolama reperfiizyon hasari
olarak siniflanabilir. Sicak I/R hasar1 klinik olarak karaciger cerrahisi ile iligkilidir.
Karaciger nakli, hipovolemik sok, bazi tip toksik karaciger hasarlari, veno-okluziv
hastaliklar, Budd-Chiari Sendromu gibi durumlarda meydana gelir. Soguk depolama

reperflizyon hasari ise nakil 6ncesi organ korunmasi sirasinda olusmaktadir [ 148].

Karacigerde sicak I/R hasarinda; erken faz ve ge¢ faz olmak tizere iki evre s6z konusudur.
Erken faz; hepatik reperfiizyon ardindan iki saatten daha kisa siire icerisinde gdzlenen
oksidan stresle karakterize olan fazdir. Bu evrede temel patolojik ajan, ortamin tekrar
oksijenasyonu sonucu olusan ROT’lardir. ROT’larin {iretimi ve salinimi hepatositlerde
hasarlanmaya neden olur. Ge¢ faz: Hepatik reperfiizyondan 648 saat sonraki donemdir.
Notrofillerin, makrofajlarin, lenfositlerin ve trombositlerin karacigere gocii ile inflamasyon
yanitt uyarilmakta ve sinuzoidal kan akiminda degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir.

Hepatositlerdeki hasar ROT ve ekstraselliiler sitokinler ile meydana gelmektedir [145].

I/R patofizyolojisinde karmasik mekanizmalar rol oynar. Karaciger I/R hasariin erken
fazinda endoteliyal ve kupffer hiicre sismesi, vazokonstriksiyon, koagiilasyon sisteminin
aktivasyonu, platelet agregasyonu ve 16kosit infiltrasyonu sonucunda mikrosirkulasyonda

bir yetersizlik gelisir [37,149].

I/R zedelenmesi genel olarak ele alindig1 zaman, siire¢ iskemik periyotla baglamaktadir.
Karaciger iskemisinde Once karaciger makrofajlari, hepatositler ve endotel hiicreler
etkilenmektedir. Zaten I/R siireglerinde iiretilen ROT’larin ana kaynagini1 da bu hiicreler
olusturmaktadir. Kupffer ve endotel hiicrelerde enerji substratlarinda azalma sonucu

membran transport bozulmakta ve 6dem olusmaktadir [150].

Hiicrelere gelen oksijen kesilince oksidatif fosfrilasyonun bozulmasiyla ATP miktari
azalmakta, Ca™ homeostazi bozulmakta ve hiicre i¢ine su, Na* ve Ca™" girisi artmaktadir.
ATP dretimindeki problemlere bagli olarak hiicreler enerji molekiilii olarak ATP’nin

yaninda, adenozin difosfat (ADP) ve hatta adenozin monofosfatlar1 da (AMP) kullanmaya
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baslamaktadir. AMP yikimlarinin artisin1i sonucu hiicrede ksantin tiirevleri, lrik asit
diizeyleri artmaktadir. Ksantin oksidaz reaksiyonunun siirekli ¢alismasina bagli olarak da
normalden ¢ok fazla miktarlarda "OH ve H,0O; iiretilmektedir. ATP katabolizmasindaki bu
degisikliklerle ROT’larin, sitokinlerin, adezyon molekiillerinin ve endotelin ve tromboksan
gibi vazo aktif ajanlarin Uretimleri artmaktadir. Bu tip degisikliklere NO, prostoglandin
I’lar gibi hiicre koruyucu maddelerin azalmasi da eslik etmektedir [151]. Boylece I/R

doneminde doku zedelenmesini artiran proinflamatuar bir durum yaratmaktadir.

Karacigerde bulunan bu makrofajlar; Kupffer hiicreleri I/R ile birlikte hiicresel hasarin
baslatilmasinda ve yayilmasinda kilit rol oynayan hiicrelerdir [152]. Kupffer hiicreleri
iskemik fazda ve daha ¢ok da reperfiizyon sirasinda aktive olurlar. Aktivasyonlar ile
birlikte, hasarda 6nemli rol oynayan c¢esitli aract molekiillerin sentez ve aktivasyonunu
artirirlar. Reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri, timdr nekroz faktor-o (TNF-a), interlokin-
1B (IL- 1B) ve interlokin- 6 (IL- 6) gibi proinflamatuar sitokinler ve antiinflamatuar (IL-10,
IL-13) sitokinler bunlardan bazilaridir [153,154].

Kupffer hiicreleri, karacigerde dogrudan veya uzak I/R hasarmi meydana getiren
kompleman sistemini, CD4 + T hiicreleri tarafindan interferon gama (IFN-y) ve national

killer (NK) hiicrelerinin iiretimini aktive ederler [155].

I/R hasarinda 6nemli bir role sahip olan nétrofiller reperfliizyonun erken déneminde
birikmeye baglarlar ve subakut donemde Onem kazanirlar. Karacigerde I/R hasan ile
birlikte sinusoidlerde nétrofil birikimi baglar ve bunun sonucunda siniizoidal endotelyal
hiicrelerde sisme, platelet adezyonu ve sinusoidlerde tikanma meydana gelir. ROT’ nin
salinmasi, NADPH oksidaz enzim aktivasyonu ve sitoplazmik vezikiillerde bulunan bazi
enzimlerinde ortama salgilanmasi ile birlikte hepatositlerde minimal hasardan 6liime kadar

giden mekanizma ilerler [156].

Hasarlanmig vaskiiler endotelial hiicrelerde, o6zellikle ge¢ reperfiizyon fazinda ROT,
arasidonik asit metabolitleri, NO, endotelinler (ET), sitokinler, adezyon molekiilleri gibi
maddelerin  salimmi  artmakta ve kompleman aktivasyonu ortaya c¢ikmaktadir.
Proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve aktive kompleman faktorleri ge¢ reperfiizyon
fazinda nétrofillerin bir araya toplanmasindan ve notrofil aracili oksidatif stresden

sorumludur. Kupffer hiicreleri ve nétrofil aracili oksidatif stres, reperflizyon fazinda olusan
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vaskiiler ve parankimal hasarin 6nemli bir faktoriidiir 40. Bu postiskemik vaskiiler oksidan
stresin, H,0,, HOCI ve ONOOQO" ‘leri yok eden, ekstraselliiler glutatyonun (GSH) koruyucu
etkileriyle azaltildig1 gosterilmistir [156].

Kompleman sistemi, membrana bagli ve ¢dziiniir durumda bulunan proteinlerden olusur.
Kompleman sisteminin ii¢ farkli yolla aktive oldugu bilinmektedir. Bunlar; Kklasik,
alternatif ve mannoz-baglayici lektin yollaridir. Her 3 yol da karacigerde I/R hasarinda
aktive olur [157].

Karaciger I/R hasarinda 151k mikroskobik inceleme yapildiginda, santral nétrofil 16kosit
(NL) infiltrasyonu, bolgesel hemoraji ve nekroz, konjesyon, sinuzoid ve lenfatik
kilcallarda genisleme, bolgesel hepatoselliiler vakuolizasyon, hepatosit sismesi,
ultrastriiktiirel inceleme yapildiginda ise mitokondrial yapida bozulma, sisme, boyanma
farkliliklari, NL birikimi goézlenir [158,159]. Karaciger dokusu homojenatinda yapilan
biyokimyasal ¢alismalarda ise, MDA aktivitesi protein karbonil (PO) diizeyi (proteinlerin
oksidatif hasarinin spesifik gostergesi) artmig, GSH diizeyi azalmis olarak bulunur [160].

Karacigerdeki I/R hasari kolestazi indiiklemekte bu da erken ve genellikle gecici olarak
safra sekresyonunda azalmaya neden olmaktadir. Safra akimindaki bu degisiklikler artmus,
ALT ve AST diizeyleri, karaciger MPO aktivitesi ve serum bilirubin degerleri ile
beraberdir. Bu degisikliklerin 1-3 giin i¢inde geri doniisiimlii olabilecegi bulunmustur

[161].

Genel olarak I/R zedelenmesi ele alindiginda bu siirecin reaktif oksijen tiirleri, kompleman
sistemi, hem oksijenaz sistemi (HO), endotel hiicreleri ve nétrofiller arasindaki tam

anlagilamamis ve karmasik bir iligskiyle ortaya ¢iktig1 goriilmektedir [16].

2.8. Sitokinler

Sitokinler, insan viicudunda degisik hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptidlerdir. Hastaliklarin fizyopatolojisinde etkili ve terapotik potansiyele sahip olan
bir protein grubudur. Immiin sistem hiicreleri arasindaki iliskileri kontrol ederek,
inflamatuar cevaplar1 destekleyerek ve hematopoez olaym diizenleyerek bir¢ok fizyolojik

cevapta onemli rol oynarlar [162].
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Sitokinlerin otokrin, parakrin ve daha az olmak {izere endokrin etkileri vardir [163]. Bir
sitokin degisik tip hiicreler tarafindan yapilabilir ve degisik tip hiicreler lizerine etki
gosterebilir, bagka sitokinlerin sentezlenmesini uyarabilir ya da engelleyebilir. Bir sitokinin
ayni hedef hiicre iizerinde farkli etkileri olabilir. Birden fazla sitokin aynmi etkiyi
gosterebilir [164]. Sitokinler, lenfositler tarafindan salgilandiklar1 zaman lenfokinler,
monosit ve makrofajlar tarafindan salgilandiginda ise monokinler, 16kositler tarafindan
salgilandiklar1 zaman ise interlokin (IL) olarak adlandirilmaktadir. Kemokinler deyimi ise
kemotaktik ve sitokin parcalarinin birlestirilmesiyle iiretilmis olup bunlar, makrofaj ve

monositleri enfeksiyon noktasina ¢ekebilen bir grup sitokindir [165].

Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi ¢esitli isimlendirme ve siniflandirma
sistemine gore yapilmistir. Bu siniflandirma sitokinler arasindaki fonksiyonel benzerliklere

etki mekanizmalarina dayanmaktadir [166].

Sitokinlerin siniflandirilmast

Elgert’in aile gruplarina gére sitokinler
Interlokinler: IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-14, I1L-15.
Kemokinler: 1L-18, Monosit Kemotaktik Protein-1 (MCP-1).
Interferonlar: IFN-o, IFN-B, IFN-y.
Sitotoksik/immiin diizenleyici/biiyiime faktérleri: TNF-a, TNF-B, TGF-f.
Koloni uyarict faktorler (Hematopoietik biiyiime faktérleri): G-CSF, GM-
CSF, M-CSF, IL-3, IL-7.

Fonksiyonlarina gore sitokinler
Dogal immiiniteye araciulik edenler: Tip | interferonlar, TNF, IL-1, IL-6,
kemokinler.
Lenfosit aktivasyonu, ¢ogalma ve farklilasmasint diizenleyenler: 1L-2, |1L-4,
TGF-B.
Inflamatuar yanit: diizenleyenler: IFN-y, lenfotoksin, IL-5, IL-10, 1L-12.
Hematopoezi uyaranlar: C-Kit ligand (stem cell factor), IL-3, IL-7, G-CSF,
GM-CSF, M-CSF, IL-7, IL-9, IL-11 [167].

Sitokinler I/R hasarmin baslamasinda, siirdiiriilmesinde ve siddetinin belirlenmesinde

kritik ve Onemli roller oynamaktadirlar [168]. Bu maddelerden en ¢ok c¢alisilan ve
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bilinenler TNF-a, IL-1 ve IL-6’dir. TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin belirgin pro-inflamatuar
aktiviteleri vardir, I1L-6 ve IL-8 sentezini artirirlar ve anti-inflamatuar 6zellikleri olan I1L-10

salimimini da azaltirlar [169].

IL-8 potent bir notrofil kemotaktik ve aktive edici faktordiir ve I/R siirecinde nétrofil

infiltrasyonuna paralel olarak ortamda bulunur [170].

Adezyon molekiillerinin salimimi (B2-integrinler ve selektinler) 1okosit endotel hiicre
baglanmasin1 uyarmaktadir. Bu faktorler, kemokin ve kompleman faktorleriyle beraber,
PMNL’in toplanmasinda ve ROS, TNF-a ve proteazlarin salimimiyla, iskemik hasarin

stirdiiriilmesinde ve artirilmasinda rol oynarlar [171].

TNF-o 16kosit kemotaksisini, aktivasyonunu ve makrofajlardan ROS salinimim
uyarmaktadir [172]. Farkli hiicre tiplerinden inflamatuar ve immunmodulatdr uyartya yanit
olarak salman TNF-o, Kkaraciger I/R hasarinda da proinflamatuar sitokinlerin santral
komponentidir. Kupffer hiicreleri tarafindan fretilir, parakrin ve endokrin etkileri

mevcuttur. Ayrica karaciger I/R hasari ile iligkili uzak organ hasarindan sorumludur [173].

TNF-alfa, IL-1beta ve IL-6 gibi sitokinler dual bir fonksiyona sahiptirler. Enflamatuar
yanitlara aracilik etmeleri yaninda karaciger rejenerasyonu gibi reperatif etkiler

gostermektedirler [174].

I/R zedelenmesinde hem TNF-oo hem de IL-1 seviyeleri artmaktadir. Bunlarin

nétralizasyonunun I/R hasarinin siddetini azalttigi gosterilmistir [170].

2.8.1. Vaskiiler edoteliyal biiyiime faktorii (VEGF)

VEGF ailesi ilk olarak 1980’lerde tanimlanmistir. 11k bulundugu yillarda tek bir iiyeden
olustugu diisiiniilse de yapilan ¢alismalarla bunun birgok iiyesi olan bir aile oldugu ortaya
konmustur. Bu aileden ilk 06zel anjiogenik biiylime faktorii ayristirilmis ve buna
vaskiilotropin veya VEGF adi verilmistir [20,175,176]. VEGEF, 6. kromozomun kisa
kolunda (6p12) lokalize molekiil agirligi 45 kDA olan bir sitokindir [177,178].

VEGEF ailesi insanin tiim viicuduna dagilmig, vaskiiler sistem boyunca dizilmis endotel

hiicreleri i¢in bilinen en 06zgiil mitojendir. Vaskiilojenez ve anjiojenezde Onemli bir
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mediatordiir [18], ayrica endoteliyal hiicrelerin migrasyon aktivitesini de uyarmaktadir. Bu
faktoriin geri ¢ekilmesi halinde vaskiilarizasyonun geriledigi gézlenmistir [176]. Damar
gelisimi vaskiilojenez ve anjiojenez olarak iki farkli sekilde meydana gelir. Vaskiilojenez,
embriyoda endotel hiicre Onciilerinin farklilagmasi ile damar olusumunu tanimlarken,
anjiojenez ise daha 6nce olusmus damarlardan yeni damarlarin gelisimi olarak ifade edilir.
Eriskinde anjiojenez, kadinlarin tlireme dongiisii, kil biiylimesi ve kan basinci
diizenlenmesini igeren normal biyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli iken, iskemi, inflamasyon
ve tiimdr gelisimi gibi bazi patolojik durumlarda da anjiojenez goriliir[179].
Anjiyogenezin ¢esitli malign tiimorlerin gelisimi, ilerlemesi ve tiimor hiicrelerinin
yayllmasinda onemli rol oynadigir bilinmektedir [19]. Kanser hastalarinda tedavinin
yetersiz olmasiin en biiyilk nedeni tiimdr invazyonu ve metastazdir. Pek ¢ok epitel
kokenli tiimorde tiimor hiicresinin yayilmasi tiimoriin damarlanmasindan kisa bir siire
sonra meydana gelmektedir [181]. Eksiidatif yasa bagli makula dejenerasyonu, kanser,
psoriazis, romatoid artrit, proliferatif retinopatiler gibi hastaliklarin gelisiminde anjiojenez

hastaligin seyrini kotiilestirecek sekilde rol oynar [180].

Dermal yaralanmalar1 da igeren bir¢ok yaralanmada; normal doku tamirinin ayrilmaz bir
parcast olan anjiojenez, yaralanmadan hemen sonra yiizeyel epidermal keratinositler
tarafindan salgilanan VEGF tarafindan indiiklenir. Bu sayede bir yanda kan akiminin
artmas1 gergeklesirken, diger yandan yaralanma bolgesinde yeni kan damarlar1 olusumu
tetiklenir ve iyilesme hizlanir. Eksojen olarak verilen VEGF’iin iskemik tavsan
ekstremitelerinde ve domuz koroner arterlerinde azalmis kan akimina cevap olarak yeni
damar olusumunu ve perfiizyonu artirdig1 gosterilmistir [181]. Ozellikle son yillarda bu
olumlu etkilerin sinir onarimi iizerinde de oldugunu gosteren caligmalar yapilmaktadir

[182,183].

VEGF’iin ayn1 zamanda osteoblastlar iizerinde de kemotaktik etkileri vardir ve kemik

iliginden endoteliyal oncii hiicrelerin periferik dolasima ge¢mesinde de 6nemli rol oynar

[184].

Hipoksi, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiyogenezi baglatan en etkili
stimuluslardan biridir. Buna 06rnek olarak biiyliyen tiimdrlerin hipoksik merkezleri
olusmas1 ve bunu engellemek i¢in tiimor hiicrelerinden VEGF ekspresyonu ve yeni damar

yapimu gosterilebilir [17]. Yapilan g¢aligmalarda, hem tiimér hiicrelerinde VEGF’e ait
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mRNA’larin arttig1 hem de tiimoére komsu endotel hiicrelerinde VEGF reseptorlerine ait
mRNA’larinin artti§i gosterilerek; timor anjiogenezi, timdr biiyiimesi ve hematojen yolla

yayilmasinda VEGF’lin 6nemli rolii oldugu belirlenmistir [20].

VEGF’1in endotel hiicrelerini apoptozise karsi korudugu da bilinmektedir [20]. Anjiojenez
sirasinda dokular i¢ine ilerleyen kapillerlerin penetrasyonunu saglayan kollajenaz ve

plazminojen aktivatorlerinin ekspresyonuna da yardime1 olur [185].

Patolojik neoanjiojenez olarak siniflandirilan bazi okiiler hastaliklarda olusan yeni
damarlarin sebebinin artmig VEGF oldugu gosterilmistir [175]. Bunlarin tedavisinde anti-

VEGEF ajanlar verilmektedir [186].

VEGTF ailesi iiyeleri

Bugiine kadar VEGF ailesinin 7 iiyesi saptanmistir. Bunlar VEGF-A ( human VEGF),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F(sv-VEGF) ve plasental biiytime faktorii
(PIGF)’diir [187].

VEGF-A

VEGF-A geni, kromozom 6p21.3’teki lokalizasyonda kodlanmistir. Ayn1 zamanda Human-
VEGF olarak bilinir VEGF-A baz1i makalelerde sadece @VEGF olarak
adlandirilmaktadir[188]. VEGF-A’nin insanlarda tanimlanan 9 izoformu vardir. VEGF,;,
VEGF 45, VEGF 43, VEGF62, VEGFi65, VEGF 650, VEGF 33, VEGF 39, VEGF206. Bu
izoformlar i¢cinde VEGF¢s,, digerlerinden farkli olarak endojen inhibitor izoformdur,
VEGFR?2 iizerinden etkilidir [189]. En ¢ok bilinen major izoformlar VEGF,,;, VEGFgs,
VEGF 39, VEGF;ps’dir [190,191]. Bu izoformlardan VEGF,; hari¢, hepsi heparine
baglanmaktadir. VEGF 21, VEGF 45 ve VEGF 65 salgilandiginda kolayca diffiize olur ve
erimig formlar1 sivilarda saptanabilir. VEGF g9 ve VEGFyy ise salgilandigi halde hiicre
aracili olarak kalir ve varliklar testlerle kolayca saptanamaz [192]. VEGF,o6, VEGF’iin
orijinal karakteristik formu olup, yaklasik 34-46 kDa agirliginda homodimerik bir
glikoproteindir. VEGF 65, VEGF;,,’in aksine hiicre ylizeyindeki veya ekstraselliiler
matriksteki proteoglikanlara ve heparine baglanan formdur. VEGF g9 heparin ve heparan

stilfat proteoglikanina baglanmay tetikler ve arttirir [175].
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Heparine baglanan VEGF-A izoformlar1 plazmin gibi proteolitik enzimlerle hizla
parcalanir. Bu nedenle, hiicre dis1i proteolizin, VEGF biyoyararlanimini diizenlemede
onemli rol oynadig1 diistiniilmektedir. Plazmin etkisiyle VEGF»; disindaki izoformlar daha
kiigiik olan VEGF;p’a doniisiirler. VEGF ;o endotel hiicre biiyiimesini uyarir ve damar

gecirgenligini arttirir. Mitojenik aktivitesi VEGF 45°den daha azdir [190].

VEGF-A'nin etkileri biiyiik 6l¢iide lokal konsantrasyonuna baghdir. Diistik fizyolojik
VEGF-A diizeyleri kardiyovaskiiler hemostaz, endotel hiicre omrii, prostasiklin, NO
iretimi icin gereklidir. Boylece, vasodilatasyon, antitromboz ve diiz kas hiicre
proliferasyonunun baskilanmasi meydana gelmektedir. Anjiogenik ve vaskulogenik etkiler
icin daha yiiksek konsantrasyonlar gereklidir VEGF-A nin plasentasyonda
sitotrofoblastlarin ve sinsisyotrofoblastlarin gelisiminde rol aldig: diistiniilmektedir. VEGF-
A’nin up regulasyonu yeterli perfiizyon ve endotel biitiinliiglinii saglamaktadir. VEGF-A ve
diger aile iiyelerinin atherogenezin baslatilmasinda rollerinin olmadigi, atherogenez
sirasinda stirekli VEGF-A yiiksekliginin biiyiiyen lezyonlarda hipoksi ve inflamasyona

sekonder oldugu ileri siiriilmiistiir [193-195].

VEGF-B

VEGF-B, vaskiiler endotel biiyiime faktori reseptorii-1 (VEGFR-1)'e baglanarak etki eder,
hiicre dis1 matriks degradasyonu, hiicre adezyonu ve gociinde rol oynar. Kalp, iskelet kas1
ve pankreasta fazla miktarda bulunur, endotel hiicre fonksiyonunu diizenler [179]. Ayrica

monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir [195].

VEGF-C

VEGF benzeri protein olarak da bilinir. Lenfatik damarlarin olugsmasinda (lenfanjiogenez)
rolii oldugu, VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak vaskiiler ve lenfatik endoteliyal
hiicrelerde mitojenik etki yaptig1 bilinmektedir [195]. VEGF-C’nin Kaposi sarkomunda
onemli oranda rol aldig1 goriilmiistiir [196]. Birgok solid tiimoérde bolgesel lenf nodlariin
invazyonu ve prognozuna olumsuz katkida bulunur ve uzak metastaz habercisidir. Cesitli
timor tiplerinde yapilan c¢alismalarda, VEGF-C ekspresyonu ile lenfatik vaskiiler
invazyon, bolgesel lenf nodu metastazi, uzak metastaz, arasinda istatistiksel olarak anlaml

iliskiler saptanmistir [197].
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VEGF-D

VEGF-D yapisal olarak %48 oraninda VEGF-C’ye benzer bir glikoproteindir. Proprotein
olarak {iretilir. VEGF-D normal sartlarda, erigskin insanda, vaskiiler endotel, kalp, iskelet
kasi, akciger ve bagirsaklardan eksprese edilir. VEGFR-2 ve VEGFR-3’e baglanir ve
bunlarin aktivasyonu ile endotel hiicreleri i¢in anjiogenik, mitojenik ve lenfanjiogenik
olarak islev goriir. En fazla embriyogenezis doneminde akciger ve deride bulunur [198].

Bazi kanserlerde lenfangiogenezis ve lenf nodu metastazi ile iligkili bulunmustur [199].

VEGF-E

VEGF-E aminoasit dizilimi %25 oraninda VEGF-A ile ayni1 olan bir polipeptittir. Giiglii bir
mitojen ve permeabilite arttirict faktordiir. VEGFR-2'ye secici olarak baglanarak etkisini

gosterir [194].

VEGF-F (sv-VEGF)

VEGF’nin yapisina ¢ok benzeyen, yilan zehirinde bulunmus bir molekiildiir. Bu yeni
bulunan molekiiliin anjiogenezi VEGF-A’dan 10 kat daha az arttirmasina ragmen, vaskiiler

gecirgenligi siddetle arttirdig: bildirilmistir [200].

VEGF-E ve VEGF-F, VEGF-A'nin insanlar disindaki canlilardaki homologlaridir.
[179,205].

Plasental biiyiime faktorii (PIGF)

PIGF adindan da anlagilacag: gibi ilk kez plasentada saptanmigtir. Normal embriyonik ya
da eriskin dokularda yiliksek diizeylerde eksprese edilmemektedir. Sinyal peptitlerinin
boliinmesi sirasinda ilkin 131 amino asit olarak sentezlenir. Daha sonra yeni amino
asitlerin eklenmesiyle VEGF-A ile %37 oraninda benzesen ve 152 amino asit iceren son
sekli olusur. VEGFR-1'e baglanarak etki gosterir[194]. PIGF patolojik angiogenez
formlarinda VEGF-A aktivitesini tamamladig1 ve potansiyalize edebildigi gosterilmistir

[202].
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VEGF sentezi

Endotel hiicreleri i¢in 6nemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip olan VEGF,
fizyolojik olarak ovulasyondan hemen once ovaryum follikiillerinden salgilanarak yeni
damarlarin olugumunu arttirirken, ovulasyondan sonra bu salgilama goérevini korpus
luteum {stlenir. Erken implantasyon doneminde ise embriyo trofoblastlarinca salgilanir
[203]. Embriyolojik gelisimin ilk donemlerinin sonuna dogru VEGF biraz azalirken,

organogenez doneminde oldukga yiikselir [204].

Megakaryositler, VEGF’nin 6nemli kaynagidirlar ve trombositlerin a graniillerinde depo
edilir [205]. Viicutta degisik hiicrelerden salgilanir. Endotel hiicreleri, 16kosit,
megakaryosit, ovaryum folikiilleri, korpus luteum, akciger alveolar hiicreleri, renal
glomeriil visseral epitelyum hiicreleri, kardiyak myositler, bdobrek proksimal tiibiil
hiicreleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri, Leydig hiicreleri, aktive makrofajlar,
arteriyolleri ¢evreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus epitelyum hiicreleri,
hepatositler ve 6zellikle de malign tiimor hiicrelerinde (Karaciger, mesane, bobrek, over,

mide, kolon, beyin ve meme kanserleri) sentezlenmektedir [205-207].

VEGF mRNA’sinin transkripsiyonu; trombosit kaynakli biiylime faktorii-BB (PDGF-BB),
keratinosit biliylime faktorii (FGF-7), epidermal biiytime faktorii (EGF), tiimor nekrosis
faktor-o (TNF-a), transforming biiylime faktorii- B1 (TGF- 1) ve interlokin- B1 gibi cesitli
faktorler tarafindan baslatilir [175].

Ayrica protein biiyliime faktdrlerinin haricinde, forbol esterleri ve prostaglandin E, (PGE,)
gibi bazi kii¢iik mediatorlerin de VEGF ekspresyonunu diizenledikleri goriilmiistiir [208].
Hipoksi, belki de, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiogenezi baslatan en
etkili stimuluslardan biridir. Buna 6rnek olarak biiyiiyen tiimorlerin hipoksik merkezleri
olusmas1 ve bunu engellemek i¢in tiimor hiicrelerinden VEGF ekspresyonu ve yeni damar
yapimi gosterilebilir. Yine tikanmis kalp damarlarina bagli gelisen hipoksi sonrasinda da
VEGF ekspresyonu artmaktadir. VEGF yapimi hipoksi tarafindan tetiklenirken, CO
tarafindan da inhibe edilmektedir. Hipoksinin yaninda azalan pH ve sitokinler ile de VEGF
ekspresyonu artmaktadir [17,181].



43

VEGTF reseptorleri

VEGEF reseptorleri ilk olarak endotel hiicrelerinde saptanmistir [18]. VEGF hiicre digina

salgilanarak 3 tirozin kinaz ve 2 ndrofilin reseptdriine baglanir [179,201].

VEGF reseptor 1’in (VEGFRI1) (Flt-1) endotel hiicreleri disinda monositler, osteoblastlar,
makrofajlar, perisitler, hemopoetik kok hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri ve kolorektal
tiimor hiicrelerinde bulunur [18]. VEGFR-1’e baglanan biiyiime faktorleri VEGF-A,
VEGF-B, svVEGF ve PIGF’dir. VEGFR-1, VEGF-A ve PIGF’e yiiksek affinite ile baglanir
ama iyi bir proliferasyon ve kemotaktik cevap elde edilemez. Ancak, PIGF’e baglanmayan

ama VEGF’e sikica baglanan VEGFR-2 ile iyi cevap alinir [175].

VEGFR2 (Flk-1/KDR) VEGF-A’nin mitojenik, anjiyojenik ve vaskiiler ge¢irgenlik artisi
etkilerinden sorumludur. Endotel hiicre biiylimesi, farklilasmasi, gogii ve tiibiil olusumunu
diizenler [209]. Endotel hiicrelerine ek olarak hemopoetik kok hiicrelerde,
megakaryositlerde, retina oncii hiicrelerinde, damar diiz kas hiicrelerinde ve bazi tiimoér
hiicrelerinde (kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserleri, noéroblastoma, meme ve mide
kanserleri) bulunur. VEGFR-2; VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve svVEGF’iin
etkilerine aracilik eder [174].
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VEGFR3 (flt-4), Lenfatik damarlarda anjiogenik etkiden ve lenfatik metastazdan
sorumludur. VEGF-C ve VEGF-D’nin etkilerine aracilik eder [210].

Norofilin-1, VEGF;65’in VEGFR2’ye 1ilgisini ve bu faktdre bagli kemotaksisi arttirir.12

Endotel, noron ve timor hiicrelerinde bulunur [18].

Norofilin-2 VEGF 45 ile birlikte norofilin-1’den farkli olarak VEGF 451 ve plasental
bliyiime faktoriinti de baglar [18].

VEGF reseptorlerinin aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz
aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek

endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon, ve diferansiyasyonunu saglar [122].

VEGF ve NO

NO, kanserli olgularda kompleks bir role sahip bir molekiildiir. NO’nun DNA’y1
hasarlayarak hastaligin baglangic1 ile iliskili oldugu ve ayrica immiin hiicrelerin
tiimdrisidal aktivitesi i¢cin NO’nun gerekli oldugu gosterilmistir. VEGF; in vitro ve in vivo
olarak endotelyal hiicrelerden NOS enzimi uyararak [23] NO iiretimini stimiile eder. NO
ise sonradan vaskiiler permeabilite ve anjiogenezisi arttirir [21,22]. Yapilan bir ¢aligmada
prostat Ca’li hastalarda artmis VEGF seviyeleri ile iliskili olan anlamli derecede yiiksek
seviyede plazma NO diizeyleri tespit edilmistir [211]. Yine VEGF, NO aracili
vazodilatasyonu uyararak hipotansif bir etki yaratir. Ayrica von-Willebrand faktoriin
salgilanmasini arttiran VEGF, prostoglandin I, iiretimini de uyarmaktadir. Yine aragidonik
asit salinimin1t ve MAP-kinaz bagimli sitozolik fosfolipaz A2’yi aktive etmektedir

[23,212].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Gruplari

Calisma sirasinda kullanilan deney hayvanlari Gazi Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi’nden (GUDAM) temin edilerek hayvanlarin barindirilmasi, bakimi ve
arastirmanin deneysel asamas1 GUDAM’da gerceklestirildi. Kan ve dokuda calisilacak
parametreler (oksidatif stres belirtegleri, proinflamatuvar sitokin diizeyleri) Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ve Fizyoloji Anabilim Dali  arastirma

laboratuvarlarinda calisildi.

Yapilan tlim cerrahi islemler ketamin ve xylazine anestezisi altinda steril kosullarda
gerceklestirildi. Deneysel intestinal I/R hasar1 modeli, hayvanlarda siiperior mezenterik
arterin belli bir donem klempe edilmesi ve takiben klempin kaldirilmasi suretiyle
olusturuldu. Literatiirde bagirsaktaki I/R hasarinin olusturulmasi i¢in gerekli iskemi ve
reperflizyon siireleri tartismalidir. Calismamizda Dwivedi ve arkadaslar1 tarafindan
kullanilan 90 dakikalik iskemi ve 4 saatlik reperfiizyon modelinin kullanilmasi planlandi
[213]. Bu modeli segmemizin nedeni hem bagirsak dokusunda hem de uzak organlarda
reperflizyon hasarinin tim asamalarinin bu siirelerde goriilmesidir. Ayrica uygulanan
VEGF tedavi dozu, Anabilim Dalimizda daha o©nce yapilan ¢aligmalarla etkinligi
gosterilmis olan en diisik VEGF dozudur. Bu calismalarda asagida belirtilen dozun
altindaki kullanimlarinin etkisiz, tizerindeki kullanimlarinin da esdeger etkili oldugu

goriilmiis, en diisiik doza bagh etkiler yayin haline getirilmistir [24].

(Calismada 30 adet, ortalama agirliklar1 241 +10 gr olan eriskin erkek Wistar-Albino sigan

kullanildi. Hayvanlar randomize sekilde 5 gruba ayrildi.

1- Sham grubu (S, n=6): Bu gruptaki si¢anlara anestezi altinda laparotomi yapildiktan

sonra mezenter arter disseke edilerek klempe edilmek {izere hazirland1 ancak klempe
edilmeksizin batin kapatildi. 4 saat sonra anestezi altinda intrakardiyak olarak kanlar1
alindi. Daha sonrasinda sicanlar sakrifiye edildi. Bobrek ve karaciger dokulari
cikarilarak kan ve doku ornekleri biyokimyasal ¢alismalar yapilincaya kadar -80°C de

saklandi.
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2-

VEGF grubu (V, n=6): Sicanlarin kaudal kaval venleri anestezi altinda kateterize

edilerek, intravendz yoldan VEGF(human) (0,8ug/kg) tek doz olarak wverildi.
Tedaviden 4 saat sonra intrakardiyak olarak kanlar1 alinarak si¢anlar sakrifiye edildi.
Bobrek ve karaciger dokulari ¢ikarildi. Kan ve doku &rnekleri biyokimyasal

calismalar yapilincaya kadar -80°C de saklandi

Iskemi-Reperfiizyon grubu (I/R, n=6): Sicanlara anestezi altinda laparotomi

yapildiktan sonra mezenter arter disseke edilerek, vaskiiler klemplerle klempe edildi ve
90 dk. siire ile intestinal iskemi gerceklestirildi. 90 dk’lik iskemiyi takiben vaskiiler
klemp acilip batin kapatildi. Islemden 4 saat sonra intrakardiyak olarak kanlari
alinarak siganlar sakrifiye edildi. Bobrek ve karaciger dokular ¢ikarildi. Kan ve doku

ornekleri biyokimyasal ¢aligmalar yapilincaya kadar -80°C de saklandi.

Iskemi-Reperfiizyon ve Reperfiizyonda VEGF grubu (I/R+V, n=6): Sicanlara anestezi

altinda laparotomi yapildiktan sonra mezenter arter disseke edilerek vaskiiler
klemplerle klempe edildi ve 90 dk. siire ile intestinal iskemi gergeklestirildi. 90 dk’lik
iskemiyi takiben damar klempi acilip ve hemen akabinde reperfiizyon baslangicinda
intravendz VEGF uygulandi1 ve batin kapatildi. Islemden 4 saat sonra intrakardiyak
olarak kanlar1 alinarak sicanlar sakrifiye edildi. Bobrek ve karaciger dokulari ¢ikarildi.

Kan ve doku 6rnekleri biyokimyasal ¢alismalar yapilincaya kadar -80°C de saklandi.

Iskemi-Reperfiizyon ve iskemi éncesi VEGF grubu ( V+I/R, n=6): Sicanlara anestezi

altinda laparotomi yapildiktan sonra iskemi yapilmadan hemen 6nce intravendz VEGF
uygulandi, sonrasinda mezenter arter disseke edilerek vaskiiler klemplerle klempe
edildi ve 90 dk siire ile intestinal iskemi gerceklestirildi. Iskemiyi takiben damar
klempi agilarak batin kapatildi. Diger gruplarda oldugu gibi islemden 4 saat sonra
intrakardiyak olarak kanlari alinarak siganlar sakrifiye edildi. Bobrek ve karaciger
dokular1 ¢ikarildi. Kan ve doku ornekleri biyokimyasal ¢alismalar yapilincaya kadar

-80°C de saklandi.
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3.2. Biyokimyasal Analizler
3.2.1. Homojenizasyon

Dokularin homojenizasyonu porselen bir kap i¢inde sivi azot kullanilarak dokularin
ezilerek toz haline getirilmesi sonrasinda GSH o6l¢timleri i¢in 1:5 %5 metafosforik asit
soliisyonu i¢inde diger Olgiimler i¢in 1:10 lizis buffer ile dilue edilmesi seklinde
gerceklestirildi. Numuneler 2500 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildikten sonra

stipernatanlar ependorflara alind1.
3.2.2. Dokuda malondialdehit (MDA) diizeyi tayini

Bu yontem lipit peroksidasyon iiriinlerinden malondialdehidin Tiobarbitiirik Asit (TBA) ile
olusturdugu kompleksin spektrofotometrik olarak 530 ve 540 nm’de tespiti esasina
dayanmaktadir [214]. Doku o6rnekleri, 1/5 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde RIPA buffer
ile seyreltilip, homojenize edildi. Homojenatlar, 1.600 g’de, 10 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Doku MDA miktari, 530 nm’de Cayman TBARS assay kiti kullanilarak tayin edildi

ve sonuglar nmol /g doku olarak verildi.
3.2.3. Doku protein diizeyi tayini

Doku protein tayini Bradford yontemine gore spektrofotometrik olarak 595 nm’de dl¢iildi.
Bradford yontemi protein boya baglanma prensibini kullanarak mikrogram miktarlarda

protein tayini i¢in hizli duyarli bir yontemdir [215].
3.2.4. Dokuda glutatyon (GSH) diizeyi tayini

Bu yontem, hafif alkali ortamda, 5,5 ditiyobis 2-nitrobenzoik asidin (DTNB, Ellman
reaktifi), dokudaki alifatik tiyol bilesikleriyle reaksiyonu sonucu her molekiil tiyol basina

olusan, p-nitrofenol anyonunun miktarinin spektrofotometrik olarak Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir [216].

Doku 6rnekleri, 1/5 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde 50 mM metafosforik asitle (pH:6-7,
icerisinde ImM EDTA icerecek sekilde) seyreltilip, homojenize edildi. Homojenatlar,
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10.000 g’de, 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Doku GSH miktari, 410 nm’de Cayman

GSH assay kiti kullanilarak tayin edildi ve sonuglar nmol/ mg protein olarak verildi.
3.2.5. Dokuda siiperoksit dismutaz (SOD) enzim diizeyi tayini

Yontemin esasi, ortamda olusturulan siiperoksitin, SOD enzimi ile ortadan kaldirilmasi ve
kalan miktarin boyanarak renklenmesine dayanan ksantinin ksantin oksidaz (XO) ile Oy
olusturmasi ve bunun da nitroblue tetrazolium (NBT) ile renkli bilesik olusturarak bu renk

siddetinin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesidir [217].

Doku ornekleri, 1/5 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde 20 mM HEPES (pH:7.2, igerisinde
ImM EGTA, 210 mM mannitol, 70 mM siikroz igerecek sekilde) seyreltilip, homojenize
edildi. Homojenatlar, 1.500 g’de, 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Doku SOD miktari,
440 nm’de Cayman SOD assay kiti kullanilarak tayin edildi ve sonuglar Unite/ mg protein
olarak verildi.

3.2.6. Dokuda katalaz enzim diizeyi tayini

Yontemin esas1 hidrojen peroksitin yikima esasina dayanmaktadir [218]. Doku 6rnekleri,
1/5 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde 50 mM potasyum fosfat buffer (pH:7, igerisinde
ImM EDTA igerecek sekilde) seyreltilip, homojenize edildi. Homojenatlar, 10.000 g’de,
15 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Doku CAT miktar1, 540 nm’de Cayman CAT assay Kiti

kullanilarak tayin edildi ve sonuglar nmol/min/mg protein olarak verildi.
3.2.7. Doku nitrit/ nitrat diizeyi tayini

Yontemin esast Nitrat Rediiktaz enzimi varliginda nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) kullanarak Nitratin Nitrite doniistimiidiir. Olusan nitrit kirmizi-mor diazo boya
veren N-(1-Naftil) etilen diamin ve siilfanamid ile reaksiyona girer. Olusan diazo boyanin

absorbansi 540nm dalga boyunda 6lgiiliir [219].

Doku ornekleri, 1/5 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde PBS  (pH:7.4) seyreltilip,
homojenize edildi. Homojenatlar, 10.000 g’de, 20 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Doku
Nitrat-nitrit (NOX) miktari, 540 nm’de Cayman Nitrat-nitrit assay kiti kullanilarak tayin
edildi ve sonuglar uM olarak verildi.
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3.2.8. Plazma LDH, AST, ALT, iire, kreatin diizeyleri tayini

Plazma LDH, AST, ALT, Ure, Kreatin diizeyleri ROCHOP800 otoanolizér kullanilarak
Olculdii.

3.3. istatiksel Analiz ve Grafikler

Verilerin istatistiksel analizi igin SPSS 15 programi kullanilarak degerlendirildi. Gruplar
arast karsilastirmalarda nonparametrik Mann Whitney U testi kullanildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi. Verilere ait grafiklerin

olusturulmasinda Graph Prism 6.0 programi kullanildi.
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4.1. Bobrek Dokusu MDA Diizeyleri

Calismamizda bobrek dokularinda lipid peroksidasyonun derecesiyle benzerlik gdsteren
MDA diizeyleri 6lgiildi. Bobrek dokularinda, I/R grubu MDA diizeyleri sham grubuna
kiyasla anlaml dl¢lide artarken, VEGF uygulamasi yapilan biitiin gruplardaki (V, I/R+V
ve V+I/R gruplar)) MDA diizeyleri sham grubuna kiyasla anlamli Ol¢iide azaldi.
MDA’daki en yiiksek deger I/R yapilan grupta goriildii ki bu yiikselme biitiin gruplara gore
anlamli idi. VEGF’nin iskemi sonras1 verildigi gruptaki (I/R+V) MDA diizeyinin diger
biitiin gruplara kiyasla anlamli olarak en diisiik deger oldugu tespit edildi. (Sekil 4.1)

30 - Bobrek MDA diizeyleri
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Sekil 4.1. Bobrek dokusu MDA diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(V)]. [(S)-(NR+V)], [(S)-(VR)], [(S)-(V+I/R)]

p<0.01: [(V)-(IIR+\V)], [(V)-(/R)], [(VR+V)-(/R)], [(/R)-(V+I/R)]
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4.2. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri

Karaciger dokularinda, MDA diizeyleri incelendiginde, I/R grubu MDA diizeyleri diger
biitlin gruplara goére anlamli olarak yiiksek bulundu. En diisik MDA degerleri ise
VEGF’nin iskemi sonras1 verildigi grupta (I/R+V) 6l¢iildii. Bu deger diger biitiin gruplara
gore anlamh olarak degerlendirildi. Bobrek dokusundan farkli olarak, karacigerde tek bagina
VEGF uygulamasi yapilan grupta (V) , MDA diizeyleri I/R sonrast VEGF uygulanan gruba gore
(I/R+V) anlaml olarak yiiksekti. (Sekil 4.2)

Karaciger MDA Diizeyleri
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Sekil 4.2. Karaciger dokusu MDA diizeyleri
Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(VR+V)], [(V)-(IR+V)], [(VR+V)-(V+I/R)],
p<0.01: [(S)-(/R)], [(V)-(IR)], [(UR+V)-(/R)], [(I/R)-(V+I/R)]
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4.3. Bobrek Dokusu NOX Diizeyleri

Bobrek dokusu NOX diizeyleri degerlendirildiginde gerek Sham ve VEGF grubu arasinda
gerekse I/R gruplart arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Ancak I/R yapilan gruplarda
(R, I/R+V ve V+I/R) , bobrek dokusu NOXx diizeyleri Sham ve VEGF (V) gruplarina gore
anlamli olarak yiiksek bulundu. (Sekil 4.3)

60 - Bobrek NOx Diizeyleri
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Sekil 4.3. Bobrek dokusu NOX diizeyleri
Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(VR+V)], [(S)-(VR)], [(S)-(V+IIR)], [(V)-(VR+V)], [(V)-(IR)]

p<0.01: [(V)-(V+I/R)]



57

4.4. Karaciger Dokusu NOX Diizeyleri

Karaciger dokusu NOX diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilemedi (Sekil 4.4).

Karaciger NOx Diizeyleri
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S \" I/R+V I/R V+I/R

Sekil 4.4. Karaciger dokusu NOX diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi
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4.5. Bobrek Dokusu SOD Diizeyleri

Bobrek dokusunda SOD diizeyleri degerlendirildiginde; Sham ve VEGF gruplar1 arasinda
anlaml bir fark tespit edilmedi. Tek basina I/R yapilan (I/R grubu) siganlarda bobrek doku
SOD diizeyleri diger biitiin gruplara kiyasla anlamli 6lgiide diisiikk bulundu. I/R grubu ile
karsilastirildiginda; I/R sonrasi ve oncesi VEGF tedavisi uygulanan gruplarin (I/R+V,
V+I/R) SOD diizeyleri anlamli olarak artmis olarak bulundu. Bu artis sonucu Sham grubu
ile V+I/R I/R+V gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi. (Sekil 4.5)

Bobrek SOD Diizeyleri
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Sekil 4.5. Bobrek dokusu SOD diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(/R)], [(V)-(IR)], [(V)- (V+IIR)], [(/R+V)-(V+I/R)]

p<0.01: [(IIR+V)-(IIR)], [(I/R)-(V+(I/R)]
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4.6. Karaciger Dokusu SOD Diizeyleri

Karaciger dokusunda SOD diizeyleri degerlendirildiginde; I/R yapilan gruplarda SOD
diizeylerinin Sham grubuna gore azaldigi goriildii. I/R sonrast VEGF tedavisi uygulanan
grubun (I/R+V) karaciger SOD diizeyleri, I/R grubuna kiyasla anlamli 6lgiide artti. Diger
gruplar arasindaki anlamli fark tespit edilemedi. (Sekil 4.6)

Karaciger SOD Diizeyleri
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Sekil 4.6. Karaciger dokusu SOD diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(IR+V)], [(S)-(IIR)], [(S)-(V+I/R)], [(W)-(/IR)], [(I/R+V)-(I/R)]
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4.7. Bobrek Dokusu GSH Diizeyleri

Bobrek dokusu GSH diizeyleri agisindan sonuglar degerlendirildiginde, I/R uygulamasi
GSH diizeylerinde azalmaya neden oldu. VEGF verilmesi azalan GSH diizeylerinde bir
miktar artma meydana getirdi. Ancak bu artma I/R ile karsilastirildiginda anlamli bir
sonuca ulasilamadi. (p>0.05) (Sekil 4.7)

Bobrek GSH Diizeyleri
15 -

GSH(nmol/mg protein)

S \' I/IR+V I/R V+I/R

Sekil 4.7. Bobrek dokusu GSH diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.
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4.8. Karaciger Dokusu GSH Diizeyleri

I/R uygulamasi1 karacigerde doku GSH diizeyinde diisme meydana getirdi. Ancak bu
diisme muhtemelen SD’nun yiiksek olmasi nedeniyle Sham grubuna gore anlamli degildi.
Ozellikle I/R+Vgrubunda daha belirgin olmak iizere VEGF uygulamasi yapilan her iki
grupta da GSH diizeylerinde artma tespit edildi. Ancak bu artiglarda I/R grubuna gore
anlamli degildi. (p>0.05) (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8. Karaciger dokusu GSH diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.
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4.9. Bobrek Dokusu Katalaz Diizeyleri

Calismamizda bobrek dokusunda katalaz (CAT) diizeyleri de 6lgiildi. I/R+V grubu bobrek
CAT diizeyleri, Sham grubu, I/R ve V+I/R grubu CAT diizeylerine kiyasla anlamli dl¢iide

diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunamadi. (p<0.05) (Sekil
4.9)

Bobrek CAT Diizeyleri
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Sekil 4.9. Bobrek dokusu CAT diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(I/R+V)]

p<0.01: [(VR+V)-(IIR)],  [(/R+V)-(V+I/R)]
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Karaciger dokusu CAT diizeyleri Ol¢timlerinde I/R grubunda bir miktar azalma olmakla

birlikte, hi¢bir grup arasinda anlamli bir fark yoktu. (p>0.05) (Sekil 4.10)

50 -

CAT(nmol/min/mg protein)

S Vv I/IR+V

Sekil 4.10. Karaciger dokusu CAT diizeyleri

Degerler ort = SD olarak verildi.

Karaciger CAT Diizeyleri

T

I/R V+I/R
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4.11. Plazma Ure Diizeyleri

Yapilan olgtimlerde Sham grubu ve VEGF grubu arasinda bir fark yokken, I/R uygulamasi
biitlin gruplarda plazma {ire diizeylerini kontrollerine goére anlamli olarak yiikseltti.
(p<0.01) Gerek iskemiden once (V+I/R), gerekse iskemiden sonra (I/R+V) VEGF
uygulamasi, I/R’nun yiikselttigi {ire diizeylerinde bir miktar azalmaya neden olmakla
birlikte bu azalmalar anlamli degildi. Tek basina VEGF uygulamasi (V grubu) ise plazma
tire diizeyleri agisindan Sham grubu ile (S) karsilastirildiginda herhangi bir degisiklige
neden olmadi. (p>0.05) (Sekil 4.11)

Plazma Ure Diizeyleri

150 A
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n
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E
2
pm }
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S \") I/IR+V I/R V+I/R

Sekil 4.11. Plazma iire diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.01: [(S)-(/R+V)],  [(S)-(IR)], [(S)-(V+IIR)], [(V)-(IR+V)],  [(V)-(I/R)],
[(W)-(V+I/R)]
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4.12. Plazma Kreatin Diizeyleri

I/R uygulamasi plazma kreatinin diizeylerinde yiikselmeye neden oldu. Sham grubuylam
karsilagtirildiginda I/R yapilan her li¢ grupta da plazma kreatin diizeyleri anlamli olarak
yiikseldi. I/R sonrast VEGF uygulamasi (I/R+V) kreatin diizeylerinde diger iskemili
gruplara gore anlamli bir diisme meydana getirdi. (Sekil 4.12)

0.6 - Plazm a Kreatin Diizeyleri
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Creatin (mg/dL)
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N
1
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S \' I/IR+V I/IR V+I/R

Sekil 4.12.Plazma kreatin diizeyleri

Degerler ort = SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(/IR+V)], [(S)-(IR)], [(S)-(V+I/R)], [(V)-(/R)], [(V)-(V+I/R)],
[(IIR+V)-(I/R)], [(VR+V)-(V+I/R)]
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4.13. Plazma Laktat Dehidrogenaz Enzim Diizeyleri
VEGF grubu (V) plazma LDH diizeylerinin, sham grubuna (S) kiyasla anlamli 6lgiide
azaldig1 goriildii. VEGF grubundaki bu azalmanin, I/R+V grubuna goére de anlamli oldugu

tespit edildi. Diger gruplar birbirleri ile kiyaslandiginda anlamli farklilasma goriilmedi.

(p<0.05) (Sekil 4.13)

Plazma LDH Diizeyleri
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Sekil 4.13. Plazma LDH diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(V)]. [(V)-(/R+V)]
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4.14. Plazma ALT Diizeyleri

Plazma ALT diizeyleri degerlendirildiginde, I/R grubu, I/R+V grubu ve V+I/R grubu
plazma ALT diizeylerinin sham grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii.
Iskemi biitiin gruplarda plazma ALT diizeylerinde yiikselmeye neden oldu. En fazla
yiikselme V+I/R grubunda degerlendirildi. (Sekil 4.14)

250 - Plazma ALT Diizeyleri

200 -
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ALT (U/L)

100 -
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S \" IIR+V I/R V+I/R

Sekil 4.14. Plazma ALT diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.

p<0.05: [(S)-(NR+V)], [(S)-(VR)],  [(S)-(V+I/R)]
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4.15. Plazma AST Diizeyleri

Plazma AST diizeyleri degerlendirildiginde, en yiiksek deger V+I/R grubunda 6lgiilmekle
birlikte istatistiksel olarak higbir grup arasinda anlamli fark goriilmedi. (Sekil 4.15)

Plazma AST Diizeyleri
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S 600~ T
)
;
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Sekil 4.15. Plazma AST diizeyleri

Degerler ort + SD olarak verildi.
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5. TARTISMA

I/R hasarmin fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Bu siirecin reaktif
oksijen tiirleri, kompleman sistemi, HO sistemi, endotel hiicreleri ve nétrofiller arasindaki

tam anlasilamamis ve karmasik bir iliskiyle ortaya ¢iktig1 goriilmektedir [16].

Iskemi déneminde, O, yokluguna bagli olarak, mitokondrial elektron transportu ve
oksidatif fosforilasyon kapasitesi giderek azalir [2], hiicrede enerji eksikligi sonucu ATP
yikim iriinleri birikir [9]. Ancak iskeminin neden oldugu hasarin 6nemli bir kisminin
reperfiizyon sirasinda, post-iskemik doénemde oldugu disiiniilmektedir. I/R hasarinda
serbest radikallerin olusumu, PMNL’lerin aktivasyonu, endotel ve kompleman sistemi gibi

major komponentlerin rol oynadig1 bilinmektedir [220].

Iskemi siireci icerisinde biriken bazi toksik metabolitler, reperfiizyon fazinda dolasima
katilarak, iskemiye maruz kalan dokuda ve uzak organlarda sistemik inflamatuar bir yanit

olusturmaktadirlar. Etkilenen dokularda siklikla nétrofil infiltrasyonu goézlenir [5].

Gastrointestinal sistem I/R hasarina kars1 son derecede hassastir [7]. I/R boyunca intestinal
bariyerin zedelenmesi, bakterilerin ve bakteri iirlinleri olan endotoksinlerin transloke
olmasina yol acar. Bu maddelerin sistemik disseminasyonu, uzak organ hasarinin olusumu
ile iliskilidir. Endotoksinler, ¢esitli sitokinleri ve TNF-alfa gibi diger bazi enflamatuar
medyatorleri salgilatmak iizere makrofajlar stimiile ederek [10,11] "Sistemik inflamatuar
Yanit” ya da "Coklu Organ Disfonksiyonu Sendromu”nun ortaya ¢ikmasina neden olur.
Proinflamatuar sitokinler, intestinal I/R olayinin yerel ve uzak organ hasar1 olusturmasinda

onemli role sahiptirler [14].

Park ve ark. hepatik I/R sonrasi ortaya ¢ikan toksinler ve serbest oksijen radikallerinin
karacigerin yanisira akciger, bobrek ve kalp gibi uzak organ ve dokular1 da etkiledigini
gostermislerdir [221]. Yine literatiirde karaciger dokusundaki I/R’nin; kalp ve akciger gibi

uzak organlarin hasarina neden oldugunu belirten baska calismalar da mevcuttur [222,223].

Calismamizda, superior mezenterik arterin okliizyonu seklinde ince bagirsakta iskemi ve
arkasindan reperfiizyon yaparak uzak organ olarak tanimladigimiz karaciger ve bobrek

dokularindaki etkilerini, oksidan stres, antioksidanlar ve organ fonksiyonlar1 agisindan
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degerlendirmeye calistik. Ayrica ince bagirsakta olusturdugumuz I/R siirecinin farklh
donemlerinde sistemik VEGF uygulamasi yaparak VEGF’nin I/R’nun uzak organlarda

olusturdugu hasar {izerine etkisini arastirdik.

VEGF, vaskiilojenez ve anjiojenezde 6nemli bir mediatordiir [17]. Hipoksinin VEGF ve
reseptorlerinin yapimini indiikledigi, VEGF’in ise morfogenez ve kemotaksisde dnemli
roller tstlendigi [17], endotel hiicrelerini apoptozise karsi korudugu [20], NO {iretimini
stimiile ederek vaskiiler permeabilite ve anjiogenezisi arttirdigi bilinmektedir [21,22].
Literatiirde farkli dokularda I/R hasarinin azaltilmas1 amaci ile kullanilan bu ajanin sadece
vaskiilogenez ve anjiogenez Ozelligi ile degil antioksidan ve vazodilatator etkileri ile de
fayda sagladig1 diisiiniilmektedir [23]. Nitekim Oz Oyar ve arkadaslari VEGF’nin I/R
hasar1 ilizerinde antioksidan etki gosterdigini belirtmislerdir [24]. Bu bilgiler VEGF’in
iskemi-reperfiizyon hasarma bagli olarak olusan oksidatif stres ve serbest radikallerin

olusumu ile yakindan ilgili oldugunu gdstermektedir.

Poynter ve arkadaslar1 kalpte iskemik hasara karsi korumada kismen VEGF’in etkili
oldugunu, VEGF f{iretiminin HIF-1a transkripsiyon diizeyi ile regiile edildigini, HIF-1a
aktivasyonu ile VEGF iiretiminin arttigini belirtmislerdir [224].

Pande ve arkadaglar1 da meme kanserli hastalarda VEGF’in potent bir anjiyogenik sitokin
oldugunu ve yiiksek VEGF seviyeleri ile artmis oksidatif hasar ve azalmis antioksidan

seviyeleri arasinda paralellik oldugunu gostermislerdir [225].

Calismamizda superior mezenterik arterin okliizyonu seklinde ince bagirsakta iskemi
gerceklestirilmistir. Ince bagirsak iskemisi meydana getirmek igin segilen model

literatiirdeki bir¢ok calismada kullanilmistir [226] .

I/R hasarindaki temel mekanizma iskemi sonrasi reperflizyon gelistiginde dokulara
oksijenin ulagmasi ile serbest oksijen radikallerinin olusmasidir. Olusan serbest oksijen
radikalleri, nétrofil, endotel hiicreleri ve hasarlanmig hiicre membranindaki yag asit
radikalleri ile etkileserek lipit peroksidasyon reaksiyonunu artirir ve ii¢ veya daha fazla ¢ift
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonundan MDA meydana gelir [227]. Stabil bir

molekiil olan MDA diizeyi 6l¢iimii ile membran hasar1 derecesi hakkinda fikir sahibi
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olunabilir. Bu ylizden oksidatif stres durumlarinda biyomarker olarak MDA kullanilir

[228].

Ahmadiasl ve ark, bobrek dokusunda yaptiklari I/R ¢aligmalarinda MDA degerlerinin
onemli sekilde artis gosterdigini rapor etmislerdir [229]. Kadkhodaee ve ark. da siganlarda
karaciger dokusunda yaptiklari I/R  modeli sonrasi, uzak organ olarak bobrek
fonksiyonlarinda ve enflamatuar endekslerde bozulma ve bdbrek dokusu MDA

diizeylerinde anlamli olarak artis oldugunu tespit etmislerdir [230].

Calismamizda ince bagirsakta yaptigimiz I/R modelinde uzak organ olarak gerek bobrek
gerekse karaciger dokularinda reperfiizyon sonrasi beklenildigi lizere ve literatiirle uyumlu
olarak MDA diizeylerinde sham grubuna kiyasla anlamli 6lc¢lide artis tespit ettik. Yine
calismamizda her iki dokuda VEGF uygulamasi yapilan gruplarda (I/R+V ve V+I/R) MDA
diizeylerinin iskemi grubuna kiyasla anlamli dl¢iide azaldigini tespit ettik. En diisiik MDA
degerlerini ise VEGF nin iskemi sonrasi verildigi grupta (I/R+V) 6l¢tiik. Bu sonuglar bize
VEGF’ nin, I/R’nun neden oldugu oksidatif hasara karsi koruyucu etkisinin iskemi
yapilmadan o©nce uygulanmasi durumunda daha belirgin olarak ortaya c¢iktigin

gostermektedir.

NO gaz halinde bir molekiil olup; vazodilatasyon, sinirsel ileti, anti-mikrobiyal ve
antitimor aktivitelerini iceren gesitli fonksiyonlara aracilik etmektedir. I/R hasarinda NO
tam olarak mekanizmasi bilinmese de anahtar rol oynadigi disiiniilmektedir. NO,
siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek giicli bir oksidan olan peroksinitriti
olusturmaktadir. Peroksinitrit ise hem I/R hasarinin hemde hipoksi-reoksijenizasyon
hasarinin patofizyolojisinde yer almaktadir. iNOS’un hasar asamasinda rol oynadigi ve
iNOS inhibitdrlerinin veya iNOS yoklugunun bu hasar1 azalttig1 goriilmektedir [231-233].
eNOS’un ise 6zellikle vaskiiler regiilasyon basta olmak iizere g¢esitli mekanizmalarla I/R
hasarini 6nledigi ifade edilmektedir [234].

Korkmaz ve ark. bobrek I/R hasar1 olusturduklar1 modelde, iNOS inhibisyonunun I/R
grubunda kontrol grubuna kiyasla plazma nitrit/nitrat diizeylerinde belirgin bir artis

meydana getirdigini tespit etmiglerdir [235].
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Calismamizda, I/R yapilan biitiin gruplarda (I/R, I/R+V ve V+I/R) , bobrek dokusu NOX
diizeyleri Sham ve VEGF (V) gruplarina gére anlamli olarak yiiksek bulundu. En belirgin
artts VEDF uygulamasinin yapilmadigi I/R grubunda kaydedildi. Karaciger dokusunda ise
sonuclar biraz farkli idi. I/R uygulamasi doku NOX diizeylerini biraz arttirmakla birlikte

anlaml1 bir degisiklige neden olmadi.

NO, karacigerdeki I/R siirecinde Onemli mediyatorlerden biridir. Erken faz I/R da
sitotoksik etki yaparken, ge¢ faz I/R da NO’nun endojen olarak {iretimi nedeniyle

sitoprotektif bir role sahip oldugu tespit edilmistir [236].

Miranda ve arkadaslarinin karaciger I/R modeli yaptiklar ¢aligmalarinda; 1 saat iskemi, 2
saat reperfiizyon yapilan grupta NO seviyesinin arttigi, 1 saat iskemi, 6 saat reperfiizyon

yapilan grupta ise NO seviyesinin azaldig1 bulunmustur [236].

Calismamizda 90 dk’lik iskemi ve 4 saatlik bir reperfiizyon déonemi sonrasit doku drnekleri
almmistir. Dolayisiyla reperfiizyon siiremiz literatiirdeki bu 6rnek calismaya gore daha
kisadir. Ayrica caligmamizda direk karacigerde degil, ince bagirsakta I/R modeli
olusturulmustur. Her iki nedenden 6tiirii calismamizda karaciger dokusu NOX diizeylerinde

I/R sonrasi belirgin bir degisiklik tespit edememis olabiliriz.

Emre ve ark. da bobrek I/R hasarmin karaciger iizerindeki etkilerini arastirdiklar
calismalarinda NOS inhibitérii L-NAME, endotelin reseptor inhibitorii BQ-123 ve L-
arjinin kullanilmasinin karaciger dokusunda kontrol ve I/R hasari olusturulan gruplar
arasinda doku nitrit/nitrat (NOX) seviyesinde anlamli bir farklilik olusturmadigini

bildirmislerdir [237].

Calismamizdaki bulgular Emre ve ark.larin g¢alismalarindakine benzerlik gostererek;
karaciger dokusu NOX diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilememistir.

SOD, siiperoksit serbest radikalinin H;O; ve O, doniistimiinii katalizleyen bir antioksidan
enzimdir. Somuncu ve ark. [238] tavsan overinde yaptiklari I/R modelinde, SOD enzim
diizeylerinde azalma kaydetmislerdir. Calisgmamizda I/R uygulamasi gerek bobrek gerekse

karaciger dokular1 SOD diizeylerinde belirgin bir azalmaya neden oldu. Bu azalma bdbrek
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dokusunda daha belirgin idi. Gerek I/R oncesi (V+I/R), gerekse I/R sonrasi (I/R+V) VEGF
uygulamasi her iki dokuda da azalan SOD diizeylerinde artis yapmakla birlikte bu artisin
bobrek dokusu I/R+V grubunda ¢ok daha belirgin olmasi dikkat ¢ekici idi.

Bilindigi iizere GSH ¢ok 6nemli bir antioksidan olup serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. I/R hasarinda doku GSH’in
tiikketildigi ile ilgili yaymlar bulunmaktadir [239,240]. Nijmeh ve ark. [241] iskeminin
indiikledigi angiogenesis c¢aligmalarinda GSH diizeyinin azaldigini tespit etmislerdir.
Azalan GSH diizeyine bagh olarak patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Baska bir
deneysel calismada ise Sezgin ve ark. sicanlarda bobrek iskemisine bagli olarak doku GSH

diizeylerinin azaldigini belirtmislerdir [242].

Seifi ve ark [243] 90 dk iskemi, 4 sa reperfiizyon yaptiklar1 karaciger I/R modelinde, uzak
organ olarak bobrek hasarina karsi Pentoxifylline ve N-Acetylcysteine’in koruyucu etkisini
arastirmislardir. Calismada antioksidan olan GSH diizeylerinin sham grubu ile

karsilastirildiginda; I/R grubunda azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Caligmamizda literatiirdeki ¢aligmalara benzer sekilde, I/R uygulamasi gerek karaciger
gerekse bobrek dokusunda GSH diizeylerinde azalmaya neden oldu. VEGF verilmesi her
iki dokuda da azalan GSH diizeylerinde bir miktar artma meydana getirmekle birlikte bu
artma ve azalmalar sham grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir sonuca ulagsmadi ve

gruplar arasinda da anlamli bir fark tespit edilemedi.

CAT da viicutta dogal olarak olusmakta ve SOD ile kombine sekilde etkimektedir. Esas
olarak peroksizomlarda bulunmakla birlikte az olarak da sitozolde ve mikrozomal yapida
bulunur. H,O, pargalayarak su ve oksijen olusturur. Boylelikle OH serbest radikali
olusumu onlenmis olur [244]. Somuncu S ve ark. [238] tavsan over modeli iizerinde
yaptiklart I/R hasarinda, CAT enzim diizeylerinde azalma kaydetmisglerdir. Giineli ve ark.
da intestinal I/R modelinde dokudaki CAT diizeylerinin sham grubuna kiyasla I/R
grubunda diistiigiinii gostermislerdir [9]. Ancak literatirde CAT aktivitesinin, tedavi
gruplarinda I/R grubuna gore diisiis gosterdigini bildiren calismalar da mevcuttur

[245,246]
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Mun ve ark.[247] da deneysel bobrek I/R modelinde doku SOD ve katalaz diizeylerinin
yukseldigini bildirmislerdir.

Calismamizda bobrek dokusu CAT aktivitesi I/R grubunda; sham ve I/R+V tedavi
grubuna gore yiiksek, V+I/R grubuyla ise hemen hemen ayni diizeylerde bulundu. Ayrica
bobrek dokusunda I/R grubu ile kiyaslandiginda, I/R sonrast VEGF uygulanan grubun
CAT diizeylerinde belirgin bir diisiis oldugu gorildii. Karaciger dokusu CAT diizeyleri
Ol¢iimlerinde ise I/R grubunda bir miktar azalma olmakla birlikte, hi¢bir grup arasinda

anlaml1 bir fark yoktur.

Calismamizda barsak I/R modelinde uzak organ olarak bobreklerdeki olasi hasari
incelemek amaciyla plazma iire ve kreatinin diizeylerine de baktik. I/R uygulamasi biitiin
gruplarda plazma {iire diizeylerini kontrollerine gore anlamli olarak yiikseltti. Gerek
iskemiden once (V+I/R), gerekse iskemiden sonra (I/R+V) VEGF uygulamasi, I/R’nun
yiikselttigi {ire diizeylerinde bir miktar azalmaya neden olmakla birlikte bu azalmalar
anlaml1 degildi. Tek basina VEGF uygulamasi (V grubu) ise plazma iire diizeyleri
acisindan Sham grubu ile (S) karsilastirildiginda herhangi bir degisiklige neden olmadi.
Plazma iire diizeyleri i¢in elde ettigimiz bu sonuclarimiz I/R hasar1 agisinda
degerlendirildiginde literatiirle uyumlu goriinmektedir. Nitekim Aydogdu ve ark. yaptiklari
calismada bobrek I/R modelinde plazma iire diizeylerinin arttigi rapor edilmistir [248].
Ayrica siganlarda 45 dk iskemi 24 saat reperfiizyon uygulayan Wei ve ark. da plazma iire
diizeylerinde artma oldugunu ifade etmektedirler [249]. Ancak ¢alismamizda VEGF’ nin
plazma fiire diizeyleri acisindan I/R hasarina karst koruyucu bir etkisinin oldugunu

sOyleyememekteyiz.

I/R hasar1 ve plazma kreatinin diizeyleri agisindan literatiir incelendiginde; Efrati ve ark.
sol bobrek nefroktomisi yaptiklart ¢calismada 1, 24, 48, 168 saat reperflizyon siirecinde
plazma kreatinin diizeylerini 6l¢gmiislerdir. Arastiricilar 24 saatlik reperfiizyon siiresindeki
6lgtimlerde kreatinin diizeylerinde artma, oldugunu bildirmislerdir [250]. Wever ve ark. ise
yaptiklar1 metaanalizde bobrek iskemik hasari sonrast kreatinin yiiksekliginin oldugunu

gostermislerdir [251].

Plazma kreatinin diizeyleri agisinda sonuglarimiz degerlendirildiginde ozellikle I/R ve

V+I/R  gruplarimizda kreatinin diizeylerinin yiikselmis oldugunu goérdiik. VEGF
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uygulamasinin I/R’dan sonra yapildig1 grupta ise plazma kreatinin diizeyinde anlamli bir

azalma tespit ettik.

Ozellikle karaciger hasarinin degerlendirilmesinde énemli parametrelerden olan ALT, AST
ve LDH verilerimiz degerlendirildiginde, I/R gruplarinda ALT diizeylerinin arttigini,
VEGF uygulamasinin ise plazma ALT diizeyleri iizerinde kontrollerine gore bir miktar
daha artisa neden oldugunu gordiik. Benzer sekilde plazma AST diizeylerinde de I/R
uygulamasi kontrole gore bir miktar artisa neden olmakla birlikte gruplar arasinda anlamh

bir degisiklik gdstermedi.

Topaloglu ve ark yaptig1 30 dakikalik iskemi sonrasi reperfiizyon uygulanan I/R grubunda
serum ALT, AST ve LDH diizeyinde artma oldugunu ifade etmislerdir [252], Kadkhodaee
ve ark. ise sicanlarda karacigerde iskemiyi takiben 4 saatlik reperfiizyon sonrasi uzak
organ olarak bobrek fonksiyonlarinda, AST, ALT, ve LDH seviyelerinde anlamli olarak
yukselme oldugunu belirtmislerdir [230]. Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda ise I/R
gruplarinda 6zellikle ALT ve bir miktarda AST diizeylerinin arttigini, gérmekteyiz.

Zhou ve ark ise 30 dk karaciger iskemi ve 24h reperfiizyon sonras1 plazma AST, ALT,
BUN ve Kreatin diizeyinin sham grubuna gore anlamli olarak arttigin1 gostermislerdir
[253].

Behrends ve ark. hepatik I/R’den (75 dk iskemi 24 saat reperfiizyon) sonra gelisen uzak
organ bobrek hasarinda, I/R grubunda, sham grubuna gore AST ve ALT seviyelerinin
istatistiki olarak anlamli derecede azaldigini, kreatin ve BUN seviyelerinin ise anlamli
olarak arttigin1 gostermislerdir [254]. Chatterjee ve ark. siganlarda bobrek I/R hasarinda
yaptiklar1 ¢alismada serum AST diizeyinin arttig1 buna karsin, karacigerdeki hasarin bir

gostergesi olarak kullanilan ALT diizeyinin degismedigi bildirilmistir [232].

Gortldigl tizere literatiirdeki mevcut veriler karaciger veya bobrek I/R uygulamasi
sonucunda elde edilen bulgulardir ve reperfiizyon siireleri de ¢calismamizdaki reperfiizyon
stiresinden olduk¢a uzundur. Biz calismamizda bagirsakta iskemi ve arkasindan 4 saatlik
bir reperflizyon yaparak uzak organ olarak bobrek ve karaciger {iizerindeki etkileri
degerlendirdik. =~ Bu  nedenle bu  organlardaki  fonksiyonel  bozukluklarin

degerlendirilmesinde kullanabilecegimiz ALT, AST ve LDH bulgularimiz gerek
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reperfiizyon sliremizin diger calismalara goére daha kisa olmasi, gruplardaki denek
sayimizin az olmasi ve gerekse bazi gruplardaki standart sapmalarin yiiksek olmasi

nedeniyle tam bir yorum yapamamamiza neden olmaktadir.

Dolayisiyla gerek oksidatif stres gerekse plazmadaki diger parametrelerdeki bazi
sonuglarimizin literatiirdeki mevcut bulabildigimiz c¢alismalardan farkli olmasini; I/R
siiremizin uzunlugundaki degisiklige, farkli koruyucu madde kullanmamiza ve direk I/R

yapilan dokuda degil de uzak organlardaki etkileri incelememize baglamaktay1z.
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6. SONUC

Yapmis oldugumuz bu g¢aligmanin, intestinal I/R’nun neden olabilecegi uzak organ
hasarlarina karst VEGF’nin olas1 koruyucu etkilerinin arastirilmasi agisindan literatiirdeki
ilklerden biri oldugunu diisiinmekteyiz. Bulgularimizin hepsi degerlendirildiginde
VEGF’nin ince bagirsak dokusunda olusturulan I/R modelinde uzak organ dokularinda
meydana gelebilecek hasara karsi koruyucu/antioksidan etkilerinin olabilecegini gordiik.
Ayrica bulgularimiz VEGF’ nin, I/R’nun neden oldugu uzak organlardaki oksidatif hasara
kars1 koruyucu etkisinin iskemi yapilmadan 6nce uygulanmasi durumunda daha belirgin

olarak ortaya ¢iktigini gdstermektedir.

Calismamizda bobrek ve karaciger sonuclarina bakildiginda bu dokulardaki artis ve

azalislarin ¢gogunlukla uyum gosterdigi ve birbirini destekledigi goriilmektedir.

Bu alanda yapilacak yeni ¢alismalar VEGF’nin I/R hasarma karsi koruyucu etkilerinin
daha iyi anlasilmasini saglayacagi gibi, klinikte uygulamaya girmesi halinde de hastalik

tedavi planlanmasinda yeni ufuklar agabilecektir.
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