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1. GIRIS

iskemi, kan akimi yetersizligi nedeniyle dokularin ihtiyac
olan oksijen ve metabolik substratlarin karsilanamadigi patolojik bir
olaydir. Bagirsak iskemi-reperfiizyon hasari yiuksek derecede mortalite ve
morbiditeye neden olan 6énemli bir faktérdiir *. Bozulmus kan akiminin
neden oldugu iskemik hasar, metabolik agidan aktif dokulara 6nemli
derecede zarar vermektedir. Paradoksal olarak iskemik dokuda kan
akiminin yeniden saglanmasi, iskemik hasara ilaveten reperflizyon hasari
olarak belirtilen ek htcre hasarina yol agmaktadir. Bu reperfiizyon hasari,

iskeminin neden oldugu doku hasarlanmasini daha da arttirmaktadir 2.

Gastrointestinal sistem iskemi-reperfizyon hasarina kargi
yilksek derecede hassastir . intestinal iskemi reperfiizyon hasari, akut
mezenterik iskemi, intestinal obstruksiyon, ince bagirsak
transplantasyonu, travma ve soku iceren bircok Kklinik vakada ortaya

cikmaktadir *>°

. Normal fizyolojik kosullarda mukozal musin, epiteliyal
hiicre tabakasi ve bozulmamig intestinal bariyer devamlihdr yasamin
surdurulmesi agisindan 6nemlidir. Ek olarak epiteliyal hticreler yuksek bir
metabolizmaya sahip olup, iskemi nedeniyle ortaya c¢ikan oksijen
eksikligine karsi cok hassastirlar. iskemik hasar enterosit ve enterositleri
destekleyen tabakalara zarar vermektedir ’. Azalmis kontraktil aktivite,
artmis mikro vaskuler permeabilite ve mukozal bariyer disfonksiyonu
intestinal iskemi-reperfiizyon hasari ile iliskilidir 8. Bagirsak bariyerinin
bozulmasi besinlerin absorbsiyonunu azaltmakta ve bariyerin bozulmasi
sebebiyle bagirsakta mevcut bulunan bakteriler de kana ya da diger
organlara gecebilmektedir. Bakteri translokasyonu ve bakteriler tarafindan
uretilip kana salinan zararli maddeler inflamatuar mediatorleri aktive edip

“Sistemik Inflamatuar Yanit” ya da “Coklu Organ Disfonksiyonu



Sendromu’nun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir *'°. Bu sebeble ince
bagirsagin lezyonlara kargi korunmasinda kullanilabilecek yodntemlerin

bulunmasi 6nem kazanmaktadir.

intestinal mukoza reaktif oksijen tiirlerine (ROT) karsi son

derece hassastir .

intestinal iskemi-reperfiizyon hasarindan reaktif
oksijen tirleri sorumludur *2. Hastalarda reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldinimasinda antioksidanlarin  kullanimi,  klinik agidan dnemlerini
arttirmaktadir. Meyve ve sebzelerin antioksidan igerik bakimindan zengin
oldugu kabul edilmektedir. Antioksidan zengin diyet stuperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz gibi enzimleri de iceren hicresel antioksidan

savunma sistemini gelistirmektedir **.

iskemi reperfiizyon hasari ile ilgili mekanizmalar multi-
faktoriyel olup, literatirde genig olarak arastinlip yorumlanmistir.
Bunlardan biri olan, stiperoksit anyonu (02" ), hidrojen peroksit (H20,) gibi
serbest oksijen radikaller ve inflamatuar sitokinler mukozadaki dogal
savunma sistemini bozup hiicre hasarina sebep olmaktadirlar **>1°,
Serbest radikal bagiml hasara karsi korunmada hicrelerin antioksidan
aktivitesine sahip enzimleri iceren defans mekanizmalari bulunmaktadir.
Serbest radikal hasarina karsi DNA, proteinler ve lipid gibi makro
molekdllerin  korunmasinda superoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSHPx), katalaz (KAT) gibi antioksidan enzimler birincil
koruyuculardir. Superoksit dismutazlar 0, ‘yi hizlica daha az zararli olan
H20, ‘ye, KAT ve GSHPx ise H»0, ‘i suya donustirmektedir. Bu sebeple
yUksek seviyedeki antioksidan enzimler hicresel makro molekdlleri

oksidatif stres bagimli hasara karsi korumada etkilidirler **.

ister dolagimsal problemlere, ister cerrahi girisimlere, isterse
de travmaya bagh olsun iskemi, ilgili alanda doku hasarina yol agan bir

olaydir. Dokunun iskemiye duyarlihgi 6lgtisinde hasarin siddeti de degisir.

2



Reperflizyon biyokimyasal mekanizmalarin aracilik ettigi sekonder hasara
neden olan bir olaydir. Reperflizyon hasari, molekiler oksijenin toksik
metabolitleri ile olusur. Normalde oksijen, karbondioksit ve suya
metabolize olur. Hipoksi sonucu, elektron transport sisteminde bozulmaya
bagli olarak reperfizyon doneminde ani olarak artan oksijen, su ve
karbondioksit yerine sitotoksik serbest oksijen radikallerine dontsmeye

Y Bu bilgiler 1s1§inda, reperfiizyon hasarini azaltmak amaciyla

baslar
serbest radikal temizleyicileri, immun sistem diizenleyicileri gibi birgok ajan

kullanilmigtir.

iskemide hasarin siddeti, hipoksinin siiresi ve derinligine
baghdir. Hipoksi durumunda, htcre canhliginin devami igin gerekli olan
enerji (ATP), glikojen depolarindan glikoliz yoluyla yani anaerobik olarak
Uretilmeye baslar. Bu esnada, aerobik glikoliz neredeyse durma noktasina

18 Normal

gelmekte ATP’nin sadece %7'si bu yolla uretiimektedir
sicaklikta, 3-4 dakikalik iskemiyi takiben ATP depolari tamamen bosalir,
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon durur. ATP duzeyi sifira yaklastiginda
intraseltler iyonik homeostazis icin gerekli olan ve ATP'ye bagimli

19 irreversibl hiicresel hasar

membran iyon pompalari c¢alisamaz olur
surecinin baglamasinda kalsiyum iyon homeostazisinin bozulmasi en kritik
noktadir. iskemi esnasinda, intraseluler kalsiyum hizla codalmakta,
kalsiyum seviyesindeki bu artis sitoplazmik proteazlar ve nuikleazlarin
salinimini aktive etmektedir. Bunlar yapisal proteinlerin ve DNA'nin hasar
gormesinden sorumlu olan enzimlerdir. Kalsiyumun aktive ettigi
fosfolipazlar, membran lipidlerini aragidonik asit ve diger cesitli vazoaktif
metabolitlere  donustirecektir.  Kalsiyum ile  endoteliyal ksantin
dehidrogenaz ksantin oksidaza donusur ki bu enzim reperfiizyon
esnasinda serbest radikal Uretiminde rol alan 6nemli bir ajandir. Sonug
olarak, intraselluler kalsiyum konsantrasyonundaki yukselme, aspartat ve

glutamat miktarinin artmasina neden olur *°.



Post-iskemik  resirkilasyon veya reperfizyon, iskemik dokunun
oksijenlenmig kan ile perflize edilmesiyle, enerji desteginin saglanmasi ve

18 Ancak,

hicresel homeostazisin yeniden restorasyonu demektir
reperflizyon esnasinda ortaya ¢ikan bazi toksik ajanlara bagli lokal doku
hasari ve olumsuz sistemik etkiler, son yillarin ilgi ¢ceken arastirma

konularindan biri olmustur %°.

iskemi sirasinda, ATP’nin hizla metabolize olmasi nedeniyle
ksantin ve hipoksantin seviyeleri artmaktadir. Ortamda nikotinamidadenin
dindkleotid fosfat (NADPH)'In indirgenmis formu ve ksantin veya
hipoksantin bulundugunda, molekiler oksijenin ksantin oksidaz araciligiyla
superoksit ve diger serbest radikallere dontsmesi stz konusudur.

Trombosit Kaynakli Biyume Faktorleri (PDGF) Saper
Ailesi’'nin Uyesi olan Vaskuler Endoteliyal Buyume Faktori (VEGF) ailesi,
Ozellikle endotel hicreleri igcin 6zgul etkilere sahip olan multifonksiyonel bir
grup biyiime faktérini icerir %, VEGF, endotel hiicresinin proliferasyonu,
migrasyonu ve differensiasyonunu saglar . Bu bilyiime faktérii sadece
blytime ve geligsme surecinde dedgil, ¢cesitli hastalik ve hastaliktan iyilesme
sureclerinde de gergeklesen vaskilogenez ve anjiogenez icin hem 6nemili
hem de gereklidir . Mevcut 5 tip reseptérii tizerinden VEGF, hiicre-hiicre
iligkisinin, hdcre-matriks iligkisinin, vaskilogenezin, anjiyogenezin, ve
lenfanjiyogenezin kontrolint saglar. Hipoksi, VEGF ve reseptdrlerinin
yapimini indtkleyerek anjiyogenezi baslatan en etkili uyarilardan biridir.
Hipoksinin yaninda azalan pH (asidoz) ve salinan sitokinlerin etkisiyle

VEGF'in ekspresyonu artmaktadir %

. Eksojen olarak verilen VEGF'in,
iskemik tavsan ekstremitelerinde ayrica domuz koroner arterlerinde
azalmig kan akimina cevap olarak yeni damar olusumunu ve bdlgedeki
perfizyonu arttirdigi gosterilmistir. Ayrica VEGF'in endotel hucrelerini
apoptozise kargi korudugu da bilinmektedir. Vaskuler Endoteliyal Bliytume

Faktorinun bir diger etkisi de nitrik oksit (NO) salinimini ve NO aracil
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vazodilatasyonu uyarmasidir. Bu blyume faktorintn iskemi reperflizyon
hasari Uzerindeki antioksidan etkisi ilk kez bu ¢alismanin yurutticisu ve
ekibi tarafindan 2009 vyilinda calisiimis ve literatiire eklenmistir 2.
Literatirde farkhh dokularda iskemi reperfizyon hasarinin etkilerinin
azaltlmasi amaci ile kullanilan bu ajanin sadece vaskilogenez ve
anjiogenez ozelligi ile degil antioksidan ve vazodilatator etkileri ile de fayda

sagladi§i dusunilmektedir .

Bu calismanin amaci VEGFin, deneysel iskemik
reperfiizyon hasarinin bagirsak dokusunda olusturabilecegi zararh etkiler
tzerindeki etkinligini degerlendirmektir. Bu amagcla kullanilan ajan
literatirde ilk olacaktir ve klinikte uygulamaya girmesi halinde hastalik

tedavi planlanmasinda yeni ufuklar agabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ince Bagirsak Anatomisi

Karin boglugunun buyik bir kismini dolduran ve onun iginde
oldukcga serbest hareketli olan ince bagirsak pilordan ileogekal bileskeye
kadar uzanan sindirim kanalinin en uzun bélimant olusturur. Yaklasik 5-7
m uzunlugunda olan ince bagirsak duedonum, jejunum ve ileum olmak

uzere (i¢ bélimde incelenir %°.

Lamenli bir organ olan duedonum pilordan flexura
duedenojejunalise (L2 hizasinda ve orta hattin solunda) kadar yaklagik 30
cm uzunlugundadir. L1 hizasinda orta hattin sagindan baglayip, 6nce arka
ve yukari dogru, sonra da L3-L4 (gbbek) dizeyine kadar alcalan bir yol

izler 2. Duedonum dort kisimda incelenir.

Pars superior, duedonumun ilk b6lumu olup intraperitonealdir
ve klinikte bulbus olarak isimlendirilir. Pars descendens, eklenti salgi
organlarinin (karaciger ve pankreas) dokulduglu bdlumdur (papilla
duedonei). Retroperitoneal yerlesimlidir. Pars horizantalis, retroperitoneal
konumda ve L3 duzeyinde horizontal olarak yer alir. Pars ascendens,
flexura duedenojejunalisle sonlanan duedonumun son kismidir.
Ligamentum suspensorium (Treitz bagi) ile karin arka duvarina asilir %,
Jejunum ve ileum flexura duedenojejunalis ile ostium ileocaecale
arasindaki ince bagirsak bolumudur. Makroskopik gérinumleriyle jejunum
ve ileumu ayiran kesin bir sinir yoktur. Ancak bir kural olarak jejunumun
karin sol alt tarafinda, ileumun ise karin sag alt tarafinda yer aldigi
sOylenmektedir. Tum jejunum, ileum ve bunlarin mezenterleri visseral
peritonla oértulidur. ince bagirsak mezenteri sol (stte duodenojejunal
bilegkeden, sag altta ileocekal bilegkeye uzanir ve boyu yaklasik 15 cm'dir.

Bir yelpaze seklinde acilarak, ortalama alti metre uzunlugundaki ince
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bagirsag! karin arka duvarina asar. Peritondan olugan yapraklar arasinda
bagirsaklarin arterleri, venleri, lenfatikleri, lenf ganglionlari, visseral sinirleri

ve degisik miktarlarda yag dokusu bulunur #22°,

2.2. ince Bagirsak Kanlanmasi

Colyak eksenden beslenen duedonum diginda tim ince
bagirsagin arteriyel beslenmesi superior mezenterik arter (SMA)'den
saglanir. SMA’'dan cikan jejunal ve ileal dallar kendi aralarinda arklar

olustururlar.

Bu arklardan c¢ikan vasa rektalar bagirsak duvarina
mezenterik kenardan girerek kanlanmay saglarlar. Vasa rektalar arasinda
kolleteral dallar da bulunmaktadir. Bagirsak duvarini delerek iceriye giren
arterler submukozada guclu bir arteriyel ag olustururlar. Venler arterlere

eslik ederler ve Uist mezenter ven iizerinden vena portaya dokilurler .

ince bagirsaklarin kas ve salgi bezlerinin uyariimasi
parasempatik, baskilanmasi sempatik sinir sistemi yoluyla gerceklestirilir.
Birinci noéronlar parasempatik sinir sistemi icinde beyin sapinda, sempatik
sinir sisteminde ise trunkus sympathicusda bulunmaktadir. Sempatik sinir
sistemin ikinci noéronlari aorta abdominalisin dniinde bulunan ganglion
coeliacumda bulunmaktadir. Parasempatik sistemin ikinci noronlari ise
bagirsak duvarinda (plexus myentericus: Aurbach, plexus submukoza:
Meissner) yer almaktadir %2,
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Sekil 1. ince bagirsagin kanlanmasi.

2.3. Ince Bagirsak iskemi Reperfiizyon Hasari

iskemi, kan akimi yetersizligi nedeniyle dokularin ihtiyac
olan oksijen ve metabolik substratlarin karsilanamadigi patolojik bir
olaydir. iskemi sirasinda hiicresel enerji depolarinin tilkkenmesi sonucunda
iskemik kaskat olarak bilinen olaylar zinciri baglamaktadir. iskemik
dokunun reperfizyonu yani kesilen kan akiminin tekrar saglanmasi
durumunda bir yandan iskemi sirasinda kaybolan bazi fonksiyonlarin geri
gelmesi saglanirken, diger yandan ani ve fazla miktardaki oksijen ve
dolagimdaki kan elemanlarinin iskemik dokularda 6zellikle serbest oksijen

radikalleri ile daha ileri hasarlara yol agmaktadir .



Bagirsak iskemisi en ¢ok superior mezenterik arter (SMA)
tikanikhdr sonucu meydana gelmektedir. Mezenterik dolasim bozuklugu
yapan diger bir¢ok klinik durum da bagirsak iskemisine neden olur. Bunlar
arasinda trombus ve emboli gibi dogrudan damar icini tikayan patolojiler;
inkarsere inguinal herni, invaginasyon, nekrozitan enterokolit, timor,
fibrotik band gibi disardan basi yapan cerrahi hastaliklar; sok, hipovolemi,
atriyal fibrilasyon gibi perfizyon bozukluguna yol acan nonokluziv

durumlar sayilabilir 3.

Etiyolojisine bakmaksizin akut bagirsak iskemisinin prognozu
kotl olup, mortalite orani %25-75 arasindadir. Butiniyle mezenterik kan
akimina bagh olan ince bagirsak, bazi bolgelerinde karin arka duvariyla
vaskuler baglantilari olan kalin bagirsaga gore iskemiden daha c¢ok
etkilenir. Ancak yakin duzeylerdeki iskeminin olusturdugu hasar, hizla
gelisen sekonder bakteriyel invazyona bagh olarak kalin bagirsakta daha
fazladir. Kalin bagirsak tutulumunda iskemik zedelenme daha ¢ok splenik
fleksir ve rektumun orta kisminda goérulir. Cunkd bu alanlar superior
mezenterik, inferior mezenterik ve hipogastrik arter sistemlerinden en az
yararlanan anatomik bolgelerdir. ince bagirsaklarin  mukoza ve
submukozalari iskemiye kalin bagirsaklara oranla daha duyarlidir. Arteryel
tikanmada, komsu normal barsak dokusundan keskin bir sinirla ayriima

s6z konusudur. Vendz tikanmada sinirlar belirgin degildir *,

iskeminin siddetine gore bagirsak duvarindaki hasarin diizeyi
tum bagirsak tabakalarini iceren transmural enfarktisten, kas tabakasini
saglam birakarak sadece mukoza ve submukozay! etkileyen mural
enfarktise, muskularis mukozadan daha derine uzanmayan mukozal
enfarktiise kadar degisir. iskemik hasar genelde iceride mukozadan
baglayip dis yuzeye dogru ilerler. Histopatolojik olarak 6dem, villuslarda
yassilasma, interstisyel kanama, nekroz ve mukozanin parcalanmasi

gOzlenir. Bagirsak bakterileri 24 saat icinde gangrene ya da perforasyona
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neden olurlar. iskemi mural veya mukozal tabakayi etkilediginde bu
bolgelerde 6zgun c¢ok odakli tutulum go6zlenir. Bagirsak mukozasinda
kanamali ve 6demli bir kalinlagma, bazen de yilizeyel tlserasyonlar gorular
% Mukoza tabanindaki hasar ise proteolitik enzimlerin, bakterilerin ve
endotoksinlerin bagirsak limeninden sistemik dolasima katilmasina yol

acar .

intestinal iskemik hasar mukozanin villiis tabakasinda baglar.
Mukoza tabanindaki hasar ise proteolitik enzimlerin, bakterilerin ve
endotoksinlerin bagirsak limeninden sistemik dolasima katilimina yol
acar. Kardiyak baskilayici maddelerin salinimi ile birlikte hastanin kardiyak
ve solunumsal fonksiyonlari da koti yonde etkilenmis olur. Bagirsak
iskemisi olan ve semptomlarin baglamasindan sonraki ilk 12 saat icinde
bagirsak rezeksiyonu yapilmaksizin tedavi edilen hastalarin retrospektif
analizi, intestinal ve kardiyopulmoner sorunlarin reperfiizyonundan sonra

ortaya c¢iktigini géstermistir.

Revaskulerize bagirsagin iyilesmesi genellikle birka¢ hafta
alir. Bu donem genellikle diyare ve malabsorbsiyon ile karakterizedir.
Siklikla mukozal Ulserasyon ve limen igine kanama gibi nadiren hayati
tehdit eden ama kan transfiizyonu gerektiren durumlar gozlenir. Sonraki
bir safhada mukozal lezyonlar bazi hastalarda cerrahi tedavi gerektiren

bagirsagin mekanik darliklarina yol acar *2,

Daha oOnce yapilan bazi calismalarda, bagirsaklarin iskemi
reperfizyon hasarina karsi olduk¢ca hassas oldugu gosterilmigtir. Villus
nekrozu, intestinal iskemi sirasinda gorulen en erken histopatolojik
bulgudur. Bagirsaklar, serbest oksijen radikallerinin olusumu igin gerekli
olan ksantin dehidrogenaz (XD)-ksantin oksidaz (XO) sisteminin en zengin

35,36

kaynagidir
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Reperfizyon hasarinin olugsmasinda iki mekanizma s6z
konusudur. Bunlardan ilki serbest oksijen radikallerinin agiga c¢ikmasi,
digeri ise hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz A2’ nin iskemik dénemde
kalsiyum etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag asidlerini

parcalamasidir ¥

. Polimorf ntveli 16kosit (PMNL)'ler myeloperoksidaz
(MPO) enzimi ve intestinal mukoza hucrelerindeki ksantin oksidaz (XO)
enzimi etkisiyle serbest oksijen radikalleri ortaya cikar *%. Fosfolipaz A2
hicre membranindaki yag asitlerini fosfolipidlerden ayiran hidrolitik bir
enzimdir. Fosfolipaz A2’ nin etkisiyle lesitinden lizolesitin, sefalinden

lizosefalin, fosfatidilkolinden lizofosfatidilkolin meydana gelir.

Fosfolipaz A2 ayrica prostaglandinlerin ve I6kotrienlerin
uretimini de uyarir. Lizolesitin ¢ok sitotoksik bir maddedir. Ayrica
lizofosfatidilkolin ~ normalde iskemiden sonra gorilen intestinal

permeabiliteyi oldukca siddetlendirir 383940,

2.4. Serbest Radikaller

Bir veya birden fazla eslesmemis elektron ciftine sahip ve
bagimsiz olarak varligini surdurebilen atom ve molekuller serbest radikal
olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres sonucu olusan cesitli serbest
radikaller ve singlet oksijen ile hidrojen peroksit gibi radikal olmayan ara

uriinlere genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) denir **.

Normal metabolizma sirasinda Uretilen bazi reaktif oksijen

tirleri viicuda yodun bir zarar verme potansiyeline sahiptir %

. Cogunu
serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen turleri normal oksijen
molekiltyle karsilastinldiginda, kimyasal reaktivitesi daha yuksek olan
oksijen formlaridir . Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya
daha fazla cift olugturmamig elektron iceren yiksek enerijili, stabil olmayan

bilegiklerdir. Bu cifttenmemis elektron serbest radikallere buyuk bir
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reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve nukleotid koenzimler gibi
bircok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin
yaglanmayi tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar hastaliklari, cesitli kanser
turleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif
hastaliklari  gibi bircok hastalia sebep olduguna dair bilgiler

bulunmaktadir .

iskemi sirasinda hiicresel enerji bozuldugu icin hiicrenin
kalsiyum dagilimini dengeleme yeteneg@i de bozulur. Hucre ici kalsiyum
birikimi olur. Bu olay ksantin dehidrogenazi, ksantin oksidaz formuna
doniismesine neden olur **. Viicuttaki ksantin dehidrogenaz ve ksantin
oksidazin en zengin kaynag! bagirsaklardir. Bu enzimin en fazla bagirsak

duvarinda villus tabakasinda oldugu gésterilmistir °.

Reperfiizyon sirasinda aniden ve c¢ok miktarda oksijen
sisteme katilir. Hipoksantin ksantin oksidaz katalizorligu altinda urik aside
donusur. Elektronlar molekuler oksijene aktarilir, bodylece oksijen
superoksid radikaline (O2 ) ve hidrojen peroksit (H20,)'e donigmektedir.
Ayrica superoksit anyon radikali endotel hicrelerinde H2O0,, hidroksil
radikali (OH") ve hipoklorit asit (HOCL) gibi diger O, metabolitlerinin agiga

cikmasina neden olur *°.

iskemi sonrasinda damar endotelinin hasar gérmesi ile
notrofil ve trombosit aktivasyonu meydana gelmektedir. Bunun yanisira
iskemik alanda ortaya g¢ikan kemotaktik faktbrlerden kompleman 3a ve
kompleman 5a notrofillerin bolgeye go¢ etmesine neden olur. I/R alanina
gelen notrofiller, bu bolgede serbest oksijen radikalleri Uretirler. Ortaya
cikan serbest oksijen radikalleri antiproteazlari inaktive eder. Sonucta,

lizozomlardan proteolitik enzimler salinarak membran hasari olusur *.
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Reperflizyon sireci boyunca, oksijen hticre igerisine girerek,
hipoksantin ve ksantin oksidaz ile reaksiyona girmek suretiyle O2" vyi
olusturur. O2°, superoksit dismutaz enzimi ile hidrojen perokside (H,O,)
donusdr. Nihai olarak katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSHPX) araciligi
ile H,O2 suya donustiralir. Ama diger yandan, Fe+2 ve Cu+2 varliginda,
H,O, bu vyoldan cikip, oldukca reaktif ve sitotoksik olan hidroksil
radikallerine (OH) donugebilir.(Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu)
(Sekill) Hidroksil radikalleri, hicre membran komponentlerinin lipid
peroksidasyonunu baslatip, grandlositlerin  mikrovaskuler endotele
yapismasini saglayan birtakim maddelerin salinimina yol acar. Yapisan
granulositler, O," ve bazi proteazlarin salinimi yoluyla endotel hasarini

daha da artirirlar %8,

Fe'~ + HO,—Fe™ + OH + OH
Fenton reaksiyonu

H
0y + H:0,—0 + HyO+ OH
Haber Weiss reaksiyonu

Sekil 2. Fenton ve Haber Weiss Reaksiyonu.

2.4.1. Reaktif Oksijen Turlerinin Olusumu

Organizma surekli olarak serbest radikal ataklariyla kargi
kargiyadir. Oksijenin aerobik organizmanin yasami icin gerekKliligi
kacinilmazdir. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi
organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusur ve icgsel
mekanizmalarla organizmaya olabilecek zararli etkileri Onler. Biyolojik
sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklari oksijen, nitrik
oksit (NO), uyarilmis noétrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi,
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endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir.
Solunan oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji
olusumunda kullanilirken, yaklasik %5 ’'i de son ydringelerinde
ortaklanmamis elektron iceren ve bu Ozellikleri nedeniyle de toksik serbest

radikallere doniismektedir “°.

2.4.1.1. Superoksit Radikali

Superoksit radikali, oksijen molekuline bir elektron ilavesi ile
olusur ve serbest radikal hasarina kargl koruyucu antioksidan bir enzim
olan ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan stperoksit dismutaz (SOD)
araciigr ile hidrojen peroksit (H»O2)'e indirgenir. Hidrojen peroksit
eslenmemis elektron icermedigi icin tek basina radikal degildir *°.

e
O: — O:"
SOD
2 D:"+2H‘ —_— I—I:’CJ:+CJ2

Sekil 3. Stperoksit anyonunun olusumu ve SOD aracih hidrojen peroksite
dénustarialmesi.

2.4.1.2. Hidrojen Peroksit

Oksijenin ¢evresindeki molekullerden 2 elektron almasi
sonucu peroksit olusur. Peroksit molekult 2 hidrojen atomu ile birleserek
hidrojen peroksidi meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca
gecebilen uzun 6marlt bir oksidandir. Katalaz enzimi ile H,O, ve O, ye

yikilir.

Hidrojen peroksitin hiicre icinde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.
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I- H,0O,, katalaz (KAT) veya glutatyon peroksidaz (GSHPx) tarafindan
toksik olmayan urtnlere donagur:
KAT
: I—IEO: — ) I—IJO+CJ2
GSH-Px
b. HJDI+2 —p GSI—I: H2O0+GSSG
GSH-reduktaz
GSSG + NADPH + H- » WADP- + 2 GSH

Sekil 4. Hidrojen peroksitin katalaz, glutatyon peroksidaz ve rediktaz ile
indirgenmesi

lI- HO, gecis metallerinin varliginda toksik OH radikaline donugir:
(Fenton reaksiyonu).

Fe— Fe™*
| I |

H, O, » OH"

Sekil 5. Hidrojen peroksitin gecis metalleri ile reaksiyonu sonucu hidroksil
radikalinin olugmasi.

Hidroksil radikali oldukga reaktif ve toksik bir radikaldir.
Hidroksil radikali buyiuk molekiul yapisi ve elektronegativitesi nedeni ile
DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi makromolekdillerle reaksiyona
girerek bu vyapilarda oksidatif hasara neden olur. Makromolekuller
hicrelerde kisith miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda olusan hasar
oldukca 6nemlidir. in vivo herhangi bir OH radikal supiricisinin etkili
olabilmesi i¢in mevcut hedef molekullerin 6nemli bir bolimuni kapsayacak
kadar yuksek konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle OH
radikalinin olusumunun o6nlenmesi, bu radikalin supuridlmesinden daha
etkilidir °.
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L-arginin = MO nitrik oksit

0, =—— ONOQ —— ONOOH
singlet percksinitrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

0, stuperoksit
anyon radikali

H.O hidrojen peroksit ﬂ hidroksil radikali

2 22

HO,
hidroperoksil radikali

Sekil 6. Oksijenden serbest radikal olugumu ve nitrik oksit ile iligkisi.

2.4.1.3. Hidroksil Radikali

Suyun vyiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmasi sonucu veya hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda
indirgenmesi ile (Fenton Reaksiyonu ) olusur. Yarilanma 6mri ¢ok kisa
olup son derece reaktiftir >2.

2.4.1.4. Singlet Oksijen

Ortaklanmamis elektron olmadigindan radikal olmayan
reaktif oksijen molekuludidr. Serbest radikal reaksiyonu sonucu
gelisebilecegi gibi serbest radikal reaksiyonunun baslamasina da yol
acabilir. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters

yoéniinde dénmesi sonucu olusur >3,

2.4.1.5. Nitrik Oksit

NO hemostatik olaylarda ve organizmanin savunma

mekanizmalarinda otokrin ve parakrin etkisi olan bir aracidir. Makrofajlar,
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notrofiller, hepatositler ve endotel hicreler tarafindan dretilir. En 6nemli

fonksiyonu vicudun cesitli dokularinda interldkin-1 ve sitokinlerin etkilerine

paralel bir ig
mantar hiicre

hicreler Uze

lev goérmesidir >*. Tumor hiicrelerini, parazitleri, bakteri ve
lerini 6ldirmede gorev alir. Ancak yuksek seviyelerde normal

rinde toksik etkisi vardir. Oy anyonlari ile inaktiflesir ve

superoksit dismutaz (SOD) enzimi ile korunur. Bu bakimdan serbest

radikal tutucu olarak kabul edilse de uygun ortamlarda superoksit ile guglu

bir oksidan olan peroksinitriti olusturur. Dusik pH'da duragan degildir.

Spontan olarak parcalanarak hidroksil radikali ve nitrojen oksit olusur *.

2.4.1.6. Peroksinitrit

Nitrik oksit (N

O) olustuktan sonra:

1.Methemoglobin, nitrite (NOZ2") ve nitrata (NO3") donuserek inaktive olur.

2.Superoksit
Peroksinitrit,

anyonlari (0O2) ile birleserek peroksinitrite (ONOQO") donusur.
hidroksil radikalleri (OH’) ve tirozinle (Tyr) birleserek

nitrotirozini olustururlar. OH ve ONOO" astim patogenezinde rol alan

molekdullerdir.
3.Guanil sikl

artirarak diz

az aktivasyonu ile siklik guonazin monofosfat (cGMP)'i
kas gevsemesine neden olmaktadir °°.

NITRIK OKSIT — 8 Pomksinioric WO+ 02 — UNHS—..N I

/ Inakrivasyonu  Mechemoglobine, MO, MOS

MO+ Tyr —meMimoryrosine

Epitel kayba
AOMP [z ks Henva volu hipermeaki vitesi
Aktivasyonu gEvEE s 3‘_"”'” '-i"'!'-'f_l_lllf-"'

Plazma eksisdasyonu

Sekil 7.Nitrik oksitten peroksinitrit olugsumu.
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2.4.1.7. Hiperklorit

Hiperklorit, myeloperoksidaz aktivitesi ile hidrojen peroksitten
olugmaktadir. Hiperklorit cogunlukla notrofiller tarafindan olusturulmakla
birlikte, tiyollerin, lipidlerin, askorbatin ve Nikotinamid adenin dinukleotit
fosfat (NADPH)'In oksidasyonu sonucu ¢esitli sekonder drtnlerin olusumu
ile birgok biyomolektle hasar vermektedir. Ayrica asidik formda, bu
oksidan hiicre zarindan gecebilmekte ve de proteinlerin bircok reaksiyonla

fragmantasyonuna ve de agregasyonuna neden olmaktadir **.

2.4.2 Serbest Radikallerin Etkileri

2.4.2.1. Proteinler

Doymamig ve sulfur-iceren molekdillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yuksek oldugu igin triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metionin, sistein gibi amino asitleri iceren proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Papain ve gliseraldehit- 3-fosfat dehidrogenaz gibi
reaktiviteleri icin yukaridaki amino asitlere bagimli olan enzimler serbest
radikallere maruz kaldiklarinda inhibe edilirler. Sitoplazmik proteinler ve
membran proteinleri de okside edici ajanlara maruz kaldiklarinda, 6rnegin
ozon, dimerler ve buyik agregatlar olusur ki inter-protein disilfid olusumu
yada serbest radikal ile amino asit kalintilari arasinda daha irreversibl
reaksiyonlar nedeni ile s6zu edilen yapilar meydana gelir.

Prolin, lizin gibi amino asitler ve protein yapisini olusturan
peptid baglari, indirgenmis oksijen turevlerinden etkilenebilir; 6rnegin
superoksit radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit aciga c¢ikarici
reaksiyon ortaminda prolin ve lizin hidroksilasyonu non-enzimatik olarak

olusabilir.
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Proteinlerin, serbest radikal harabiyetinden ne derece
etkilenecegi amino asit kompozisyonlarina baghdir. Proteinin htcresel
lokalizasyonuna ve radikalin toksisite glcune goére protein harabiyetinin
boyutlari degisebilir >”.

2.4.2.2. Nukleik Asitler ve DNA

Radyasyonla htcre icinde enerji depolanmasi sonucu
iyonlar, serbest radikaller ve aktif molekiiller meydana gelir. iyonize edici
radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'yiI etkileyerek hicrede
mutasyon ve Olime yol acarlar. Sitotoksisite, blyik oranda, ya nukleik asit
baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine, yada
DNA’daki diger bozukluklara baghdir. °’.

2.4.2.3. Membran Lipidleri

Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Bu
reaksiyon, otokatalitik olabilir ve lipid peroksit, lipid alkol ve aldehitik
yapida Urunler verebilir.

Lipid peroksidasyonu sirasinda, poliansature yag asitleri
(PUFAH) hidrojenini kaybeder ve molekiler oksijenle reaksiyona girer.
Hucre membranindaki yag asitlerinin kaybi, lipid peroksitlerin olusumu ve
lipidler tarafindan oksijen alimi peroksidasyonun varligini gosterir.

Plazma membraninda ve organelde lipid peroksidasyonu,
serbest radikallerin daha 6nce sOzu edilmis tim kaynaklari tarafindan
stimule edilebilir ve metal varliginda peroksidasyonun siddeti artirilabilir.
Bu metaller, redoks katalistleri gibi davranirlar ve superoksit radikali ve
hidrojen peroksitin gicli oksidanlara dontsumunia katalize ederler. Lipid
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peroksitler de oksijenin serbest radikalleri gibi benzer hicresel

komponentler tzerinde toksik etkilerini gosterirler.

Lipid radikallerin hidrofobik yapilari nedeni ile reaksiyonlarin
bldyiuk cogunlugu membrana bagli molekiller ile meydana gelecektir.
Membran yag asitlerinin peroksidasyonundan sonra ortamda kisa zincirli
yag asitlerinin varhigr membran permeabilitesini ve mikroviskoziteyi ciddi

boyutlarda etkileyebilir.

Lipid peroksidasyon urtnlerinden malondialdehit, membran
komponentlerinde capraz baglanma ve polimerizasyona yol acarak
esneklik, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hicre yuzeyi
determinantlarinin  agregasyon durumu gibi intrensek membran
Ozelliklerine sahip oldugu igin DNA'nin nitrojen bazlari ile de reaksiyona
girebilir. Bu Ozellikleri ile malondialdehit, mutajenik, kultar hicreleri icin
genotoksik ve karsinojeniktir *”.

2.4.2.4.Sitozolik Molekiiller

Sitozol proteinleri, sitoplazmik serbest radikaller etkisiyle
degisime ugrarlar. Hemoproteinler, 6rnegin oksihemoglobin, superoksit
radikallerinin ya da hidrojen peroksitin demirle reaksiyonu sonucu

methemoglobine donugtur.

Hemoproteinlerin genis bir spektrumu, oksijen tlrevi serbest
radikaller tarafindan harap edilebilir. Bir diger 6nemli hemoprotein olan
katalaz, superoksit radikali tarafindan inhibe edilir. Superoksit, katalazi
inaktif sekilleri olan ferroksi (Compound IIl) ve ferril (Compound II)

formlarina donudgsturdr. Superoksitin dismutasyon drund olan hidrojen
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peroksit, CuZn-Superoksit dismutaz enzimini, C u*?'i Cu™ 'e indirgeyerek

inhibe edebilir °’.

2.5. Antioksidanlar

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglkli bir
yasam surdurebilmek icin ¢ok Onemlidir. Serbest oksijen radikallerinin
olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlari 6nlemek ve detoksifikasyonu
saglamak tzere organizmayi koruyan “antioksidan savunma sistemi” dort
yolla etki gostermektedir:

l. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma, yok etme,
“stpdrucu etki”. Antioksidan enzimler, kiigik molekuller bu yolla
etki gosterirler *°.

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

1. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini  kirip
fonksiyonlarini engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller “zincir kiric etki” gosterirler **.

V. Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklinde

“onarici etki” gosterirler %,

Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin
tanimlanmasinda ve etkinliklerinin ortaya konmasinda i/R hasari modelleri
onemli katki saglamigtir. Antioksidan 6zelligi 6ne surtlmus pek cok madde
cesitli I/R modellerinde test edilerek degerlendirilmistir.

Antioksidanlar tic temel grupta ele alinabilir **;

l. Antioksidan enzimler: Serbest radikal tdrlerinin  yikimini

katalizleyen superoksit dismutaz (SOD), superoksit reduktaz
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(SOR), katalaz (KAT), peroksiredoksin (Prx) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), tiyoredoksin gibi enzimlerdir.

I. Zincir kiran antioksidanlar: Bir elektron alinmasi veya verilmesi
ile zincirleme radikal reaksiyonlarini bozan glutatyon, C ve E
vitaminleri, karotenoidler ve ubikinol gibi molekullerdir.

1. Metal baglayan proteinler: Metal iyonlarinin serbest radikal
olusturmalarini  engelleyen, metal baglayan, transferrin,

laktoferrin ve seruloplazmin gibi proteinlerdir.

2.5.1. Antioksidan Enzimler

2.5.1.1.Siperoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz, stperoksit anyonunun (O2°), hidrojen
perokside (H20,) ve oksijene dénisuimunl katalize ederek bu radikallerin
etkisini azaltmaktadir. Bu olayda SOD enziminin aktif bdlgesini olusturan
Zn 6nemli bir mineraldir.

2H
0, +0; » H0,4+0,
SOD

Sekil 8. Superoksit dismutazin siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve oksijene
katalizasyonu.

Normal metabolizma sirasinda hicreler tarafindan yuksek
oranda Oy uretilmesine ragmen hicre ic¢i diuzeyi SOD tarafindan disuk
tutulur. Ancak, H>O, gecis metalleri varhiginda Fenton ve Haber Weiss
reaksiyonu ile son derece aktif OH" radikaline dontusmektedir. Bu durumda
KAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesi artarak H»O, dlizeylerini kontrol

altina almaktadir ®*.
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2.5.1.2. Katalaz (KAT)

Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak
sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. H>O,yi oksijen ve suya
parcalar. Bdylece H;O.'nin OH  olugsumunu O6nlemek igin ortadan

kalkmasini saglar ®.

Katalaz
I-Z:DL—» ?'_I-I:C' + CE

Sekil 9. Katalaz enziminin hidrojen peroksidi su ve oksijene pargcalamasi.

Hidrojen peroksit (H20;), biyolojik 6nemi olan molekdllerin
cogu ile spesifik olarak reaksiyona girmemekle birlikte OH" radikali gibi
daha reaktif oksidanlarin olusumunda bir 6n madde olarak rol

oynamaktadir. Peroksidazlar da katalaz enzimiyle ayni dzelliklere sahiptir
61

2.5.1.3. GlutatyonPeroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)

Gerek H;O, ve gerekse lipid hidroperoksitleri (LOOH)
metabolize etmektedir. Selenyum-bagimli ve selenyum-bagimsiz iki farkl
tipi vardir. Selenyum-bagimh tipi H,O, ve LOOH’leri, selenyum-bagimsiz
tipi sadece LOOH’leri metabolize eder. Bu reaksiyonlar esnasinda GSH
hidrojen verici olarak gorev yaptigindan H,O, ve LOOH indirgenirken GSH
ise okside sekline (GSSG) donusur. Okside glutatyon ise NADPH bagimli
glutatyon rediiktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenir ®.

G5H-Px
LOOH + 2GSH

LOH + G556+ H.O
GSH-R

G55G + NADFH + H- 2G5H + NADP
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Sekil 10. Lipid hidroperoksitlerin GSH-Px ve GSH-R aracili metabolizasyonu.

2.5.1.4. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde
bulunmaktadir. Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan
GST'ler cesitli endojen ve eksojen bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu
katalize eder ®%.

2.5.1.5. Peroksiredoksin (Prx)

Peroksiredoksinler (Prx; tiyoredoksin peroksidazlar), hidrojen
peroksit ve farkh alkil hidroperoksitler gibi peroksitlerin dogrudan

indirgenmesini sadlayan enzimlerdir .

2.5.1.6. Tiyoredoksin Sistem (Trx)

Tiyoredoksin sistem oksidorediiktaz enzim aktivitesi gosteren
tiyoredoksin (Trx) ile tiyoredoksin rediktazi (TrxR) iceren iki antioksidan
enzim sistemi icerir. Memeli ve prokaryotik hicrelerde bulunur.
Tiyoredoksin reduktaz NADPH kullanarak tiyoredoksinin disulfit aktif
bolgesini ve pek c¢ok substrati redikler. Yapilan calismalarda,
tiyoredoksinin insanda immun sistem duzenlenmesiyle iligkili oldugu ve
farkh genler tarafindan kodlanan G¢ farkli varyanti gdsterilmistir.
Tiyoredoksin rediktaz izoenzimleri, her subunitesinde bir flavin adenin
dinukleotid (FAD) bulunduran NADPH bagh oksidorediiktazlardir ®*.
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GSH sisteminin aksine Trx sistemi hiicrede ¢ok daha dusuk
konsantrasyonlarda bulunmaktadir ®>. Trx ve GSHnun hiicrenin
korunmasindaki rolleri birbirinden farkhdir. GSH 6zellikle dusuk redoks
potansiyelinin ve serbest tiyol seviyelerinin ylUkseltimesinden; Trx ise
sinyal iletimi ve gen regilasyonunda rol oynayan tiyollerin redoks

. Trxler hiicrede ©6nemli biyosentetik

regulasyonundan sorumludur
reaksiyonlarda kullanilan, hicrenin énemli biyolojik fonksiyonlarini regule
eden ve hicrede bir¢cok ayri bélimde cesitli izoformlarda karsimiza cikan
bir grup proteindir. Trxler TrxR'la beraber bircok proteinin disulfid
baglarinin  indirgenmesine  katiir ve bu sistem peroksitlerin

indirgenmesinde kullanilan peroksidazlarida (Prxs) icermektedir .

Trx sisteminin hicre gelisimi ve apoptozisin 6nlenmesinde
onemli gorevleri bulunmaktadir. Bu sistemi uyaran Trx'in indirgenmis
formudur. Bu nedenden dolayr Trx'in indirgenmesini saglayan TrxR
bUylmenin regilasyonunda Kkilit roli oynamaktadir. Hicre kuoltirlerinde
selenyumun TrxR aktivitesini birkag¢ kat artirdigi gosterilmistir. Artmis TrxR
aktivitesinin, hicre buyumesini artirict etkileri net bir sekilde ortaya
konmamis olsa da TrxR aktivitesinin inhibisyonunun hicre buyUmesini

inhibe ettigi net bir sekilde gosterilmistir .

Tiyoredoksinin  sadece kendisi degil ayni zamanda
tiyoredoksinin endojen inhibitdri TxNiP (Thioredoxin interacting protein) ile
interaksiyonu ile selller redox balansini regule ettigi yakin zamanda

gosterilmistir ©°.
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2.5.2. Zincir Kiran Antioksidanlar

2.5.2.1. Glutatyon

GSH, hucreleri oksidan hasara karsi koruyan hucre igindeki
antioksidan bir bilegiktir. Karaciger basta olmak Uzere pek cok dokuda
glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir. Sentezde vy-glutamil sistein
sentaz ve GSH sentaz enzimleri katalizrdur. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine donusumunin  engellenmesinde rol alir.  Ayrica
proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplarini redikte halde tutar ve bu gruplari
oksidasyona karsi korur, bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve
amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar. GSH eritrositleri,
Iokositleri ve g6z mercegini oksidatif strese karsi korumada hayati 6neme
sahiptir ®,

GSH redoks sistemi bircok htcresel metabolik surecin
dizenlenmesinde o6nemli bir yer tutmaktadir. Aerobik metabolizma
sirasinda surekli olarak ROT olusmasi nedeniyle GSH redoks sistemi
hiicrenin  varhgini devam ettirmesi acisindan oldukca 6nemlidir .
Glutatyon redoks sistemi GSH, GSHR, GSHPx ve NADPH’dan
olusmaktadir .

2.5.2.2. C Vitamini

Vitamin C (askorbik asit) suda ¢6zunen en gugcli antioksidan
molekiildiir. insanlarda sentez edilmediginden diyetle alinmasi gerekir.
Organizmada kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenebilir. O, OH’,
singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlari etkisizlestirir. C
vitamini kornea, lens, ak6z hiumdr, adrenal, hipofiz, beyin, kalp, karaciger,
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dalak, boébrek ve pankreasta yuksek miktarda bulunur. Yesil renkli taze
sebze, meyve ve turuncgiller 6nemli C vitamini kaynaklaridir. C vitamini
antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit proteine
bagli ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton
reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil
radikali (OH’) olusturmaya uygun ferr6z demire donuagsturdr. Bu
Ozelliginden dolay! vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir
katalizorti veya bir prooksidan olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin
sadece dusik konsantrasyonlarda goraldugu, yuksek konsantrasyonlarda
guclt bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmigtir. Vitamin C’nin

fagositoz icin de énemli oldugu gosterilmistir .

2.5.2.3. E Vitamini

Vitamin E yagda eriyen ¢ok gucli bir antioksidandir, hicre
zar fosfolipidlerinde bulunan poliansatire yag asitlerini serbest radikal
etkisinden koruyan ilk savunma hattini olusturur. Vitamin E, stiperoksit ve
hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger
radikalleri indirger. Lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonu, vitamin
E'nin zincir kirici etkisiyle sonlandirilabilir.

Olusturdugu bu koruyucu reaksiyonlar sirasinda kendisi
radikal formuna donusse de, askorbik asit, glutatyon ve koenzim Q10
(ubikinon) tarafindan tekrar aktif haline déndurdltr. Vitamin E, selenyum
metabolizmasinda da dnemli rol oynar; selenyumun organizmadan kaybini
Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir.
Serbest radikallerin kanserin baglamasinda rol aldigi ve vitamin E ile diger
antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayllmasini ve

timorin bilyimesini énledigi gosterilmistir .
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2.5.2.4. Ubikinol

Ubikinonlar (koenzim Q10), mitokondrideki elektron tasima
zincirinin 6nemli yapitaslaridir. Lipid peroksidasyonunun baglamasini ve
ilerlemesini inhibe ettikleri bulunmustur "%, Antioksidan form, ubikinonun
indirgenme urinu olan ubikinol (CoQ10H2)dir. Dogrudan antioksidan
etkilerine ek olarak, a-tokoferol gibi yagda c¢6zinen diger antioksidanlarin
da rejenerasyonunda is gérmektedirler .

2.5.2.5. Karatenoidler

Vitamin A’'nin 6n maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni
bastirabildigi, stiperoksit radikalini temizledigi ve OH’, alkoksil ve peroksil
radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev gordugu ve lipid
peroksidasyon reaksiyonunu Onleyebildigi saptanmistir. Singlet oksijen
uzaklastirici olarak bilinen en guiclii karotenoid likopendir *2.

2.5.3. Metal Baglayan Proteinler

Demir baglayan proteinler olan transferrin ve laktoferrin ile
bakir baglayan protein seruloplazmin bu grup icinde yer almaktadir. Bu
proteinler serbest halde bulunan gecgis grubu metal iyonlarini baglayarak
bu metal iyonlarinin serbest radikal olusumuna katilmalarini

engellemektedirler. **.
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2.6. Is1 Sok Proteinleri (HSP’s:Heat Shock Proteins)

Hucreler ani 1s1 artisi, anoksi, reaktif oksijen bilegikleri ve
glukoz dizey degisikligine maruz kaldiklarinda 1si1 sok proteinleri olarak
adlandirilan proteinler sentezlerler . Oksidasyon ve toksik bilesenlerin
parcalanmasi gibi pek cok stres faktdrleri buttin hiucrelerde cevap olarak
Ist gok proteinlerinin sentezine neden olur. Bazi bakteriler stres
faktorlerinden kendini korumak igin yuksek miktarda 1s1 sok proteini
uretirler. Isiya tolerans gelisimiyle ilgili veriler bazi bakterilerdeki 1s1 sok
proteinlerinin major gruplar halinde siniflandiriilmasina neden olmustur.
Hucrelerin 42°C’lik fetal olmayan ilk sok doza maruz kaldiktan sonra fetal
doz olan 46°C’ ye de kolay uyum sagladiklari gézlenmistir. ilk soka maruz
kalan hucrelerin daha sonra normal protein sentezini durdurarak yeni bazi
proteinlerin sentezine bagladiklari saptanmistir. Yiksek HSP dizeyi
hastaliklara kars! hiicre savunma mekanizmalari uyarilmasi, gen tedavisi

gibi tedavi yaklasimlari icin muhtemel bir hedef olarak diisiiniilmektedir ™.

Artmis 1s1 sok protein seviyeleri mMRNA sentezine,
stabilitesine ve bu durumun devamina imkan saglar. Yuksek isi gok
protein seviyeleri sadece stresin baglangic donemlerinde gorulir. Hicre ilk
soktan sonra yuksek 1siya maruz kalmaya devam etse bile, 1s1 sok protein
seviyeleri dismeye baslar ve sonugta normal seviyelerine iner. Cevresel
faktorler degistikce, 1s1 sok cevabi da farkli adaptasyonlarin olugsmasina
katkida bulunur. Bu proteinlerin sadece isi sokuna kargi degil hicreye
yonelik stres yaratan degisik ajanlarin saldirilarina karsi da cevap olarak
Uretimlerinin artmasi "stres proteinleri" olarak adlandiriimalarina neden

olmustur.

Stres proteinlerinin dnemi, diger proteinlerle iliskiye girip
onlarin fonksiyon ve yapilarini degistirebilme 0Ozelliklerine dayanir. Bu

proteinlerin bazi fonksiyonel ozellikleri belirlenmistir;
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I. HSP 90 gibi proteinler ligand yoklugunda hormon reseptdr baglayici etki
gosterirler. Bu molekuller steroid reseptorlerine baglanarak steroid
hormonlar baglanincaya kadar steroid reseptdrlerin nikleer DNA'ya
baglanmasini engeller. Bdylece steroid reseptorler ile DNA arasinda
zamanindan once olusacak bir etkilesim 6nlenmis olur. Ostrojen HSP
90'in damar endotel hiicrelerinde eNOS’a baglanmasini uyararak kalsiyum

duyarliligini arttirirsa da salinimi tizerine etkisi yoktur .

. HSP 60 ve HSP 70 ailelerinin bireyleri, htcre ic¢i polipeptidlerin
katlanma, acilma ve translokasyonunda oldugu kadar, oliogomerik protein
komplekslerin toplanma, birlesme ve ayrilmalarinda da 6nemli rol oynar.
Bu grup stres proteinleri, sitoplazmik proteinleri acarak mitokondri,
kloroplast veya endoplazmik retikuluma tasir ve bu organellerin icinde
tekrar katlanmalarini ve gerekiyorsa oligomerik kompleksler halinde
birlesmelerini  saglarlar. HSP 70 endoplazmik retikulum iginde,
immunoglobulin hafif zinciriyle birlesme oluncaya kadar, immun globulin
agir zincirine bagli olarak kalir. Boylece, agir zincirlerin prematir bir
sekilde kendi aralarinda birlesmesini engeller. Hafif zincir yoklugunda
devamli olarak agir zincire bagh kalir ve onu endoplazmik retikulum iginde

tutar ’’.

lll. HSP 70 acimis proteinleri yakalayarak, parcalanmaya hazir hale
getirir. Dusuk molekdl agirlikli stres proteini olan ubiquitin’in  protein
parcalanmasinda bizzat rol oynadigi gosterilmisti. Bu molekilin
uyarilabilir formu sitoplazmadaki saperon etkiyi arttirarak strese tolerans
cevabina katkida bulunur. HSP 70 ekspresyonu hipertermi, iskemi,
epilepsi, kanama ve N-metil D-aspartat reseptor antagonisti verilmesi gibi
cesitli ndrotoksik uyarilara cevapta farkliliklar gosterir. Akut hipertansiyonlu
vakalarda artmig olan HSP 72 ekspresyonu esansiyel hipertansiyonun

istenmeyen etkilerine karsi koruyucu rol oynamaktadir *’.
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IV. Alfa B kristalin ve HSP 25 yapisal ve fonksiyonel olarak kicuk stres
proteinleri ailesinden olup, sicak ve iskemi gibi ¢esitli uyaricilarla tetiklenir.
Her iki molekul bobrek glomerullerinde farkli kompartmanlarda bulunurlar.
Renal iskemide her ikisi de birikime ugrarlar. HSP proksimal tubdul
hicrelerinde  iskemiye  baghh  aktin  filamentinin  bozuklugunun
duizeltimesinde 6nemli rol oynar "®. HSP 25 ve mitojenle aktivate protein
kinaz (p38 MAPK) yolunun myositlerin farklilagsmasinda 6nemli rol

oynadiklari duisiiniilmektedir .

V. HSP’leri lenfosit trafiginde endotel hicre reseptori olarak gorev
yaparlar.

Stres proteinlerinden, 6zellikle de HSP 60 ve HSP 70’in
proteinlerinin acilmasi, taginmasi, parcalanmasi ve katlanmasindaki rolleri,
stres proteinlerinin antijen isleme ve sunmada da rolleri olabilecegini

distindurmektedir *°.

HSP 70 ailesi (HSP 72 ve 73) hicre déngusinin
duzenlenmesinde yer alirlar. HSP 72 uyarici, HSP 73 ise duzenleyici
fonksiyona sahiptir. Her ikisi de hem sitoplazmada, hem de nukleusta yer
alir. HSP 70 ailesi acilmis proteinleri yakalayarak parcalanmaya hazir hale

getirir, ATP’ye baglanir ve giiclit ATPaz aktivitesi vardir .

2.7. Telomeraz Aktivitesi

Telomerler, kromozomlarin DNA ve protein iceren terminal

bolgeleridir. Diger kromozomal DNA dizilerinden hem yapisal hem de
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fonksiyonel olarak farkhdirlar. Telomer sentezinden telomeraz (telomer

terminal transferaz veya revers transkriptaz) enzimi sorumludur .

Telomeraz, kromozomal uclardaki TTAGGG tekrarlarinin
sentezinden sorumlu olan ribonikleoprotein yapida 6zel bir DNA
polimerazdir. ilk defa Tetrahymena’da tanimlanan telomeraz enzimi, daha
sonralari insanlarda HelLa hucrelerinde gosterilmistir. Embriyonik hticreler
ve erigkin kdk hicrelerinde aktif olan bu enzim, normal somatik hiicrelerde
saptanmamakta, kanser hiicrelerinde yeniden aktive olmaktadir .

insan telomeraz enziminin bilinen 3 komponenti mevcuttur % :

1. insan telomerazi RNA komponenti (TERC/hTR)
2. insan telomerazi reverse transkriptazi ("TERT /hTRT/hEST2)
3. insan telomerazi protein komponenti (TEP 1/TP 1)

Okaryotik hiicrelerdeki DNA replikasyonunda, lider zincirdeki
sentez tek RNA primeri kullanilarak 5'-->3' yonunde kesintisiz olarak
tamamlanirken, kesikli zincirdeki sentez 8-12bp'lik RNA primerleri
kullanilarak, "Okazaki fragmanlar” seklinde gergceklesmektedir. Terminal
RNA primerinin degradasyonuna bagli olarak yeni sentezlenen yavru
zincirin 5' ucunda, 8-12bp'lik bir bogluk olusmaktadir. Kalp DNA'nin 3'
ucunun normal replikasyon mekanizmasiyla kopyalanamamasina
"replikasyon sonu problemi" denmektedir ve bunu kompanse edecek
molekiler mekanizmalarin  yoklugunda, her hicre boélinmesinde
kromozomal DNA'nin 3' ucunda, yaklasik 50-200 nukleotidlik kayip
olmakta ve sonucta "hiicresel yaslanma" gelismektedir 2.

Telomerlerinin 3' ucunda bulunan "GT’den zengin 12-16
nikleotidlik uzantinin elongasyonda kalip goérevi gordigu dustnulmektedir
% “hTR” telomerik DNA dizisine komplementer olan 8-30 bazlik kisa bir
segmentini, zincirin 3" ucunun ekstansiyonunda kalip olarak

kullanmaktadir. Telomerazin katalitik alt birimi olan “hTERT”, bu diziye
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komplementer "GGTTAG” dizi tekrarlarini sentezleyerek "G"den zengin
olan 3' ucuna ekler. RNA kalibi yeni sentezlenen telomerik dizinin 3' ucuna
dogru kayar ve DNA polimeraz, telomerazin sentezledigi bu diziyi kalip

olarak kullanarak karsi komplementer zinciri tamamlar °.

2.8. Protein Oksidasyonu

Proteinler birgok farkli mekanizma ile okside olabildiklerinden

8 Proteinlerin oksidatif

birden fazla protein oksidasyon turt vardir
modifikasyonlari i¢in genel kabul goéren bir siniflandirma sekli yoktur.
Ancak protein oksidatif modifikasyonu, oksitlenen rezidinin ve olusan
ariniin dzelligine gore iki gruba ayrilabilmektedir .

|. Global Modifikasyon: Birden cok rezidinin degistigi ve birden c¢ok
drdndn olustugu modifikasyonlardir. Karbonil gruplarinin olusumu bu tdr
modifikasyonun bir ornegidir.

Il. Spesifik Modifikasyon: Hem oksitlenen rezidinin, hem de olusan
drandn oldukga spesifik oldugu modifikasyonlardir. Ditirozin olugumu bu

tip modifikasyonun bir drnegidir.

Protein oksidatif modifikasyonunun pek c¢ok farkl tipi
oldugundan, protein oksidasyonu icin tek evrensel belirte¢ yoktur ®.
Ancak, protein karbonil gruplari oksidatif indukli hiicresel hasarin en genel
gostergesi olarak kabul edilmekte ve yaygin olarak kullaniimaktadir &,
Bunun nedenleri arasinda protein karbonil gruplarinin bircok farkli
mekanizma ile ortaya cikabilmesi, stabil olmasi ve basit ama duyarli

yontemlerle 6lclebilir olmasi sayilabilir %.
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2.8.1. Karbonil Gruplarinin Olusumu

2.8.1.1 Global Modifikasyon

Proteinlerin ROT veya oksidatif stresin sekonder Urinleri ile
reaksiyonu, karbonil gruplarina sahip peptid fragmanlari veya protein
turevlerinin olusumuna neden olabilir. Karbonil gruplarinin olusumu birkag

mekanizma ile gerceklesebilmektedir .

l. Proteinlerin, ROT tarafindan okside edilmesi araciligiyla peptit baglarinin

yikilmasi sonucu karbonil gruplari ortaya cikabilir %.

Il. Metal kataliz aracili oksidasyon sistemleri ile bazi proteinlerin amino asit
rezidulerinin yan zincirlerinin oksidasyonu sonucu da karbonil gruplari
ortaya ¢ikabilmektedir. %.

lll. Reaktif karbonil grubu iceren proteinler ayni zamanda, oksidasyon
aranleri ile proteinlerin lizin rezidUlerinin primer amino gruplarinin

sekonder reaksiyonlari sonucu olusabilir *.

2.8.1.2. Spesifik Modifikasyon

Spesifik oksidasyon Urin 6rnekleri arasinda fenilalanin

residilerinin o-tirozine ve tirozinin ditirozine déntistimleri bulunur .
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2.9. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller butin biyolojik molekdlleri etkilemekle
birlikte, iclerinde en fazla etkilenen lipidlerdir. Serbest radikallerle kolayca
tepkimeye giren hiicre membraninda bulunan kolesterol ve yag asitleri
peroksidasyon drunlerinin - olusumuna neden olmaktadir. Lipid
peroksidasyonu; ¢coklu yag asitleri ve kolesteroliin oksidatif hasarlanmasi

olarak tanimlanmaktadir ve olusan hasar geri donigtumsuzdur.

Lipid peroksidasyonu ile olusan hasar U¢ basamakta
olusmaktadir. ilk olarak coklu doymamis yag asitlerinin metil grubuna
serbest radikal saldirisi ile lipid molekulindeki alkilik hidrojen kopartilir ve
es zamanh alkil radikali olusur. Olugsan alkil radikali oksijen ile tepkimeye
girerek lipid peroksidasyonunu baglatabilen OH" radikalini olusturur. ikinci
basamakta radikal membran lipidlerinin oksijen ile reaksiyona girmesi ile
lipid peroksit radikalleri olusur. Lipid peroksit radikalleri de hicre
membranin da bulunan ¢oklu doymamig yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerini saglamakta ve kendileri de aciga ¢ikan hidrojen atomlarini
alarak lipid peroksitlerine dontsmektedir. Lipid peroksidasyonu, lipid
hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine donigmesiyle sona
ermektedir. Bu Urlnlerden biri olan malondialdehit (MDA) proteinlerin
amino grubuna, fosfolipidlere veya niukleik asitlere baglanarak toksik
etkisini gosterir. Sonugta zincirler arasi reaksiyon durmakta ve radikal
olmayan Uriin olusmaktadir . MDA, yag asidi oksidasyonunun 6zgiin ya
da kantitatif bir indikatori degildir fakat lipid peroksidasyonunun

derecesiyle benzerlik gosterir .
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2.10. Sitokinler

Sitokinler hiicresel dizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara
karsi cevap olarak 6zel hucreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen
hicrelerin davranigini etkilerler. Belli bir sitokin gesitli hicreler tarafindan
farkl dokularda salgilanir fakat ayni biyolojik etkiyi gdsterir. Sitokinlerin
etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilari klasik hormon gibi davranirlar. Belli
hicreler tarafindan kana veya cesitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun
diger bolgelerindeki hucresel reseptorlerine baglanirlar. Diger sitokinler
daha lokalize olmus etkiler gosterirler. Bunlar otokrin (bir hicre tarafindan
salgilanan sitokinin ayni hiicre tzerine etkisi) ve parakrin (belli bir hicre
tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki komsu hiicreye etkisi) etkilerdir **.

Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi cesitli
isimlendirme ve siniflandirma sistemine goére yapilmigtir. Bu siniflandirma
sitokinler arasindaki fonksiyonel benzerliklere ve etki mekanizmalarina

dayanmaktadir.

Sitokinler baglica su ana gruplara ayrilmaktadir:

I. Buyume faktorleri (Epidermal biytme faktorl, EGF; Trombosit orijinli
blytume faktori, PDGF; insulin benzeri bliyume faktoru-1, IGF-1; Insulin
benzeri bliyume faktori-2, IGF-2; Sinir biyume faktori, NGF; Asidik
fibroblast buytime faktorl, aFGF; Temel fibroblast biyume faktori, bFGF;
Neurol6kin; Amfiregulin; Hepatosit biuyume faktoriu, HGF v.b.)

II. Lenfokinler (interlokin-1a, IL-1a; 1l-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-
8; IL-9; IL-10; IL-11; 1L-12; IL-13; IL-14; IL-15)

[ll. Koloni stimtle eden faktorler (Granilosit/makrofaj koloni stimile eden
faktor, GM-CSF; Granulosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Losemi
inhibitor faktor, LIF)
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IV. Transforme edici buyume faktorleri (TGF-a; TGF-B)
V. Tumor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-B)

VL. Interferonlar (IFN-a; IFN-B; IFN-y) %°.

2.10.1. Vaskiler Endoteliyal Biyime Faktoru (VEGF)

Trombosit Kaynakli Buylume Faktorleri Stper Ailesi’nin Uyesi
olan Vaskiler Endotel Buyume Faktoru ailesi, endotel htcreleri igin
Ozguldir ve O©Onemli etkileri vardir. VEGF, endotel hicresinin
proliferasyonuna, migrasyonuna ve differensiasyonuna sebep olmaktadir
22 VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve
anjiogenez icin onemli ve gereklidir 23 Bu buyume faktori, ozellikle damar
olugsumunda kritik rol oynarken, endotel hicrelerinin yaptigi embriyogenez,
yara iyilesmesi, timdr buyumesi, miyokardial iskemi, okuler neovaskuler
hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklari da
kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik birgcok fonksiyonda da gerekli oldugu

gorilmustir 2.

Embriyoda kan  damarlari, vasklilogenez  yoluyla
olugmaktadir. Endoteliyal progenitor hiicrelerin (anjiyoblastlar), embriyonik
ve embriyo disi mezoderm icerisinde, ilkel damarsal ag! olusturmak tzere
farklilagsmasi primordial damarsal sistemin gelismesi olayr olup
vaskllogenez olarak adlandirilmaktadir. Yeni kapillerlerin olugsmasi,
tomurcuklanma ve Onceden olugan damar aginin yeniden dizenlenerek
kiucik ve buydk damarlari olusturmasi ile damarsal agda uzama ve
degisim gerceklesmektedir. Perivaskiler htcrelerin yeniden yapilanmasi

ve bazal membran Uzerinde yapilagsmasini saglayan faktorler varliginda,
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gelisen damarsal yapilar birbiri ardi sira olgunlasmaktadir. Embriyonik

vaskiillogenez sirasinda olusan olaylar, eriskin anjiyogenezine benzer .

Onceden mevcut bulunan postkapiller veniilerden endotel
tomurcuklarinin gelisimini ifade etmek i¢in kullanilan anjiyogenez daha
sonradan, primitif damar aginin kompleks bir ag yapisina dontismesini ve
yeniden sekillenmesini ifade etmek igin kullanilmigtir. Anjiyogenez,
tomurcuklanan ya da periendotelyal hicre sutunlariyla veya
transendotelyal hicre kopruleri ile  boélinen, ayrilan vendullerin
geniglemesini ve daha sonra ayri ayri kapillerlere ayriimasini icermektedir.
Erigkinlerde yeni damarlar buyuk Olcide angiogenez yoluyla meydana
gelmektedir fakat erigkinlerde vaskilogenez de go6rulebilmektedir.
Vaskulogenez sadece immatir, dustk derecede fonksiyonel bir vaskulatir
olusumuna yol actidi icin, terapétik hedef angiogenezdir . Anjiyogenezin
dizenlenmesi, ekstraselliler matriks igindeki ve etrafindaki pek c¢ok
blyime faktéri ve duzenleyici proteinin kontrolu altindadir. TUm
anjiyogenik etkilesimler net olarak bilinmese de muhtemelen anjiyogenik
uyaricilar ve anjiyogenez inhibitorleri arasindaki denge, normal damarsal

bilesenlerin sessiz halde kalmalarini saglamaktadir %.

2.10.1.1 VEGF Ailesi Uyeleri

VEGF ailesi, VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F (sv-VEGF) ve Plasenta biyume faktoru
(Plasenta Bilyiime Faktorii; PIGF) adi verilen yedi tiyeden olusmaktadir %°.

2.10.1.1.1. VEGF-A

Ayni zamanda Human-VEGF olarak bilinir. VEGF-A bazi
yayinlarda sadece VEGF olarak adlandiriimaktadir *®°. VEGF-A'nin su ana
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kadar bilinen alti adet izoformu vardir. Bunlar VEGF110, VEGF121,
VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF183, VEGF189 ve VEGF206
olarak isimlendirilmiglerdir ve isimlerindeki sayilar icerdikleri amino asit
sayllarini gostermektedir #.
heparine  baglanmaktadir. VEGF121, VEGF145 ve VEGF165
salgilandiginda kolayca diffize olur ve erimig formlari sivilarda

saptanabilir. VEGF189 ve VEGF206 ise salgilandigi halde htcre aracili

Bu izoformlardan VEGF121 hari¢, hepsi

olarak kalir ve varliklari testlerle kolayca saptanamaz %. VEGF206,
VEGF’Un orijinal karakteristik formu olup, yaklasik 34-46 kDa agirhginda
homodimerik bir glikoproteindir . VEGF165, VEGF121'in aksine hiicre
yluzeyindeki veya ekstraselliler matriksteki proteoglikanlara ve heparine
baglanan formdur. VEGF189 heparin ve heparan silfat proteoglikanina

baglanmay: tetikler ve arttirir 1°.

2.10.1.1.2. VEGF-B

VEGF-A ile %23'0 homolog olan bir sinyal peptitinin
bolinmesinden sonra, 186 amino asitli bir protein olarak olusur. Sonra,
ekson-6'da olusan bir alternatif birlestirme ile tamamen farkli terminal
COOH- gruplari iceren 167 amino asitli bir proteine dénusur 2. VEGF-B,
vaskuler endotel buyume faktori reseptoru-1 (VEGFR-1)'e baglanarak

monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir 1%,

2.10.1.1.3. VEGF-C

VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16'si

102 | enfatik damarlarin

benzeyen 388 amino asitten olusmustur
olugsmasinda (lenfanjiogenez) rol oynamaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e

baglanarak vaskuler ve lenfatik endoteliyal hiicrelerde mitojenik etki yapar
99,103
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2.10.1.1.4. VEGE-D

334 amino asitten olugsan ve VEGF-A'ya %31 oraninda ayni
amino asitler iceren bir proteindir ***. C-terminal uclarinda zengin sistein
domainleri icerir. Bu da VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C ile

benzer islevler yapar %1%,

2.10.1.1.5. VEGF-E

VEGF-A ile amino asit dizilimi %25 oraninda ayni olan bir
polipeptittir. Glcla bir mitojen ve permeabilite arttirici faktérdir. VEGFR-
1'e baglanamamakla birlikte VEGFR-2'ye segici olarak baglanarak etkisini

gosterir 1%,

2.10.1.1.6. VEGE-F (sv-VEGF)

Kisa bir siire dnce Takahashi ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada yilan
zehirinde VEGF'Un molekiler yapisina ¢ok benzeyen bir molekil tesbit
etmisler ve bunu sv-VEGF (VEGFF) adini vermislerdir. Bu yeni bulunan
molekil anjiojenezi VEGF-A'dan 10 kat daha az arttirmasina ragmen,

vaskiiler gecirgenligi siddetle arttirdid bildirilmistir *°°.

2.10.1.1.6. Plasenta Buyime Faktoriu (PIGF)

PIGF, VEGF ailesinin tanimlanan ilk Gyesidir. Sinyal
peptitlerinin bélinmesi sirasinda 6nce 131 amino asite sahiptir. Daha
sonra yeni amino asitlerin eklenmesiyle VEGF-A ile %37 oraninda
benzesen ve 152 amino asit iceren son sekli olusur . VEGF-B gibi
VEGFR-1'e baglanarak etki gosterir ',
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2.10.1.2. VEGF Sentezi

VEGF fizyolojik olarak ovulasyondan hemen O6nce ovaryum
folliktllerinden salgilanarak yeni damarlarin  olusumunu arttirirken,
ovulasyondan sonra bu salgilama goérevini korpus luteum Ustlenir. Erken
implantasyon déneminde embriyo trofoblastlarinca salgilanir %
Embriyolojik gelisimin ilk doénemlerinin sonuna dogru VEGF biraz
azalirken, organogenez doneminde oldukgca yukselir. Yine VEGF
yetiskinde akciger alveolar hiicrelerde, bébrek glomerullerinde, proksimal
tubullerde ve dusik seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve beyinde
gosterilmistir %. Ayrica, adrenal korteksin tim hiicrelerinde ve testiste
testosteron Ureten Leydig hicrelerinde VEGF yapimina ait mRNA’larin
sentezlendigi goOsterilmistir. VEGF'Un demonstrasyonu igin yapilan
immunositokimyasal calismalarda aktive makrofajlarda, arteriolleri
cevreleyen fibroblastlarda, akciger brongiyol epitelinde, koroid pleksus

epitelinde ve renal glomeriil visseral epitelinde varli§i gosterilmistir *°%.

2.10.1.3. VEGF Reseptorleri

VEGF biyolojik aktivitesini temel olarak U¢ reseptoru ile
gerceklestirir. Tirozin kinaz yapisinda olan bu reseptorleri VEGF-R1 (flt-1),
VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-R3 (flt-4) olarak siralanabilir. Ayrica
norofilin 1 ve norofilin 2 olarak adlandirilan iki koreseptéri de
bulunmaktadir. Bunlardan VEGF-R1 ve R2 endotel hiicreleri tGizerinde iken
VEGF-R3 lenf damarlari tizerinde bulunmaktadir **”. VEGF reseptérlerinin
aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz aktivator
proteinleri gibi bir dizi hicre ic¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek
endotel hicrelerinin proliferasyon, migrasyon, ve diferansiyasyonunu

saglar 1%.
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VEGFA _ VEGFA VEGF.C,
PIGF, VEGF-B Isoforms: 121'_ 165 189 205 | VEGF-D

VEGF-R1 VEGF-R2 Neuropilin VEGF-R3
Migrasyon/invazyon  Proliferasyon Survival
Survival migrasyon
permeabilite

Sekil 11. VEGF Reseptoéleri ve Ligandlari ',

2.10.1.4. VEGF ve NO

Nitrik oksit (NO) ise anjiogenezin VEGF-bagimli bir
mediatorudur. VEGF'in NO sentez enzimi tizerindeki uyarici etkisi sonucu
olusan NO, endotel hiicre migrasyonunda rol almaktadir *°.

Basta RAS, SRC ve HER-2 onkogenleri olmak Uzere VEGF duzeyi; p53
gen mutasyonu, IL-1f3, IL-6, IL-10, IL-13, FGF-4, PDGF, TGF-B, IGF-1,
TNF-a ve NO gibi bircok endojen ajan ile dizenlenmekte ve tumor
hiicrelerinde VEGF ekspresyonu artmaktadir ***. Dusik glikoz seviyesi,
oksidatif stres ve 6zellikle hipoksik ortamda duzeyi hizla artan hipoksi ile

induklenen faktor (HIF-1a) de VEGF saliniminda etkili rol oynamaktadir
112

HIF-1 iki alt birimden olusan (HIF-1la ve HIF-1B)
heterodimerik bir molekdldur. Oksijen varliginda HIF-1a ubikinasyona
ugrayarak ve bilinmeyen yardimci bazi mekanizmalarla inaktive olur.
Ancak hipoksik kosullarda HIF-1a kararli kalir; komponentiyle birlesir ve
VEGF-A sentezini saglamaktadir **°,
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Ayrica, VEGF muhtemel temel anjiojenik faktor olma ozelligi
yaninda; VEGF' e maruz kalan damarlarda, endotel hicreleri arasinda
fenetrasyon, vesikiler organeller ve transselliler gap olusumuna olanak
saglayarak vaskiller permeabiliteyi artinr 4. Endotel hiicreleri igin
migratuar Ozelligininin yani sira VEGF; hicredisi matriks yikimindan
sorumlu olan matriks metalloproteazlar ile urokinaz ve doku- tipi
plazminojen aktivatorlerinin salinimini da uyarir. Boylelikle invazyon ve

metastazi da kolaylastirmaktadir **°.

Literatirde farkli dokularda iskemi reperfizyon hasarinin
etkilerinin azaltilmasi amaci ile kullanilan bu ajanin sadece vaskilogenez
ve anjiogenez 6zelligi ile degil antioksidan ve vazodilatator etkileri ile de
fayda sagladig diistiniilmektedir 2°.

2.11. Apoptozis

Apoptozis, normal yetigskin dokularin erken gelisim ve
blyime doneminde 6nemli rol oynayan morfolojik olarak farkli bir ¢esit

hiicre olumudur 6.

Hucre proliferasyonunun dizenlenmesi gibi hiicre dlumunin
de dizenlenmesinin kompleks bir olay oldugu kabul edilmektedir. Cok
hicreli organizmanin tim farkhlasmis hicreleri, internal olarak kodlanan
intthar  programinin  aktivasyonu ile kendi d6lumlerini  saglama
yetenegindedirler. Bu gsekilde apoptozis olarak adlandirilan hicre 6lumu

baslatihr 7.

Apoptozis, Okaryotik hicre 6luminin en ¢ok meydana gelen
formu olup, timor regresyonu ve embriyonik gelisim sirasinda gorualdr.

Apoptozis hiicresel morfolojide degisiklikler ile karakterizedir. Apoptozis,
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dokularin gelisim evrelerinde, dokulardaki hicre sayisini Dbelirleyici
homeostatik mekanizmada, immun olaylarda, hucrelerin hastalik veya
zararli ajanlara bagli hasarlanmalarinda, yaslanma surecinde rol oynar.
Apoptotik hicre olimd, nekrotik hiicre 6lumunden farkhdir. Nekrotik hticre
OlumU hizla hiucre sismesi ve lizisi ile karakterize akut hicresel
hasarlanma ile sonuclanan hicre oOlumunun patolojik bir formudur.
Apoptotik hticre dlimi, hicrelerin kontrolli kendi kendilerini sindirimi ile
karakterizedir. Apoptozis de hicreler kendi 6lumlerini endojen proteazlarin

aktivasyonu ile baslatirlar *2.

Apoptozis ayni zamanda nukleus icinde de karakteristik
degisiklikler olusturur. NUkleus yogunlasir, endonikleazlar aktive olup
nikleer DNA'y1 yikmaya baglarlar. Apoptozis ayni zamanda mitokondriyal
fonksiyon  kaybr ile  karakterizedir. Bu durum, apoptozisin
dizenlenmesinde mitokondrinin énemli bir fonksiyona sahip oldugunu
dusundurmektedir. Olen hiicre kendi plazma membran devamhih@ini
surdurdr. Ancak apoptotik hiicrenin plazma membran degisiklikleri komsu
fagositik hicrelere, fagositoz igin sinyal niteligindedir ve boylece yikim
islemi tamamlanmis olur. Fagosite edilmemis hicreler apoptotik
cisimler olarak adlandirilan daha kugik membrana baglh fragmanlara

ayrilmaktadirlar **°.

Yari omru kisa hicrelerin 6lumu (noétrofiller vb), self reaktif T
hicrelerin ortadan kaldiriimasi, gerekli buyime faktorlerinden yoksun
hicrelerin involusyonu, embriyonik ve erken postembriyonik gelisme
sirasinda hucrelerin morfogenetik olumu, T hucreler, NK hicreler veya
antikora bagimli htcreler ile olusan sitotoksik mekanizmalar i¢in hedef
olarak goOrev yapan hucrelerin olumid gibi olaylar apoptozis ile
gerceklesmektedir *%°.
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Hucreler aksi yonde uyariimadik¢ca kalitsal olarak surekli
Olurler. Bu sebeble, apoptozis doku gelisim donemlerinde selltler dengeyi
koruma, hiicre proliferasyonu sirasinda hicre sayilarini kontrol etmede

onemlidir.

Diger bir hiicre 6lum sekli olan nekroz ise hipoksi, fiziksel
hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV isik gibi zararli hiicre disi
uyaranlar sonucu olugan istenmeyen bir suregtir. Hiicre plazma membran
lipidlerinin  peroksidasyonu sonucu hicre igerigi ortama dokuldr,

inflamatuar yanit olusur ve komsu hiicreler de etkilenir *2*,

2.11.1 Kaspaz Ailesi

Son yillarda yuratilen arastirmalar neticesinde, apoptozisten
sorumlu molekuler mekanizmalar agikliga kavugmustur. Bu calismalar
sonucunda, kaspaz ailesi olarak adlandirilan, intraselltler proteazlarin;
apoptozisin gerek direk, gerekse indirek morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklerinden sorumlu oldugu ortaya konulmustur *?2. Oncelikle inaktif
proteinler olarak sentezlenen bu enzimler cesitli yollarla aktive
edilmelerinin ardindan hicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanir ve
substrati, bir aspartat rezidisunun karboksil tarafindan ayirir. Hiicre olumu
sirasinda meydana gelen pek cok selliler ve morfolojik degisimler, bu

enzimlerin rol oynadigi birtakim siirecler neticesinde gelisir **°.

Kaspazlar tetrapeptit motiflerini aminoasit spesifitelerine gére
tanir ve p4 pozisyonundaki aminoasitlere gore U¢ spesifik gruba ayrilr.
Grup 1 kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5, 13) P4 pozisyonunda hidrofobik

aminoasitleri tanirlar ve sitokinlerin maturasyonuna aracilik ederler. Grup 2
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kaspazlarin yedledikleri ayirma noktasi hicre 6lumua sirasindaki pek ¢ok
proteinlerde g6zlenir ve bununla ilintili olarak da grup 2 kaspazlar (kaspaz-
2, 3, 7) apoptozisin major efektorleri olarak bilinirler. Grup 3 kaspazlar
(kaspaz-6, 8, 9, 10) ise P4 pozisyonunda alifatik aminoasitleri tanir ve grup

2 kaspazlarin aktivasyonunda gorev alir.

Hucrenin apoptozise gidebilmesi icin ilk dnce ilgili genetik
mekanizmay1 harekete gecirecek bir sinyalle karsilagsmasi gerekir. Bu
sinyal, hicre icinden (DNA hasari, hicre i¢i Ca++ seviyesinde artig, pH'da
dusme, metabolik veya hicre siklus bozukluklari) veya hicre disindan
(hipoksi, 1s1, anti kanser ilaglar, radyasyon, gamma ve UV iginlar) gelebilir.
Hucre disindan gelen sinyaller 6lim reseptdrleri ve adaptor proteinlerle, i¢
sinyaller ise mitokondri aracihig: ile iletilirler. iletilen sinyaller baglatici
kaspazlari aktive eder, aktive olan baglatici kaspazlar ise zincirleme olarak
diger kaspazlari aktive ederler ***.

Zara bagli reseptorlerden 6lum reseptdrleri, tumér nekroz
faktor reseptor (TNF-R) olarak adlandirilir ve proapoptotik sinyalleri hiicre
disindan hicre icine tasir. Tanimlanan 20'den fazla TNF-R vardir ve
bunlar 6lim domaininin bulunup bulunmamasina gére 2 gruba ayrilir.
Olim domaini bulunan reseptorler, sinyal iletimini kaspaz aktivasyonuna

ve apoptozise neden olarak gerceklestirirler *%°,

2.12. Metalloproteinazlar

Metalloproteinazlar, normalde  ekstraseluler  matriksi
yapilandiran, hicresel aktiviteyi cesitli yollarla dizenleyen, cinkoya bagl
endopetidazlardir. S6z konusu bu yollara, ekstraseliler matriks
degradasyonu, hicre adezyonu, ekstraseluler matriks ile ayrilimig
molekuller ve hicre disi ortamdan sinyalleri donustiren hicre yuzey

proteinlerindeki zarin degisimini saglayan proteinlerdir. Birgok fizyolojik
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dokunun yeniden yapilanmasi surecinde rol almaktadir. Bununla birlikte,
metalloproteinazlarin kontrolstiz ekspresyonu doku destriiksiyonu ve

inflamasyonu ile sonuglanabilir.

Metalloproteinazlar, klasik sekilde gelisim ve homeostazi
sirasinda dokunun yeniden modellenmesi ile ilgili, matriks indirgemeli
enzimler olarak bilinir ve ateroskleroz, arterit, kanser ve
norodejenerasyonu iceren genisg ¢caplh ve farkli patolojik streclere dahil
edilirler. Matriks metalloproteinaz ailesinin 6nceden tanimlanmis 7 Uyesine
bircok yeni metalloproteinazlarin eklenmesi ile bugin 24'ten fazla enzim
bildiriimektedir '%*.  Metalloproteinazlari inhibe eden bazi faktorler
mevcuttur. Bunlardan metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorleri
invivo kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin regilasyonunda énemli rol
oynarlar. Organizmada fizyolojik olaylarin surdurtlmesinde
metalloproteinazlarin aktivitesi ile onlarin spesifik endojen doku inhibitorleri
(TIMP ) arasindaki dengenin surekliligi s6z konusudur. Normal dokuda

dusuk duzeyde eksprese edilirler ve birgok biyolojik suregte rol oynarlar
127

Matriks metalloproteinaz ailesi asagidaki 6zelliklere sahiptir
128

1. Ekstraselliler matriksin en az bir komponentini parcalayan
proteinazlardir.

2. Zn iyonu icerirler ve bu nedenle selatlayici ajanlarla inhibe olabilirler.

3. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik aktivitelerini géstermeleri icin
aktive olmalari gereklidir.

4. Metalloproteinazlar spesifik doku inhibitorleri ile (TIMP) inhibe olurlar.

5. Molektler klonlama ydntemleri ile cesitli grup Uyelerinin aminoasit

benzerlikleri oldugu gosterilmistir.
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Metalloproteinazlarin spesifik endojen doku inhibitdri olan TIMPs aktivitesi
icin butinligu bozulmamig yapi gereklidir, yapisinin bozulmasi ile
aktivitesi ortadan kalkar ve tripsinle muamele edilerek olusturulan
parcalanmis kisminin aktivitesi yoktur. TIMPs aktivitesi EGF, TGF-b, IL-Ib,
IL-6, retinoik asit, onkostatin, forbol esterleri, sitokinler, temel fibroblast
buyuime faktori gibi cesitli ajanlarla arttirilabilir 1.
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3. GEREC veYONTEM

3.1. Deney Gruplari

Calisma sirasinda kullanilan hayvanlar Gazi Universitesi
Deneysel Arastrma Merkezi'nden (GUDAM) temin edilmistir. Bu
hayvanlarin barindirlmasi ve bakimi da burada gerceklestiriimigtir.
Arastirmanin deneysel agsamasi da GUDAM’'da gerceklestirilmigtir. Kan ve
dokuda  calisilacak  parametreler  (oksidatif stres  belirtegleri,
proinflamatuvar sitokin diizeyleri, apoptozis belirtecleri) Gazi Universitesi
Tip Faklltesi Biyokimya ve Fizyoloji ABD Laboratuarlarinda ve de
University of Eastern Finland/Biomedicine/Physiology departmaninda
calisiimistir. Histopatolojik incelemeler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji ABD Laboratuarlarinda gerceklestirilmigtir. Telomeraz aktivitesi
Ankara Universitesi Tip Fakultesi Onkoloji ABD Arastirma Laboratuarinda
calisilmigtir.

Bu deneysel arastirmanin gercgeklestirilebilmesi amaci ile 30
adet ortalama agirhgr 241+10 gr olan erigkin erkek Wistar-Albino ratlar

kullanilmigtir. Hayvanlar randomize sekilde 5 gruba ayriimigtir.

Yapilmig olan tum cerrahi iglemler ketamin ve xylazine anestezisi altinda
steril kosullarda gerceklestiriimigtir. Deneysel intestinal iskemi-reperfiizyon
hasari modeli, hayvanlarda siperior mezenterik arterin belli bir donem
klempe edilmesi ve takiben klempin kaldiriimasi suretiyle calisiimigtir.
Ancak literatirde bagirsaktaki iskemi-reperfiizyon hasarinin olusturulmasi
icin gerekli iskemi ve reperfizyon sureleri konulari tartismalidir. Bu
calismada Dwivedi ve arkadaglari tarafindan kullanilan 90 dakikalik iskemi
ve 4 saatlik reperfiizyon modelinin kullanilmasi planlanmistir **°. Bu
modeli se¢cmemizin nedeni hem bagirsak dokusunda hem de uzak

organlarda reperflizyon hasarinin tim asamalarinin bu sirelerde
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gbrulmesidir. Ayrica uygulanan VEGF tedavi dozu, grubumuz tarafindan
daha dnce yapilan calismalarla etkinligi gosterilmis olan en dustuk VEGF
dozudur. Ekip daha dnce ilacla ilgili yaptig1 calismalarda asagida belirtilen
dozun altindaki kullanimlarinin etkisiz, Uzerindeki kullanimlarinin da
esdeger etkili oldugunu gorerek en disik doza bagh etkileri yayin haline

getirmislerdir %,

Sham grubu (Gr S, n=6): Bu gruptaki ratlara anestezi altinda laparotomi

yapildiktan sonra mezenter arter disseke edilerek klempe edilmek lzere
hazirlanmis ancak klempe edilmeksizin birakilmigtir. Hayvanin karni
kapatilarak 4 saat sonra anestezi altinda bagirsak dokulari ¢ikariimis bu
dokularda immunohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler
yapilmistir. Ayrica ratlarin kanlari alinarak ratlar sakrifiye edilmis ve alinan
kan 6rneklerinde biyokimyasal dlctimler yapilmigtir.

VEGF grubu (Gr V, n=6): Bu gruptaki ratlarin kaudal kaval venleri

kateterize edilmis intraven6z VEGF(human) (0,8 pg/kg) verilmigtir.
Tedaviden sonraki 4. saatte anestezi altinda ratlarin bagirsak dokulari
cikartimis ve bu dokularda imminohistokimyasal ve biyokimyasal
degerlendirmeler yapilmistir. Ayrica ratlarin kanlari alinarak ratlar sakrifiye

edilmis ve alinan kan orneklerinde biyokimyasal dlctimler yapilmigtir.

iskemi-Reperfiizyon grubu_(Gr_1, n=6): Bu gruptaki ratlarda anestezi

altinda laparotomi yapildiktan sonra mezenter arter disseke edilerek
vaskuler klemplerle klempe edilmis ve 90 dakika stire ile intestinal iskemi
gerceklestirilmistir. 90 dakikalik iskemiyi takiben vaskuler klempi acilip ve
ratlarin karni kapatilmistir. islemden 4 saat sonra anestezi altinda ratlarin
bagirsak dokulari c¢ikartilmis ve bu dokularda immunhistokimyasal ve
biyokimyasal degerlendirmeler yapilmigtir. Ayrica ratlarin kanlari alinarak
ratlar sakrifiye edilmig ve alinan kan orneklerinde biyokimyasal 6lgtimler
yapimistir.
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iskemi-Reperfiizyon ve Reperfiizyonda VEGF grubu (Gr IR/V, n=6): Bu

gruptaki ratlarda anestezi altinda laparotomi yapildiktan sonra mezenter
arter disseke edilerek vaskuler klemplerle klempe edilmis ve 90 dakika
sure ile intestinal iskemi gercgeklestirilmistir. 90 dakikalik iskemiyi takiben
damar klempi aciip ve hemen akabinde reperfizyon basglangicinda
intravendz VEGF (0,8ug/kg) uygulanmig ve ratlarin karni kapatilimigtir.
islemden 4 saat sonra anestezi altinda ratlarin bagirsak dokulari
cikartimis ve bu dokularda imminhistokimyasal ve biyokimyasal
degerlendirmeler yapilmistir. Ayrica ratlarin kanlari alinarak ratlar sakrifiye
edilmis ve alinan kan orneklerinde biyokimyasal 6lctimler yapiimigtir.

iskemi-Reperfiizyon ve iskemi 6ncesi VEGF grubu (Gr V/IR, n=6): Bu

gruptaki ratlarda anestezi altinda laparotomi yapildiktan sonra iskemi
yapilmadan hemen 6nce intravendz VEGF (0,8ug/kg) tek doz uygulanmis,
sonrasinda mezenter arter disseke edilerek vaskiler klemplerle klempe
edilmis ve 90 dakika sure ile intestinal iskemi gercgeklestiriimigtir. 90
dakikalik iskemiyi takiben damar klempi acilip karni kapatiimistir. islemden
4 saat sonra anestezi altinda ratlarin bagirsak dokular ¢ikartiimis ve bu
dokularda immudnhistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler
yapilmistir. Ayrica ratlarin kanlari alinarak ratlar sakrifiye edilmis ve alinan
kan 6rneklerinde biyokimyasal dlctimler yapilmigtir.

Ratlardan alinan bagirsak dokulari proksimal distal hattinda 5 parcaya

bolunidp 1,3 ve 5. parcalar biyokimyasal élctimler igin; 2. ve 4. parcalar ise

histopatolojik incelemeler icin kullanilmigtir.
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Resim 1. Rat ince bagirsak kanlanmasi.

Resim 2. Superior mezenterik arterin klempe edilmesi.
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Resim 3. 90 dakika sire ile stiperior mezenterik arterin klempe edilmesi sonrasi
ince bagirsaklarda olusan hasarlanma.

3.2. Histopatoloji ve immunohistokimya

3.2.1. Histopatolojik degerlendirme

ince bagirsak dokulari, parafin bloktan kesit almadan énce
yaklasik olarak 72 saat %10’luk formolde fikse edilmistir. Hematoksilen
eozin boyama igin bes mikrometrelik kesitler mikrotom (RM 2245, Leica,
Wetzlar, Germany) kullanilarak alinmigtir. Kesitler, gruplari bilmeyen bir
histolog tarafindan isik mikroskobunda degerlendirilmigtir ( DMI 4000 B
Leica, Wetzlar, Germany). Mukozadaki iskemik degisimler Chiu ve

arkadaslan taradindan belirlenmis skorlama sistemi ile degerlendirilmigtir
131
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3.2.2. Immunohistokimyasal Degerlendirme

Formalin ile fikse edilip parafine gomulmuis 5-um kalin doku
kesitleri bir gece 37°C’de ve sonrasinda 1 saat 60°C’de inktbe edilmigtir.
Xylol uygulamasi (15 dakika) iki kez gerceklestirilmistir. Kesitler daha
sonra %96 absolut alkol ve %80 etanole 10’ar dakika daha sonrasinda
5’er dakika distile suya konulmustur. Kesitler yuksek sicaklikta mikrodalga
firnda %210 sitrat buffer ile kaspaz 3 immunoperoksidaz igin kaynatiimigtir.
Oda sicakliginda 20 dakika sonrasinda, doku hidrofobik kalem (Super
PAP PEN IM3580, Immunotech, a Beckman Coulter Company, 13009,
Marseille, France) ile gember igine alinmigtir. Distile su ve fosfat buffer
salin (0.02 M, pH 7.2) (PBS, Lab Vision Corporation) ile yikandiktan sonra,
endojen peroksidaz aktivitesi %0,3 hidrojen peroksit (Fisher Scientific,
Melrose Park, IL) icinde 10 dakika uygulama ile bloke edilmistir. Fosfat
buffer salin ile yikandiktan sonra ultra V blok (TA-125-UB, Thermo Fisher
Scientific) uygulanmigtir. Daha sonra 1 saatlik Kaspaz-3 primer antikor
(rabbit polyclonal antibody, Labvision/NeoMarkers Corp. Cat. #RB-1197)
uygulamasi sonrasi numuneler fosfat buffer salin ile yikanmigtir.
Biyotinlenmis kec¢i anti-polivalan ve streptavidin peroksidaz ile son bir
fosfat buffer salin uygulanmistir. Fosfat buffer salin ile tekrar yikamadan
sonra numuneler 10 dakika AEC (3-amino, 9-etilkarbazol) (TA-125-HA,
Thermo Fisher Scientific) kromojen icinde bekletildikten sonra son olarak
Mayer hematoksilen 2 dakika sure ile uygulanmigtir. Batlin kesitler 1s1k
mikroskobu kullanilarak degerlendirilmiglerdir (DMI 4000 B, Leica).

Kisiler arasi farkli yorumlarin dnlenmesi amaciyla butin

dokular ayni histolog tarafindan dokularin gruplari bilinmeksizin

degerlendirilmigtir. Immunoreaktivite boyama yogunlugu, daha o6nce
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McCarty ve arkadaslan tarafindan aciklandigi gibi boyanma yogunlugu ve
dagihmi dikkate alinarak kantitatif olarak degerlendirilmistir.

H-skor (histolojik skor), pozitif boyanmig hucrelerin
ylzdesinin boyanma yogunlugu ile carpimi olarak belirlenmistir. H-skor=
Pi(1+1), | boyanma yogunlugunu (O;sifir ekspiresyon, 1;hafif, 2;orta,
3;yogun) ve Pi ise her bir yogunluktaki boyanmis hicre yizdesini
gostermektedir .

3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Homojenizasyon

Dokularin homojenizasyonu porselen bir kap icinde sivi azot
kullanilarak dokularin ezilerek toz haline getiriimesi sonrasinda glutatyon
Olctmleri icin 1:5 %5 metafosforik asit solisyonu iginde diger dlgumler igin
1:10 lizis buffer ile dilue edilmesi seklinde gerceklestiriimistir. Numuneler
2500 rpm'de 10 dakika +4°C’de santriflij edildikten sonra supernatanlar

ependorflara alinmigtir.

3.3.2. Western Blot Y&ntemi

Bagirsak numuneleri lizis buffer icinde homojenize edildikten
sonra “BCA Assay Kit” kullanilarak protein konsantrasyonlari ol¢cuimustuar.
Western blot yontemi igin her bir kuyucukta 20 pg protein konsantrasyonu
olacak sekilde numuneler ve marker (Magic marker, Cat. No. LC5602
Invitrogen) %12,5’'luk SDS (sodyum dodasil sulfat) jelde kuyucuklara pipet
edilmistir. %12,5’luk SDS jelde numunelerin 20 dakika 100 voltta ve 60-65
dakika 140 voltta elektroforezinden sonra, blotting asamasinda jeldeki
proteinler 60 dakika, 100 voltta nitroseltiloz membrana transfer edilmistir
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(Whatman -Protran Nitrocellulose 0.45 pm, blotting membrane). Bu
asamadan sonra membranlar “Ponceau S” solusyonu kullanilarak 2-3
dakika boyanmis ve de membrandaki her bir numunenin jelden membrana
transferi  kontrol edilmistir. TBS (Tris Buffered Saline) solisyonu
kullanilarak hazirlanan %5’lik st tozu soltsyonu ile 37°C’de 1 saat slire
ile membranlar bloklanmigtir. Daha sonraki asamada primer antikorlar ile
4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi gin membranlar %0,1 TBS-
T solusyonu ile yikanarak, sonrasinda TBS-T (Tris Buffered Saline-
Tween20) kullanilarak hazirlanan %5’lik sit tozu solisyonu iginde
hazirlanmis ‘Horse radish peroxidase-conjugated” anti-mouse (1:10000),
anti-rat (1:10000) ve anti-rabbit (1:25000) immunoglobinleri (StressGen ve
Zymed San Francisco, Calif.) sekonder antikor olarak kullaniimistir.
Membranlardaki bantlarin oOlcimleri Odyssey Infrared Scanner cihazi
kullanilarak yapilmigtir. Membrandaki bantlarin degerlendirilmesi ve
kuantifikasyonu yine Odyssey v3.0 programi kullanilarak yapilmigtir.
Bagirsak numunelerinde western blot teknigi ile yapiimis olan ol¢ctimlerde;
Thioredoxin(TRX) (IMCO. Rabbit, ATRXO06), Thioredoxin interacting
protein (TxNiP) (MBL, Mouse, K0205-3), Heat Shock protein (HSP70)
(Stressgen, Rabbit, SPA810), Cupper Zinc Superoxide Dismutase
(CuzZznSOD, SOD-100) (Stressgen, Rabbit), Manganese Superoxide
Dismutase (MnSOD) (Stressgen, Rabbit, SOD-110), Catalase (Abcam,
Rabbit, ab1877) ve Beta actin (3-actin) (Sigma, A5441) primer antbodileri
kullanmlmigtir. Beta-actin diger primer antikor sonuclarinin kuantifikasyonu

asamasinda “house keeping protein” olarak kullaniimigtir.

3.3.3. Total Malondialdehit (MDA) Tayini

Bagirsak numunelerinin total malondialdehit dlgimunde BHT

(butylated hydroxytoluene) ile pH 1-2 ve 60°C’de 80 dakika inkiibasyonu
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prensibi ile dlgimler yapilmistir. Sonuclar 572nm’de 6l¢tlmis, standard
olarak tetramethoksipropan kullaniimistir **.

3.3.4. Protein Karbonilleri Tayini

Bagirsak dokusundaki protein karbonilleri miktari protein
oksidasyonunun bir gostergesi olarak ol¢culmustir. ELISA ydnteminde
DNPH (2-4 dinitrophenylhydrazine) ile okside protein miktarlari

belirlenmistir. Olciimler 480 nm’de yapilmistir 134,

3.3.5. ORAC (Oxygen Radical Absorbing Capacity) Yontemi

Numunelere ait antioksidan kapasite, floresein azalmasinin
inhibisyonu seklinde dl¢lilmustir. Bu amagla fluorescein (FL) serbest
radikal saldinsina kargi  hedef, 2,2-azobis (2-amidinopropane)
dihidroklorid ise peroksil radikal Ureticisi olarak kullanilmigtir. Trolox
(Aldrich,Milwaukee, WI) kontrol standardi olarak olcimlerde kullaniimistir.
Olguimlerde eksitasyon filtresi 491 nm, emisyon filtresi 515 nm olarak

kullanilmistir +3°,

3.3.6. Total Glutatyon (TGSH) ve Okside Glutatyon (GSSG) Tayini

Bagirsak dokusu numuneleri homojenizasyon sonrasi TGSH
ve GSSG tayini icin %5-metafosforik asit (MPA) ile deproteinize edilmigtir.
TGSH ve GSSG tayini GSHRD (glutatyon rediktaz) geri dontisim metodu
ile belirlenmistir **°. Bu metodta glutatyon 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoik asit
(DTNB) ile okside glutatyona (GSSG) donusmektedir ve bu sirada 5-thio-
2-nitro benzoik asit olusmaktadir (TNB). Okside glutatyon, glutatyon
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rediktaz ve NADPH ile tekrardan glutatyona dontsmektedir. Olusan TNB
orani 412 nm'de 6l¢cilmektedir. Olusan TNB miktari numuneye ait toplam
glutatyon ve okside glutatyon degerlerini vermektedir.

3.3.7. Superoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Super oksit dismutaz Olcimu nitroblue tetrazolium (NBT)
reduksiyonuna dayanmaktadir. Ksantin oksidaz NBT'yi redikte etmede
super oksit dismutaz Ureticisi olarak kullanilmigtir. NBT'ye bagl renk

degisimi spektrofotometrede 560 nm'de belirlenmistir **’.

3.3.8. Telomeraz Aktivitesi Tayini

Calismamizda Telo TAGGG Telomeraz PCR ELISA Plus
(Roche, Mannheim, Almanya) kiti kullanilmigtir. TRAP kullanilarak relatif
telomeraz aktivitesi (RTA) fotometrik enzim immunoassay ile kantitatif
olarak belirlenmistir.

Bu yontem igin kullanilan TELO TAGGG Telomerase PCR
ELISA PLUS kiti gerekli olan tim bilesenleri kendi iginde
bulundurmaktadir. PZR reaksiyon karigimi kullanima hazirdir. Bununla
birlikte yontemin tim asamalari nukleazlarin olmadigr sartlarda

gerceklestirildiginde sonuclar guvenlidir.
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Absorbans degerleri kontrole (distile su) karsi 450nm’'de
okunmustur. (referans dalga boyu uzunlugu A690nm'dir.) Sonuclar %
telomeraz aktivitesi (absorbans degeri 0,100 RTA'dan kuguk olanlar O
olarak kabul edilmistir) olarak degerlendirilmistir.

3.3.9. Plazma TNE-a Diizeyleri Tayini

Plazma TNF-a dizeyleri enzim bagimli immunosorbant assay (ELISA)
yontemi ile Commercial 96-well ELISA kiti (Thermo Scientific Rat TNF-a
ELISA Kit USA, Cat No: ER3TNFA, Lot No: LF144120) kullanilarak

Olculmustar.

3.3.10. Plazma IL-6 Dlzeyleri Tayini

Plazma IL-6 diizeyleri ELISA yéntemi ile Commercial 96-well
ELISA kiti (Thermo Scientific Rat IL-6 ELISA Kit USA, Cat No: EH2IL-6,
Lot No: KL138035) kullanilarak élgulmustir.

3.3.11. Plazma HIF-1a Duzeyleri Tayini

Bagirsak dokusu HIFla diizeyleri ELISA yontemi ile
Commercial 96-well ELISA kiti ( USCN Life Science Inc. Rat HIF1a ELISA
Kit China, Cat No: E90798Ra, Lot No: 111011285 ) kullanilarak

Olculmustar.
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3.4. Istatistiksel Analiz ve Grafikler

Verilerin istatistiksel analizi icin SPSS 18 programi ve Mann
Whitney U testi, verilere ait grafiklerin olusturulmasinda ise GraphPrism
5.0 programi kullanilmistir. Sonuclarin degerlendiriimesinde p<0.05

degerleri anlamli olarak kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

Tablo 1. Biyokimyasal analiz sonuclari-1

Kontrol VEGF | I/R-VEGF /R VEGF-IIR
4,086 24.009 4.996 8.161 4874
MDA-Proksimal (uM) | +0.406 +0.182 +0.680 +1.564 +0.581
3.290 3.306 6.847 8.443 4.847
MDA-Distal (M) +0.467 +0.711 +1.513 +2.971 +1.191
TGSH-Proksimal 326.000 | 317.200 | 250333 | 183.167 | 299.667
(M) +32.782 | +13.682 | +48.748 | +31.505 | +86.489
488.459 | 467.266 | 290.325 | 160.630 | 341.008
TGSH-Distal (M) +48.764 | +60.551 | +60.940 | 35778 | +42.782
GSSG-Proksimal 3.038 3.910 4.662 8.293 3.623
M) +1.390 +0.761 +0.832 +1.467 +1.197
5283 5.508 6.586 14.033 6.078
GSSG-Distal (M) +1.362 +1.379 +1.015 +2.108 +0.979
TGSH/GSSG (%)- 1.208 1.233 1.862 4.528 1.209
Proksimal
TGSH/GSSG (%)- 1081 1.179 2.268 8.736 1.782
Distal
6.159 6.008 5334 3.324 5.023
SOD-Proksimal (AU) |  +1.322 +0.315 +1.710 +0.756 +0.894
8.545 8.650 5.358 3.548 7.023
SOD-Distal (AU) +2.079 +1.529 +1.315 +0.048 +2.287
ORAC-Proksimal 2752.200% | 2666.400% | 2745500+ | 2695.667+ | 2824.333%
(umol) 41.566 15453 | 431529 | 99077 | 191.815
2701.347+ | 2938.353+ | 3575.815% | 3582.773% | 4452.473%
ORAC-Distal (umol) | 522.914 | 156.918 | 806.693 | 226.621 | 654.691
Protein Karbonilleri- 0.103 0.101 0.105 0.114 0.097
Proksimal (AU) +0.013 +0.005 +0.006 +0.011 +0.010
Protein Karbonilleri- 0.191 0.194 0.184 0.199 0.172
Distal (AU) +0.004 +0.002 +0,008 +0.003 +0.027
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Tablo 2. Biyokimyasal analiz sonuclari-2

Kontrol | VEGF |I/R-VEGF| I/R |VEGF-I/R
0.697 | 0.716 0.785 0.763 0.802
TRX-Proksimal (AU) +0.098 | +0.050 | #0.064 | +0.034 | +0.116
1.235 | 1.251 1.157 1.095 1.159
TRX-Distal (AU) +0.262 | £0.193 | #0.257 | +#0.094 | +0.102
0.137 | 0.140 0.127 0.101 0.110
TxNiP-Proksimal (AU) 1#0.051 | +0.057 | #0.044 | +0.003 | +0.020
0.333 | 0.261 0.241 0.240 0.236
TxNiP-Distal (AU) +0.112 | +0.050 | #0.089 | +0.051 | +0.026
1.006 | 1.023 0.821 0.756 0.848
CuZnSOD-Proksimal (AU) | +0.244 | +0.219 | +0.035 | +0.034 | +0.029
1.287 | 1.235 1.148 0.979 1.163
CuZnSOD-Distal (AU) +0.031 | +0.333 | #0.154 | +0.053 | +0.267
0.783 | 0.802 0.684 0.573 0.756
MnSOD-Proksimal (AU) +0.036 | +0.151 | +0.088 | +0.081 | +0.064
1.129 | 1.122 1.041 1.012 1.087
MnSOD-Distal (AU) +0.168 | +0.110 | #0.149 | +#0.153 | +0.170
0.513 | 0.493 0.675 0.823 0.644
HSP70-Proksimal (AU) 10.247 | £0.209 | #0.200 | +0.186 | +0.395
0.745 | 0.752 0.812 1.061 0.793
HSP70-Distal (AU) +0.137 | £0.160 | #0.218 | +0.559 | +0.171
0.831 | 0.844 0.556 0.472 0.673
Katalaz-Proksimal (AU) +0.067 | +0.166 | #0.100 | +0.097 | +0.150
1.135 | 1.187 0.798 0.697 0.855
Katalaz-Distal (AU) +0.141 | £0.137 | #0.040 | #0.122 | +0.122
124.2221110.389 | 109.056 |326.267 | 114.759
Plazma TNF-a (pg/ml) +20.701 | £19.902 | +5.053 |+84.934| +14.931
16.296 | 29.727 | 131.685 |280.241| 73.648
Plazma IL-6 (pg/ml) +1.814 | +5.409 | +24.866 |+89.956 | +6.657
9.623 | 13.892 | 13.840 | 15.012 | 13.568
Plazma HIF-1a (ng/ml) +4.027 | £2.455 | #2.024 | +0.510 | +3.515
Telomeraz Aktivitesi (%) 100 83,333 50 0 66,667

4.1. ince Bagirsak Dokusu MDA Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda lipid
MDA duzeyleri
Olculmustir. Proksimal ve distal bagirsak dokularinda, I/R grubu MDA
VEGF
uygulanan tedavi gruplarinda ise MDA duzeyleri I/R grubuna Kkiyasla,

peroksidasyonun derecesiyle benzerlik gosteren

duzeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli dlcide artmigtir.

proksimal bagirsakta her iki VEGF grubunda anlamli azalis saglarken,
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distal bagirsakta sadece VEGF'in o6nce verildigi tedavi grubu anlamli
azalis gostermistir (p<0.05) (Grafik 1,2).
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Grafik 1. Proksimal bagirsak MDA diizeyleri (*,#,+ p<0.05). (*: Kontrol-I/R , +:
I/RIVEGF-IIR , #:/R-VEGF-I/R)
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Grafik 2. Distal bagirsak MDA dizeyleri (*,# p<0.05). (*: Kontrol-I/R , #:I/R-VEGF-I/R)

4.2. ince Bagirsak Dokusu TGSH ve GSSG Diizeyleri

Calismamizda intraselltler oksidatif durumun gostergesi olan
total GSH, ve okside (GSSG) glutatyon dizeyleri proksimal ve distal
bagirsak dokularinda olgulmasttr. Her iki dokuda da I/R grubu total

glutatyon seviyeleri (TGSH) kontrol grubuna goére kiyasla anlaml 6lgtde
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azalmig, VEGF uygulanan tedavi gruplarindan proksimal bagirsak
dokusuna ait VEGF’nin 6nce verildigi grupta, distal bagirsak dokusuna ait
her iki grupta total glutatyon seviyeleri, I/R grubuna kiyasla anlamli olarak
yuksek bulunmustur. Proksimal ve distal bagirsak okside glutatyon
duzeyleri (GSSG), I/R gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede artmig, VEGF uygulanan tedavi gruplarinin her ikisinde de
Olcilen GSSG degerleri I/R grubuna gore anlamli olarak daha duiguk
bulunmustur (p<0.05). (Grafik 3,4,5,6).
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Grafik 3. Proksimal bagirsak dokusu total glutatyon dizeyleri (*# ; p<0.05). (*:
Kontrol-I/R , #:1//R-VEGF-I/R)

G55G-Proksimal

# 4

pM

VAV

Grafik 4. Proksimal bagirsak dokusu okside glutatyon dizeyleri (*#,+ ; p<0.05). (*:
Kontrol-I/R , +: I/IRIVEGF-I/R , #:1/R-VEGF-I/R)
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Grafik 5. Distal bagirsak dokusu total glutatyon diizeyleri (*,# ; p<0.05). (*: Kontrol-
IIR, +: IRIVEGF-I/R , #:1/R-VEGF-I/R)
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Grafik 6. Distal bagirsak dokusu okside glutatyon diizeyleri (*#,+ ; p<0.05). (*:
Kontrol-I/R , +: /IRIVEGF-I/R , #:1/R-VEGF-I/R)

4.3. Ince Bagirsak Dokusu SOD Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda
superoksit dismutaz (SOD) duzeyleri olculmustir. Her iki dokuda da I/R
grubu siperoksit dismutaz diuzeyleri kontrol grubuna gore kiyasla azalmis,
VEGF uygulanan tedavi gruplari SOD seviyeleri, I/R grubuna kiyasla bir
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artis gostermistir. Bu artis distal bagirsakta VEGF uygulanan tedavi
gruplarindan her ikisinde de anlamlidir (p<0.05). (Grafik 7,8).
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Grafik 7. Proksimal bagirsak dokusu siiperoksit dismutaz dizeyleri (* ; p<0.05). (*:
Kontrol-I/R)
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Grafik 8. Distal bagirsak dokusu stiperoksit dismutaz diizeyleri (*,#,+ ; p<0.05). (*:
Kontrol-I/R , +: /IRIVEGF-I/R , #:1/R-VEGF-I/R)
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4.4. ince Bagirsak Dokusu Protein Karbonilleri Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda
protein karbonilleri duzeyleri dlgulmustir. Her iki dokuda da I/R grubu
protein karbonilleri diizeyleri kontrol grubuna gore kiyasla artmig, ancak bu
artig distal bagirsakta anlamli olmustur. VEGF uygulanan tedavi
gruplarindan her ikisinde de protein karbonilleri dizeyleri, I/R grubuna
kiyasla distal bagirsakta anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05). (Grafik
9,10).
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Grafik 9. Proksimal bagirsak dokusu protein karbonilleri duizeyleri.
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Grafik 10. Distal bagirsak dokusu protein karbonilleri diizeyleri (*,#,+ ; p<0.05). (*:
Kontrol-I/R , +: I/IRIVEGF-I/R , #:1/R-VEGF-I/R).
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4.5. ince Bagirsak Dokusu ORAC Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda
oksijen radikalleri absorbans kapasitesi (ORAC) duzeyleri 6l¢tlmus. Distal
bagirsakta I/R grubu ORAC duzeyleri kontrol grubuna gore kiyasla anlamli
olarak artmig, VEGF uygulanan tedavi gruplari ORAC duzeyleri, I/R
grubuna kiyasla anlamli bir fark gostermemistir (p<0.05). (Grafik 11,12).
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Grafik 11. Proksimal bagirsak dokusu ORAC diizeyleri.
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Grafik 12. Distal bagirsak dokusu ORAC duizeyleri. (*: Kontrol-I/R ,)
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4.6. ince Bagirsak Dokusu HSP70 Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda isi
sok protein 70 (HSP70) duzeyleri 6lgulmagttr. Her iki dokuda da I/R grubu
HSP70 duzeyleri kontrol grubuna gére kiyasla artmisg, ancak proksimal
bagirsak bdlumundeki artis anlamhilik gostermistir (p<0.05). VEGF
uygulanan tedavi gruplarit HSP70 duzeyleri, I/R grubuna kiyasla bir azalma

gOstermigtir. Ancak bu azalma anlamli degildir (Grafik 13,14).
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Grafik 13. Proksimal bagirsak dokusu HSP70 dizeyleri (* ; p<0.05). (*: Kontrol-I/R)
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Grafik 14. Distal bagirsak dokusu HSP70 diizeyleri.
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4.7.ince Bagirsak Dokusu TRX ve TxNiP Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda
thioredoxin (TRX) ve thioredoxin interacting protein (TxNiP) duzeyleri
Olculmustir. Her iki dokuda da I/R grubu thioredoxin ve thioredoxin
interacting protein (TxNiP) dizeyleri kontrol grubuna gore kiyasla anlamli
bir degisiklik gbstermemis, ayni anlamsiz degisiklikler VEGF uygulanan

tedavi gruplarinda da gozlenmistir. (Grafik 15,16,17,18).
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Grafik 15. Proksimal bagirsak dokusu TRX diizeyleri.
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Grafik 16. Proksimal bagirsak dokusu TxNiP duzeyleri.
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Grafik 17. Distal bagirsak dokusu TRX duzeyleri.
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Grafik 18. Distal bagirsak dokusu TxNiP duzeyleri.

4.8. Ince Bagirsak Dokusu CuzZnSOD Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda bakir
¢cinko superoksit dismutaz (CuzZnSOD) duzeyleri o6lgulmagtiar. Her iki
dokuda da I/R grubu CuzZnSOD duzeyleri kontrol grubuna gore kiyasla
azalmig, bu azalmalardan distal bagirsak bdlumindeki bakir ¢inko
superoksit dismutaz azaligi anlamllik gostermistir (p<0.05). Yine distal
bagirsak boliminde VEGF uygulanan tedavi gruplarindan VEGF'nin
sonra verildigi grupta CuZnSOD duzeyleri, I/R grubuna kiyasla bir artis

gOstermigtir (Grafik 19,20).
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Grafik 19. Proksimal bagirsak dokusu CuzZnSOD duzeyleri.
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Grafik 20. Distal bagirsak dokusu CuzZnSOD dizeyleri (*,+ ; p<0.05). (*: Kontrol-I/R ,
+: I/RIVEGF-I/IR )

4.9. ince Bagirsak Dokusu MnSOD Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda

manganez superoksit dismutaz (MnSOD) duzeyleri olgulmustur. Her iki
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dokuda da I/R grubu MnSOD duzeyleri kontrol grubuna goére kiyasla
azalmig, ancak bu azaliglardan proksimal barsak boélimindeki azalma
anlamhlik go6stermigtir  (p<0.05). Yine proksimal bagirsakta VEGF
uygulanan tedavi gruplarindan VEGF’'nin 6nce verildigi grupta MnSOD

duzeyleri, I/R grubuna kiyasla bir artig gostermistir (Grafik 21,22).
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Grafik 21. Proksimal bagirsak dokusu MnSOD diizeyleri (*,# ; p<0.05). (*: Kontrol-I/R
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Grafik 22. Distal bagirsak dokusu MnSOD duzeyleri.
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4.10. ince Bagirsak Dokusu Katalaz Diizeyleri

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda
katalaz (KAT) duzeyleri olculmagstur. Her iki dokuda da I/R grubu katalaz
duzeyleri kontrol grubuna gore kiyasla azalmig, bu azalma proksimal
barsak boliminde anlamlihk gostermigtir (p<0.05). VEGF uygulanan
tedavi gruplari katalaz duzeyleri, I/R grubuna kiyasla bir artis gostermistir.
Ancak bu artis proksimal bagirsakta ve VEGF uygulanan tedavi
gruplarindan VEGF'nin o©Once verildigi grupta anlamlilik gostermistir

(p<0.05). (Grafik 23,24).
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Grafik 23. Proksimal bagirsak dokusu KAT diizeyleri (*,#; p<0.05). (*: Kontrol-I/R,
#:1/R-VEGF-I/R)
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Grafik 24. Distal bagirsak dokusu KAT diizeyleri.
4.11. Plazma IL-6 Duzeyleri
Calismamizda plazma interlékin-6  (IL-6)  dizeyleri
Olctlmustir. I/R grubu IL-6 duzeyleri kontrol grubuna gore kiyasla anlamli

artmig, VEGF uygulanan tedavi gruplarinin her ikisinde de IL-6 duzeyleri,

I/R grubuna kiyasla anlamli bir azalma gdstermistir (p<0.05). (Grafik 25).
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Grafik 25. Plazma IL-6 dlizeyleri (*,+,# ; p<0.05). (*: Kontrol-I/R , +: I/RIVEGF-I/R ,
#:1/R-VEGF-I/R)
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4.12. Plazma TNF-a Duzeyleri

Calismamizda plazma tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a)
duzeyleri ol¢culmustdr. I/R grubu TNF- a dizeyleri kontrol grubuna gore
kiyasla anlamli artmig, VEGF uygulanan tedavi gruplarindan her ikisinde
de TNF-a dizeyleri, I/R grubuna kiyasla anlamli bir azalma gdstermistir

(p<0.05). (Grafik 26).
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Grafik 26. Plazma TNF-a dizeyleri (*,+,# ; p<0.05). (*: Kontrol-I/R , +: I/R/IVEGF-I/R ,
#:1/R-VEGF-I/R)

4.13. Plazma HIF-1a Duzeyleri

Calismamizda plazma hipoksi ile indiklenen faktor-1a (HIF-
10a) diizeyleri 6lgulmagtdr. I/R grubu HIF-1a dizeyleri kontrol grubuna gore

kiyasla anlamh olarak artmig, VEGF uygulanan tedavi gruplan HIF-1a
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duzeyleri, I/R grubuna kiyasla bir azalma gdstermistir, ancak bu azalma

anlamli degildir (p<0.05) (Grafik 26).
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Grafik 27. Plazma HIF-1a dizeyleri (*,+,# ; p<0.05). (*: Kontrol-I/R)

4.14. Western Blot Sonugclari Ornekleri
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Distal bagirsak dokusu membran-2: Katalaz (65 kDa)
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Distal bagirsak dokusu membran-2: MnSOD (25 kDa)
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Distal bagirsak dokusu membran-2:;TRX (12 kDa)

Distal bagirsak dokusu membran-2:;Beta actin (45 kDa)

Distal bagirsak dokusu membran-2: TxNiP (~50 kDa)

4.15. Histopatolojik ve iImmunohistokimyasal Degerlendirme
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Hemotoksilen&eozin boyanma sonucu kontrol ve VEGF
gruplarinda iskemik bulgulara rastlanmamistir. (Figir a, c, e). Yaygin
deskuamasyon ve mukozal kongesyon gibi iskemik hasar bulgularina I/R
grubunda rastlanmistir. (Figir b). Fokal deskuamasyon ve hafif mukozal
kongesyon gibi hafif iskemik hasara VEGF'in sonra verildigi tedavi
gruplarinda rastlanmigtir. Gruplar arasi yapilan karsilastirmada kontrol ve
I/IR gruplari arasinda ve I/R ile VEGF tedavi gruplari arasinda
histopatalojik skorlamada anlamli fark goézlenmigtir. VEGF-I/R ve I/R-
VEGF gruplari ana histopatalojik skorlamasi istatistiksel agidan birbirinden

farkh bulunmamisgtir.

Histopatolojik incelemede I/R grubuna goére her iki VEGF
tedavi grubu hasari azaltmis olsada VEGF'in daha ¢ok koruyucu etkisi

iskemi dncesi uygulanan tedavi grubunda belirlenmistir.
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Resim 4. Hematoksilen-eozin ile boyanmig ince bagirsak histopatolojisi ; a-kontrol grubu: ince bagirsak normal
morfolojik yapisi (Ok: intestinal epitelyum, L:Limen, G: intestinal salgi bezi, LM: Lamina propria, M:
Kas tabakasi) b- iskemi grubu: intestinal epitelyum icinde(Ok) yayilmis deskuamasyon (D),
mukozada kongesyon (*) gorilmektedir. (L:LUmen, M:Kas tabakasi) c-VEGF grubu: Normal
morfolojik yapi goriilmektedir. (Ok: intestinal epitelyum, L:Liimen, G: intestinal salgi bezi, M: Kas
tabakasi) d-iskemi-VEGF grubu: fokal deskuamasyon, mukozada kongesyon (*) ve intakt kas
tabakasi (M) gorulmektedir. e,f-VEGF+iskemi grubu: Resim e’de normal morfolojik yapi
gorulmektedir. (Ok: intestinal epitelyum, L:Liimen, G: intestinal salgi bezi, M:Kas tabakasi) Resim
f'de epitelyumda fokal deskuamasyon (D), mukozada kongesyon (*) gérulmektedir. (L:Limen,
G:intestinal salgi bezi , M:Kas tabakasi) (Bar: 1000 pm)
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Tablo 3. Histopatolojik bulgulara ait skorlama tablosu (a-d ; c-d ; d-ei¢in p<0.05).

Histolojik Skor I/R- VEGF-
(Grade) Kontrol® | VEGF® | VEGF® I/R° I/R®
Grade 0 5 4 3
Grade | 1 2 5 3
Grade Il 1 3
Grade llI 2
Grade IV 1

Ortalama 0.16 0.33 1.16 2.66 0.5

Tablo 4. Doku kaspaz aktivitesine ait skorlama tablosu (a-d ; c-d ; d-e i¢in p<0.05).

Histolojik Skor
Ortalama Kontrol® | VEGF® | I/R-VEGF® I/R® | VEGF-I/R®

0.85+0.37 | 1.07+0.41 | 1.20+0.44 |2.95+0.45 |1.02+0.45

Tablo 5. Doku metalloproteinaz-9 skorlamatablosu (a-d ; c-d ; d-eicin p<0.05).

Histolojik Skor
Ortalama Kontrol® | VEGF® |I/R-VEGF®| I/RY |VEGF-I/R®

1.78+0.35| 1.83+0.42 | 2.32+0.28 | 3.07+0.20 | 2.15+0.46

4.16. ince Bagirsak Dokusu Telomeraz Aktivitesi

Calismamizda bagirsak dokusu telomeraz aktivitesi diizeyleri
Olculmustir. I/R grubu telomeraz aktivitesi kontrol ve iskemi 6ncesi ya da
sonrasi VEGF uygulanan tedavi gruplarina kiyasla anlamli olarak dusuk
bulunmustur (p<0.05). iskemi 6ncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan
tedavi gruplari ile kontrol grubu kiyaslamasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Telomeraz aktivitesi sonuglarina gore absorbans degerleri
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0.1'in altinda olanlar telomeraz aktivitesi agisindan O olarak kabul edilmig

ve de telomeraz aktivitesi % olarak hesaplanmistir.

Telomeraz aktivitesi (%)
150+

100+

+ L
. i
) I I : &

Grafik 28. Bagirsak dokusu telomeraz aktivitesi sonuglari (*,+,* ; p<0.05).

Telomeraz aktivitesi (%)

Ayrica telomeraz aktivitesi ile proksimal ve distal bagirsak
dokularinin MDA ve TGSH dizeyleri arasinda korelasyon testi yapilmig
(Spearman korelasyon testi) ve istatistiksel acidan anlamliliklar
degerlendirilmigtir. Test sonuclarina gére her iki dokuda da telomeraz
aktivitesi ve MDA duzeyleri arasinda ters bir korelasyon oldugu, telomeraz
aktivitesi ve de TGSH duzeyleri arasinda ise ayni yonde bir korelasyon

oldugu bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 6. Bagirsak dokusu telomeraz aktivitesi ile MDA ve TGSH'In korelasyon

testleri sonuclarr.

MDA _proksimal TGSH_proksimal MDA _distal TGSH_distal
Pver bagirsak bagirsak bagirsak bagirsak
degerleri | dokusu dokusu dokusu dokusu
Telomeraz |-0,518 0,691 -0,498 0,69
p 0,023 0,001 0,03 0,002
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5.TARTISMA

iskemi, kan akimi yetersizligi nedeniyle dokularin ihtiyac
olan oksijen ve metabolik substratlarin karsilanamadigi patolojik bir
olaydir. Bagirsak iskemi-reperfiizyon hasari yiuksek derecede mortalite ve
morbiditeye neden olan 6nemli bir faktérdiir *. Bozulmus kan akiminin
neden oldugu iskemik hasar metabolik agidan aktif dokulara 6nemili
derecede zarar vermektedir. Paradoksal olarak iskemik dokuda kan
akiminin yeniden saglanmasi iskemik hasara ilaveten reperfliizyon hasari
olarak belirtilen ek hticre hasarina yol agmaktadir. Bu reperfiizyon hasari,

iskeminin neden oldugu doku hasarlanmasini daha da arttirmaktadir 2.

Gastrointestinal sistem iskemi-reperfizyon hasarina kargi
yilksek derecede hassastir °. Bagirsak bariyerinin bozulmasi besinlerin
absorbsiyonunu azaltmakta ve bariyerin bozulmasi sebebiyle bagirsakta
mevcut bulunan bakterilerde kana ya da diger organlara gecgebilmektedir.
Bakteri translokasyonu ve bakteriler tarafindan Uretilip kana salinan zararl
maddeler inflamatuar mediatorleri aktive edip “Sistemik inflamatuar Yanit”
ya da “Coklu Organ Disfonksiyonu Sendromu’nun ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir **°. Bu sebeble ince bagirsagin lezyonlara karsi korunmasinda

kullanilabilecek yontemlerin bulunmasi 6nem kazanmaktadir.

iskemi reperfuzyon hasari ile ilgili mekanizmalar multi-
faktoriyel olup, literatirde genis olarak arastinlip yorumlanmigtir.
Bunlardan biri olan, stperoksit anyonu (02" ), hidrojen peroksit (H20,) gibi
serbest oksijen radikaller ve inflamatuar sitokinler mukozadaki dogal
savunma sistemini bozup hiicre hasarina sebeb olmaktadirlar **>¢,
Serbest radikal bagimlh hasara kargi korunmada hucrelerin antioksidan
aktivitesine sahip enzimleri iceren savunma mekanizmalari bulunmaktadir.

Serbest radikal hasarina karsi DNA, proteinler ve lipid gibi

makromolekullerin korunmasinda super oksit dismutaz (SOD), glutatyon
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peroksidaz (GSHPXx), katalaz (KAT) gibi antioksidan enzimler birincil
koruyuculardir. Stper oksit dismutazlar 0, ‘yi hizlica daha az zararl olan
H.0, ‘ye, KAT ve GSHPx ise H,0, ‘i suya donustirmektedir. Bu sebeble
yUksek seviyedeki antioksidan enzimler hicresel makro molekdlleri

oksidatif stres bagimli hasara karsi korumada etkilidirler **.

iskemide hasarin siddeti, hipoksinin siiresi ve derinligine
baghdir. Hipoksi durumunda, htcre canhliginin devami igin gerekli olan
enerji (ATP), glikojen depolarindan glikoliz yoluyla yani anaerobik olarak
Uretilmeye baslar. Bu esnada, aerobik glikoliz neredeyse durma noktasina

18 Normal 1sI

gelmekte ATP’'nin sadece %7’'si bu yolla uretiimektedir
derecesinde, 3-4 dakikalik iskemiyi takiben ATP depolari tamamen
bogsalir, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon durur. ATP dizeyi sifira
yaklastiginda intraseliler iyonik homeostazis icin gerekli olan ve ATP’ye

19 irrevelsibl seluler

bagimli membran iyon pompalari calisamaz olur
hasar sirecinin baslamasinda kalsiyum iyon homeostazisinin bozulmasi
en kritkk noktadir. iskemi esnasinda, intraseliler kalsiyum hizla
cogalmakta, kalsiyum seviyesindeki bu artig sitoplazmik proteazlar ve
nikleazlarin salinimini aktive etmektedir. Bunlar yapisal proteinlerin ve
DNA’nin hasar gérmesinden sorumlu olan enzimlerdir. Kalsiyumun aktive
ettigi fosfolipazlar, membran lipidlerini arasidonik asit ve diger cesitli
vazoaktif metabolitlere dénugsturecektir. Endoteliyal ksantin dehidrogenaz
ksantin oksidaza doéntsur ki bu enzim reperfiizyon esnasinda serbest
radikal Uretiminde rol alan 6nemli bir ajandir. Sonug¢ olarak, intraseluler
kalsiyum konsantrasyonundaki yiikselme, beraberinde her ikisi de siddetle
norotoksik olan aspartat ve glutamat miktarinin artmasina neden olur *°.
Post-iskemik  resirkilasyon veya reperfiizyon, iskemik dokunun
oksijenlenmig kan ile perflze edilmesiyle, enerji desteginin saglanmasi ve

18

seliler homeostazisin yeniden restorasyonu demektir Ancak,

reperflizyon esnasinda ortaya c¢ikan bazi toksik ajanlara bagli lokal doku
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hasari ve olumsuz sistemik etkiler, son vyillarin populer arastirma

konularindan biri olmustur %°.

Hipoksi, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indikleyerek
anjiyogenezi baglatan en etkili uyarilardan biridir. Hipoksinin yaninda
azalan pH (asidoz) ve salinan sitokinlerin etkisiyle VEGF’in ekspresyonu

artmaktadir 2.

Ayrica VEGF'in endotel hucrelerini apoptozise karsi
korudugu da bilinmektedir. Vaskuler Endoteliyal Bliyuime Faktérinin bir
diger etkisi de nitrik oksit (NO) salinimini ve NO aracili vazodilatasyonu
uyarmasidir. Bu buyime faktérunin iskemik reperfliizyon hasari tzerindeki
antioksidan etkisi ilk kez bu calismanin yuriticistu ve ekibi tarafindan

24 Literatirde farkli

2009 yilinda caligsilmig ve literatire eklenmistir
dokularda iskemik reperfiizyon hasarinin etkilerinin azaltilmasi amaci ile
kullanilan bu ajanin sadece vaskilogenez ve anjiogenez 6zelligi ile degil

antioksidan ve vazodilatator etkileri ile de fayda sagladigi dustnulmektedir
25

Liu ve arkadaglari yaptiklari bir calismada renal iskemi
reperfizyon hasarinda VEGF ve VEGFR2 ekspresyonunun arttigini

gostermislerdir. **

Poynter ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada kalpte
iskemik hasara kargli korumada kismen VEGF'in etkili oldugunu, VEGF
dretiminin HIF-1a transkripsiyon duzeyi ile regile edildigini, HIF-1a
aktivasyonu ile VEGF uretiminin arttigini belirtmislerdir %

Pande ve arkadaslarinin yaptiklari bir bagka calismada
VEGF'’in potent bir anjiyogenik sitokin oldugu ve serbest radikaller ve
reaktif oksijen ara GrUnlerinin Uretimi durumunda up-regule oldugunu

belirtmislerdir *%°.
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Bu bilgiler VEGF'in iskemi-reperfiizyon hasarina bagli olarak
olusan oksidatif stres ve serbest radikallerin olusumu ile yakindan ilgili

oldugunu gostermektedir.

Calismamizda superior mezenterik arterin  oklizyonu
seklinde ince bagirsakta iskemi gerceklestirilmistir. ince bagirsak iskemisi
meydana getirmek icin ayni model literaturdeki bircok c¢alismada

kullanilmistir 24,

ince bagirsagin tiim kani superior mezenterik arter (SMA) ve
colyak trunkus (TC) (daha ¢cok SMA’dan olmak tizere) dan gelir. Vaskler
anatomi insanlar arasinda buyuk farkhhiklar gosterir. TC, aorttan ¢iktiktan
sonra sol gastrik arter, hepatika communis ve lienal arter olmak tzere g
ana dala ayrilir. Hepatika comunisden de gastroduodenal, sag
gastroepiploik ve superior pankreotikoduodenal arter kaynaklanir. Lienal
arterden pankreatik ve sol gastroepiploik arter ¢ikar. Butun bu arterler
mide, duodenum ve pankreasi besler. SMA pankreas boynu hizasinda
aorttan cikar ve dort ana dala ayrilir; inferior pankreotikoduodenal arter,
orta kolik arter, sag kolik arter ve ileokolik arter. Bu ana dallarin yaninda
jejunum ve ileumun kanlanmasina katkida bulunan cok sayida kuguk
dallar da SMA in bu ana dallarindan kaynaklanir. Jejunal ve ileal dallar ag
(arcade- kemer) olugturarak distale dogru barsak duvarina kadar ilerler.

Mide, duodenum ve rektumda kollateral beslenme fazla
oldugundan bu organlarda iskemi geligsmesi olduk¢a nadirdir. TC ve SMA
arasindaki  en biyik  anastomoz  TC'dan  c¢ikan  superior
pancreaticoduodenal ve SMA den c¢ikan inferior pancreoticoduodenal
arterler arasindadir. Bu iki arter birlikte pancreaticoduodenal arkadi
olustururlar ve duodenum ve pankreasin kanlanmasini saglarlar. SMA ve
inferior mezenterik arter (iIMA) arasinda {i¢c ana anastomoz bélgesi bulunur
142 Bagirsak duvarindaki kiicik damarlar anastomoz yaparak bir ag

olustururlar, bu ag antimezenterik tarafta daha zayiftir. Bu sebeble iskemi
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durumunda ilk etapta etkilenen antimezenterik kisimdir. Venler arterleri

takip ederek sub mezenterik vene dokulmektedir.

iskemi ve reperfiizyon olayinda anlasilacagi lizere serbest
radikal metabolizmasi hasardan sorumlu Onemli bir faktor olarak
gorulmektedir. Hucre icinde olugsan serbest radikal hasarina karsin
enzimatik ve non-enzimatik savunma mekanizmalari mevcuttur. A, C ve E
vitaminleri ile glutatyon nonenzimatik savunma mekanizmalari arasinda
onemli yer tutarken, superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (KAT) enzimleri, hicre iginin enzimatik savunma

mekanizmalaridir.

Reperfizyonda oksijenden bagka kan hicreleri ve
kompleman sisteminin aktivasyonu gibi diger bazi faktérler de doku
hasarina yol acar. Yapilan calismalar tam kan reperflizyonundaki
polimorfonikleer (PMN) I6kositlerin de bu hasarin olusmasinda 6nemli bir

rolii oldugunu géstermistir 12,

Reperflizyon baglangicinda meydana gelen olaylar
inflamatuar cevabin en O©Onemli kompenentleri olan notrofiller ve
endotelyum arasindadir ve erken reperfiizyon hasari olarak ifade edilir.
Lokositlerin doku icine migrasyonu icin mutlaka endotel ile temas etmeleri
gerekir. infiltre olan aktif nétrofiller reaktif oksijen radikalleri ve proteazlar
salgilarlar. Hicre i¢i savunma mekanizmalarinda kullanilan serbest radikal
sUpurict SOD ve peroksit yikict KAT ve GSHPx enzimleri, 16kositlerin
salgiladiklari  bu sitotoksik reaktif oksijen metabolitleri tarafindan
olusturulan hasari azaltabilme kapasitesine sahiptir *®. Fakat bu radikal
supuraci ajanlar hicre icinde bulunduklar igin, hiicre digi mekanizmalarla
olan bir hasari 6nlemede yetersiz kalabilecekleri digtnulmektedir. Bu
nedenle serbest radikal supirict ajanlarin disaridan vicuda verilmesi

uygun bir tedavi segenegi olabilir.
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Malondialheit lipid peroksidasyonu sonucu olusur ve lipid
peroksidasyonun derecesiyle ayni dizeydedir. Literatirde iskemi
reperfizyon hasari sonucu olusan MDA duzeyleri bircok calismada
incelenmigtir. Jing ve arkadaslari ve de Wang yaptiklari ince bagirsak
iskemi reperfiizyon hasari tizerine ¢alismalarda, iskemi-reperflizyona bagli
olarak MDA diizeylerinin arttigini géstermislerdir ****°. Bulgularimiz ayni
sekilde I/R grubunda oksidatif stresin olusturdugu hasara baglh olarak
MDA duzeylerinin proksimal ve distal bagirsak dokularinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak arttigini, tedavi gruplarinda ise VEGF
uygulamasinin koruyucu bir etki gostererek MDA duzeylerini digtrdugunu
gOstermektedir. Tedavi gruplarinda iskemi o©6ncesi verilen VEGFin
proksimal ve distal bagirsak dokularinda MDA'y! I/R grubuna gore anlamli
derecede azalttigi goruliurken, iskemi sonrasi VEGF verilen tedavi
gruplarinda ise azalan MDA duzeyi sadece proksimal bagirsak dokusunda

anlamli olarak bulunmustur.

Bir tripeptid olan glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin) 6karyotik
hicrelerde bulunmaktadir ve bir tiyol grubu icermektedir. Antioksidan ve
redukleyici ajan roll ile glutatyon reaktif oksijen turlerinin temizlenmesinde
onemli bir role sahiptir. Sisteinin fizyolojik depo formu olmakla beraber,

hiicre dongiisiniin diizenlenmesinde gérev almaktadir #°

. Glutatyon
sitosolde yuksek oranlarda (%85-90) bulunurken, geriye kalan kismi
mitokondri, nukleer matriks ve peroksizomlarda yer almaktadir. Sistein
rezidisu nedeniyle glutatyon ROT ve reaktif nitrojen tirleri gibi elektrofilik
maddeler tarafindan non-enzimatik olarak GSSG’ye donusturtulmektedir.
Hucrelerden GSSG’nin hicre disina salinmasi, hicre icinde net bir
glutatyon kaybina neden olmaktadir. Huicresel glutatyon derisimi
ksenobiyotik detoksifikasyonunda, protein yetersizliginde, oksidatif streste

ve bir¢cok patolojik durumda azalabilmektedir. Hucresel redoks durumunun
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indikatoru olarak degerlendirilen GSH/GSSG orani hiicrelerin antioksidatif

kapasitesini belirleyen en énemli redoks ciftidir **’.

Literatirde daha 6nceden yapilmig olan iskemi reperfiizyon hasari ile ilgili
calismalarda, oksidatif stres ve doku hasarina bagli olarak glutatyon
duzeylerinin azaldigi, okside glutatyon duzeylerinin ise arttigi birgok

calismada gosterilmistir 248149,

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokularinda
O0lcmis oldugumuz total glutatyon dtzeyleri her iki dokuda da kontrol
grubuna kiyasla I/R grubunda anlamli olarak azalmistir. iskemi dncesi ve
sonrasi VEGF verilen tedavi gruplarinda ise glutatyon seviyeleri I/R
grubuna kiyasla proksimal bagirsak dokusunda iskemiden sonra VEGF
uygulanan grupta anlamli bir artig gosterirken, distal bagirsak dokusunda
ise iskemi 6ncesi ve sonrasi VEGF uygulanan her iki grupta da anlaml bir
artis gostermistir. Proksimal ve distal bagirsak dokularinda oksidatif strese
bagli olarak I/R gruplarinda okside glutatyon duzeyleri kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak artmig, iskemi o©ncesi ya da sonrasi VEGF
uygulanan gruplarda ise okside glutatyon duzeyleri I/R grublarina kiyasla

anlamli olarak azalmigtir.

Superoksidin  hidrojen peroksit ve molekuler oksijene
donusimind katalizleyen bir enzim olan superoksit dismutaz 3 ayri
formda bulunmaktadir. Bunlar sitozolde bulunan ve Cu ve Zn igeren
dimerik tip (CuZnSOD), mitokondride bulunan ve Mn iceren tetramerik tip
(MnSOD) ve de ekstraselliler CuzZnSOD’dir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu;
oksijeni metabolize eden hiicreleri stuperoksit serbest radikallerinin zararli
etkilerine karsi korumaktir. SOD aktivitesi, yuksek oksijen kullanimi olan
dokularda 06zellikle eritrositlerde fazladir. Normal metabolizma sirasinda
superoksit uretimi fazla olmasina ragmen SOD sayesinde intraselltler

superoksit diizeyi disuik tutulur %2,

92



Zhang ve arkadaslan yaptiklari bir calismada akcigerde
iskemiye bagh olarak suiperoksit dismutaz dizeyinin kontrol grubuna gore
azaldigini gostermislerdir **2.Yine Leng ve arkadaslari tarafindan yapilmis
bir baska calismada superoksit dimutaz diizeylerinin iskemi reperfiizyon

hasari sonucunda azalma gosterdigi belirtilmistir *°3.

Calismamizda proksimal ve distal bagirsak dokusu
superoksit dismutaz, CuZnSOD ve MnSOD sonuglarina gore, I/R grubu
superoksit dismutaz duzeyleri kontrol grubuna kiyasla azalmig, iskemi
Oncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan gruplarda superoksit dismutaz
duzeyleri artmistir. Superoksit dismutaz duzeylerine bakildiginda,
proksimal ve de distal bagirsak dokularinin her ikisinde de kontrol grubuna
kiyasla I/R grubunda anlamli bir azalma goriilmiistiir. iskemi dncesi ya da
sonrasi VEGF uygulanan gruplardaki artis sadece distal bagirsak dokusu
sonuglarinda anlamli olarak bulunmustur. CuZnSOD dizeyi sonuglarina
bakildiginda kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda goérilen azalma distal
bagirsak dokusu sonuclarinda bir anlamhlik gosterirken, proksimal
bagirsak dokusunda bu azalma bir anlamlilik géstermemigtir. Yine sadece
distal bagirsak dokusu iskemi sonrasi VEGF uygulanan grupta I/R
grubuna kiyasla anlamli bir artig géralmustir. MNnSOD dizeyi sonuglarinda
ise I/R grubundaki kontrol grubuna kiyasla gorilen azalma proksimal
bagirsak dokusunda bir anlamlilik gostermektedir. Yine proksimal bagirsak
dokusu sonugclarinda iskemi sonrasi VEGF uygulanan grubun I/R grubuna
kiyasla anlamli olarak MnSOD duzeylerinde bir artisa neden oldugu
gorulmektedir. Distal bagirsak dokusu MnSOD duizeyi sonuglari, proksimal
bagirsak dokusu sonuclari ile korele olmakla birlikte gruplar arasi anlamli
bir fark bulunamamigtir.

Proteinlerdeki karbonil gruplari, reaktif oksijen turleri kaynakh

protein oksidasyonunun en guvenilir gostergelerinden biri olarak kabul
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edilmektedir. Protein karbonilleri ¢ok cesitli mekanizmalar sonucunda
ortaya cikar ve oksidatif hasari saptamada duyarli bir marker olarak genis

capta kullamhr ***,

Nastos ve arkadaslarn vyaptiklari bir calismada
karacigerde iskemi reperfiizyon hasarina bagli olarak olusan oksidatif
stres sonucu protein karbonillerinin arttigini géstermislerdir *°°. Literatiirde
oksidatif stres kaynakli olarak doku protein karbonilleri dizeyinin arttigi

bircok calismada gésterilmistir 1267

Calismamizda proksimal ve de distal ince bagirsak
dokularinda I/R grubu protein karbonilleri dizeyleri kontrol grubuna kiyasla
artmig, iskemi oncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan tedavi gruplarinda
ise I/R grubuna kiyasla protein karbonilleri duzeyleri daha dusuk
bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla I/R grubu protein karbonilleri
duzeylerindeki artis ve de I/R grubuna kiyasla iskemi 6ncesi ya da sonrasi
VEGF uygulanan tedavi gruplarindaki disus sadece distal ince bagirsak
dokusu sonuclarinda anlaml olarak bulunmustur. Proksimal ince bagirsak
dokusu sonuglan distal ince bagirsak sonuclari ile korele olmakla birlikte
istatiksel agidan bir anlamlilik gostermemektedir.

Bir metalloenzim olarak bilinen katalaz enzimi redoks
reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein katalistlerinden birisidir **®. SOD
enzimi faaliyeti sonucunda meydana gelen toksik hidrojen peroksit (H.05),
“katalaz” enzimi etkisiyle su ve oksijene dénistirilmektedir **°. Guneli ve
arkadaslarinin yapmig olduklari bir calismada intestinal iskemi reperfiizyon
hasarinin dokudaki katalaz dizeylerini sham grubuna kiyasla I/R
grubunda dustiigunu gostermislerdir °. Yildiz ve arkadaslarinin yaptiklari
bir baska calismada yine intestinal katalaz duzeylerinin iskemi reperfliizyon

hasarina bagli olarak azaldigini gostermislerdir *%°.

Calismamizda proksimal ve distal ince bagirsak dokularina
ait katalaz duzeyleri I/R gruplarinda kontrol gruplarina gére azalmis,
iskemi 6ncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan tedavi gruplarinda ise I/R
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gruplarina kiyasla tedavi gruplarinda bir artig géstermistir. Kontrol grubuna
kiyasla I/R grubu katalaz diizeylerindeki azalis ve de I/R grubuna kiyasla
iskemi oncesi VEGF uygulanan tedavi grubu katalaz duzeylerindeki artis
proksimal ince bagirsak dokusu sonuglarinda anlamli olarak bulunmustur.
Distal ince bagirsak dokusu katalaz dizeyleri sonuclari proksimal ince
bagirsak dokusu sonuglari ile korele olmakla beraber istatistiksel olarak bir

anlamhlik gbstermemigtir.

Isi sok proteinleri sitoprotektif proteinlerden olup hipertermi
gibi 1s1 soku, UV, agir metaller, oksidanlar, amino asit analoglari,
enfeksiyon, oksidatif stres (iskemi), ozmotik stres, sicaklik, egzersiz,
metabolik degisim, yaslanma, nikotin, etanol, serbest radikaller gibi
etkenler tarafindan induklenmektedir. Bunlardan biri olan 1s1 sok proteini
70 (HSP70) esas olarak sitozolde bulunmaktadir ***. Literatiirde iskemi
reperfizyon hasari sonucu HSP70 dizeylerindeki degisiklikleri gosteren
bircok calisma bulunmaktadir. Vincenti ve arkadaslari yaptiklari bir
calismada intestinal iskemi reperfizyon hasari sonucu HSP70

ekspresyonunun arttigini  gostermislerdir 2,

Tirapelli ve arkadaslari
yaptiklari bir calismada serebral iskemi sonrasi dokuda HSP70
ekspresyonunun arttigini ve iskemik bolgedeki HSP70 artisinin, HSP70
aracili ndroeksitotoksisite ile htcre 6luminde 6nemli bir roli oldugunu
belirtmislerdir *°3. Yine Xiao ve arkadaslari yaptiklari bir calismada, bébrek
korteksinde HSP70 ekspresyonunun renal iskemi reperflizyon hasari

sonucu arttigini goéstermislerdir 1%,

Calismamizda proksimal ve distal ince bagirsak dokularina
ait HSP70 duzeyleri kontrol grubuna kiyasla I/R gruplarinda artmig, iskemi
Ooncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan tedavi gruplarinda ise HSP70
duzeyleri, I/R grubuna kiyasla daha dusiuk duzeylerde bulunmustur.

istatiksel acgidan anlamlilik sadece proksimal ince bagirsak dokusunda
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kontrol grubuna kiyasla I/R grubu HSP70 duzeylerindeki artista

goralmustar.

Tiyoredoksin sistem (tiyoredoksin, tiyoredoksin rediktaz ve
NADPH) seliuler reduksiyon/oksidasyon durumunu regule eden tiyol

165

oksidorediiktaz bir sistemdir Tiyoredoksin, hucresel fonksiyonda

antioksidan 0Ozelligi ile direk olarak oksidatif stresi limite ederek ve protein-
protein aracili sinyalizasyonu ile indirek olarak etki etmektedir *°°.
Tiyoredoksinin sadece kendisi deg@il ayni zamanda tiyoredoksinin endojen
inhibitéri TxNiP (Thioredoxin interacting protein) ile interaksiyonu ile
seliiler redox balansini regiile ettigi yakin zamanda gosterilmistir . Tao
ve arkadaslari yaptiklari bir caligmada tiyoredoksinin, oksidatif stresi
azaltici  etkisiyle post-iskemik  miyokardial apoptozisi azalttigini

gostermislerdir ¢’

. Shibuki ve arkadaglari retinal iskemi reperflizyon
hasari sonucu olusan lipid peroksitlerin intravendz tiyoredoksin verilen
tedavi grubunda anlamh olarak dustaguna yaptiklari  calismada

gostermislerdir 8,

Calismamizda proksimal ve distal ince bagirsak dokularina
ait tiyoredoksin duzeyleri I/R grublarina kiyasla, iskemi oncesi ya da
sonrasi VEGF uygulanan tedavi gruplarinda daha yuksek duzeylerde
olmakla beraber istatistiksel ag¢idan bir anlamhlik bulunamamigtir.
Tiyoredoksinin endojen inhibitéri olan TxNIiP dizeyleri ise, proksimal ve
distal ince bagirsak dokularinda kontrol grublarina kiyasla, diger gruplarda
bir azalma gOstermigtir. Fakat istatiksel acidan bir anlamlilhk

bulunamamistir.

Literatirde  yapilmig  bircok calismada  antioksidan
kapasitenin belirlenmesi amaciyla oksijen radikalleri absorbans kapasitesi

169,170

(ORAC) yontemi kullaniimistir . Calismamiza ait oksijen radikalleri

absorbans kapasitesi dizeyleri, proksimal dokuya ait sonuclarda, kontrol
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grubuna kiyasla I/R grubunda bir azalma gostermistir. iskemi éncesi ya da
sonrasi VEGF uygulanan tedavi gruplarinda ise, I/R grubuna kiyasla bir
artis gorulmektedir fakat istatistiksel acidan bir anlamlilik bulunamamistir.
Distal ince bagirsak dokusuna ait oksijen radikalleri absorbans kapasitesi
sonugclarinda ise I/R grubu ORAC duzeyleri kontrol grubuna gore kiyasla
anlamli olarak artmig, VEGF uygulanan tedavi gruplari ORAC duzeyleri,
I/R grubuna kiyasla anlamli bir fark géstermemigtir.

Biyokimyasal parametreler bakimindan meydana gelen
degismeler proksimal ve distal bagirsak boélimlerinde birbirleri ile koreledir.
Ancak bazi verilerde gerek proksimal bagirsak gerekse distal bagirsakta
istatiksel olarak anlamlilik gostermemigtir. Bu degerlendirme literatirde
ilktir. ince bagirsak anatomisi ve vaskilerizasyonu géz 6niine alindiginda
SMA'nin yelpaze seklinde tim dokuyu kanlandirmasi proksimal ve distal
bagirsak bolumleri arasinda fark olmamasini agiklayabilir. Diger taraftan
birbirleri ile korele olan sonuglarin, istatiksel anlamliklarinin olmamasi
deney grubu sayisinin azligina, ayni zamanda ince bagirsak
fonksiyonlarina baglanabilir. Bilindigi gibi proksimal ince bagirsakta
sindirim, distal ince bagirsakta emilim agirlikhdir.

Makrofaj kaynakli bir sitokin olan TNF-alfa ayrica miyokardial
makrofajlar ve de miyositler tarafindan da sentezlenmektedir *"*. Sitotoksik
etkisinin yani sira cesitli hiicrelerde pleitropik etkisi bulunmaktadir *"%
Pirojen 0Ozelligi olan TNF-alfa aralarinda IL-1 ve IL-6’'nin da bulundugu
diger pirojenlerin sekresyonunu arttirmaktadir *”3. IL-6, makrofaj/monosit
sistemi dahil olmak Uzere lenfositler, notrofiller, endoteliyal hicreler ve
fibroblastlar gibi ¢cok cesitli hiicre tipleri tarafindan salgilanmakta, baslica
fonksiyonunu akut faz reaksiyonlarinin ve immun cevabin diizenlenmesidir
174 175 Yine Zhong ve arkadaslar yaptiklar bir calismada intestinal
iskemi reperfiizyon hasari sonucu, plazma TNF- a ve IL-6 duzeylerinin

arttigini gostermislerdir ¢,
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Calismamiza ait plazma TNF- a ve IL-6 duzeylerinin her ikisi
de, kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda anlamli olarak artmistir. iskemi
oncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan gruplarin TNF- a ve IL-6 duzeyleri
ise, I/R grubuna kiyasla anlamli olarak dusuk bulunmustur.

Plazma IL-6 ve TNF- a degerlerindeki anlamli degigimler
olayin sistemik yaninin oldugunu gostermektedir. Bu nedenle deney
sirasinda akciger, kalp, karaciger, bobrek gibi uzak organlar alinmis ve

sonuglari incelenmistir.

Hipoksi induklenebilir faktor-1 (HIF-1) iki alt birimden olusan
(HIF-1a ve HIF-1B) heterodimerik bir molekildtr. Oksijen varliginda HIF-
1a ubikinasyona ugrayarak yikilmaktadir. Ancak hipoksik kosullarda HIF-
1a kararli kalarak komponentiyle birlesir ve bu sayede VEGF sentezini
saglamaktadir " Mahfoudh-Boussaid ve arkadaslari bobrek iskemisi ile
ilgili yaptiklari bir caligsmada, iskeminin HIF-1 a duzeylerini anlamli olarak
arttirdigini gostermislerdir 2. Grenz ve arkadaslarinin intestinal iskemi ve
inflamasyonu ile ilgili yaptiklari bir bagka calismada, yine ayni sekilde
iskemiye yanit olarak HIF-1a diizeyinin arttigini belirtmislerdir **°.

Calismamiza ait plazma HIF-1a duzeyleri ayni sekilde
iskemik hasar sonrasi, kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda anlaml
olarak artmistir. iskemi 6ncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan tedavi
gruplarinda ise HIF-1a duzeyleri, I/R grubuna kiyasla bir azalma
gostermekle beraber, istatistiksel agindan bir anlamlilik gostermemektedir.

Hipoksi HIF-1 a dizeyini arttirmakta ve literatire goére de
HIF-1 a anjiyogenezi, VEGF'i arttirarak etkilemektedir. Calismamizda
VEGF'i vererek HIF1- a duzeylerini incelememiz literaturde ilktir. Bilindigi
gibi hipokside artan HIF1- a kisa sirede yikilmaktadir. Ancak ortamda
radikal bulundugunda HIF-1 a asili kalmaktadir. Bizim caligmamizda
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I/IR'da HIF-1 a artmig, VEGF ile azalmig ancak bu azalig anlamlilik

gbstermemigtir.

Telomeraz (telomer terminal transferaz, telomer
deoksinlkleotidil  transferaz), kromozomal uglardaki “TTAGGG”
tekrarlarinin sentezinden sorumlu olan ribonukleoprotein yapida 6zel bir
DNA polimerazdir **°. Embriyonik hiicreler ve eriskin kok hiicrelerinde aktif
olan bu enzim, normal somatik hicrelerde saptanmamakta, immortal

181 Eckers ve

kanser hucrelerinde ise yeniden aktive olmaktadir
arkadaslan yaptiklari bir calismada ROT olugsuma baglh olarak endoteliyal
hiicre apoptozisi aracili endoteliyal disfonksiyonunun ortaya ciktigini,
telomeraz aktivitesinin azaldigint ve de telomerlerin kisaldiklarini
bildirmislerdir **2. Werner ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir baska
calisma da yine oksidatif stres kaynakli endoteliyal apoptozise karsi
telomeraz aktivitesinin dnemli oldugu ve telomeraz aktivitesinin up-regtle
edildigi durumlarda endotelial htcrelerin apoptozise karsi koruyucucu

oldugunu bildirmislerdir 2,

Calismamiz telomeraz ve VEGF arasindaki iligki bakimindan
literatirde ilktir. Bilindigi gibi telomeraz aktivitesi daha c¢ok kanser
patogenezinde ve yaslanma da calisiimaktadir. Bu iki konunun ortak
noktasi radikal hasaridir. Bu sebeble I/R'da da telomeraz aktivitesi
calisilmaya baglanmistir.

Calismamizda telomeraz aktivitesine ait bulgularimiz,
telomeraz aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda anlaml olarak
disttiguni gostermektedir. iskemi éncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan
tedavi gruplari ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamigtir.
Bu da iskemi dncesi ya da sonrasi VEGF uygulanan gruplarda iskemi
reperfizyon hasarina kargi  bir  koruyucu etkisinin  oldugunu
gostermektedir. Telomeraz aktivitesi % olarak degerlendirilmis, ayrica

MDA ve TGSH duzeyleri ile de korelasyonu yapilmigtir. Yapilan
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korelasyon testlerine gére hem proksimal hem de distal bagirsak dokulari
MDA duzeyleri ile telomeraz aktivitesi arasinda ters bir korelasyon
bulunmustur ve sonuglar istatiksel olarak anlamlidir. TGSH duzeyleri ve
telomeraz aktivitesi arasinda, hem proksimal hem de distal bagirsak
dokularinda ayni yonde bir korelasyon bulunmustur ve yine sonuclar
istatiksel olarak anlamlidir.

Hemotoksilen&eozin boyama ile intestinal epitelyum, limen,
salg! bezleri ve kas tabakasi morfolojik olarak incelendi ve iskemik hasar
acisindan degerlendirildi. Bu degerlendirmeyi yaparken fokal ya da yaygin
deskuamasyon, mukozal kongesyon gibi veriler skorlandi.

Hemotoksilen&eozin boyanma sonucu kontrol ve VEGF
gruplarinda iskemik bulgulara rastlanmamistir. (Figir a, ¢, e). Yaygin
deskuamasyon ve mukozal kongesyon gibi iskemik hasar bulgularina I/R
grubunda rastlanmistir. (Figir b). Fokal deskuamasyon ve hafif mukozal
kongesyon gibi hafif iskemik hasara VEGF'in sonra verildigi tedavi
gruplarinda rastlanmigtir. Gruplar arasi yapilan karsilastirmada kontrol ve
I/R gruplan arasinda ve I/R ile VEGF tedavi gruplari arasinda
histopatalojik skorlamada anlamli fark goézlenmigtir. VEGF-I/R ve I/R-
VEGF gruplari ana histopatalojik skorlamasi istatistiksel agidan birbirinden
farkh bulunmamistir. Ancak histopatolojik incelemede VEGF'in daha ¢ok

koruyucu etkisi iskemi dncesi uygulanan tedavi grubunda belirlenmistir.

Programlanmig htcre 6lumu olarak bilinen apoptozis kavrami
ilk olarak Kerr Wyllie tarafindan 1972'de tanimlanmistir. Apoptozis,
Uzerinde galigmalarin en yogun oldugu konulardan biri olmasina ragmen
hala tartismalara acgik olup, molekiler ve biyokimyasal isleyisi tamamen
aciga kavusturulamamistir 8%,
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Apoptozis; gelismis organizmalarda hucreler arasi iligkilerin
geregi olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan hicrelerin,
cevreye zarar vermeden programh oOlumuddr. Embriyo ddéneminden
baslayarak tim yasam boyunca apoptotik mekanizma ve programli hiicre
olumu vardir. Bazi hicreler yillarca yasarken bir kismi sadece birkag saat
yagarlar. Deri, gastrointestinal sistem ve immiun sistem gibi pek c¢ok
dokuda devamlilik apoptozis ve hiicre yenilenmesine baghdir *%°.

Apoptozisin indiklenmesi birgok hicrenin sitoplazmasinda

inaktif olarak bulunan kaspaz (cysteinyl aspartate-specific proteinases) adi
verilen sitozilik enzimlerin aktivasyonuyla olmaktadir .
Literatirde iskemi reperflizyon hasari sonucu kaspaz aktivitesi ve buna
bagli olarakta apoptozisin arttigini gosteren birgok calisma vardir. Zhang
ve arkadaslan yaptiklari bir calismada, iskemi reperfiizyon hasarinin ince
bagirsak dokusu epiteliyal hucrelerinde apoptozisi anlamli  olarak
arttirdigini gostermislerdir %

Yucel ve arkadaslar yine yaptiklart bir calismada ince
bagirsak dokusunda iskemi reperfizyon hasarina bagli olusan oksidatif

stres sonucu apoptozisin artti§ini gostermislerdir 8,

Yu ve arkadaglari da vyaptiklari bir calismada iskemi
reperflizyon sonrasi kaspaz aktivitesinin arttigi ve buna bagli olarak
apoptozisde artis oldugunu bildirmislerdir *¢°.

Calismamizda elde ettigimiz histolojik skorlama sonuglarina
gbre kontrol grubuna kiyasla, I/R grubunda kaspaz aktivitesi ve de
apoptozisin anlamli olarak arttigini gostermektedir. iskemi 6ncesi ya da
sonrasi VEGF uygulanan tedavi gruplarinda ise, I/R grubuna kiyasla
kaspaz aktivitesi ve apoptozis skorlama sonuclari anlamli olarak

azalmgtir.
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Matriks metalloproteinazlari (MMPs); ekstraselltler matriks
(ECM) ile bazal membran komponentlerini parcalama yetenegine sahip
olan ve aktif bolgesinde c¢inko iceren homolog bir enzim ailesidir. Bu
enzimler doku yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara iyilesmesi ve
normal gelisimsel suire¢ gibi fizyolojik durumlarda 6nemli bir rol oynadiklari
gibi timor hicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik
sureclerde de yer alirlar. MMP-9 ve MMP-2 dlizeyleri yapilan ¢aligmalarda
Ozellikle arastirma konusu olmustur. Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar
iskemi reperfiizyon hasari sonrasi dokuda metalloproteinaz dizeylerinin
arttigini gostermektedir. Chen ve arkadaslari ve de Hong ve arkadaslari
yaptiklari calismalarda iskemi reperfizyon hasari sonrasi doku
metalloproteinaz diizeylerinin artti§ini gdstermislerdir %91,
Calismamiza ait elde ettigimiz doku metalloproteinaz-9 histolojik skorlama
sonuglari da literatirde daha ©Onceden yayinlanmis olan calismalari
desteklemektedir. Kontrol grubuna kiyasla, I/R grubu MMP-9 skorlama
sonugclari anlamli olarak artmistir. I/R grubuna kiyasla, iskemi 6éncesi ya da
sonrasi VEGF uygulanmis olan tedavi grubu MMP-9 histolojik skorlama

sonugclari anlamli olarak azalmistir.
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6. SONUC

Yapmis oldugumuz bu calisma, intestinal iskemi-reperflizyon
hasarina kargi vaskuler endoteliyal buyime faktorinin koruyucu
etkilerinin aragtirilmasi agisindan literaturde ilktir. Tum bu bulgularimiz
Isiginda vaskuler endoteliyal buylime faktdrinin ince bagirsak dokusunda
meydana gelebilecek iskemi-reperfizyon hasarina karsi histolojik ve
biyokimyasal acidan koruyucu bir etkisi oldugunu gdstermistir. Genel
anlamda calismamizda ince bagirsagin proksimal ve distal bolumleri
sonugclarina bakildiginda bu bélumlerde artiglar ve azaliglarin korelasyon
goOsterdigi  ve Dbirbirini  destekledigi izlenmigtir. Ayni sekilde tedavi
gruplarinda VEGF'in iskemiden 6nce ya da sonra verilmesi de benzer
korelasyonu gdstermigtir. Ancak histopatolojik inceleme VEGF'in iskemi
oncesi uygulanmasinin daha koruyucu olacagi yonundedir.

Yapilacak yeni caligmalar vaskuler endoteliyal biyume
faktoranidn iskemi-reperfiizyon hasarina kargi koruyucu etkilerinin daha iyi
anlagiimasinda fayda saglamakla beraber, klinikte uygulamaya girmesi

halinde hastalik tedavi planlanmasinda yeni ufuklar agabilecektir.
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7. OZET

Rat ince Bagirsaginda Olusturulan Deneysel iskemik Reperfiizyon
Hasarlanma Modelinde Geligen Organ Hasarlanmasi Uzerine
Vaskiler Endoteliyal Buytume Faktorunin (VEGF) Etkisi

Hucresel fonksiyonlar igin kan akiminin yeterli olmadigi
durumlarda iskemi ortaya cikmaktadir. Bagirsak dokusunun iskemi-
reperflizyon hasari yiksek mortalite ve morbiditeye neden olan énemli bir
faktordir. Paradoksal olarak, iskemik dokunun kan akiminin restorasyonu
ek olarak reperfiizyon hasari olarak bilinen hicre hasarlanmasina neden

olmaktadir.

Anjiyogenik faktér olan vaskuler endoteliyal biyume faktort
(VEGF) embriyo ve yetigkinde birgcok neovaskilerizasyon prosesinde yer
almaktadir. Ayrica VEGF yeni damar olugumu, devamlilhigl ve vaskuler
yataklarin fonksiyonlarinda gereklidirler.

Yapmis oldugumuz bu calismada 30 adet Wistar Albino
erkek ratlar kullaniimigtir. 30 adet rat her bir grupta n sayisi 6 olacak
sekilde 5 gruba ayrilmistir. Bu gruplar: 1-Kontrol, 2-VEGF, 3-iskemi-
Reperfiizyon, 4-iskemi-Reperfiizyon-VEGF, 5-VEGF-iskemi-Reperfiizyon
gruplari seklinde belirlenmistir. Kontrol grubunda sadece cerrahi prosedir
uygulanmigtir.  VEGF grubunda cerrahi prosedurt takiben tek doz
intravenz VEGF (0,8 pg/kg)  enjeksiyonu uygulanmigtir. iskemi-
reperfiizyon ve tedavi gruplarinda, cerrahi prosedir ve mesenterik arterin
90 dakika suresince klipaji uygulanmistir. iskemi-reperfiizyon/VEGF
grubunda reperfiizyon sireci 6ncesinde tek doz intravendz VEGF (0,8
ug/kg) enjeksiyonu yapilmistir. VEGF/iskemi-reperfiizyon grubunda ise tek
doz intravendz VEGF (0,8 pg/kg) enjeksiyonu 90 dakikalik iskemi periyodu

oncesinde uygulanmistir. iskemi periyodundan 4 saat sonra hayvanlar
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feda edilerek kan ve doku numuneleri alinmistir. Batin prosedirler

anestezi altinda gerceklestirilmistir.

Dokularda biyokimyasal ve immunohistokimyasal analizler

yapimistir. Yine kan érnekleri biyokimyasal analizler icin alinmigtir.

Calismada elde ettigimiz biyokimyasal analiz sonuclari ve
histolojik incelemeler korele bulunmustur. istatistiksel agidan gruplar arasi
anlamli farklihklarin olup olmadigi Mann-Whitney U testi kullanilarak
belirlenmistir.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular, 6zelikle iskemi dncesi
verilen VEGF’nin intestinal iskemi-reperfiizyon hasari tzerine koruyucu

etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: iskemi-Reperfiizyon, intestinal iskemi-Reperfiizyon

Hasari, Oksidatif Stres, Serbest Radikaller, Antioksidanlar.
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8. SUMMARY

Effects of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) on Developing
Organ Damage During Experimental Intestinal Ischemia Reperfusion

Injury Model in Rats

When blood flow is not enough for cellular functions ischemia
occurs. Ischemia-reperfusion injury of the intestine is an important factor
associated with high rates of morbidity and mortality. Paradoxically,
restoration of blood flow to the ischemic tissue initiates a cascade of
events that may lead to additional cell injury known as reperfusion injury.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is the angiogenic
factor promoting processes of neovascularization taking place in the
embryo and the adult. VEGF is required to sustain newly formed vessels
and plays additional multiple roles in the maintenance and function of

certain mature vascular beds.

In this study Wistar Albino male rats were used. Rats were
divided into five groups (n= 6). Groups: Sham, VEGF, I/R, I/R-VEGF,
VEGF-I/R. In sham and VEGF groups only surgical procedure is applied.
In I/R and VEGF groups, surgical procedure and clip is applied on the
mesenteric artery for 90 min. For I/R-VEGF and VEGF-I/R groups, before
or after than ischemia period one dose intra venous VEGF (0,8 pg/kg)
was given. 4 hours after than ischemia period, blood and tissue samples

were collected. All procedure were done under anaesthesia.
On the tissues biochemical and immunohistochemical

methods were used for analysis. Blood samples were taken for

biochemical analysis.
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Biochemical analysis measurement results are correlated
with the results obtained from histological intestigations. The differences
are determined between the groups by using Mann Whitney U tests.

Our findings showed that VEGF, which is given before than
ischemia, has most protective effects on intestinal ischemia-reperfusion

injury.

Keywords: Ischemia-Reperfusion, Intestinal Ischemia-Reperfusion Injury,

Oxidative Stress, Free Radicals, Antioxidants.
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