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OZET

Iskemi-Reperfiizyon (I-R) hasarinin énlenmesi amactyla birgok ajan deneysel
calismalarda basarili sonuglar alsa da bunlarin pek azi klinik olarak kullanima
girmistir. Bu calismada deneysel alt extremite iskemi-reperflizyon hasarinda, yeni bir
antiplatelet ajan olan ticagrelorun kan ADMA, MDA ve GSH diizeylerine ve iskelet
kas1 viabilitesine etkileri incelenmistir.

Calismada, 8-10 haftalik 250420 gram agirhiginda Sprague Dawley cinsi 21
adet erkek rat kullanildi. Kontrol grubuna (n=7) herhangi bir islem uygulanmazken,
iskemi-reperfiizyon (I-R) grubu (n=7) ve ticagrelor grubuna (n=7) alt extremite
iskemisi olusturmak amaci ile cerrahi yontemle infrarenal abdominal aorta (IAA)
klemp konarak 2 saat iskemi, klemp kaldirilarak 2 saat siire ile reperfiizyon
uygulandi. Reperflizyonun sonunda ratlar sakrifiye edilerek soleus kaslar1 eksize
edilip kas dokusu 6rnekleri ve kan 6rnekleri alindi. Doku 6rneklerinde histopatolojik
inceleme, kan ve kas dokuda ADMA, MDA, GSH diizeyleri ¢aligildi.

Tim gruplarda reperflizyon siiresinin ardindan, histopatolojik incelemeler
icin soleus kas1 ornekleri alindi. Histopatolojik incelemede, dokular hematoksilen-
eosin boyasiyla boyanip 151k mikroskobunda degerlendirildi. Belirlenen parametreler
icin  histopatolojik  skorlamalar  yapildi.  Sonuglar, istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; cizgilenme kaybi, kas liflerinde ayrilma ve 6dem bakimindan
kontrol grubuna gore iskemi-reperfiizyon grubu ve ticagrelor gruplarinda belirgin
derecede artis oldugu saptandi. Ancak bu artiglarin iskemi-reperflizyon oncesi
ticagrelor uygulanan ratlarda, ticagrelor uygulanmayan gruba gore anlamli derecede
azalmis oldugu saptanda.

Biyokimyasal 6l¢ciim sonuglar1 ile yapilan istatistiksel analizde gruplara ait
kan ve kas doku ADMA ve MDA diizeylerinin benzer sekilde I-R grubunda, kontrol
grubuna gore anlamh diizeyde arttig1 goriildii. Ticagrelor uygulanan grupta ise bu
artis daha azdi. Kontrol grubuna gore ticagrelor grubunda istatistiksel olarak anlamli
farklilik yoktu. Kan GSH diizeylerinde artis I-R grubunda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamliydi. Ticagrelor grubunda kan GSH diizeylerinde artis
benzer sekilde kontrol grubuna gore anlamliydi. I-R grubuna gore ise ticagrelor

grubunda anlamli diizeyde azalmisti. Kas dokusu GSH diizeylerinde artis I-R
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grubunda, kontrol grubuna gore anlamliydi. Ticagrelor grubunda ise I-R grubuna
gore anlamli bir diisiis olup kontrol grubuna gore artig anlamsizdu.

Sonug¢ olarak yaptigimiz bu calismada yeni bir antiplatelet ajan olan
ticagrelorun alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasarinda oksidan diizeyini ve iskelet
kas1 hasarini azalttigmma dair veriler elde edilmistir. Ancak iskemi-reperfiizyon
hasarma kars1 koruyucu etkilerin hangi mekanizmalar araciligi ile olustugunu
ayrmtili olarak aydinlatabilmek icin yeni ve daha kapsamli deneysel calismalara
gereksinim oldugu diisiiniilmektedir. Bu konuda yapilacak daha genis Olcekli
calismalarin sonuglar1 bizim ¢alismamizi destekler ise, giinliik klinik kullanimda ¢ok
onemli fayda saglayabilecegi, morbidite ve mortaliteyi azaltabilecegi, hastane yatis
siirelerini kisaltabilecegi ve iilke ekonomisine katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi-Reperﬁizyon Hasari, ADMA, MDA, GSH, Ticagrelor



ABSTRACT
THE EFFECTS OF TICAGRELOR ON VIABILITY OF SKELETAL
MUSCULES AND THE LEVELS OF ADMA, MDA, GSH IN A LOWER
EXTREMITY ISCHEMIA-REPERFUSION MODEL

Although successful results were obtained in various experimental studies
aiming to prevent Ischemia-Reperfusion (I-R) damage, very few of them came into
use clinically. In this study related with experimental lower extremity ischemia-
reperfusion damage, the effects of ticagrelon, which is a new antiplatelet agent, on
blood ADMA, MDA, GSH levels and skeleton muscle viability were examined.

In the study, 21 male rats aged 8-10 weeks and with a weight of 250+20 gr
were used. While no operation was performed on control group (n=7) infrarenal
abdominal aorta (IAA) clamp was placed to ischemia-reperfusion (I-R) group (n=7)
and ticagrelor group (n=7) and ischemia was applied for 2 hours and reperfusion was
applied by 2 hours after removal of clamp. At the end of reperfusion, rats were
sacrificed and then their soleus muscles were excised and muscle and blood tissue
samples were taken. Histopathological examination was applied to tissue samples
and ADMA, MDA, GSH levels were examined on blood samples.

After reperfusion period on all groups, soleus muscle samples were taken for
histopathological examinations. In histopathological examination, hematoxylin-eosin
staining was applied to tissues and were evaluated by light microscope.
Histopathological scoring was applied for determined parameters. When results were
statistically evaluated, significant increase was detected in ischemia-reperfusion
group compared to control group in terms of deviling loss, separation in muscle
fibers and edema. However it was also determined that these increases significantly
decreased in samples to which ticagrelor was applied prior to ischemia-reperfusion
compared to the group to which ticagrelor was not applied.

In the statistical analysis made with biochemical measurement results it was
determined that the blood and muscle tissue ADMA and MDA levels significantly
increased in [-R group compared to control group. This increase was less in the
group to which ticagrelor was applied. There was no statistically significant
difference in the ticagrelor group compared to control group. The increase in blood
GSH levels was statistically significant in I-R group compared to control group. The

increase in blood GSH levels was similarly statistically significant in ticagrelor group
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compared to control group. On the other hand significant decrease was observed in
ticagrelor group compared to I-R group. The GSH level increase in muscle tissues
was significant in I-R group compared to control group. In ticagrelor group the
decrease was significant compared to I-R group while the increase was not
significant compared to control group.

As a result, in this study data was obtained that ticagrelor, which is a new
antiplatelet agent, decreases oxidant level and skeleton muscle damage in lower
extremity ischemia-reperfusion damage. However in order to enlighten through
which mechanisms the protective effects were formed, requirement for new and
more detailed experimental studies is considered. If the results of the larger scaled
studies that will be made about this subject support our study, it is considered that it
will provide very important benefit in daily clinical usage, decrease mortality and
morbidity, shorten hospital stay periods and provide contribution to country
economy.

Key words: Ischemia-Reperfusion injury, ADMA, MDA, GSH, Ticagrelor
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1. GIRIS

Iskemi, dokuya ya da organa gelen kan akimmin azalmasi veya ani olarak
kesilmesi ile meydana gelen metabolik son iriinlerin yine dolasim tarafindan
uzaklastirilamamasi olarak ifade edilir. Doku ya da organa yetersiz miktarda oksijen
sunumu ise hipoksi olarak tarif edilebilir. Her iki durumda da reperfiizyonla birlikte
hasarmin baslamasi ve metabolizmanin anaerobik yone dogru kaymasi sonucu bu
siirecte olusan doku hasar1 Iskemi-Reperflizyon Sendromu olarak tarif edilir (1).

Reperflizyon ise, enerji ihtiyacinin karsilanmasi ve toksik metabolitlerin
uzaklastirilmast i¢in doku ya da organa tekrar kan akiminin saglanmasi olayidir.
Iskemiye ugrayan hiicre ve dokular aerobik metabolizma saglayamadiklar1 icin
anaerobik metabolizma yoluyla enerji ihtiyaclarmi karsilamaya calisirlar. Anaerobik
metabolizma sonucu olusan metabolitler doku perflizyonu olmadigi icin dokuda
birikir ve kan akimmnin normale dondiiriilmesiyle buradaki metabolitlerin
oksidasyonu sonucu olusan maddeler dolasima katilarak kan ile tiim viicuda
yayilirlar (2, 3).

Her dokunun kendine 6zgii bir kritik iskemi siiresi bulunmaktadir. iskemi
sonucunda olusan hasarin siddeti ise hipoperflizyonun siiresi ve miktari ile orantili
olup, hiicre tipine, yaralanmaya kars1 hassasiyetine, diferansiasyonuna, kan ihtiyaci
ve metabolizmasma gore farkliliklar gdstermektedir. Iskemik hasara karsi sinir
dokusundaki degisiklikler 8 saat, yag dokusundaki degisiklikler 13 saat, deridekiler
24 saat ve kemik dokusundaki degisiklikler 4 giine kadar geri doniisiimlii olabilirken,
bu siire kas dokusu i¢in 4 saattir (4). Bu veriler; iskelet kasinin ekstremitede
iskemiye en duyarli doku oldugunu gostermektedir. Ekstremite reperflizyon
sendromunun en onemli kismini kaslarinin iskemiye verdigi cevap olusturmaktadir.
Bu cevaplar, mikrosirkiilasyon degisiklikleri, lokal ve sistemik inflamatuvar
reaksiyonlardan olusur.

Alt ekstremitelerde iskemi-reperfiizyon hasari, Ozellikle aort cerrahisinde
abdominal aortaya gegici siire kros-klemp uygulamalarinda, tek veya cift tarafli akut
arter tikanikliklarinda, travmatik veya 1iyatrojenik arteryal yaralanmalarda
goriilmektedir. Ayrica serebrovaskiiler olaylar, miyokard infarktiisii, mezenter ve
periferik  arter embolilerinde  uygulanan  trombolitik  tedaviler, organ

transplantasyonu, sepsis, sok, yanik, pankreatit gibi cerrahi ve travmatik durumlarda



ortaya ¢ikan iskemi ve hipovoleminin diizeltilmesi ile ayrica ekstremitelere cerrahi
girisim sirasinda kullanilan turnikeler de diger reperfiizyon hasari sebepleridir (5).

Abdominal aortaya gecici siire kros-klemp uygulamasi sirasinda iskemik
kalan alt ekstremite dokusuna oksijen ve diger metabolitler saglanamaz. Iskemiye
bagl olarak lokal ve uzak organ hasarindan sorumlu olan nétrofil aktivasyonu,
proinflamatuar sitokinlerin salmimi, komplemanin aktivasyonu, serbest oksijen
radikalleri (SOR) ve proteazlarin olusumu, endotelin, angiotensin ve katekolaminler
gibi vazokonstriiktor ajanlarin salinimi gerceklesir.

Reperfiizyonda uzak organ hasar1 etyolojisinde yer aldigi iddia edilen
faktorlerden birisi ‘washout’ fenomenidir. Reperfiizyon sirasinda, ‘washout’ yani
yikanma etkisiyle sistemik dolasima bircok kimyasal mediyatdor dagilir ve olasi
mikroembolilerle diger organ kapiller damarlar1 tikanarak uzak organlarda hasara
katkida bulunmaktadir (6, 7).

Gilinlimiizde iskemi-reperflizyon hasarini1 6nlemeye ve azaltmaya yonelik pek
cok tedavi stratejisi gelistirilmistir. Kardiyovaskiiler cerrahi teknik ve erken
postoperatif donem takip uygulamalarindaki gelismelere ragmen aortik girisimler
sonrasinda gelisen iskemi-reperflizyon hasari, postoperatif morbidite ve mortaliteyi
etkileyen ciddi bir problemdir. Tedavide en uygun stratejinin ne oldugu halen
tartisma konusudur.

Antiplatelet ajan olan ticagrelorun alt ekstemite iskemie reperflizyon hasarina
ve asimetrik dimetil arjinin (ADMA), malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH)
diizeyleri ile iskelet kasi1 viabilitesi lizerine etkisi heniiz bilinmemektedir.

Bu tezin amaci; Deneysel alt ektremite iskemi-reperflizyon hasar1 sonrasi yeni
bir antiplatelet ajan olan ticagreloriin, oksidan olan ADMA, MDA, antioksidan olan

GSH seviyeleri lizerine ve iskelet kasi1 viabilitesine etkisini aragtirmaktir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. iskemi

Iskemi, dokunun veya organin oksijen ve diger metabolitlere olan
gereksiniminin perflizyon bozukluguna bagli dolagim tarafindan karsilanamamasi ve
bu siiregte olusan atik {iriinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi olarak

tanimlanir.



Doku veya organa yetersiz oksijen sunumu neticesinde olusan hipoksinin en
sik goriilen sebebi iskemidir. Iskemi, kardiyak infarktiisde ve inmede oldugu gibi
akut veya tromboanjitis obliterans hastaligindaki gibi kronik olarak seyredebilir.
Iskemik hasarin derecesi hipoksinin derinligine ve siddetine baglhdir. Her iki
durumda da iskemi-reperfiizyon hasarinin ilk basamagi olusmakta ve sonug olarak
metabolizma anaerobik yone dogru kaymaktadir (2). Ancak iskemide, hem metabolit
yetersizligi hem de atik {riin birikimi nedeniyle, glikoliz metabolizmasi hipoksiye

oranla daha erken sonlanir ve hasar cok daha erken ortaya ¢ikmaktadir (8).

1.1.2. iskemi Calismalarinin Tarihcesi

Periferik arter hastaliklarinin tarih¢esi Volkmann’m 1881 yilinda iskemi
komplikasyonu olan iskemik kontraktiirii tariflemesiyle baglamistir (9).

1926 yilinda Jepson kopeklerde deneysel olarak ekstremiteye turnike
uygulanmasmin 6deme yol a¢tigini bildirmistir (10).

1920’11 yillarda sok ile ilgili toksik faktorleri arastwran ve 1923 yilinda
‘Traumatic Shock’ isimli yaymni ile bu goézlemlerini aktaran Cannon, iskemik
dokunun tekrar kanlandirilmasina bagli sistemik etkilerin ortaya ¢iktig1 fikrini ortaya
atmistir (11).

1937 yilinda Husveldt ve Bjering otomobil kazalari ile meydana gelen
travmatik soklar sonrasi renal lezyonlar olustugunu bildirmislerdir (12).

Bywaters, lkinci Diinya Savasi’nda Londra’min bombalanmasi sirasinda
meydana gelen ciddi ekstremite yaralanmalarinda, renal yetmezlik konusunda genis
hasta sayili klinik izlemlerini yaymlayarak, tiim diinyanm dikkatini reperfiizyon
problemine ¢cekmeyi basarmistir. Bywaters, bobrek yetmezliginden 6len hastalarin
idraridaki koyu renkli pigmentin myoglobin oldugunu kaydetmistir (13).

Iskemik ekstremitenin arteryel revaskiilarizasyonunun risklerini ilk kez
kaydeden arastirmaci 1960 yilinda Haimovici’dir. Bu konudaki ilk yayin iki arteryel
embolizm hastasinda goriilen masif iskemik miyopati, miyoglobiniiri, hiperkalemi ve
metabolik asidoz tablosunu anlatir. Ekstremite revaskiilarizasyonu sonrasi ortaya
cikan bobrek yetmezligini ‘myonefropatik metabolik sendrom’ olarak tariflemistir

(14, 15.)



1979 yilinda yapilan ve 200 akut arteryel tikaniklik hastasinin
degerlendirildigi bir caligmada, hastalarm %7,5’inde myonefropatik metabolik
sendrom goriildiigii bildirilmistir (15). Daha sonra yapilan ¢alismalarda agik kalp
cerrahisi ve aort cerrahisi sonrasinda myonefropatik metabolik sendrom

goriilebilecegi gosterilmistir (16).

1.1.3. iskemi-Reperfiizyon Hasar

Iskemi ve reperflizyona (I-R) bagli mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu;
trombolitik tedavi, koroner anjioplasti, kardiyopulmoner bypass gibi ¢esitli tibbi ve
cerrahi girisimler esnasinda goriilebilen potansiyel olarak ciddi bir sorundur (17).
Dokularin kan akimindan yoksun birakilmasmin fonksiyonel sonuglari yillardir
bilinmektedir. Son zamanlarda, iskemi sonrast kan akiminin yeniden saglanmasi
anlamna gelen reperflizyonun iskemik doku ve organlar1 daha fazla hiicresel nekroz
riskiyle karsi karsiya birakmasi ve boylelikle fonksiyonlarinin geri donmesini
azaltabilecegi gosterilmistir. Parankimal hiicrelere kars1 6liimciil reperflizyon hasar1
gortisli evrensel olarak kabul edilmemesine karsin mikrovaskiiler yapilarin, 6zellikle
mikroskopik kan damarlarini déseyen endotel hiicrelerinin I-R’nin zararh
sonuglarina c¢ok yatkin oldugu yaygm olarak kabul gormiistiir. I-R hasarmin
patogenezinde mikrovaskiiler disfonksiyon, erken donemde hiz belirleyici bir faktor
olup hasarin neden oldugu vaskiiler degisiklikleri tanimlama ve patolojik siirecin
altinda yatan mekanizmalarmi belirlemeye yonelik biiylik bir caba vardir. Bu
arastrmalar damar duvarmdaki molekiiler ve biyokimyasal degisiklikleri aciga
¢ikarmistir (18-20). Iskemi sonrasi dokulardaki inflamatuvar yanitin siddeti, uzak
organlarda da aym1 siddette olusabilir. I-R’nin uzak etkileri siklikla bobrek, akciger
ve kardiyovaskiiler sistemde gozlenir ve sistemik inflamatuvar yanit sendromu
(SIRS) ve multipl organ disfonksiyon sendromunun (MODS) gelismesine yol
acabilir. Yogun bakim initelerinde SIRS ve MODS, %30-40 oraninda mortal
seyretmektedir (21).

1.1.4. iskelet Kasinda Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Kas dokusu sahip olduklar1 miyoglobiilin oranina goére kwrmizi (tip-1) ve
beyaz (tip-2) tip kaslar olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Pek cok kas, her iki tip

kas lifini de benzer oranlarda sahipken, bacak ©n kompartmanindaki kaslarda



kirmizi-yavas seyiren tip-1 lifler, gastrokinemius kasinda ise beyaz-hizl seyiren tip-2
lifler baskin olarak bulunmaktadwr. Kirmizi-yavas seyiren liflerde hiicrelerin
kullandig1 ana enerji kaynagi trigliseritlerin oksidatif metabolizmas1 sonucu ile
karsilanirken, beyaz-hizli seyiren liflerde ana enerji kaynagi olarak glikojenin
anaerobik metabolizmasi ile karsilanir. Bu durum ise kirmizi-yavas seyiren liflerin
iskemiye olan duyarliligini arttirmaktadir (22).

Belkin ve ark. (23) 1988 yilinda yaptiklar1 sigan arka bacaginda turnike
yontemi ile olusturulan iskemi sonrasinda kaslarda ciddi hasarin, iskeminin 3.
saatinde basladigimi ve bu hasarin da 6. saatte kontrol grubuna oranla kasta sadece
%3 oraninda fonksiyon varligi kaldigi gostermislerdir. Labbe ve ark. (24), 1987
yilinda yaptiklar1 kopek grasilis kas modeli ¢alismasinda, iskeminin 3. saatinde %2
olan nekroz oranmin, 4. saatte %30’a, 5. saatte ise %90’a kadar yiikseldigini ve
nekrozun kasin merkezinde daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Hayes ve ark. (25), 1988 yilinda yaptiklar1 caligmada, iskemi sonrasinda
olusan kas nekrozunun dokudaki Adenozin-tri-fosfat (ATP) miktarlariyla iligkili
oldugunu gdostermislerdir. ATP’nin tiikenmeye basladigi durumlarda oOncelikle
glikojen ve kreatinin fosfat enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Anaerobik
metabolizmanm kullanilmas1 sonucu ortaya ¢ikan laktat ise hiicre i¢ci pH’smni1
disiirmektedir. Ayrica ATP yetersizligine bagh olarak, hiicre zarindan gegis islevleri
bozulmakta ve birbirine bagh olaylar: tetiklemekte, Ca™ ile proinflamatuar aracili
maddeler hiicre icerisinde birikmeye baslamaktadir (26-28). Anaerobik
metabolizmanin devreye girmesi ile oksijen radikallerinin olusumu hizlanmaktadir

(29).

1.1.5. iskemi-Reperfiizyona Kars1 Lokal Mikrovaskiiler Yamtlar

Abdominal aorta ve alt ekstremite arterlerinin cerrahi girisimler sirasinda
klemplenmesi daha distalde iskemiye neden olmaktadir. Klempin agilarak distal kan
akiminin tekrar saglanmasi lokal, uzak doku ve organlarda reperflizyon hasariyla
sonug¢lanmaktadir (30).

Reperflizyon hasar1 iizerine 1973 yilinda yapilmis bir ¢alisma da iskemik
sigcan kalplerinde oksijene bagimli enzim salmiminin 6nemli rolii oldugunu

gostermistir. Dokulara yeniden oksijen sunulmasiyla miyokard veya diger hiicrelerde



iskemi sirasinda olusan toksik hasar daha da siddetlenmektedir. Bu nedenle dokuya
oksijen sunulmasi sonucu toksik hasarin siddetlenmesi olayina oksijen paradoksu adi
verilmistir (30).

Reperflizyonun ana amaci; iskemik kalan doku veya organmn korunmasi ve
yeniden fonksiyonlarmi kazanmasmin saglanmasidir. Reperflizyon hasari iskemi
sonras1 kanlanmanin yeniden saglanmasiyla baglamakta iskemi stiresine bagli olarak
hedef ve uzak organlarda asemptomatik subklinik hasardan hedef dokuda nekroz,
odem, cap artisi, uzak organlarda fonksiyon kaybi, multiorgan yetmezligi ve
sonrasinda mortaliteye kadar ilerleyen semptomlarm oldugu genis bir yelpazede

karsimiza ¢ikmaktadir (30).

1.1.6. iskemi-Reperfiizyon Sonrasi Uzak Organ Hasan

Doku veya organ reperflizyonunun yikici bir sonucu, baslangigta iskemik
hasara katilmayan organlarda da hasarin olusmasidir. MODS, barsak (31-33),
karaciger (34-37) ve iskelet kasi (38) reperflizyonu, yani swra aortik okliizyon-
reperflizyon (39-41) ve hipovolemik soka bagli olarak gelismektedir. Ayrica MODS,
yogun bakim hastalarinda baglica 6liim sebebidir (42). Cesitli organlarda I-R sonras1
splanknik vazokonstriiksiyon ve goreceli mezenterik iskemi goriilmektedir. Bu
yogun splanknik vazokonstriiksiyon, MODS un patogenezine katkida bulunmaktadir.
Kisa siirelerde enterik iskemi bile intestinal mukozal bariyer biitiinliigiiniin kayb1 ve
intestinal liimenden mezenterik lenf nodlarmma ve portal kana enterik flora veya
lipopolisakkaridin (LPS) hareketine ya da translokasyonuna neden olmaktadir (43-
45). Enterik makrofajlarin bakteriyel iirlinlerce uyarilmasi (46) veya reperflizyon
sirasinda dolasima salman diger mediyatorler, hemen hemen her organda makrofaj
aktivasyonuna ve vaskiiler endoteli aktive edebilen inflamatuvar sitokinlerin (TNFa
gibi) iiretimine neden olabilmektedir (47, 48). Ustelik, reperflizyonun bir sonucu
olarak salmman inflamatuvar mediyatorler dolasan 16kositleri ve vaskiiler endotel
hiicrelerini aktive edebilmekte ve adezyon molekiillerinin iiretimini arttirmaktadir
(49, 50). Bunun sonucunda, vaskiiler yatakta noétrofil-endotel hiicre etkilesimleri
gelismektedir. MODS ile iliskili akciger hasari, akut akciger hasari1 (ALI) olarak
adlandirilan hafif disfonksiyondan, agir solunum yetmezligi veya akut solunumsal

distres sendromuna (ARDS) kadar degisen bir dizi akciger hasarmi temsil etmektedir



(51). ARDS ve MODS ile iliskili akciger hasarmin ayurt edici 6zelligi pulmoner
mikrovaskiiler permeabilitede ve nétrofilden zengin alveol sivi birikiminde artigtir
(52, 53). Solunum yetmezliginin ardindan hepatik, renal ve gastrointestinal
disfonksiyon, ayrica santral sinir sistemi tutulumu ve myokard yetmezligi gelir (47).
Yaygin organ ve sistem tutulumuna ilaveten MODS, koagiilasyon kaskadi ve immun
sistemde disfonksiyon ile karakterize olup tromboz, dissemine intravaskiiler
koagiilasyon ve immun yetmezlik ile sonuclanir (54). I-R’ye bagl lokal organ
disfonksiyonunu agiklayacak birka¢ mekanizma Onerilmistir. Fakat reaktif oksijen
tiirevleri ve inflamatuvar lokositlerin rolii ¢cok fazla ilgi odagi olmustur (55, 56).
Sasirtict olmayan bir bigimde, oksidanlar ve aktive olmus lokositler iskemi-

reperflizyona bagli uzak organ hasarmin mediyatorleri olarak gosterilmektedir (57).

1.1.7. iskemik ve Hipoksik Zedelenme

Hiicre zedelenmesinin klinik tipta en sik goriilen nedeni iskemidir. iskeminin
baslamasi ile birlikte normalde var olan aerobik metabolizma hizla anaerobik
metabolizmaya doniiserek dokunun biyoenerji ve iyon homeostasisi, molekiiler
regiilasyon ve organ performansinda bozulmaya neden olmaktadir. iskemi ve
hipokside aerobik metabolizma devam edemediginden dolayr dokuda var olan
adenozin trifosfat (ATP)’lar tiikenmeye baslar ve yeni ATP iiretimi yetersiz
kaldigindan dolay1 enerji ihtiyact i¢in gerekli olan olaylarin siirekliligi saglanamaz
(58, 59).

Adenozin trifosfat seviyelerinde azalmaya karsin adenozin difosfat (ADP)
diizeylerinde artma olur. Artan ADP’ler 6nce adenozin monofosfata (AMP) daha
sonra adenozin, inozin ve sonunda hipoksantine doniigmektedir. Hipoksantin
reperflizyonun saglanmasi halinde oksijen ve ksantin oksidaz enziminin etkisi ile
ksantine doniisiir. Ksantin ortamdaki oksijenle reaksiyona girerek iirik asite
parcalanir. Tiim bu dongii sonucunda hasardan sorumlu olan serbest oksijen
radikalleri meydana gelmektedir. Hipoksinin ilerleyerek devam etmesi durumunda
ortamda oksijen bulunmadigindan ksantin, nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) ve
hidrojen ile reaksiyona girerek iirik asit, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADP) ve H', hidrojen peroksit (H,05,), siiperoksit radikalleri (O,-) olusur (Sekil 1)
(58).
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Sekil 1. Iskemi-reperfiizyonda oksijen radikali olusumu (58)

Iskemi; glikoliz igin gerekli maddelerin taginamamasma ve olusan
metabolitlerin uzaklastirilamamasina, glikolizin inhibe olmasmna sebep olur. Iskemi
siiresinin uzamasi durumunda anaerobik enerji tiretimi durur. Hipokside ise glikolitik
enerji iiretimi devam edebilmektedir. Bu nedenle iskemi hipoksiden daha hizli bir

sekilde dokulara zarar verir (58).

Iskemi veya hipoksinin hiicresel etkileri su sekilde siralanabilir;

e Hiicresel sisme

e Hiicresel asidoz

e Hiicre membran potansiyelinde bozulma

e Hiicresel iyon dagilimmnda bozulma (intraselliiler Ca™/Na" oraninda
artis)

e Hiicre iskelet bozukluklar

e Hipoksantin artis1t ATP azalmasi

e Fosfokeratin azalmasi Glutatyon azalmasi

e [okosit adezyon molekiillerinde artis (58).



Iskeminin siiresine ve siddetine bagli olarak iki tiirlii hiicresel zedelenme

ortaya cikar:

1.1.7.1. Geri Doniislii Zedelenme

Hipoksinin bilinen ilk etkisi hiicrenin aerobik solunumu yani mitokondrilerde
oksidatif fosforilasyon iizerine olmaktadir. Oksijen basincinin azalmasi sonucu hiicre
ici ATP iiretimi belirgin olarak azalir. ATP’nin azalmasmnin hiicre i¢inde birgok
sistem {izerine yaygin etkiler olusturur (58). Plazma membraninda ATP enerjili Na'-
K" ATPaz enzim aktivitesinde azalmaya bagli olarak sodyum (Na') hiicre iginde
birikir. Bunu potasyumun (K") hiicre disina gegisi izler. Artmis sodyumu (Na") hiicre
disina ¢ikarabilmek icin Na™ - Ca™ antiport sistemi devreye girer. Bu sistem hiicre
icinde artmis olan Na' iyonundan bir adet hiicre disina ¢ikarirken bunun yerine bir
adet Ca™ hiicre i¢ine tasir. Bunun sonucu olarak hiicre i¢i Ca™ miktari artis meydana
gelir. Intraselliiler ortamda Na* ve Ca™* birikirken K™ azalir. Na' hiicre iginde net

artis1, suyun izoosmotik artisi ile birlikte olup akut hiicresel sismeye neden olur (58).

Adenozin trifosfat diizeylerinde azalma sonucu, fosfofriiktokinaz enzimini
uyaran AMP’de artma nedeniyle anaerobik glikolizde artis olur. Glikojenden ATP
iiretimi, hizla glikojen depolarmin tiikenmesine yol agar. Artan glikoliz snucunda
fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarm birikimine neden
olur. Sonug olarak hiicre i¢i pH azalir. Azalan pH ve ATP seviyeleri ribozomlarin
graniilli endoplazmik retikulumdan ayrilmasina ve polizomlarn monozomlara
ayrilmasma yol acar ve protein sentezi azalir (58). Hipoksi diizelmez ise membran
permeabilitesinin artmasi sonucu daha fazla morfolojik bozulmalar meydana gelir.
Hiicre iskeleti dagilirken, mikrovilluslar gibi ultrastriiktiirel 6zellikler kaybolur.
Hiicre ylizeyinde kabarciklar olusur, mitokondriler, endoplazmik retikulum ve
gercekte tlim hiicrelerde osmotik regililasyonun kaybindan dolay1 ¢ogunlukla sismis
gOoruntr.

Eger oksijen diizeyi dokuda eski haline donerse tiim bu degisiklikler geri
dontslii olup iskeminin devam etmesi durumunda ise hasar geri doniissiiz olarak

ilerler (58).



1.1.7.2. Geri Doniissiiz Zedelenme

Kritik iskemi zamani, dokunun canliligini siirdiirebildigi maksimum iskemi
stiresidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon mekanizmalarma gore kritik
iskemi siiresi farklilik gostermektedir. Uzun siireli iskemide geri doniisiimsiiz hasar
ve nekroz kaginilmazdir (60).

Geri doniissiiz hasar hiicre zarinin zedelenmesi ile baglar. Morfolojik olarak
plazma zarinda asir1 yikim, lizozomlarda sisme, mitokondri ve mitokondri
kristalarinda asir1 vakuolizasyon geri doniisiimsiiz zedelenmeye yol acan hasarlardir
(61).

Membran hasar1 ile birlikte Ca™, yiiksek yogunlukta bulundugu hiicre
icerisinden hiicre disma dogru geger. Iskemik dokunun reperfiizyonu ile hiicre igine
kitlesel kalsiyum akisi olur. Mitokondriler tarafindan kolayca alman, amorf Ca™*’dan
zengin yapilar mitokondri matriksinde kalici sekilde mitokondri hasarma yol agar
(Sekil 2) (62).
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ATP: Adenozin trifosfat.
Sekil 2. Hiicre zedelenmesinde hiicre i¢i kalsiyum artisinin kaynaklar1 ve sonuglar1
(58)

Hiicre zarlarmin tiimiinde gergeklesen hasar, hiicre organelleri ve hiicrede
sisme, protein, esansiyel koenzim ile riboniikleik asit kaybi, ATP sentezinde
kullanilan metabolitlerin depolanamamasina bagli yiiksek enerjili fosfat depolarinda
azalma ve interstisyel alandaki makromolekiillerin hiicre i¢ine ge¢isine neden olur.

Lizozomal membran hasari, enzimlerin sitoplazma i¢ine sizmasma yol agar. Asit
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hidrolazlar, diisiik sitoplazmik pH’da, tiim hiicresel elemanlarin enzimatik yikimina
neden olurlar. Lizozomal sindirim, hiicre 6liimii sonras1 interstisyel alanda da devam
eder (63). Hiicresel fonksiyonlarn kaybi1 hiicre dliimiinden 6nce gerceklesir. Hasarin
morfolojik goriinlimii kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri
dontistimsiiz hasar oturduktan ¢ok sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar
icinde goriilebilen geri donilisiimlii bir hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar ise 20-60
dakika i¢inde 151k mikroskobunda goriilebilirken, hiicre 6liimii ancak 10-12 saatte

belirgin hale gelir (Sekil 3) (63).
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Serbest radikaller | ™
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i Hicresel sisme . \
. ™ H,0, ve . I els <
Mitokondri 'zﬁ;}." Na* girisi :;;ﬁ:'i;"’"" o t Mitokondrilerde
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fosforilasyon / Miyelin sekiller
® 3
/ NUk|eer kromatin )
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\ >} PH ‘= enzimlerin —* | Nkleer dedisikiikler
. + | Glikojen i hicre igi Protein sindrimi
Der serbestlegmesi
etidler
ve aktivasyonu
\.. Ribozomlarin g { Protein " Lipid
ayrimas| sentezi depolanmas)

ATP: Adenozin trifosfat; LDH: Laktat dehidrogenaz; CK: Kreatinin kinaz.
Sekil 3. Iskemik zedelenmede olaylar dizisi (61)

1.1.7.3. iskemi Reperfiizyon Zedelenmesi

Iskemik fakat yasayabilen dokularda kan akimmin diizeltilmesi, zedelenmeyi
hizlandirarak siddetlendirebilir. Reperflizyonla birlikte olusan hasarin biytkligi
iskemi siiresi ve siddeti ile yakindan iligkilidir. Kisa siireli iskemilerde reperflizyon
hasarmin siddeti hafif olurken, iskemi siiresinin uzun ve geri doniissiiz hasarin
olustugu durumlarda reperfiizyonla birlikte hiicrelerin kurtarilmasi miimkiin
olmayabilir (58, 64). Iskemi sirasinda dokuda olusan metabolitler, sirkiilasyon
olmadigimdan dolayr dokuda birikir. Kan akiminin normale donmesiyle

metabolitlerin oksidasyonu sonucu olusan maddeler dolasima karisir ve kan yolu ile
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tiim viicuda yayilarak uzak organ hasarina neden olurlar. iskemi sirasmda hasara
duyarli hale gelmis bazi hiicreleri 6ldiirebilen en olas1 zararh etkinin serbest oksijen
radikalleri oldugu ileri siiriilmiistiir. Bunlar endotel, parankimal hiicreler ve
inflamasyon nedeniyle dokuya niifuz etmis nétrofillerden kaynaklanabilir. Lipid
peroksidasyonuyla, serbest oksijen radikalleri membranlara zarar verebildikleri gibi
deoksiriboniikleik asit (DNA), protein ve mitokondrilere zarar verebilir. Reperflizyon
esnasinda  hiicre i¢ine Ca™ akiimilasyonunun artmasi ve Ca >’un &zellikle
mitokondrilere alinmasi reperflizyon hasarinin bel kemigini olusturmaktadir.

Iskemi reperfiizyon zedelenmesinden sorumlu tutulan mekanizmalar olarak
serbest oksijen radikalleri, proinflamatuvar mediatorlerin artmasi, 16kosit
infiltrasyonu, Ca™ yiiklenmesi, fosfolipit peroksidasyonu ve azalmasi ileri

stiriilmektedir (65).

1.1.8. iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmasi

Iskemi reperfiizyon hasarinda fizyopatolojik degisikliklere yol acan faktdrler
(66):

a) Serbest oksijen radikalleri,

b) Polimorf niiveli 16kositler,

¢) Kompleman sistemi,

d) Endotel hiicreleridir.

1.1.8.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Atomlarda elektronlar orbita adi verilen uzaysal bolgede ciftler halinde
bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler
yap1 olusmaktadir. Serbest radikal, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan bir
atom veya molekiildiir. D1s orbitalde, iki ile boliinmeyen elektron varligi, atom veya
molekiilii reaktif kilar. Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen radikali
kaynag1 mitokondriyal elektron transport zincirinden olan sizintilardir. Mitokondri i¢
zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda
indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal ( O,-) liretimi artar (67).

Serbest radikaller stabil olmadigindan dolay1 6miirleri ¢ok kisadir. Elektriksel
yiikleri pozitif, negatif veya notr olabilir (1).
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Oksijen molekiilii eslenmemis iki elektron igeren bir radikaldir. Aerobik
canlilar yasamlar1 i¢in gerekli olan kimyasal ve 1s1 enerjilerini, besinlerin oksijen
(0O,) ile yakilmasi sonucu elde ederler (1). Organizma siirekli olarak serbest radikal
ataklariyla karsi karsiya kalmaktadir. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis
etkenlere karsi organizmanin savunmasinda belirli oranlarda olusmaktadir ve icsel
mekanizmalar yardimi ile bu radikallerin organizmaya olabilecek zararli etkileri
onlenebilmektedir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynakli
oksijen, nitrik oksit (NO), uyarilmis notrofil, mitokondriyal elektron transport
sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir
(66).

Aerobik canlilarda serbest radikaller icin en Onemli kaynak, molekiiler
oksijendir. Normal metabolizma sirasinda O;’nin  %98’1 suya (H,O)
indirgenmektedir. Geriye kalan yaklasik %2’lik kisim ise siiperoksit (O,-) radikali ve
hidroksil (OH-) radikaline doniisiir. En 6nemli serbest oksijen radikalleri siiperoksit
(O2-) ve hidroksil (OH-) anyonlaridir (Tablo 1) (1).

Hidrojen peroksid (H,O;) biyolojik sistemlerde siiperoksid olusumu yoluyla
sik olarak meydana gelmektedir. Burada iki siiperoksid molekiilii iki hidrojenle
reaksiyona girerek HO, ve O, olusturur. Eslenmemis elektron icermedigi icin tek

basina radikal degildir (1, 68).

Tablo 1. Radikal ve radikal olmayan bilesikler

RADIKALLER: RADIKAL OLMAYANLAR:

Stiperoksit radikal ( O,-)  Hidrojen peroksit ( HO; ) Singlet oksijen
Hidroksil radikal ( OH-) Lipid hidroperoksit ( LOOH )

Alkoksil radikal ( LO-) Hipoklorik asit ( HOCL)

Peroksil radikal ( LOO-)

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkileri (Sekil 4):

-Hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini bozarlar.
-Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler.

-DNA'y1 tahrip ederler.

-Mitokondrilerde aerobik solunumu bozarlar.
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-Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz,
indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri
aktive ederler.

-Hiicrenin potasyum kaybin1 arttirirlar.

-Trombosit agregasyonunu arttirirlar.

-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar.

-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar (68).

Viiciitta serbest radikal kaynaklar;

e Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu fagositik inflamasyon
hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal
hiicreler)

e Uzun siireli metabolik hastaliklar yaslanma siireci ve diger nedenler: Sicak
soku, giines 151n1, sigara

e Normal biyolojik islemler (Oksijenli solunum, katabolik ve anabolik islemler)

e Oksidatif stres yapic1 durumlar (Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite -
intoksikasyon-ksenobiotik maddeler)

e Oksidan enzimler (Ksantin oksidaz- Indolamin dioksigenaz-Triptofan
dioksigenaz- Galaktoz oksidaz—Siklooksigenaz-Lipooksigenaz- Monoamino
oksidaz) (1, 68)

Hidroksil radikali (OH-): Fenton Reaksiyonu ve Haber-Weiss Reaksiyonu
sonucu hidrojen peroksitten olugsmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Olduk¢a reaktif ve toksik bir
radikaldir, yarilanma Omrii ¢ok kisadir. Hiicrede olustugu yerden daha uzaga
gidemez. Olustugu yerin hemen ¢evresinde oldukg¢a biiyiik hasara yol acgabilir,
elektronegativitesi ve biiyiik molekiil yapisi nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve
lipitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olur (1, 69).

Siiperoksid (0,-): Tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O;) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Cok toksik olmayan bir serbest
radikaldir. Siiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal
anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit (H,O,) kaynagi olmasi ve gecis metalleri

iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Zayif oksidan etkisine karsin diisik pH
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degerlerinde protonlanarak hidroperoksil (HO,-) olusur (1). Siiperoksit radikali ile
perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince, biri okside olur digeri
indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda, molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit
meydana gelir. Stiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit
(NO-) ile birlesmesi sonucu reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOO-) meydana
gelir. Peroksinitrit, nitrit (NO;-) ve nitrat (NOs-) olusturmak iizere metabolize edilir.
Peroksinitrit, azot dioksit (NO;-), hidroksil radikali (OH-), nitronyum iyonu (NO;-)
gibi toksik iirlinlere dontisebilir. Nitrik oksitin (NO-) zararl etkilerinden peroksinitrit
sorumludur (70).

Hidrojen peroksid (H,0;): Metal iyonlarin yoklugunda stabil, zayif oksidan,
zayif rediiktan, biyolojik memranlar1 kolayca gecebilen ve uzun Omiirlii bir reaktif
oksijen bilesigidir (1).

Singlet oksijen (O;): Radikal degildir. Serbest oksijen radikalleri ile birlikte
olan reaktif oksijen tiirtidiir (1).

Hidroperoksil (HO;-): Hidrojen peroksit (H,0O,), siiperoksidin ¢evresindeki
molekiillerden bir elektron almasi veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki
molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksitin, iki proton (H") ile
birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil
{iretimi, siiperoksidin (O,-) dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii,
siiperoksitin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon, radikal olmayan iirlinler meydana
getirdiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir; ya spontan gergeklesir ya da
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon, pH
4,8'de en hizlidir; enzimatik dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas
oldugu notral ya da alkali pH'da daha belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest
radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) kapsamina girer ve serbest
radikal biyokimyasinda Gnemli bir rol oynar. Ciinkii Fe™ veya diger gecis
metallerinin varliginda Fenton Reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O;-)
varliginda Haber-Weiss Reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikali (OH-) olusturur. Siiperoksit radikalinin lipitte

¢oziinebilirligi sinirli oldugu halde hidrojenperoksit lipitte ¢oziinebilir. Bu nedenle

15



hidrojenperoksit kendisinin olustugu yerden uzakta olan, fakat Fe™ igeren
membranlarda hasar yol agabilir (28).

Postiskemik dokularda SOR‘un kaynagi ksantin oksidaz ve notrofilik
NADPH oksidaz sistemleridir (71).

Nitrikoksit (NO-): L-Arginin’in guanidium grubundan, nitrik oksit sentetaz
(NOS) enzimi aracilig1 ile endotelde sentezlenen serbest radikaldir. Ug farkli NOS
enzimi vardir.

Endotelial, néronal ve normal kosullarda tiretilmeyen ancak enflamasyon
veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan
indiiklenebilen NOS (iNOS)’dur. NO, siiperoksit anyon radikali ile hizla reaksiyona
girdiginden hiicre koruyucusu olarak diisiiniilebilir (1, 72).

Nitrik oksit vaskiiler tonusun fizyolojik regiilasyonu ve normal vaskiiler
gecirgenligin idamesi, endotele l6kosit adezyonunun engellenmesi, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu, oksijen kaynakli serbest radikallerin temizlenmesi, diiz
kas proliferasyonunun engellenmesi, immun defansin giiclendirilmesi, endotel
hiicrelerinin rejenerasyonu gibi bir¢ok olayda etken bir maddedir (73). Ayrica
iskemik dokularda siiperoksit dismutaz aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit
birikimini azaltir (74).

Fizyolojik derisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan
nitrata (NOs -) oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun
aksine, normal vaskiiler fizyolojide NO;

e Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevsemesine neden olur.

e Trombosit adezyon ve agregasyonunda inhibisyona neden olur.

e Lipit peroksit radikalleri ile reaksiyona girerek antioksidan ve
antiaterosklerotik etki olusturur.

e Siiperoksit radikalleri ile etkilesir.

e Damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder.

e Santral sinir sisteminde norotransmitterdir.

e Vasodilator toniisiin devamliliginin saglar.

e Nontrombotik endoteliyal yiizeyin siirdiiriilmesini saglar.

e Lokosit-endotel hiicresi etkilesiminden korunmada etkilidir.
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Sekil 4. Serbest radikallerin, hiicre yapisini bozarak hastalik olusumundaki rolii.
Patolojik olaylarda ise; 6dem olusumunda, makrofajlarin antimikrobial ve
tiimorosidal aktivitelerinin diizenlenmesinde pro- ve anti-inflamatuvar iirlinler gibi
davranir. Ortamdaki nitrik oksidi temizleyen herhangi bir 6zel enzimi yoktur (75).
Organizmada pek cok tiirde serbest radikal olusabilir; ancak en sik olarak
lipid yapilarla olusur. Doymamis yag asitlerinin agil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa

lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipit
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peroksit (LOO-) radikalini olugturur. Lipid radikallerinin en 6nemli kaynag1 egzersiz
yapan iskelet kasidir (76).

Lipid peroksit radikali, diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve lipit
hidroperoksitler (LOOH) olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar1 lipid
peroksidasyonunu hizlandirir. Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik iirlinlere
dontisebilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen {iriin aldehid grubundan malondialdehittir

(MDA) (67, 74, 75, 77).

1.1.8.2. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Polimorf Niiveli Lokositler

Iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasinda aktif hale gelen ilk hiicreler polimorf
niiveli lokositler olup, mikrovaskiiler permeabilitede artistan baslica sorumlu tutulan
ana hiicrelerdir (78, 79).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda 16kosit ve endotel hiicre yiizeyleri adezyon
molekiil olusumunu artirarak 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit diapedeziyle
sonuglanan kaskadin aktivasyonuna neden olur (75). Bu aktivasyon sonrasi
olusturduklar1 hasar SOR salmim, interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve TNF-a
gibi sitokinlerin ve sitotoksik enzimlerin salinmasimni, vaskiiler permeabilitede artis
ile birlikte mikrovaskiiler okliizyon olusturmalarina baghdir. Dolasimda bulunan
notrofiller aktive olduklarinda iskemik doku endoteline yapisip interstisyel alana
dogru goc ederler (80).

Polimorf niiveli 16kositlerin dokuya go¢ edebilmelerinin 6n kosulu endotel
hiicrelerine adezyonlaridir. Notrofillerin aktivasyon ve migrasyonlar1 10kositler ve
aktive olmus endotel hiicreleri arasinda olusan E-selektin, P-selektin ve L-selektin
ad1 verilen adezyon molekiilleri araciligiyla olur. Adezyona ugramig bu lokositler
kompleman faktor 5a (C5a), interlokin 8 (IL-8) , 16kotrien B4 (LTB4), ve trombosit
aktive edici faktor (PAF) araciligi ile aktive edilirler ve yilizeylerinde CD11b/18
molekiilleri belirir. CD11b/18 ve ayrica interselliiler adezyon molekiili-1 (ICAM- 1)
etkinligi sonucu daha 6nce olusan adezyon giiclenir ve transendotelial migrasyon
meydana gelir (Sekil 5) (66, 69).

Endotel hiicreleri arasindan gecen lokositler hedef dokuya go¢ ederler.
Lokosit gocii esas olarak vendz kilcal damarlardan olur. Hasarli dokuya olan 16kosit

kemotaksisi C5a, LTB-4, IL-8 yoluyla saglanir. Iskemi reperflizyon sirasinda olusan
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TNF-a, IL 1B, PAF ve kompleman sistemi gibi inflamatuvar aracilarin hepsi notrofil

gogiine katkida bulunmaktadir (81).

} Integrinler 1
} Selektinler __ * Baznl
membran
Endotel
.
Damar
Limen
P-Selektin CDII/CDI18 ICAM-1 2
\ l..l'!ﬂti-‘l
\.,)_ vel alan
Gevsek Adezyon Giiclii Adezvon
S ’ Diapedez
(Rolling) (Agregasyon)

PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1; ICAM-1: Interselliiler adezyon molekiilii-
IPECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecule.
Sekil 5. iskemi-repeflizyon hasarda I6kosit-endotel etkilesimi (66)

Hasarlanmis bolgede biriken hiicre tipi inflamasyonun siiresi ve uyaranin
tipine gore degisir. Iskemi reperflizyon hasarina inflamatuvar cevapta ilk 6-24 saat
notrofil hakimiyeti mevcut iken, 24-48 saatte monositler baskin hale gegerler. Bunun
nedeni notrofillerin kanda daha fazla bulunmasi, daha hizli aktive olmalari, adezyon
molekiillerine yiiksek afinite ile baglanmalar1 ve yari Omiirlerinin kisa olmasidir.
Dolayisiyla akut donemde notrofil, kronik donemde monosit hakimiyeti vardir (82).

Tim bu basamaklar sonucunda lokositler dokuda hasarin genislemesine
neden olurlar. Bu durumun klinik yansimas1 mikrovaskiiler tromboz ve disfonksiyon

ile karakterize no-reflowlfenomenidir (68).

1.1.8.2.1. Mikrodolasim ve No-Reflow Fenomeni

Mikrodolasim, en u¢ kan dolasim sistemidir. No-reflow fenomeni, diger bir

notrofil aracilt hasardir (2).
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Iskemi sonras1 reperflizyon periyodunda iskemik dokuda ilk biriken hiicreler
trombositlerdir. Bunlar endotel aktivasyonuna ve 16kosit birikimine katkida
bulunurlar (83, 84). Aktive olmus l6kositler inflamatuvar yanitin baslamasima yol
acar ve mikrodolasimda birikerek kollaps ve tikanikliga neden olurlar. Dolayisiyla
l6kosit-trombosit ve lokosit-endotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma olup,
interstisyel sivi birikimi ve azalmis endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma
katkida bulunur (85, 86).

Lokosit-endotel etkilesimi endotelde sisme ve daha ¢ok 16kosit adezyonuyla
sonuglanir. Lokosit-trombosit adezyonu ise trombositlerin subendotel alanda
birikerek, endotel ayrilmasina neden olur. Biriken trombositler daha fazla l6kosit
etkilesimine neden olur (86).

Sonu¢ olarak endotel-1okosit-trombosit etkilesimleriyle fibrin birikimini

takiben trombiis olusumu gézlenir.

1.1.8.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Komplemanin Rolii

Kompleman sistemi bir dizi plazma proteini ve bu proteinlerin hiicre zari
reseptorlerinden olusur. Hepatositler, monositler, makrofajlar, bobregin tiibiiler ve
glomeriiler hiicreleri kompleman komponentlerinin sentez yerleridir. Kompleman
sisteminin aktivasyonu sonucunda proinflamatuvar komponentler (C3a, C5a, 1C3b ve
C5b-9) olusur. C3a ve C5a anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive ederler. C5a
ayrica, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-la, MIP-1b, monosit
kemoatraktan protein (MCP)-1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 iiretimini uyararak inflamatuvar
yanit1 arttirir.

Kompleman tarafindan sentezi uyarilan l6kosit adezyon molekiilleri vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii-1 ( VCAM-1), ICAM- 1, E-selektin ve P-selektinlerdir (18,
30). C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisini uyararak 16kosit aktivasyonu ve
kemotaksisi arttirir. Ayn1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve

endotelde siklik guanozin monofosfati1 azaltarak vaskiiler tonusu bozar (66, 87).

1.1.8.4. Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasi iletisimi saglayan araci maddelerdir. Sitokinler,
salgilandig1 hiicrenin embriyolojik kaynagina gore farklilik gdsteren polipeptid

yapida ¢ok genis bir ailedir. Sitokin terimi ayrica, immunomodiilator ajanlar olan
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interlokinler ve interferonlar1 da tanimlamak i¢in kullanilir. Literatiirde; interlokin-1
(ILT), interlokin-6 (IL6), tromboksan A2 (TXA2) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) nin
etkileri, iskemi-reperflizyon hasari i¢in 1yi tamimlanmistir. Bu sitokinler; lokositler ve
vaskiiler endotel bariyeri arasinda sinyal gorevi Ustlenerek lokositlerin selektif

adezyon ve migrasyonunu saglamaktadir (88).

1.1.8.5. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Endotel Hiicresinin Rolii

Endotel kan ile dokular1 birbirinden aywran tek swa dizilmis hiicrelerden
olusan bir bariyerdir. Damar fonksiyonlarinin idamesinde gorev alir. Secici gegirgen
bariyer 0zelligi sayesinde kan ve dokular arasinda madde alig verisini saglar (89).
Endotel hiicreleri SOR icin hedef konumundadir, aynt zamanda SOR iiretim
kaynagidir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET) ve
NO’nun ana kaynagidir (90). Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman
aktive edilir 16kosit adezyon molekiillerinin tiretimi artar. SOR etkisi ile endotel
hiicreleri endotelin, NO, IL-1, PAF, prostaglandinler (PGI2, PGE2), graniilosit
makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), biiylime faktorii ve tromboksan A2
(TxA2) salgilarlar. Endotel hiicreleri aktive olduklarinda kendi bazal membranlarini

sindiren kollajenler salgilarlar (91).

1.1.9. Damar Cerrahisinde Iskemi Reperfiizyon

Iskemi-reperfiizyon sendromunda esas olarak iki dnemli komponent vardir.
Bunlardan biri iskemik sahada olusan lokal hasar, digeri yetmezlikle sonuglanan
uzak organ hasarlaridir (1).

Iskelet kas; biiyiik kiitleye sahip olmasi ve iskemik hasara kars1 en duyarli
dokulardan biri olmasi1 sebebiyle alt ektremite iskemi reperflizyon hasarmin
gelismesinde 6nemli rol oynar. Reperflizyon hasarinda prognoz kas hasar1 miktariyla
orantilidir (35).

Iskemiye kars1 doku toleransi, dokunun yapis1 ve kollateral akimla yakindan
iliskili olmakla birlikte, sicaklik ve doku kitlesi de onemli etkenlerdir. Iskemik
dokuda reperfiizyon ile birlikte baslayan inflamatuvar yanit sonucu lokal hasar1
arttirmaktadir. Inflamatuvar yanit olusumunda Slen hiicrelerden salman asit fosfataz,
histamin benzeri maddeler, inorganik fosfatlar, laktat, lizozimler, miyoglobin,

niikleotidler, potasyum, aminoasitler, aspartat aminotransferaz, laktat dehidrogenaz,
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kreatin fosfokinaz, proteolitik enzimler, plirin bazlar1 gibi iirlinlerin 6nemli rolleri
vardir (1).

Hasarli  dokulardan  salman  yikim dirlinleri  sonucu  pihtilasma
mekanizmalarinim aktiflesmesi ile mikrovaskiiler hasar ve mikrovaskiiler trombozis
olusturarak kas hasarinin daha da yaygmlasmasina sebebiyet verir. Boylece kapiller
kacak ve interstisyel basingta artma gozlenir.

Eger interstisyel alandaki basinglar mikrosirkiilasyon basincina yaklasir veya
bu basinci agarsa kan akiminin engellenmesine neden olur (1).

Doku hasarinin ilerlemesine yol acan 6nemli noktalardan biri de pihtilasma
sonucu olusan inflamatuvar mediatorlere baglidir. Bu nedenle yapilan bazi
calismalarda yiiksek doz heparinin permeabilite degisikliklerini azaltabilecegi,
kollateral akimi diizeltebilecegi ve iskemik demarkasyon seviyesini azaltabilecegi
gosterilmistir (1, 92).

Prokoagiilanlar ve yikim iirlinleri dokunun yikanmasi sonucu sistemik
dolasima gecer ve sistemik koagiilasyon olusturabilir. Faktér XII'nin aktivasyonu,
kompleman, tromboksan, histamin ve bradikinin gibi inflamatuvar mediatorler
pihtilagsmay tetikleyebilir (1).

Ekstremitede, iskemi-reperfiizyonu izleyen donemde renal yetmezlik sonucu
onemli mortalite artisinin oldugu bilinmektedir. Burada iskemik dokudan salinan
miyoglobin veya diger toksik faktorlerin 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir
(93).

Ayrica akciger, karaciger, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem ve
miyokard disfonksiyonu goriilebilir (93). Olusan komplikasyonlarin siddeti tutulan
doku kitlesi ve iskemi siiresi ile yakindan iligkilidir, morbidite ve mortaliteyi
azaltmak amaciyla kas hasar1 olusmadan Onceki kritik sathada kan akimimnin
saglanmasi1 gerekmektedir (1).

Bazi  deneysel caligmalarda  antioksidanlarin,  antitromboksanlarin,
antilokotrienlerin ve antitrombosit aktive edici faktorlerin reperflizyonun sistemik
etkilerinden korunmak amaciyla kullanilabilecegi gosterilmektedir (1).

Lokosit aracili iskemi reperflizyon hasarint engellemeyi hedefleyen

calismalar inflamatuvar mediatér salinimi ve reseptor baglanmasi, 16kosit adezyon
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molekiilii sentezi ve 16kosit endotel adezyonunun inhibisyonu iizerine odaklanmistir

(94).

1.1.10. Serbest Radikallere Kars1 Savunma Sistemleri

Organizmada oksidan radikallerin zararl etkilerine kars1 koruyucu etkisi olan
hiicre i¢i enzimatik savunma sistemleri, antioksidan savunma sistemleri olarak tarif
edilir (95).

Biyolojik sistemlerde oksidan maddeler organizmanm yabanci cisim ve
enfeksiyon ajanlarma kars1 6nemli savunma molekiilleridir. Belirli diizeylerin iistiine
ciktiginda ve antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldigi durumlarda serbest
radikaller lipid, protein, karbonhidrat ve niikleik asit gibi hiicrenin bazal yapi
taglarini hasara ugratirlar (1).

Memeli hiicrelerini oksidan hasara karsi savunmada bes mekanizma yer
almaktadir (1).

1) Metal iyonlarmin baglanmasi ile toksik radikal olusumunun 6nlenmesi,

2) Olusan radikallerin toplanmasi ve bastirilmasi,

3) Radikal zincir reaksiyonlarmin kirilmasi,

4) Hedef molekiiliin hasar sonrasi tamiri veya tamir edilemeyecek durumdaki
molekiillerin uzaklastirilmas,

5) Antioksidan kapasitenin arttirilmasi.

1.1.10.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksid dizmutaz (SOD): O- radikalinin H,O,’ye dismutasyonunu
katalizler.

Katalaz: Membrana bagli bir peroksizom enzimidir. Hidrojen peroksitten su
ve oksijen olusumunu katalize eder (1, 95).

Glutatyon peroksidaz: Sitozol ve mitokondride SOD tarafindan olusturulan
H,0;’yi ortadan kaldiran baslica enzimdir. Yapisinda eser element olan selenyum
bulunur. Indirgenmis glutatyonun varhiginda H,O0,’nin  peroksidasyonunu
katalizleyerek H,O ve oksidize glutatyon olusumuna yol agar (96).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri peroksidlerin giivenli bir sekilde
ortadan kaldirilmalarini saglar. Bunlar esas olarak peroksizomlarda lokalizedir ve

etkilerini hidrojen peroksid {lizerinden yaparlar (1).
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1.1.10.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Yoriingelerinde eslenmemis elektronu bulunan ve serbest radikallerle
reaksiyona girebilen demir ve bakir iyonlarimi baglayan laktoferrin, seruloplazmin ve
albiimin dogal onleyici antioksidanlardir. Bir demir selatorii olan desferrioksamin
asirt demir iyonunun indiikledigi hidroksil radikali lizerinden gerceklesen membran
lipit peroksidayonunu onleyerek antioksidan 6zellik gosterirler.

Beta bloker olan metoprololiin lipid peroksidasyonu azalttig1 ve indirgenmis
glutatyon konsantrasyonunu arttirdigi kabul edilmektedir. Yine karvediloliin serbest
radikal temizleyici 6zelligi ve oksidatif stresi azaltici etkisi oldugu bilinmektedir. Bir
baska antiaritmik ila¢c olan amiodaronun antioksidatif Ozellikleri oldugu

belirtilmektedir (1).

1.1.10.3. Siipiiriicii (Zincir Kiran) Antioksidanlar

Dogal siipiiriicii antioksidanlar, hiicre i¢i ve hiicre disinda bulunurlar.
Askorbik asit, iirik asit, beta karoten, biliriibin, tiyoller, tokoferol, ubikinol ve
flavonoidler bu grupta yer almaktadir.

Demir iyonlarina bagl lipit peroksidasyonunu 6nleyen salisilatlar, hidroksil
radikali siipiiriiciileri olan mannitol, dimetilsiilfoksit ve dimetiltiyotiire, reperflizyon
sirasinda sliperoksit radikali olusturan ksantin oksidaz enzimini inhibe eden
alloptirinol ve oksipiirinol farmakolojik siipiiriicii antioksidanlara 6rnektir (95).

Bazi ¢alismalarda E ve C vitamini ile melatoninin 6nemli antioksidan etkileri
oldugu bilinmektedir. Antioksidan savunma sisteminde, E vitamini lipid peroksid
zincir reaksiyonlarini kirar ve radikal temizleyicisi olarak gorev yaparlar. E vitamini
eksikliginde oksidatif strese bagli miyokardiyal hasarlar daha siddetli oldugundan E
vitamini ile tedavi edilen sicanlarda miyokardin kontraktilite fonksiyonlarin

korundugu ve infarkt alaninin azaldig1 gozlenmistir (1).

1.1.11. Asimetrik dimetil arjinin (ADMA)

Asimetrik dimetil arginin (ADMA) plazma, idrar ve dokularda bulunan,
arginine benzeyen bir aminoasittir (97). ADMA ilk olarak 1970 yilinda, idrarla atilan
metilenmis argininler olarak tanimlanmistir (98). Sonra metilenmis argininler,

hayvanlarin immun sistem hiicrelerinde ve ndronlarinda, insanlarmn endotel
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hiicrelerinde saptanmistir (99). 1992 yilinda Vallance ve arkadaslar1 insan plazma ve
idrarinda endotelyal nitrik oksid sentaz (eNOS)’un endojen inhibitdrii  olarak

ADMA’ nin varligmi tanimlanmistir (100).

1.1.11.1. ADMA metabolizmasi

Metilargininler ii¢ sekilde bulunur;

- Asimetrik dimetilarginin (ADMA)

- Simetrik dimetilarginin (SDMA)

- Monometilarginin (L-NMMA) (Sekil 6).

Bunlardan sadece ikisi nitrik oksid sentaz (NOS) enziminin inhibitoridiir;

e NG, NG-dimetil-L-arginin (Asimetrik dimetil-arginin, ADMA)
¢  NG-monometil-L-arginin (L-NMMA)

Endotel  hiicrelerinde  L-arjininden @ NO  olusumu, @ ADMA’nin
konsantrasyonuna bagimli olarak azalir (101).

ADMA’nmm hiicre membrandan transportu i¢in L-arjininle yarigmasi ve
NOS’a baglanmasindan buyana L-arjinin’de azalma degismis NO iiretimine yol
acabilir. Azalmis olan L-arjinin/ADMA oran1 endotel fonksiyon bozukluguyla
sonuglandig diistiniilmektedir (102).

C‘H3
NH NH NH HN

O ‘<NH2 HO ‘<NH2 HO ‘<—NH2 . ‘<O—NH2

0 0] 0

L-ARGININ ADMA SDMA - L-NMMA

ADMA: Asimetrik dimetilarginin, SDMA: Simetrik dimetilarginin, L-NMMA:
Monometilarginin

Sekil 6. L-Arginin, ADMA, SDMA ve L-NMMA nin yapis1 (103).
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Insanlarda plazma ADMA diizeyi, L-NMMA diizeyinden 10 kat fazladur.
ADMA, nitrik oksid (NO) biyosentezinin major inhibitoriidiir (105). ADMA,
cogunlukla nukleusta bulunan, metilenmis arginin rezidiileri igeren polipeptidlerin
veya proteinlerin katabolizmasindan olusur ve proteinlerin hidrolizi sonucu
serbestlesir (Sekil 7). ADMA ve L-NMMA sentezi i¢in arginin rezidilerini
metilleyen, protein arginin metiltransferaz tip I (PRMT-I) enzimi gereklidir. Metil
grubu vericisi olarak S-adenozil metiyonin (SAM) kullanilir (Sekil 8) (104,106, 107).

PRMT-I kalpte, diiz kas hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde eksprese olur.
Damar duvarinda ADMA olusum hizi, PRMT ekspresyonundaki degisiklikler ile
diizenlenmektedir. Protein arginin metil transferaz tip II (PRMT-II) ise SDMA’nin
olusumunda gorevlidir. SDMA, ADMA’nin stereoizomeridir ve NO sentezi lizerine

direkt inhibitor etkisi yoktur (108).

Htiere Plasma [drar
/- 5,10 metilen . » L-arg ADMA
f \
\ ’
v . )
5 metil THF BI2 THF " Tubul
MS
\ I/[:«.] Karaciger
¥
Homosistein \"‘ — # Methionin <—— ADMA
N, Betain DDAH
L-arg ADMA v
Sitrulin
SAM —\J
\\ / Yy
—— Protein /l
DDAH Proteoliz PRMT sentezi i
Sitrulin #—— ADMA #— DProtein-arg- (CH3)2? #— DProtein-arg #—— L-Ig¢ —— NO
\ NOS
DDAH N\
e S Hiperglisemi
e — ———— Hiperkollesterolemi
\ l ¢ .- Hiperlipidemi
par s
Oksidatif stres

ADMA, asimetrik dimetilarjinin; DDAH, dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz; L-arg, L-arjinin; MS,
metionin sentaz; NO, nitrik oksit; NOS, nitrik oksit sentaz; PRMT, protein arjinin metiltransferaz;

SAH, S-adenozil-homosistein; SAM, S-adenozil-metionin; THF, tetrahidrofolat

Sekil 7. ADMA’nin sentezi, metabolizmasi ve intraseliiler etkisi (104).
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PRMT: Protein arginin metil transferaz, NO: Nitrik oksit, ADMA: Asimetrik dimetil arginin
Sekil 8. ADMA sentezi (107).

1.1.11.2. ADMA’nmin Tasinmasi

Metil argininler (ADMA, SDMA ve L-NMMA), katyonik aminoasid
tastyicis1 olarak bilinen y+ tasiyici sistemi ile tasimmaktadirlar. y+ tasiyicisi
aktivitesini kaveolin bagli NOS ile aymi yerde gosterir. y+ tasiyici aktivitesi,
metilargininlerin ~ lokal  konsantrasyonlarini  saptamada  6nemli  olabilir.
Metilargininler, hiicre i¢ine transport i¢in birbirleriyle ve arginin ile yarigirlar.
ADMA’nm yiiksek diizeyleri, hiicre i¢i L-arginin transportunu potansiyel olarak
engelleyebilir. L-arginin transportunda azalma ise, NO sentezinde azalma ile
sonuglanir. Transport sistemi, metilargininleri hiicre i¢i diizeyleri dolasimdaki
diizeylerinden daha fazla olacak sekilde endotel hiicreleri i¢inde yogunlastirir. y +
tastyic1 sisteminde herhangi bir defekt, dolasimdaki ADMA diizeylerinde artisa
neden olur. Bunun sonucu olarak da NO biyosentezinde azalma goriiliir. Cesitli

hastaliklarin patogenezinde y+ tasiyici sistemi 6nemli yer tutar (108).

1.1.11.3. ADMA’nmin Viicuttan Uzaklastirilmasi

ADMA ’nm katabolizmasinda ii¢ 6nemli yol mevcuttur:

Birincisi; ADMA’nin dimetilarginindimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi
tarafindan sitriilin ve dimetilaminlere yikilmasidir (>%90). Ikincisi; ADMA nin
degismeden bobreklerden atilmasidir (~%S5). Uciinciisii; dimetilarginin piriivat

aminotransferaz enzimi tarafindan a-ketoasidlere doniistiiriilmesidir (<%5) (109)
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110) (Sekil 9). ADMA yikiliminin diizenlenmesinde DDAH merkezi rol oynar.
DDAH, bébrek, karaciger, pankreas ve kan damarlarinda eksprese olmaktadir. iki
izoformu vardir: DDAH-I, tipik olarak néronal NOS’un eksprese oldugu dokularda
bulunmaktadir. DDAH-II ise eNOS’u i¢eren dokularda fazla bulunmaktadir. Viicutta
sirekli bir ADMA  {iretimi vardir. DDAH, ADMA i¢in spesifiktir, SDMA’y1
etkilemez. Bir cok hastalikta azalmis DDAH aktivitesi, dolasimdaki ADMA
diizeylerinin artisma yol a¢maktadir. Hiperglisemi ve hiperkolesterolemi gibi
durumlar direkt olarak ADMA birikimi ile sonuc¢lanan DDAH aktivitesinde
azalmaya neden olurlar (111). Okside-LDL veya tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)
tarafindan indiiklenen oksidatif stres, DDAH aktivitesini azaltir. Homosistein, redoks
aracilt mekanizma ile DDAH aktivitesini azaltarak, ADMA diizeylerinin artmasina
neden olur (112). NO’nun asir1 liretimi (indiiklenebilir NOS artisina bagl olabilir),
DDAH’nin aktif merkezindeki sistein rezidiilerinin S-nitrozilasyonuna, dolayisiyla
DDAH’nin inaktivasyonuna sebep olmaktadir (Sekil 10) (103). All-trans-
retinoikasidin ise, DDAH-II ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bdylece
ADMA’y1 azaltmak yoluyla endotel hiicrelerinde NO sentezini arttirdigi gozlenmistir
(111). Ostrojen veya Ostrojen-progesteron tedavisi DDAH aktivitesini arttirarak

plazma ADMA diizeylerini diistirmektedir (113).

Alfa DPT
ketoasid ADMA

DDAH

Renal atihm Sitrilin¥DMA

DPT: Dimetilarginin piriivat aminotransferaz, ADMA: Asimetrik dimetilarginin, DDAH:

Dimetilarginin dimetil-aminohidrolaz, DMA: Dimetilamin

Sekil 9. ADMA’nin eliminasyonu (110).
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NADPH: Nikotinamid Adenin dintikleotid fosfat, NO: Nitrik oksit, ADMA: Asimetrik dimetilarginin,
DDAH: Dimetilarginindimetilaminohidrolaz, DMA: Dimetilamin, FMN: Flavin mononucleotide

FAD: Flavin adenine dinucleotide

Sekil 10. ADMA metabolizmasinin NO tarafindan diizenlenmesi (108).

1.1.11.3.1. Hiicre ici ADMA

ADMA hiicrelerin i¢inde olusmaktadir. Endotel hiicrelerinde PRMT ve
DDAH’nin her ikisi de eksprese olur. ADMA birikimi, DDAH inhibisyonuna yol
acar. Vaskiiler sistemde DDAH inhibisyonu, ADMA’nim yiiksek diizeyleriyle iligkili
endotel fonksiyon degisikliklerini olusturur. Endotel hiicrelerinden ADMA’nin
dolasima verilmesi; arginin metilasyon hizi, metilenmis arginin igeren proteinlerin
hidroliz hizi; DDAH tarafindan ADMA’nin metabolize edilis hiz1 ve hiicrelerden
aktif ¢ikis hiz1 arasinda dengeye baghdir (114, 115). Her bir komponentin  6nemi
tam olarak anlasilamamasina karsin, DDAH’nin metabolik kapasitesi oldukca
yiiksektir ve dengenin devam ettirilmesinde dnemli rol oynamaktadir (114). ADMA
molekiilii relatif olarak stabildir ve hiicreler arasinda diffiize olabilir. Bir hiicrede
olusturulan ADMA’nin ikinci bir hiicre tipinde NOS’u inhibe edebilme kapasitesi

vardir. Bu etkilesim makrofajlar ve endotel hiicrelerinde kesin olarak gdsterilmistir

29



(116). ADMA, NOS’un 3 izoformunu da inhibe etmektedir ancak, inhibisyon
ortamdaki arginin diizeyine baglidir. ADMA, NO olusumunu engellemesi yaninda
siiperoksid anyonlarmin olusumunada yol acar. Milimolar konsantrasyonlarda

metilargininler, Na'-K" ATPaz’1 inhibe eder (103).

1.1.11.3.2. Dolasimdaki ADMA

Saglikli kisilerde plazma ADMA diizeyleri 0,2-1,2 pumol/L arasindadir.
Patolojik durumlarda artis gostermektedir. Yiiksek plazma ADMA diizeyleri,
kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak {izere diger bir¢ok hastalikta saptanmistir.
Ornegin bobrek yetmezliginde, metilargininlerin klirensi bozulur ve plazma ADMA
ve SDMA diizeyleri artar. SDMA diizeyleri kreatinin ile paralel artig gosterir ve
ADMA’dan daha yiiksek diizeylere ulasir. Ciinki ADMA, DDAH tarafindan
metabolize edilebilirken, SDMA sadece bobrekler yoluyla atilabilmektedir. Diger
durumlarda ise ADMA selektif olarak artig gosterir, SDMA’da degisiklik gozlenmez.
PRMT-I enzim aktivitesinin artis1 ve DDAH disfonksiyonu dolasimdaki ADMA
diizeylerinde artisa neden olur (117). Her giin 260 umol/LL. ADMA metabolize edilir
ve 60 umol ADMA idrarla atilir. ADMA’nin idrarla atiliminin tamamen bozulmasi,
plazma ADMA diizeylerinde artisa neden olur. Proteoliz artisina bagli olarak,
dokulardan plazmaya ani ADMA gecisi veya ADMA serbestlesmesinin ani artisi,
plazma ADMA diizeylerinde ani degisikliklere neden olabilmektedir (118).

Plazma ADMA diizeylerinin yiiksek olarak saptandigi klinik durumlar (108,
113, 119):

Hiperkolesterolemi

Hipertrigliseridemi

Hiperhomosisteinemi

e Endotel disfonksiyonu
e Ateroskleroz

e Insiilin direnci

e Tip 2 diyabetes mellitus
e Hipertansiyon

e Preeklampsi

e  Pulmoner hipertansiyon
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e Koroner arter hastalig1

e Konjestif kalp yetmezligi

e Periferik arter hastaliklar1

e Trombotik mikroanjiyopati
e Kronik bobrek yetmezligi
e Erektil disfonksiyon

e Sizofreni

e Inme

e Yaglanma

e  Alzheimer hastalig

1.1.11.4. ADMA ve Endotel Disfonksiyonu

NO vaskiiler homeostazda c¢ok Onemli bir yere sahiptir ve vazodilator
aktivitesinin yani sira, vaskiiler hastaliklarda anahtar rol oynayan 16kosit adezyonu,
trombosit agregasyonu ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe
edebilmektedir. Hayvan modellerinde vaskiiler NO sentezindeki degisikliklerin,
ateroskleroz ve restenozun ilerlemesinde 6nemli etkiye sahip oldugu izlenmistir.
NOS yolunun bozulmasi, kardiyovaskiiler olaylar icin bagimsiz bir gostergedir.
NOS’un endojen inhibitdr olarak ADMA’nin 6nemi, ilk defa Vallance ve ark. (97)
tarafindan son donem bobrek hastaligi olan kisilerde tanimlanmistir. Bu hastalarda
renal klirensin azalmasi sonucu artmis plazma ADMA diizeyleri diyaliz ile
disiiriilerek endotel fonksiyonunda diizelme saglanmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda,
artmus ADMA diizeyleri ile endotelyal vazodilator disfonksiyon arasinda iliski bir¢ok
kez ortaya konmustur. Hiperkolesterolemik eriskinlerde yiiksek ADMA diizeyleri ile
endotel bagimli vazodilatasyon arasinda ters korelasyon gosterilmistir.
Hiperkolesterolemik kisilerde intravendz arginin infiizyonu, endotel fonksiyonunu
onarir ve lriner nitrat ekskresyonunu arttrir. ADMA argininin kompetitif
inhibitoriidiir ve argininin tiim bu etkilerini inhibe edebilir (112). Insanlarda plazma
ADMA diizeyleri, hizla degisebilir. Bu da endotelyal vazodilatér fonksiyondaki
degisiklikler ile iligkilidir. ADMA giiniimiizde endotel disfonksiyonu i¢in bir risk
faktorii olarak kabul edilmektedir (113).

31



1.1.11.5. ADMA’mn Kardiyovaskiiler Etkileri

ADMA, NOS inhibisyonu yoluyla NO diizeyini azaltarak, endotel bagimli
gevsemeyi bozar ve kan basincini yiikseltir. NOS inhibisyonu bobrekleri etkileyerek
sodyum ekskresyonunun azalmasima neden olur. Viicutta sodyum tutulumunun artisi,
hipertansiyon olusumuna katkida bulunmaktadir (120). ADMA’ya uzun siire maruz
kalma, aterogenezi arttirir ve hedef organlarda hipertansif hasar olusturur. ADMA
tarafindan uzun siire NOS inhibisyonu, sol ventriiil hipertrofisine yol agabilir.
ADMA, kalp hizim1 ve kardiyak outputu diisiiriir (121). ADMA’nin intraarteriyel
infiizyonu lokal vazokonstriiksiyona neden olurken, sistemik infiizyonu sistemik
vaskiiler rezistansi arttirir ve renal fonksiyonu bozar. Deneysel ve klinik ¢aligmalarda
ADMA diizeylerindeki kiiciik degisikliklerin bile vaskiiler NO iiretiminde, vaskiiler
tonusta ve sistemik vaskiiler direncte anlamli degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir (119).

ADMA, hayvan modellerinde, anjiogenezi inhibe eder. Kiiltiir hiicrelerinde
ve deneysel tiimor hiicrelerinde DDAH nin asir1 ekspresyonu, anjiogenik olaylarin
baslamasma neden olmaktadir. DDAH’nin asir1 ekspresyonu, vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii ekspresyonunda artisa neden olur ve bunun anjiogenezin
ilerlemesinde 6nemli bir faktor oldugu diistiniilmektedir (120). ADMA diizeyindeki
artiglar, kardiyovaskiiler riskteki artisa Onemli katkida bulunmaktadir.
Hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi, hipertansiyon, insiilin direnci, diyabet,
hiperhomosisteinemi gibi koroner kalp hastaligmma risk olusturan durumlarda ve
aterosklerotik hastaliklarda ADMA diizeylerinin artmis oldugu saptanmistir (108,
112). Hiicre kiiltiirlerinde LDL’nin de DDAH aktivitesi ve PRMT ekspresyonunu
etkiledigi gosterilmistir (121). Klinik olarak saglikli 116 kiside yapilan ¢aligmada
yiiksek ADMA diizeyleri ile karotid arter intima-media kalinlig1 arasinda anlamli
iligki saptanmustir (122). Orta yash 150 kisiyi igeren calismada yiiksek ADMA
diizeylerinin, akut koroner hastalik riskini 3,9 kat arttirdig1 gosterilmistir (123). Yine
yiiksek ADMA diizeylerine sahip hastalarda, gesitli kardiyovaskiiler komplikasyon
gelisme riskinin artmis oldugu bulunmustur. Bu bilgilerin 1513inda ADMA yeni bir

kardiyovaskiiler risk faktorii, olarak tanimlanmaktadir (113).
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1.1.11.6. ADMA ve Oksidan Stres

Cesitli deneysel hayvan modellerinde ve hastaliklarda artmis ADMA diizeyi,
artmis oksidatif stres ve endotel disfonksiyonu arasinda anlamli iliskiler saptanmuistir.
Endotel hiicre kiiltiirlerinde veya endotel disfonksiyonu olan hastalarda artmis
ADMA diizeyleri, artmis reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile iligkilidir. ADMA’nin
vaskiiler siiperoksid diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir (124). Endotel hiicre
kiiltiirlerinde ADMA sentezinde gorevli olan PRMT enziminin gen ekspresyonu,
LDL ve okside LDL tarafindan konsantrasyon bagimli olarak arttirilir. Hastalarda
metiyonin ve homosistein diizeylerindeki artis, ADMA diizeylerinde yiikselmeye
neden olur. Sydow ve ark. (124) hiperhomosisteinemili hastalarda lipid
peroksidasyonu icin oldukca spesifik gosterge olan 8- izoprostaglandin F2a’nin
iriner ekskresyonunun artmis oldugunu gdstermislerdir. L-arginin verilmesi ile
endotel disfonksiyonun diizeldigi ve es zamanli olarak 8-izo-prostaglandin F2a’nin
driner atillmmin azaldig1 goriilmiistiir (124). Oksidatif stres, ADMA yikiminda
gorevli enzim olan DDAH’nin aktivitesini azaltir. Okside LDL, inflamatuvar
sitokinler, hiperhomosisteinemi, hiperglisemi, hipertansiyon ve CMV gibi ajanlar
siiperoksid anyon olusumunu arttirarak endotelyal oksidatif stresin artisina neden
olur (Sekil 11) (113). DDAH enziminin aktif merkezindeki reaktif sistein
rezidiilerinin varligi, bu enzimi siiperoksid gibi reaktif oksijen tiirleri tarafindan
oksidasyona veya S-nitrozilasyona uygun hale getirir. Oksidasyon ve S-nitrozilasyon
sonucu enzim aktivitesi azalir. Endotel hiicre kiiltiirlerinde glukoz etkisiyle DDAH
aktivitesinin bozulmasi ve ardindan artmis ADMA diizeyleri, antioksidanlar

tarafindan inhibe edilmistir.

33



DM. HT. LDH.K Homosistein. CMV
Protein

S PRMT1«—2— ©

2

SAH

Metillenmig erginin rezidulleri -L
iceren proteinler

Proteoliz ‘. ADMA [—2DRAH_, DMA

+S|tru||n

L-Argining - cee—p NO
NOS + sitrilin

SAM: S-adenozil metiyonin, SAH: S-adenozil homosistein, PRMT I: Protein arginin metiltransferaz I,
DM: Diyabetes Mellitus, HT: Hipertansiyon, LDL-K: Diisiik yogunluklu kolesterol, CMV:
Sitomegalovirus, ADMA: Asimetrik dimetilarginin, DDAH: Dimetilarginin dimetilaminohidrolaz,
DMA: Dimetilamin, NOS: Nitrik oksit sentaz, NO: Nitrik oksit

Sekil 11. ADMA ve oksidan stres (113).

DDAH aktivitesinin bozulmast ve ardindan artmus ADMA diizeyleri,
antioksidanlar tarafindan inhibe edilmistir. Endotel hiicrelerde homosistein ile
inkiibasyondan sonra ADMA diizeyleri artmms, DDAH aktivitesi azalmstir.
Ardindan bir antioksidan olan pirolidin ditiyokarbamat verildiginde DDAH aktivitesi
diizelmis, ADMA birikimi azalmistir. Sonug¢ olarak oksidatif stresin ADMA
iretimini uyarmasi ve/veya ADMA yikimini1 inhibe etmesi, eNOS aktivitesini

anlamli derecede azaltir (124).

1.1.11.7. ADMA Olciim Yéntemleri

ADMA o6lgiimiinde High Performance Liquid Chromatography (HPLC) en
yaygin olarak kullanilan yontemdir ve genellikle floresan dedektor kullanilir.
ADMA’nin kendisi floresan 06zellikte olmadigi icin genellikle ortoftaldehid
derivatizan ajan olarak kullanmilir. HPLC ile dl¢iimiin en biiyiik avantaji bir drnekte
ayn1 anda ADMA, SDMA ve arjininin kantitasyonuna olanak saglamasidir. HPLC

yonteminin dezavantaji ise analiz siiresinin nispeten uzun olmasi1 ve zahmetli bir
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ornek hazirlama asamasmin gerekliligidir. Ozgiilliigii, zahmetli 6rnek hazirlama
teknikleri gerektirmemesi ve kisa analiz siiresi gibi avantajlariyla kiitle
spektrometresi (MS) yontemleri kullanimi da giderek artmaktadir. HPLC ve 6zellikle
MS’in her laboratuarda bulunmamasi ve uzmanlik gerektirmesi nedeniyle ELISA
yontemi gelistirilmis ve onaylanmistir (125). Bu yoOntemde spesifik poliklonal
antikorlar kullanilmaktadir. Avantajlari; kolay uygulanabilir ve ADMA tayini i¢in
sensitif olmasidir. Dezavantaji ise, tekrarlanabilirliginin HPLC kadar iyi olmamasi,
poliklonal antikorlarin SDMA veya L-NMMA ile ¢apraz reaksiyon vermesidir. Fakat
bu ¢apraz reaksiyon %5’in altindadir (126, 127).

1.1.12. Glutatyon (GSH)

GSH, hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre icindeki en O6nemli
antioksidan bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek ¢ok dokuda glutamat, sistein
ve glisinden sentezlenir. Sentezde y-glutamil sistein sentaz ve glutatyon sentaz
enzimleri katalizordiir. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin
engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerde siilthidril (-SH) gruplarini rediikte
halde tutarak bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur, boylece fonksiyonel proteinlerin
ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu
ve aminoasitlerin membranlardan transportunu saglar. GSH eritrositleri, 16kositleri
ve gbz mercegini oksidatif strese karsi korumada hayati oneme sahiptir. GSH
homeostaz1 i¢in diyette yeterli protein almmasmin gerekli oldugu ve enteral veya
parenteral alinan sistin, metiyonin ve N-asetilsisteinin GSH biyosentezinde sisteinin
prekiirsorii olarak 6nemli rol oynadigi cesitli deneysel calismalarda gosterilmistir.
Yasamsal fonksiyonlarda oOneme sahip GSH’in hayvan ¢alismalarinda yeterli
konsantrasyonlarda lenfositlerin ve ince barsak epitel hiicrelerinin proliferasyonu i¢in
gerekli oldugu belirtilmistir. Spermatojenez ve sperm olgunlasmasinda onemli rol
oynadigi, influenza enfeksiyonunu inhibe ettigi, T-lenfositlerin, PMNL’lerin ve
sitokinlerin aktivasyonu i¢in gerekli oldugu ve immiin sistemin 6énemli bir elemani
olarak fonksiyon gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin
oksidatif strese yol actigin1 ve alzheimer, parkinson, epilepsi, karacier hastaliklari,
kistik fibrozis, orak hiicreli anemi, AIDS, kanser, koroner kalp hastaligi, inme,

diyabet gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya koymaktadir (1).
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1.1.13. Malondialdehit (MDA)

Membran poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan non-
enzimatik oksidatif lipid peroksitlerinin par¢alanmasi sonucu olusan toksik etkili son
iirtindiir (128). Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonun en énemli gostergesidir
(129, 130). Malondialdehit gibi sitotoksik aldehitler hiicrede DNA ve proteinler gibi
makromolekiillere zarar vererek hiicrenin fonksiyonunu kaybetmesine neden olurlar
(131). Dokularda lipid peroksidasyon olusumu ve buna bagli olarak MDA artisi,
hiicrede membran biitiinliigiiniin yok olmasia, permabilitenin artmasina, hiicrelere
kalsiyum ve sodyum gibi elektrolit gegislerinin hizlanmasi sonucu ATP kaybina,
DNA hasarma ve hiicre Oliimleri ile sonuglanan fizyolojik, metabolik ve islevsel
bozukluklara yol agabilmektedir (132). Ikiden fazla ¢it bag iceren yag asitlerinin
otooksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler
MDA’nin asil kaynagini olusturmaktadir. Oksidatif hasarin diizeyini gdstermede
kullanilr. MDA, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve mutajenik,
genotoksik, karsinojeniktir. MDA miktarmin 6l¢timii, lipid peroksit diizeylerinin
saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bunun yani sira, peroksidasyon sirasinda
olusan dien konjugatlarinin Olglimii de in vivo lipid peroksitlerinin diizeyini

yansitmaktadir (132)

1.1.14. Trombositler (Platelet)

Trombositler hemostaz, tromboz ve koagulasyonda onemli rol oynar. Bu
kiigiik hiicreler siinger seklinde tanimlanabilir ve hemorajiyi 6nlemek i¢in kompleks
biyokimyasal ve molekiiler aktiviteleri oldugu bilinmektedir (133).

Ik kez 1860°da Zimmerman, 1865°de Manschultz tarafindan tanimlanmis ve
kanin pihtilagsmasindaki rolii 1878’de Zimmerman ve Haryan tarafindan ortaya
konmustur. Ilk onceleri cansiz hiicre parcalar1 olarak taninmasmna ragmen, aktif
hiicreler oldugu ve megakaryositler tarafindan yapildig: ilk kez 1882’de Bizzazereo
tarafindan tanimlanmistir (134).

Trombositler 15181 kiran, kiigiik, ¢ekirdeksiz, ovoid ya da yuvarlak
hiicrelerdir. Soluk gri-mavi sitoplazmalar1 homojen dagilmis mor-kirmizi grantiller
icerir. Trombosit agregasyonundan sonra bu graniiller hiicrenin ortasinda konsantre

olurlar. Hiicre zarmin altinda sekli saglayan mikrotubulus seridi vardir. Dolasan
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trombositleritlerin hacimleri heterojendir (135). Dolasan trombositlerin hacmi
7,06+£4.85 um3 (fentolitre), cap1 3,6+0,7 um (ortalama+SD) ve kalinlig1 0,9+0,3 um’
dir (136). Anormal kii¢iik ve biiyiik trombositler sadece bazi hastalik durumlarinda
olmasina ragmen trombosit hacmi kisiden kisiye degisir. Kandaki normal
konsantrasyonlar1 150.000—-450.000/mm”diir (137).

Trombositler, trombotik etkileri disinda kemotaktik fonksiyonlar: ile
inflamatuar cevapta kritik rol oynarlar. Adezyon sonras1 aktive olmus trombositler,
hem salgiladiklar1 kemotaktik faktorlerle direkt olarak etki ederler hem de
baglandiklar1 hiicrelerin (endotel/lokosit) kemotaktik 6zelliklerini degistirerek etki
ederler (138).

Hiicre zar1 fosfolipidlerinin peroksidasyonu sonucu; hiicre zari biitlinligi,
gecirgenligi ve hiicre yiizey reseptor fonksiyonlar1 etkilenir. Reperfiizyon
periyoduyla birlikte siddetli trombosit aktivasyonu olusur. Artmig bu aktivite,
reperflizyon doneminde artmis trombojenite ve yeniden tikaniklik risklerinide
beraberinde getirir. Trombosit aktivasyonun primer etkeni tam olarak bilinmemekle

birlikte, reperfiizyonla birlikte olusan SOR patlamasi su¢lanmaktadir (139).

1.1.14.1. Platelet: Yapisal Anatomisi

Goriintirde basit olmasina ragmen platelet fonksiyonlar1 ¢cok komplekstir.
Plateletin yapisal fonksiyonu daha iyi kavramak icin plateleti 4 farkli anatomik
bolgeye ayirabiliriz (Sekil 12) (140).

1) Cevresel Zon

Periferik zone acik kanalikiiler sistemi olusturan ¢ikintilar ve membrandan
olusur. Ug boliime ayrilir: dis yiizey, unitmembrane ve membrane alt1 bdlge.

2) Dis Yiizey

10-20 mm kalin glikokaliks ve zengin glikoprotein igeren tabakadan olusur
(148, 149). Cogu hiicre-hiicre, hiicre-damar duvari reseptor iliskisindan sorumludur.

3) Platelet membram

Diger zarlar gibi; (1) fosfolipidden zengin c¢ift katmanli lipid tabakasi, (2)
membranlar arasi iyon gradiyentini saglayan anyon ve katyon pompalar1 ve (3) hiicre
ic1 ve hiicre dis1 fizyokimyasal olaylarin ayrilmasini saglayan yapisina ek olarak sivi

faz koagulasyonunda 6nemli katalizordiir (141, 142).
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4) Membran alt1 bolge

Anatomik ve fonksiyonel olarak membrane glikoproteini ve sitoplazmik
filamen sistemi ile yakin iligkili olan yaygin mikrofilamen agindan olusmustur (143,
144).

Mikroflamanlar
Plasma Membram

Mitokondri

Dense tiibiiler A \\4\ 7 {Golgi cisimeigi

Graniil icindeki dens body
Acik kanalikiiler sistem

Sekil 12. Trombositin igyapis1 (140).

1.1.14.2. Platelet Fonksiyonel Anatomisi

Normal sartlar altinda plateletler baska platelet veya vaskiiler endotelle iligkili
olamdan dolagimda serbest halde bulunurlar (Sekil 13). Aterosklerotik plak yirtilmasi
veya vaskiiler yaralanmaya bagli endotel hasari oldugu zaman, bir dizi olaylar zinciri
tetiklenir ve plateletlerden zengin piht1 olusumu gergeklesir. Baslatan neden bagl
olarak bu olay normal hemostazin getirdigi siire¢ veya patolojik vaskuler tromboz
olarak son bulur. Bu karisik biyokimyasal ve hiicresel siireci 4 genel kategori altinda

incelenebilir: Adezyon, aktivasyon, sekresyon, agregasyon.
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Sekil 13. Platelet sekil degisikligi A) Istirahat halinde B) Aktive plateletler

1.1.14.2.1. Platelet Adezyonu

Disfonksiyonel ve hasarli vaskiiler endoteliyuma platelet hemen yapisir. Bu
olay ozellikle subendotel kollajen ve lipidlerin aciga ¢iktig1 aterosklerotik plak
yirtilmast ve erozyonu sonrasi olur. Hasarlanan bolgede agiga cikan ve platelet
membran glikoproteinleri tarafindan taninan adhesiv proteinler aracigiyla, adezyon
olay1 gergeklesir ve primer hemostazin ilk siireci baglamis olur. Plateletler iizerinde
bulunan bu spesifik glikoproteinler sadece endotele adezyon gorevinde yer almaz
ayrica hiicre-hiicre etkilesiminde 6nemli rol alir. Giinlimiizde dokuz adet platelet
membran glikoproteini tanimlanmig olup smiflandirilmasi poliakrilamide jel
ayrimina gore yapilmistir (145, 146). Platelet membran reseptorlerinin ¢ogu non
kovalent glikoproteinlerden olusur. Her reseptoriin spesifik bir ligand1 olmayip bir
reseptor birden ¢ok liganda cevap verebilmektedir. Ayrica bu reseptorler integrinler
ve non integrinler diye de siniflandirilabilirler. Integrinler heterodimerik hiicre yiizey
molekiilii olup alfa ve beta alt tinitelerinden olusurlar (Sekil 14). Plateletler en az iki

beta ve bes alfa subuniti eksprese ederler (156).
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Sekil 14. Protipik Integrinin molekiiler yapis1 (156).

Adezyonu baglatan olay temastir. Dolasimda serbest dolasan inaktive

plateletler olay yerinde durur ve sikica vaskiiler hasarmn oldugu bdlgeye yapisirlar

(148). Bu 6nemli olay membran glikoproteini olan glikoprotein Ib-1X (Sekil 15) ve

vaskuler endotel hiicrelerinden sentezlenen, luminal ve subendotel bolgelere salinan

biiyiik bir protein olan vonWillebrand (vWF) arasinda gergeklesir. vWF’in ayrica

platelerin damar duvarmin diger elemanlarmna (kollajen, mikrofibril) baglanmasini

saglayan fonksiyonel belirtecleri vardir (149, 150).
GP Iba
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Sekil 15. Platelet ylizeyindeki GP1b-IX kompleksinin sematik gdsterimi (150).
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Platelet adezyonunda esas gerekli olan c¢ekme kuvvetidir (151, 152).
Plateletlerin vaskuler sistemin subendotel igerigine adezyonu damar duvari hasarina
primer hemostatik cevaptir. Adezyon olayr membran glikoproteinleri araciligiyla

gerceklesecek olan platelet aktivasyonuna kuvvetli bir uyarandir.

1.1.14.2.2. Platelet Aktivasyonu

Platelet aktivasyonu platelet adezyonuna ek olarak bir¢cok biyokimyasal ve
mekanik uyranla tetiklenebilir. Bu biyokimyasal agonistlerin ¢ogu damar duvarma
adezyon sonrasi plateletler tarafindan {iretilir veya salinir. Bu uyarilma sonrasi
biyolojik bir geri doniisiim mekanizmasi olusur ve her uyarana cevap artarak devam
eder.

Platelet agonistleri ylizeyde bulunan glikoprotein reseptorlerine baglanarak,
membrandaki mesajc1 proteinler (G protein) araciligiyla iki farkl intraseliiler yolaga
sinyal iletimini uyarirlar. Fosfoinositid yolag: fosfolipaz C’nin aktivasyonu ile baslar.
Fosfoinositol-4-5-bifosfat (PIP2) , sekonder ileticilerden olan inositol-1, 4, S-trifosfat
(IP3) ve diagilgliserolii olusturmak Ttzere ikiye ayrilir (153). IP3 plateletlerin
fizyolojik gorevlerini yapabilmesi i¢in gorevli enzimlerin aktivasyonunu saglayan
kalsiyumun denstubuler sistemden salgilanmasima neden olur (154). Diagilgliserol ise
fosfolipaz C’yi aktive ederek protein fosforilasyonu, graniil sekresyonu ve fibrinojen
reseptor ekspresyonunu saglar. Diger bir yolak olan fosfolipaz A2 ise aktive
oldugunda hiicre membranlarindan arasidonat saglanmasini yol acar. Arasidonat
bunu plateletelerde bulunan siklooksijenaz enzimi araciligryla tromboksan A2
(TxA2)’ye doniisiir. TxA2 ¢ok giiclii bir paltelet agonisti olup, pozitif geri donilistim
mekanizmasiyla paltelet aracili trombozu siddetlendirerek arttirir. Trombin hem
fosfoinositid hidrolizinde hem de arasidonat metabolizmasinda (fosfolipaz C ve
fosfolipaz A2 aracilifiyla) rol alir. Buna ek olarak bu iki yolaktan birini inhibe
etmesine ragmen, platelet aktivasyonu ve agregasyonunu hizlandirabilir. Trombinin
cok diisiik konsantrasyonlarinda bile (<0,11U/ml) platelet agregasyonunu
saglayabildigi gosterilmistir (Sekil 16) (155).
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Sekil 16. Aterotrombotik siirecin baslangici; Adezyon, aktivasyon, amplifikasyon,
agregasyon (155).

1.1.14.2.3. Platelet Sekresyonu

Platelet aktivasyonu ekstraseliiler sinyallere kompleks bir cevap olup,
sitoskeleton diizenlenmesi, membran flizyonu, {i¢ farkli platelet depo graniilerinden
(lizozomlar, alfa graniiller, dense cisimcikler) sekresyon (ekzositoz) olaylarini igerir.
Alfa graniillerinin flizyonu ve plazma membraniyla derin invajinasyonlarini takiben
iceriginin disa sekresyonu deneysel olarak gosterilmistir (156, 157).

Lizozomlar endositoza ugramis materyaleri sindirecek asit hidrolaz (katepsin)
enzimlerini icerir ve lizozomal sekresyon dense ve alfa graniillere gére daha yavas
olur (158-160). Plateletler ayrica osmofilik elektrondan yogun olan dense
cisimcikleri igerir. Dense cisimciklerde c¢ok biiyiilk miktarda metabolik olmayan
adeninler (ADP, GDP), divalent katyonlar (Ca™, Mg™), serotonin, pirofosfatlar
bulunur. Platelet aktivasyonuna takiben olan ADP salinimini vaskiiler hasarlanma
bolgesine diger platelerin gelmesini saglar.

Platelet alfa graniilleri sferik cisimcikler olup 300-500nm ¢apindadir. Platelet
spesifik protein, koagulasyon faktorleri ve ¢esitli glikoproteinleri igerirler. Platelet
spesfik proteinleri icinde en fazla bilgi sahibi olunan platelet biiylime faktorii

(PDGF) olup, diiz kas hiicresi ve fibrobalstlar {lizerinde iki ayr1 reseptdrii izole
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edilmistir (161). Platelet damar duvar1 etkilesimi sonras1t PDGF’nin diiz kas hiicre
cogalmasini diizenledigi diistiniilmektedir. Diger iki alfa graniiller; bag dokusu aktive
edici peptid III (CTAP III) ve platelet faktor-4’tiir. CTAP III beta tromboglobulinin
prekiirsorii olup, fibroblast cogalmasinda gorev alirlar. Platelet faktor-4 ise heparine
baglanarak antikoagulan etkisini notralize ederler (162, 163).

Platelet alfa graniilleri birgok sayida koagiilasyon proteinleri igerir. Faktor V’
in %?20-25’1ik kismi alfa graniillerinde depo edildigi ve alfa trombin stimiilasyonu
sonras1 salinan ve fosforile olan en 6nemli protein oldugu gosterilmistir (164, 165).
Diger bir protein protein S olup faktér V ve VII aracilikli koagiilasyonu inhibe eden
protein C’nin kofaktoriidiir. Protein C’nin etkisini plateletlerin adezyon ve
aktivasyon yaptig1 bolgelerden oldugu gosterilmistir (166). Plasminojen aktivator
inhibitor (PAI-1) diger bir protein olup lokal fibrinolitik potansiyel 6zelligine sahiptir
(167). Plateletler ayrica fibrinojen igerir ve salarlar. Plazma seviyelerine nazaran ¢ok
az bulunmasma ragmen, platelerde daha yogun bir sekilde bulunurlar buda
plateletlerin hemostatik prosesleri lokalize ettigini diistindiirmektedir (168).

Platelet alfa graniilleri ayrica yedi farkli glikoprotin iceriyor olup bunlarmn bir
kismi salgilanir bir kismi ise granil mambranina bagli olarak bulunur.
Trombospondin  majér ¢oOziilebilir  glikoproteini  olup diiz kas hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde rol alir (169). Platelet alfa graniillerinde
GlIbllla deposu bullunmakta olup platelet aktivasyonunu takiben platelet
yiizeyindeki GIIbllla reseptor sayis1 bu sayede iki katina kadar ¢ikabilmektedir (170-
172).

1.1.14.2.3.1. Platelet ADP reseptorleri

Adenozin difosfat kanda ilk tespit edilen niikleotid olup yabanci bir yiizeyle
temas halinde platelet davranis degisikliginde Onemli rol oynar. Eritrosit
membranlarindan ayristirilan  ADP’nin  plateletlerin cama sikica yapismasini
arttirdigini, bu olayimn ise kalsiyum ve fibrinojen gerektirdigi deneysel ¢alismalarda
gosterilmistir (173, 174).

Purinerjik reseptorler hiicre yiizey reseptorleri olup selektif olarak ADP
baglarlar. Bu ekstraseliiler niikleotid yiizey resptorleri P2 reseptorleri olarak

adlandirirlar.  P1  purinoreseptorleri ise adenosini  baglar.  Gliniimiizdeki
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adlandirmayla, P2 reseptorleri molekiiler yapisi ve sinyal ileti mekanizmasina gore
adlandirilmis olup su sekilde siralanirlar (Sekil 17);

1) P2X reseptorleri ligand aracili iyon kanallari

2) G protein aracil1 P2Y resptorleri (P2Y1-P2Y12)

Her iki P2Y reseptorii ADP ile aktive olurlar. P2Y1 aktive oldugunda
fosfolipaz C’yi aktive eder ve bu da platelet sekil degisikligini tetikler. P2Y12 ise Gi
ye baglanir ve adenilat siklaz ativesini inhibe eder. Fonksiyonel olarak P2Y'1
aktivasyonu platelet agregasyonunu baslatirken, plateletlerin tam agregasyonu igin

P2Y 12 reseptoriine ihtiyac vardir (175, 176).
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P2Y1 and P2Y12 ADP aracilikli aktive olan G protein bagiml reseptdrler ( Gq and Gi2). P2X1
kalsiyam girigine izin veren ATP aracilikli katyon kanali. A3P5PS ve MRS2179 P2Y1-selektif
antagonistleri. ARC69931MX ise P2Y 12-selektif antagonisti.

Sekil 17. ADP reseptorleri (176).

1.1.14.2.4. Plateletlerde Baglanma

ADP paltelet ylizeyine reseptoriin spesifik bolgesinden baganir (molekiiler
agirhigt 61kDa). Reseptore baglanma afinitesi sirasiyla ATP=ADP>AMP>>
adenosine seklinde siralanir (177). Platelet reseptoriine ADP baglandiktan sonra hizli
kalsiyum girisi, intrasiiler kalsiyumun depolardan mobilizasyonu, sekil degisikligi,
adenilat siklaz inhibisyonu, IP3 olusumunun uyarilmasi, GlIbllla ekspresyonu,

fosfolipaz A2 nin uyarilmasi, dens ve alfa graniillerinden icerigin salgilanmasi gibi
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bir dizi olaylar meydana gelir (Sekil 18). ADP ve reseptoriiniin vaskiiler hemostaz ve
patolojik trombozdaki onemli roliinii, ADP baglanmas1 ve ADP aracilikli platelet
agregasyonun kalitsal hastaliklarindaki kanama bozukluklarinin tespit edilmesi
ortaya koymustur (178, 179). ADP, P2Y12 reseptorii araciligiyla trombin yapimini
hizlandirir ve potansiyelize eder. Bu reseptor ayrica PAR-1 uyarilimini da stimiile
ederek trombin yapimina katkida bulunur (180). ADP reseptorleri plateletten baska
diger hiicrelerde de bulunur. Fibrinojenin monositlere baglanmasinda ve
megakaryositlerde kalsiyum mobilizasyonunu uyarirlar (181). ADP reseptorleri

ayrica glioma hiicreleri, hepatosit ve kapiller endotel hiicrelerindede tespit edilmistir

(182).
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Sekil 18. ADP’nin platelet aktivasyon ve agregasyonundaki merkezi roli (178).

1.1.14.2.5. Platelet Agregasyonu

Membran reseptorii olan GlIbllla’da olusan konformasyonel degisiklik
platelet aktivasyonunu takiben meydana gelen en Onemli platelet cevabidir. Bu
degisikligi GlIbllIa ile fibrinojen etiklesimi izlemekte olup, bunun sonunda plateletle
arasinda bir¢ok ¢apraz bag olusumuyla sonuglanir.

GlIIbllla integrin reseptor ailesinden olup, alfa ve beta alt {nitelerinden

olusur. Alfa alt iinitesi agir ve hafif zincir igerir. Agir zincir tamamen ekstraseliiler
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olmakla beraber, hafif zincir membranda yer alip kisa bir boliimii ekstraseliilerde
sonlanir (183). Platelet aktivasyonuyla birlikte GlIbllla fibrinojen ve diger protein
baglara baglanmak icin konformasyonel degisiklige ugrar. Bu transformasyonun
nedeni olan biyokimyasal mekanizma tam anlasilamamakla beraber GlIbllla
fibrinojen etkilesimi ile ilgili elektron mikroskobuyla yapilan arastrmalar bazi
aciklamalar getirmistir (184). GIIbllla reseptoriiniin bas1 fibrinojen molekiiliiniin
distal kismi ile birlesirken kuyruk kismi ise fibrinojen ile 90 derece ag¢1 yapacak
sekilde laterale kayar. Kuyruk kisminin bu sekilde davranisi iki platelet arasinda

koprii vazifesi gormesini saglar.

1.1.15. ADP Reseptor Antagonistleri

Plateletlerin niikleik asit ve metabolitlerini ligand olarak algilayan bircok
membran reseptorleri vardir. Smiflandirmada alfabetik P harfi purinlere atiftan
almmis olup reseptorler P harfi ile adlandirilirlar. P1 purinoreseptorii adenozin ile
aktive olur. P2 reseptorlerine ise ATP ve ADP baglanirlar ve reseptorler ti¢ gruba
ayrilirlar: P2X1, P2Y1, P2Y12, P2X1 reseptorii platelet membraninda iyon kanali
olup ATP aktivasyonunu takiben hizli kalsiyum girisini saglar. Artmis olan hiicre i¢i
kalsiyum plateletlerde sekil degisikligi ve agregasyona neden olur.

P2Y (P2Y1 ve P2Y12) reseptorleri ise membrani yedi kez saran hidrofik
baglantilar1 olan reseptorlerdir. Reseptorlerin dis yilizeyine ADP baglanmasiyla
aktive olurlar. Platelet dis ylizeyine baglanma sayisi nisbeten az sayida olup, tahmini
hiicre bagma 1000 dir. P2Y1 reseptorii G proteinine bagh olup, intraseliiler kalsiyum
mobilizasyonunu saglayan kaskadi baglatir. Artmis olan bu kalsiyum plateletlerde
sekil degisikligine yol agar bunu takiben platelet agregasyonu ve piht1 olusumuna
neden olur (Sekil 19). P2Y1 reseptorii ilag gelisimi icin ilgi uyandirici reseptor
olmustur. Hayvan c¢alismalarinda farelerde bu reseptoriin eksikliginde daha az
tromboz (ADP, kollajen ve epinefrine agonistlerine azalmis yanit), artmis kanama
zamani gozlenmis fakat spontan kanama riskinde artma olmamustir.

P2Y12 reseptorii kardiyovaskiiler farmokoterapide en c¢ok calisilan ve
arastirilan reseptorlerinden olmustur. Bu reseptor ADP ile aktive olup G proteinine
baglanir. Bu reseptoriin aktive olmasiyla adenilat siklaz enzimi inhibe olur. Bu

biyokimyasal kaskadin sonu platelet aktivasyonunda ve agregasyonunda artis,
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bununla birlikte daha kuvvetli piht1 olusumuyla seyreder. Holopeter ve ark. (185),
tarafindan bu reseptdriin klonlanmasi platelet fizyolojisinde yeni bir ¢igir agmis bunu
takiben iki tieonopiridin olan tiklopidin ve klopidogrel bu reseptorlere hedef olarak

gelistirilmistir (Sekil 19).

A3P5P AR-C89931MX Klopidogrel
Reseplar il oox, P2Y; P2Y,5, Aktif metabolit
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kanali Gq Gi
S_ekonder mesajli i A PLCIIPS ']\AIC
sistem Na"clal P Ca+f . TcAMP
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Fonksiyonel yanit Sekil degisikig 5¢_ek_|l degistirme Sarekli .y
agregasyon gecici agregasyonu Agregasyon degisimi

P2X1, P2Y1 ve P2Y 12 ve etki mekanizmalari
Sekil 19. Ug farkli ADP reseptorii (185).

1.1.16. Aortik Kros-Klempin Sistemik Etkileri

Aort cerrahisi sirasinda aortaya klemp uygulanmasi ile klempin distalinde (alt
ekstremitelerde) iskemi olusur. Klempin kaldirilmasi ve iskemiye ugramis dokularda
yeniden dolagimin saglanmasi ile de reperfiizyon hasar1 olusur.

Genelde aortik kros-klempin (AKK) hemodinamik cevabi kalp hizinda
belirgin artis olmadan sistemik vaskiiler rezistansta ve arteriyel kan basincinda artis
olarak karsimiza c¢ikar. AKK sirasinda kardiyak output diismektedir. Dolum
basinglarinda degisiklik olmamasit veya artist bu durum ile uyumsuzluk
gostermektedir (186).

Torasik aortanin klemplenmesinde dolum basinglar1 yani santral vendz
basing, pulmoner kapiller wedge basing veya sol ventrikiil end sistolik basinglari
artar (187). Torasik aort cerrahisinde klempin kaldirilmasi sonucu vaskiiler rezistans
ve arteriyel kan basimcinda %70-80’lere varan ciddi diisiisler olusur (188).

Aortanin degisik seviyelerdeki kros-klempi kan dagilimmda degisik
derecelerde ve farkli 6zelliklerde etki yapar. Supracoliyak seviyede aortaya kros-

klemp uygulanmas: ortalama arter basinci, dolum basmci ve diyastol sonu
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ventrikiiler voliimde anlamli ylikselme yol acar (186). Supracoliyak aortik kros-
klempin distalinde vendz kapasitans diiser ve splanknik veya nonsplanknik alandaki

kan kalbe yonelir.

1.1.16.1. Okliizyonun Seviyesi

Aortik kros-klemp seviyesi hemodinamik cevabin seklini ve siddetini belirler.
Ortalama arter basinci, dolum basinci, sistolik veya diyastolik sol ventrikiil bolgeleri,
ejeksiyon fraksiyonu ve duvar hareket bozukluklari infrarenal AKK’de minimal
derecede gerceklesirken supracodliyak seviyede ise bu degisiklikler daha siddetli
olarak meydana gelir.

Kros-klemp siiresi uzadik¢a sistemik vaskiiler rezistans artar ve kardiyak
output artar. AKK proksimal aortik basinci artirir ve sonug olarak viicudun iist
yarisinda doku-membran gradiyenti artisi intravaskiiler alandan interstisyel alana siv1
transferine sebep olur. Bu durum sistemik vaskiiler rezistansin artismi ve
intravaskiiler voliimde azalmay1 ac¢iklamaktadir.

Abdominal aorta anevrizma operasyonunda kros-klempteki hemodinamik
cevap tikayict aort hastaliklarinda operasyon sirasinda hemodinamik cevaptan daha
ciddidir (186). Ayrica bazi arastirmacilar abdominal aort anevrizma tamir
operasyonlarina gore klempin kaldirilmasiyla olusan hipotansiyonu azaltabilmek i¢in
iki kat daha fazla siviya ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir. Bu iki hasta grubu
arasindaki fark kros-klemp seviyesindeki aortik kollateral damarlarm durumuyla
ilgilidir. Arteriyel ve kapiller basmcin AKK seviyesinin altinda diisiik seyretmesi

intestinal siv1 absorbsiyonunu artirir (188).

1.1.16.2. Renin

Aortik  kros-klemp esnasinda insan ve hayvan modellerinde yapilan
calismalar 1s183inda renin ve anjiotensin aktivasyonun artti§i bilinmektedir.
Supragoliyak uygulanan kros-klemplerde renin aktivasyonunda artis1 afferent
arteriyollerde basing diisiisiiyle agiklamaktadir. Infrarenal seviyede ise bu sebepler
kolay ag¢iklanabilmis degildir. Erken postoperatif periyotta plazma renin aktivasyonu
ile arteriyel hipertansiyon arasinda bir korelasyon bulunamamistir. Hem insan hem
de hayvan modellerinde beta adrenerjik antagonistler ile dnceden tedavi verilmesi

renin aktivitesi artigindaki oran1 azaltmaktadir (189).
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Yapilan caligmalarda AKK uygulanan siganlarin hemodinamik cevaplarinda
ACE inhibitorleri ile tedavi edilmeyen gruba gore iki kat arttigi tespit edilmistir
(186). Kaptopril ile 6n tedavi yapilan hastalarin AKK sirasinda ve sonrasinda
ortalama arter basinglarinda daha az artis oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda ACE
inhibitorleri sadece anjiotensin II’'nin konsantrasyonunu azaltmakla kalmayip ayni
zamanda bradikinin konsantrasyonunu azaltarak anjiotensin II olusumunu

azaltmaktadir (190).

1.1.16.3. Katekolamin

Torasik aortaya kros-klemp uygulanmasi yiiksek konsantrasyonda epinefrin
ve norepinefrin salmimina sebep olur. Abdominal aortaya kros-klemp uygulanmasi
sirasinda ise daha az katekolamin salinimi olmakla beraber kros-klemp sirasinda
epinefrin ve sonrasinda ise norepinefrin diizeyleri artmaktadwr. AKK sirasinda
sempatik desarj multifaktoriyeldir. Bu hipotansiyonda ve sokta, iskemik kalan spinal
kord ve adrenal medullada goriilen bir reflex mekanizmadir. Kros-klemp sirasinda
proksimal kan basincinda artis baroreseptorler iizerine etki ederek sempatik

aktivasyonu inhibe eder (191).

1.1.16.4. Serbest Oksijen Radikalleri

Aortik  kros-klemp esnasinda okliizyonun distalinde laktat privat
konsantrasyonlar1 artmaktadir. Intramuskuler pH ve femoral vendz kan akimi ise
azalmaktadir. AKK sirasinda ve klemp kaldirilmasiyla kaslarda olusan metabolik
diizensizlik ve hiicresel hasar nedeniyle AKK sirasinda azalan enerji depolar1 ve
kreatin havuzu tekrar kan akimi saglansa bile iskemi 6ncesi seviyelerine ulagsmaz.

Elektif abdominal aort cerrahisi operasyonu geciren hastalarda postoperatif
hipofosfatemi goriilmektedir. Hipofosfatemiden hemodiliisyon, idrar fosfat atiliminin
arttig1 tiibiiler hasar gibi bircok etken sorumlu tutulabilir. Bu faktorler arasinda
onemli olan iskemi ve reperflizyon ile tetiklenen hiicre i¢i yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin yeniden sentezlenmeye calisilmasi sirasinda olusan ekstraselliiler fosfat
dengesizligidir.

Hipoksik sartlarda ATP metabolizmasi adenozin, hipoksantin, ksantin
oksidaz, piirin ve serbest oksijen radikali olusmasma sebep olur (192). Insanda

sistemik hipoksantin konsantrasyonu infrarenal AKK kaldirilmasiyla 20 kat
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artmaktadir. Hipoksantin ise serbest oksijen radikali olusturarak reperflizyon
sirasinda hiicresel hasara sebep olur (193).

Reperflizyon sirasinda oksijen sunumunun azaltilmasi veya gecikmesi
durumunda iskemik hasarda anlamli diizeyde azalma goriiliir. Ornegin; iskemi
sonrasinda dokunun ilk perfiizyonunu 6nce anoksik kan ile ardindan normooksik
kanla yapmak postiskemik mikrovaskiiler hasar1 azaltmaktadir. Azaltilmis oksijen
sunumu ile yapilan kas reperfiizyonunda yine iskemi reperfiizyon hasarinda anlamli
disiisler gortilmektedir (194).

Klemp kaldirilmas: sirasinda intravaskiiler volim kaybinin ve sonrasinda
arteriyel hipotansiyonun mikrovaskiiler permeabiliteyi artiran serbest oksijen
radikallerine bagli olmas1 miimkiindiir (195).

Reaktif oksijen tiirleri notrofillerden tromboksan stimiilasyonu yaparken
serbest oksijen temizleyicileri de tromboksan sentezini azaltmaktadirlar. Buna
ragmen serbest oksijen radikallerinin prostaglandin mekanizmasi iizerine etkileri
heniiz net olarak anlagilamamistir. Calismalar tromboksan reseptor antagonistlerinin

iskemi sonras1 pulmoner permeabilite artisini yavaslattigini gostermektedir (194).

1.1.16.5. Prostaglandinler

Aortik kros-klemp sonrasi prostaglandin konsantrasyonu artmaktadir. Cerrahi
sirasinda barsak eventrasyonu ve mezenter traksiyonu prostasiklin salmimini artirir
ve sonug¢ olarak vazodilatasyon, sistemik vaskiiler rezistansta diisme, kardiyak
outputta artmaya sebep olan bu durum mezenterik traksiyon sendromu olarak tarif
edilir. Kutan6z hiperemi ve arteriyel hipotansiyona sebep olur. Bu durumun asil
nedeni ise prostasiklin (PGI2)’dir. Prostasiklin artis1 Anjiotensin I ve II’nin artigia
da bagl olabilir. Yine klemp agilmas1 sonras1 vazodilator etkisi olan prostaglandin
E’nin salinmas1 buna katkida bulunur (195).

Aort cerrahisi sonrasi kardiyopulmoner komplikasyonlar, iskemik dokudan
salman anaerobik metabolik tiriinler ve mikroagregatlarim etkisiyle ortaya ¢ikar.

Mikrovaskiiler —permeabilitenin  akcigerde artmasi 1ile tromboksanin
indiikledigi n6trofil tuzagi olusur. Notrofiller proteaz ve serbest oksijen radikallerinin
etkisiyle olusan vazotoksik bir siiregte rol alir. Notrofil tutunma reseptorii olan CD18

notrofil bagimli pulmoner hasarda iskemi reperfiizyon sonrasi 6nem arz eder (196).
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1.1.16.6. Kompleman

Abdominal aort cerrahisinde kompleman faktérleri olan C3a ve CSa
anaflatoksinlerinin konsantrasyonlar1 artmaktadir. Bu anaflotoksinler ¢ogu doku ve
organda diiz kas kontraksiyonu saglayan potent mediatorler olup pulmoner arter
basincini, pulmoner vaskiiler rezistansi ve vaskiiler permeabiliteyi artirmaktadir
(197). Hem C3a hem de C5a mast hiicrelerinden histamin, 16kositlerden proteaz ve
peroksidaz ile tromboksan ve platelet aktivator faktor (PAF) salinimina sebep olur

(198).

1.1.16.7. Myokardiyal Depresan Faktor

Aortik kros-klemp kaldirilmasi sonrast hemodinamik cevapta myokardiyal
disfonksiyon oOnemli rol oynamaktadir. Myokardiyal disfonksiyonun Onemli
sebeplerinden biri de iskemik kalan dokulardan salinan myokardiyal depresan
faktordiir.

Ozellikle splanknik ve pankreatik vaskiiler yatagin iskemik kalmasi sonucu
myokardiyal depresan faktoriin salmimini artirarak papiller kas depresyonuna yol

acar (199).

1.1.16.8. Endotoksinler, Sitokinler ve Diger Mediatorler

Infrarenal aort anevrizmalarmin elektif veya acil cerrahisi esnasmda esit
seviyelerde permeabilite artis1 olusmaktadir. Bu permeabilite artis1 aortik cerrahi
sonucu endotoksin konsantrasyonunun artigma baghdir (200). Ozellikle enterik
iskemi periyodlarinda intestinal mukozal bariyerin biitlinliigliniin bozulmas1 ve
enterik floranin ve lipopolisakkaritlerin mezenterik lenf nodlarma ve portal kan
sistemine ge¢cmeleri sonucunda splenik vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Bu
durum ise Multi Organ Disfonksiyon Sendromu (MODS)’na zemin hazirlamaktadir

(201).

1.1.17. Ticagrelor (AZD6140)

Trombositlerde P2Y12 reseptoriiniin geri doniisiimlii antagonisti olan
AZD6140, oral aktif ve sentetik bir preparattir. Yiikleme dozu yapilmadan iki saat

icerisinde etkisinin baglamasi, daha fazla trombositi inhibe etmesi, ilacin
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kesilmesinden sonra kisa silirede etkisinin kaybolmasi diger antitrombosit ilaglara
gore TUstlinliikler1 arasindadir. Saglikli goniillillerde doza bagli yapilan faz I
calismalarinda, AZD6140’m 100 mgr veya 400 mgr oral olarak alindiginda emilimi
hizli olup, dogrusal ve doza bagh bir farmakokinetige sahiptir. Tiim trombositlerin
inhibisyonuna ilacin alimimdan iki saat sonra ulasilmaktadir; 300 ve 400 mgr/giin
dozda trombositlerin inhibisyonu baglangigta %100 olurken, 24 saat sonra %90 olur.
Ancak, 100 mgr/giin doz uygulandiginda 24 saat i¢inde etkisinin azaldig1 gozlemistir
(4. saatte %99, 12. saatte %89 olurken, 24. saatte %57’ ye diigsmiistiir) (202).

Ticagrelor bir siklopentil-triazolo-pirimidindir (CPTP) ve ilk oral yoldan
alinan aktif reversibl P2Y 12 reseptor antagonistidir (203). Hem tienopiridinler, hem
de CPTP’ler, trombositler iizerindeki iki adenozin difosfat (ADP) reseptoriinden biri
olan P2Y 12 reseptoriinii bloke ederek ADP’nin indiikledigi trombosit aktivasyonu ve
agregasyonunu inhibe etmek suretiyle etki gosterirler (204).

Ticagrelor ve baslica aktif metaboliti olan AR-C124910XX, P2Y12

reseptoriinii benzer giicle inhibe etmektedir (203).

1.1.17.1. Ticagrelorun gelistirilme siireci

Ticagrelor, P2Y12 reseptoriiniin dogal antagonisti olan adenozin-5’-
trifosfatin (ATP) stabil analoglarmi1 olusturma programinin pargasit olarak
gelistirilmistir. Bu programda ilk olarak erken Faz II ¢alismalarinda umut vaat eden,
fakat genis 0lgekli galigmalarda klopidogrele bir iistiinliigli gosterilemeyen kangrelor
(205, 206) tretilmistir. Kangrelorun smirliliklart ise kisa yar1 omrii ve plazma
endoniikleazlariyla hizla degradasyona ugramasidir. Kangrelorda major degisiklikler
yapilarak piirin ¢ekirdegi ve seker grubu degistirilip, fosfat gruplar1 ¢ikarilarak stabil
bir fosfatsiz P2Y 12 reseptorii antagonisti olan AR-C109318XX elde edildilmistir
(207). Ardindan gelen diizeltmelerle biyoyararlanim artirilip  ticagrelor

gelistirilmistir.

1.1.17.2. Kimyasal o6zellikler ve reseptor

Ticagrelor P2Y12 reseptoriine ADP’nin baglandig1 yerde farkli bir yerden
baglanarak yapisal bir degisiklik olusturur ve G proteini aktivasyonunu inhibe eder,
boylece sinyal iletimini engelleyerek P2Y 12 reseptoriinii inaktif hale getirir (208).

Oysaki klopidogrelin ve prasugrelin aktif metaboliti tam tersine P2Y 12 reseptoriine
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ADP’nin baglandig1 yerden kovalent baglanarak reseptorii trombositin kalan dmrii

boyunca islevsiz hale getirir.

1.1.17.3. Farmakodinami

Tek bir oral doz halinde verilen ticagrelor dozla iliskili ve neredeyse tam

trombosit agregasyonu inhibisyonu (IPA) saglar. Maksimum IPA diizeyi bir 6rnege

ADP ekledikten sonra optik agregasyonla dl¢iilmekte ve P2Y 12 ve P2Y 1 reseptorleri

iizerindeki etki degerlendirilmektedir. 6 dakika beklendikten sonra ikinci bir dl¢iim

yapilmakta ve bu son dlgiime asil olarak P2Y12 reseptorii aracilik etmektedir (202).

50 ila 300 mg arasindaki tek doz calismalarinda son IPA diizeyi 2 saatte %88-95

arasindadir, 2-8 saat arasinda %88-100 diizeyinde plato olusturmakta ve 12. saatte

%74-89’a inmektedir (208, 209). Sekil 20°de ticagrelor ile trombosit inhibisyonunun

baslangici ve sona ermesi goriilmektedir (210).
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*p <0.0001, + p <0.005, §p < 0.05, klopidogrele gore tikagrelor ile.

Sekil 20. Protokol zamanmma ve tedavisine gore IPA (son % diizeyi). Veriler

ortalama+SEM olarak verilmistir. ONSET/OFFSET calismasi (ticagrelor 90 mg 2x1,

180 mg yiikleme dozu) (210).
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1.1.17.4. Hedeflenmeyen etkiler

Ticagrelorun ayni zamanda P2Y12 aracili vazokonstriksiyonu inhibe ettigi
disiiniilmektedir (208). P2Y12 reseptorleri vaskiiler diiz kaslarda diger ADP
reseptorlerinden daha yaygin olarak bulunmakta ve damar kontraksiyonunu stimiile
etmektedir. Kontraksiyon selektif bir reversibl P2Y12 antagonistiyle inhibe
edilebilir, fakat klopidogrel ile inhibe edilemez. Klopidogrelin aktif metabolitlerinin
yar1 Omriiniin kisa olmasmin ve fizyokimyasal Ozelliklerinin bu ilaglarin damar
duvarma girmesini Onledigi, ticagrelor gibi sistemik maruziyeti olan ilaglarm ise
tersine, damar duvarindaki P2Y12 reseptorleriyle etkilestigi varsayilmigtir. ADP
aracilt trombosit agregasyonunun tam blokajim1 saglayan dozlarda intravendz
ticagrelor ile klopidogrelin karsilastirildigi bir kopek tromboz modelinde, ticagrelor
tedavisinin daha diisiik oranda reokliizyonla, daha az siklik akim varyasyonuyla ve
infarkt boyutlarinda daha fazla azalmayla sonug¢landigi bulunmus olmasi; reversibl
inhibitorlerin trombosit digindaki P2Y12 reseptdrlerinin inhibisyonu araciligiyla ek
yararlar saglayabilecegini gostermektedir (211).

Ticagrelor insan eritrositlerinden ATP aci8a ¢ikmasina neden olur, bu da
adenozine pargalanir ve ayni zamanda insan eritrositleri tarafindan adenozin
yakalanmasini inhibe edebilir (208, 212). Buna hiicre zarinda bulunan bir transport
proteini olan ve adenozin gibi niikleozid substratlarin hiicre i¢ine tasmmasindan
sorumlu olan dengeleyici niikleozid tasiyicis1 1’in  (equilibrative nucleoside
transporter 1; ENT1) antagonizmasi aracilik ediyor olabilir (203, 214). Hayvan
calismalarinda ticagrelorun adenozinle indiiklenen ve gecici koroner arter
okliizyonuna verilen reaktif hiperemik yanittan sorumlu olan koroner kan akimi
artisgin1  gliglendirdigi gosterilmistir (215). Bu mekanizmanm ticagrelorun klinik
etkilerinde oynadigi rol heniiz tam olarak karakterize edilmemistir, fakat infarkt
boyutunu azaltabilir (216) ve PLATO (Trombosit inhibisyonu ve Hasta Sonuglari)
calismasinda gozlenen bazi yararlardan sorumlu olabilir (217). Bir fare vaskiiler
hasar modelinde, ticagrelor ile P2Y 12 inhibisyonu trombiis olusumunu azaltmis ve
neointimal formasyonu inhibe etmistir, bu 6zelligiyle damar restenozu oranlarini

azalmasina yol agabilir (218).
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1.1.17.5. Farmakokinetik

Ticagrelorun farmakokinetigi saglikli goniillillerde (209, 219, 220), akut
koroner sendrom (AKS) hastalarinda (221), stabil koronar arter hastaliginda (KAH)
(222), aterosklerozda (16), renal yetersizlikte (219) ve hafif hepatik yetersizlikte
(223) incelenmistir ve aktif metaboliti gibi lineer dozda ve Ongoriilebilen bir

farmakokinetigi oldugu goriilmiistiir (203).

1.1.17.6. Emilim

Ticagrelor oral yoldan absorbe olur ve 1,5 — 3,0 saatte maksimum plazma
konsantrasyonlarma ulasir (219). Ik gegis metabolizmasina ugrayarak aktif
metabolitini olusturur (AR-C124910XX). Ortalama mutlak biyoyararlanom %36
olarak tahmin edilmektedir (224).

1.1.17.7. Dagilhm

Ticagrelor plazma proteinlerine yiiksek oranda (>%99,7) baglanir ve kararl

durumdaki dagilim hacmi 87,5 litredir (224).

1.1.17.8. Metabolizma

Ticagrelor yaygin hepatik metabolizmaya ugrar. Primer olarak sitokrom P450
3A4/5 enzimleriyle metabolize olur ve diger CYP3A4 substratlariyla etkilesebilir.
Ticagrelor zayif bir P-glikoprotein inhibitoriidiir. AR-C124910XX kanda ticagrelor
konsantrasyonunun yaklasik iicte biri kadar bulunur. Ortalama terminal yar1 omiir
ticagrelor icin yaklasik olarak 7 - 12 saat ve AR-C124910XX icin 8,5 - 10 saattir.

Ticagrelorun plazma diizeyleri 2-3 giinden sonra kararli duruma ulagir (220).

1.1.17.9. Atihhm

Hem ticagrelor hem de AR-C124910XX bilier sekresyon yoluyla fegesle
biiyiik miktarda atilirlar (28). idrarda gdzlenen primer bilesenler inaktif metaboliti
AR-C133913XX ve onun glukuronid konjugatidir. Renal yetersizligin aktif
bilesiklere sistemik maruziyet iizerinde kiiclik bir etkisi vardir ve dozaj ayarlamasi

gerektirmez (31).
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1.1.17.10. Giivenlilik ve tolerabilite

Ticagrelor ile gozlenen major giivenlilik sorunu kanamadir ve daha dnce ele
almmistir, genel olarak advera etkileri 1x1 klopidogrel ile benzerdir ve iyi tolere
edilmektedir (220). Ticagrelorun diger kayda deger yan etkileri hipotansiyon,

ventrikiiler aralar ve dispnedir.

1.1.17.10.1. Ventrikiiler aralar

Bu yan etki ilk kez rekiirran iskemiyi saptamak i¢in holter monitérizasyonunu
kullanan DISPERSE-2 calismasi verilerinin post hoc analizi sirasinda tanimlanmustir.
180 mg 2x1 ticagrelor verilen hastalarda ventrikiiler ara sikliginin arttigi
bulunmustur (34). Semptomatik bradikardi riski belirgin sekilde artmis olan ve
pacemaker1 olmayan hastalar PLATO calismasma dahil edilmemistir, fakat bir alt
calismada devamli elektrokardiyografik degerlendirmeyle 2866 hastada bradiaritmi
riski degerlendirilmistir (226). Ilk hafta sirasinda ticagrelor grubunda >3 sn
asemptomatik ventrikiiler ara siklig1 artmistir (%5,8’e karsilik 3,6, p = 0.01), fakat 30
glin devam etmemistir. Bradikardi, senkop, kalp blogu veya pacemaker takilmasi
insidansinda fark yoktur. Aralarin ¢ogu SA nod disfonksiyonuna bagli olustugu ve
AKS’nin akut fazinda meydana geldigi goriilmiistiir. Noktiirnal aralarin ¢ogu ise
vagal tonus artig1 sirasinda SA ve AV nodlarda adenozin artisindan ileri gelmis

olabilir (226).

1.1.17.10.2. Dispne

Hafif-orta siddette dispne riskinin ticagrelor ile arttig1 bildirilmistir (202, 204,
225, 227). Ataklar agirlikli olarak kendiliginden gegen, hafif-orta siddette olaylardi
ve ilag nadiren kesilmistir. PLATO yazarlar1 ticagrelor ile dispne insidansinin
arttigin1 (%13,8’e karsilik 7,8, p< 0.001) ve dispne nedeniyle ilaci birakan hasta
oraninin daha yiiksek oldugunu (%0,9°e¢ karsilik 0,1, p<0.001) bildirmislerdir.
ONSET/OFFSET c¢aligmas1 prospektif olarak dispne, elektrokardiyografi,
ekokardiyografi, serum N-terminal pro-beyin natriiiretik peptid ve pulmoner
fonksiyon testlerini prospektif olarak degerlendirmistir. Dispne insidans1 daha dnce
bildirilenden yiiksek bulunmustur ve bu durum semptom farkindaligmni artiran

calisma tasarmmiyla iliskili olabilir. Dispne ataklar1 gecici olup kardiyak veya
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pulmoner fonksiyonda anlamli degisiklik saptanmadi. Saglikli goniilliilere intravendz
adenozin inflizyonu verilmesinin bronkokonstriksiyonsuz dispneyi indiikleyebildigi
bilinmektedir (208). Ticagrelor ile adenozin geri aliminin inhibe edilmesi dozla
iligkili olarak ekstraseliiler adenozin diizeylerinin artmasina yol agabilir ve Al
reseptorlerinin aktivasyonuyla pulmoner vagal C liflerinin uyarilmasina sebep

olabilir (228).

1.1.17.11. Kontrendikasyonlar

Ticagrelorun kontrendikasyonlar listesinde aktif patolojik kanama,
intrakraniyal hemoraji Oykiisii, orta-siddetli hepatik yetersizlik ve giicli CYP3A4
inhibitorleriyle (6rn. ketokonazol, klaritromisin, nefazodon, ritonavir ve atazanavir)

birlikte uygulanma bulunmaktadir (224).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma 12/03/2014 tarihli ve 2014/7 sayili ve 65 nolu etik kurul karar1 ile
onay alindiktan sonra gergeklestirildi. Caligmada, 8-10 haftalik 250+20 gram
agirhiginda Sprague Dawley cinsi 21 adet erkek rat kullanildi. Ratlar deney oncesi ve
deney sirasinda standart sartlarda 12 saat gece 12 saat giindiiz sirkadiyan ritmde,
ortam sicakligi 24-26°C (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda) olacak sekilde 7’serli
gruplar halinde 6zel kafeslerde bekletildi. Ratlarin beslenmesinde standart ticari
pellet yemi ve sehir igme suyu kullanildi. Tiim ratlarin bakimlari, Tibbi Arastirmalar
Ulusal Dernegi tarafindan bi¢imlendirilen, Deney Hayvanlarmin Bakim
Prensipleri’ne ve Laboratuvar Hayvani1 Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan (NIH basim
n0.85-23, 1985 revize edildi), ‘Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi i¢in
Kilavuz’una uygun olarak yapildi.

Grup 3 ratlara Ticagrelor (BRILINTA, AstraZeneca) 20 mg/kg dozunda
olacak sekilde deneysel iskemi-reperflizyon uygulanmadan once 1 hafta siire ile

giinde sabah ve aksam birer doz olacak sekilde oral gavaj yoluyla verildi.

2.1. Ratlarin Hazirlanmasi ve Operasyon Teknigi

Calismamizda ratlara 30 mg/kg dozda ketamine hydrochloride (Ketalar,
Pfizer, Groton, CT) ve 3 mg/kg dozda xylazine hydrochloride (Rompun; Bayer,
Leverkusen, Germany) intramuskiiler olarak uygulanarak anestezi olusturuldu.
Anestezi siiresince ratlar solunum destegine ihtiya¢c duymadan izlendiler. Olabilecek
hipotermiyi engellemek i¢in bir 1sitma lambasi altinda supin pozisyonda operasyon
gerceklestirildi. Cilt aseptik olarak hazirland1 ve batin orta hattan laparotomi yapildi.
Sivi dengesini korumak amaciyla, 10ml 1lik serum fizyolojik peritoneal bosluga
verildi. Bagirsaklar 1slak gaz ile sola ¢ekilerek abdominal aortaya ulasildi. Kuyruk
veninden intravendz olarak 150 U/kg heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat Ila¢ San.)
ile antikoagiilasyon ratlara aortik klemp koyulmadan 2 dk 6nce uygulandi. Travmatik
olmayan bir mikrovaskiiler klemp ile infrarenal abdominal aortaya (IAA) klemp
konularak ratta alt ekstremite iskemi modeli olusturuldu. Klempin distalinde el
dopleri ile akimin olmadig teyit edildi. Is1 ve sivi kaybini en az miktara indirmek
icin batin insizyonu kapali olarak tutuldu. Olusturulan iskemi 2 saat siire ile

gozlemlendi, okliizyon sonrasi batin tekrar agilarak infrarenal abdominal aortadaki
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mikrovaskiiler klemp kaldirildi ve 2 saat siire ile reperflizyon saglanildi. Aortik
klempleme ile iskemi ve reperflizyon islemi, klempleme islemi sirasinda distal
aortada akimin kaybolmasinin el dopleri ile teyidi, reperflizyon ise klempin
kaldirilmast sonrasi distal aortada akimin saglanmsi el dopleri teyidi ile
degerlendirildi. Tiim gruplar deney sonrasi anestezi altinda sakrifiye edildikten sonra
gerekli kan ve doku 6rnekleri alind1.

Bu calismada kan 6rnekleri ADMA ve MDA analizleri i¢in diiz biyokimya
tiipiine GSH i¢in ise EDTA’11 tiiplere uygun olacak sekilde alindi. Alinan kanlar oda
sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra, 5000 g/devirde 10 dakika santrifiij
edildi. Rat serum ve plazma 6rnekleri -20°C derecede ¢alisilacag: giine kadar derin
dondurucuda saklandi. Kas dokusu Orneklerinin bir kismi aliiminyum folyoya
sartlarak -80°C muhafaza edilirken, diger kas dokusu ornekleri histopatolojik
inceleme icin %10’luk formaldehitte tespit edildikten sonra Hematoksilen-Eozin

boyama ile boyanarak histopatolojik olarak incelendi.

2.2. Deney Modeli

Ratlar rastgele secilerek ii¢ grup olusturuldu. Her grupta 7 rat (n= 7) olacak
sekilde gruplar belirlendi.

Grup 1 Kontrol grubu (n=7): Sham grubu, bazal oksidan ve antioksidan
parametrelerin elde edildigi kontrol grubudur. Sakrifiye edilen ratlardan alinan kan
ve doku 6rneklerin biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelendigi grup.

Grup 2 iskemi-reperfiizyon grubu (n =7): Cerrahi yontemle abdominal
aortaya klemp konularak 2 saat iskemi uygulanip, reperflizyonun saglanmasi
amaciyla infrarenal abdominal aortadaki klemp kaldirilarak 2 saat siire ile alt
ekstremite reperflizyonu saglandiktan sonra sakrifiye edilen ratlardan alinacak kan ve
doku o6rneklerin biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelendigi grup.

Grup 3 Ticagrelor verilen ve iskemi-reperfiizyon yapilan grup (n =7):
Ticagrelor yapilan caligmalara gére 20 mg/kg dozuda olacak sekilde ratlara deneysel
iskemi yapilmadan 1 hafta siire ile giinde sabah ve aksam birer doz olacak sekilde
oral gavaj yoluyla veridikten sonra, 2 saat siire ile ratta cerrahi yontemle infrarenal
abdominal aorta klemp konarak alt extremite iskemisi saglanmasinin ardindan klemp
acilip 2 saat siire boyunca alt ekstremite reperfliizyonu olusturulan ratlarda sakrifiye
edildikten sonra alimacak kan ve doku oOrneklerin biyokimyasal ve histopatolojik

incelenmesinin yapildig1 grup.
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2.3. Histopatolojik Teknikler

Calismada alinan kas dokusu ornekleri Elazig Firat Universitesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’na histopatolojik incelemenin yapilmasi amaciyla teslim
edildi. Tibbi Patoloji Anabilim Dal1 laboratuarlarinda, alinan kas dokusu 6rneklerinin
%10’luk formalin fiksatifi icinde 24 saat silire ile fiksasyonlar1 saglandi.
Fiksasyonlar1 saglanan ornekler fiksatifin ¢cokmesini engellemek amaciyla 3-4 saat
cesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku parcalar1 daha sonra sirasiyla
kademeli olarak %70’lik, %80°lik, %90°lik ve %96’lik alkol serilerinde 45’er dakika
bekletilerek dehidratasyonlar1 saglandi. Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler
seffaflandirilmak tizere 2 kez 20’°ser dakika ksilolde bekletildi. Kas dokusu 6rnekleri
seffaflanmalarinin ardindan etiiv i¢inde 65°C’de eritilmis parafinlere almarak 60
dakika siireyle li¢ ayr1 parafinde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 parafin
iceren kasetlere gomiilerek bloklandi ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi.
Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom bigcag1 buzdolabinda
sogutularak, mikrotom araciligi ile her bir 6rnekten 4’er mikrometre kalinliginda
doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su banyosunda agilmalar1 saglanarak temiz
lamlar {izerine alinmasidan sonra etiiv i¢inde 1 saat siire ile bekletilmeleri saglandi.
Preparatlar 1’er saat siire ile iki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlar:
saglandiktan sonra boyama asamasma gecildi. Kesitlerin boyanmasmda
Hematoksilen-Eosin ikili boyasi kullanildi. Deparafinizasyonu yapilmis olan doku
kesitleri 5’er dakika siireyle %96, %90, %80, %70’lik alkollerde ve distile suda
bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eosin ile 10 dakika boyandi. Cesme
suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol serilerinden gegcirilip
dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki ayr1 ksilolde 30’ar dakika tutularak
seffaflastirildi ve seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatildi. Hazirlanan
tim preperatlar deney gruplarindan habersiz ayni patolog tarafindan mikroskobik
diizeyde Olympus BX-51 mikroskop ile degerlendirildi ve Olympus DP-71 digital
kamera ile fotograflar1 ¢ekildi.

Her 6rnekte en az iki farkli kesit incelendi ve kas dokusu 6rneklerini iceren
tim preperatlarin iskelet kasi viabilitesi nekroz, ¢izgilenme kaybi, kas liflerinde

ayrilma, 6dem ve enflamasyon kriterlerine gore semikantatif olarak skorlandu.
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Skorlama sistemi:

(0): Degisiklik yok

(1): Fokal, hafif degisiklikler
(2): Yaygin belirgin degisiklikler

2.4. Biyokimyasal ve Histopatolojik Degerlendirme ve Ol¢iim Yontemleri

2.4.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi ( HPLC)

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini
gergeklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildigi yontemlerin
genel adidr.

Tarihgesi 1906°da Rus botanik¢i Twsett’den baslayan sivi kromotografisi ile
ayirma, ¢Oziinmiis molekiillerin hareketli sivi faz ile durgun faz arasinda dagilimi
ilkesine dayanmaktadir. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ilk
olarak 1969 yilinda kullanilmaya baslanmis bir sivi kromatografisi sistemidir.
Seciciliginin ve duyarlihigmmin yiiksek olmasi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan ve sicaklikla kolayca bozulabilen maddelerin
ayristirilmasina uygun olmasi bir¢cok alanda kullanilmasmma olanak saglamaktadir

(229-232).

2.5. Biyokimyasal Analiz

Calismada alinan kan Ornekleri ADMA ve MDA analizleri i¢in diiz
biyokimya tiipiine, GSH i¢in ise EDTA’l1 tiiplere uygun olacak sekilde alindi. Alinan
kanlar oda sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra, 5 dk 5000 x g/devirde
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Rat serum ve plazma 6rnekleri -20°C derecede,
alinan kas doku ornekleri ise aliminyum folyoya sarilarak -80°C derecede c¢alisma
giiniine kadar derin dondurucuda saklandi. ADMA plazmada, MDA serumda GSH
tam kanda calisild1 ve sonuglar pmol/1 olarak ifade edildi.

Calisma giinii -80°C’den ¢ikarilan doku orneklerinin her biri 100 mg
agirhiginda olacak sekilde porsiyonlandi. Doku homojenatlar1 hazirlanarak cihaza
enjekte edildi. AMDA, MDA ve GSH doku diizeyleri, pik alam dlgiilerek hesaplandi
ve umol/g olarak ifade edildi.
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ADMA, MDA, GSH 6l¢iimleri i¢in Shimadzu marka HPLC Cihazi kullanildi.
Plazma oOrneklerinde; ADMA tayini i¢in; EUREKA marka test kitleri,
serumda MDA diizeyi ve tam kanda GSH o6l¢iimleri icin IMMUCHROM marka test
kitleri kullanilarak (Tablo 2) High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

yontemi ile dl¢timleri yapildi.

Tablo 2. ADMA, MDA, GSH 6l¢timleri i¢in HPLC cihaz1 ve katalog bilgileri

GSH-TOTAL

GSH-REDUKTE

Katolog no: 1C1800

Intra-Assay CV %]1,2 Intra-Assay CV %12
Inter-Assay CV %2,8 Inter-Assay CV  %3,5
Linearity: 15 mmol/l Linearity 15 mmol/l

Referans Arahgi:

783-1346 umol/l ReferansArahg 639-1146 pmol/l

GSH-T/GSH-R > %380

Recovery > %96
Dedektor: Fluorescence detector
Dalga Boyu: Excitation: 385 nm
Emission: 515 nm
Kolon: Cl18
ADMA icin;
Katalog No: 758010

Kitin dl¢iim duyarhhgi:

<0, 01 umol/l ADMA

Linearty >16, 00 umol/1
Plazma referans arahklan: <0.369 pmol/1
Recovery: > %98
Dedektor: Fluorescence dedector
Dalga Boyu: Excitation: 420 nm
Emission: 483 nm
Kolon: 250 mm x 4, 6 mm, 5p (C18)
MDA i¢in:
Katalog No: I1C1900
Intra-Assay CV %9
%06,4
inter-Assay CV: %10,9
%7,5
Lineartv: 50 umol/l
Alt limit olciimii: 0.01 umol/l
Recoverv: >%95.7
Normal Degeri: <1 umol/l
Ddedektor: Fluorescence dedector
Dalga Boyu: Excitation: 515 nm
Emission: 553 nm
Kolon: 125 mm x 4 mm (C18)
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2.6. istatistik

2.6.1. Biyokimyasal istatistikler

Biitiin degerler; ortalama, standard hata (AO+SH) olarak belirlendi.
Istatistiksel analizler ve grafikler sirasiyla; SPSS 21.0 ve Sigma Plot 8.0 programlari
kullanilarak yapilds. istatistiksel degerlendirme, ¢ift yonlii varyans analizi ve ki kare
testi kullanilarak yapildi. Cift yonlii varyans analizinin Post-Hoc hesaplamasi i¢in de
Tukey*s testi kullanildi. Tiim analizlerde;

p>0, 05 gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yok (anlamsiz)

p<0, 05 gruplar arasinda istatistiksel olarak fark var (anlamli)

Kan orneklerinden elde edilen ADMA, MDA, GSH degerleri karsilastirildi.

2.6.2. Histopatolojik istatistikler

Deney gruplarinda histopatolojik incelemede, kas dokuda hiicresel nekroz,
cizgilenme kaybi, kas liflerinde ayrilma, 6dem ve enflamasyon histopatolojik
ozelliklerine gore skorlandi. Tiim veri analizleri SPSS 21.0 ve Sigma Plot 8.0 paket
programlari ile yapildi. Bagimsiz dl¢iimlerden olusan ve normal dagilim gosteren
stirekli veriler Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.

p>0, 05 gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yok (anlamsiz)

p<0, 05 gruplar arasinda istatistiksel olarak fark var (anlamli)

Kas doku ornekleri, kontrol grubu, iskemi-reperflizyon ve ticagrelor gruplari
kendi aralarinda nekroz, c¢izgilenme kaybi, kas liflerinde ayrilma, 6dem ve

enflamasyon agisindan karsilastirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kanda ve soleus kasinda ADMA, MDA, GSH degerleri

Calismamizda ratlardan alinan kan orneklerinden elde edilen ADMA, MDA,
GSH degerleri ile yapilan istatistiksel analize gore;

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA) i¢in; Kontrol grubu ADMA degerleri
(0,29+0,026pumol/l) olup, I-R grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda ADMA
degerlerinin (0,64+0,058umol/l) istatistiksel olarak anlamlhi diizeyde arttig1 tespit
edildi (P=0,001). Ticagrelor grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda ise ticagrelor
grubunda ADMA diizeylerinin (0,42+0,039umol/l) artmis oldugu ancak bu artisin
I-R grubunda meydana gelen artistan daha az oranda bir artisa yol actig1 ve kontrol
grubuna gore ticagrelor grubunda anlamli bir artisa neden olmadigr tespit edildi
(p=0,08).

Malondialdehit (MDA) i¢in; Kontrol grubu MDA  degerleri
(0,57£0,043umol/l) olup, I-R grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda MDA
degerlerinin (1,48+0,114umol/l) istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi tespit
edildi (P=0,001). Ticagrelor grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, ticagrelor
grubunda MDA diizeylerinin (0,82+0,053umol/l) benzer sekilde arttigi ancak bu
artisin [-R grubunda meydana gelen artistan daha az bir artigsa yol agtig1 ve kontrol
grubuna gore ticagrelor grubunda anlamli bir artisin olmadig tespit edildi (p=0,09).

Total Glutatyon (GSH-T) icin; Kontrol grubu GSH-T
(1003,85+61,283umol/l) olarak saptandi. I-R grubunda GSH-T diizeyi ise
(1468,85+47,515umol/l) olup istatistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde artmis oldugu goriildii (p=0,001). Benzer sekilde Ticagrelor grubunda GSH-
T seviyesi (1263,57+47,818umol/1), I-R grubuna gore anlamh diizeyde diismektedir.
(p=0,03). Ancak bu disiisiin kontrol grubuyla karsilastirildginda hala anlamli
diizeyde oldugu tespit edildi (p=0,007).

Rediikte  Glutatyon  (GSH-R)  i¢cin;  Kontrol  grubu  GSH-R
(1183,00+43,127umol/l) olarak saptandi. I-R grubunda GSH-R diizeyi ise
(1757,14+45,862umol/I) olup istatistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde artmis oldugu gorildii (p=0,001). Ticagrelor grubunda ise GSH-R seviyesi
(1377,85+23,193umol/l), I-R grubuna gore anlamh diizeyde diisiik olmasina ragmen
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(p=0,001), yine de kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi
(p=0,000).

Rat kan orneklerinden elde edilen ADMA, MDA, GSH diizeyleri Tablo 3,
Sekil 21 ve 22°de goriilmektedir.
Tablo 3. Rat kan 6rneklerinde ADMA. MDA, GSH degerleri

Kontrol Grubu I-R Grubu Ticagrelor Grubu
(n=7) (n=7) (n=7)

ADMA 0,29+0,026 0,64+0,058 (*) 0,42+0,039(+)

(umol/1) (p=0,001) (p=0,007)

MDA (umol/l)  0,57+0,044 1,48+0,114 (*) 0,82+0,053(+)
(p=0,001) (p=0,001)

GSH-T (umol/l) 1003,85+61,288  1468,85+47,515 (*) 1263,57+47,818 (+,*)
(p=0,001) (p=0,033,p=0,007)

GSH-R 1183,00+£43,127  1757,14+45,862 (*) 1377,85+23,193 (+,*)

(umol/1) (p=0,001) (p=0,001, p=0,006)

(*): p<0,05 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli artig
(+): p<0,05 I-R grubu ile karsilastirildiginda anlaml diisiis

4 N\
2 -
*
1.6 -
1.2 4
= ¥ Kontrol
°
E HI/R
=
08 1 M Ticagrelor
0.4 -
o -
ADMA MDA
- /

*: p<0,05 Kontrol grubuna gore anlamli artis, §:p<0,05 I-R grubuna goére anlamli diisiis
Sekil 21. Kontrol, I-R ve ticagrelor gruplarinda kanda ADMA ve MDA diizeylerinin

karsilastirilmasi.
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*: p<0,05 Kontrol grubuna gore anlamli artis, §: p<0,05 I-R grubuna gore anlamh diisiis.
Sekil 22. Kontrol, I-R ve ticagrelor gruplarinda kanda GSH-T ve GSH-R

diizeylerinin karsilastirilmast.

Soleus kas dokusu ADMA, MDA, GSH degerleri ile yapilan istatistiksel
analiz sonuglarma gore;

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA) i¢in; Kontrol grubu ADMA degerleri
(0,08+0,078umol/g) olup, I-R grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda ADMA
degerlerinin (0,40+0,044pumol/g) istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit
edildi (P=0,001). Ticagrelor grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda ise ticagrelor
grubunda ADMA diizeylerinin (0,08+0,051umol/g) kontrol grubuyla benzer sekilde
oldugu saptandi (p=0,99).

Malondialdehit (MDA) i¢in; Kontrol grubu MDA  degerleri
(0,334£0,098umol/g) olup, I-R grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda MDA
degerlerinin (0,85+0,112pumol/g) istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit
edildi (P=0,001). Ticagrelor grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda ise ticagrelor
grubunda MDA diizeylerinin (0,42+0,119umol/g) kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde artisin olmadig1 gorildi (p=0,2).

Total Glutatyon (GSH-T) i¢in; Kontrol grubu GSH-T degeri
(530,14+131,117umol/g) olarak saptandi. I-R grubunda GSH-T diizeyi ise
(815,71+47,908umol/g) olup istatistiksel olarak kontrol grubuna goére anlamli
diizeyde artmis oldugu goriildi (p=0,001). Ticagrelor grubunda ise GSH-T seviyesi
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(577,14£102,910pumol/g), I-R grubuna gore anlamli diizeyde diismiis olmasina
ragmen (p=0,001), kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artisin olmadigi tespit
edildi (p=0,6).

Rediikte Glutatyon (GSH-R) i¢in; Kontrol grubu GSH-R degeri (746,00+
166,564pmol/g)  olarak  saptandi. [-R  grubunda GSH-R diizeyi ise
(918,57£76,478umol/g) olup istatistiksel olarak kontrol grubuna goére anlamli
diizeyde artmis oldugu gorildii (p=0,001). Ticagrelor grubunda ise GSH-R seviyesi
(765,71£49,280umol/g), I-R grubuna gore anlamli diizeyde diismiis olmasima
ragmen (p=0,001), kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artisin olmadig1 saptandi
(p=0,94).

Rat kas dokusundan elde edilen ADMA, MDA, GSH degerleri Tablo 4’ te,
Sekil 23 ve 24’te gosterilmistir.

Tablo 4. Rat kas dokusu drneklerinde ADMA. MDA, GSH degerleri

Kontrol Grubu I-R Grubu Ticagrelor Grubu
(n=7) (n=7) (n=7)
ADMA (umol/g) 0,08+0,078 0,40+0,044(*) 0,08+0,051(+)
(p=0,001) (p=0,001)
MDA (umol/g) 0,33+0,098 0,85+0,112 (*) 0,42+ 0,119(+)
(p=0,001) (p=0,001)
GSH-T (umol/g) 530,14+131,117 815,71+£47,908(*) 577,14+102,910(+)
(p=0,001) (p=0,001)
GSH-R ( pmol/g) 746,00+ 166,564 918,57+76,478 (*) 765,714+49,280(+)
(p=0,02) (p=0,04)

(*): p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli artis
(+): p<0,05 I-R grubu ile karsilastirildiginda anlaml diisiis
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1.2 -

EADMA
E MDA

Kontrol I/R Ticagrelor

* 1 p<0,05 Kontrol grubuna gore anlamli artis § : p<0,05 I-R grubuna gére anlaml diisiis
Sekil 23. Rat kas dokusu orneklerinde kontrol, I-R ve ticagrelor gruplarinda ADMA

ve MDA diizeyleri.
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600 - M GSH-T
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M GSH-R
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KONTROL i/R TiICAGRELOR

* 1 p<0,05 Kontrol grubuna gore anlaml artis, § : p<0,05 I-R grubuna gore anlamli diisiis
Sekil 24. Rat kas dokusu orneklerinde kontrol, I-R ve ticagrelor gruplarinda GSH-T

ve GSH-R diizeylerinin kargilastirilmasi
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Histopatolojik degerlendirme sonuglar1 ile soleus kas dokusunda hasar
skorlamas1 ve histopatolojik istatistiksel veriler sirasi ile Tablo 5 ve Tablo 6°da
gosterilmistir.

Tablo 5. Soleus kas dokusundaki hasar skorlamasi

Kontrol grubu Nekroz Cizgilenme Kas liflerinde Odem Enflamasyon
kaybi ayrilma

Kl 0 0 0 0 0
K2 0 0 0 0 0
K3 0 0 0 0 0
K4 0 0 0 0 0
K5 0 0 0 0 0
K6 0 0 0 1 0
K7 0 0 0 0 0
I/R Grubu

I/R1 0 2 2 1 0
I/R2 0 1 1 2 0
I/R3 0 2 2 1 1
/R4 0 1 2 1 0
I/R5 0 1 1 2 0
I/R6 0 2 1 2 0
I/R7 0 2 2 1 0

Ticagrelor Grubu

T1 0 1 1 1 0
T2 0 1 0 1 0
T3 0 1 1 0 0
T4 0 1 0 1 0
T5 0 1 1 0 0
T6 0 0 1 1 0
T7 0 0 0 0 0

Soleus kas dokusundaki hasar skorlamast; 0 = Degisiklik yok, 1=Hafif Degisiklik, 2=Yaygm
Degisiklik

Histopatolojik degerlendirme sonuclarna gore; nekroz higbir grupta
gozlenmemistir.

Cizgilenme kayb1 i¢in yapilan istatistiksel analizde; kontrol grubunda
cizgilenme kaybi olmadigi, I-R grubunda (1,57+0,530) kas dokusunda cizgilenme
kaybinda anlamli derecede artisin oldugu goriildii (p=0,001). Kontrol grubu ile
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ticagrelor grubu (0,71£0,480) karsilastirildiginda ise kas dokusunda c¢izgilenme
kaybinda istatistiksel olarak benzer sekilde anlamli artisin oldugu (p=0,007) ancak bu
artisgin [-R grubunda olan artiga goére ticagrelor grubunda oldukg¢a diisiik oldugu
saptanmakla birlikte anlamli oldugu goriildii (p=0,01).

Kas liflerinde ayrilma i¢in yapilan istatistiksel analizde; kontrol grubuda kas
liflerinde ayrilma olmadig: tespit edildi. I-R grubunda (1,57+0,530) ise kas liflerinde
ayrilma oldugu bu kas liflerinde ayrilmanin istatistiksel olarak anlamli derecede
onemli oldugu gorildi (p=0,001). Kontrol grubu ile ticagrelor grubu (0,57+0,530)
karsilastirildiginda kas liflerinde ayrilmanin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
oldugu goriildii (p=0,023). Ticagrelor grubundaki bu artigin [-R grubundaki artisa
gore oldukca diisiik oldugu goriilmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi (p=0,01).

Odem i¢in yapilan istatistiksel analizde; kontrol grubunda deme rastlanmadi.
[-R grubunda (1,42+0,530) 6dem agisindan istatistiksel olarak anlamli derecede
artisin oldugu goriildi (p=0,002). Kontrol grubu ile ticagrelor grubu (0,7140,480)
karsilastirildiginda 6dem agisindan istatistiksel olarak benzer sekilde anlamli artisin
oldugu (p=0,037) ancak bu artisin I-R grubundaki artisa gore ticagrelor grubunda
olduke¢a diisiik olmakla birlikte anlaml1 oldugu goriildii (p=0,03).

Enflamasyonun her ii¢c grupta da belirgin olmadigi goriilmekle birlikte
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriildii (p>0,05).

Tablo 6. Rat kas dokusunun histopatolojik incelenmesinde elde edilen veriler

Kontrol I-R Grubu Ticagrelor Grubu
Grubu (n=7) (n=7)
(n=7)

Nekroz 0,00 0,00 0,00
Cizgilenme Kaybi 0,00 1,57+0,53(*)(p=0,001) 0,71£0,48(*,+)(p=0,007,p=0,01)
KasLiflerinde Ayrilma 0,00 1,57+0,53(*)(p=0,001) 0,57+0,53(*,+)(p=0,023,p=0,01)
Odem 0,00 1,42+0,53(*)(p=0,002) 0,71+0,48(* +)(p=0,037,p=0,03)
Enflamasyon 0,00 0,14+0,37 0,00

(*): p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli artis
(+): p<0,05 I-R grubu ile karsilastirildiginda anlamli azalma

Calismaya alman rat soleus kasi1 doku orneklerinin histopatolojik olarak
degerlendirilmesinde; ¢izgilenme kaybi, kas liflerinde ayrilma ve 6dem bakimindan

kontrol grubuna gore iskemi-reperfiizyon grubu ve ticagrelor gruplarinda belirgin
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derecede artis oldugu saptandi. Ancak bu artiglarin iskemi-reperflizyon oOncesi
ticagrelor uygulanan ratlarda, ticagrelor uygulanmayan gruba gore anlamli derecede

azalmig oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 25).

2.5 -
2 -
1.5 -
HCK
HK.LA
1 - i
M ODEM
0.5 -
0 .
KONTROL I/R TiCAGRELOR

C.K: Cizgilenme Kaybi, K.L.A: Kas Liflerinde Ayrilma

* 1 p<0,05 Kontrol grubuna gore anlamli artig §: p<0,05 I-R grubuna gore anlamli azalma

Sekil 25. Rat kas dokusunun histopatolojik incelenmesinde ¢izgilenme kaybi, kas
liflerinde ayrilma ve 6dem yoniinden degerlendirildiginde elde edilen sonuglarin

karsilastirilmasi.

3.2. Histopatolojik Bulgular

Caligmamizda rat kas dokularindan hazirlanan preperatlarin Olympus BX-51
151k mikroskobu ile degerlendirilmesi ve elde edilen goriintiilerin Olympus DP-71

digital kamera ile fotograflanmasi (Sekil 26-29)’ da gosterilmektedir.
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—: Periferik yerlesimli oval nukleuslar
Sekil 26. Normal soleus kas1 151k mikroskobik gériiniimii. Igsi iskelet kas1 hiicreleri

ile periferik yerlesimli oval nukleuslar (HE, X400).

— Kas liflerinde ayrilma, *: Odem o : Cizgilenme kaybi

Sekil 27. Iskemi-Reperfiizyon grubunda; 6dem, ¢izgilenme kayb1 ve kas liflerinde
ayrilma. (HE, X400)
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*: Odem #: Cizgilenme kaybi
Sekil 28. Iskemi-Reperfiizyon; grubu ¢izgilenme kayb1 ve 6dem (HE, X200)

—: mevcut gizgilenme, =: 6demde azalma

Sekil 29. Ticagrelor grubu; 6dem ve kas liflerinde ayrilmada azalma ve

cizgilenmeler (HE, X400)
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4. TARTISMA

Bu calismada, rat alt ekstremitesinde iskemi-reperflizyon modeli
olusturularak, reperfiizyon Oncesi yeni bir antiplatelet ajan olan trombosit P2Y12
antagonisti ticagrelor uygulanan ratlarda iskelet kasi viabilitesi iizerine ve ADMA,
MDA, GSH seviyelerine etkileri arastirilmistir.

Iskemi-reperfiizyon sendromunun neden oldugu lokal ve sistemik etkiler
vaskiiler cerrahide karsimiza ¢ikmakta, ameliyat sonrasi morbidite ve mortaliteyi
etkilemektedir. Akciger, bobrek, kalp, iskelet kasi, santral sinir sistemi ve
gastrointestinal sistem iskemi reperflizyon hasarinin gelistigi bilinen dokulardir
(189).

Alt ekstremitelerde akut iskemi-reperflizyon hasar1 6zellikle aort cerrahisinde
abdominal aortaya gecici siire kros-klemp uygulamalarinda, tek ya da cift tarafli akut
femoral arter tikanikliklarinda meydana gelmektedir. Abdominal aort cerrahisi
sirasinda iskemik kalan ekstremitede lokal doku hasari, iskemik alanmn disindaki
bolgelerde de uzak doku ve organ hasar1 olusturabilir. Lokal etkiler klemp distalinde
damarlarda ve kas dokusunda goriiliirken, sistemik etkiler baslica akciger, bobrek,
beyin, kalpde goriiliir. Ozellikle infrarenal abdominal aortaya kros-klemp
yerlestirilmesi sonrasi olusan alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasarinda bobrekler
hedef organ konumundadir ve bu durum klinik olarak 6nem arz etmektedir (233,
234).

Periferik alt extremite hastaliklarmin en sik rastlanilan sonucu akut veya
kronik siirecte periferik arterlerin tikanmasi ve buna bagli olarak extremite
perflizyonunun bozulmasidir. Klinikte abdominal aort anevrizmasi, Leriche
sendromu ve aortoiliak hastaliklarda infrarenal aortaya klemp konulmakta ve
anastomozlar tamamlanana kadar alt extremite iskemik kalmakta ve aortik klempin
kaldirilmast ile iskemik dokularin reperflizyonu gergceklesmektedir. Deneysel
arastirmalar i¢cin extremite iskemisinin olusturulmasinda c¢ok sayida model
gelistirilmistir. Bunlardan biri aortaya klemp konulmasidir. Ozellikle hemodinamik
izlemin yapilacagi ve iskemi reperfiizyonun sistemik etkilerinin arastirilacagi
durumlarda siklikla uygulanir (235, 236). Infrarenal abdominal aortaya klemp
konularak model olusturulmas: klinikte 06zellikle aortoiliak girisimlere uygun

deneysel bir sican ¢alisma modelidir. Kiris ve ark. (237) infrarenal aortik iskemi
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reperflizyon modelinde renal hasar1 arastirmislar 30 dakika iskemi ve 60 dakika
reperflizyon ile okliizyonun proksimalindeki uzak organlarda IR hasarinin
olustugunu, MDA diizeyi ve antioksidan enzim aktivitelerinin artisinin tespiti ile
gostermislerdir.

Rat alt ekstremite iskemi-reperfiizyon modelinde, ticagrelorun iskelet kasi
viabilitesi ve ADMA, MDA, GSH diizeylerine etkilerinin arastirildigi bu deneysel
calismada, iskemi olusturmak amaciyla mikrovaskiiler klemp yardimi ile infrarenal
abdominal aortaya klemp konarak vaskiiler oklizyon olusturma yontemi
kullamlmistir (22, 25, 84, 85, 238, 239). Her ne kadar noninvaziv ve kolay
uygulanabilir olusu nedeniyle turnike yontemini savunan yazarlar olsada (240, 241,
242), uzamis mekanik kompresyon sonucu vendz ve lenfatik okliizyon, kas ve sinir
zedelenmesine neden olabilecegi ve net bir iskemi tablosu olusturamamasindan
dolay1 bu caligmada turnike yontemi tercih edilmemistir.

Calismamizda; kolay temin edilebilmesi, deneysel iskemi-reperfiizyon
hasarmin arastirildigi calismalarda daha ¢ok rat kullanilmis olmasi, iskelet kasinin
ratlarda iskemi-reperfiizyon hasarma verdigi yanitin iyi bilinmesi, bu ¢aligmalarda
yer alan arastrmacilarin ratlarla daha ¢ok deneyiminin bulunmasi ve Ostrojenin
kardiyovaskiiler sistem iizerine koruyucu etkilerinin olmasi nedeniyle deney hayvani
olarak S.Dawley cinsi erkek ratlar kullanild1 (25, 238-245).

Reperflizyon hasarini azaltmak i¢in ¢esitli farmakolojik ve terapotik stratejiler
iizerinde caligmalar halen stirmektedir.

Oksidatif stres durumunda serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar
arasindaki denge serbest radikaller lehine bozulur (246). Serbest oksijen
radikallerinin etkisini Onlemede tiklopidin, askorbik asit, mannitol, siiperoksit
dismutaz, allopiirinol, gibi baz1 maddeler denenmis ve deneysel iskemi-reperfiizyon
hasarmi dnlemede etkili olduklar1 gosterilmistir (247).

Enkaya ve ark. (247)‘nm, ratlar ile yaptiklar1 ¢alismada; ilag grubunda
bulunan ratlara, deney giiniinden once olmak iizere bes giin siire ile 50 mg/giin
ticlopidin (antitrombositer ajan), orogastrik tiip aracilig1 ile giinde iki kez verilerek
on kosullama olusturulmustur. Calismada ratlarin sag alt ekstremiteleri kalga eklemi
hizasindan turnike ile sikilarak bir grupta sadece 4 saatlik iskemi, diger gruplarda ise

4 saatlik iskeminin ardindan 2 saatlik reperflizyon uygulanmistir. Calismanin
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sonucunda Enkaya ve ark. (247) alt ekstremitelerin 4 saatlik iskemi siiresinin
ardindan yapilan iki saatlik reperflizyonu ile uzak organ hasar1 olusturdugunu ve
antitrombositer ajan olan tiklopidinin bunu engelledigini bulmuslardir.

Siemionov ve ark. (2) farkli iskemi zamanlarinda, viicutta olusan superoksit
radikali miktarin1 sitokrom c-bazli biyosensor vasitasiyla 6lgmiisler ve superoksit
radikalinin en yiliksek degerlerine iki saatlik iskemi sonrasi ulastigini, iskemi-
reperflizyon  siirelerinin  arttirilmasmin = olusan doku  hasarimi  arttirdigini
gostermislerdir.

Literatiirlerin degerlendirilmesinde, iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon
hasarinin olusmas: i¢in farkli iskemi ve reperfiizyon siirelerinin tercih edilmis olmasi
dikkat c¢ekicidir. Bu ¢aligmalarda, iskemi siiresinin, etkilenmesi beklenen organlarin
iskemiye dayanikliligi temel almarak belirlendigi goriilmiistiir. Ornegin, kas
dokusunda belirgin morfolojik degisikliklerin 2 saatlik iskemiden sonra olusmaya
baslamas1 sebebiyle, iskelet kasi iskemi-reperfiizyon hasarmnin degerlendirildigi
calismalarda ¢ogunlukla daha uzun iskemi siireleri kullanilmustir. Iskemi siireleri ile
iskemik hasarlanma arasinda énemli bir korelasyon oldugu gosterilmistir. iskemi-
reperflizyon hasarinin hedef dokusu olarak iskelet kasinin se¢ildigi ¢alismalarda, 4
saatlik iskemik donemden sonra kas dokuda geri doniisiimsiiz histolojik
hasarlanmanin meydana geldigi ve yaygin notrofil birikiminin olustugu; 4 saatlik
iskemi siiresi ile 6 saatlik iskemi siiresinde olusan hasar bakimindan istatistiksel
olarak fark bulunmadigi ve 8 saatlik iskemi siliresinde geri doniisiimsiiz
hasarlanmanin tam olustugu goézlemlenmistir. Bu veriler 1s18inda ¢alismamizda
iskemi siiresinin 2 saat, reperflizyon siiresinin 2 saat olmas1 planlanmistir (85, 231,
233).

Iskemi-reperfiizyon hasari, hipotermi ile azaltilabilmektedir. Hipotermide,
metabolizma hizmmin yavaslamasi1 nedeniyle, daha az serbest oksijen radikali
olusumu, dolayisiyla da daha az doku yikimi olmaktadir. Bununla birlikte bu
calismada kullanilan ticagrelorun iskemi-reperflizyon hasarma olan etkilerinin daha
anlasilir olmas1 ve iskemi-reperfliizyon hasarini azaltacak ya da artiracak faktorlerin
calisma disinda birakilmasi amaciyla ¢alisma oda sicakliginda yapilmistir (233).

Bu calismada ticagrelorun, oksidatif etkinligi olan antiagregan ve

sitoprotektif etkileri diisiiniilerek iskelet kasindaki I-R’a bagli hasarin 6nlenmesinde,

76



ADMA ve MDA seviyelerini azaltmada, GSH seviyelerini artirmada faydali
olabilecegi diistiniildii (249, 250).

Asimetrik dimetil arjinin, niikleoproteinlerde bulunan arjinin rezidiilerine,
protein arjinin metil transferaz (PRMT) enzimi tarafindan metil gruplarinin sentez
sonras1 diizenlemeyle eklenmesi ve bu proteinlerin yikilmasi sonucunda meydana
gelen ve 6nemi giderek artan bir metillenmis arjinin tiirevidir (103).

Viicutta oksidatif stresin arttigi durumlarda ADMA diizeylerinde artig
meydana gelir. Oksidan/antioksidan sistem ile ADMA arasinda yakm iliskiyi
gosteren ¢alismalarin sayis1 giderek artmaktadir.

Viicutta oksidatif stresin arttigi durumlarda ADMA diizeylerinde artis
meydana gelir. ADMA diizeylerinde olan bu artiy DDAH enzim aktivitesinde
azalmaya bagl olabilir. Aktivitenin azalmasinda DDAH’1n aktif bolgesinde bulunan
sisteinin ~ yiikseltgenmesi ~ Onemlidir. Bu  yiikseltgenme NO tarafindan
gerceklesebilmekte ve boylece aktivitesi geri doniisiimlii olarak azaltilabilmektedir
(107, 251). Indiiklenebilir NOS (iNOS) aktivitesi inflamasyonda ¢ok artar ve NO ¢ok
fazla miktarda {iretilir. Uretilen NO siiperoksit (O,-) radikalleriyle birlesip
peroksinitrite  (ONOO-) doniisiir ve NO’nun yarilanma Omriinii azaltir (8).
Peroksinitrit olusumu siiperoksit dismutazin (SOD) siiperoksit radikallerini
yakalamasindan daha hizli gelismektedir. Peroksinitrit DDAH’in aktif bolgesine
baglanarak aktivitesini azaltir, boylece ADMA miktarinda artisa ve NO diizeylerinde
azalmaya yol acar. Oksidatif stres ADMA yapiminda rol alan enzimlerin
aktivitelerini degistirerek ADMA miktarlarinda degisime yol a¢gmaktadir. PRMT
aktivitesi reaktif oksijen tiirleriyle artirilir ve ADMA diizeyleri artar (124, 251)

Asimetrik dimetil arjinin, NOS aktivitesini inhibe ettiginden NO diizeylerinde
bir azalmaya yol agmakta, bunun sonucu olarak da endotel fonksiyon bozukluklari
gelismektedir.

Malondialdehit, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan
stabil bir son {irtindiir. Doku I-R hasarinda, ksantin oksidaz enzimi, mitokondriyal
oksidasyon, siklooksijenaz aracili doymamis yag asidi oksidasyonu, katekolamin
oksidasyonu, sitokrom p 450 aracili oksidasyon, 16kosit NADPH oksidaz
aktivasyonu, demir salmimi ve redoks siklusu lokal ve sistemik serbest oksijen

radikal olusumuna katkida bulunur. Bununla birlikte her doku i¢in baskin sistem
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farklhidir. Artmis serbest oksijen radikalleri (6zellikle hidroksil radikali), hiicre zari
fosfolipidlerinin (arasidonik asit, linoleik asit ve linolenik asit gibi ¢oklu doymamis
yag asitleri) peroksidasyonuna neden olarak hiicre zar1 biitiinliiglinde bozulma, hiicre
sismesi ve arasidonik asit/lipid peroksil salinimina neden olur. Bu siirecte, zincirleme
bir serbest oksijen ve yag asidi radikali olusumu ile ilerleyici hiicre zar1 hasari
gerceklesir (61). Dolayisiyla, bu kisir dongii sirasinda meydana gelen ve stabil bir
molekiil olan MDA diizeyi 6l¢timii ile reaktif oksijen tiirevleri ve membran hasari
derecesi hakkinda fikir sahibi olunabilinir. Mevcut ¢alismada kontrol grubuna gore
hem I-R grubunda hem de ticagrelor grubunda ADMA ve MDA seviyelerinde artig
olmakla birlikte ticagrelor verilmesinin bu artis1 istatistiksel olarak anlamli derecede
azalttig1 gozlendi.

Glutatyon, hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢indeki en dnemli
antioksidan bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek ¢ok dokuda glutamat, sistein
ve glisinden sentezlenir. Sentezde y-glutamil sistein sentaz ve GSH sentaz enzimleri
katalizordiir. = Hemoglobinin  oksitlenerek  methemoglobine  doniisiimiiniin
engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerde siilthidril (-SH) gruplarini rediikte
halde tutarak gruplar1 oksidasyona kars1 korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve
enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanc1 bilesiklerin detoksifikasyonu ve
aminoasitlerin membranlardan transportunu da saglar. GSH, eritrositleri, 10kositleri
ve gbz mercegini oksidatif strese karsi korumada hayati 6neme sahiptir (252). Bu
calismada, GSH diizeyleri, I-R grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede
artmistl. Ticagrelor grubunda ise GSH degerleri kontrol grubuna gore artmus
olmasina ragmen I-R grubuna gore daha az oranda artis gostermekteydi.

Gruplarin histopatolojik olarak degerlendirilmesinde, soleus kasi kontrol, I-R,
ticagrelor gruplarinda histopatolojik olarak c¢izgilenme kaybi, kas liflerinde
ayrilmada artis ve 6dem bakimindan anlamli degisiklik oldugu gosterilmistir. Bu
hasar ticagrelor grubunda, [-R grubuna gore kiyaslandiginda daha az, kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda ise daha fazla oranda oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda deneysel infrarenal aortik iskemi reperflizyon modelinde
olusan iskelet kas1 hasarma ve oksidan olan ADMA, MDA ve antioksidan olan GSH
diizeylerine karsi ticagrelorun etkinligi arastirildi. Ticagrelorun hem iskelet kasi

hasarmi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigi hem de kan ve kas dokuda
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ADMA ve MDA diizeylerinin I-R grubunda, kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlaml bir artisa neden oldugu gorildii. Ticagrelor uygulanan grupta bu artisin daha
az diizeyde oldugu, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
olmadig tespit edildi. Antioksidan karakterde olan GSH diizeylerinde ise kanda I-R
grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis oldugu
ancak ticagrelor grubunda, I-R grubuna gore anlamlhi diizeyde azalma olmasina
ragmen kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis oldugu goriildii. Kas dokusu
GSH diizeyleri ise I-R grubunda istatistiksel olarak kontrol grubuna godre anlaml
olarak artmusti. Ticagrelor grubunda ise, I-R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diisiis olmasina ragmen, kontrol grubuna gére anlamli diizeyde artisin olmadigi tespit
edildi. GSH’nin ticagrelor grubunda I-R grubuna gore daha az yiikselmis olmasi
ticagrelorun oksidan hasar1 azaltmaya yardimci oldugu ve bu nedenle cevaben
antioksidan olan GSH diizeyinde I-R’de oldugu kadar fazla yilikseltmedigi seklinde
yorumlanabilir. Ticagrelorun iskemi-reperflizyon hasarmi azaltma potansiyelinin
bilimsel olarak saptanmasi i¢in daha kapsamli ¢alismalar neticesinde klinik ajan
olarak iskemi-reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkilerinin olabilecegi ve
kullanimda tedavi stratejileri arasinda yer alabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak; iskemi-reperfiizyon hasar1 mekanizmasinin tam olarak
anlasilmasi, hasarin ¢abuk ve en uygun bir sekilde Onlenmesini saglayacaktir.
Calismamizin sonucunda ticagrelorun alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarinda
oksidan diizeyini ve iskelet kas1 hasarini azalttig istatistiksel olarak anlamli diizeyde
ortaya ¢ikmistir. Bunun yaninda bu yararh etkinin hangi mekanizmalar aracilig ile
olustugunu tam olarak aydmlatabilmek icin yeni ve daha kapsamli deneysel
calismalara gereksinim vardir. Bu konuda yapilacak daha genis 6l¢ekli ¢alismalarin
sonuglar1 bu calismamizi desteklemesi durumunda, giinliik klinik kullaninmda ¢ok

onemli fayda saglayacag diisiiniilmektedir.
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