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OZET

Deneysel ¢aligmalarda iskemi/reperflizyon (I/R) hasarinin  Onlenmesi
amaciyla bir¢ok ajan ile basarili sonuglar alinsa da bunlarin ¢ok az kismi klinik
olarak kullanilmstir.

Bu c¢alismada deneysel alt extremite I/R hasarinda, aposininin doku
malondialdehit (MDA), apoptozis ve Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2
(TRPM2) iizerine etkileri incelenmistir.

Calismada, 30 adet 8-10 haftalik disi Sprague Dawley rat kullanildi. Deney
hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak bicimde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna
deney siiresince herhangi bir uygulama yapilmadi. Sham grubuna sadece laparatomi
yapildi. I/R grubuna infrarenal abdominal aorta klemp koyularak 2 saat iskemi, 2 saat
reperflizyon uygulandi. Aposinin-iskemi-reperfiizyon grubuna (A-I/R) I/R 6ncesi 20
mg/kg dozunda aposinin intravendz (iv) uygulandi. Iskemi-aposinin-reperfiizyon
(IAR) grubuna iskemi yapilip reperflizyondan yarim saat énce 20 mg/kg dozunda
aposinin iv olarak uygulandi.

Deney sonunda anestezi altinda ratlarin soleus kaslar1 ¢ikartilip dekapite
edildi. Bloklardan alman kesitlere apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in TUNEL
(TdT-Mediated Nick and Labeling Technique), TRPM2 immiinreaktivitesi i¢in
avidin-biotin-peroksidaz yontemi ve histopatolojik inceleme i¢in ise masson trikrom
boyama teknigi uygulandi.

Calismamizda kontrol ve sham gruplar1 bulgular1 benzerdi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda belirgin histopatolojik degisiklikler ile birlikte
apoptozis artmis iken TRPM2 ve MDA seviyesi azalmisti. I/R grubu ile
karsilastirildiginda A-I/R grubunda histopatolojik degisiklikler ve apoptozisde
belirgin  iyilesme izlenmekle beraber, MDA seviyesi artmig, TRPM?2
immiinreaktivitesi ise azalmisti. IAR grubu ise I/R grubuna benzerdi.

Sonug¢ olarak, I/R Oncesi uygulanan aposininin I/R hasarmnda TRPM?2
immiinreaktivitesi ve histopatolojik degisiklikleri belirgin olarak azaltig1 ve klinik
kullanom1 i¢in daha kapsamli deneysel calismalara gereksinim oldugu kanaatine
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi/Reperfiizyon Hasari, MDA, TRPM2, Apoptozis,

Aposinin
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF APOCYNIN’S PROTECTIVE EFFECTS ON
SKELETAL MUSCLE OF EXPERIMENTAL LOWER EXTREMITY
ISCHEMIA-REPERFUSION MODEL

Although successful results were obtained with many agents for prevention of
ischemia-reperfusion (I/R) injury in experimental studies, only a small part of them
were used clinically.

In this study, it was aimed to investigate the influences of apocynin on tissue
malondialdehyde (MDA), apoptozis and Transient Receptor Potential Melastatin 2
(TRPM2) in experimental lower extremity I/R injury.

Thirty female Sprague Dawley rats aged 8-10 weeks were used in the study.
Test animals were allocated to 5 groups with 6 animals in each. Infrarenal abdominal
aorta clamping was done in I/R group and 2 hours ischemia and 2 hours reperfusion
was applied. In apocynin-ischemia-reperfusion group (A-I/R), ischemia was created
and 20 mg/kg of apocynin was administered via intravenous (iv) route 30 min before
reperfusion.

At the end of the test, soleus muscles were removed and the rats were
decapited. TUNEL (TdT- Mediated Nick and Labeling Technique) was applied for
determining apoptotic cells, avidin-biotin-peroxidase method was applied for
TRPM2 immunoreactivity and mason trichrome stain was applied for histopathologic
examination.

Results of control and sham groups were similar. When compared with
control group, while apoptozis increased together with significant histopathologic
changes, TRPM2 and MDA levels decreased in I/R group. When compared with I/R
group, although significant improvement was observed in histopathologic changes
and apoptozis, MDA level increased, TRPM2 immunoreactivity decreased in A-I/R
group. AR group was similar with I/R group.

In conclusion, it was considered that apocynin applied before I/R
significantly reduced TRPM2 immunoreactivity and histopathologic changes in I/R
injury and more comprehensive studies are required for its clinical use.

Key words: ischemia-reperfusion injury, MDA, TRPM2, apoptozis, apocynin
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1. GIRIS

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacnin dolasim
tarafindan saglanamamasi ve olusan artik {iriinlerin uzaklastirilamamasi olarak
tanimlanir (1).

Doku yada organa yetersiz miktarda oksijen sunumu ise hipoksi olarak tarif
edilebilir. Her iki durumda da reperflizyonla birlikte hasarinin baglamasit ve
metabolizmanin anaerobik yone dogru kaymasi sonucu bu siirecte olusan doku hasar1
Iskemi/Reperfiizyon Sendromu olarak tarif edilir (2).

Reperfiizyon, iskemi sonucu doku veya organda olusan enerji ihtiyacinin
giderilmesi ve zararli metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in doku ya da organa yeniden
kan akimimin saglanmasi olayma denir. Ancak, iskemik dokunun reperflizyonu
dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi zarara
yol agar (3, 4).

Her dokuya ait bir kritik iskemi siiresi bulunmaktadir. Iskemiye bagli hasarmn
siddeti ise hipoperfiizyon zamani ve miktari ile orantili olup, hiicre tipine, travmaya
kars1 duyarhiligina, diferansiasyonuna, kan ihtiyact ve metabolizmasmma gore
degisiklik gdstermektedir. iskemik hasara karsi kas dokusundaki degisiklikler i¢in 4
saat, sinir dokusundaki degisiklikler i¢in 8 saat, yag dokusundaki degisiklikler i¢in
13 saat, deridekiler i¢in 24 saat ve kemik dokusundaki degisiklikler i¢in 4 giline kadar
geri doniisiimlii olabilir (5). Bunun sonucunda; iskelet kasinin ekstremitede iskemiye
en duyarli doku oldugu goriilmektedir.

Alt  ekstremitelerde iskemi/reperflizyon hasar1 (I/R), 0zellikle aort
cerrahisinde abdominal aortaya ge¢ici bir siire ile kros-klemp uygulamalarinda, tek
veya cift tarafli akut arter tikanikliklarinda, travmatik veya iyatrojenik arteriyel
yaralanmalarda goriilmektedir. Ayrica diger reperfiizyon hasar1 sebepleri miyokard
infarktiisii, serebrovaskiiler olaylar, mezenter ve periferik arter embolilerinde yapilan
trombolitik tedaviler, sepsis, sok, organ transplantasyonu, yanik, pankreatit gibi
cerrahi ve travmatik durumlarda ortaya ¢ikan iskemi ve hipovoleminin diizeltilmesi
ile ayrica ekstremitelere cerrahi girisim sirasinda kullanilan turnikeler olarak
sayilabilirler (6).

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, anjiyotensin ve katekolaminler
gibi vazokonstriktor ajanlar salinimi goriiliir.

Reperfiizyonda uzak organ hasar1 etyolojisinde yer aldigi iddia edilen
faktorlerden birisi ‘washout’ fenomenidir. Reperflizyonda, ‘washout’ yani yikanma
etkisiyle sistemik dolasima bir¢ok kimyasal mediyatdor dagilir ve olasi
mikroembolilerle diger organ kapiller damar yataklari tikanarak uzak organlarda

hasara katkida bulunmaktadir (7, 8).
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. iskemi

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacnin dolasim
tarafindan saglanamamasi ve olusan fazla friinlerin uzaklastirilamamasi olarak
tanimlanir (1).

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
baghdir. Her iki durumda da I/R hasarinin ilk basamagi olusmakta ve sonug olarak
metabolizma anaerobik yone dogru kaymaktadir (9). Ancak iskemide, hem metabolit
yetersizligi hem de atik iiriin birikimi nedeniyle, glikoliz metabolizmas1 hipoksiye

oranla daha erken sonlanir ve hasar cok daha erken ortaya ¢ikmaktadir (10).

1.1.2. iskeminin Tarihcesi

Volkmann 1881 yilinda iskemiye bagli iskemik kontraktiirii tariflemesiyle
periferik arter hastaliklarinin tarihgesi baslamistir (11). Cannon tarafindan 1920’11
yillarda sok ile ilgili toksik faktorleri arastiran ve 1923 yilinda ‘Traumatic Shock’
isimli yayi ile iskemik dokunun tekrar kanlandirilmasina bagl sistemik etkilerin
ortaya c¢iktig1 fikrini ortaya atilmistir (12). Jepson 1926 yilinda kopeklerde
ekstremiteye turnike uygulanmasinin deneysel olarak 6deme yol agtigin1 bildirmistir
(13). Husveldt ve Bjering 1937 yilinda otomobil kazalar1 ile meydana gelen

travmatik sok ardindan renal lezyonlar olustugunu bildirmislerdir (14). Bywaters,



Ikinci Diinya Savasi’nda Londra’nin bombalanmasi sirasinda meydana gelen ciddi
ekstremite yaralanmalarinda, renal yetmezlik konusunda genis hasta sayili klinik
izlemlerini yayinlayarak, tiim diinyanin dikkatini reperflizyon problemine ¢ekmeyi
basarmistir. Bywaters, bobrek yetmezliginden 6len hastalarin idrarindaki koyu renkli
pigmentin myoglobin oldugunu rapor etmistir (15). ilk kez 1960 yilinda iskemik
ekstremite revaskiilarizasyonu ile olusabilecek risk, Haimovici tarafindan

“myonefropatik-metabolik sendrom” olarak tariflenmistir (16).

1.1.3. iskemi Reperfiizyon Hasar

Iskemi/reperfiizyon hasar;; miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler olay,
travma, sepsis, sok, yanik gibi bir¢ok hastalik ile trombolitik tedavi, koroner
anjioplasti, kardiyopulmoner bypass, transplantasyon, anevrizma cerrahisi, periferik
arter cerrahisi gibi medikal/cerrahi girisimlerde goriilebilen ortak bir klinik tablodur
(17, 18). Alt ekstremitelerde I/R hasari, 6zellikle aort cerrahisi sirasinda abdominal
aortaya gecici bir siire klemp konulmasinda, travmatik veya iatrojenik arteriyel
yaralanmalarda, akut femoral arter tikanikliklarinda ortaya ¢ikmaktadir (19).

Alt ekstremite I/R hasarinda lokal etkiler iskelet kasi ve damar endotelinde
gozlenirken, sistemik etkiler ilk olarak akciger, kalp, beyin ve bobrekler olmak iizere
tiim organlarda gdzlenebilir (20). iskelet kasi, iskemik hasara en hassas doku olmasi
sebebiyle alt ekstremite I/R hasarinda 6nemli rol oynar. Alt ekstremite I/R hasarinda
prognoz kas dokudaki hasar miktarma baglidir. Reperfiizyonla olusmus inflamatuar
yanit, geri doniisimlii zedelenme miktar1 ile dogru, nekrotik kas miktar1 ile ters
orantihidir (21, 22). I/R hasarmna bagli mikrovaskiiler disfonksiyonda; endotel hiicre
degisiklikleri, endotel bariyer fonksiyon bozuklugu, vaskiiler tonusda degisme ve
sitokin adezyon molekiillerinde artis gortiliir.

Reperfilizyon ile sistemik dolasima ¢ikan inflamatuar maddeler, endotel hiicre
uyarilmasma ve mikrovaskiiler fonksiyon bozukluguna yol acar, olas1
mikroembolilerle diger organ kapillerini tikayarak uzak organlarda hasara katkida
bulunurlar. Yaygin uzak organ hasar1 durumunda yiiksek mortalite ile seyreden coklu
organ yetmezlik sendromu (MODS) veya sistemik inflamatuar yanit sendromu
(SIRS) gelisebilir (17, 22).



1.1.4. iskelet Kasinda Iskemi/Reperfiizyon Hasar

Kasta degisiklikler: Iskelet kasi, iskemik hasara en hassas doku olup
ekstremiteyi olusturan esas kiitledir. Bu nedenle ekstremite I/R hasarmin en 6nemli
kismmi iskelet kas1 hasar1 olusturur (2, 23). Iskemiyi takiben yaklasik iigiincii saatte
ciddi kas hasar1 ve altinc1 saatte yaklasik % 97 fonksiyonel doku kaybi1 olustugu (geri
donlistimsiiz ~ zedelenme)  spektrofotometrik  (triphenyltetrazolium  chloride)
yontemlerle gosterilmistir (24). Kas lifleri, sahip olduklar1 myoglobin igerigine gore,
kirmiz1 (tip 1) ve beyaz (tip 2) olarak siniflandirilir. Kaslarin ¢ogu her iki tiirii icerse
de bacagin 6n kompartmaninda tip 1 yada yavas kasilan lifler daha ¢ok baskin olup,
enerji Uiretiminde aerobik metabolizmay1 kullanmalar1 bu kas grubunu iskemiye daha
hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda; gastroknemius kasinda tip 2 veya hizli
kasilan lifler baskin olup, enerji liretiminde anaerobik metabolizma 6n plandadir.
Iskeminin siiresi ve etkilenen kas lifi tipi iskemik hasarda énemli olmakla birlikte
dokunun viicuttaki konumu da 6nemlidir. Ornek olarak, ¢abuk soguma sebebiyle,
distal ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye daha direnglidir

2, 23).

Mikrodolasimda degisiklikler: iskemi, ilk olarak kapiller endotel hiicreleri
etkileyerek, hem liimen hem de sitoplazmaya dogru uzanan parmaksi ¢ikimtilar
olusturur. iskeminin devamiyla birlikte endotel vezikiillerinde artis olusur. Bu arada,
hiicreler aras1 baglar gevser ve gecit genisler. Heterojen dagilimli endotel hiicre
odemi olusturarak kirmizi hiicre sikismasini arttirir. iskeminin dordiincii saatinden
sonra mikrodolagimda hiicresel etkilesimler (eritrositik, trombositik ve lokositik)
baslar. Venoz ve arteryel kilcallar, reperflizyon Oncesinde, sikigsmig eritrositlerle
kapanmis goriiniimdedirler. Reperfiizyonun erken doneminde, silindir bigimindeki
eritrosit kiimeleri endotelyal ylizeyde hasarlanma olustururlar. Endotel hiicre
sitoplazmasindaki yikim sonucu hiicreler arasi biiyiik gecitler olusur. Reperfiizyonla
birlikte, 6zellikle vendz kilcallarda, damar i¢i platelet ve fibrin kiimeleri ile

karakterize trombotik komplikasyonlar olusur (23).

1.1.5. iskemi/Reperfiizyona Kars1 Lokal Mikrovaskiiler Yanitlar

Abdominal aorta ve alt ekstremite arterlerinin cerrahi girisimler sirasinda

klemplenmesi distalde iskemiye neden olmaktadir. Klempin agilarak distal kan



akiminin tekrar saglanmasi lokal, uzak doku ve organlarda reperflizyon hasariyla
sonug¢lanmaktadir (25).

Reperflizyon hasari iizerine 1973 yilinda yapilmis bir ¢caligmada iskemik rat
kalplerinde oksijene bagimli enzim salinimimnin 6nemli rolii oldugunu gdstermistir.
Dokulara yeniden oksijen sunulmasiyla miyokard veya diger hiicrelerde iskemi
sirasinda olusan toksik hasar daha da siddetlenmektedir. Bu nedenle dokuya oksijen
sunulmas1 sonucu toksik hasarin siddetlenmesi hadisesine “oksijen paradoksu” adi
verilmistir (25).

Reperflizyonun asil amaci; iskemik kalan doku veya organm korunmasi ve
tekrar fonksiyonlarmi kazanmasinin saglanmasidir. Reperfiizyon hasart iskemi
sonrasi kanlanmanin yeniden saglanmasiyla baslamakta, iskemi siiresine bagli olarak
hedef ve uzak organlarda asemptomatik subklinik hasardan hedef dokuda 6dem,
nekroz, cap artisi, uzak organlarda fonksiyon kaybi, multiorgan yetmezligi ve
sonrasinda mortaliteye kadar ilerleyen semptomlarin oldugu genis bir yelpazede

karsimiza ¢ikmaktadir (25).

1.1.6. iskemi/Reperfiizyon Sonras1 Uzak Organ Hasar

Doku veya organ reperflizyonunun yikicit bir sonucu, ilk olarak iskemik
hasara ugramayan organlarda da hasarin olusmasidir. MODS, iskelet kas1 (38),
karaciger, barsak reperflizyonu yani sira aortik okliizyon-reperfiizyon (30, 31) ve
hipovolemik soka bagli olarak gelismektedir (26-31). Ayrica MODS, yogun bakim
hastalarinda baslica 6liim nedenidir (32). Cesitli organlarda I/R sonrast splanknik
vazokonstriiksiyon ve goreceli mezenterik iskemi goriilmektedir. Bu yogun
splanknik vazokonstriiksiyon, MODS’un patogenezine katkida bulunmaktadir.
Enterik makrofajlarin bakteriyel iiriinlerce uyarilmasi veya reperflizyon sirasinda
dolasima salman diger mediyatorler, hemen hemen her organda makrofaj
aktivasyonuna ve vaskiiler endoteli aktive edebilen inflamatuvar sitokinlerin (TNFa
gibi) iretimine sebep olabilmektedir (33-35). Reperfiizyon sonrasi salinan
inflamatuvar mediyatorler, dolasan lokositleri ve vaskiiler endotel hiicrelerini aktive
edebilmekte ve adezyon molekiillerinin iiretimini arttirmaktadir (36, 37). Bunun
neticesinde, vaskiiler dolasimda noétrofil-endotel hiicre etkilesimleri meydana

gelmektedir. MODS ile iligkili akciger hasari, akut akciger hasar1 (ALI) olarak



adlandirilan hafif fonksiyon bozuklugundan, agir solunum yetmezligi veya akut
solunumsal distres sendromuna (ARDS) kadar farklilasan bir dizi akciger hasarmi
temsil etmektedir (38). ARDS ve MODS ile iligkili akciger hasarmin ayurt edici
ozelligi pulmoner mikrovaskiiler permeabilitede ve notrofilden zengin alveol sivi
birikiminde artistir (39, 40). Solunum yetmezliginin ardindan hepatik, renal ve
gastrointestinal disfonksiyon, ayrica santral sinir sistemi tutulumu ve myokard
yetmezligi gelisir (34). Yaygin organ ve sistem tutulumuna ilaveten MODS,
koagiilasyon kaskadi ve immun sistemde disfonksiyon ile karakterize olup tromboz,
dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve immun yetmezlik ile sonuglanir (41).
Oksidanlar ve aktive olmus Iokositler I/R’ye bagli uzak organ hasarmin

mediyatorleri olarak gosterilmektedir (42).

1.1.7. iskemik ve Hipoksik Zedelenme

Hiicre zedelenmesinin tipta klinik olarak en sik goriilen nedeni iskemidir.
Iskeminin baslamas1 ile birlikte normalde var olan aerobik metabolizma hizla
anaerobik metabolizmaya doniiserek doku ve organ islevlerinde bozulmaya neden
olmaktadir. Iskemi ve hipokside aerobik metabolizmanin devam edememesi
sebebiyle dokuda mevcut adenozin trifosfat (ATP)’lar tilkkenmeye baglar ve yeni ATP
iretimi yetersizligi sebebiyle enerji ihtiyaci i¢in gerekli olan olaylarm devamliligi
saglanamaz (43, 44).

Adenozin trifosfat seviyelerinde azalma ve adenozin difosfat (ADP)
diizeylerinde artma olur. Artan ADP’ler 6nce adenozin monofosfata (AMP) daha
sonra adenozin, inozin ve sonunda hipoksantine doniismektedir. Hipoksantin
reperflizyonun saglanmasi halinde oksijen ve ksantin oksidaz enziminin etkisi ile
ksantine doniislir. Ksantin ortamdaki oksijenle reaksiyona girerek {irik asite
parcalanir. Bu siklus neticesinde hasardan sorumlu serbest oksijen radikalleri
olusmaktadrr.  Hipoksinin devam etmesi durumunda ortamda oksijen
bulunmadigindan ksantin, nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) ve hidrojen ile
reaksiyona girerek iirik asit, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP), H',
hidrojen peroksit (H,0O,) ve siiperoksit radikalleri (O;-) olusur (43).
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oksidaza ¢evrilmesi, reperflizyonda oksijen radikalinin olusumu (45).

Iskemi, glikoliz i¢in gerekli maddelerin tagmamamasina, olusan
metabolitlerin uzaklastirilamamasma ve glikolizin inhibe olmasma sebep olur.
Iskemi siiresinin artmasi durumunda anaerobik enerji iiretimi engellenir. Hipokside
ise glikolitik enerji iiretimi devam edebilmektedir. Bu sebeple iskemi hipoksiden
daha hizl1 bir sekilde dokulara zarar verir (43).

Iskeminin hiicresel etkileri asagidaki sekilde dzetlenebilir (46):

1- Membran potansiyelinin degismesi,

2- Iyon dagilimmin degismesi (intraselliiler Ca**/Na?),

3- Hiicresel sisme,

4- Hiicre iskeletinin disorganizasyonu,

5- Artmis hipoksantin seviyeleri ,



6- Azalmis ATP seviyeleri,
7- Azalmis glutatyon seviyeleri,
8- Azalmis fosfokreatin seviyeleri,
9- Hiicresel asidoz.
Biitiin bu etkiler iskeminin siiresine ve siddetine gore geri doniisiimlii veya
geri doniisiimsiiz zedelenme seklinde ortaya cikabilir.
1.1.8. iskemi/Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmasi
Iskemi reperfiizyon hasarinda fizyopatolojik degisikliklere yol acan faktdrler
asagidakilerdir (47):
a) Serbest oksijen radikalleri,
b) Polimorf niiveli 16kositler,
¢) Kompleman sistemi,
d) Endotel hiicreleri.
1.1.8.1. Serbest Radikaller
Serbest radikaller, dis yiiriingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
iceren atom ya da molekiillerdir (48).
Bir serbest radikal ii¢ yolla ortaya ¢ikabilir (48, 49):
1- Molekiiliin kovalent baginin homolitik yikimi sonucu,
2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi,
3- Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.
Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olugmus
radikallerdir (50). Serbest radikaller stabil olmadigindan dolay1 6miirleri ¢cok kisadir.
Elektriksel yiikleri pozitif, negatif veya notr olabilmektedir (2).

Oksijen atomunun dis yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektronun eksik
olmas1 sebebiyle “diradikal” olarak degerlendirilir. Bu 06zelligi diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle daha
yavas reaksiyona girer. Oksijen, metabolizmada en son suya indirgenirken, kismen
indirgenmesi ile de ¢ok sayida reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir (51). Oksijen bu
kararsiz yapisini giderebilmek icin baska bir oksijen atomunun dis yoriingesindeki
iki elektronu ortaklasa kullanarak Oksijen radikallerini olusturur (52). Serbest

oksijen radikalleri cok kisa Omiirli ve gii¢lii oksidanlardir. Aerobik canlilar



yasamlar1 i¢in gerekli olan kimyasal ve 1s1 enerjilerini, besinlerin oksijen (O;) ile
yakilmas1 sonucu elde ederler (2).

Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla kars1 karsiya kalmaktadir.
Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi organizmanin
savunmasinda belirli oranlarda olugsmaktadir ve i¢ mekanizmalar yardimi ile bu
radikallerin organizmaya olabilecek zararli etkileri 6nlenebilmektedir. Biyolojik
sistemlerde olusan serbest radikaller endojen kaynakli oksijen, nitrik oksit (NO),
uyarilmis nétrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir (53).

Aerobik canlilarda molekiiler oksijen serbest radikaller i¢in en Onemli
kaynaktir. Normal metabolizma srrasinda 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 O,” ve OH-
anyonlaridir (Tablo 1).

Tablo 1. Serbest radikal turleri.

Oksijen kaynakh radikaller Oksijen kaynakh olmayan radikaller

Potansiyel oksijen Reaktif oksijen

radikalleri tiirevleri

Stiperoksit radikali (O,) Singlet oksijen (102) Karbon kaynakli radikaller

Hidroksil radikali (HO") Triklor metil (CCL)

Hidrojen peroksit (H,O,)  Siilfiir kaynakli radikaller

Thiyl (RS)

Peroksil radikali (ROO")

Nitrik oksit (NO") Peroksinitrit (OONO) Nitrojen kaynakli radikaller
Fenildiazin (C¢H,N:N)

Alkoksil radikali (RO")

Gegcis metal kompleksleri
Fe"/Fe™, Cu™/Cu™

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkileri asagidaki gibi siralanabilir (54):

e Hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini bozarlar.
e Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler.
e DNA'y1 tahrip ederler.

e Mitokondrilerde aerobik solunumu bozarlar.



Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz,
indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik
enzimleri aktive ederler.

Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar.

Trombosit agregasyonunu arttirirlar.

Dokulara fagosit toplanmasimi kolaylastirirlar.

Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar.

Viiciitta serbest radikal kaynaklar1 asagidaki gibi siralanabilir (2, 54):

Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu fagositik inflamasyon
hiicrelerinden salgilanma (notrofil, monosit, makrofaj, eozinofil, endotelyal
hiicreler),

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

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

Oksidatif stres yapict durumlar (Iskemi, travma, hemoraji, radyoaktivite,
intoksikasyon, ksenobiyotik maddeler),

Oksidan enzimler (Ksantin oksidaz, indolamin dioksigenaz, Triptofan
dioksigenaz, Galaktoz oksidaz, Siklooksigenaz, Lipooksigenaz, Monoamino
oksidaz).

Siiperoksit (0O;): Tim 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 onemi, hidrojen peroksit (H,O,) kaynagi olmasi ve gecis metalleri

iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Zayif oksidan etkisine karsin diisik pH

degerlerinde protonlanarak hidroperoksil (HO»-) olusur (2).

Hidrojen peroksit (H,0;): Siiperoksitin etrafindan bir elektron almasi veya

molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasi sonucu peroksit

olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen molekiilii ile birleserek H,O, olusturur. H,O,

tek basma radikal degildir (55).
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H,0; uzun 6miirlii oksidan olup membranlardan gecebilir. Kendisi bir serbest
radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda onemli bir gérev oynar. Siiperoksit anyon radikaliyle gecis metal
iyonlar1 mevcudiyetinde hizla gerceklesen bir reaksiyonla en reaktif radikal olan
hidroksil radikalini olusturmaktadir (56).

Hidroksil radikali (OH’): Hiicrede olustugu yerden daha uzaga gidemez.
Oldukga reaktif ve toksik bir radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerin
cevresinde oldukca biiylik hasara yol agabilir. Fenton Reaksiyonu ve Haber-Weiss
Reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili
iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusur. Elektronegativitesi ve
bliylik molekiil yapis1 sebebiyle DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi
makromolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olur (2, 57).

Singlet oksijen (0): Radikal degildir. Serbest oksijen radikalleri ile birlikte
olan reaktif oksijen tiirtidiir (2).

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

Endoteliyal, néronal ve indiiklenebilir NOS (iNOS)’dur. NO, siiperoksit
anyon radikali ile hizla reaksiyona girdiginden hiicre koruyucusu olarak
disiiniilebilir (2, 58).

e Nitrik oksit vaskiiler tonusun fizyolojik diizenlenmesi,

e Vaskiiler ge¢irgenligin devamu,

¢ Endotele l6kosit adezyonunun engellenmesi,

e Trombosit agregasyonunun inhibisyonu,

e Immun defansin gii¢lendirilmesi,

e Oksijen kaynakli serbest radikallerin temizlenmesi,

e Diiz kas proliferasyonunun engellenmesi,

e Endotel hiicrelerinin rejenerasyonu gibi bir¢ok olayda etken bir maddedir
(59). Ayrica iskemik dokularda siiperoksit dismutaz aktivitesini etkileyerek

hidrojen peroksit birikimini azaltir (60).
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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 (61, 62).

Mikrodolasim, en u¢ kan dolasimi sistemidir. Arteriol, veniil, arteryel ve
vendz kilcallarm boyutu 7-100 um arasinda degisir. Iskeminin ardindan dokuda
reperflizyon saglandiginda uyarilmis 16kositler mikrodolasimda birikerek kollaps ve
tikanikliga neden olurlar. Bu nedenle lokosit-trombosit ve lokosit-endotel hiicre
etkilesimleri ana mekanizma olup, interstisyel sivi birikimi ve endotel bagimli
vazodilatasyonda azalma bu duruma katkida bulunur (63). Bu durum ilk kez 1967

yilinda Majno tarafindan “no reflow” fenomeni olarak tanimlanmistir (64).

1.1.8.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Komplemanin Rolii

Kompleman sistemi bir dizi plazma proteini ve bu proteinlerin hiicre zari
reseptorlerinden olusur. Kompleman komponentlerinin sentez yerleri makrofajlar,
monositler,  hepatositler, bdbregin  glomeriiler ve tiibiiler hiicreleridir.
Proinflamatuvar komponentler (C3a, C5a, C3b ve C5b-9) kompleman sisteminin
aktivasyonu sonucunda olusur. C3a ve C5a, Ilokositleri aktive eden
anafilatoksinlerdir. C5a ayrica, TNF-a, IL-1, IL-6, makrofaj inflamatuvar protein
(MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b ve monosit kemoatraktan protein (MCP)-1 iiretimini
uyararak inflamatuvar yanit1 arttirir (65).

Sitokinler, salgilandig1 hiicrenin embriyolojik kaynagma gore farklilik
gosteren ve hiicreler arasi iletisimi gergeklestiren polipeptid yapida araci
maddelerdir. Sitokinler ¢ok genis bir ailedir. Sitokin terimi ayrica, immunomodiilator
ajanlar olan interlokinler ve interferonlar1 da tanimlamak i¢in kullanilir. Literatiirde;
interlokin-1 (IL1), interlokin-6 (IL6), tromboksan A2 (TXA2) ve tiimor nekroz
faktorii (TNF) niin etkileri, I/R hasar1 i¢in 1yi tanimlanmistir. Bu sitokinler, 16kositler
ve vaskiiler endotel bariyeri arasinda sinyal gorevi iistlenerek l6kositlerin selektif

adezyon ve migrasyonunu saglamaktadir (66).
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1.1.8.4. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Endotel Hiicresinin Rolii

Endotel, kan ile dokular1 birbirinden aywran tek swa dizilmis hiicrelerden
olusan bir bariyerdir. Damar fonksiyonlarinin devam etmesinde rol alir. Kan ve
dokular arasinda madde alis verisini segici gecirgen 6zelligi sayesinde saglar (67).
Endotel hiicreleri SOR iiretim kaynagi olup aym1 zamanda SOR i¢in hedef
konumundadir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)

ve NO’nun ana kaynagidir (68).

1.1.9. Damar Cerrahisinde Iskemi Reperfiizyon

Iskemi/reperfiizyon sendromunda iki 6nemli komponent vardir. Bunlar: lokal
doku hasar1 ve uzak organ hasaridir (2).

Alt ektremite iskemi reperflizyon hasarinin gelismesinde iskelet kasi, iskemik
hasara kars1 en duyarli dokulardan biri olmasi ve biiyiik kiitleye sahip olmasi
nedeniyle 6nemli rol oynar. Prognoz, reperflizyon hasarinda kas hasar1 miktariyla
ters orantihidir (27).

Iskemiye karsi doku toleransi, dokunun yapist ve kollateral akimla yakin
iliskili olmakla birlikte, sicaklik ve doku kiitlesi de dénemli faktdrlerdir. iskemik
dokuda reperflizyon ile birlikte baslayan inflamatuvar cevap neticesinde lokal doku
hasar1 artmaktadir. Olii hiicrelerden inflamatuvar cevap olusumunda salinan histamin
benzeri maddeler, asit fosfataz, laktat, lizozimler, inorganik fosfatlar, miyoglobin,
potasyum, niikleotitler, aminoasitler, aspartat aminotransferaz, laktat dehidrogenaz,
proteolitik enzimler, kreatin fosfokinaz, piirin bazlar1 gibi tirlinlerin 6nemli gorevleri
vardir (2).

Oli  hiicrelerden salman yikim iiriinleri neticesinde  pihtilasma
mekanizmalarinim aktiflesmesi ile mikrovaskiiler hasar ve mikrovaskiiler trombozis
olusarak kas hasarinin daha da artmasiyla sonuglanir. Boylece kapiller kacak ve
interstisyel basingta artma gozlenir.

Eger interstisyel alandaki basinglar mikrodolagim basincina yaklasir veya
asarsa kan akiminin engellenmesine neden olur (2).

Pihtilagsma neticesinde olusan inflamatuvar mediatérler doku hasarinin

artmasmda 6nemli sebeplerden biridir. Bu sebeple yiiksek doz heparinin permeabilite
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degisikliklerini ve iskemik demarkasyon seviyesini azaltabilecegi ayni zamanda
kollateral akim1 diizeltebilecegi yapilan bazi ¢alismalarda gosterilmistir (2, 69).
Yikim iriinleri ve prokoagiilanlar dokunun reperfiizyonu sonucu sistemik
dolasima gecer ve sistemik koagiilasyon olusturabilirler. Faktor XII'nin uyarilmasi
ve histamin, bradikinin, kompleman, tromboksan gibi inflamatuvar mediatorler ile

pihtilagma baglatilabilir (2).
1.1.10. Serbest Radikallere Kars1 Savunma Sistemleri (Antioksidanlar)

1.1.10.1. Antioksidan Mekanizmalar

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirmek amaciyla gelistirilmis
savunma sistemleridir (43). Etkilerini lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak,
hidroksil radikallerini temizleyip lipid peroksidasyonunun baslamasmni Onleyerek
yapabilmektedir. En belirgin 6zellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az
konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe

etmeleridir (44).

1.1.10.2. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (70):

Bircok faktore gore antioksidanlari smiflandirmak miimkiin olup 4 baslik

altinda toplanmaktadir. Bunlar;

1- Yapisal 6zelliklerine gore (enzimatik, enzimatik olmayan),

2- Coziinirliklerine gore (suda ¢oziinenler, yagda ¢oziinenler),

3- Kaynaklarma gore (endojen, ekzojen) ve

4- Insan viicudundaki yerlesimlerine gére (intraseliiler, ekstraseliiler)

smiflara ayrilirlar.
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Tablo 2. Yapisal olarak antioksidanlarin smiflandirilmasi

Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH)
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C)
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) B-Karoten
Glutatyon S-transferaz (GST) Flavonoidler
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Urat
Biliriibin
Albiimin
Seruloplazmin
Transferrin
Ferritin
Laktoferrin
Melatonin
Sistein

1.1.10. 2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak
H,0, ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar. Organizmada serbest radikali
substrat olarak kullanan tek enzim SOD’dur. Insanlarda SOD’un Cu-Zn ve Mn
kapsayan iki izoenzimi bulunmaktadir. Mn igeren tipi mitokondride, Cu ve Zn igeren

tipi ise sitozolde yerlesim gosterir (71-73).

Katalaz: Hidrojen peroksitten su ve oksijen olusumunu katalizleyen
membrana bagl bir peroksizom enzimidir (2, 74).

Glutatyon peroksidaz: Sitozol ve mitokondride SOD tarafindan olusturulan
H,0;’yi ortadan kaldiran baslica enzimdir. Yapisinda eser element olan selenyum
bulunur. Indirgenmis glutatyonun varhgmda H,O,’nin  peroksidasyonunu
katalizleyerek H,O ve okside glutatyon olusumuna yol agar (75).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri peroksitlerin giivenli bir sekilde
ortadan kaldirilmalarin1 saglar. Bunlar esas olarak peroksizomlarda lokalizedir ve
etkilerini hidrojen peroksit lizerinden yaparlar (2).

Glutatyon (GSH): Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptiddir.
Ozellikle karacigerde olmak iizere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeyde bulunur. Hiicre
icinin en 6nemli antioksidan molekiilii GSH olup serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara karsi korur. Bazi enzimlerin substrati

veya kofaktorii olarak da gorev yapmaktadwr. GSH-Px, GSH-R ve GST gibi
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enzimlerin fonksiyonu i¢in gereklidir. Ayrica pek cok proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu hiicrenin protein yapisindaki siilthidril (-SH) gruplarini indirgenmis
halde tutarak engeller. GSH amino asitlerin membrandan transportunda da gorev alir

(71-73).

1.1.10.2. 2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (2).

Dogal engelleyici antioksidanlar: Albumin, Laktoferrin (demir iyonlarini

baglayan), Seruloplazmin (bakir iyonlarini baglayan)

- Desferroksamin (demir selatorii)

- Metoprolol (beta bloker ve lipid peroksidasyonu azalttip, indirgenmis
glutatyon konsantrasyonunu arttirici)

- Karvedilol (serbest radikal temizleyici 6zelligi ve oksidatif stresi azaltic1)

- Amiodaron (antiaritmik ilag)

1.1.10.2.3. Siipiiriicii Antioksidanlar

Dogal siipiiriicii antioksidanlar: Urik asit, askorbik asit, beta karoten,
bilirlibin, tiyoller, tokoferol, ubikinol ve flavonoidler bu grupta yer almaktadir.

Farmakolojik siiptiriicli antioksidanlar: Salisilatlar, mannitol, dimetilsiilfoksit
ve dimetiltiyotire, ksantin oksidaz enzimini inhibe eden allopiirinol ve oksipiirinol

ornektir (74).

1.1.11. Malondialdehit (MDA)

Non-enzimatik oksidatif lipid peroksitlerinin, membran poliansatiire yag
asitlerinin oksidasyonu sonucunda meydana gelip parcalanmasi sonucu olusan toksik
etkili son {irtindiir (76). Lipit peroksidasyonun en dnemli gostergesi MDA dir (77,
78). MDA’nmn asil kaynagmi ikiden fazla c¢ift bag iceren yag asitlerinin
otooksidasyonu veya eikozanoid olusumuyla serbestlesen siklik endoperoksitler
olusturmaktadir. Oksidatif hasarin seviyesini gostermede kullanilir. MDA,
Deoksiriboniikleik asit (DNA)’nin nitrojen bazlar1 ile tepkimeye girebilir ve
mutajenik, genotoksik, karsinojeniktir. MDA miktarinin tayini, lipid peroksit
diizeylerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir (79).

MDA hiicresel diizeyde metabolize edilir. Karaciger aldehid dehidrogenazi

tarafindan enzimatik yikima ugrayan MDA, CO2’e metabolize olarak veya
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mitokondriyal yolla yikilabilmektedir. Idrarda asit ile hidrolize edilebilen formda
kiigiik miktarlarda atilir. MDA’nin eritrosit membraninin aminofosfolipid
organizasyonunu bozup hiicre hasarinda ve yaslanma pigmenti olan lipofuksinlerin
olusumunda etkili oldugu gosterilmistir (80).

Malondialdehitin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile tepkimesi, biyolojik drneklerde
serbest radikal aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde kullanilan
en kolay ve yaygin yontemdir (81). Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi ig¢in
kullanilan ve spesifik olmayan bir yontem olmasina ragmen TBA tepkimesi, MDA
iiretiminin iyi bir gostergedir. Ayrica, TBA testinin kaynatma asamasinda daha once
olugsmus olan lipid hidroperoksitlerinin yikilimi sonucunda artefakt bir MDA iiretimi
olmaktadir. Okside lipidlerde bulunan 2,4-alkadienler ve 2-alkenaller de TBA ile
pozitif sonu¢ vermektedir. Yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC), serbest

MDA 6lglimiinde en giivenilir yontemdir.

Dokularda lipid peroksidasyon olusumu ve buna bagl olarak MDA artisi,
hiicrede membran biitiinliigiiniin yok olmasina, permabilitenin artmasina, hiicrelere
kalsiyum ve sodyum gibi elektrolit gecislerinin hizlanmasi sonucu ATP kaybina,
DNA hasarma ve hiicre Oliimleri ile sonuglanan fizyolojik, metabolik ve islevsel

bozukluklara yol agabilmektedir (79).

1.2. Hiicre Zarimin Yapisi ve Biyofiziksel Ozellikleri

Hiicrenin etrafin1 sararak, onu i¢inde bulundugu ortamdan ayiran ve ona sekil
kazandiran segici gecirgenlik 0Ozelligi gosteren yap1 ‘hiicre zarr’ olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre zar1 enzim ve organeller sayesinde canliliklarimi devam
ettirmekte olup elastik, ince, kivrilabilir bir yapida ve 7.5-10 nanometre kalinliginda
olup lipit ve proteinlerden olusmustur. Hiicre zarinin bilesenleri yaklasik olarak % 55

protein, % 25 fosfolipit, % 13 kolesterol, % 4 diger lipitler ve % 3 karbonhitrattir
(19).

1.2.1. Hiicre Zan Kanallan

Hiicre ici ile hiicreler arasi sivi madde akisini saglayan protein yapisindaki
yapilara hiicre zar1 kanallar1 ad1 verilmektedir. Bu protein yapilar membranda cesitli

molekiiller i¢in transport noktalari olusturmasindan 6tiirii hiicre zarmin devamliligimi
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bozmaktadir. Hiicre zar1 kanallar1 tasiyict ve kanal proteinleri olmak {izere ikiye

ayrilmaktadir (82).

A)- Tasiyicn Proteinler: Hiicre zar1 kanallarimin biiylik bir bolimiini
olusturmaktadir. Gegecek olan molekiil, protein yapiyla etkilestikten sonra meydana

gelen bosluk veya bigim degisikligi, maddelerin transportunu gergeklestirmektedir.

B)- Kanal Proteinler: Iyon molekiillerinin tasinmasinda uygun olan kanal
proteinlerinden bir kismi su molekiillerinin transport igin spesifik kanallar
icermektedirler. Iyon ve molekiillerin tiiriine gdre kanal proteinleri veya tasiyici

proteinler secicilik gostermektedirler (83).

Kanal proteinlerinin aktiflesmesine sebep olan mekanizmalara goére (ligand
duyarl, voltaj duyarh gibi) ve gecirgen olduklar1 iyon molekiillerine gore (kalsiyum

kanali, potasyum kanali gibi) siniflandirmasi yapilmaktadir (84).

1.2.2. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanah ve Ailesi

Transient reseptor potansiyel proteini ilk kez uzun siireli aydinlatmaya maruz
birakilan ve dolayisiyla gérme bozuklugunun olustugu Drosophila melanogaster tiirii
sirke sineklerinin mutant tipinde kesfedilmistir (85). Transient reseptor potansiyel
(TRP) proteinleri katyon kanallarinin biiylik bir siiper ailesini temsil eder. TRP
kanallary, sodyum (Na"), kalsiyum (Ca™®) ve magnezyum (Mg'?)‘a gecirgen, secici
olmayan katyon kanallaridir (86). TRP katyon kanallarinin diger iyon kanallarina
gore aktivasyon mekanizmalar1 ve segiciligi daha fazladir (87).

Transient reseptdr potansiyel proteinleri spesifik baglanmalarin meydana
gelmesiyle homotetromer ya da heterotetromer sekillerin olustugu fonksiyonel
kanallardir (88). Voltaj kapili potasyum kanallar1 ile TRP kanallar1 birbirine
benzemekte olup basit yapilidirlar.

Kanal a¢ikliginin 5. ve 6. segmentleri arasinda bir iletken iyon g¢evresinde

homotetromik veya heterotetromik diizenlenmeler gerceklestirirler (89).
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Sekil 2. TRP Reseptor alt-linitesinin molekiiler modeli (90).

Transient reseptOr potansiyel kanallar1 az miktarda sekans benzerligi gésteren
Na" ve Ca™ konsantrasyonlar1 ile voltaj kanallarmmn diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (91). TRP kanallarmnin yapisi voltaj kapili kanallara benzer (87).

Ayrica TRP kanallar1 dokunma, koku, tat ve isitme duyusu dahil olmak {izere
pek cok mekanizmada etkili olup stres ve sicaklik kanalin mekanizmasini
etkilemektedir (92).

Transient reseptor potansiyel kanallarmin yapisindaki proteinlerin aminoasit
dizilimlerine gore 29 {yeye, homolog olmasma gore ise 7 alt aileye
siniflandirilmistir. TRPA (Transient Reseptor Potansiyel Ankirin), TRPC (Transient
Reseptor Potansiyel Kanonik), TRPML (Transient Reseptor Potansiyel Mucolipin),
TRPM (Transient Reseptdr Potansiyel Melastatin), TRPN veya diger adiyla
NOMPC (Non Mekano Reseptor Potansiyel-C), TRPP (Transient Reseptor
Potansiyel Polisistin) ve TRPV (Transient Reseptdr Potansiyel Vanilloid) olarak
bilinmektedir.

Transient reseptor potansiyel ankirin-1 alt aileden, TRPC 7 alt aileden,
TRPML 3 alt aileden, TRPM 8 alt aileden, TRPN 6 alt aileden, TRPP 3 alt aileden ve
TRPV 6 alt aileden olugmaktadir (89).
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Sekil 3. TRP ailesi (93).
Memelilerde TRPN haricinde diger tiim alt aileler bulunabilmektedir. Alt1
tane transmebran proteini ile karakterize TRP kanallarindan gegisler 5 ve 6.

segmentler arasinda meydana gelen porlarla olur (86).

1.2.3. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM)

Memelilerde TRPM alt ailesinin ilk adlandirilmasi timoér supressor
proteinlerde bulunmasiyla baslamis olup 4 homolog cift halinde ayrilmiglardir.
TRPM1/TRPM3, TRPM2/TRPMS, TRPM4/TRPMS5 ve TRPM6 /TRPM7 (94).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin ailesinin biitiin iiyeleri transmebran
bolgesi, N-terminal bolgesi ve C- terminalinden olusup, biitiin TRPM alt iiyelerinde
N-terminal bolgesi es spesifik 6zellik gostermektedir (89).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin-1 kanali haricinde diger kanallarin
mekanizmasi ve aktivasyonu tam alarak aydmlatilamamis olmakla birlikte Adenozin
difosforiboz (ADPR) pirofosfataz ile uyarilabilen ve fonksiyonel NUDT9-H (TRPM
iizerinde bulunan enzimatik bolge) homoloji alani igeren TRPM2 kanali Ca'
iyonuna ¢ok gegirgendir. Fakat TRPM4/TRPM5, TRPM6/TRPM7 Ca™* iyonuna
gegirgenlikleri degisik olup TRPM4/TRPM5 hem 1siya hemde Ca™ iyonuna
duyarhdir (74). Yar1 yariya benzer homolojik yap1 6zelligini gosteren TRPM4 ve
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TRPMS daha ¢ok bagirsaklarda, kalpte ve damar endotelinde sik olarak tespit
edilmistir (95).

TRPM1 —— TRPM3

TRPM4 —— TRPM5
TRPM

TRPM6 —— TRPMY7

TRPM2 —— TRPMS

Sekil 4. TRPM kanallar1 alt grup ve liyeleri

Tablo 3. Farkli kardiyovaskiiler hiicrelerde TRPM kanallarimin varligi

KANAL HUCRELER

TRPM2 Kalp kasi, pulmoner arter ve aort diiz kas1

TRPM4 Kardiyomiyosit, atrial ve ventrikiiler miyokard, beyin arter
hiicreleri

TRPM6 Beyin arteri

TRPM7 Damar diiz kas hiicreleri, kalp hiicre membranlari, miyokard

1. 2.3.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin2 (TRPM2)

Transient reseptor potansiyel melastatin 2, Ca™ iyonuna gegirgen ¢ok islevli
katyon kanalidir. Onceden Long transient receptor potential channel 2 (LTRPC2)
veya Transient Reseptor Potansiyel Katyon Kanali 7 (TRPC7) olarak bilinmektedir.
Insanda TRPM2 kanalinm kromozomdaki gen konumu 21g.22.3 olup 90 kilo baz
(KB) ciftleri ve 32 eksondan olusmaktadir.

Insan TRPM2 kanal proteininin molekiiler kiitle agirhd: yaklasik 170 k Da
olup bilesiminde 1503 tane farelerde ise 1507 tane aminoasit bulunmaktadir.
TRPM2, 6 tane transmebran segmenti (S1-S6) icerir. Hiicre icinde N ve C terminal
uglart ile 5. ve 6. segmentler arasinda bulunan agikliktan iyon gegisleri olmaktadir.

Kanalin N ve C olmak tizere iki ucu bulunmaktadir. C ucu “nudix domain” olarak da
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adlandirilmaktadir. C ucunda ADPR pirofosfataz enzimi bulunmakta olup bu enzim,
ADPR (Adenin difosforiboz)’dan AMP (Adenozin monofasfat) ve Riboz 5-fosfat
olusumunu katalizlemektedir. N terminalinde calmodulini (CAM) baglamak i¢in
yaklagik 700 adet aminoasit vardir (97).

C terminal bolgesinde ise NUDT9 homoloji alan1 oldugu bildirilmistir. C ve
N uglar1 dahil olmak iizere bu ucglar arasinda kalan transmembran alan TRPM2
kanalmi 3 temel bdlgeden olusturmaktadir. TRPM2 kanalinin agilip kapanma
aktivitelerinde kanalin C ucunda bulunan Nudix bolgesi ¢ok 6nemli rol oynamaktadir

(97).

Gézenek  ——— 2+
Ekstraseliiler — C a

intraseliiler J
Ca”e=

Ribhoz-5 AMP

T J VR

Sekil 5. TRPM2 Kanalimin molekiiler yapis1 (98).

ADPR pirofosfataz hem, ADPR’dan AMP hem de Riboz 5-fosfat olusumunu
katalizlemekte olup Nudix bdlgesinde bulunan NUDT9-H aktivasyonunu
etkilemektedir. Bu olayin kanal hareketinde 6nemli bir etken oldugu bildirilmistir
(99).

Oksidatif stresin hidrojen peroksit ya da tiimor nekrozis faktor a (TNFa)’nin
TRPM2 kanallarinda Ca™ akismi uyardigr birgok ¢aligmada belirtilmistir.
TRPM2’nin farkli aktivasyon ozelliklerine sahip ii¢ fizyolojik varyant1 tespit
edilmistir; bunlar TRPM2-AN, TRPM2-AC, TRPM2-S’dir. TRP kanallarinin
cogunda oldugu gibi Ca™ affiniteleri oldukca yiiksektir. TRPM2 calmodulin veya
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direkt olarak Ca™ iyonunun baglanmas: ADPR ile TRPM2 arasindaki kombinasyonu
giiclii bir sekilde diizenlemektedir (100).

Non-spesifik bazi farmokolojik ajanlarn TRPM2 kanal aktivasyonunu
engelledikleri yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir. Ornegin flufenomik asit (FFA)
gibi fenometler basta olmak {izere anti fungal ajanlar, klotrimazol ve ekonazol,
antranilik asit bunlardan bazilar1 olup, non-steroid anti inflamatuar ajanlar merkezi
sinir sisteminde iyon akigini inhibe edebilmektedir. FFA’nin, TRPM2 aktivasyon
bolgesine baglanmasi kisa stireli de olsa geri doniisiimsiiz bir reaksiyon olusturmakta
ve kanal1 inhibe etmektedir (101).

Adenozin difosforiboz veya bilesenleri, TRPM2 metabolik bdlgesinin
uyarilmasma neden olduklarndan dolayr TRPM2 hiicre Sliimiinde 6nemli gorev
oynamaktadir. Bu nedenle apoptozisde etkili olan kaspazin aktivitesi i¢in kalsiyum
sinyali gerekmektedir (102). Bir¢cok hiicre i¢i ve hiicre dis1 molekiiller sinir doku
hasarma ve apoptozuna katilabilirken, oksidatif stres iiriinlerinin birikimi, ROS’un
fazla tliretimi, hiicre hasar1 ve 6liimii i¢in potansiyel bir faktor olarak goriinmektedir
(103). TRPM2 oksidatif stres tarafindan aktive edilebildigi i¢in, son zamanlarda
miyokardiyal enfarktiis, diabet, inflamasyon ve ndrodejeneratif hastaliklar da dahil
olmak tizere, oksidatif strese bagli hastaliklara karsi potansiyel bir hedef olarak
ortaya ¢cikmistir (104). Hidrojen peroksitin TRPM2 aktivasyonuna neden olmasi
hiicre iginde Ca™* iyonu artisina neden olur. Hidrojen peroksit ile uyarilan ve TRPM2
kanali iizerinde meydana gelen oksidatif strese bagh olarak ADPR olusumunun

tetiklendigi goriilmistiir (105).
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Sekil 6. TRPM2 kanal aktivasyonu (106).

Transient reseptdr potansiyel melastatin-2 kanallarinda meydana gelen oksidatif stresle ve
bunun neticesi olan NAD" dan ii¢ farkli yolla olusan ADPR ile aktive olma mekanizmalarini
gostermektedir. Hiicrede lipit peroksidasyonu sonucu NAD" dan ii¢ farkli yolla ADPR iiretilir: Birinci
yol: NAD" poli ADPR polimeraz (PARP) aktivasyonu yoluyla poli-ADPR olusur. Poli-ADPR ise
poli-ADPR glikohidrolaz (PARG) enzimi araciligiyla ADPR’a déniisiir. Ikinci yol: NAD" CD38
reseptoriinde bulunan NADase enzimi aracihgiyla, Ugiincii yol: NAD" dan siklik ADPR (cADPR)
olusur ve cADPR hidrolaz enzimi araciligiyla da ADPR olusur. TRPM2 katyon kanallarinim C ucunun
Nudix alaninda (NUDT9) bulunan ADPR pirofosfataz enzimi araciligiyla, ADPR, riboz-5 fosfat ve
AMP’ye ayrisip TRPM2 kanallarinin agilmasina neden olur (106).

1.3. Apoptozis

Apoptozis; hiicrenin kendisini 6ldlirmesi baska hiicrelere zarar vermeden
genetik kontrol esliginde yipranmis veya biyolojik dmrii tamamlanmis hiicrelerde
biyokimyasal ve morfolojik degisimlere bagli olarak gerceklesen hiicre olimiidiir.
Fizyolojik olarak hiicre oliimlerinin bilinmesine ragmen ilk olarak 1972 yilinda
Kerry ve ark. (107) 6len hiicrelerde meydana gelen spesifik degisimleri belirleyip bu
olaya apoptozis admi vermislerdir. Apoptoz canli organizmada homeostazinin

korunmasi i¢in gerekli bir olaydir.
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Apoptozis, genetik materyaller ile diizenlenen programli protein sentezi ve
dolayisiyla enerji gerektiren reaksiyonlar zinciridir. Basit yapida ve tek hiicreli
Caenorhabditis elegans nematodu ile yapilan apoptozis ¢alismalarinda Brenner ve
arkadaslar1  “programlanmig hiicre Olimii ve organ gelisiminin genetik olarak
diizenlenmesi” konusuyla 2002 yilinda Nobel o6dili kazanmislardir. Bu
nematodlarda 3 gen; ced-3, ced-4 ve ced-9 apoptozu kontrol mekanizmasini
olusturmaktadir. Nematodlarda ced-3 ve ced-4 genlerininin mutasyonla inaktive
edilmesi sonucu apoptozun meydana gelmedigi ve normalde Glmesi gereken
hiicrelerin yasamaya devam ettigi gorilmiistiir.

Bu nedenle ced-3 ve ced-4’lin apoptozu uyaran 6liim genleri olup, ced-9’un
ise apoptozu inhibe edip 6liime karsi koruyan gen oldugu belirlenmistir. Bu genlerin
insan genomundaki karsiliklar1 ced-3 i¢in kaspazlar, ced-4 i¢in Apoptotik Proteaz
Aktive Faktor 1 (APAF-1) ve ced-9 i¢in Bcl-2 oldugu ifade edilmektedir (108).

Nekroz, bir hiicrede kimyasal ve fiziksel hasarlarla meydana gelen ve hiicrede
Olime sebebiyet veren patolojik bir olaydir (109). Nekroz birgok hiicrede veya
dokunun bir boliimiinde goriiliirken apoptozis tek bir hiicrede gerceklesir. Apoptozis
ve nekroz birbirinden tamamen bagimsiz iki olay olup nekrozda hiicre mebraninin
yapis1 bozularak hiicre deplazmolize olur ve lizize ugrar. Apoptoziste ise hiicre
Olimleri DNA’nin yapisinda meydana gelen dejenerasyonlar sonucu gerceklesir
(110, 111). Apoptozis, hiicrelerin genetik kodlarinda var olan g¢esitli sinyal
molekiilleriyle, oksidatif stresle ve patofizyolojik olaylarla aktive olabilmektedir.
Ancak apoptozisle ile ilgili mekanizma glinlimiizde halen tam olarak
bilinmemektedir (112). Hiicre i¢i elekron dengesinin bozulmasi, oksidatif stres,
mitokondrial defektler ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi apoptoz olusumunu
tetikleyebilmektedir (113). Ayrica apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar genel
olarak: biliylime faktorleri, onkojenler, tiimor siipresor genler olmak {izere ii¢ ana
grupta toplanabilir (114). Apoptotik cisimler apoptozisde c¢ok Onemli rol
oynamaktadirlar.

Apoptozise giden hiicrelerin kromatin ve sitoplazma yogunlagmasinin
ardindan hiicreler kiigiilir ve zamanla kiiciik cisimcikler meydana gelir. Bu yapilar
apoptotik cisimcikler olup Tlizerlerinde olusan yeni reseptorler c¢evre hiicreleri

uyararak fagositozu gergeklestirirler (115, 116). Apoptotik cisimlerin bazilarinda
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bazofilik niikleer materyal varken bazilarinda yoktur. Kromatin kiimeleri hilal

seklindedir. Sitoplazmalar1 oval ve kitleler halindedir. Histolojik agidan bu 6zellikleri

apoptotik cisimcikler i¢in karakteristiktir (117).

NORMAL

NEKROZ APOPTOZIS

Sekil 7. Koagulasyon nekrozunda (solda) ve apoptoziste (sagda) goriilen ultrast-

riiktiirel degisiklikler dizisi (118).

Apoptozisde baslangic degisikligi

niikleer kromatin yogunlagmasi ve

parcalanmasindan ibarettir. Bunu sitoplazmik tomurcuklanma ve apoptotik cisimler

olarak ayrilan yapilarin fagositozu izler. Koagulasyon nekrozunun belirtileri kromatin

kiimelesmesi, organellerin sismesi ve son olarak membran hasarini kapsar (118).

Tablo 4. Koagulasyon Nekrozu ve Apoptozisin Basitlestirilmis Ozellikleri (119)

Koagiilasyon Nekrozu

Apoptozis

Stimuluslar Hipoksi, toksinler
Histolojik goriiniim Hiicresel sisme

Koagiilasyon

nekrozu

Organellerin pargalanmasi
DNA yikimi Rastgele, diffiiz
Mekanizmalar ATP azalmasi

Membran zedelenmesi
Serbest radikal hasari

Doku reaksiyonu [ltihap

Fizyolojik ve patolojik
Tek hiicreler

Kromatin

yogunlasmasi
Apoptotik cisimler

Niikleozomlar arasi
Gen aktivasyonu
Endontikleazlar
Proteazlar

[ltihap yok, Apoptotik cisimlerin
fagositozu
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1.3.1. Apoptozun genetik diizenlenmesi

DNA tek veya cift iplik pargalar1 ve niikleotid azligi, DNA-bagh
transkripsiyon faktor p53 ile baslayan bir dizi olay1 aktive eder ve hiicre apoptotik

yola girer.

1. P53’iin gorevi: Bir timor baskilayict gen olarak islev géren p53’iin
mutasyona ugradigi ya da olmadigi durumlarda hiicrenin émrii uzar. Insanda
apoptoz, p53 ile baslayip, kaspazlara kadar devam eden bir siirectir. Genotoksik
hadiselerle olusan hiicre hasari, bir transkripsiyon diizenleyici gen olan p53°ii aktive
eder. P53 DNA’ya dogrudan baglanarak hasari tanidiktan sonra ya G1 siklusunda
hiicre siklusunun durmasini uyararak tamir i¢cin gerekli zamani elde eder ya da hasar
fazlaysa apoptoza yonlendirir (120).

2. Bcl-2/Bax: Apoptozun diizenlenmesi Bcl-2/Bax gen ailesi ile olmaktadir
(107, 120). Bu ailenin 20 iiyesi tanimlanmistir (121); bunlardan Bcl-2, Bcel-xL, Bcel-
w, Boo, Mcl-1 apoptoz inhibitorleridir (antiapoptotik). Bazilar1 ise apoptozu
uyararak proapoptotik genler olarak tanimlanir (122). Ornegin; Bcl-2 nin oranmin
daha yiiksek olmasi hiicrenin hayatini siirdiirmesini saglarken, Bax’in daha fazla
olmas1 durumunda hiicre 6liime gitmektedir (123).

Bcl-2, bir proto-onkogendir ve iirettigi protein, mitokondrinin sitoplazmaya
bakan dis zar1 iizerinde ve endoplazmik retikulumun ¢ekirdek zarinda yerlesmistir
(124). Bu proteinler, zarin parcalanmasina kars1 koruyucu etki yapip, iyon alig-
verigini diizenlerler. Bcl-xL’in mitokondriyal hasar1 engelleyerek mitokondiriyi
korudugu sOylenmektedir. Bu sayede apoptoz Onlenmis olmaktadir (122). Bcl-2
ailesinin bir 6zelligi de pro-oksidan gibi davranarak reaktif oksijen seviyesinin
apoptoz lizerindeki etkilerini kontrol etmesidir (125).

Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. Apoptotik uyar: ile Bax proteinleri,
mitokondri zarma dogru yonelerek permeabilite gecis poruna baglanirlar. Bu
baglanma, secici iyon gecirgenligini azaltabilmektedir. Zardaki bu etkilesimler
nedeniyle Apoptozis Inducing Factor (AIF) ve sitokrom ¢ gibi mitokondri zar1 i¢inde
yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AIF, direkt olarak c¢ekirdege dogru
yonelirken, sitoplazmada bulunan sitokrom c apoptozisin en son evresinde gorev alir.
Sitoplazma proteini Apoptotik Proteaz Aktive Faktér -1 (APAF-1)’in uyaricisi
Sitokrom-c’dir (120). Sitokrom-c‘nin APAF-1’e baglanmasi1 prokaspaz-9’u aktive
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eder ve olusan bu bilesik “apoptosom” olarak adlandirilir (126). Prokaspaz-9’un
uyarilmasiyla, bir seri kaspaz uyarilmaya baglar (120). APAF-1 ayni1 zamanda
ATP’ye de baglanmaktadir. Bu hadise apoptozun ni¢in enerji gereksinimi duydugunu
izah etmektedir (126).

3. Kaspazlar: Apoptoz mekanizmasinda {li¢ temel grup rol alir (125,126).

Bunlar:

1- Oliim reseptorleri

2- Adaptor proteinler ve

3- Proteolitik enzimlerdir (kaspazlar)

Oliim reseptorleri; Tumour Necrosis Factor (TNF) reseptor gen ailesine
aittir. Bu reseptor adaptdr proteinlere baglanirlar (125). Bilinen alt1 tane 6lim
reseptorii, CD95 (APO-1/Fas), TNF Related Apoptozis Inducing Ligand (TRAIL)
R1, TRAILR2, TNF-R1, Oliim reseptorii 3 (DR3) ve Oliim reseptdrii 6 (DR6) vardir
(127).

Adaptor proteinler, reseptorle gelen uyari sonucunda kaspazlara baglanip
onlar1 uyarirlar. Bu reseptorlerin en ¢ok taninanlar1 TNF reseptorii 1 (TNFR1) ve tip
1 glikolize transmembran reseptorii (Fas) olup karacigerde bol miktarda bulunur.
Fas’1n etkisiyle kaspaz serisi aktive olur ve kaspazla uyarilan Dnaz caspase activated
Dnase (CAD) araciligi ile DNA’nmn yikimina neden olur (120). Kaspazlarin aktif
merkezinde sistein yer alir ve sitoplazmada inaktif prokiirsorler olarak
bulunmaktadirlar. Diger ad1 ise interleukine converting enzyme (ICE) proteazlar olup
sitoplazmik proteinlerin yikiminda gorev almaktadir. Niikleazlarin uyarilmasiyla
DNA fragmentasyonu ve RNA degradasyonu ger¢eklesmektedir (128). Sitokrom-c’
nin sitoplazma i¢ine salinmasi ile apoptozisin son evresinden sorumlu olan kaspazlar
aktive olur. Inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanimlanan ICE,
prokaspaz-1 olarak adlandirilmistir (129, 130). Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde
diger prokaspazlar1 aktive ederler. Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar
(kaspaz 1,4,5,13), proteolizisin baslaticilar1 (kaspaz 2,8-10) ya da uygulayicilari
(kaspaz 3,6,7) olarak gruplandirilirlar (122, 125). Baslatict kaspazlar, adaptor
proteinlere baglanip Oliime yonlendirirler ama olimii gergeklestirmezler. Bunu
yapacak olan kaspazlar1 aktiflestirirler. Oliimii gergeklestiren uygulayict (effektdr)
kaspazlardir. Uygulayic1 kaspazlar, baslatici kaspazlarin akisini uyarirlar (122).
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Apoptoz  mekanizmasmim merkezi bileseni kaspazlardir (131). Kaspaz
inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari inhibe ederek apoptozu engelledigi
gosterilmis olup kaspaz aktivasyonu hiicreye 0zgiidiir (122). Ayrica Inhibitors of
Apoptozis (IAP) ailesinin kaspazlardan ayr1 olarak, transkripsiyon faktorlerin
modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak apoptozu inhibe ettigi
bilinmektedir. Bu inhibitdrler malign hiicrelerde asir1 olarak goézlenir (122).
Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bolgelerden keser. Bu nedenle c-
asp-ases olarak bilinirler. Bu nedenle kaspazlarin smirli proteolizisi sebebiyle,

hiicrede lizis sekillenmeyip apoptotik cisimcikler olusur (112, 120).
1.3.2. Apoptozun Sitotoksik Diizenlenmesi

1.3.2.1. Fas - Fas Ligandi veya CD95 Yolu

Fas (CD95), TNF ailesinin bir {iyesi olup hiicre ylizey reseptoriidiir.
Apoptotik belirtinin uyaricis1 olan Fas, bir¢ok hiicre tipinde sergilenir. Fas ligand1
(Fas L), TNF ailesinin bir iiyesidir. Ozellikle Naturel Killer (NK) hiicreleri ve
sitotoksik T hiicrelerinde bulunur. Apoptozisi uyaran 40kd’luk tip 2 transmembran
proteini (Fas L)’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik islem baslar. Apoptoz
mekanizmasi, hiicre zarinda bulunan 6liim reseptorlerinin uyarilmasiyla alakalidir.
Bu mekanizma, T hiicrelerinin bir immiin tepki sonunda aktive olmasiyla
uzaklastirilmasi, tiimor hiicrelerinin yok edilmesi, viriisle infekte hedef hiicrelerin
yok edilmesi ve bir¢ok patolojik hiicrelerin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar.
TNF'in TNFR-1'e baglanmasiyla da benzer olaylar sekillenir. Fas ve TNFR-1 in
sitoplazmik uzantisi, bir 6liim alan1 Death Domain (DD) igerir. Fas'in sitoplazmik
boliimii Fas Associating Protein with a Death Domain Protein (FADD) ve Receptor
Interacting Protein (RIP) ile etkilesimdedir. Oliim alanlarmi iceren TNFR-1 ile
TNFR Associated Death Domain Protein (TRADD) ve RIP proteinleri, prokaspaz-
8'in aktivasyonu ile apoptozu dogrudan uyarirlar. Aktive olan kaspaz 8 diger

uygulayici kaspazlar1 uyararak aktive eder (120).

1.3.2.2. Granzim veya Perforin Sistemi

Perforinler ve granzimler, sitotoksik T lenfositler (CTL) ve NK hiicrelerinin

sitoplazmik salgi graniilleri i¢cinde bulunan ve patojenle enfekte hiicreler ve timor
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hiicrelerinin yok edilmesinde etkili salgisal apoptotik proteinlerdir. CTL reseptorii
hedef hiicreye baglandiginda, perforinler salgilanir ve salgilanan perforinler hedef
hiicre lizerinde yuvarlak bir delik olusturup, hiicre i¢i kalsiyumda hizla artisa neden
olur. Hiicre i¢cine giren perforin proteini, vezikiilden granzim B'nin saliverilmesini
saglar. Granzim B, CTL reseptor aracilig1 ile bir vezikiil i¢inde agilan delikten hedef
hiicreye girer. Bu andan itibaren granzim B hizli bir sekilde DNA fragmentasyonunu

ve apoptoz ile birlikte prokaspaz uyarilmasini baglatir (120).

1 Reseptor-ligand etkilesimleri
1 « FAS/FAS - ligand
- TNF/TNF - reseptor /

Bilyiime faktérleri /
veya hormonlarin Y.

y/ . azalmasi
7 1
2

Sitotoksik

1 > Regulatorler T hicrelert
Zedelenme 1 lé'g‘l_%s e g:}l(andmr: Baslangig Adaptér

+ Radyasyon kas katlan proteinler

= Toksinler BCL-X. ~ BAD lle infaz

« Serbest Digerleri  Digerleri

radikaller

{1 Intrensek
embriyojik Sonlanma Granzim B
sinyaller 053 kas kati
aktivasyonu 3 | &
DNA ] |
Y
~ §
J

hasan Endonukleaz y \ . J
aktivasyonu Hucre iskeletinin \ o

katabolizmasi

|
. a ‘W Fagositik hiicre

8 ~ reseptorleri icin
v ~N baglar

Apoptotik cisim

Sitoplazmik kabarcik

Sekil 8. Apoptozisteki olaylarin sematik goriintimii (120).

Cesitli intrensek ve ekstrensek tetikleyiciler (1'le isaretli) apoptozis olusturabilir; Bu tetikler
radyasyon veya serbest radikaller (DNA'yr hasarlayan ve TP53 (p53) yollarini aktive eden) gibi
zedeleyici uyaranlari, reseptdr baglanmasini (6rn., FAS ve tiimor nekroz faktor [TNF] reseptorii), veya
sitotoksik T hiicrelerinden granzimlerin salmmasimi kapsar. Bazi stimuluslar (sitotoksik T hiicreleri
gibi) infaz yolunda direkt olarak kaspazlari aktive eder. Digerleri adaptor proteinler yoluyla veya
sitokrom c¢'nin mitokondrial serbestlesmesi yoluyla etki eder. 2 ile isaretlenenler BCL-2 familyasinin
regiilatér proteinleridir, hiicre 6liimiinii ya inhibe eder ya da hizlandirir. 3 ile isaretli olanlar infaz
kaspazlan olup hiicre iskeleti ve niikleer proteinleri pargalayan latent sitoplazmik endoniikleaz ve
proteazlari aktive eder. Bu hiicre iskeletinin yikimi ve niikleer kromatinin endoniikleaz aracili
parcalanmasini igeren hiicre i¢i parcalanma kaskadi ile sonuglanir. Proteinlerin ¢apraz baglanmasiyla
hiicre iskeletinin katabolizmasina katkida bulunan transglutaminaz aktivasyonu gosterilmemistir.
Sonug (4) ¢esitli hiicre i¢i organelleri ve diger sitoplazmik yapilar1 igeren apoptotik cisimlerin
olusumudur; bu cisimler fagositik hiicrelerin baglanmasini ve alinimini saglayan yeni baglara (6rn.
fosfatidilserin) sahiptir (119).
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(1). Azalmig CD95 seviyesi (2). FLICE protein tarafindan 6liimi indiikleyen sinyal kompleksinin
inaktivasyonu (3). Azalmig BCL2 up regiilasyonuna sahip mitokondride sitokrom c¢ azalmasi (4).
TP53 kaybi olan proapoptotik BAX seviyelerinde azalma (5) APAF-1 azalmasi (6) apoptozis inhibitdr
(IAP)’lerinde upregiilasyon.

Sekil 9. CD95 reseptorii ile indiiklenmis ve DNA hasari ile uyarilmis apoptozis

yollar1 ve tiimdr hiicrelerinin 6liimden kagis mekanizmasi (119).

1.3.2.3. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi tespit etmek icin cok cesitli yontemler bulunmus olup apoptozis
terimi 1972 yilinda ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore
karar verilmisti. Fakat giinlimiizde, morfolojik degerlendirmenin yaninda apoptozise
spesifik oldugu bilinen bazi aktivasyonlarm (6rnegin aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler
diizeyde belirlenmesiyle de tespit edilebilmektedir. Apoptozisin belirlenmesinde

kullanilan yontemler soyledir (132).
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Tablo 5. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

1. Morfolojik goriintilleme yontemleri
Hematoksilen Boyama

Giemsa Boyama

2. immiinohistokimyasal yontemler

Anneksin V' Yontemi

TUNEL Yo6ntemi (TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling technique)
M30 Yontemi

Kaspaz—3 Yontemi

3. Biyokimyasal yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi

Western Blotting

Flow Sitometri

Malondialdehit (MDA) Y 6ntemi

4. immunolojik yontemler

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Fluorimetrik Yontem

5. Molekiiler biyoloji yontemleri

Dna Microarray

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Calismasi

1.3.4. immiinohistokimyasal Yontem

1.3.4.1. TUNEL Yontemi (TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling

technique)

TUNEL, Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP-biotin
nick end-labeling kelimelerinin kisaltmasidir. 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaglari
tarafindan bulunan TUNEL yontemi, apoptotik yolakta, DNA kiriklarinin
saptanmasmda yaygm olarak kullanilmaktadir (133). TUNEL yontemiyle spesifik
DNA kirik uglar1 olugsmaktadir. Apoptotik hiicrelerdeki DNA’lar1 hizla parcaladiklar1
icin kromatin agm yapist bozulup 3-OH igeren DNA parcaciklarinin sayisi artar
(133). Terminal deoksiniikleotitil transferaz (TdT) enzimi, par¢alanmis DNA
parcaciklarinin serbest 3-OH uglarina Terminal deoksiniikleotitil transferaz enzimi
biotin-dUTP’yi ekler (134). DNA parcaciklar1 biotin ile isaretlendikten sonra ortama
avidin eklendiginde goriiniir hale gelmektedir. Ancak DNA’in 3-OH kismi biotin,
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digoxigenin ya da florescein gibi niikleotitler vasitasiyla modifiye edilmis enzimatik
etiketler ile belirlenebilmektedir (135).

Asil olarak TUNEL metodu serbest 3-OH uglarinin isaretli ve isaretli
olmayan niikleotitler kullanilarak apoptozis’in belirlenmesi esasmna dayanmaktadir.
TdT wvasitasiyla ortama eklenen niikleotitler DNA’ya baglanir ve niikleotit
trifosfatazlar1 aktive ederler daha sonra ortama eklenen digoksigenin niikleotitlerle
birleserek 24°lii oligomerik bir yapi olustururlar ve peroksidaz 6zellik gdsteren
antidigoksigenin ile baglanirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda peroksidaz antikoru
kromojenik substrat ile etkilesime girerek baglanma meydana gelir ve sonu¢ olarak

Apoptotik cisimlerde 3-OH uglarinin boyanmasi gergeklesir (136).

1.4.Aposinin

Ilging faaliyetlere sahip kiigiik bir molekiil olan aposinin, 4'-hidroksi-3'-
metoksi-asetofenon, ilk olarak 1883 yilinda Schmiedeberg tarafindan tanimlanmig
ve Apocynum cannabinum (Kanada kenevir otu) koklerinden izole edilmistir (137).
Sonrasinda ise, Kanada kenevirotu 6zleri 6dem ve kalp bozukluklarinda resmi ilaglar
olarak kullanilmistir (138) .

OQ\\C _CH;

OCH,
OH

Aposinin

Sekil 10. Aposinin (138)
Ayrica, aposininin 1891 yilinda Otto tarafindan sentezlenmis ve tanimlanmis
olan asetovanillona da benzer oldugu dogrulanmistir (139).
Aposinin, 166.17 g/mol molekiiler agirlikli bir asetofenondur ve sudan
kristallesmesine bagli olarak ince igneler olusturmaktadir. Belirsiz bir vanilya
kokusuna ve 115°C’lik bir erime noktasmna sahiptir. Madde, soguk suda hafif

¢Oziiniir fakat sicak su, alkol, benzen, kloroform ve eterde serbest ¢Oziiniirdiir.
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Aposinin ilk olarak Apocynum Cannabinum’dan kesfedilmis olmasma ragmen,
mevcudiyeti Apocynaceae familyas: ile sinirli degildir. Aslinda, aposininin mevcut
oldugu miktarlar tiirden tiire degisiklik gosterebilmesine ragmen birgok bitki tiiriiniin
ana bilesenidir (140-144).

1971 yilinda, Basu ve arkadaslar1 aposininin Picrorrhiza kurroa Royle ex
Benth koklerinden izole edildigini rapor etmistir (145). Picrorrhiza kurroa, Bati
Himalayalarin yiiksek rakimlarinda yetisen, yillardir yaygin bir sekilde kullanilan ve
Hindistan ve Sri Lanka’da hala kullanilmakta olan kiiclik bircok yillik bitkidir. Ana
uygulama alanlar1 ise, karaciger indiikleyici, kardiyotonik sarilik ve astim tedavisidir
(146). O swralarda Picrorrhiza kurroa etkinligini agiklayabilecek olan belirli bir
aposininin 6zelligi bilinmiyor olmasina ragmen, bu bilesenin bu bitkinin tibbi
potansiyeline katkida bulunan 6nemli bir bilesen oldugu disiintilmekteydi. 1990
yilinda ise, Simons ve arkadaslar1 Picrorrhiza kurroa  koklerini aposininin
farmakolojik  potansiyelini izolasyona tabi tutmusturlar (147, 148). Aposininin,
etkinlestirilmis polimorfoniikleer notrofiller (PMN) tarafindan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretiminin seg¢ici inhibisyonuna dayanan giiglii bir anti-inflamatuar ajan
oldugu kanitlanmistir. PMN’ler ve ROS istila edici mikroorganizmalara kars1 kalitsal
konak¢1 savunmada 6nemli bir rol oynadigindan, aposinin faaliyeti pro/inflamatuar
aracilar olarak noétrofillerin istirak ettigi hastaliklarin tedavisinde biyiik Olgiide

Onemli olabilir.

1.4.1. Aposinin’in etki mekanizmasi

Aposinin, etkinlestirilmis insan nétrofilinde segici bir NADPH oksidaz
faaliyetini ve beraberinde gelen ROS {iretimini onleyicidir (147). Fagositoz ve hiicre
ici Oldiirmeyi etkilemediginden, ilging bir sekilde PMNlerin diger savunma
mekanizmalarmi engellemez (149). Bu nedenle aposinin, NADPH oksidaz faaliyetini
etkilemede oldukca 6nemli ve yaygin sekilde kullanilan bir deneysel ara¢ haline

gelmistir.

1.4.2. Toksisite

Aposininin yan etkileri bilinmemektedir. Aposininin, farelerde oral yolla
almmasmdan sonra olduke¢a diisiik bir toksisiteye (LD50: 9 g/kg) sahiptir (150).

Tavsanlara ti¢ aylik bir siire boyunca aposinin uygulamasi yapildiktan sonra dahi,
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herhangi bir hastalik belirtisi golilmemis ve kontrol edilen diger parametreler de,

tedavi yapilmayan hayvanlarla karsilastirilmistir (151).

1.4.3. Aposinin kinetigi

Gergeklestirilen in vivo deneylerde aposininin kinetikleri hakkinda ¢ok fazla
birsey bilinmemektedir fakat aposininin ilging metabolik unsurlar1 Daly (152) ve
Gjertsen tarafindan tanimlanmistir (153). Ratlara, 120 mg/kg aposininin 1i.p
uygulanmasimni takip eden 20 saatlik bir siire sonra aposininin % 80’inin hayvanlarin
idrarinda degismeden geri kazandirildigini gdstermistirler. Yaklasik % 0.5°1,
paraizomer, asetoizovanillone doniistliriilmiistiir. Ayrica, 3°4’-hidroksi asetofenon da

salgilandig1 gorilmiistiir.

1.4.4. Uyarilmus insan nétrofillerinde NADPH oksidazina bagh bir ROS

iiretimi inhibitorii olarak Aposinin

Stolk ve ark. (96) daha once aposininin NADPH oksidaz kompleksinin
toplanmasin1  engelleyerek PMN’lerdeki ROS iiretimini engelledigini 6ne
sirmiislerdir Buna ragmen, deneylerinde hiicre iskeleti stabilizasyonu (154)
acisindan Onemli ve fagositozis agisindan gerekli (155, 156) olan F-aktin
polimerizasyonunu olumsuz bir sekilde etkileyen sitokalazini kullanmigstirlar. Dahasi,

deneylerinde fagozomlardan ziyade plazma membran pargalarmi da analiz

etmiglerdir (96).

Worm ve ark. (157) aposininin uyarilmis insan notrofillerinde giiclii ve 6zgiil

bir solunum patlamasi inhibitorii oldugu sonucuna varmislardir.

Bu sebeple biz de iskelet kasinda iskemi olusturmak amaci ile infrarenal
abdominal aortaya (IAA) klemp koyarak 2 saat iskemi, 2 saat reperfiizyon sonrasinda
aposininin doku MDA, TRPM2 immunreaktivitesi, apoptozis ve histopatolojik

degisiklikler tizerine korucu etkilerinin olup olmadigin1 inceledik.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma 03.09.2014 tarihli ve 2014/18 say1li ve 171 nolu Firat Universitesi
etik kurul karar1 ile onay alindiktan sonra gercgeklestirildi. Calismada, 8-10 haftalik
2504£20 gram agirhiginda Sprague Dawley cinsi 30 adet disi rat kullanildi. Ratlar
deney Oncesi ve deney sirasinda standart sartlarda 12 saat gece 12 saat giindiiz
sirkadiyan ritimde, ortam sicakligi 24-26°C (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda)
olacak sekilde 6’11 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 Hayvanlarinin
Bakim Prensipleri’ne ve Laboratuvar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan (NIH
basim no.85-23, 1985 revize edildi), “Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve

Kullanimi Kilavuzu” ilkelerine uygun olarak yapildi.

2.1. Deneysel Gruplarin Siniflandiriimasi

Denekler rastgele secilerek 5 grup olusturuldu. Her grupta 6 denek (n= 6)
olacak sekilde gruplar belirlendi.

Grup 1: (Kontrol grubu): Sadece anestezi verilen herhangi bir islem
yapilmayip 4 saat sonra 6rnek alman grup,

Grup 2: (Sham grubu): Sadece laparatomi yapilip, 4 saat sonra doku
ornekleri alinan grup,

Grup 3: (I/R yapilan grup): Laparotomi yapilip, abdominal aortaya 2 saat
klemp konup, 2 saat reperflizyon saglandiktan sonra doku 6rnekleri alinan grup,

Grup 4: (Aposinin-iskemi-reperfiizyon=A-I/R yapilan grup): Laparatomi
sonrast 20 mg/kg aposinin verilip ardindan abdominal aortaya 2 saat iskemi 2 saat
reperflizyon uygulandiktan sonra doku 6rnekleri alinan grup,

Grup 5: (Iskemi-aposinin-reperfiizyon=IAR yapilan grup): Laparatomi
yapilip, reperfiizyondan 30 dk. dnce aposinin 20 mg/kg dozunda verilip 2 saat iskemi

2 saat reperflizyon uygulandiktan sonra doku 6rnekleri alinan grup.

2.2. Anestezi-Cerrahi Teknik ve Orneklerin Alinmasi

Calismamizda ratlara 30 mg/kg dozda ketamine hidrokloriir (Ketalar, Pfizer,

Groton, Custom Tailored (CT) Farma) ve 3 mg/kg dozda xylazine hydrochloride
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(Rompun; Bayer, Leverkusen, Germany) intramuskiiler olarak uygulanarak anestezi
saglandi. Ratlar gerektiginde ilk dozun 1/3’1i ilave dozlar ile islem boyunca solunum
kaslar1 spontan devam edecek sekilde uyutuldu. Olabilecek hipotermiyi engellemek
icin bir 1sitma lambasi altinda supin pozisyonda operasyon gerceklestirildi. Cilt
aseptik olarak hazirland1 ve batin orta hattan laparotomi yapildi. Sivi dengesini
korumak amaciyla, 10 ml 1lik serum fizyolojik peritoneal bosluga verildi. Bagirsaklar
1slak gaz ile sola c¢ekilerek abdominal aortaya ulasildi. Kuyruk veninden intravendz
olarak 150 U/kg heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat Ila¢ San.) ile antikoagiilasyon
deneklere aortik klemp konulmadan 2 dk 6nce uygulandi. Travmatik olmayan bir
mikrovaskiiler klemp ile infrarenal abdominal aortaya (IAA) klemp konularak ratta
alt ekstremite iskemi modeli olusturuldu. Klempin distalinde HADECO marka ES-
101 EX model el dopleri ile akimin olmadigi teyit edildi. Is1 ve sivi kaybini en az
miktara indirmek i¢in batin insizyonu kapali olarak tutuldu. Olusturulan iskemi 2
saat siire ile gozlemlendi. Okliizyon sonrast batin tekrar acilarak infrarenal
abdominal aortadaki mikrovaskiiler klemp kaldirild1 ve 2 saat siire ile reperfiizyon
saglandi. Aortik klempleme ile iskemi ve reperfiizyon islemi, klempleme islemi
sirasinda distal aortada akimin kaybolmasinin el dopleri ile teyidi, reperfiizyon ise
klempin kaldirilmas1 sonrasi distal aortada akimin saglanmasi el dopleri teyidi ile
degerlendirildi. Tiim gruplar deney sonrasi anestezi altinda sakrifiye edildikten sonra
gerekli doku ornekleri alind.

Kas dokusu orneklerinin bir kismi aliiminyum folyoya sarildi. -80 °C’de
muhafaza edilerek calisma giinii spektrofotometrik olarak doku MDA diizeyleri
incelendi. Diger kas dokusu oOrnekleri histopatolojik inceleme ig¢in % 10’luk
formaldehitte tespit edildikten sonra TUNEL boyama, immiinohistokimyasal boyama

ve Masson Trikrom boyama ile boyanarak histopatolojik olarak incelendi.
2.3. Histopatolojik Degerlendirme ve Ol¢iim Yontemleri

2.3.1. Malondialdehit (MDA) Calismasi

Calismada alinan dokular 0.42 gr Tris-Base + 1.43 gr Tris-HCI + 3 gr KCI +
0.5 ml Tween 20, 250 ml distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin
homojenatinda kullanildi. Preparat olarak aliman doku {izerine 5 ml tampon ilave

edildi ve parcalandi. Homojenat 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edilip slipernatant
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kismindan 1 ml bagka bir tiipe alindi. Alman 1 ml 6rnek iizerine 1 ml % 10’luk
trichloroanisaole (TCA) (10 gr TCA 100 ml distile suda hazirland1) ilave edildi.
Uzerine 1 ml % 0.6 TBA (0.6 gr TBA 100 ml distile suda hazirlanir ve en fazla +4
°C de bir giin saklanabilir) ilave edildi. Uzerine 1 ml distile su ilave edildikten sonra,
son olarak 0.5 ml % 4 HCI ilave edildi. (4 ml HCI 100 ml distile suda hazirlanir, asit
ve su siddetli reaksiyona girdigi i¢in asit miimkiinse damlalar seklinde suya ilave
edilmelidir). Hazirlanan karisim 90-95°C de 120 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi tiipler oda sicakliginda sogutulduktan sonra iizerine 3 ml biitanol
ilave edilip vortekslendi. Daha sonra tiipler 5 dk 5000 rpm’de santrijiij edildi.
Olusan (biitanol faz) siipernatanttaki kirmizi-pembe renk spektro kiivetine pipet
yardimiyla alinip biitanole kars1i 532 nm de okundu. Okunan absorbans degeri x:
(okunanaps + 0.0344)/0.0492 formiiliiyle hesaplandi. Bulunan deger 5 ile carpilip
(doku homojenatinin 5 ml tamponda hazirlanmasi nedeniyle) c¢ikan sonug

homojenatta kullanilan doku agirligi kadardir.

2.3.2. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalmliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptozis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol
serilerinden gegirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. % 0.05 ‘lik
proteinase K ile 10 dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in % 3 hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular
yikandiktan sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37 °C’de nemli
ortamda ¢alisma soliisyonu (% 70 pl Reaction Buffer + % 30 TdT Enzyme) ile 60
dakika inkiibe edildi. Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-
Digoxigenin-Peroksidaz ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB)
substrat1 ile apoptotik hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel
N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL
boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis

cekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak
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degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve

apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik)

hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik Indeks (Al) hesaplanarak istatistiksel analizleri

yapildi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrmtili olarak verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. TUNEL boyama prosediirii

Islem Siire
1 60 °C etliv Bir gece
2 Xylol 3x15 dakika
3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri smirlayici kalem ile ¢izili,. ..
6 1:500 diliisyondaki Proteinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3x5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3x5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligma soliisyonu (% 70 pl Reaction Buffer 60 dakika
+ % 30 TdT Enzyme) 37 °C’de
12 Stop/Wash Buffer (2 ml) + Distile su (68 ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3x5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3x5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19  Distile su 5 dakika
20 % 80, % 96 ve % 100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2x5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ..

Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi (Tablo 7).

2.3.3. Immiinohistokimyasal inceleme

Iskelet kasi dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinin belirlenmesi igin

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alian kesitler polilizinli lamlara

alindi. Endojen peroksidaz aktivitesini onlemek icin H,O, ile muamele edildi.
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Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen retrieval i¢in
sitrat tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firmmda (750W) 12 dakika
kaynatildi. Zemin boyasini engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision
Corporation, USA) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer antikor (Rabbit
Anti-TRPM2 antibody, ab101738, Abcam, Cambridge, UK ) ile 60 dakika inkiibe
edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor
(Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse/rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Sekonder antikor uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase (TS-
060-AP, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dk nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildikten sonra distile su igerisine alindi. Dokulara Fast Red Substrate System (TA-
125-AF, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 1sik mikroskobunda
goriintli sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak distile su ile yikamaya alindi.
Mayers hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular distile sudan gegirilerek uygun
kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision
Corporation, USA) ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in, meme dokusu ile karsilagtirildi.
Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine PBS kullanildi. Diger
basamaklar da ayni sekilde uygulandi. Hazirlanan preparatlar Novel N-800M
mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. Immiinohistokimyasal
boyanmanin degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin yaygmlig1 (0.1: <% 25, 0.4:
% 26-50, 0.6: % 51-75, 0.9: % 76-100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢cok az, +1: az, +2:
orta, +3: siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu. (Histoskor = yaygmhk x
siddet)
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Tablo 7. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol 11 10 dakika
3 Xylol 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3x5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3x5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3x5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3x5 dakika
18 Streptavidin Alkaline Phosphatase 20 dakika
19 PBS 3x5 dakika
20 Fast Red Substrate 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ~ .eeereee

2.3.4. Histolojik Calisma

Her gruptan alman iskelet kasi1 dokulari, % 10’luk formaldehit tespit
soliisyonunda 24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya
alindi. Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gegirildi (Tablo 8). Daha sonra dokular parafin bloklara gémiildii. Bu
parafin bloklardan 5-6 pm kalmliginda kesitler alindi. Kesitler masson trikrom ile
boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Novel N-800M) incelenip

fotograflandi.
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Tablo 8. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol I 30 dakika
4 % 96 Alkol 1T 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol IT 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol 1T 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 Gomme

istatistiksel anlamlilik diizeyleri student  ve ANOVA testi ile belirlendi. p >0.05

gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yok (anlamsiz) kabul edildi.

2.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama * sapma olarak belirlendi. Elde edilen verilerin
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3. BULGULAR

3.1. MDA Bulgular

Spektrofotometrik olarak Olgiilen doku MDA diizeyleri, kontrol ve sham
gruplarinda benzerdi. Kontrol ve sham gruplariyla kiyaslandiginda I/R grubunda
MDA diizeyleri anlamli olarak azalmig bulundu (p<0.05). I/R grubu ile
karsilastirildiginda; A-I/R grubunda iskelet kasi dokularinda MDA diizeyi anlamli
olarak artmis (p<0.05) iken IAR grubunda ise bir degisiklik izlenmedi (Tablo 9).

Tablo 9. Doku MDA degerleri

Grup MDA (nmol/g protein)
Kontrol 87.58+8.16
Sham 89.72+9.50
I/R 51.65+13.56"
A-I/R 132.35+8.85%
IAR 48.15+12.82%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,
°J/R grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi iskelet kas1 dokusunda
kontrol (Sekil 11) ve sham (Sekil 12) gruplarinda gozlenmedi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda (Sekil 13) anlamli bir artig vardi (p<0.05). I/R
grubu ile kiyaslandiginda A-I/R (Sekil 14) grubunda belirgin bir azalma vardi ve
kontrol grubuna benzer sekilde apoptotik hiicre izlenmedi (p<0.05). Bununla birlikte
I/R grubu ile kiyaslandiginda IAR grubunda (Sekil 15) apoptotik hiicrelerde belirgin
bir artis gdzlendi (p<<0.05) (Tablo 10).

Tablo 10. Apoptotik Indeks (%)

Grup Apoptotik Indeks (%)
Kontrol 0.00 +0.00
Sham 0.00 +0.00

I/R 3.16 £0.16°
A-I/R 0.00 = 0.00°
IAR 6.16 £0.16®

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,
°J/R grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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L=50.000um

Sekil 11. Kontrol grubuna ait iskelet kas1 dokusu. TUNEL boyama Skala bar: 5S0pm.

L=50400um

Sekil 12. Sham grubuna ait iskelet kas1 dokusu. TUNEL boyama Skala bar: 50um.
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L=50.000um

Sekil 13. I/R grubuna ait iskelet kasi dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—=).
TUNEL boyama Skala bar: 5S0pm.

L=50.000um

Sekil 14. A-I/R grubuna ait iskelet kasi dokusu. TUNEL boyama Skala bar: 50um.
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Sekil 15. TAR grubuna ait iskelet kas1 dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (-).

TUNEL boyama Skala bar: 50um.

3.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.3.1. TRPM2 immiinreaktivitesi

TRPM2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TRPM2 immiinreaktivitesi iskelet kasi
dokusunda sarkoplazmada (=) goriildii. TRPM2 immiinreaktivitesi kontrol (Sekil
16) ve Sham (Sekil 17) gruplarinda benzerdi. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda
I/R (Sekil 18) grubunda anlamli bir azalma vardi (p<0.05). I/R grubu ile
kiyaslandiginda A-I/R (Sekil 19) grubunda anlaml bir azalma gbzlenmekle birlikte
IAR grubunda (Sekil 20) bir degisiklik izlenmedi (Tablo 11).

Tablo 11. TRPM?2 immiinreaktivitesi.

Grup TRPM2 immiinreaktivitesi
Kontrol 2.55+0.36

Sham 2.40+0.46

I/R 0.86 £0.16"

A-IR 0.36 +0.081%

IAR 0.93+0.20°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,
°J/R grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 16. Kontrol grubuna ait iskelet kas1 dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi ().

Skala bar: 50pum.

Sekil 17. Sham grubuna ait iskelet kas1 dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi (—).
Skala bar: 50pum.
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Sekil 18. I/R grubuna ait iskelet kast dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi ().
Skala bar: 50pum.

‘
L=50.000UmES

Sekil 19. A-I/R grubuna ait iskelet kas1 dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi (—).
Skala bar: 50pum.
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Sekil 20. IAR grubuna ait iskelet kasi dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi (=).
Skala bar: 50pum.
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3.4. Histolojik Bulgular

Tim gruplarin masson trikrom boyali preparatlarinin 151k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; kontrol (Sekil 21) ve sham (Sekil 22) gruplart normal
goriiniimdeydi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda I/R grubunda (Sekil 23, 24) istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde ¢izgilenme kaybi (=), 6dem (*), konjesyon (=) ve kas

hiicrelerinde belirgin ayrilma ve bozulmalar (*) izlendi (p<0.05).

I/R grubu ile karsilastirildiginda ise A-I/R (Sekil 25, 26) grubunda 6dem
haric diger tiim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli diizelme gozlendi
(p<0.05). IAR (Sekil 27, 28) grubunda beklenenin aksine I/R grubu ile
kiyaslandiginda tiim parametrelerde 6nemli bir degisiklik izlenmemekle beraber

inflamatuar hiicre artis1 (=) belirgindi (Tablo 12).

Tablo 12. Histoskor

Inflamatuar  Cizgilenme Odem Konjesyon Hiicreler arasi
hiicre artisi kaybi ayrilma ve
bozulmalar

Kontrol 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Sham 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
I/R 0.83+0.75 2.50+0.54% 2.33+0.81°% 2.00+£0.89% 2.33+0.81%
A-I/R 0.16+0.40 2.00+0.89" 0.33+0.51° 0.33+0.51° 0.83+1.16°
TIAR 2.334+0.81% 2.66+0.51% 2.83+0.40% 2.83+0.40% 2.83+0.40%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
°J/R grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 21. Normal goriinimli kontrol grubuna ait iskelet kasi dokusu. Masson

trikrom. Skala bar: 50um.

.
s B =

Sekil 22. Normal goriiniimlii sham grubuna ait iskelet kas1 dokusu. Masson trikrom.

Skala bar: 50pum.
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7 3 - : P i' ‘ »
=> : cizgilenme kayb1 - : konjesyon *: kas hiicrelerinde ayrilma ve bozulmalar: =
inflamatuar hiicre artis1

Sekil 23. I/R grubuna ait histolojik degisiklere sahip iskelet kas1 dokusu. Masson
trikrom. Skala bar: 50um.

* : kas hiicrelerinde ayrilma ve bozulmalar *: 6dem
Sekil 24. I/R grubuna ait histolojik degisiklere sahip iskelet kasi dokusu. Masson
trikrom. Skala bar: 50um.
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L=50.600um

—» : cizgilenme kaybi

Sekil 25. A-I/R grubuna ait histolojik degisiklere sahip iskelet kas1 dokusu. Masson
trikrom. Skala bar: 50um.

=y “
", %

%

‘ ‘ : ,J

‘
: 6dem —»: konjesyon

* . kas hiicrelerinde ayrilma ve bozulmalar
Sekil 26. A-I/R grubuna ait histolojik degisiklere sahip iskelet kas1 dokusu. Masson

trikrom. Skala bar: 50um.
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—» : ¢izgilenme kayb1 — : konjesyon *Z kas hiicrelerinde ayrilma ve bozulmalar

Sekil 27. IAR grubuna ait histolojik degisiklere sahip iskelet kas1 dokusu. Masson
trikrom. Skala bar: 50um

3

W/ e’x\

=>: konjesyon =» : inflamatuar hiicre artisi * : 6dem

Sekil 28. IAR grubuna ait histolojik degisiklere sahip iskelet kas1 dokusu. Masson
trikrom. Skala bar: 50um.
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4. TARTISMA

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacm dolasim
tarafindan saglanamamasi ve olusan fazla {iriinlerin uzaklastirilamamasi olarak
tanimlanabilir (1).

Reperfiizyon ise, iskemi sonucu doku veya organlarin enerji ihtiyaglarinin
giderilmesi ve zararli metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in doku ya da organa yeniden
kan akmmmimn saglanmasi olayidir. Iskemik dokunun reperflizyonu, dokuda
paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gére ¢cok daha ciddi hasarlara yol
acabilmektedir (158).

Iskemi reperfiizyon hasari, trombolitik tedavi, organ nakli, koroner
anjioplasti, kardiyopulmoner bypass, ortopedik cerrahi, uzamis turnike siiresi,
ekstremite arter travmasi, rekonstriiktif mikrocerrahi ve akut kompartman
sendromunda sik karsilagilan iskemik durumlardandir (159-163). I/R hasarinda
temel patofizyoloji, iskemik dokularin reperflizyonu sonrasi gelisen mikrovaskiiler
disfonksiyondur. Bu durum kendini arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonda
bozulma, kapillerlerdeki sivi filtrasyonunda ve lokosit tikanmasinda artma,
postkapiller veniillerde 16kositlerin sikismasi ve son olarak plazma proteinlerinin
ekstravazasyonu seklinde gosterebilmektedir.

Reperflizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre i¢gine molekiiler oksijen
girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) ve tiirevleri basta olmak iizere
bircok mekanizma rol oynayabilmektedir (164).

Organizma, serbest radikallerin meydana getirdigi doku hasarini 6nlemek i¢in
antioksidan savunma sistemi gelistirmistir. Bu antioksidan savunma sistemi, dolayli
veya dogrudan etki etmektedir (165).

Hiicre membraninin oksijen radikalleri ile reaksiyonu ve meydana gelen lipid
peroksidasyonu ile birlikte hiicre 6liimleri baglamaktadir. Dokularda meydana gelen
lipid peroksidasyon olusumu ve buna bagli olarak MDA artis1, hiicrede membran
biitlinliigiiniin bozulmasina, permeabilitenin artmasina neden olmaktadir. Bu durum
hiicrelere kalsiyum ve sodyum gibi elektrolit gecislerinin hizlanmasina ve dolayisiyla
ATP kaybmna, DNA hasarina ve apoptozise neden olabilmektedir. Bundan dolay1
yapilan ¢aligmalarda reperflizyon Oncesi ve iskemi siliresince verilen antioksidan

ajanlarm reperflizyon hasarini azalttig1 bildirilmistir (166).
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Her dokuya ait kritik iskemi siiresi bulunmaktadir. Iskemiye bagli hasarm
siddeti ise hipoperflizyon zamani ve miktar1 ile orantili olup, hiicre tipine, travmaya
kars1 duyarliliga, kan ihtiyacit ve metabolizmasina gore degisiklik gostermektedir.
Iskemik hasara karsi kas dokusundaki degisiklikler i¢in 4 saat, sinir dokusundaki
degisiklikler i¢in 8 saat, yag dokusundaki degisiklikler i¢in 13 saat, deridekiler i¢in
24 saat ve kemik dokusundaki degisiklikler i¢in 4 giine kadar geri doniistimlii olabilir
(5).

Iskelet kasi, iskemik hasara en hassas doku olmasi sebebiyle alt ekstremite
I/R hasarinda onemli rol oynar. Reperfiizyonla olugsmus inflamatuar yanit, geri
doniisiimlii zedelenme miktar1 ile dogru, nekrotik kas miktar: ile ters orantihidir (21,
22). Iskemiyi takiben yaklasik iigiincii saatte ciddi kas hasar1 ve altmci saatte
yaklasik % 97 fonksiyonel doku kaybi olustugu (geri doniisiimsiiz zedelenme)
spektrofotometrik (triphenyltetrazolium chloride) yontemlerle gosterilmistir (24).

Aposinin, etkinlestirilmis insan notrofilinde secici bir NADPH oksidaz ve
beraberinde gelen ROS {iretimi Onleyicidir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda anti-
inflamatuar ve antioksidan oldugu saptanmistir. Bu nedenle de aposinin, NADPH
oksidaz faaliyetini etkilemede olduk¢a Onemli ve yaygin bir sekilde kullanilan
deneysel bir ajan haline gelmistir (147).

Calismamizda daha 6nce yapilan deneysel modellere uygun olarak infrarenal
abdominal aortaya mikrovaskiiler klemp konularak I/R modeli kullanilmistir (167-
172). Her ne kadar noninvaziv ve kolay uygulanabilir olusu nedeniyle turnike
yontemini savunan arastirmacilar olsada, uzamig mekanik kompresyon sonucu vendz
ve lenfatik okliizyon, kas ve sinir zedelenmesine neden olabilecegi gibi yeterli iskemi
olusturamamasi nedeniyle turnike yontemi bu c¢alismada tercih edilmemistir (173-
175). Siemionow ve ark. (176) farkli iskemi zamanlarinda, viicutta olusan stiperoksit
radikali miktarini1 sitokrom-c bazli biyosensor vasitasiyla dlgmiisler ve siliperoksit
radikalinin en yiliksek degerlerine iki saatlik iskemi sonrasi ulastigini ve bu siirede
ayni zamanda doku hasarinida belirgin hale getirdigini gdstermislerdir. Bizde bu
sebeple iskelet kasinda iskemi olusturmak amaci ile infrarenal abdominal aortaya
(IAA) klemp koyarak 2 saat iskemi, 2 saat reperfiizyon sonrasinda aposininin doku
MDA, TRPM2 immunreaktivitesi, apoptozis ve histopatolojik degisiklikler {izerine

koruyucu etkilerinin olup olmadigini inceledik.
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Calismamizda yapilan histopatolojik inceleme sonucunda; kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda belirgin ¢izgilenme kaybi, 6dem, konjesyon ve kas
hiicrelerinde belirgin ayrilma ve bozulmalar izlendi. I/R grubu ile karsilastirildiginda
ise A-I/R grubunda 6dem hari¢ diger tiim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli
diizelme goézlenmesine ragmen IAR grubunda ise beklenenin aksine I/R grubuna
benzer bulgular izlendi. Calismamizdaki I/R ve A-I/R grubundaki bulgular daha 6nce
antioksidan ve anti-inflamatuar maddelerle yapilan c¢aligmalara benzerlik
gostermekteydi (177, 178).

Erdem ve ark. (177) calismamiza benzer sekilde ratlarda I/R olusturmus ve
tedavi olarak antioksidan etkisi bilinen melatoninin kullanarak ve I/R grubunda kas
dokusunda enflamasyon ve dejenerasyon tespit etmislerdir. Bununla birlikte tedavi
olarak melatonin verdikleri grupta kas dokusunda histopatolojik bulgularda belirgin
diizelme izlenmistir. Yapilan bir baska I/R calismasinda ise antiapoptotik ve
antioksidan etkisi olan selenyumun gastrokinemius kasinda mast hiicrelerinin
miktari azaltarak intersitisyal 6dem, kas lifleri ve kas dokusu dejenerasyonunu ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu onledigi tespit edilmistir (178).

Apoptozis, yipranmis veya biyolojik Omriinii tamamlanmis hiicrelerde
biyokimyasal ve morfolojik degisimlere bagli olarak gerceklesen hiicre Olimiidiir
(107). Hiicre i¢i elekron dengesinin bozulmasi, oksidatif stres, mitokondrial defektler
ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi apoptozis olusumunu tetikleyebilmektedir
(179).

Calismamizda; apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL
boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; iskelet kasi dokusunda
kontrol ve sham gruplarinda TUNEL pozitifligi gozlenmedi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda anlamli bir artis vardi. I/R grubu ile kiyaslandiginda
A-I/R grubunda belirgin bir azalma vardi ve kontrol grubuna benzer sekilde
apoptotik hiicre izlenmedi. Bununla birlikte I/R grubu ile kiyaslandiginda IAR
grubunda apoptotik hiicrelerde anlamli bir sekilde artig gézlendi.

Wang ve ark. (180) ile Armstrong ve ark. (181) yaptiklar1 ¢caligmalarda
calismamiza benzer sekilde I/R’nin belirgin apoptotik hiicre artisina neden oldugunu

saptamislardir.
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Altintas ve ark. (182) renal I/R modellerinde aposinin verdikleri gruplarda
apoptozisin I/R grubuna gore belirgin sekilde azaldigini belirtmislerdir. Yapilan bir
calismada ise travmatik beyin hasari olusturulan farelerde aposinin verilen gruplarda
apoptotik hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli diisiis oldugunu saptamislardir
(183).

Insan beyin mikrovaskiiler endotelyal hiicreleri ve astrositler ile yapilan hiicre
kiiltlirii calismalarinda NADPH oksidaz inhibitérii olan aposininin TNF-o’nin
potansiyalize ettigi kan-beyin bariyeri bozuklugunu apoptozisi azaltarak Onledigi
tespit edilmistir (184).

Malondialdehit lipit peroksidasyonun en oOnemli gdostergesidir (77, 78).
Dokularda lipid peroksidasyon olusumu ve buna bagli olarak MDA artis1, hiicrede
membran biitiinliigiliniin yok olmasina, permeabilitenin artmasina, hiicrelere kalsiyum
ve sodyum gibi elektrolit gecislerinin hizlanmasi sonucu ATP kaybma, DNA
hasarina ve hiicre Oliimleri ile sonuglanan fizyolojik, metabolik ve islevsel
bozukluklara yol acabilmektedir (79). Calismamizda; spektrofotometrik olarak
Olgiilen doku MDA diizeyleri, kontrol ve sham gruplarinda benzerdi. Kontrol ve
sham gruplariyla kiyaslandiginda I/R grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak
azalmig bulundu. I/R grubu ile karsilastirildiginda; A-I/R grubunda iskelet kasi
dokularinda MDA diizeyi anlaml1 olarak artmis iken IAR grubunda ise bir degisiklik
izlenmedi. Caligmamizdaki I/R grubunda 6l¢iilen MDA degerlerinin kontrol grubuna
gore belirgin olarak azalmasi en dikkat ¢ekici bulguydu. Histopatolojik bulgular:
diizelttigi ve apoptozisi azalttigi izlenen A-I/R grubunda ise MDA artmisti. Bu
bulgularimiz ¢ogu calismaya zithk gostermekteydi (177, 185,186).

Bununla birlikte literatlir ¢calismamiza benzerlik gosteren yaymlarda vardi.
Ulus ve ark. (187) yaptiklar1 spinal kord yaralanma calismalarinda MDA degerinin
injuri grubunda kontrol grubuna gore azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica Li ve ark.
(188) Kupfer hiicre inhibitorii olan ve oksidatif hasar1 arttirdig1 bilinen Gadolintum
chloride ile yapilan karaciger hasar1 modelinde ise MDA’nin diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Yine ¢alismamiza benzer sekilde Gilines ve ark. (189) ¢aligmalarinda
MDA degerini I/R grubunda diisiik oldugunu gdstermislerdir.

Normal sartlarda olusan serbest oksijen radikalleri antioksidan enzim

sistemleri ile notralize edilir fakat reperfiizyon siiresinde olusan serbest radikal
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miktar1 ¢ok birikir ve oksidatif stres meydana gelir (190). Yapilan I/R ¢alismalarinda,
bu savunma sistemlerinin iiyeleri olan antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigi
(191) veya arttig1 (192) yoniinde zit bulgulara rastlanmistir. Okatani ve ark. (191)
antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasimi, artan oksidatif strese bagl olarak bu
enzimlerin kullannmindaki artisa baglamislardir. Calismamizdaki I/R grubunda
azalan MDA degerleri artan endojen antioksidan diizeylerine bagli olabilir. I/R
grubunda MDA degerindeki azalma kompansatuvar mekanizma (antioksidan
sistemler) ile agiklanabilir. Calismamizdaki A-I/R grubundaki MDA seviyesinin
yliksek bulunmasi da aposininin endojen antioksidanlar1 baskiladigi seklinde
yorumlanabilir.

Transient reseptér potansiyel melastatin 2 Ca™ iyonuna gecirgen, segici
olmayan ¢ok fonksiyonlu katyon kanalidir. Hiicre zarinda bulunan TRPM2 iyon
kanal1 oksidatif stres ile aktiflesebilmektedir. TRPM2 kanallarmnin baslica kemik iligi
ve beyin olmak lizere bagirsak, karaciger, bobrek, pankreas, akciger, iskelet kasi,
testis, prostat, l0kositler ve arka kok gangliyonlar1 gibi bir¢ok doku ve hiicrede
varlig1 belirlenmistir (193). Bu kanallar sodyum ve potasyuma gecirgen olmasinin
yani sira hiicreye kalsiyumun girmesinde de olduk¢a O6nemli bir role sahiptir.
Oksidatif stres ile aktiflesebilen TRPM2 katyon kanallar1 doku, organ ve sistemlerde
bir takim fonksiyon bozukluklari meydana getirebilmektedir (194). ADPR veya
bilesenleri TRPM2 metabolik bolgesinin uyarilmasina neden olduklarindan dolay1
TRPM2 hiicre oliimiinde onemli rol oynamaktadir (103). TRPM2 oksidatif stres
tarafindan aktive edilebildigi icin, son zamanlarda miyokardiyal enfarktiis, diabet,
inflamasyon ve norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak iizere, oksidatif strese
bagli hastaliklara kars1 potansiyel bir hedef olarak ortaya ¢ikmistir (104).

Calismamizda oksidatif stres ile aktiflestigi bilinen TRPM2 katyon kanallar1
I/R grubunda kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli Glgiide azalmisti
(p<0.05). I/R grubu ile kiyaslandiginda ise A-I/R grubunda anlamli bir azalma
izlendi. Diismez ve ark. (195) ratlarin bobrek dokularinda deneysel olarak I/R
olusturup TRPM2 diizeylerine bakmislardir. Calismamiza benzer sekilde kontrol
grubuna gore I/R grubunda TRPM2’nin azaldigini gostermislerdir. Bu bulgular
viicudun savunma mekanizmasi olarak yorumlanabilir. Calismamizda apoptozisden

ve kas hasarlanmasmdan anlamli olarak koruyucu oldugu goézlenen A-I/R grubunda
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TRPM2 disiikligi tiiketilmisligin  ve  kullanimin  neticesiyle olabilecegi
disiiniilmiistiir. Gao ve ark. (196) bobrek I/R modelinde TRPM2 negatif ratlarda
yaptiklar1 ¢alismalarda I/R  hasarmin daha az olustu§unu saptamiglardir.
Calismamizda NADPH oksidaz inhibitérii olan aposinin verilmesi TRPM?2
seviyelerini I/R grubuna gore daha da azaltarak viicudun endojen savunma
mekanizmasina katk1 saglayarak koruyucu etkinlik gosterdigi sdylenebilir.

Sonug olarak; Deneysel alt ekstremite I/R modelinde aposininin iskelet kasi
iizerine koruyucu etkisini incelemek amaciyla yaptigimiz bu calismada; I/R’nin
apoptozisi arttirdigr ve belirgin kas hasar1 yaptigi, I/R oOncesi verilen aposininin
koruyucu etkisi oldugu, bununla birlikte reperflizyon dncesi aposinin kullanimmin
fayda saglamadigi, I/R’de doku MDA degerlerindeki azalmanm endojen antioksidan
aktivitesine bagli olabilecegi, kontrol grubuna benzer olan A-I/R grubunda TRPM?2
diistikliigii tiiketilmisligin ve kullanimin neticesi olabilecegi, TRPM2 ile yapilacak
daha kapsamli ¢aligmalarla patofizyolojik mekanizmalar aydinlatilabildigi takdirde
klinik acidan TRPM2’ye yonelik tedavi segeneklerinin s6z konusu olabilecegi

kanaatine varilmustir.
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