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OZET

AKCIGER iSKEMIi-REPERFUZYON SONRASI, Bmp-2, Bcl-X., Smadi,
Caspase-3, TGF, b-FGF VE PDGFR GEN IFADELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Hasan SIMSEK
Gaziantep Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Seniz DEMIRYUREK
2012, 86 sayfa

Iskemi, arteryel ya da vendz kan akimi azalmasma bagl olarak, organ ve dokunun
yetersiz perfiizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi
seklinde tanimlanmaktadir. Iskemik dokunun reperfiizyonu, dokuda paradoksal olarak
iskemi ile olusan hasara gore, cok daha ciddi bir hasara yol acar. Iskemi ve sonrasinda
hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in gereken
yeniden kan akim1 sonucu olusan hiicre 6liimiinde bircok mekanizma rol oynamaktadir.
Iskemi/Reperfiizyon ile indiiklenen akciger hasar1 akciger tranplantasyonunda sik
karsilagilan bir durumdur. Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), hiicre intihari
olarak da bilinen fizyolojik bir olaydir. Embriyolojik gelisim ve erigkin dokunun
yasaminin slirdiiriilmesinde anahtar rol oynar.

Calismamizda, akcigerde olusturulan iskemi/reperfiizyon (I/R) modeli sonrasi, akciger
dokularindaki molekiiler degisiklikler i¢gin Smadl, Bmp-2, Bcl-X., b-FGF, Caspase-3,
TGF, PDGFR genlerinin gen seviyelerine bakildi. Bunun igin, toplam 40 Wistar albino
si¢an esit olarak 4 gruba ayrildi. Grup I= Kontrol grubu, Grup Il = 60 dakika iskemi + 0
saat reperfiizyon, Grup I1I= 60 dakika iskemi + 2 saat reperfiizyon, Grup 1V= 60 dakika
iskemi + 4 saat reperflizyon gruplari olarak belirlendi. RNA izolasyonu, cDNA sentezi
ve RT-PCR (Revers Transkriptaz-PCR) yapildi. Ayrica akciger dokular1 histopatolojik
olarak incelendi.

Yapilan gen seviyesi sonuglarma gore gruplarda Caspase-3 (p<0,0001), Bcl-X.
(p=0,0011) ve TGF (p<0.0001) genlerinde istatistiksel olarak anlamli azalma goriildi
(p<=0,05). Db-FGF (p<0.0001) geninde istatistiksel olarak anlamli artis goriildii
(p<=0,05). Bmp-2 ve PDGFR genlerinde istatistiksel olarak anlamlilik goriilmedi.
Smadl geninde ise MRNA ekspresyonu goriilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Akciger iskemi/reperfiizyonu, apoptozis, gen ifadesi, Smadl,
Bmp-2, Bcl-X., b-FGF, Caspase-3, TGF, PDGFR



ABSTRACT

THE ASSESSMENT OF GENE EXPRESSION OF Bmp-2, Bel-X., Smadl,
Caspase-3, TGF, b-FGF AND PDGFR AFTER LUNG ISCHEMIA-
REPERFUSION

Hasan SIMSEK
Gaziantep University
Institute of Health Sciences
Department of Pyhsiology
Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Seniz DEMIRYUREK (PhD)
2012, 86 pages

Because inadequte perfusion of body part and tissue due to ischemia arterial or
reduction of venous blood flood, it is defined that the body part and tissue mentioned
are empty of oxygen. Reperfusion of ischemiac tissue causes a crucially damage in
comparison of damage happened with ischemia paradoxically in the tissue. Many
mechanism play an important role in the death of cell that caused by both regeneration
of cell and a new blood flood which is required to be cleaned up toxic metabolite after
ischemia. Ischemia/Reperfusion-induced lung injury is a common situation occurring in
lung transplantation. Apoptosis (programmed cell death) also known as suicide of cells
is physiological event. It is playing a key role in embriyonic development and
maintenence of adult tissues.

In our study, levels of the genes of Smadl, Bmp-2, Bcl-X., b-FGF, Caspase-3, TGF,
PDGFR have been researched for lung tissues which were after the model
ischemia/reperfusion (I/R) that created in lung. For that, 40 wistar albino rats were
divided equally. Group I= Control group, Group II= Ischemia for 60 minutes +
reperfusion for 0 hour, Group III= ischemia for 60 minutes + reperfusion for 2 hours,
Group IV= ischemia for 60 minutes + reperfusion for 4 hours determined as groups.
RNA isolation, cDNA synthesis and RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain
reaction) were made. Lung tissues were also histopathologically examined.

According to the results of gene levels, Caspase-3 (p<0,0001), Bcl-X, (p=0,0011) and
TGF (p<0.0001) are statistically significant decrease in groups (p<=0,05). b-FGF
(p<0.0001) gene is statistically significant increase (p<=0,05). Bmp-2 and PDGFR
genes aren’t statistically significant showed. Smadl gene mRNA expression wasn’t
observed.

Key words: Lung ischemia/reperfusion, apoptosis, gene expression, Smadl, Bmp-2,
Bcl-X., b-FGF, Caspase-3, TGF, PDGFR



1. GIRIS

Iskemi, tanim olarak dolasim tarafindan dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan atik iiriinlerin uzaklastirilamamasidir. Iskemiye
bagli doku hasarinda, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi hiicre 6liimiine neden olur (1). Reperfiizyon, kan akiminin ve bununla birlikte
O2’nin, hipoksik dokuya tekrar geri saglanmasidir. Eger hiicre geri doniissiiz sekilde
hasara ugramadiysa, bu sayede enerji depolar1 ve hiicresel hemostazis geri kazanilmis
olur. iskemik organa tekrar kan sunumu yapilirken, hiicrelerin geri déniissiiz hasara
ugramalar1 s6z konusudur (2). Bu durum, iskemik dokunun reperfiizyonunun dokuda
paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasarin

olusmasina yol agar (3).

Akcigerlerde iskemi-reperfiizyon(I/R) hasar1 kardiyopulmoner “bypass”, pulmoner
tromboendarterektomi ve akciger transplantasyonundan sonra siklikla olusmaktadir (4).
Pulmoner arter tromboendarterektomisini takiben, reperflizyon sonrasinda goriilen
pulmoner 6dem, endotel hiicrelerinin iskemi-reperflizyona maruz kalmasi sonucu
degisen vaskiiler denge, reperfiizyon sirasinda azalan NO, siklik guanozin monofosfat
(cGMP) diizeylerine bagli olarak gelisen vaskiiler disfonksiyon sonucu bozulan
koagiilasyon, vaskiiler permeabilite, vazomotor tonus, lokositlerin adezyon ve
agregasyon fonksiyonunda artig1 gibi durumlar, klinikte akcigerlerde iskemiyi takiben

reperfiizyon ile karsilagilan en 6nemli sorunlar olarak degerlendirilmektedir (5,6).

Akcigerde I/R modeli olusturarak, I/R sonucu Smadl, Bmp-2(kemik morfogenetik
protein-2),  Caspase-3, b-FGF(bazik-fibroblast  biiyiime  faktorii),  Bcl-X,
TGF(Transforme Biiyiime Faktorii), PDGFR (Trombosit-aracili Biiyiime Faktori
Reseptorii) genlerinin mRNA eskspresyonundaki degisiklikleri gostermeyi planladik.
Smadl ve Bmp-2 genlerinin akciger I/R modeli sonrasi olusan apoptotik etkilerini tam
olarak anlayabilmek i¢in, antiapoptotik etkisi olan Bcl-X_ ve apoptotik etkisi olan
Caspase-3  genlerinin  mRNA  ekspresyonundaki degisikliklerin  incelenmesi
amaclanmistir. Ayrica, I/R sonrast biiyiime faktdrleri olarak bilinen b-FGF, TGF,
PDGFR genlerinin mRNA ekspresyonlarinin kiyaslanmasi ve I/R sonucu bu genlerin
birbirleriyle olan iligkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Elde edilen doku 6rneklerinin

histopatolojik goriiniimlerine bakarak da hasarin morfolojisini ortaya koymaya calistik.



2. GENEL BILGILER
2.1. AKCIGER
2.1.1. AKCIGERLERIN ANATOMISI

Solunum sisteminin esas organi olan akcigerler; gogiis boslugunda, igerisinde kalbinde
bulundugu mediastinumun her iki yaninda yer alir. Akcigerler sag (pulmo dexter) ve sol

(pulmo sinister) olmak {izere iki tanedir (7).

Sag ve sol akcigerler temelde benzer olmakla birlikte, ayn1 degillerdir. Sol akciger saga
gore biraz daha kiigiiktiir ve kalp ile uyumlu olarak i¢ yiizii iizerinde kalbin olusturdugu
bir gukurluk (impressio cardiaca) bulunur. Sag akcigerde ii¢, sol akcigerde iki lobu
bulunur (8). Akcigerin her bir lobu, pulmoner alveolleri igceren ¢ok sayida kiiciik
lobiillere ayrilmistir. Bir bronkopulmoner segment, tepesi; hilum pulmonis’e dogru
yonelmis, tabani ise; akciger dis yliziine dogru olan bir piramit seklindedir ve visseral
pleura’nin uzantis1 olan bag dokusu ile sarilmigtir. Her segmental bronsun yaninda
akciger segmentine gelen bir arter dali ve sinirler vardir. Eger bir segmental bronsta

hastalik ortaya ¢ikarsa, cerrahi olarak izole edilebilir. Her bir akciger, 10 bronsiyal igerir

(8).
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Akcigerlerin biiytikliigii, gogiis kafesinin biiyiikligiine baghdir. Sag akciger yaklasik
625 gr., sol akciger ise 567 gr. kadardir. Sag akciger, sol akcigere gore daha genis, daha
kisa ve %10 daha biiyiiktiir (7).

Akcigerler, yeni doganlarda pembemsi-beyaz renkte olup zamanla rengi grilesir. Gri
renk, daha sonra siyah renge doniisiir. Bu koyu renk, solunum ile alinan karbon
zerreciklerinin, akcigerin dis yiiziine yakin kisimlarinda birikmesiyle olusur. Elastik bir
organ olan akcigerler, parmaklar arasinda sikistirildigi zaman c¢itirti (krepitasyon)
seklinde ses c¢ikarir. Akcigerler, gogiis boslugundan ¢ikarilmasi veya gogiis boslugu
delinerek negatif basincin dis basing ile esitlenmesi halinde, 1/3 kadar kiigtiliir. Solunum
yapmamis bir akciger, sudan agirdir; ancak bir defa solunum yaptiktan sonra akciger
icerisinde mutlaka artik hava kalir. Bu yiizden solunum yapmis akciger, sudan hafiftir

ve suda yiizer. Bu durum adli tipta 6nemlidir (7).
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Sekil 2.2. Akcigerlerin projeksiyonu a) 6nden, b) arkadan goriiniis (7).
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Sekil 2.3. Akcigerlerin projeksiyonu a) sag dis yan, b) sol dis yandan goriintis (7).



Akcigerler gogiis boslugu iginde uzanir. Her akciger diaphragma’dan Kklavikula’nin
biraz iizerine kadar uzanir (8). G6giis boslugunda her iki tarafta pleural kese igerisinde
yerlesmistir. Ortada mediastinum’da yer alan, i¢inde kalbin de bulundugu yapilarla
birbirinden ayrilirlar. Bronsiyal agac ve akciger alveolleri dahil olmak iizere ana brons
ve distalinde bulunan solunum sisteminin tim yapilari, akcigerlerin i¢inde yer alir. Her
akciger, gogilis boslugunun sekline uyacak sekilde, dort yiizeye sahiptir. Akcigerin
mediastinal yiizeyi hafif i¢ biikeydir. Ayrica akcigerin bu yiiziinde pulmoner damarlar,

sinirler ve bronslarin gec¢tigi hilum pulmonis denilen dikey bir yarik bulunur (8).
2.1.1.1. Akcigerlerin Yiizleri
Her bir akcigerin ii¢ yiizii vardir;

Facies Costalis: Akcigerlerin kostalara bakan konveks dis yiiziidiir. Akcigerlerin en
biiyiik ytizii olup gogiis duvarinin i¢ yiizii ile komsuluk yapar. G6giis boslugunda tespit
edilmis akcigerlerin bu yiiziinde, kaburgalarin izleri goriiliir.

Facies Diaphragmatica: Akcigerlerin diaphragmaya bakan konkav alt yiiziidiir. Sag
akcigerin diaphragmatik ylizii, diaphragma araciligi ile karacigerin sag lobu; sol
akcigerin diaphragmatik yiizii ise karacigerin sol lobu ve midenin fundusu ile
komsudur.

Facies Mediastinalis: Akcigerlerin mediastinuma dolayisiyla birbirine bakan i¢
yiizleridir. Bu yliziin omurlar ile komsu olan arka kismina, pars vertebralis ad1 verilir.
Facies mediastinalisde “impressio cardiaca” denilen ve kalbin oturdugu biiyiik bir
cukurluk bulunur. Impressio cardiaca sol akcigerde; sag akcigerdekine oranla daha
derindir. iImpressio cardiacanin arka ve iist kisminda hilum pulmonis yer alir. Buradan
akcigerin damar, sinirleri ve bronglar girip ¢ikar. Bu olusumlarin tiimiine, radix

(pediculus) pulmonis denir (7).

Radix pulmonis, akciger sap1 olarak da bilinir ve hilum pulmonise baglanir. Radix
pulmonis ve tutundugu hilum pulmonis, mediastinal yiiziin hemen hemen ortasinda
bulunur. Igerisinde; akcigere giren ve ¢ikan yapilardan bronslar, a. pulmonalis ve v.
pulmonalisler, lenf damarlari, a. bronchialis ve sinirler bulunur. Radix pulmonisde
bulunan yapilarin 6n-arka yonde dizilimi her iki tarafta aymidir. Her iki tarafta v.
pulmonalisler 6nde, a. pulmonalisler ortada, bronslar ise arkada bulunur. Mediastinal

yiizde bazi organlarin izleri bulunmaktadir (7).



2.1.1.2. Akcigerlerin Kenarlari

Her bir akcigerin li¢ kenar1 vardir.

Margo Anterior: Akcigerlerin 6nde bulunan, mediastinal ve kostal yiizlerini
birbirinden ayiran, ince ve keskin kenaridir. Pericardiumun 6n yiiziinii kismen orter.
Margo Inferior: Diaphragmatik ve kostal yiizleri birlestiren keskin, alt kenardir. Basis
pulmonis ile facies costalis arasinda olan kismi ince ve keskindir. Facies mediastinalis
ile basis pulmonis arasinda kalan kismi ise kiinttiir.

Margo Posterior: Arkada, kostal yiiz ile mediastinal yilizii birlestiren ve gogis
omurlarinin yan taraflarinda bulunan oluk (paravertebral oluk) igerisine oturan kalin ve

kiint kenardir (7).
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Sekil 2.4: Akcigerlerin yiizleri, kenarlar1, fissura ve loblari (6nden goriiniis) (7).
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2.1.1.3. Akcigerlerin Loblar: ve Segmentleri

Sag akciger lobus superior, lobus medius ve lobus inferior olmak iizere ii¢ lobdan
olusur. Bu loblar1 birbirinden fissura obliqua ve fissura horizontalis adi verilen yariklar
ayirir. Sol akciger ise lobus superior ve lobus inferiordan olusur. Bu loblarin arasinda

“fissura obliqua” adi verilen yarik bulunur.

Fissura obliqua, her iki akcigerde, hilum pulmonisin arka kenarinda baslar. Once yukari
ve arkaya dogru giderek facies costalise gelir. Bu yiizde yukaridan asagiya ve arkadan
Oone dogru uzanarak, mediastinal yiize gecip arkaya ve yukari dogru uzanarak hilum

pulmoniste sonlanir.

Fissura horizontalis, sadece sag akcigerde bulunur ve lobus superioru, lobus mediusdan

aylIrir.

Akcigerlere giren bronchus principalisler; bronchus lobarislere, bronchus lobarisler de
bronchus segmentalis ad1 verilen daha ince dallara ayrilir. Her bir bronchus segmentalis,
yapt ve fonksiyonel olarak ayri bir birim olusturan ve akcigerin diger bolimleri ile
fonksiyonel bir iligkisi bulunmayan bir boliime girer. Diger boliimlerden bagimsiz
olarak calisan ve cerrahi olarak c¢ikarildiginda, diger boliimlere zarar vermeyen bu
fonksiyonel birime, segmentum bronchopulmonale(bir akciger segmenti) adi verilir.
Her bir akciger segmenti, tepesi akciger hilusuna, tabani ise akcigerin dis yliziine dogru
yonelmistir. Her segment, bag dokusu ile sarilmis ve sadece kendine ait damarlari,

bronchus segmentalisi ve sinirleri vardir (7).

Sag akciger Sol akciger

Sekil 2.6: Akciger segmentleri (7).



Sag akciger(pulmo dexter)de; lobus superior 3, lobus medius 2, lobus inferior 5

segmente ayrilir.
Sol akciger(pulmo sinister)de ; lobus superior 5, lobus inferior 5 segmente ayrilir.

Akcigerlerde gaz alis verisinin yapildigi birime, “asinus” adi verilir. Bir asinus
bronchiolus respiratorius, ductus alveolaris, saccus alveolaris ve alveolus pulmonisden

olusur (7).
2.1.1.4. Akcigerin Damarlari

Akcigerin, fonksiyonel ve besleyici olmak {izere iki grup damari vardir. Fonksiyonel
damarlari; a.pulmonalis ve v. pulmonalisler; besleyici damarlari ise a.bronchialis ve v.

bronchiolislerdir.

Sag ventrikiilden ¢ikan ve vendz kani tasiyan truncus pulmonalis, 5 cm uzunlugunda
kalin bir kiitik seklindedir. Pericardiumdan c¢iktiktan sonra, a. pulmonalis dextra ve
sinistra adin1 alan iki dala ayrilir. A. pulmonalis dextra, sinistraya oranla daha uzundur
ve arcus aortae ile v. cava superiorun arkasindan gecerek sag radix pulmonise gelir ve
burada iki dala ayrilir. Bu dallardan iistteki {ist loba, alttaki ise tekrar iki dala ayrilarak

orta ve alt loba gider.

Akciger alveollerine, a. pulmonalisin terminal dallarindan oksijeni azalmis kan gelir.
Burada oksijen bakimindan zenginlestikten sonra, alvoel kapillerlerinden gegerek, v
pulmonalisin dallarina direne olur. Bu dallar, segmentler arasindaki bag dokusunda
uzanarak radix pulmonise gelir. Her bir akcigerden, iki adet v. pulmonalis ¢ikar ve

akciger alveollerinde oksijen bakimindan zenginlesen kani sol atriuma getirir.

Akciger dokusunu, bronchuslari ve pleura visceralisi besleyen arterler, a.

bronchialislerdir. Akciger dokusunun venoz kani, vv. bronchialesler tarafindan toplanir

(7).
2.1.1.5. Plevra (Akciger Zarr)

Sag ve sol akcigeri bir kese seklinde ayr1 ayr1 saran, ¢ift katli Ser6z bir zardir (8).
Plevranin parietal yapragi, gogiis kafesinin i¢ yiiziinii, diafragmanin ¢ok biiyiik bir

boliimiinii 6rter ve mediastinum’u yanlardan sinirlar. Plevranin visseral yapragi, akciger
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yiizeyini ve loblar arasindaki yiizleri Orter. Aralarindaki kapiller araliga, cavitas
pleuralis denir ve solunum sirasinda kolaylik saglayan bir sivi igerir. Plevranin iki
yapraginin birbirlerine yaklasarak olusturduklart boliime, ligamentum pulmonale adi

verilir. Bu ligament, akcigerleri destekler (10).
2.1.1.6. Akcigerlerin Lenfatik Drenaji
2.1.1.6.1. Lenf Diigiimleri

Toraksin visseral lenf diigiimleri akcigerler, plevra ve mediastinum’u drene eder. Bu
lenf diigiimleri, radix pulmonis ve hilum pulmonis’te ¢esitli gruplar halinde diizenlenir:
genig bronglar boyunca nodi lymphatici pulmonales, esas olarak hilum pulmonis’te,
nodi lymphatici bronchopulmonales olusturur (11). ikincisi interlober, lober, segmental,

subsegmental ve intraparenkimal intrapulmoner diigiimleri olusturur (12).

Trakeobronsiyal lenf diigiimleri, bifurcatio trachea’nin yakinindadir. Trakeobronsiyal ve
trakeal lenf diigiimleri, akciger ve bronslarin bir ¢ok bdliimiiniin lenfatik drenajini alir
(11). Bu gruplardan olusan diigtimleri, iist ve alt paratrakeal, subaortik, retrotracheal ve

subkarinal diigtimleri igerir (12).
2.1.1.6.2. Lenf Damarlar:

Akciger’lerin lenf damarlari, ilk olarak nodi lymphatici pulmonales’lere gelir. Bu lenf
diigtimlerinin efferentleri, nodi lymphatici bronchopulmonales’lere, bunlarin efferentleri

de nodi lymphatici tracheobronchioles’lere agilir.
Akcigerlerde iki tip lenf damar1 vardir;

1-Yiizeyel lenf damarlari: Fissir kenarlart boyunca wuzanir ve nodi

bronchopulmonales’e drene olur.

2-Derin lenf damarlari: Nodi lymphatici bronchopulmonales’e ulagmak i¢in hilum
pulmonis’i geger. Bronkus ve pulmoner damarlar ile birlikte radix pulmonis’e dogru
seyreder ve akciger dokusu iginde bulunan nodi lymphatici pulmonales’e dokiiliir.
Buradan ayrilan lenf damarlari, radix pulmonis’teki nodi  lymphatici

bronchopulmonalislere drene olur. Bu lenf nodiillerinde toplanan akciger lenfasi, 6nce
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nodi  lymphatici  trocheobronchialis’e, daha sonra da nodi lymphatici

bronchomediastinalis’e dokiiliir (13).
2.1.2. AKCiGER EMBRIYOLOJiSi

Embriyolojik gelisimin yaklasik 4. haftasindan itibaren, 6n bagirsagin ventral
duvarindan ilk solunum sistemi taslagi ¢ikintist olusur. Uzunlamasina biiyliyen bu
cikinti, laringotrakeal oluk adini alir. Bu olusumdan daha sonra larinks, trakea ve
akciger parankimi olusacaktir. 6. haftada sag akciger tomurcugu 3, sol akciger
tomucugu ise 2 dala ayrilarak loblarin olusmasini saglar. Trakea ve akciger epiteli, 6n
bagirsak endoderminin tomurcuklanmasi ile olusur. Damarlar ve bag dokusu, cevre
mezenkimden farklilagir. Plevra ise intraembriyonik ¢6lom boslugu ve onu ¢evreleyen

mezotelyal hiicrelerden gelisir.
Solunum sistemi gelisimi, 4. haftadan sonra 4 agsamada tamamlanir:

1-Psodoglandiiler faz: 4 ve 16. haftalar1 kapsar. 4. haftadan itibaren tiibliler agag,
tastyict hava yollari, pulmoner asiniisler, 30. giinde loblar, 41. giinde segment bronslari,
terminal bronsiollere kadar olan hava yolu epiteli ve vaskiiler sistem gelisir (14).
2-Kanalikiiler faz: 17. ve 26. haftalar1 kapsar. Akciger havayollarinin farklilagmasi s6z
konusudur. Bu dénemde tiim bronsiyal havayollar1 gelisir (14).

3-Terminal kese faz: 26 ve 36. haftalar1 kapsar. Bu donemde hava bosluklar gelisir (14).
4-Alveolar faz: Akcigerin bu evredeki gelisim prenatal ve postnatal hayatta devam eder.
36. hafta ile 3. yil arasindaki dénemi kapsar. Bu donemde, alveolar hava keseleri
sekillenmeye baglar. Tip 1 pnomositler, farklilasmaya baglarlar. Tip 2 pnomositlerin

onciilleri de ortaya ¢ikar. Tip 2 hiicreler, siirfaktan yapimindan sorumludur (14).
2.1.3. SOLUNUM MEKANIZMASI

Oksijen bakimindan zengin havanin solunum yollarindan gegip alveollere dolmasina
soluk alma (inspirasyon), karbondioksit bakimindan zengin havanin (kirli hava)
alveollerden geri ¢ikip ortama verilmesine soluk verme (ekspirasyon) denir. Soluk alma
ve verme islemine ise; soluma devri denir. Soluma devri, insanlarin normal aktiviteleri
esnasinda dakikada 15—18 kez tekrarlanir. Solunum sayisi, viicudun galisma ve dinleme

durumuna gore degisiklik arz edebilir. Yetigkin bir insan 1 saatte 20 It. oksijen alir ve 20
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It. karbondioksit verir. Buna gore solunum i¢in saatte 5 m® havaya ihtiya¢ duyulur.

Insanlarda kaburga gogiis kaslar1 ve diyafram kolayca hareket edebilir.

Gogiis kafesi daraltilip genisletilebilir. Soluk alma esnasinda kaburga yukar1 ve disa
dogru ¢ekilir ve gogiis boslugu genisler. Gogiis hacminin genislemesiyle birlikte, i¢
basing diiser ve disaridaki hava basinci, i¢ basingtan yiiksek konuma geldigi i¢in,
akcigerlere hava dolar. Soluk verme esnasinda, kaburgalar asagi dogru salinir ve gogiis
kafesi daralir. Akcigerlerin hacmi kiigiiliir, buna bagl olarak ise i¢ basing, dis basincin

iistline ¢ikar ve akcigerlerdeki hava disari atilir (15).
2.1.3.1. Akciger Hacim Ve Kapasiteleri

Akcigerlerin hacim ve kapasiteleri spirometre denen cihazla 6lgiiliir. Soluk hacmi (tidal
hacim); her normal solunum hareketi ile akcigerlere alinan veya akcigerlerden ¢ikarilan
hava hacmidir. Ortalama hacmi 500 ml. kadardir. Inspirasyon rezervi; kisi tiim giiciiyle
inspirasyon yaptiginda normal soluk hacminin iizerine alinabilen fazladan soluk
hacmidir. Genel olarak 3000 ml. kadardir. Ekspirasyon rezervi; normal bir ekspirasyon
hareketinden sonra zorlu bir ekspirasyonla ¢ikarilabilen hava hacmidir. Genel olarak
1000 ml. kadardir. Rezidiiel hacim; en zorlu ekspirasyondan sonra akcigerlerde kalan
hava hacmidir. Genel olarak 1200 ml. kadardir. Inspirasyon kapasitesi; soluk hacmi ile
inspirasyon rezervinin toplamina esittir. Yaklagik olarak 3500 ml. kadardir. Fonksiyonel
rezidiiel kapasite; ekspirasyon rezervi ile rezidiiel hacmin toplamina esittir. Yaklasik
olarak 2300 ml. kadardir. Vital kapasite; inspirasyon rezervi, soluk hacmi ve
ekspirasyon rezervlerinin toplamina esittir. Yaklasik olarak 4600 ml. kadardir. toplam
akciger kapasitesi; akcigerlerin miimkiin olan en genis inspirasyon hareketi ile
gerilmesinden sonra ulasilabilecek en yiiksek hacimdir. Yaklasik olarak 5800 ml.
kadardir. tiim akciger hacim ve kapasiteleri kadinlarda erkeklere oranla %20-25 daha

dustiktiir (16).
2.1.3.2. Pulmoner Ventilasyon

Akcigerlerdeki hava kesecikleri ile atmosferde mevcut hava arasindaki gaz aligverigine
pulmoner ventilasyon adi verilir. Bu olay soluk alma ve soluk verme esnasinda

meydana gelir (15).

12



2.1.3.3. Difiizyon

Akciger alveollerindeki O, nin akciger kapillerinin i¢indeki kana, kandaki CO,’ nin de

yine ayn1 yolla alveollere gegisi solunumun difiizyon fazini olusturur (15).

2.1.4. SOLUNUMUN DUZENLENMESI

2.1.4.1. Solunumun Sinirsel Diizenlenmesi

Solunum kaslari, ritim olusturamaz. Dolayisiyla sinirsel kontrole ihtiya¢ duyulur.
Sinirsel kontrol yardimiyla;

1-Sinirsel kontrolde inspirasyon ve ekspirasyon dongiisiiniin diizenlenmesi (Solunumun

ritmik kalib1)
2-Solunum hizinin yani ventilasyon hizinin ayarlanmasi

3-Solunumun disinda; konusma, Oksiirme gibi istemli ya da istemsiz hareketlerin

ayarlanmasi gerceklestirilir.

Solunum merkezi, medulla oblongata ve ponsta bulunur ve solunumun kimyasal
kontroliinde gorev alir. Solunum, otonom sinir sistemi tarafindan kontrol edilmektedir
ve bu merkezde, cesitli noron gruplari vardir. Medulla’da solunumun ritmik kalibi
gergeklestirilir. Dorsal ve ventral solunum grubu olmak iizere 2 tipi vardir. Dorsal

solunum grubu: Medullanin dorsal kisminda bulunur ve inspirasyonda gorev alir.

Ventral solunum grubu: inspirasyon ya da ekspirasyondan sorumludur. Pons’ta apndstik
ve pnomotaksik merkezler bulunur. Apndsik merkez: Bazi ndronlar1 uyararak
inspirasyonda rol aldigmma inaniliyor. Pnomotaksik merkez: Solunum rampasinin
kapanmasini kontrol eder, pnomotaksik merkezinin uyarilmasi inspirasyonun erken
sonlanmasina neden olur. Bunun sonucunda solunum frekansi artar ve solunum hacmi

azalir (17).
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2.1.4.2. Solunumun Kimyasal Diizenlenmesi

Solunum, sadece dokulara oksijen saglamak ve dokulardaki karbondioksiti
uzaklastirmak anlamina gelmez. Aymi zamanda bazi iyon yogunlasmalarini da sabit
tutmaya caligmaktir. Solunum sistemi, bunlarin miktarlarindaki degisikliklere karsi
olduk¢a duyarhidir. CO, ve H" iyonu yogunlasmalarindaki degisiklikleri algilayan
medulla oblongata’nin altindaki kimosensetif alanda bulunurlar. Kanda CO; ve H*
miktarindaki artis, esas olarak solunum merkezini uyarir, sonugta inspirasyon ve
ekspirasyon sinyalleri artar. Fakat CO; yogunlasmasindaki artis, ayni zamanda
kimosensetif alan1 da etkiler. Bu etki ile dokularda, H,O ile CO; birlesir ve karbonik
asit (H" + HCO3") meydana getirir (18).

2.1.4.3. Solunum Membraninda Gazlarin Difiizyonu

Solunum {initesi, yaklasik 300 milyon alveolden meydana gelir ve bu alveollerin yapisi
oldukga incedir. Fakat aralarindaki kapillerlerle beraber saglam bir yapi olustururlar.
Alveoller, bir siv1 ile dolar ve bu sivi, ylizey gerilimini olusturur. Bu yiizey geriliminin
olusturdugu zorluklar ortadan kaldirmak i¢in ise, Tip II hiicreleri siirfaktan salgilar ve
yiizey gerilimini ortadan kaldirir. Membranin kalinligi, membran yiizey alani, gazin
difiizyon katsayis1 ve membranin iki yiizey arasindaki basing farki, gazlarin bir zardan
gecisini etkileyen en onemli faktorlerdir. Membran kalinlig: ile gaz diflizyon hizi, ters
orantilidir. Membran kalinligmin 2-3 katina ¢ikmasi halinde, gaz aligverisi onemli
Ol¢iide azalir. Ayrica, solunum membraninin ylizey alanimin daralmasi da gaz
aligverisini azaltir. Gazlarin diflizyon katsayisi, onun eriyebilirligi ile dogru orantili ve
molekiil agirligr ile ters orantilidir. Solunum membraninda bulunan karbondioksitin
difizyon hizi, oksijeninkinden 20 kat daha hizlidir. Basing farki da, gaz gecisini
etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Membranin karsi tarafinda da, ayn1 nedenlerden
dolay1, bir gaz basing farki olusur. Membrandaki gaz aligverisi, bu iki basing farki ile
ortaya cikar ve bu basing farki, net gecis egiliminin 6l¢iisii olarak kabul edilir. Normal
solunum esnasinda membranin iki tarafi arasinda ortalama 11 mmHg basing farki
vardir. Bu basing, 1 dakikada 230 ml. difiizyona ugrayan oksijenin hacmine esittir.
Karbondioksitin difiizyonu, oksijenin difiizyonundan 20 kat daha fazla oldugundan
dolay1, ¢ok daha fazla difiizyona ugrar. Bu durumun, istirahat halinde 400-450 ml. /dk./
mmHg, egzersiz halinde ise 1200-1300 ml /dk/ mmHg olmasi beklenir (19).
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2.2. ISKEMIi

Iskemi tanim olarak; dolasim tarafindan, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan atik iriinlerin uzaklastirilamamasidir. iskemiye
bagli doku hasarinda, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi hiicre 6liimiine neden olur (1). Hiicrenin enerji depolarinin bosalmasi ile
hiicre zarinda bulunan Na* - K - ATPaz pompas inhibe olur. Sonugta, hiicre i¢inde Na”
ve Ca*® iyon konsantrasyonlar: artar (21). Hiicre icinde Ca*® iyon konsantrasyonunun
artisl, hiicre i¢in sitotoksiktir (22). Nitekim yine bu donemde hiicrede iyon
konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin, l6kosit adhezyon
molekiillerinin yapiminda artig, buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda
azalma olur. Bu durum hiicreyi, reperfiizyon donemindeki hasara kars1 dayaniksiz kilar.
Iskemi déneminde, adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durdugu halde kullanimi devam
ettigi icin, ATP’den adenozinmonofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin, hizla
hiicre disina difiize olur ve inozin ve hipoksantine parcalanir. Dolayisiyla, iskemi
sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi
plrin  metabolitlerinin  birikimine ve ksantin dehidrojenazin(KDH)  ksantin
oksidaza(KO) doniisiimiine yol agar. Normal sartlarda hipoksantin, iirik asite metabolize
olur ve bu reaksiyonda elektron alict NAD(nikotinamid adenin diniikleotidin okside
formu) dir. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH — KO’a doniistiigiinden,
hipoksantinin iirik asite doniisiimii KO tarafindan gerceklestirilir. Elektron alict olarak

oksijen kullanilir (23).
2.2.1. Geri Doniislii Zedelenme

Hipoksinin ilk zarar verdigi yer, hiicrenin aerobik solunumudur; ATP olusumu yavaglar
ve durur. Ozellikle hiicre zarinin ATP aktivitesinin azalmasi, zarda aktif sodyum
pompasinin yetersizligine yol acarak, hiicre i¢i sodyum birikimine ve hiicreden
potasyumun disar1 atilimina yol agar. Hiicresel ATP azlig1, adenozin monofosfat artimi
ile birliktedir. Sonucta, fosfofriiktokinaz enzimi uyarilir ve anaerobik glikoliz hizi
artarak, glikojenden ATP olusumu ile birlikte, hiicre enerji kaynaklar1 korunur. Glikoliz,
laktik asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimine yol
acarak, hiicre i¢i pH’y1 diisiiriir. Graniillii endoplazmik retikulumdan, ribozomlar ayrilir

ve polizomlar monozomlara pargalanir (24).
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Hipoksi devam ederse, membran gecirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlar1 azalir.
Mitokondriler normal, sismis ya da gergekten yogunlasmistir. Endoplazmik retikulum
genislemis ve tiim hiicre belirgin olarak sismistir. Bu bozukluklarin tiimii, oksijen
verilince geri donigliidiir. Eger iskemi devam ederse, geri doniissiiz zedelenme

meydana gelir (24).
2.2.2. Geri Doniissiiz Zedelenme

Geri doniigsiiz zedelenme, yapisal olarak mitokondri ve kristalarda asir1 vakuolizasyon,
plazma zarinda asir1 zedelenme, lizozomlarda sisme ve 6zellikle iskemik alan yeniden
beslenirse, hiicre igine yogun kalsiyum tutulumu ile birliktedir. Amorf kalsiyumdan

zengin yapilar, mitokondri matriksinde gelisir (24).

Proteinler, riboniikleik asitler, asir1 gecirgen zarlardan siirekli kaybedilir. Hiicreler,
ATP’nin yeniden olusumu i¢in, hayati 6nemi olan metabolitlerini de kaybeder. pH’ nin
diismesi sonucu, lizozom zarlari zedelenir. Enzimleri sitoplazmaya gecerek, sitoplazmik
ve ¢ekirdek yapilarinin sindirimine yol acar. Hiicre 6liimiinii takiben, hiicre organelleri
devamli parcalanir. Hiicresel enzimler, hiicre dis1 mesafeye sizarlar. Hiicreler arasindaki
makromolekiiller, 6lii hiicreye girerler. Sonugta O6lii hiicreler, miyelin bigimler ve
fosfolipidlerden olusan biiyiik kitlelere doniisiirler. Bunlar daha sonra diger hiicreler

tarafindan fagosite edilir ve yag asitlerine pargalanir (24).

Geri doniigsliz zedelenmeyi karakterize eden iki olay vardir. Birincisi mitokondri
bozuklulugunun reperfiizyon ve reoksijenasyonuna ragmen diizeltilemeyisi ve ikincisi

membran fonksiyonlarin ¢ok ciddi bozuklugudur (25).

Membran bozuklugunun olusumunun altinda dort olasi neden yatmaktadir. Bunlar;
membran fosfolipidlerinin  giderek artan kaybi, hiicre iskelet proteinlerinin
parcalanmasi, toksik oksijen tilirevlerinin hiicre membrani ve diger hiicre yapilarinda
zedelenmeye yol agmasi, membranlar iizerinde yer alan fosfolipidlerin pargalanarak

katabolik tiriinlerin birikmesi (25).
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Sekil.2.7. Geri doniislii ve geri doniissiiz zedelenme sirasinda gerceklesen olaylar (25).

2.3. REPERFUZYON

Reperflizyon, kan akimmin ve bununla birlikte O,’nin, hipoksik dokuya tekrar geri
saglanmasidir; yani dolagimin yenilenmesidir. Eger hiicre geri doniissiiz sekilde hasara
ugramadiysa, bu sayede enerji depolar1 ve hiicresel hemostazis geri kazanilmis olur.
Iskemik organa tekrar kan sunumu yapilirken, hiicrelerin geri doniigsiiz hasara
ugramalar1 s6z konusudur (2). Bu durum, iskemik dokunun reperfiizyonunun dokuda
paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasarin

olusmasina yol agar (3).
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Sekil.2.8. Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 (26).

Dokulara, ihtiyaci olan oksijenin yeterince saglanamamasi durumu, hiicrelerde
anaerobik metabolik yollarin kullanimini zorunlu hale getirir. Dokularda meydana gelen
iskemiyle azalan oksijen diizeyi; laktat birikimine, doku pH’sinda diislise ve sonunda
membran transport sisteminde hasara neden olur. Ayrica transport sisteminin bozulmasi
ile hiicre i¢i kalsiyum yogunlugunda artts meydana gelir. Artan kalsiyum, ikinci
mesajcilara, cesitli enzimlere etki eder. Bu durum, 6ncii inflamatuarlarin birikmesine,
membranlarin islev ve bitlinliigiiniin olumsuz etkilenmesine ve hiicre iskeletinin
organizasyonunun bozulmasina neden olur. Tiim bu degisiklikler sirasinda dokularin
enerji depolar tiikenirken, biyolojik olarak aktif ajanlarn(prostasiklin, nitrik oksit gibi)
{iretimi azalir, doku i¢in toksik yeni bilesiklerin olusum hizinda artis meydana gelir. Ote
yandan, slire¢ boyunca adezyon molekiilleri, sitokinlere iliskin bazi genlerin sentez hizi

azalirken, bazi genlerin(cNOS, trombomodulin) iskemik hiicrelerde sentez hizi artar
(27).
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Sekil 2.9. Iskemi/Reperfiizyon hasarinda yer alan olaylar dizisi (28).
2.4. ISKEMI-REPERFUZYON HASARI

Iskemi, organ1 veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizligine bagl olarak
gelisen, geriye donlisimlii veya donilisiimsiiz hiicre/doku zedelenmesine neden
olmaktadir (3). Iskemi sonrasinda hiicrelerde pek ¢ok metabolik ve yapisal degisiklikler
olusmaktadir. Bunlardan biri; iskeminin, hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak,
hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezinde azalmaya yol agmasidir.
Bu durum, hiicre membraninin ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunu bozarak,
iskemi sirasinda adenin niikleotitinin yikimini da arttirmaktadir. Bu yikim da, reaktif
oksijen tlirevlerinin (ROS) prekiirsorii hipoksantin’in hiicre i¢i birikimini arttirmaktadir.
Iskemi sonrasinda, o bolgedeki kan akimmin yeniden saglanmasi (reperfiizyon) ve
hiicre i¢ine molekiiler oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte, ROS tiirevleri hizla
olusmaktadir. iskemi ayni zamanda endotel hiicrelerinde bazi proinflamatuvar gen
trlinlerinin  (16kosit adezyon molekiilii, sitokinler vb.) ve biyoaktif bilesiklerin
(endotelin, tromboksan A2 vb.) sentezini arttirirken, bazi koruyucu gen iiriinlerinin
(vapisal nitrik oksit sentaz (eNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve bu enzimlerin
tirlinlerinin nitrik oksit (NO), prostasiklin) ekspresyon ve sentezini baskilamaktadir

Q7).
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Geri doniissiiz hiicre hasarim1 6nleyebilmek i¢in, organa/dokuya yeniden kan akiminin
saglanmas1 gerekmektedir. Ancak reperflizyonun gerceklestirilmesi, iskemik dokularda,
iskeminin dokuda/organda olusturdugu hasardan daha fazla bir hasara yol
acabilmektedir. Hiicreye daha fazla kalsiyum, sodyum ve su girmesi ile

sonug¢lanmaktadir (29).
2.5. AKCIGERLERDE iSKEMi-REPERFUZYON (i/R) HASARI

Akcigerlerde iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 kardiyopulmoner “bypass”, pulmoner
tromboendarterektomi ve akciger transplantasyonundan sonra siklikla olusmaktadir (4).
Pulmoner arter tromboendarterektomisini takiben reperflizyon sonrasinda goriilen
pulmoner 6dem, endotel hiicrelerinin iskemi-reperflizyona maruz kalmasi sonucu
degisen vaskiiler denge, reperfiizyon sirasinda azalan NO, siklik guanozin monofosfat
(cGMP) diizeylerine bagli olarak gelisen vaskiiler disfonksiyon sonucu bozulan
koagiilasyon, vaskiiler permeabilite, vazomotor tonus, lokositlerin adezyon ve
agregasyon fonksiyonunda artig, klinikte akcigerlerde iskemiyi takiben reperflizyon ile

karsilasilan en 6nemli sorunlar olarak degerlendirilmektedir (5,6).

Akcigerlerde iskemik doku hasarmin patolojik tablosu, inflamatuvar yanit ile ortak
ozellikler gostermektedir. Iskemiye bagl olarak akcigerlerde, proinflamatuvar
sitokinlerin  iiretimi  artmakta, mononiikleer ve polimorfoniikleer 16kositlerin
aktivasyonu ve dokuya invazyonu goriilmektedir. Akciger inflamasyon yanitinda
interlokin (IL)-1B ve IL-6 en ¢ok iizerinde durulan sitokinlerdir. Transdermal growth
faktor (TGF)-B1’in I/R ve akciger tranplantasyonundaki énemi, IL-10 ile birlikte akut
akciger reddi ve reperfiizyon hasarini azaltmasinin gosterilmesi ile glindeme gelmistir
(30). I/R hasari sirasinda, sitokin iiretimi ile makrofaj, lenfosit ve nétrofil aktivasyonu
paralel olarak gelismektedir. Iskemi, makrofajlardan proinflamatuvar sitokinlerin
saliimini tetiklemekte ve erken reperfiizyon hasari olusturmaktadir. IL-8, 1L-12, I1L-18,
Tiimor nekroze edici faktor alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) gibi sitokinler ise geg
donemde nétrofil ve T-lenfosit aktivasyonuna yol agmakta ve beraberinde ge¢ donem
reperfiizyon hasar1 olusmaktadir. Adezyon molekiillerinin de, iskemi sirasinda
pulmoner damar endotel hiicrelerinde arttigi bilinmektedir. Bu molekiillerden P-
selektin, intraseliiler adezyon molekiilii (ICAM-1), CDI18 gibi molekiillerin deneysel
olarak reperflizyon sirasinda bloke edilmelerinin de akciger reperfiizyon hasarim

azalttig1 gosterilmistir (3).
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Sekil 2.10. Pulmoner vaskiiler yatakta iskemi-reperfiizyon sirasinda 16kosit aktivasyonu

ve sitokin salinimi arasindaki etkilesimin olasi mekanizmasi (de Perrot M. ve ark. Am J
Respir Crit Care Med 167: 490-511, 2003’den alinmustir.)

I/R hasarmin hipotermik kosullarda (+4°C) normotermik kosullara gore daha az
olustugu bilinmektedir (31). Hipotermi, doku/organ metabolik hizini diisiirmekte ve
enerji ihtiyacini azaltmaktadir. Klinikte deneysel bulgular esliginde, tranplantasyon i¢in
secilen akcigerlerin, aliciya implante edilene kadar gecen siire igerisinde, hipotermik bir
soliisyon icerisinde bekletilmesi rutin olarak uygulanmaktadir. Hipotermi,
transplantasyonda akciger saklanmasi ig¢in gerekli olmakla beraber, reperfiizyon
sirasinda ortaya c¢ikan ve organ igin zararli olan olaylarin devam etmesini
engelleyememektedir. Bu olaylar temel olarak; oksidatif stres, sodyum pompasi
inaktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum (Ca*®) birikmesi ve ortama demir iyonu

saliverilmesidir (3).

Oksidatif stres, ROS olusmasi ile karakterize bir durumdur. Bu tiirevler, siiperoksid
anyonu (Oy’*), hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikali («OH’)’dir (32). Bu
tiirevler kararsiz triinler olup, hiicre permeabilitesinin artmasindan hiicre zarinin
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erimesine kadar ¢esitli derecelerde lipid peroksidasyonuna yol agmaktadirlar (32).
Akcigerde birgok hiicre tipi (endotel hiicreleri, Tip II pnomositler, clara hiicreleri) ROS
olusturabilmektedir (33).

Akcigerlerde, iki ana mekanizma ROS olusumuna katki saglamaktadir. Bu
mekanizmalardan biri, reperfiizyon ya da solunum sirasinda ortama oksijenin yeniden
sunulmasi ile O, olusumuna yol agan hipoksantin birikimidir. Anoksi sirasinda, ksantin
dehidrogenaz enzimi, ksantin oksidaz formuna dontismektedir. Enzimin oksidaz formu,
ortamdaki oksijenin artisi ile, hipoksantini O, doniistiirmektedir. Diger mekanizma ise,
iskemi ile aktive olan ve oksijenin O, ve H,0, doniisiimiinii katalizleyen, NADPH
oksidaz sistemidir (34). Bu sistem, yogunlukla nétrofillerin, monosit ve makrofajlarin

yiizey membranlarinda bulunmaktadir.

Genelde organ transplantasyonunda I/R terimi, anoksi-reoksijenasyona karsilik
gelmektedir. Ancak akciger alveollerinde iskemi sirasinda bulunan oksijen, iskemi
sirasinda belli bir siire hipoksiyi Onlemekte ve aerobik metabolizmanin devamini
saglamaktadir (35). Akcigerde iskeminin ve hipoksinin sonucu olarak olusan oksidatif
stresin, birbirlerinden farkli oldugu diisiiniilmektedir. Hipokside, hizli bir ATP yikimi
olmakta, dolayistyla yikim iiriinii olan hipoksantin birikimi artmaktadir. Iskemi sonucu
olusan oksidatif stresin de, ATP depolarinin bosalmasindan bagimsiz bir oksidan hasar

olusturdugu one stiriilmektedir (36).

Hipotermi, hiicredeki sodyum pompasinin da (Na'/K* ATPaz) fonksiyonunu
bozmaktadir (37). Bunun sonucu olarak, hiicre icinde asir1 Na® birikmekte ve hiicre
sismektedir. Klinikte, hiicre dis1 bilesimindeki saklama ¢ozeltileri ile (diisiik K*, yiiksek
Na®) reperfiizyon sirasinda, sodyum pompasmin fonksiyonunun daha iyi korundugu

gorilmistir (38).

Hiicre i¢i Ca* yiikklenmesi, hipotermi sirasinda karsilagilan bir bagska énemli sorundur.
Artmus sitozolik Ca*? konsantrasyonu, ksantin dehidrogenaz enziminin ksantin oksidaza
doniisiimiinii hizlandirmakta bu durum mitokondri iizerinde serbest radikallerin zararl
etkisini potansiyelize etmektedir (32). Ayni sekilde esansiyel bir element olan demir de
patolojik olaylarda veya stres durumlarinda, oksidan yapiminina katilabilmektedir.
Demir, serbest demir lipid hidroperoksidlerinin dekompozisyonlarina ve glutatyonun

non-enzimatik oksidasyonuna da yol agabilmektedir (39).
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Hipotermik sartlarda tutulan akcigerlerin reperfiizyonundan sonra, hiicrelerde apoptozis
goriilmektedir. Yapilan caligmalarda tam fonksiyona sahip ve iyi bir klinik seyir
gOsteren insan akciger transplantasyonlarinda, 2 saatlik reperfiizyon igerisinde %30’ a

yakin apoptozis gozlendigi bildirilmistir (40).

2.6. PROGRAMLI HUCRE OLUMU (APOPTOZIS)

Normal kosullar altinda zedelenmis veya yaslanmis hiicreler, organizmanin hiicresel
homeostazinin saglanmasi i¢in apoptozis olarak adlandirilan, iltihabi olmayan ve enerji
gerektiren bir tiir hiicre 6liimii ile kendilerini feda ederler (41). Apoptozis, fizyolojik
hiicre 6limiiniin en sik goriilen formudur ve bircok mekanizmada kilit rol iistlenir.
Apoptotik hiicre 6liimii, iskemik yaralanmay1 ya da toksik hasari takiben olusanlardan
farkli morfolojik degisikliklerle karakterize edilir. Apoptozis, programlanmis bir
mekanizmadir ve embriyogenezis, immiin repertuarinin gelisimi ve iltihabi olaylarin
¢oziilmesi gibi birbirinden farkli bir¢ok siiregte istenmeyen hiicrelerin yok edilmesi i¢in
gerekli bir olaydir (42). Apoptozis, tek bir hiicrede biiziisme ve ¢evre hiicrelerle olan
temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biizigmenin nedeni; Na, K, Cl tasiyici
sistemin durmast nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir.
Apoptotik uyarimi alan hiicre, hacminin yarisina diiser, cevre ile olan baglantilarini
keser ve mikrovilluslar1 kaybolur. Elektron mikroskobunda gézlenen degisikliklerde,
oncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur ki bu yapi
‘zeiozis’ olarak tanimlanir. Zardaki tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda
transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir (43). Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan
fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin ile dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik
olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri, ATP’ye bagl translokaz ile aktif
olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger
enzim sisteminin aktivasyonu sonucu, fosfotidilserin dis yiizey tabakaya yerlesir. Bu

durum apoptotik cisimcigin fagositozu igin bir uyaridir. (44).

Sekil.2.11. Farkli canli ve yapilardaki apoptozis kaynakli degisimler. A)Parmak olusumu
sirasinda aradaki mezengimal hiicrelerin apoptozisi B)Amfibilerin kuyruk hiicrelerinin apoptozis ile

metamorfozu C)Bagirsak gibi liimenli organ olusumunda D)Ureme organlarinin olusumunda (45).
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Nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli olmamasina ragmen, programli hiicre 6liimii hem

fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Programli hiicre 6limii ile

Olen hiicreler, dokular tarafindan etkin bir sekilde yok edilir. Buna karsin nekroziste,

akut yaralanma sonucunda Olen hiicreler, siser ve patlar; hiicre icerikleri dis ortama

salinir ve inflamasyona neden olur (46).

Tablo.2.1. Nekrozis ve programli hiicre Oliimiiniin karsilastirilmasi. TNFR-1(Timor

Nekrozis Faktor Reseptorii-1) (46).

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Biiyiime faktorii eksikligi
e Iskemi Hiicre yaslanmasi “Senescence”
e Hipertermi HIV
e Hipoksi Kanser ilaglar1
Yol acan L .
nedenler e  Litik viral enfeksiyon Radyasyon
e  Toksik maddelerin yiiksek Fas veya TNFR-1  reseptorlerinin
konsantrasyonlari aktivasyonu
e  Siddetli oksidatif stres Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif stres
. e e Intakt hiicre membran1 fakat membranda
e  Hiicre membran biitiinliigiiniin At o] e
Kaybi bleb”’lerin olusumu
e Kromatin “flocculation”u Kromatinin niikleer membran civarinda
Morfolojik e Hiicre sigsmesi ve lizisi toplanmasi ve }./o.gunlasmam
R L Organellerde disintegrasyon yok
ozellikler e Organellerin disintegrasyonu . L . L
. . Hiicrenin intact mitokondri, ribozom,
e Endoplazmik retikulumun .o X
. nucleus pargalart ve diger organelleri
dilatasyonu . .
. . iceren  membranla  kapli  apoptotik
e  Biiyiik vakuollerin olusumu e
cisimciklere pargalanmasi
Iyi kontrollu, bazi aktivasyonlarin ve
e  Bozulmus iyon hemostazisi enzimatik basamaklarin olmast
e ATP gerekmez (pasif siirec) ATP gereklidir (aktif siireg)
e +4°C’de gerceklesebilir +4 °C’de gerceklesmez
Biyokimyasal e DNA  rastgele parcalanir DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
ozellikler (agaroz jel elektroforezinde ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilir mono
“smear” goriintiisii) ve oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
e Postlitik DNA fragmentasyonu elektroforezinde merdiven paterni)
(6liimiin geg safhasinda) Prelitik DNA  fragmentasyonu(erken
evrede gerceklesir)
e  Hiicreler gruplar halinde 6liir Hiicreler tek tek veya birkaci birarada oliir
" e Fizyolojik olmayan(patolojik) Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
Diger : . .. .
szellikler etkiler sonucu gergeklesir Komsu  hiicreler  veya  makrofajlar

Lizozomal enzimler salinir
Inflamasyona neden olur

tarafindan fagosite edilirler
Inflamasyon gériilmez
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Apoptozis temel olarak iki yolla baslatilir:

1) Hiicre disindan tetiklenen, pozitif (TNFa varligi) ya da negatif (TNFa yoklugu)

ekstrensek yol

2) Hiicre i¢inde DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi ya da mitokondriden

tetiklenen intrensek yol.

Mitokondri araciligiyla diizenlenen hiicre i¢i yol, aslinda hiicre dist ve hiicre ici
etkenlerin ortak kullanildig1 bir mekanizma olusturur. Ister hiicre ici, isterse hiicre dist
mekanizmayla baglamis olsun, apoptotik siire¢ “kaspazlar” adi verilen proteolitik
enzimler tarafindan gerceklestirilir. Kaspazlar, bugline dek bir diizine farkli tiirii
tanimlanan, sitoplazmada inaktif proenzimler halinde bulunan, aktif katalitik bolgesinde
sistein olan ve substratlarin1 aspartat igeren Ozgiil bir bolgeden kesen, proteaz

enzimlerdir(caspase= cysteine-dependent aspartate spesific proteases) (47).
2.6.1. Mitokondriyal Yolak

Mitokondri, hiicre iginde ATP iiretiminin kaynagi olmasinin yani sira, hiicre i¢i ya da
dis1 yollardan gelen 6liim sinyallerinin tizerinde birlestigi bir organeldir. Mitokondri, i¢
ve dis zarla cevrili yapidadir, bu zarlar tipki hiicre zarinda oldugu gibi bir zar
potansiyeline sahiptir. Dis zar gegirgenligindeki artis sonucu, mitokondri zari
potansiyeli bozulur, dis zarda hizli bir sismeyi takiben iki zar arasinda bulunan gesitli
proteinler hiicre sitoplazmasina ¢ikar. Bu proteinler arasinda, sitokrom ¢ ve endojen
sitozolik apoptozis inhibitorlerinin antagonistleri bulunur. Hiicrenin yasamini
siirdiirmesi ile 6lmesi arasindaki se¢im; protipi Bcl-2 olan ve 20’den fazla protein igeren
bir protein ailesi tarafindan kontrol edilen, mitokondrilerin gegirgenlik derecesi ile
belirlenir. Hiicreler biiyiime faktdrlerinden, trofik hormonlardan yoksun kaldiklarinda,
DNA’y1 zedeleyen ajanlarla karsilastiklarinda veya kabul edilemez diizeyde hatali
katlanmig protein igerdiklerinde, bir grup sensor aktiflesir. Sensorlerin Bel-2 ailesinden
olan bazilari, pro-apoptotik iki tiyesi olan Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Bunlar dimerize
olur, mitokondriyal membranin yapraklar1 arasina girer ve sitokrom c ile diger
mitokondriyal proteinlerin sitozole gecebilecegi kanallar meydana getirirler. iliskili
bagka sensorler, anti-apoptotik molekiiller olan Bcl-2 ve Bcl-X,’i inhibe ederek ayni
sonuca, mitokondrilerden sitozole protein gegisine katkida bulunurlar. Sitokrom c,

bagka kofaktorlerle birlikte Kaspaz 9’u aktiflestirirken, bagka proteinler de apoptozis
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inhibitorii olarak gdrev yapan kaspaz antagonistlerinin etkinligini engeller. Net sonug,
kaspazlarin zincirleme aktiflesmesiyle, ¢ekirdegin pargalanmasidir. Hiicreler biiylime
faktorleri veya diger uyarilar ile karsilasirlarsa, Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik iiyelerini
aktiflestirirler; bunlarin baslica ikisi Bcl-2nin kendisi ve Bel-X,” dir. Bu proteinler Bax
ve Bad’1 antagonize ederek mitokondriyal pro-apoptotik proteinlerin sitozole ¢ikisini
siirlarlar. Biiylime faktorlerinden yoksun kalan hiicreler, yalnizca pro-apoptotik
proteinleri aktiflestirmekle kalmayip, aymi zamanda Bcl-2 ve Bcl-X_ diizeyini de

diistiriir ve dengeyi hiicre 6liimiine dogru kaydirirlar (48).
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Sekil.2.12. Internal apoptozis mekanizmas (49).
2.6.2. Oliim Reseptorii Yolag

Apoptozis, oliim reseptorleri adi verilen birbiriyle yapisal olarak akraba olan birkag
reseptor tarafindan aktif olarak uyarilir. En iyi bilinen Ornekleri; TNFa ve Fas
reseptorleridir. Oliim reseptdrleri, hiicre zari igine tutunmus haldedir. Bir ucu hiicre
disma, bir ucu hiicre i¢ine bakar. Hiicre i¢i tarafinda, prokaspaz 8’in aktiflesmesini
saglayan bir 6liim bolgesi (death domain) bulunur. Hiicre zarinda bulunan, kendileri i¢in

0zgiin reseptorlere baglanan ligandlar, reseptoriin trimerik (ii¢ bilesenden olusan) bir
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yapiya doniismesine yol agarlar ve hiicre i¢inde “adaptdr molekiiller” ad1 verilen bir dizi
molekiille etkileserek, prokaspaz 8’i iki farkli biiyiikliikte parcaya bdler. Baslatici
kaspaz denen aktif kaspaz 8, inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve
kaspaz 7’nin bir zincir bigiminde aktiflenmesine yol agar. Aktiflenen tiim kaspazlar,
hiicre makromolekiillerini parcalayarak tipik apoptozis morfolojisinin olusumuna yol
acarlar. 6 Aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik
olarak aktiflesmesine yol agar. Bid, mitokondriden sitokrom c, baz1 bagka proteinlerin
(SMAC) ve kalsiyumun serbestlenmesine yol acar. Boylece 6lim reseptorleri yolu,

mitokondriyal yolu da aktiflemis olur (47).

Hiicreye sitotoksik T reseptorleri yoluyla ulasan Fas ligandi ya da TNFa, hiicre
yiizeyinde bulunan kendine 6zgii reseptorlerine baglanarak, apoptozisi uyarabilir. Fas
reseptoriiniin ligandi, aktiflenmis T lenfositlerde ayrica dalak, testis, karaciger ve
bobrek hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilir (50). Cesitli viriislerle hiicrelerin infekte
olmasi ya da p53’iin aktiflenmesi sonucu Fas reseptoriiniin ifadesi, o hiicrenin sitotoksik
T lenfositler tarafindan 6ldiiriilmesini saglar. FAS ve TNFa, disinda TRAIL ve TRAIL
reseptorleri de hiicre icinde benzer yollarla 6liimii uyarabilir. TRAIL reseptérlerinin,
FAS reseptoriinden farkli olarak, karaciger, noronlar, miyositler, kolon, brons epiteli,
Leydig hiicreleri gibi dokularda yapisal bi¢imde ifade edildigi ve TRAIL in de bu
dokularda bulundugu gosterilmistir (51).

Hiicre disindan gelen sinyallerin, hiicre i¢inde apoptotik mekanizmay1 ¢alistirmasina
aracilik eden yollardan biri de sfingolipid yoludur. Sfingomiyelin, hiicre zarinin yap:
taglarindan biridir. Radyasyon ve kemoterapinin yan sira, 6lim reseptorleri araciligiyla
da aktiflenebilen bir enzim olan sfingomiyelinaz tarafindan seramid’e doniistiiriiliir.
Seramid, ayrica serin palmitol transferaz tarafindan da sentezlenebilir. Seramid ve
seramidaz enzimiyle seramidden olusturulan sfingozin, Bid yapimini degisik yollarla

arttirarak, mitokondriyal yol tizerinden apoptozisi tetikler (52).
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Sekil.2.13. Oliim reseptdrii yolagi (49).
2.7. TGF SUPERAILESI

TGF(Transforming Growth Factor): Doéniistiiriicii  Bliyiime Faktorii. Transforme
hiicreler tarafindan sentezlenen, hiicrelerin biiylimesini saglayan, polipeptid yapida
biiylime faktorleridir. Sitokinler olarak da isimlendirilirler. Alfa (o) ve Beta () olmak

tizere 2 alt grubu bulunur (53).
27.1. TGF-a

TGF-a, uyarilmis makrofajlar, trombositler, keratinositler, beyin hiicreleri ve viicuttaki
diger bazi hiicrelerce sentezlenir. Yaklasik 50 aminoasitlik yapisinda 3 tane disiilfid
bagi igeren protein yapida bir bliylime faktoriidiir. TGF-0, Epidermal Biiyiime Faktorii
(EGF) ile yaklasik %30 yapisal benzerlik gosterir. EGF'nin daha otokrin ¢alisabilen bir
varyantt olarak kabul edilebilir. Biyolojik etkilerini, EGF reseptorlerine baglanarak
gosterir. Mezensimal, epitelyal, endotelyal hiicre biiylimesini ve endotel hiicre

kemotaksisini uyarir (54).
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2.7.2. TGF-p

TGF-B, cok sayida alt gruba sahip olduklar1 i¢in siiperaile olarak isimlendirilirler. TGF-
B stiperailesi polipeptid yap1 gosteren hiicre dongiisiiniin kontrolii, erken gelisimin
diizenlenmesi, differansiyasyon, ekstraselliiler matriks olusumu, hematopoezis,
anjiogenezis, kemotaksis, immiin fonksiyonlar, apoptozis gibi olaylarmin

diizenlenmesinde rol oynayan genis dagilimli multifonksiyonel bir sitokin ailesidir (55).

TGF-B, embriyoda gelisimi ve morfogenezisin olusumunu korurken, eriskin dokularda
homeostazisi saglamaktadir (56). Ozellikle epitelyum proliferasyonunu smirlamak
(sitostatik etki) ve farklilasmay: indiikklemek, primer fonksiyonlarindandir (57). TGF-$
cevabinda, hiicre dongiisiinlin durdurulmasi, ge¢ G1 fazinda “restriksiyon noktasinda”
meydana gelir. Bunun nedeni, CDK (Cyclin dependent kinase)’larin inhibit6rlerinin
indiiksiyonudur (58). Bununla birlikte, hiicre biiyimesi ve farklilasmasini saglayan
transkripsiyon faktorleri (c-myc) ve hiicre farklilasmasini engelleyen faktorler de
(6rnegin, 1D1,2,3) baskilanmaktadir (59). Bu baskilanma, Smad proteinleri ve
transkripsiyon faktorleri ile birlikte saglanir (58).

TGF-B sinyal yolundaki degisiklikler, insanda cesitli somatik ve kalitsal hastaliklar
ozellikle de kanserle iliskilidir (57). TGF-B, Smad’lar ve bunlarin kofaktorleri ile
beraber hiicrelerde, timor baskilayict ve hiicre metabolizmasini diizenleyici etKi
gosterir. Ayrica, kanserlerde timor gelisimini indiikleyici rol oynamasi da insan sagligi

acisindan 6nemlidir (58).

TGF-B siiperailesinin omurgalilarda, 50 den fazla iiyesi bulunmaktadir. Bunlardan
bazilar1; TGF-B, Aktivin, inhibin, Bmp, Glia hiicre kaynakli norotrofik faktor (Glial cell
line derived neurotrophic factor-GDNF), Miillerian inhibe Edici Madde (Mullerian
inhibiting substance-MIS) gibi siralanabilir (60). TGF-B siiperailesi i¢inde ilk
tanimlanan {iye, normal si¢an bobrek hiicrelerinden izole edilen, TGF-f ailesinin TGF-
B1 izoformu olmustur. Bu molekiillerin ortak yapisal ozelligi, sistin motifleri

icermesidir (61).
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Sekil.2.14. TGF-p Siiper ailesinin siniflandirilmasi (62).

Sinyal iletimi i¢in Tip II reseptorlere baglanmis ligand kompleksinin, tip I reseptorleri
fosforile etmesi gerekmektedir. TGF-B sinyali i¢in, bu fosforilasyon esastir. Cekirdege,
sinyalin iletimi i¢in Co-Smad’lar, R-Smad’lar ile heterooligomerler olusturur ve birlikte
cekirdege gecerler. Burada, transkripsiyonel faktorlerin yardimi ile DNA tiizerindeki

hedef gen bolgesine baglanarak transkripsiyonel cevabi olustururlar (63).

Transdermal growth faktér (TGF)- B1’in I/R ve akciger tranplantasyonundaki énemi,
IL-10 ile birlikte akut akciger reddi ve reperfiizyon hasarini azaltmasinin gosterilmesi

ile giindeme gelmistir (30).
2.8. Smad

Smad ailesi proteinleri, sinyal iletme kapasitesine sahip Tip I reseptor kinazlarin
substrati olarak tanimlanmistir. Reseptor sinyalinin, ¢ekirdekteki hedef genlere

iletilmesinde merkezi rol oynarlar (57).
Yapisal ve fonksiyonel etkenler goz oniinde tutuldugunda, Smad’lar ii¢ alt gruba ayrilir:

(@) Reseptor ile regiile edilen Smad’lar (R-Smad); TGF-B ailesi reseptor kinazlarmin

direkt substratlaridir.

(b) Common-partner Smad’lar(Co-Smad); R-Smad’larla birleserek sinyal iletimine

katilan Smad’lar
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(c) Inhibitér Smad’lar(I-Smad); R ve Co-Smad’larin sinyal fonksiyonunu inhibe eden
antagonist Smad’lardir (64).

R-Smad’lar da kendi iglerinde iki gruba ayrilir.

1) Bmp Smad’lar: Bmp Smad’lar, Smadl ve birbirine yakin homologlardan Smad5 ve
Smad8, Bmpr-I'in (Bone Morphogenetic Protein Receptor-I) substratlart ve

Bmpsinyallerin aracilaridir.

2) TGF-p/aktivin Smadlar: TGF-f/aktivin Smad’lar ise Smad2 ve 3, TPR-I’in
substratlar1 ayrica TGF-B ve aktivin sinyallerinin aracilaridir. Memeli epitel
hiicrelerinde Smad2 ve 3; gelisimin inhibisyonuna, haberci genlerden TGF-B ve

aktivinin transkripsiyonuna aracilik ederler (65).

R-Smad Co-Smad l-Smad
Smad 1)
Vertebralilar Smad5 | BMP Smad 6 —) BMP
Smad B_ Smad 4 Smad 7 _J BMP, TGF-B
Smad 27 TGF-B
Smad3 | Activin
Drosophila ~ Mad Madaea Dad

Sekil2.15. Smad proteinlerinin siniflandirilmasi (66).

2.8.1. Smad Proteinleri Aracihg ile Sinyal letimi

Bazal kissmda Smad’lar, homo-oligomerler olarak bulunurlar. Ligandin baglanmasuyla,
reseptor kompleksinin aktivasyonundan sonra, tip I reseptor kinazlar spesifik Smad’lari
fosforile ederler. Fosforile olan Smad’lar, daha sonra Smad4 ile birleserek hiicre
cekirdegine taginirlar. Bu kompleksler, ¢ekirdek icinde tek basina veya DNA-baglanma
altbirimi ile birlesik halde bulunabilirler; spesifik promotor elemanlarina baglanarak,
hedef genleri aktive ederler (60). Smad’ lar, agonistlerinin uyarisiyla serin-fosforlarlar.
Ornegin Smad1, Bmp2 veya 4’iin; Smad2, TGF-B veya aktivinin; ve Smad3, TGF-B’nin

uyarist ile serin fosforlarlar (60).
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Sekil.2.16. R- ve Co-Smad’larin aktivasyonu. Ligandin indiikledigi heteromerik kompleks
olusumu, ve tip | ile tip II reseptorlerinin aktivasyonunun ardindan, R-Smad’lar fosforlanir ve Co-
Smad’lar ile heteromerik kompleks olustururlar. Bu kompleks, hiicre ¢ekirdegine tasinir, hiicrenin
cesidine gore hedef genin ekspresyonu burada kontrol edilir. Aktive edilmemis Smad’lar,
mikrotiibiillere(MT) birlesik olarak sitoplazma iginde tutulabilirler. SARA; reseptdr aktivasyonu icin
Smad tutucu (64).

29. Bmp

Bmp’ler, yapisal 6zellikleri bakimindan TGF-f ailesinde yer alan 15°den fazla farkli
protein grubudur (67). ilk olarak 1965°de M. Urist tarafindan, demineralize kemik
matrisinin, kemik dis1 bolgelere yerlestirildiginde kemik olusumunu indiikleyici
etkilerinin gosterilmesi ile tanimlanmiglardir (68). Bmp’lerin kemik, kikirdak gibi
mineralize dokularin gelisiminin yani sira embriyonik ve fotal gelisimde, bobrek, kalp
gibi organlarin olusum siireci {izerinde de etkileri vardir. Bmp’lerin; kemik ile kikirdak
dokularinin, gelisim ve rejenerasyonlarindaki farkli asamalarda belirgin etkileri vardir
(69).

Kemik tizerindeki etkileri su sekilde 6zetlenebilir:

1- Farklilasmamis mezensimal hiicreler ve osteoprojenitor hiicrelerin ¢ogalmasini,
osteoblastlara farklilagmalarini saglarlar.

2- Osteoblast hiicrelerinin alkalen fosfataz (ALP) ekspresyonunu arttirirlar.

3- Mezensimal hiicreler i¢in kemoatraktandir ve bu hiicrelerin tip 4 kollajene

baglanmalarin arttirirlar (67).
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2.10. KASPAZLAR

Kaspazlar; bu 6liim proteazlari, caspase (Sistein aspartatik asit proteazlar) olarak bilinen
ve birbirleriyle homolog biiyiikk protein ailesidir. Kaspazlar, proteolitik olarak
bolinmesiyle aktiflesen, inaktif graniiller olarak iretilir. Kaspazlar, apoptotik yolun
cellatlaridir ve apoptozdaki karakteristik degisikliklerin en 6nemli sebebidir (70).
Apoptozis, gelisim sirasinda ve normal hiicresel homeostazisin saglanmasinda aktif rol
oynarlar. Bir sistein proteaz olan kaspazlar, apoptozisin i¢ veya dis sinyallerle (DNA
hasart, UV vb.) uyarilmasi sonucu aktifleserek, hiicreyi geri doniisiimsiiz bir yola
sokarlar (71). Bu siirecte, kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek, proteolitik bir kaskad
(selale tarz1 reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bu mekanizma, hiicre 6liimii esnasinda
(fizyolojik veya orta siddette zedelenme sonrasi) yiiksek oranda korunmakta ve zarar

gormemektedir (72).

14 c¢esit olan kaspazlar, apoptozisin farkli asamalarinda gorev almaktadirlar.
Kaspazlarin aktiviteleri, herhangi bir inhibitor tarafindan engellenmedigi siirece, hiicre

oliimiinde aktif rol oynarlar (82).

Baslaticn kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9 ve 10. Bagslatic1 kaspazlar, apoptotik uyariyla

baglayan 6liim sinyallerini, efektor kaspazlara yani ikincil kaspazlara iletirler.

Etkili (Efektor) kaspazlar: Kaspaz 3, 6 ve 7. Efektor kaspazlar, ilgili proteinleri
(6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri; aktin veya fodrin, niikleer membran proteini; lamin
A, DNA tamirinde rol alan; poli (ADP-riboz) polimeraz(PARP)) parcalayarak,

apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar.

Enflamatuar kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14. Bunlar; lenfokin tiretiminden

sorumludur.
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2.11. Bcl GEN AILESI

Bcl-2 geni, pek ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda, hiicre 6liimiiniin regiilasyonunda
kritik 6neme sahiptir. Bcl-2 ismi; ‘B-cell lymphoma/ leukemia-2’ geninden gelmektedir.
Isminden de anlasilacagi gibi bu gen ilk olarak, B hiicreli malignansilerde
kesfedilmistir. Cogunlukla follikiiler non-Hodgkin B hiicreli lenfomalarda bulunan Bcl-
2 genini aktive etmek icin kromozomal bir translokasyon meydana gelir. Bu
translokasyonla Bcl-2 geni, normal kromozom lokalizasyonu olan 18q21°den 14q32’°ye
dogru tasinir. Bu translokasyon, Bcl-2 geninin bozukluguna ve Bcl-2 mRNA’smin ve
onun kodladigi proteinlerin asir1 iiretimine neden olur. t(14;18)’in yalnizca malign
lenfomalarda olustugu diisiiniilmesine karsin, benign follikiiler hipertrofilerde azda olsa
translokasyona ugramis kromozoma rastlanir. Bcl-2 ekspresyonu; meme, prostat ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi hormonal, aktif epitelyum tiimorleri gibi

non-lenfoid tiimorlerde de gosterilmistir (73).

Bcl-2 geni, ayn1 ad1 tasiyan molekiil agirligi 25 kD olan ve hidrofobik karboksil ucuyla
intraselliiler membranlara yerlesen ve geri kalan kisminin sitozolde kaldigi bir membran
proteinini kodlar. Bcl-2 proteini, hiicrenin dis membraninda ayrica niikleus membrani,
endoplazmik retikulum ve mitokondriyal membranin i¢ kisminda antioksidan yol

tizerinde lokalizedir (74).

Bcl-2'nin gorevi; hiicre oliimiinii baskilamak ve bu yolla hiicre proliferasyonunu
etkilemeden yasam siiresini uzatmaktir. Bcl-2 protein ekspresyonu, esansiyel biiyiime
faktorlerinin yoklugunda bile, hiicrenin Go fazinda kalarak yasaminin uzamasina ve
bdylece apoptotik hiicre 6liimiiniin inhibisyonuna neden olur (74). Bcl-2 ile homolog
sekansa sahip bir grup gen tariflenmis ve bunlara Bcl-2 gen ailesi ad1 verilmistir. Bcl-2
ailesi proteinler birkag a-heliks yumagini igeren benzer protein yapisini paylasir. Bunlar
4’e kadar numaralanan BH bolgesi olarak adlandirilir. Bcl-2 ile ilgili proteinler, yapisal

ve islevsel durumlarina gére 3 grup altinda siniflandirilirlar (75):

1. Bcl-2 alt grubu. Bcl-2, Bcl-X, ve Bcel-w’den olusur, dort bolgeleri (BH1, BH2, BH3,
BH4) kuvvetli benzerlik gosterir. Hepsinin antiapoptotik aktivitesi vardir. Proteinin C

ucundan zara tutunma bdlgesi vardir ve mitokondri dis zarina yerlesirler.

2. Bax alt grubu. Bax ve Bak’dan olusur. BH1, BH2 ve BH3 bolgelerinde Bcl-2’ye

benzerlik gosterirler ve hepsi pro-apoptotiktir. Yap1 olarak bazi bakteriyel toksinlerin
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por olusturan proteinlerine benzerlik gostermeleri, en azindan kismen hiicre igi
zarlarda(mitokondri, endoplazmik retikulum ve c¢ekirdek zari) kanallar olusturma
potansiyelleri olabilecegini diisiindiiriir. Bax, difteri toksininin yapisal olarak tam
benzeridir. Bu toksin, endozomal/lizozomal zarlarda mRNA c¢evirimi (translokasyon)
baskilayici adenozin 5’-difosfat ribozile edici polipeptid A alt {initesinin sitoplazmaya

geemesini saglayacak biiyiikliikte kanallar olusturarak hiicreyi 6ldiiriir.

3) Bik alt grubu, proapoptotik. Bik, Bid ve Bim’den olusur. Bunlarin sadece BH3
bolgeleri Bcl-2’ye benzerlik gosterdiginden dolayr, BH3 proteinler olarak da
adlandirilirlar. Belirgin 6zellikleri heterodimerlerle olusturulmalar1 ve boylece eslerinin

aktivitelerinin diizenlenmesini saglamalaridir (76).

Insanda en az 17 Bcl-2 ailesi iiyesi vardir. Bu ailedeki genler, fonksiyonel olarak

antagonist iki gruba ayrilir:
Hiicre 6liimiinii baskilayanlar: Bel-2, Bel-X MCL-1
Hiicre 6limiinii destekleyenler: Bax, Bak, Bad, Bel-X;,

Bcl-x, Bcl-2’ye fonksiyonel olarak benzemekle birlikte, farkli seri gosteren bir
homologudur. Bcl-x aminoasitleri, %44 oraninda Bcl-2’ye benzerlik gosterir ve gen
irtinii iki sekilde bulunur. Bunlardan birincisi olan Bcl-X|, 233 aminoasit igerir ve
olduk¢a korunmus BH1 ve BH2 bdlgelerine sahiptir. Digeri Bel-Xs olup, BH1 ve
BH2’yi ¢evreleyen 63 aminoasidini kaybetmistir. Bcl-X(, Bcl-2’ye benzer ve pek ¢ok
sistemle apoptozisi inhibe eder. Diger yandan Bcl-Xs, Bcl-2 ve Bcl-X|  nin koruyucu
etkilerine zit etki yapar. Bcl-X|’nin fazla ekspresyonu, Bcl-2’de oldugu gibi, IL3

azalmasinda bile hiicreleri apoptosizden korur (73).

formation of a hydrophobic cleft
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Sekil 2.19. BCL gen ailesi (77).
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2.12. PDGF
2.12.1. PDGF Sentez ve Salinimi

PDGF’nin, hiicrelerin ¢ogalmasini ve transformasyonunu sagladigi, apopitozisi
diizenledigi ve doku yenilenmesi siiresince fibroblastlar, kondrositler ve glia hiicreleri

gibi bir¢ok hiicre tarafindan salindigi bildirilmistir (78).

PDGF’nin bu hiicrelerin yan1 sira trombositler basta olmak {izere makrofajlar, diiz kas
hiicreleri, astrositler, endotel hiicreleri, megakaryositler ve blastosist gibi embriyo
hiicreleri ile mesane kanseri, glioma, meme kanseri, 16semi, hepatoma ve kolon kanseri

gibi ¢ok sayida tiimor hiicreleri tarafindan da {iretimi gergeklesmektedir (79).
2.12.2 PDGF izoformlar:
2.12.2.1. PDGF-A

PDGF-A zincirini kodlayan gen, kromozom 7 iizerinde lokalize olmustur (80).
PDGF-A; 2,1 veya 2,4 kb uzunlukta mRNA {ireten, 196 ve 211 aminoasit polipeptid
zincirlerini kodlayan iki farkli uglari birbirine eklenmis bir sekilde meydana gelir.
PDGF-A zinciri, farkli uclarin birbirine eklenmesinin bir sonucu olarak, kisa ve uzun
olmak tizere iki farkli yapida goriiliir (81). PDGF-A geni, 7 ekzona sahiptir. Ekzon 1,
sinyal uclar1 kodlar. Ekzon 2 ve 3, gelisim siiresince haberci uglar tagirken, ekzon 4 ve

5, olgun PDGF-A proteinlerinin ¢ogunu kodlar. Ekzon 6, C-terminal ucu kodlar.

PDGF-A, fibroblastlar, astrositler, damar diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve epitel
hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipi tarafindan sentezlenir (82). Organlarda ise, kalp,

pankreas ve iskelet kaslarinda en yiiksek degerlerde bulunur (83).
2.12.2.2. PDGF-B

PDGF-B zincir gen iiretimi, kromozom 22 iizerinde lokalize olmustur (84). PDGF-B
geni; 3,5 kb uzunlukta mRNA iretir ve 241 aminoasit uzunlukta bir protein zincir
kodlar. Bu gen, yap1 olarak PDGF-A ile aynidir. Fakat, ekzon 2 ve 3’tin N-terminal ucu
kodlanmasi ve ekzon 7°nin tamamiyla kodsuz olmasi gibi bazi farkliliklar gosterir (85).
PDGF-A ve PDGF-B hiicrede endoplazmik retikulumda disiilfid bagli dimerlerde

toplanir ve haberci molekiiller gibi sentezlenir fakat aktiflesmezler (79).
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PDGF-B de PDGF-A gibi damar diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve fibroblastlar gibi
birgok hiicre tarafindan sentezlenir. Organlarda salimmi ise plasenta ve Kkalpte
bildirilmistir (83).

2.12.3. PDGF’nin Fizyolojik Fonksiyonlari

PDGF; biiyiimeyi arttirici, kemotaksis, dokularin sekillenmesi, yara iyilesmesi,
anjiyogenezis ve iskelet kas rejenerasyonlari gibi birgok 6nemli fonksiyonlara sahiptir.
Bunun yaninda, artritis, arthelerosclerosis, kemik iligi fibrozlarmi iceren patolojik

durumlarda PDGF’nin diizenleyici rolleri vardir (86).

Erken embriyonik donemde, PDGF’ler mitojenler gibi is gorerek farklilasmamis
mezengim hiicrelerinin ve bazi progenitor hiicrelerin ¢ogalmasini saglarlar. Sonraki
donemlerde ise, doku sekillenmesi ve hiicrelerin farklilasmasinda etkilidirler (87).
Ornegin, PDGF-A/PDGFR-a sinyali akciger, deri, barsaklar, kil folikiilleri, testis ve
bobreklerde intersitisyal hiicre ¢cogalmasinda énemli role sahiptir. PDGF-B/PDGFR-f
sinyali, perivaskiiler hiicrelerin bir araya gelmesinde onemli rol oynar. Ornegin,
bobrekte filtrasyon iinitelerinin olusmasinda, glomeriiler kapillerlerin gelisimi, PDGFR-
B pozitif mezensimal hiicrelere baglidir. Ayrica PDGFR-B, biitiin kaslarin gelisiminden
de sorumludur (88).

2.13. FIBROBLAST BUYUME FAKTORLERI (Fibroblast Growth Factors,
FGFs)

Olipeptit biyiime faktorlerinin bilyiikk bir ailesini olusturmaktadirlar. FGFs, degisik
organizmalarda (hematodlardan insanlara kadar genis bir yelpazede) bulunurlar (89).
FGFs ¢esitli mezoderm ve noroektoderm’den tiireyen hiicreler(fibroblastlar,
osteoblastlar, diiz kas hiicreleri, endotel hiicreler, kondrositler, melanositler gibi) icin
kuvvetli mitojenik aktiviteleri, norotropik 6zellikleri ve heparin baglama o6zellikleri ile

karakterize edilmislerdir (90).

Cok bilinen iki FGFs, izoelektrik noktalarinin(pl) farkli olmast nedeni ile birbirinden
ayirt edilmistir. Asidik FGF(aFGF, FGF-1; 15 kDa)’nin pl 4.5-6, bazik FGF(bFGF,
FGF-2)’nin ise pl 9.6-9.8°dir. Bu iki biiylime faktorii % 55 sira benzerligine sahiptir
(91).
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2.13.1. bFGF’nin Molekiiler Yapisi ve Gen Yapisi

Cesitli uzunluklarda insan bFGF vardir; dokulardan ilk izole edilen baskin formu 146
amino asit dizisi(Prol-Ala-Leu.....-Ser146) iceren ve N(azot) ucundan en az 11 amino
asit dizisi (Gly-Thr-Met-Alal-Ala2-Gly3-Ser4-1le5-Thr6-Thr7-Leu8) kadar uzatilabilen
seklidir (92).

Genom taramasi ile birgok FGF geni bulunmustur. Insanda 22 tane FGF geni
tanimlanmistir (89). bFGF’yi kodlayan, FGF-2 geni insanlarda; 4. kromozom, q26-g27

bandi tizerinde lokalize olmustur (89).
2.13.2. FGFs Reseptorleri

bFGF veya aFGF’ye cevap veren tiim hiicre tipleri spesifik FGF hiicre yiizey
reseptorleri tasimaktadirlar. bFGF yiiksek (FGFRs, tirozin kinaz(TK) aktiviteli FGF
reseptorleri) ve diisiik afiniteli reseptorlere (HSPG) baglanmaktadir (93). FGFs’nin
reseptore baglanmasi ile reseptorler dimerize olmakta ve bunun sonucunda tirozin kinaz
aktivitesi gergeklesmektedir. Bu kinazlar birbirlerini fosforilleyerek, sinyal iletimini
baslatmaktadirlar (94).

FGF

HEPARIN ——

FGFR ——

Sekil 2.20. Heparin tarafindan arttirilmis reseptor dimerizasyonu ve aktivasyonu

2.13.3. Biyolojik Aktiviteleri

bFGF; ¢ok sayida hiicre, doku, organ sistemlerinin fonksiyon ve gelisiminde etkili olan
bir bliyiime faktoriidiir. bFGF, oncelikle fibroblastik hiicreler i¢in mitojenik bir faktor

olarak tanimlanmistir. bFGF, dokularin rejenerasyonunda etkilidir (95).
39



TABLO 2.2. Farkli organ sistemleri tizerinde bFGF’nin fonksiyonlari (95).

Organ Fonksiyonlar
Beyin Sinir hticre farklilasmasi ve yasamasi
Damar gelisimi (anjiogenez), dtiz kas hticre
Kan Damari cogalmasi
atherogenez, kan basing¢ kontrolii
AKkciger Nefes vollarinin morfojenezi, tibrozit
Kol ve bacaklar | Kol ve bacak gelisiii
Kas Miyojenez
Kemik Kemik iyilesmesi, kikirdak dokunun olusumu

Grantilositlerin olusum ve gelisimi, megakaryosit
olusumu ve Ko6K hiicre yasamimmn uyvariliasi
Ureme sistemi Spermatojenez

Hematopoez

GOz Fotoreseptdr yasami

Deri Melanojenez, doku tamiri, keratinosit morfojenezi

Endotel hiicre ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve yeni kan damari olusumunun uyarilmasi,
bFGF’nin en iyi karakterize edilen fonksiyonlaridir (96). bFGF; noronlar, hipokampus,
striatum, spinal kord, serebellum ve parasempatik gangliyonlar iizerinde tropik etkiye
sahiptir. Mitoz sonrasi farklilagmis ndronlarin yasamini arttirir (97). Noronlar1 serbest
radikallere, nitrik okside, hipoglisemiye, eksitatér aminoasitlere(glutamik asit) ve
oksijensizlige karst1 korur (98). SSS vyaralanmalar1 sonrasinda, Sistemin
rejenerasyonunda bFGF 6nemli bir rol oynamaktadir (99). bFGF, beyni gegici ve

devamli iskemiye kars1 korur (98).
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3. MATERYAL - METOD
3.1.  Deney Hayvanlari

Deneylerde Gaziantep Universitesi hayvan bakim ve iiretim iinitesinde iiretilmis olan,
ortalama agirliklar1 250-300 gr. arasinda degisen, 40 adet Wistar albino cinsi erkek
sigan kullanildi. Denekler 21+1°C oda sicakliginda 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
periyodunda birakilarak senkronize edildi. Beslenmelerinde standart laboratuvar hayvan
yemi ve icebilecekleri kadar musluk suyu verildi. Calisma icin, Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 27.02.2012 tarihli 27.02.2012/9 karar

numarasi ile onay alindu.

Bu calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Deney
Hayvanlar1 Laboratuarinda yapildi. Histopatolojik incelemeler; Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. RNA izolasyonu ve RT-PCR
calismalari, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Egitim ve Arastirma

Hastanesi Molekiiler Genetik Tan1 Laboratuarinda yapildi.

3.2.  Kimyasal Maddeler ve Hazirlamslari
- 35 mg/kg Ketamin(Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye)
- 5 mg/kg Ksilazin(Rompun, Bayer, Tiirkiye)
- %10’luk Povidon-iyot soliisyonu(Batticon, Adeka)
- Heparin 5000 iU/ml (Nevparin, Mustafa Nevzat, Istanbul, Tiirkiye), 1/10

oraninda % 0.9 NaCl ile dilie edilerek kullanildi.
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3.3.

3.4.

3.5.

Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Solunum pompasi (SAR-830, IITC Life Science, Kaliforniya, A.B.D.)

Qiagen TissueLyser LT (Katalog No. 85600, Poison Information Center Mainz,

Germany)

Cerrahi malzeme (makas, pens, v.b.) (Aygiin A.S., Samsun, Tiirkiye)
Thermal Cycler (Applied Biosystem GeneAmp® PCR System 9700 PCR)

Gradient PCR (Corbett Research Model: RG-600, Avustralya)

Kullanilan Kkitler

Roche High Pure RNA Tissue Kit (Katalog No. 12 033 674 001, Mannheim,
Germany)

Ipsogen Kit

QIAzol Lysis Reagent (Katalog No:79306)

RT-PCR Kit

Deneysel Protokol

Caligmada sicanlar, 4 gruba ayrildi. Kayiplarin olma ihtimali ve istatistiksel anlamlilik

g6z oniinde bulundurularak her grup 10 sicandan olusturuldu.

Grup 1: Kontrol grubu. Gogiis kafesi agilarak, iskemi olusturulmadan sadece akcigerler

cikarildi.

Grup 2: 60 dk akciger iskemisi

Grup 3: 60 dk akciger iskemisi + 2 saat reperfiizyon

Grup 4: 60 dk akciger iskemisi + 4 saat reperfiizyon sonrasi akcigerleri ¢ikarildi.
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Calisma sirasinda siganlarm sol akcigerinde iskemi/reperfiizyon(IR) islemi yapilirken,
aymi siganin sag akcigeri ise kontrol olarak alindi. Boylelikle I/R olusturulan kisim ile

saglam dokunun birbirinin kontrolii olarak degerlendirilmesi saglandi.

Alman patolojik ve normal dokularin, hem 151k mikroskobunda iskemi durumlar1 hem
de molekiiler analiz degerlendirmeleri yapildi. Bu amagla dokularda mRNA
ekspresyonu, RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR(Reverse Transcriptase —
PCR) yapildi. PCR sonucu ¢ikan bulgular, histopatoloji olarak birbiriyle kiyaslanarak,

hangi apoptotik genin ekspresyonunun arttig1 veya azaldigina karar verilmesi planlandi.
3.6. Yontem: Akciger iI/R Modeli

Deneklerin anestezisi 35 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg Ksilazin anestezisi
intraperitoneal(ip) olarak uygulandi. Cilt kesisinin ardindan bez ve yag dokusu
ayrilarak, kas tabakalar1 agilmis ve trakea izole edilmistir. Trakea’ya endotrakeal tiip
yerlestirilmistir. I.v. 200 IU/kg dozda heparin (klemp takilmas: nedeniyle damarda
olabilecek trombozu engellemek amaciyla) verilen denekler, trakea kaniilasyonu ile
solunum pompasina baglanmis ve 70 kez/dk olacak sekilde oda havasi ile solumalari
saglanmistir (100). Gogiis kafesi tiras edilip, kesi alan1 gogiis orta ¢izgisi antiseptik
ozellikteki %10’luk povidon-iyot soliisyonu ile muamele edildi. Kesi; manubrium
sterni’den, ksifoide kadar yapildi. Plevral zar dikkatlice siyrilarak, akcigerlerde sol
pulmoner arter(SPA) izole edildikten sonra, atravmatik klemp takilarak, 60 dk sol
akciger iskemisi saglandi. Klemp uygulamasi sonrasinda, sol akcigerde renk degisikligi
gozlendi. Tim gruplarda 60 dk iskemi siiresince, agikta kalan bolgelere, 1lik serum
fizyolojik ile 1slatilmis span¢ konuldu. Biitiin deneylerde cerrahi islemlerin ardindan
deney protokollerine ge¢is Oncesi, stabilizasyon icin 15 dk beklenildi.
Iskemi/reperfiizyon sirasinda siganlar moniterize edildi ve normal vital fonksiyonlarinin
devam etmesi saglandi. Iskemi sonunda klemp ¢ikartilarak, iskemik bolgenin
reperfiizyonu saglandi. Her grupta, protokol uygulamasinin sonunda, klemp uygulamasi
yapilan sol akciger dokusu ile kontrolii olarak sag akciger dokusu alindi. Alinan
akciger dokusu bisturi yardimiyla 2’ye kesildi. Bir parcas1 histopatolojik inceleme i¢in
%10 luk formalin soliisyonuna konuldu. Diger pargas: ise RNA izolasyonu yapilincaya

kadar -80 °C de saklandi. Denekler, intrakardiyak yolla kanlari alinarak sakrifiye edildi.
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Resim 3.1. iskemi modeli. Kesi, manubrium sterniden ksifoide kadar yapild: (1). Akcigerlerde sol

pulmoner arter(SPA) izole edildikten sonra klemp takilarak 60 dk iskemi saglandi (2).

Grup 1 Kontrol grubu

Grup 2 Sol pulmoner arter okliizyon-reperfiizyonu
15 dk 60 dk 0 dk

Stabilizasyon (S) Iskemi (I) Reperfiizyon (R)

Grup 3 Sol pulmoner arter okliizyon-reperfiizyonu
15 dk 60 dk 120 dk

Stabilizasyon (S) Iskemi (I) Reperflizyon (R)

Grup 4 Sol pulmoner arter okliizyon-reperfiizyonu
15 dk 60 dk 240 dk

Stabilizasyon (S) Iskemi (I) Reperflizyon (R)

Sekil 3.1. Deneysel protokol
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3.7.  Akciger Histopatolojik Preparatlarinin Hazirlanmasi

Histopatolojik analiz i¢in; %10’luk formalin i¢inde tespit edilen akciger Ornekleri
fiksasyon sonrasi rutin histolojik parafin takip metodu kullanmak i¢in alkol ve ksilen
serilerinden gecirilmek suretiyle parafine gomiildii. Parafin bloklara gomiilen
dokulardan mikrotom yardimi ile 5 um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler,
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak 1s1k mikroskobunda incelenerek fotograflari
cekildi.

3.8. RNA izolasyonu

I/R deney siiresi sona erdiginde, her bir gruba ait siganlarm her iki akciger dokusu hizli

bir sekilde ¢ikarildi. RT-PCR ¢alismalart i¢in dokular -80 °C muhafaza edildi.

RNA izolasyonu asamasinda dokularin par¢alanmasi ve homojenizasyonu i¢in Qiagen
TissueLyser LT (Katalog No. 85600, Poison Information Center Mainz, Germany)
cihazi ve QIAzol Lysis Reagent kiti kullanildi. Izolasyon asamas1 i¢in Roche High Pure
RNA Tissue Kit (Katalog No. 12 033 674 001, Mannheim, Germany) kullanildi. RNA

izolasyon iglemi iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapildi.
3.8.1. Dokularin homojenizasyon islemi

2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine 1 adet ¢elik bilye konuldu ve 15 dk. boyunca
kuru buzda bekletildi.

30 mg dondurulmus veya hazir doku 6rnegi onceden sogutulmus olan mikrosantrifiij

tiiplere kondu ve yine 15 dk. boyunca kuru buzda bekletildi.

Mikrosantrifiij tiipleri TissueLyser LT adaptor kismina yerlestirilerek 2 dk. boyunca oda
sicakliginda bekletildi.

2 dk. sonunda mikrosantrifiij tiiplerinin i¢erisinde bulunan dokularin {izerine pargalama

soliisyonu (Lysis Buffer) olarak 350 pul QIAzol Lysis Reagent’dan konuldu.

Mikrosantriflij tiiplerinin kapaklar1 ve adaptor kisminin kapaklart kapatildi. 50 Hz.
(Hertz)’ de 5 dk. boyunca dokularin par¢alanmasi saglandi.
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Santrifiij sonunda dokular homojenize olmus sekilde izolasyon asamasi i¢in hazir

duruma getirildi.
3.8.2. Homojenize olmus doku érneklerinin izolasyon islemleri

Homojenize olmus doku ornekleri, maksimum hizda (13.040 rpm) 1 dk. boyunca
santrifiij edildi ve santrifiij sonunda iistteki supernatan kismi 1,5 ml.’lik ependorf

tiiplere alind1.

Supernatan kismin {izerine 350 pl %70’lik ethanol eklendi ve iyice karigmasi igin
vorteks yardimi karistirildi. Supernatan ethanol karisimi altinda toplama tiipleri bulunan

filtreli tiiplere alind1.

30 sn. boyunca 13.040 rpm hizda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki toplama
tiipleri (Collection Tube) yenisi ile degistirildi.

Daha sonra her doku 6rnegi i¢in 90 pl DNase Incubation Buffer ve 10 pl DNase I
karigimu filtreli tliplere dagitilarak 15-25 °C’de 15 dk. inkiibasyon gerceklestirildi.

Inkiibasyon sonunda 500 pl yikama soliisyonu (Wash Buffer I) filtreli tiiplere eklendi ve
15 sn. 8.460 rpm hizda santrifiij edildi ve santrifiij sonunda toplama tiipii yenisi ile

degistirildi.

Daha sonra 500 pl yikama soliisyonu (Wash Buffer II) filtreli tliplere eklendi ve 15 sn.
8.460 rpm hizda santrifiij edildi ve santrifiij sonunda toplama tiipii yenisi ile degistirildi.

Son yikama islemi i¢in 300 pl yikama soliisyonu (Wash Buffer II) filtreli tiliplere
eklendi ve 2 dk. 13.040 rpm hizda santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda filtreli tiipler 1,5 ml.’lik ependorf tiiplere alindi. Filtreli tiip iizerine,

70 pl Elution Buffer eklendi ve 1 dk. 8.460 rpm hizda santrifiij edildi.

Ependorf tiipii i¢erisinde elde edilen RNA -80 °C de saklandh.
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3.9.  RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA miktarin1 ve safligim1 belirlemek amaciyla 995 pl distile su + 5 ul RNA olacak

sekilde karistirild1 ve spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda optik dansite Slgiilerek
hesaplandi (101).

3.10. cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin, asagidaki tabloda gosterildigi gibi toplam hacim 25 pl olacak
sekilde reaksiyon hazirlandi ve c¢DNA sentez islemi asagidaki kosullarda

gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in Ipsogen Kit kullanildi.

Tablo 3.1. cDNA sentezi i¢cin kullanilan karisim igerigi

Karisim Miktar(pl)
5X Buffer RT 5
dNTP 2
Random-dT Primer 5.25
RNase 0.5
Reverse Transcriptase 1
ddT 1.25
RNase Free Water 5
RNA 5
TOPLAM 25
c¢DNA tepkime kosullarr;

25°C’de 10 dk
50° C°de 60 dk
85° C’de 5 dk
+4° C’de 5 dk

Uygulanan karigim ve tepkime kosullari sonucunda RNA’ dan cDNA elde islemi
tamamlanmis oldu. Elde edilen cDNA’lar -20 °C de saklandi.
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3.11. Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

Tablo 3.2. Caliymada kullanilan gen boélgelerine ait primer dizi bilgileri

GEN Dizi
Sense: 5’- CCGCCTGCTTACCTGCCTCCTGAA-3’
smad-1 Anti-sense: 5°- GAACGCTTCGCCCACACGGTTGT-3’
Sense: 5’-AAGGCACCCTTTGTATGTGG-3’
Bmp-2 Anti-sense: 5’- CATGCCTTAGGG”ATTTTGGA-3’
Sense: 5’-GACTGCGGTATTGAGACAGA-3’
CASPASE-3 Anti-sense: 5°- CGAGTGAGGATGTGCATGAA-3’
Sense: 5’-AGGCTGGCGATGAGTTTGAA-3’
BelX Anti-sense: 5’-TGAAACGCTCCTGGCCTTTC-3’
. Sense: 5’-AGGCCAACCGTGAAAAGATG-3’
A-Aktin Anti-sense: 5>-ACCAGAGGCATACAGGGACAA-3’
Sense: 5’-GGCTATGAAGGAAGATGGAC-3’
P-FOF Anti-sense: 5’- GTTCGTTTCAGTGCCACA-3’
Sense: 5’-GTCCAGGTGAGGTTAGAGG-3’
PDGFR Anti-sense: 5°- CACGGAGGAGAACAAAGAC-3’
TGE Sense: 5'-GCTAATGGTGGACCGCAACAAC-3’

Anti-sense: 5'-CAGCAGCCGGTTACCAAG-3'

3.12. RT-PCR(Revers-Transkriptaz PCR)

RT-PCR asamasindan once analizi yapilacak genlerin primerlerinin dizayni sonucunda
elde edilen %GC, Tm(Melting Temperature-Erime sicaklig) ve her gene ait baz
uzunluk degerleri goz oniinde bulundurularak, her gen bolgesine 6zgii, optimum PCR
sartlar1 belirlendi. Optimum sartlarin belirlenmesi i¢in yapilan Gradient PCR asamasi,
Corbett Research (Model: RG-600, Avustralya) ile gerceklestirildi. Her gene ait
belirlenen PCR kosullar1 ise Applied Biosystem GeneAmp” PCR System 9700 PCR
cihaz ile gergeklestirildi. Her gene ait PCR kosullar1 agagida gosterilmistir.
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3.13. Gen Bolgelerinin Calisma Kosullari
3.13.1. Smad-1

Tablo.3.3. Smad-1 genine ait RT-PCR Kkarisim icerigi.

Karisim Miktar (pul)
ddH,0 16.8
10x Buffer 2.5
MgCl, 1,0
dNTPs 2,0
Forward Primeri 0,3
Revers Primeri 0,3

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2,0
Toplam 25

Tablo.3.4. Smad-1 genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullari

Basamak Sicaklik | Siire | Dongii Sayis1
Denatiirasyon 94 3 dk. 1
2.denatiirasyon 94 30sn
Baglanma
) 71 45 sn 35
(Anneling)

Uzama (Elongation) 72 30 sn

Son Uzama
72 2 dk 1

(Final Elongation)

Resim.3.2. Smad-1 genine ait Gradient PCR sonugclari

49



3.13.2. Bmp-2

Tablo 3.5. Bmp-2 genine ait RT-PCR karisim icerigi.

Karisim Miktar (ul)
ddH,0 16,8

10x Buffer 2.5
MgCl, 2,5
dNTPs 15
Forward Primeri 0,3
Revers Primeri 0,3

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 1,0
Toplam 25

Tablo 3.6. Bmp-2 genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullar:

Basamak Sicakhik | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 4 dk. 1
2.denatiirasyon 94 45 sn
Baglanma
) 60 30sn 35
(Anneling)
Uzama (Elongation) 72 30 sn
Son Uzama
) ] 72 2 dk 1
(Final Elongation)

Resim 3.3. Bmp-2 genine ait Gradient PCR sonuglari

50



3.13.3. Bel-X,

Tablo 3.7. Bcl-X. genine ait RT-PCR Kkarisim icerigi.

Karisim Miktar (ul)
ddH,0 15,8

10x Buffer 2.5
MgCl, 15
dNTPs 2,5
Forward Primeri 0,3
Revers Primeri 0,3

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2,0
Toplam 25

Tablo 3.8. Bcl-X,_ genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullar:

Basamak Sicaklik | Siire | Dongii Sayis1
Denatiirasyon 94 4 dk. 1
2.denatiirasyon 94 45 sn
Baglanma
) 60 30sn 35
(Anneling)
Uzama (Elongation) 72 30 sn
Son Uzama
) ] 72 2 dk 1
(Final Elongation)

Resim 3.4. Bcl-X, genine ait Gradient PCR sonuclar:

<—— 357 bp.
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3.13.4. Caspase-3

Tablo 3.9. Caspase-3 genine ait RT-PCR karisim igerigi.

Karisim Miktar (ul)
ddH,0 15,6

10x Buffer 2.5
MgCl, 2,0
dNTPs 2,0
Forward Primeri 0,4
Revers Primeri 0,4

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2,0
Toplam 25

Tablo 3.10.Caspase-3 genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullar:

(Final Elongation)

Basamak Sicaklhik | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 3 dk. 1
2.denatiirasyon 94 30sn
Baglanma
) 59,1 45 sn 35
(Anneling)
Uzama (Elongation) 72 30 sn
Son Uzama
72 2 dk 1

Resim 3.5. Caspase-3 genine ait Gradient PCR sonuclari

<— 209 bp.
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3.13.5. bFGF

Tablo 3.11. bFGF genine ait RT-PCR Kkarisim i¢erigi.

Karisim Miktar (ul)
ddH,0 16,9

10x Buffer 2.5
MgCl, 15
dNTPs 1,0
Forward Primeri 0,5
Revers Primeri 0,5

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2,0
Toplam 25

Tablo 3.12. bFGF genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullari

Basamak Sicaklhik | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 5 dk. 1
2.denatiirasyon 94 30sn
Baglanma
) 60 30 sn 35
(Anneling)
Uzama (Elongation) 72 30 sn
Son Uzama
) ) 72 2 dk 1
(Final Elongation)

Resim 3.6. bFGF genine ait Gradient PCR sonuclari

«— 141 bp,
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3.13.6. PDGFR-a

Tablo 3.13. PDGFR-a genine ait RT-PCR Kkarisim i¢erigi.

Karisim Miktar (ul)
ddH,0 15,8

10x Buffer 2.5
MgCl, 2,0
dNTPs 2,0
Forward Primeri 0,3
Revers Primeri 0,3

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2,0
Toplam 25

Tablo 3.14. PDGFR-a genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullar1

Basamak Sicaklhik | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 3 dk. 1
2.denatiirasyon 94 30sn
Baglanma
) 59,1 30 sn 35
(Anneling)
Uzama (Elongation) 72 30 sn
Son Uzama
) ) 72 2 dk 1
(Final Elongation)
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3.13.7. TGF

Tablo 3.15. TGF genine ait RT-PCR karisim icerigi.

Karisim Miktar (ul)
ddH,0 15,1

10x Buffer 2.5
MgCl, 2,0
dNTPs 2,0
Forward Primeri 0,4
Revers Primeri 0,4

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2,0
Toplam 25

Tablo 3.16. TGF genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullari

Basamak Sicakhik | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 3 dk. 1
2.denatiirasyon 94 30sn
Baglanma
) 60,9 30 sn 35
(Anneling)
Uzama (Elongation) 72 30 sn
Son Uzama
) ) 72 2 dk 1
(Final Elongation)
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3.13.8. p-Actin

Tablo 3.17. g-Actin genine ait RT-PCR karisim icerigi

Karisim Miktar (nl)
ddH,0 15,5

10x Buffer 2.5
MgCl, 2,5
dNTPs 1,0
Forward Primeri 0,2
Revers Primeri 0,2

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2,0
Toplam 25

Tablo 3.18. p-Actin genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullar:

Basamak Sicaklhik | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 2 dk. 1
2.denatiirasyon 94 30sn
Baglanma
) 60 45 sn 35
(Anneling)
Uzama (Elongation) 72 30 sn
Son Uzama
72 2 dk 1

(Final Elongation)

Resim 3.7. p-Actin genine ait Gradient PCR sonug¢lari

<— 100 bp.
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RT-PCR sonucu caligilan tim 6rnek gruplarina ve gen bolgelerine ait PCR {iriinleri,
%2’lik agaroz jelde yiiriitildi. Elektroforez sonucu elde edilen jel gorintiileri, dijital
ortama aktarildi. Image J programi kullanilarak, ¢alisilan genlerin ekspresyon diizeyleri

sleiildii.

3.14. [Istatistiksel Degerlendirmeler

Verilerin istatistiksel analizleri, gruplar arasindaki farkin anlamlilik derecesi ikiden
fazla gruplar arasindaki karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi (One-way
ANOVA) testi ile degerlendirildi. Biitlin testlerde 0.05’den kiigiikk P (P<0,05) degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (123).
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4. BULGULAR

Bu calismada kontrol, 60 dk. iskemi, 60 dk. iskemi+120 dk. reperfiizyon ve 60 dk.
iskemi+240 dk. reperfiizyon olarak 4 gruba ayrilmis toplam 40 siganda, akciger
iskemi/reperfiizyon modeli olusturuldu. Daha sonra akciger dokularindan elde edilen
RNA ve bu RNA’lardan elde edilen cDNA o&rnekleri ile Smad-1, Bmp-2, Caspase-3,
Bcl-X., TGF, b-FGF ve PDGFR olmak tiizere 7 gen bolgesinin gen ifade diizeylerine
RT-PCR teknigi ile bakildi.

Gen ifadesi sonuglarmm degerlendirilmesi i¢in Image J bilgisayar programi
kullanilmistir. Elde edilen gen ifade diizeylerinin kantitatif degerleri tek yonlii varyans

analizi (One-way analysis of variance, ANOVA) ile degerlendirilmistir.

Elde edilen akciger dokularinin ayrica genel histolojik degerlendirilmesi yapildi.

4.1. Gen lfadesi Sonuclar

RT-PCR sonucu agaroz jelde yiiriitiilen her gene ait sonuglarin dijital ortamda 6l¢iimii
sonrast yapilan istatistiki analize gore; Caspase-3 (p<0,0001), Bcl-X. (p=0,0011) ve
TGF (p<0.0001) genlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma
goriildii (p<=0,05). b-FGF (p<0.0001) geninde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml artig goriildi (p<=0,05). Bmp-2 ve PDGFR genlerinde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamlilik goriilmedi. Smadl geninde ise MRNA ekspresyonu

goriilmemistir.

Smad-1 geninin gruplara gore ekspresyon durumlari ise soyledir:
Smad-1 geni gen ifadesi; 60 dk. Iskemi + 0 dk reperfiizyon, 60 dk. Iskemi + 120 dk
reperfiizyon ve 60 dk. Iskemi + 240 dk reperfiizyon gruplarinda yapilan kontrollii

calismalarda ekspresyon goriilmemistir.
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Bmp-2 geninin gruplara gore ekspresyon durumlari ise soyledir:

Bmp-2 geni gen ifadesi; 60 dk. iskemi + 0 dk reperfiizyon, 60 dk. Iskemi + 120 dk
reperfiizyon ve 60 dk. Iskemi + 240 dk reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gore

anlaml bir degisiklik gostermemistir. Kontrol grubu disindaki gruplar kendi arasinda

kiyaslandiginda istatiki olarak anlamlilik goriilmemistir.

Tablo 4.1. Bmp-2 genine ait istatistiksel veriler. 1.grup: Kontrol, 2.grup: 60 dk iskemi+0 dk

reperfiizyon, 3.grup: 60 dk iskemi+120 dk reperfiizyon, 4.grup: 60 dk iskemi+240 dk reperfiizyon.

95% Confidence Interval for Mean
Gruplar | Mean |Std. Deviation |Std. Error Min. Max.
Lower Bound Upper Bound
1 ,94466 ,176147 ,055703 ,81865 1,07067 ,700 1,232
2 1,15771 ,225557 ,075186 ,98433 1,33109 ,765 1,379
3 1,08952 ,302648 ,100883 ,85688 1,32215 ,710 1,766
4 1,20853 ,509938 ,169979 ,81655 1,60050 ,142 1,802
Anova
Sum of Squares df Mean Square F Sig. (p)
Between Groups ,378 3 ,126 1,187 ,330
Within Groups 3,499 33 ,106
Bmp-2
1,6
1,4 -
1.2
1
08 -
0,6 -
0.4 -
0,2
0 )

kontrol

reperfiizyon

60dk iskemi + 0dk 60dkiskemi + 120dk 60dk iskemi + 240dk
reperfiizyon

reperfiizyon

Sekil 4.1. Bmp-2 geninin ¢calisma gruplarina gore histogramlari
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Bcl-X.  geninin  gruplara gore ekspresyon durumlar1 ise soyledir:
Bcl-X. geni gen ifadesi; 60 dk. iskemi + O dk. reperflizyon ve 60 dk. iskemi + 240 dk.
reperfiizyon gruplarinda anlaml bir degisiklik gostermemistir. 60 dk. iskemi + 120 dk.

reperfiizyon grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gostermistir.

Tablo 4.2. Bcl-X, genine ait istatistiksel veriler. 1.grup: Kontrol, 2.grup: 60 dk iskemi+0 dk
reperfiizyon, 3.grup: 60 dk iskemi+120 dk reperfiizyon, 4.grup: 60 dk iskemi+240 dk reperfiizyon.

95% Confidence Interval for Mean
Mean | Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Min. Max.
1 1,1964 ,28805 ,09109 ,9904 1,4025 73 1,75
2 1,3075 ,18136 ,06855 1,1398 1,4752 1,10 1,59
3 ,8832 ,11025 ,03675 ,7984 ,9679 ,68 1,05
4 1,2361 ,19907 ,06636 1,0831 1,3892 ,99 1,52
Anova
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups ,903 3 ,301 6,867 ,001
Within Groups 1,358 31 ,044
Bel-XL
1,6
1.4 -
1,2
4 L
0.8
0,6
0.4 -
0.2
0 : . |
kontrol 60dk iskemi + 0dk 60dk iskemi + 120dk 60dk iskemi + 240dk
reperfiizvon reperfiizvon reperfiizvon

Sekil 4.2. Bcl- X geninin ¢calisma gruplarma gore histogramlari
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Caspase-3 geninin gruplara gore ekspresyon durumlari ise soyledir: Caspase-3 geni

gen ifadesi; 60 dk. iskemi + 0 dk. reperfiizyon, 60 dk. iskemi + 240 dk. reperfiizyon ve

60 dk. iskemi + 120 dk. reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir

azalma gostermistir. Kontrol grubu disindaki gruplar kendi arasinda kiyaslandiginda

istatiki olarak anlamlilik gériilmemistir.

Tablo 4.3. Caspase-3 genine ait istatistiksel veriler. 1.grup: Kontrol, 2.grup: 60 dk

iskemit0dk reperfiizyon, 3.grup: 60 dk iskemi+120 dk reperfiizyon, 4.grup: 60 dk

iskemi+240 dk

reperfiizyon.
95% Confidence Interval for Mean
Mean | Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Min. | Max.
1 1,8720 ,36047 ,12016 1,5949 2,1490 1,25 | 2,43
2 1,3613 ,32043 ,10681 1,1150 1,6076 1,07 | 211
3 ,9635 ,31943 ,10648 ,7180 1,2090 ,61 1,60
4 1,0528 42654 ,14218 ,7250 1,3807 ,69 2,04
Anova
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 4,541 3 1514 11,722 <0.0001
Within Groups 4,133 32 ,129
Caspase-3
25
2
1,5 =
bk
Hk
1
0,5 -
0 - - - - |
kontrol 60dk iskemi + 0dk  60dk iskemi + 120dk 60dk iskemi + 240dk

reperfiizvon

reperfiizvon

reperfiizvon

Sekil 4.3. Caspase-3 geninin caliyma gruplarina gore histogramlari
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bFGF geninin gruplara gore ekspresyon durumlar1 ise soyledir:
bFGF geni gen ifadesi; 60 dk. iskemi + 0 dk. reperflizyon ve 60 dk. iskemi + 120 dk.
reperfiizyon gruplarinda anlaml bir degisiklik gostermemistir. 60 dk. iskemi + 240 dk.
reperfiizyon grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli bir artis géstermistir. Kontrol
grubu disindaki gruplar biribiriyle kiyaslandiginda 60 dk. iskemi + 240 dk. reperfiizyon
grubu, 60 dk. iskemi + 0 dk. reperfiizyon ve 60 dk. Iskemi + 120 dk. reperfiizyon

gruplarina gore istatiki olarak anlamli bir artis géstermistir.

Tablo 4.4. bFGF genine ait istatistiksel veriler. 1.grup: Kontrol, 2.grup: 60 dk iskemi+0 dk
reperfiizyon, 3.grup: 60 dk iskemi+120 dk reperfiizyon, 4.grup: 60 dk iskemi+240 dk reperfiizyon

95% Confidence Interval for Mean
Mean | Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound | Min. Max.
1 11,3052 ,21984 ,06952 1,1480 1,4625 1,00 1,74
2 |1,1937 ,20681 ,06894 1,0348 1,3527 ,85 1,54
3 | ,9362 ,19324 ,06441 877 1,0847 79 1,40
4 12,2212 ,56179 ,18726 1,7894 2,6530 1,45 3,19
Anova
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 8,473 3 2,824 25,887 <0.0001
Within Groups 3,601 33 ,109
bFGF
3
25 | %k %
2
1,5
1 ]
0,5
0
kontrol 60dk iskemi + 0dk  60dk iskemi + 120dk 60dk iskemi + 240dk
reperfiizvon reperfiizvon reperfiizvon

Sekil 4.4. bFGF geninin ¢calisma gruplarima gore histogramlari
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TGF geninin gruplara gore ekspresyon durumlart ise soyledir:
TGF geni gen ifadesi; 60 dk. iskemi + 0 dk. reperfiizyon, 60 dk. iskemi + 240 dk.
reperfiizyon ve 60 dk. iskemi + 120 dk. reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma gostermistir. Kontrol grubu disindaki gruplar kendi arasinda

kiyaslandiginda istatiki olarak anlamlilik goriilmemistir.

Tablo 4.5. TGF genine ait istatistiksel veriler. 1.grup: Kontrol, 2.grup: 60 dk iskemi+0 dk
reperfiizyon, 3.grup: 60 dk iskemi+120 dk reperfiizyon, 4.grup: 60 dk iskemi+240 dk reperfiizyon

95% Confidence Interval for Mean

Mean | Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Min. | Max.
1 2,4393 ,60223 ,19044 2,0085 2,8701 1,76 | 3,78
2 1,0876 ,32472 ,11481 ,8161 1,3590 ,39 1,52
3 ,9398 ,12012 ,04004 ,8475 1,0322 77 1,12
4 ,8644 ,23119 ,07706 ,6867 1,0421 48 1,21
Anova
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 16,038 3 5,346 37,637 <0.0001
Within Groups 4,545 32 ,142
TGF
3
2,5
2
1,5
L
1 e i HEE
0,5
kontrol 60dk iskemi + 0dk  60dk iskemi + 120dk 60dk iskemi + 240dk
reperfiizyvon reperfiizvon reperfiizvon

Sekil 4.5. TGF geninin ¢caliyma gruplarina gore histogramlar:
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PDGFR geninin gruplara gore ekspresyon durumlari ise soyledir:
PDGFR geni gen ifadesi 60 dk. iskemi + 0 dk. reperfiizyon, 60 dk. iskemi + 120 dk.
reperfiizyon ve 60 dk. iskemi + 240 dk. reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli bir degisiklik gostermemistir. Kontrol grubu disindaki gruplar kendi arasinda

kiyaslandiginda istatiki olarak anlamlilik goriilmemistir.

Tablo 4.6. PDGFR genine ait istatistiksel veriler. 1.grup: Kontrol, 2.grup: 60dk iskemi+0dk
reperfiizyon, 3.grup: 60dk iskemi+120dk reperfiizyon, 4.grup: 60dk iskemi+240dk reperfiizyon

95% Confidence Interval for Mean

Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Min. Max.

1 1,2237 ,24132 ,07631 1,0511 1,3963 97 1,73

2 1,2540 , 15511 ,05170 1,1348 1,3732 1,09 1,58

3 1,0276 ,16840 ,05613 ,8982 1,1571 ,78 1,35

4 1,0726 ,33322 ,11107 ,8164 1,3287 ,67 1,53

ANOVA
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups ,340 3 ,113 2,041 127
Within Groups 1,832 33 ,056
PDGFR
14
1.2
1
0,8
0,6
0.4
0,2
0 : : . !
kontrol 60dk iskemi + 0dk 60dkiskemi + 120dk 60dk iskemi + 240dk
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Sekil 4.6. PDGFR geninin caliyma gruplarina gore histogramlari
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Sekil 4.7. Gen ifadesi diizeylerine bakilan genlerin c¢aliyjma gruplarmma gore

histogramlar
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4.2. Histopatoloji Sonug¢lar:

Kontrol grubundaki hayvanlarda; akciger parankiminin normal histolojik

goriiniimiinii korudugu gézlendi.

. A A €
Resim 4.1. Kontrol grubu akciger goriintiisii. Normal doku yapisi uyumlu goriilmektedir. H-

T ?

E Bar=50um

60 dk iskemi+0 dk reperfiizyon grubunda; pulmoner venlerde ve interalveolar
septumlarda siddetli konjesyon ile birlikte, alveol liimenlerine geg¢mis bazi eritrosit
birikimleri mevcuttur. Inter alveolar septumlarda, belirgin kalinlagmalar vardir. Hafif
siddette Perivaskiiler nétrofil infiltrasyonlar1 goriilmiistiir. Solunum yolu mukoza
epitelinde, tek tiik deskuamasyonlar mevcuttur. Sag lopta hafif siddette interalveolar

septumlarda kalinlagsma ve perivaskiiler tek tiikk notrofil infiltrasyonlarina rastlanmistir.

-4

Resifn 4.2. 60 dk iskemi-l;O dk reperfiizyon grubu goriintiisii. A) Sol akciger H-E Bar=

100um B) Sag akciger H-E Bar= 50pm
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60 dk. iskemi + 120 dk. reperfiizyon grubunda; Konjestif bulgulara ek olarak, bu
grupta siddetli perivaskiiler nétrofil ve 16kosit infiltrasyonlar: ile birlikte intraalveolar
o0dem dikkati ¢ekmektedir. Alveolar epitelde dejenerasyon ve deskuamasyon, belirgin
degisimlerdir. Brons ve bronsiyol epitelinde de dejenerasyon ve deskuamasyon
saptanmistir. Sag lopta da siddetli konjestif degisimler ile birlikte hafif siddette 6dem,

alveol ve bronsiyol epitelinde dejeneratif ve nekrotik degisimler gdzlemlenmistir.

" ¥ o) Ay s o \‘l(t ¢ : o : ) o 1) . Y
Resim 4.3. 60 dk. iskemi+120 dk. reperfiizyon grubu goriintiisii. A) Sol akciger H-E
Bar=50um B) Sag akciger H-E Bar= 50um

’

60 dk. iskemi+240 dk. reperfiizyon grubunda; Biitiin hayvanlarda, degisen siddette
konjestif atalektazi sekillenmistir. Siddetli perivaskiiler 6dem, nétrofil ve lokosit
infiltrasyonlarina ek olarak, alveol liimenlerinde belirgin alveolar makrofaj hiperplazisi
mevcuttur. Alveolar epitelinde, siddetli nekrotik degisimlerin varlig1 dikkati ¢ekmistir.
Brong ve bronsiyol epitelinde de deskuamasyonun belirginlestigi gozlenmektedir. Sag

akciger lobunda da 6dematdz ve konjestif degisimler belirgindir.

Resim 4.4. 60 dk. iskemi+240 dk. reperfiizyo
Bar= 100um B) Sag akciger H-E Bar= 50um

L IO RN
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5. TARTISMA

Calismamizda 40 adet Wistar albino cinsi erkek sigan; Kontrol grubu, 60 dk. akciger
iskemisi grubu, 60 dk. akciger iskemisi + 2 saat reperfiizyon grubu, 60 dk. akciger
iskemisi + 4 saat reperfiizyon grubu olmak {izere 4 gruba ayrildi. Alinan patolojik ve
normal dokularin, hem 1s1k mikroskobunda iskemi durumlari hem de molekiiler analiz
degerlendirmeleri yapildi. Bu amagla dokularda mRNA ekspresyonu, RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve RT-PCR(Reverse Transcriptase — PCR) yapildi.

RT-PCR sonucu agaroz jelde yiiriitiilen her gene ait sonuclarin dijital ortamda 6l¢iimii
sonrasi yapilan istatistiki analize gére Caspase-3 (p<0,0001), Bcl-X, (p=0,0011) ve TGF
(p<0.0001) genlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma goriildi
(p<=0,05). b-FGF (p<0.0001) geninde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artig gorildi (p<=0,05). Bmp-2 ve PDGFR genlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamlilik goriilmedi. Smadl geninde ise kontrol grubunda dahi mRNA

ekspresyonu goriilmemistir.

Iskemi tanim olarak; dolasim tarafindan, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan
ihtiyacinin saglanamamas1 ve olusan atik {iriinlerin uzaklastirilamamasidir. iskemiye
bagli doku hasarinda, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi hiicre 6liimiine neden olur (1). Iskemik hasarin giderilmesi icin bu kritik
zaman dilimi i¢inde dokunun tekrar oksijen ile beslenmesi gerekmektedir. iskemi
olusmus dokunun kan akisinin, ilaglarla veya mekanik miidahalelerle tekrar
saglanmasma reperfiizyon denilmektedir. Iskeminin kritik siiresi dolmadan, doku
reperfiize edilirse hiicreler 6liimden kurtulabilir. iskemi siiresinin uzamasi, reperfiizyona
ragmen Oliim riski olan hiicrelerin sayisin arttirir ve dokuda geri doniisiimsiiz hasarlara

yol agabilir.

Iskemik dokularin reperfiizyonu, toksik ROS olusumuna yol acar. Bunlar siiperoksit
anyonlar, hidroksil radikalleri, hipoklorik asit, hidrojen peroksit ve nitrik oksitten
kaynaklanan peroksinitrittir. Oksijen kokenli serbest radikaller araciligi ile olusan
hasarda baslangic olay, ksantin oksidaz kokenli siiperoksit anyonlariin tretilmesidir
(103).
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Iskemi ve reperfiizyon hasari, sok, vaskiiler cerrahi, travma ve transplantasyon sonrast
siklikla karsilasilan bir sorundur. Olusan lokal ve uzak doku hasarini en aza indirmek
icin arastirmalar devam etmektedir. Degisik kaynaklarda, bir ¢ok dokuda; kalp, akciger,
iskelet kasi, santral sinir sistemi, bobrek ve gastrointestinal sistemde, iskemi

reperfiizyon hasarinin meydana geldigi gosterilmistir (104).

Akcigerlerde uzamis iskemik siire¢; endotel hiicre hasarina, endojen surfaktan
azalmasina ve sonugcta artan pulmoner kapiller basing ve pulmoner 6deme bagli olarak
solunum yetmezligi tablosu ile ortaya c¢ikmaktadir. Akciger transplantasyonunun
yapilmaya baglandig1 tarihten itibaren, akciger korunmasi hakkindaki ¢alismalar giin
gectikce artmistir. Pulmoner flush soliisyonlarina pek ¢ok kimyasal madde eklenmistir.
1993°de Kirk, 1995°de Unruh ve 1996’da Novick gibi arastirmacilar, akciger korunmasi
ile ilgili derleme yapmislardir (105,106,107).

Iskeminin neden oldugu hasarin énemli bir kisminin reperfiizyon sirasinda postiskemik
donemde oldugu diisiiniilmektedir. Livesay ve ark., ¢apraz-klemp zamaninin 30 dk. y1

asmasi halinde, felg riskinin %3’ten %11°e yiikseldigini gostermislerdir (108).

Duke ve arkadaglar1 1983 yilinda, jel elektroforezi ile apoptozisde endoniikleazlarin
aktive olarak DNA kiriklarina yol agtiklarim1 gostermislerdir. Boylece apoptotik hiicre
Oliimiiniin ilk biyokimyasal kanitlari elde edilmistir (109). Bu tarihten sonra, apoptozis
konusunda c¢alismalar hizla artmistir. NoOrodejeneratif durumlarda, inflamatuar
hastaliklarda ve iskeminin sebep oldugu sinir sistemi hasarlarinda son zamanlarda

apoptozis bliytik ilgi gormiistiir.

Programlanmis hiicre 6limii olarak da bilinen apoptoziste, metabolik olaylarin
devamlilig1 i¢in gerekli olan yagsamsal sinyaller yerine, komsu hiicrelerden 6liim sinyali
aldigi veya hiicresel hasarin tamir edilemedigi durumlarda uyarildigit ve bu

mekanizmanin genler tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (42).

Apoptozis ¢ok sayida ek genler tarafindan regiile edilmektedir. Bu genler programli
hiicre 6liimiinii ya gii¢lendirir (p53, Bak, c-myc) ya da inhibe eder (bcl-2, Bcl-Xy, setrin)
(110).

Berliocci ve ark.(2005), apoptozisin olusumunda hiicre i¢i Ca™" iyonlarinin arttigini ve

bunun da hiicre 6liimiinde 6nemli bir belirte¢ oldugunu vurgulamiglardir (111).
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Hipotermik sartlarda tutulan akcigerlerin reperfiizyonundan sonra, hiicrelerde apoptozis
goriilmektedir. Yapilan caligmalarda tam fonksiyona sahip ve iyi bir klinik seyir
gosteren insan akciger transplantasyonlarinda, 2 saatlik reperfiizyon igerisinde, %30’a

yakin apoptozis gozlendigi bildirilmistir (109).

Baltalarli ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada; hayvanlarda olusturulan govde alt yarisi
I/R modeli yardimiyla, iskemik preconditioning’in akciger hasari iizerinde etkisi olup
olmadigini arastirmislar. Bunun igin I/R grubunda distal abdominal aortaya 3 saat
iskemi sonras1 1 saat reperfiizyon yapmislar. Yaptiklari ¢alismanin histopatolojik
bulgularinda; I/R grubunda intraalveoler ve interstisyel belirgin derecede polimorf
niiveli 16kosit birikimi saptamiglardir. Kontrol grubunda normale yakin bir akciger
histolojisi gozlemislerdir (112). Kontrol gruplart bulgularimiz uyumludur. Bizim
yaptigimiz ¢alismadaki 60dk iskemi+120dk reperfiizyon ve 60dk iskemi+240dk
reperfiizyon gruplarinin histopatoloji bulgular1 ile bu calismadaki I/R grubunun

bulgulart uyumludur.

Iskemik dokunun reperfiizyonu, dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan
hasara gore c¢ok daha ciddi bir hasarin olusmasma yol agar (3). Calismamizin
histopatoloji sonuglart incelendiginde, reperfiizyon siiresi arttik¢a, dokularda olusan
hasar sadece 60dk. iskemi+Odk.reperfiizyon yapilan dokulara oranla artmaktadir.

Ozellikle 4 saatlik reperfiizyon grubunda, siddetli derecede hasar meydana gelmistir.

Patolojik inceleme sonucu elde edilen veriler; reperflizyon siiresinin artmasiyla, dokuda

olusan hasarin artmasi arasinda dogru bir orant1 oldugunu bizlere gostermektedir.

Kaspazlar, iskemi aracili hiicre 6liimiinde rol oynayan aspartata 6zel sistein proteaz
ailesidir (113). Kaspazlar, proteolitik olarak boliinmesiyle aktiflesen, inaktif graniiller
olarak tiretilir. Kaspazlar, apoptotik yolun cellatlaridir ve apoptozdaki karakteristik

degisikliklerin en 6nemli sebebidir (70).

Li ve ark., apoptotik siirecte, kaspaz-3’iin en 6nemli rolii Gistlendigini ve kaspaz-9’un da

kaspaz-3’e benzer ozellikler gosterdigi vurgulamislardir (114).

Hampton ve ark. nin yaptigi ¢alisma ile apoptotik programin merkezi bileseninin

kaspazlar oldugu gosterilmistir (115).
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Chen ve ark., beyin iskemisinde, reperfiizyondan 1 saat sonra, kaspaz ekspresyonunun
meydana geldigini gozlemislerdir (116). Bizim ¢alismamizda kaspaz-3 mMRNA
ekspresyonu, kontrol grubuna gore, her 3 grupta da azalmustir. Ozellikle 1 saaatten
sonraki reperfiizyon gruplart olan 60dk. iskemi+120 dk. reperfiizyon ve 60dk.
iskemi+240dk. reperfiizyon gruplarinda aktivasyon kontrol grubuna gore daha da fazla
azalmistir. Bizim ¢alismamizin sonucu ile Chen ve ark., sonucu birbiriyle ¢elismektedir.

Bu zitlik, organlarin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.

Yadav ve ark. nin galismasinda da, karaciger iskemisinde, Bcl-2 genlerinin aktive
olarak, kaspazlar1 aktive ettigini belirlemislerdir (117). Bizim ¢alismamizda ise, Bcl-2
gen ailesinden olan Bcl-X_’nin mRNA ekspresyonu, sadece 60 dk. iskemi + 120 dk.
reperfiizyon grubunda anlamli olarak azalmasina karsin, kaspaz-3’iin mRNA seviyesi

her 3 grupta da azalmstir.

Chun ve ark. nin kalpte yaptiklar1 iskemi-reperfiizyon ¢alismasinda, kaspaz-3
aktivasyonuyla oligoniikleozomal DNA pargalarinin olustugunu ve hiicrenin geri

doniistimsiiz bir yola girerek, apoptotik cisimciklerin varligin1 gostermislerdir (118).

Dilsiz ve ark., si¢an retinasinda iskemi olusturarak, apoptozisten birinci derece sorumlu

olan kaspaz-3’ iin varligini belirlemislerdir (119).

Zhang ve ark. 2012 yilinda sigan akcigerinde iskemi/reperfiizyon hasar1 yaparak kaspaz-
3’tin MRNA ekpresyonunun arttigint gozlemlemislerdir (120). Bizim yaptigimiz
caligmada ise tam tersine, kaspaz-3’iin mRNA ekspresyonu azalmistir. Zhang ve ark.
nin yaptigi caligmada 45 dk. iskemi sonrasi 3 saat ve 6 saat olmak ilizere reperfiize
yapilmustir. Bizim yaptigimiz ¢alismada 60 dk. iskemi sonrasi O saat, 2 saat ve 4 saat
olmak iizere reperfiize yapilmistir. Bu ¢alisma ile bizim ¢alisma arasindaki ekspresyon

farkliliklar1 iskemi/reperfiizyon siiresinden kaynaklaniyor olabilir.

Kaspaz-3’iin mRNA ekspresyonu; kontrol grubu digindaki gruplar olan 60 dk. iskemi +
0 dk. reperfiizyon, 60 dk. iskemi + 120 dk. reperfiizyon ve 60 dk. iskemi + 240 dk.
reperfiizyon gruplarinda birbirleriyle kiyaslandiginda istatiki olarak anlamlilik
gostermemistir. Bu bulgu bizlere kaspaz-3’in mRNA ekspresyonuna reperfiizyon

sliresinin etkisinin olmadigini1 diisiindiirmektedir. Ancak iskeminin etkisi olabilecegini
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diisiindiirmektedir. Sadece 60dk. iskemi yaptigimiz 60 dk. iskemi + 0 dk. reperfiizyon
grubunda da kaspaz-3 mRNA ekspresyonun diismesi bu goriisiimiizii desteklemektedir.

Literatiire baktigimizda, akciger iskemisinde kaspaz-3 mRNA ekspresyonuna iliskin
yapilan c¢alismalar az sayidadir. Akciger iskemi/reperfiizyon hasarinda kaspaz-3'iin
MRNA ekspresyonuna yonelik yaptigimiz bu ¢alisma, bilimsel arastirmalarda nadir

olmasi sebebiyle 6nem tasimaktadir.

bFGF; ¢ok sayida hiicre, doku, organ sistemlerinin fonksiyon ve gelisiminde etkili olan
bir biiylime faktoriidiir. bFGF, oncelikle fibroblastik hiicreler i¢in mitojenik bir faktor

olarak tanimlanmistir. bFGF, dokularin rejenerasyonunda etkilidir (95).
bFGF, beyni gegici ve devamli iskemiye karsi korur (98).

bFGF ve TGF-B, iskemi reperfiizyon hasari sonrasi, organ hasari ve tamirinde énemli
rol oynar. Akciger onarimi ve bFGF ya da TGF-f gen ekspresyonu arasinda 6nemli

derecede bir iligki vardir (121).

Fu XB ve ark. (2000), sigan akcigerinde iskemi/reperfiizyon hasar1 yaparak, bFGF ve
TGF-B ekpresyonuna immiinohistokimya metoduyla bakarak, ekpresyonlarinin arttigini
belirtmislerdir (122). Fu XB ve ark. nin yaptig1 bu ¢alismada; 45 dk. iskemi+6 saat, 24
saat ve 48 saatlik reperflizyon uygulamiglardir. Calismamizda ise, bFGF mRNA
ekpresyonu sadece 60 dk. iskemi+240 dk. reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gore
artarken, TGF-f mMRNA ekspresyonu 60dk. iskemi+0dk. reperfiizyon, 60dk.
iskemi+120dk. reperfizyon ve 60dk. iskemi+240dk. reperfiizyon gruplarinda kontrol
grubuna gore azalmistir. Sonuglarin farkli olmasinin sebebi olarak; iskemi/reperflizyon

stirelerindeki farklilig1 diistinmekteyiz.

bFGF mRNA ekpresyonu; kontrol grubu disindaki gruplar biribiriyle kiyaslandiginda
60 dk. iskemi + 240 dk. reperfiizyon grubu, 60 dk. iskemi + O dk. reperfiizyon ve 60 dk.
Iskemi + 120 dk. reperfiizyon gruplarina gore istatiki olarak anlamli bir artis
gostermistir. Bu bulgu dayanarak reperfiizyon siiresinin bFGF mRNA ekpresyonuna

etkisi olabilecigini diisiinmekteyiz.

TGF-B siiperailesi, polipeptid yap1 gosteren, hiicre dongiisiiniin kontrolii, erken

gelisimin  diizenlenmesi,  differansiyasyon, ekstraselliler —matriks  olusumu,
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hematopoezis, anjiogenezis, kemotaksis, immiin fonksiyonlar, apoptozis gibi olaylarinin

diizenlenmesinde rol oynayan genis dagilimli multifonksiyonel bir sitokin ailesidir (55).

Transdermal growth faktdr (TGF)-B1’in I/R ve akciger tranplantasyonundaki énemi; IL-
10 ile birlikte akut akciger reddi ve reperfiizyon hasarini azaltmasinin gosterilmesi ile

giindeme gelmistir (30).

Knudsen ve ark. (2011), sigan karacigerinde 30 dk. iskemi + 30 dk. reperfiizyon yaparak
TGF-f mRNA ekpresyonunda herhangi bir anlamlilik bulamamiglardir (123). Bizim
calismamizda ise 60dk. iskemi+0dk. reperfiizyon, 60dk. iskemi+120dk. reperfiizyon ve
60dk. iskemi+240dk. reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gére TGF-f mRNA
ekpresyonunda ciddi bir azalma bulunmustur. Calismamizdaki iskemi reperfiizyon
stirelerinin bu calismaya oranla daha uzun olmasi, ekspresyonu etkiliyor olabilir. Ayrica

doku farkliligi da TGF-S mRNA ekspresyonunda etkili bir unsur olabilir.

Gen transfer ¢aligmalari; artmig TGF- ekspresyonunun, akciger hasariyla ilgili iskemi-
reperfiizyon hasarina karst korudugunu gostermistir (124). Bizim ¢alismamizda
reperfiizyon siiresi arttikca, TGF-f mRNA ekspresyonu azalmistir. Bu da reperfiizyon
stiresinin artmasinin, TGF-f mRNA ekspresyonuna azalmasma dogrudan etkisi

oldugunu gosterebilir.

TGF-# mRNA ekspresyonu; kontrol grubu disindaki gruplar olan 60 dk. iskemi + 0 dk.
reperfiizyon, 60 dk. iskemi + 120 dk. reperfiizyon ve 60 dk. iskemi + 240 dk.
reperfiizyon gruplarinda birbirleriyle kiyaslandiginda istatiki olarak anlamlilik
gostermemistir. Bu bulgu bizlere TGF-f mRNA ekspresyonuna reperfiizyon siiresinin
etkisinin olmadigin1 diislindiirmektedir. Ancak iskeminin etkisi olabilecegini
diigiindiirmektedir. Sadece 60dk. iskemi yaptigimiz 60 dk. iskemi + 0 dk. reperfiizyon
grubunda da TGF-f mRNA ekspresyonun diismesi bu gorlisiimiizii desteklemektedir.

Masaki ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada, Smad1’in kardiyomiyositleri I/R hasarina
kars1 korudugunu gostermislerdir (125). Oysaki bizim ¢aligmamizda, Smadl mRNA
ekspresyonu goriilmemistir. Kontrol grubunda dahi Smadl mRNA ekspresyonun

olmamasi, akcigerde Smadl mRNA ekspresyonu olmadigini diisiindiirmektedir.
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Bmp-2 geni gen ifadesi; 60 dk. iskemi + 0 dk reperfiizyon, 60 dk. Iskemi + 120 dk
reperfiizyon ve 60 dk. Iskemi + 240 dk reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli bir degisiklik gostermemistir. Kontrol grubu disindaki gruplar kendi arasinda

kiyaslandiginda istatiki olarak anlamlilik gostermemistir.

Smadl, Bmp-2 veya 4’tin; Smad2, TGF-f veya aktivinin; Smad3, TGF-B’nin uyarisi ile
serin fosforlarlar (60). Bizim yaptigimiz ¢alismada Bmp-2 geninde istatistiki olarak
anlamlilik tespit edilememesinin sebebi; Smadl geninin ekspresyonunun olmamasi

olabilir.

Bcl-X., I/R hasarma kars1 dokuyu koruma 6zelligi gostermistir (126). Bcl-X| nin fazla
ekspresyonu, Bcl-2’de oldugu gibi, hiicreleri apoptosizden korur (73).

Masaki ve ark. nin galismasinda, Bcl-X.’in 1 saatlik reperflizyon sirasinda kalpte
indiiklendigi gosterilmistir (125). Bizim ¢alismamizda, Bcl-X.’in mRNA ekspresyonu, 2
saatlik reperfiizyon grubunda kontrol grubuna oranla diismiistiir. Bu zitlik; I/R yapilan
organlarin farklilifindan veya reperflizyon siiresinin farkliligindan kaynaklaniyor

olabilir.

PDGF’nin, hiicrelerin ¢ogalmasini ve transformasyonunu sagladigi, apoptozisi
diizenledigi ve doku yenilenmesi siiresince fibroblastlar, kondrositler ve glia hiicreleri

gibi birgok hiicre tarafindan salindig1 bildirilmistir (86).

PDGFR-« ile yaptigimiz bu ¢aligmada; PDGFR geni gen ifadesi 60 dk. iskemi + 0 dk.
reperfiizyon, 60 dk. iskemi + 120 dk. reperfiizyon ve 60 dk. iskemi + 240 dk.
reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik géstermemistir.
Kontrol grubu disindaki gruplar kendi arasinda kiyaslandiginda istatiki olarak anlamlilik

gostermemistir.

Akciger iskemi reperfiizyon sonrasi PDGFR-a ile yaptigimiz bu calisma, literatiirde
ilklerden olmasi sebebi ile biiylik 6nem tasimaktadir. Bu konu ile yaptigimiz ¢alisma
ilklerden olmas1 sebebi ile bundan sonra yapilabilecek calismalara yon vermesi de

ayrica bir oneme sahiptir.
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Sonug olarak; Akciger I/R hasar1 sonucu Smadl ve Bmp-2 genlerinin apoptotik
etkilerini arastirdigimiz bu ¢alismada; Smadl geninin eksprese olmadig1 goriildi. Bmp-
2 geninin mRNA ekspresyonunda ise herhangi bir istatistiki anlamlilik bulunamadi. Bu
sonug bizlere, Akciger I/R hasarina Smadl ve Bmp-2 genlerinin herhangi bir etkisinin

olmadigini diistindiirmektedir.

Oneriler;

Akciger 1/R hasart sonucu Smadl ve Bmp-2 genlerinin apoptotik etkilerini

arastirdigimiz bu ¢alismadan sonraki asamada yapilabilecek analizler:

1. Akciger I/R hasar1 sonucu apoptotik etkileri arastirdigimiz bu ¢alismadan sonra
TUNEL yo6nteminin bir sonraki asamada kullanilmasi, apoptozisin morfolojisini
daha da iyi anlamamiza etkisi olabilir.

2. TAS (Total Antioxidant Status) ve TOS (Total Ooxidant Status) Kkitleri
kullanilarak oksidan/antioksidan diizeyleri arastirilabilir.

3. Epinefrin gibi /R hasarin1 onleyici etkisi oldugu bilinen maddelerin
calismamizda baktigimiz apoptozisle ilgili oldugu belirlenen genlerin mRNA

ekspresyonu iizerine etkisi arastirilabilir.
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