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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi

20-HETE 20-Hidroksieikozatetraenoik asit
(20-hydroxyeicosatetraenoic acid)

a’h Agirlik/hacim

ym Sarkoplazmik membran potansiyeli

(sarcoplasmic membrane potential)
ymito Mitokondriyal membran potansiyeli

(mitochondrial membrane potential)

ADP Adenozin difosfat (adenosine diphosphate)
AP-1 Etkinlestirici protein-1 (activating protein-1)
Apaf-1 Apoptotik proteaz etkinlestirici faktor-1

(apoptotic protease activating factor-1)
AGEs Ileri glikosilasyon son iiriinleri

(advanced glycosylation end products)

ATP Adenozin trifostat (adenosine triphosphate)

BH4 Tetrahidrobiyopterin (fetrahydrobiopterin)

Can-L L tiirti kalsiyum kanal1 (L-type calcium channel)

CAPON COOH-terminal postsynaptic density-95/discs large/zona
occludens-1 ligand of neuronal nitric oxide synthase

CD Cluster of differentiation

CPI-17 17-kDa protein kinase C-potentiated inhibitory protein of protein
phosphatase-1

CRMP-2 Collapsin response mediator protein-2

CYP Sitokrom P450 (cytochrome P450)

DAG Diagilgliserol (diacylglycerol)
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DNA Deoksiribontikleik asit (deoxyribonucleic acid)

EDTA Etilendiamintetraasetik asit (ethylenediaminetetraacetic acid)
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

eNOS Endoteliyal nitrik oksit sentaz (endothelial nitric oxide synthase)
ERM Ezrin-radiksin-moesin (ezrin-radixin-moesin)

ET Endotoksin (endotoxin)

F Farnesil (farnesyl)

FAD Flavin adenin dintikleotit (flavin adenine dinucleotide)

FGF Fibroblast biiyiime faktorii (fibroblast growth factor)

FLC Fosfolipaz C (phospholipase C)

FMN Flavin mononiikleotit (flavin mononucleotide)

Foxp3 Forkhead box 3

GAPDH Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
GAP Guanozin 5'-trifofosfatazi etkinlestirici protein
(guanosine 5'-triphosphatase-activating protein)
GDI Guanozin difosfat ayrigma inhibitorii
(guanosine diphosphate dissociation inhibitor)
GDP Guanozin difosfat (guanosine diphosphate)
GEF Guanin niikleotit degisim faktori

(guanine nucleotid exchange factor)

GG Geranilgeranil (geranylgeranyl)

GIS Gastrointestinal sistem (gastrointestinal system)

GPy Glutatyon peroksidaz (glutathione peroxidase)

GRed Glutatyon rediiktaz (glutathione reductase)

GSH Indirgenmis glutatyon (reduced glutathione)

GSSG Oksitlenmis glutatyon (oxidized glutathione)

GTP Guanozin 5'-trifofosfat (guanosine 5'-triphosphate)
GTPaz Guanozin 5'-trifofosfataz (guanosine 5'-triphosphatase)
H,0, Hidrojen peroksit (hydrogen peroxide)
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HIF1
hsp90
HIV
HOCL
HOONO

ICAM
IGF1
IL
IRF1
iNOS
IFN
M
IP
I/R
I/R
LPA
LPS
LTB,

MDA
MHZ
MHZK
MPO
mRNA

NADPH

NAP110

Hipoksi ile indiiklenebilen faktor 1 (hypoxia-inducible factor 1)
Heat shock protein 90

Insan immiin yetersizlik viriisii (human immunodeficiency virus)
Hipoklor6z asit (hypochlorous acid)

Peroksinitroz asit (peroxynitrous acid)

Hiicre i¢i iyon derisimi (intracellular ion concentration)
Intraseliiler adezyon molekiilii (intercellular adhesion molecule)
Insiiline benzeyen biiyiime faktorii (insulin-like growth factor 1)
InterlSkin (interleukin)

Interferon diizenleyici faktdr 1 (interferon regulatory factor 1)
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase)
Interferon (interferon)

Intramiiskiiler (intramuscular, intramuscularly)

Intraperitoneal (intraperitoneal, intraperitoneally)
Iskemi/Reperfiizyon (ischemia/reperfusion)
Iskemi/Reperfiizyon (ischemia/reperfusion)

Lizofosfotidik asit (/ysophosphatidic acid)

Lipopolisakkarit (lipopolysaccharide)

Lokotrien By (leukotriene By)

Mezangiyal hiicre (mesangial cell)

Malondialdehit (malondialdehyde)

Miyozin hafif zincir (myosin light chain)

Miyozin hafif zincir kinaz (myosin light chain kinase)
Miyeloperoksidaz (miyeloperoxydase)

Haberci riboniikleik asit (messenger RNA)

Notrofil (neutrophil)

Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

Nitrik oksit sentaz ile iliskili protein 110

(nitric oxide synthase-associated protein 110)
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NED

NF-«xB
NO
NO*
NO;*
NOy
NO;5
NOS
nNOS
NMDA
NOS I
NOS II
NOS III
NOSIP

NOSTRIN
0O,

0,

OH*-

ONOO-

PAF
PARP
PDZ

N-1-Naftiletilendiamin dihidrokloriir
(N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride)

Niikleer faktor-xB (nuclear factor-xB)

Nitrik oksit (nitric oxide)

Nitrik oksit radikali (nitric oxide radical)

Nitrojen dioksit radikali (nitrogen dioxide radical)

Nitrit (nitrite)

Nitrat (nitrate)

Nitrik oksit sentaz (nitric oxide synthase)

Noronal nitrik oksit sentaz (neuronal nitric oxide synthase)
N-Metil-D-aspartik asit (N-methyl-D-aspartic acid)

Noronal nitrik oksit sentaz (neuronal nitric oxide synthase)
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase)
Endoteliyal nitrik oksit sentaz (endothelial nitric oxide synthase)
Endoteliyal nitrik oksit sentaz ile etkilesen protein

(endothelial nitric oxide synthase-interacting protein)
Endothelial nitric oxide synthase traffic inducer

Molekiiler oksijen (molecular oxygen)

singlet oksijen (singlet oxygen)

Hidroksil radikali (hydroxyl radical)

Peroksinitrit (peroxynitrite)

Oksidatif fosforilasyon zinciri (oxidative phosphorylation chain)
Stiperoksit radikali (superoxide radical)

Palmitoil (palmitoyl)

Istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi (probability)

Podosit (podocyte)

Trombosit etkinlestirici faktor (platelet activating factor)
PoliADP-riboz polimeraz (polyADP-ribose polymerase)

Postsynaptic density-95/discs large/zona occludens-1
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Pi
PGI,
PIN
PFK
PG
PH
PKC
PKG
PI3K
PKC
PKN
PMCA

PSD
PMNL
PTP

RB

ROT

RNT
ROCK
ROK

S1P

SA

siklik AMP
siklik GMP
SOD

SPC

SSA

SSS
STAT-3

Inorganik fosfat (inorganic phosphate)

Prostasiklin (prostacyclin)

Dynein light chain

Fosfofruktokinaz (phosphofructokinase)

Prostaglandin (prostaglandin)

Plekstrin homoloji bolgesi (plextrin holomology site)

Protein kinaz C (protein kinase C)

Protein kinaz G (protein kinase G)

Fosfoinozitit-3-kinaz (phosphoinositide-3-kinase)

Protein kinaz C (protein kinase C)

Protein kinaz N (protein kinase N)

Plazma membrani kalsiyum/kalmoduline bagimli Ca**-ATPaz
(plasma membrane calcium/calmodulin-dependent Ca’ -ATPase)
Postsynaptic density

Polimorfoniikleer 16kosit (polymorphonuclear leukocyte)
Mitochondrial permeability transition pore

Rho baglayici bolge (Rho-binding site)

Reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species)

Reaktif nitrojen tiirleri (reactive nitrogen species)

Rho-kinaz (Rho-kinase)

Rho-kinaz (Rho-kinase)

Sfingosin-1-fosfat (sphingosine-1-phosphate)

Siilfanilamit (sulphonylamide)

Siklik adenozin 5’-monofosfat (cyclic adenosine 5 ~monophosphate)
Siklik guanozin 5’-monofosfat (cyclic guanosine 5 -monophosphate)
Stiperoksit dizmutaz (superoxide dismutase)

Stingofosforilkolin (sphingophosphorylcholine)

Si1g1r serum albumini (bovine serum albumin)

Santral sinir sistemi (central nervous system)

Signal transducer and activator of transcription-3

Xviii



STAT-1a
TxA;
TEF

TGF
TNF-a
uv
VCAM
VEGF

Y-27632

yNOS
ZIPK

Signal transducer and activator of transcription-1o.

Tromboksan A, (thromboxane A;)

Trombosit etkinlestirici faktor (platelet activating factor)
Transforme edici biiylime faktorii (¢ransforming-growth factor)
Timor nekroze edici faktor-o (fumor necrosis factor-a)

Ultraviyole (ultraviolet)

Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (vascular cell adhesion molecule)
Vaskiiler endoteliyal biiytime faktorii (vascular endothelial

growth factor)
Trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit
dihidroklorit
(trans-4-[(1R)-1-aminoethyl]-N-4-pyridinylcyclohexanecarboxamide
dihydrochloride)

Yapisal nitrik oksit sentaz (constitutive nitric oxide synthase)

Zipper interacting-kinase

X1X



OZET

Secici Rho-Kinaz inhibitérii Y-27632'nin Periferik Iskemi/Reperfiizyona Bagh
Uzak Organ Bobrek Hasar1 ve Hedef Organ Iskelet Kas1 Uzerine Etkisi

Bu calismada, secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632'nin sicanlarda olusturulan
periferik iskemi/reperfiizyon (I/R) sonrasinda uzak organ olarak secilen bobrekte ve
hedef organ olarak secilen gastroknemius kasinda gelisebilecek hasar iizerindeki
etkisi arastirildi. Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem uygulanmadi.
Y-27632 grubundaki sicanlara 100 pg/kg (IP) dozunda madde verilmesinin disinda
baska bir islem uygulanmadi. I/R ve I/R+Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki arka
bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi olusturulmasinin ardindan,
turnikeler acildi ve reperfiizyonun saglanmas icin dort saat beklenildi. Bu siire
sonunda anestezi altindaki sicanlardan alinan kandan ayrilan serum orneklerinde
nitrit ve malondialdehit (MDA) diizeyleri ile miyeloperoksidaz (MPO) etkinligi
olciildii. Sicanlardan izole edilen bobrek ve gastroknemius kasinda ise nitrit ve MDA
diizeyleri ile Rho-kinaz ve MPO etkinliginin yaninda, siiperoksit dizmutaz (SOD) ve
katalaz enzimlerinin etkinligi ile indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri olciildii.
Ayrica, dokular histopatolojik acidan incelendi. Rho-kinaz etkinligi I/R grubundaki
sicanlarin bobreginde artmasina karsin, gastroknemius kasinda azaldi. Y-27632
yalmzca bobrekte I/R grubundaki Rho-kinaz etkinligindeki artmayr onledi. I/R
grubundaki sicanlarin serum, bobrek ve gastroknemius kaslarinda nitrit ve MDA
diizeyleri ile MPO, SOD ve katalaz etkinliginin artmasma karsin, GSH diizeyleri
azaldi. Doku hasari ile birlikte olan I/R grubundaki bu degisiklikler ise Y-27632 ile
onlendi. incelenen parametreler iizerinde Y-27632 tek basina herhangi bir degisiklik
olusturmadi. Bu calismanin bulgular1 secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632'nin
sicanlarda olusturulan periferik I/R sonrasinda gastroknemius kasi ve bébrek
hasarina neden olabilecek Rho-A/Rho-kinaz yolunun aracilik ettigi olaylar1 artms
olan NO olusumu ile birlikte antioksidan enzimlerin etkinligini, lipit peroksidasyonu
ve notrofil infiltrasyonunu azaltabilecegini, boylece I/R'ye bagh olarak gelisen organ
hasarinin onlenmesinde yararh olabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Rho-kinaz, Y-27632, iskemi/reperfiizyon, gastroknemius
kasi, bobrek, sican
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ABSTRACT

Effect of Selective Rho-Kinase Inhibitor Y-27632 on End Organ Kidney and Target
Organ Skeletal Muscle Depend on Peripheric Ischemia/Reperfusion Damage

In this study, it was investigated the effect of selective Rho-kinase inhibitor on
peripheral ischemia/reperfusion (I/R)-induced injury in kidney as an end organ and
gastrocnemius muscle as an target organ. Rats in control group did not receive any
treatment. Rats in Y-27632 group only received Y-27632 at 100 pg/kg (IP) dose. A
tourniquet was placed on right hindlimbs of the rats in I/R and I/R+Y-27632 groups.
After 4 h ischemia, tourniquets were removed and the rats were released for
reperfusion for 4 h thereafter. At the end of reperfusion period, sera prepared from
blood samples of anesthetised rats were used for measurement of nitrite and MDA
levels, and MPO activity. Levels of nitrite and MDA, and Rho-kinase and MPO
activity as well as superoxide dismutase (SOD) and catalase activity and GSH levels
were also measured in kidney and gastrocnemius muscle of rats. In addition, the
tissues were examined histopathologically. In I/R group, Rho-kinase activity was
increased in kidneys of rats, while it was decreased in gastrocnemius muscle. Y-27632
prevented the increase in Rho-kinase activity in kidney, but not in the muscle. The
levels of nitrite and MDA as well as MPO, SOD and catalase activity were increased
in the serum, kidney and gastrocnemius muscle of the rats in I/R group, however,
GSH levels were decreased. The changes in I/R group assocaited with tissue damage
were prevented by Y-27632. Y-27632 alone has no effect on all of the parameters. The
results of the study demonstrated that selective Rho-kinase inhibitor, Y-27632,
minimized the events mediated by Rho-A/Rho-kinase pathway leading to the injury of
kidney and gastrocnemius muscle after peripheral I/R by decreasing NO production,
activity of antioxidant enzymes, lipid peroxidation and neutrophil infiltration,
therefore, could have a beneficial effect to prevent I/R-induced organ damage.

Keywords: Rho-kinase, Y-27632, ischemia/reperfusion, gastrocnemius muscle,
kidney, rat
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1. GIRIS

Iskeminin ardindan gelisen reperfiizyon hasar1 6zellikle kardiyovaskiiler
cerrahide siklikla karsilasilan bir sorundur. iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, travma,
beyin ya da miyokart infarktiisii gibi beklenmeyen durumlarda ya da organ
transplantasyonu gibi nedenler ile arteriyel sisteme klemp uygulanmasi gibi cerrahi
islem sirasinda gdzlenmektedir. I/R hasar1 yalnizca dogrudan etkilenen organ ile smirl
kalmay1p, uzak organlarda da hasar olusumuna neden olmaktadir. Uzak organ hasari,
[/R'nin ilk ortaya ¢iktigi organ disindaki dokularda 6zellikle bobrek ve akcigerde,
gelisen 6nemli bir hasardir. Yapilan caligmalarda, hastalarda yerel hasar ve sistemik
inflamatuvar yanit ile birlikte iskelet kasi, bagirsak, karaciger ve aortik okliizyon
reperfiizyonu durumlarinda gelisen bobrek, akciger veya karaciger islev bozuklugu ya

da coklu organ yetersizliginin 6liime neden oldugu da bildirilmistir (1-15).

Bir serin-treonin kinaz olan Rho-kinaz, monomerik guanozin 5'-trifosfataz
(GTPaz)'larin Ras siliperfamilyasinin Rho alt familyasinin iiyesi olan kii¢ciik GTP'az
Rho'mun bir alt efektoriidiir. Rho/Rho-kinaz yolu aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu,
sitokinez, hiicre adezyonu ve migrasyonu, stres fibrillerinin olusumu, trombosit
agregasyonu, diiz kas kasilmasi, hiicre bi¢im degisikligi, proliferasyon ve hipertrofi gibi
bircok hiicresel islevin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Molekiiler diizeyde,
inflamasyon, oksidatif stres ve trombus olusumu gibi olaylar1 tetiklerken; hiicresel
diizeyde, vaskiiler diiz kas hiicresi hiperkontraksiyonu ve proliferasyonuna aracilik
etmekte, ayrica inflamasyon gelismesinde rol oynayan hiicre motilitesini artirmaktadir.
Yapilan deneysel ve klinik ¢alismalarda, Rho-kinazin vazospazm, arteriyoskleroz, I/R
hasari, hipertansiyon, astim, pulmoner hipertansiyon, inme ve kalp yetersizligi gibi
renal, pulmoner ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patojenezinde rol oynadigi
gosterilmistir. Ayrica, Rho-kinaz nétrofillerde NADPH oksidazi etkinlestirerek /R

hasarinin patojenezinde dnemli rol oynayan reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretiminin



diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. Y-27632 gibi Rho-kinaz inhibitorlerinin bir¢ok
kardiyovaskiiler hastaligin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (16-37).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, sicanlarda olusturulan renal (38) ve hepatik
(39) I/R modellerinde, bobrek ve karaciger malondialdehit (MDA) diizeyleri ve
miyeloperoksidaz (MPO) etkinligindeki artis ile birlikte goriilen karacigerde notrofil
infiltrasyonu, konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz, bobrekte tiibiiler nekroz, medulla
konjesyonu ve hemoraji gibi histopatolojik degisikliklerin Y-27632 ile onlenebildigi
bildirilmistir. Sicanlarda olusturulan cesitli arka bacak I/R modellerinde ise, bobrek (40,
41), akciger (42-44) ve karaciger (42) gibi organlar ile gastroknemius kasi (42, 45, 46),
hipokampus (47), serum (42, 47, 48) ve eritrosit membraninda (48) nitrit, MDA, TNF-a
ve makrofaj inflamatuvar protein-2 diizeyleri ile NOS ve MPO etkinligindeki artma
oldugu kadar, NO ve GSH diizeyleri ile siiperoksit dizmutaz (SOD) etkinligindeki
azalmanin birlikte goriildiigii bobrekte tiibiiler nekroz, Ilokosit infiltrasyonu,
vakuolizasyon, konjesyon, vaskiiler permebilitede artis ve hemoraji, akcigerde 16kosit
infiltrasyonu, hipokampusta sinir Oliimiiniin eslik ettigi organ hasar1 gelistigi
bildirilmistir. Ote yandan, siganlarin arka bacaginda olusturulan periferik I/R modelinde
ortaya ¢ikan gastroknemius kasi ve bobrek hasari lizerinde Rho-kinazin etkinligi ve
se¢ici  Rho-kinaz inhibitérii  trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzan-
karboksamit dihidroklorit (Y—27632)nin olusan hasar {izerindeki etkisinin arastirildigi
bir c¢aligmaya rastlanmamistir. Bu tez calismasinda, se¢ici Rho-kinaz inhibitorii
Y-27632'in siganlarda olusturulan periferik I/R sonrasinda hedef organ olarak segilen
gastroknemius kasinda ve uzak organ olarak secilen bobrekte gelisebilecek hasar

tizerindeki etkisi arastirilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 I/R Hasar1

2.1.1 Ozellikleri

Arterlerde herhangi bir nedene agl olarak ortaya ¢ikan tikanma sonucu, dokuya
giden kan akiminin bozulmasi iskemi olarak tanimlanmaktadir. Bir dokuya giden kan
akimi kesildiginde, o dokudaki hiicrelerin islevlerinin bozulmasi ile baslayan ve hiicre
Olimiine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay gerceklesmektedir. Hiicresel islevlerin
gergeklesebilmesi i¢in gerekli temel molekiil oksijendir. Normal hiicre islevleri igin
gerekli olan yiiksek enerjili fosfat baglar1 aerobik metabolizma ile saglanmaktadir.
Oksijen yetersizligi durumunda ise anaerobik metabolizma devreye girmektedir; bu olay
da laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile sonu¢lanmaktadir. Ayrica, ortaya
cikan asidoz nedeni ile normal enzim kinetigi degismekte ve yiiksek enerjili fosfat
baglarinin yapimi azalmaktadir; bu durumda ise hiicre kendi homeostazi i¢in gerekli

olan enerjiden yoksun kalmaktadir (49-51).

Reperfiizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan
akimmnin  yeniden diizenlenmesidir. Reperfiizyonun, iskemik dokuda enerji
gereksiniminin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gibi iki olumlu
etkisi vardir. Boylece, reperfiizyon iskemik hasarin diizeltilebilmesi icin gerekli bir
stiregtir. Ancak, oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii, o dokuda daha fazla

hasara yol acan bir reaksiyon siirecini baglatmaktadir (5, 49, 52-54).

Iskeminin ardindan gelisen reperfiizyon hasar1 6zellikle kardiyovaskiiler
cerrahide siklikla karsilasilan bir sorundur. iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, travma,

beyin ya da miyokart infarktiisii gibi beklenmeyen durumlarda ya da organ



transplantasyonu gibi nedenler ile arteriyel sisteme klemp uygulanmasi gibi cerrahi
islem sirasinda gdzlenmektedir. I/R hasar1 yalnizca dogrudan etkilenen organ ile sinirl
kalmay1p, uzak organlarda da hasar olusumuna neden olmaktadir. Uzak organ hasari,
[/R'nin ilk ortaya ciktig1 organ disindaki dokularda ozellikle bébrek ve akcigerde,
gelisen onemli bir hasardir. Yapilan ¢alismalarda, hastalarda yerel hasar ve sistemik
inflamatuvar yanit ile birlikte iskelet kasi, bagirsak, karaciger ve aortik okliizyon
reperflizyonu durumlarinda gelisen bobrek, akciger veya karaciger islev bozuklugu ya
da ¢oklu organ yetersizliginin 6liime neden oldugu da bildirilmistir. I/R hasarmin klinik
yansimalart yerel, uzak ve sistemik diizeyde etkiler olmak iizere ii¢ grupta
incelenmektedir. Yerel diizeydeki etkiler hemen hemen tiim organlarda ortak bir
etiyolojiden kaynaklanmaktadir; ortaya ¢ikan hiicresel degisiklikler ise organa 6zgiidiir.
Genellikle sizintili kapiller yataklarin yol ac¢tig1 siv1 ekstravazasyonu ve doku 6demi ile
elirgin olan sistemik diizeydeki etkiler ve uzak organlarda islev bozuklugu ise tam
olarak agiklanamamis olup, genellikle "¢oklu organ islev bozuklugu sendromu" olarak
da adlandirilan bir durum ile sonuglanabilen son derece karisik siireclerin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Klinik olarak ¢oklu organ islev bozuklugu sendromu renal

yetersizlik ve ivegen (akut) respiratuvar yetersizlik ile kendisini gostermektedir (1-15).

2.1.2 Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii

Giinliik uygulama igerisinde tibbin pek ¢ok dalinda I/R'nin rol oynadig1 olgular
bulunmaktadir. Sok, yanik, sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile
iskemi ve bu durumlarin resiisite edilmesi ile de reperfiizyon hasari ortaya ¢ikmaktadir.
Serebrovaskiiler olaylarda, miyokart infarktiisiinde, mezenteriyovaskiiler olaylarda
uygulanan trombolitik tedavi veya revaskiilarizasyon ameliyatlar1 da yine reperfiizyon
hasarina neden olmaktadir. Travmalarda ve travma cerrahilerinde hipovolemi ya da
kanama kontrolii nedeni ile yapilan klemp ve tampon uygulamalar1 iskemiye neden
olurken, resiisitasyon sonrasi mutlak bir reperfiizyon ile yine I/R hasar1 ortaya
cikmaktadir. Kardiovaskiiler cerrahide aort ya da periferik arter klemp uygulamasi
sonrasi ortaya ¢ikan tablo I/R hasari ile belirgindir. Transplantasyon cerrahisinde

kacinilmaz olarak transplante edilecek organin iskemi ve reperfiizyonu s6z konusu olup,



olusan hasar yama (graff) islevlerini etkilemektedir. Sonu¢ olarak, biitiin cerrahi
islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunu izleyen bir repefiizyon periyodu

bulunmaktadir (1-15).

[/R'ye maruz kalan postkapiler veniillerde gdzlenen inflamatuvar yanitlar:
aciklayan endotele bagimli mekanizmalar Sekil 2.1'de 6zetlenmistir. eNOS araciligi ile
NO, ksantin oksidaz tarafindan da siiperoksit ve hidrojen peroksit olusumunun artmasi
I/R ile sonuglanmaktadir. Olusumu artmis olan bu oksidan molekiiller bir yandan NF-
kB gibi 6zgiil niikleer faktorlerin transkripsiyonuna neden olurlarken, diger yandan
kompleman sisteminin bilesenlerinden C5'in etkinlesmesine ve fosfolipaz A, enzimi
araciligr ile 16kotrien B4 (LTB4) ve trombosit etkinlestirici faktér (TEF) olusumunda
artmaya neden olmakta ve endotel hiicrelerinde P-selektin ekspresyonundaki artiga
aracilik etmektedirler. LTB4, TEF ve C5a ise lokositlerin membraninda bulunan
reseptorleri araciligl ile PB,-integrinlerin (CD11/CD18) saliverilmesine ve boylece
endotel hiicrelerinin ylizeyinde bulunan E-selektin ve intraseliiler adezyon molekiilii-1
(ICAM-1) gibi adezyon molekiilleri aracilig1 ile 16kositlerin adezyonuna neden olurlar.
[/R'ye yamit olarak gelisen inflamatuvar yamitlar mast hiicreleri ve makrofajlardan
saliverilen histamin, TNF-a, hidrojen peroksit, siiperoksit radikali ve NO gibi

molekiiller ile daha da artirilmaktadir (1, 4, 6, 13).
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Sekil 2.1. I/R'ye maruz kalan postkapiler veniillerde gozlenen inflamatuvar yanitlar1 aciklayan endotele
bagimli mekanizmalar. CD, cluster of differentiation; eNOS, endoteliyal nitrik oksit sentaz; H,0,,
hidrojen peroksit; ICAM, intraseliiler adezyon molekiilii; I/R (I/R), iskemi/reperfiizyon; LT, lokotrien;
NF-xB, niikleer faktor-«xB,; NO, nitrik oksit; Oy, stiperoksit; PAF, trombosit etkinlestirici faktor, TNF,
tiimor nekroze edici faktor, VCAM, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii.

[/R hasarinda hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik solunum, yani
mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon {iizerinedir (Sekil 2.2). Oksijen basincinin
azalmast sonucunda hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP) olusumu belirgin olarak
azalmaktadir. ATP olusumunun azalmasi ise hiicre i¢indeki bir¢cok sistemi
etkilemektedir. I/R hasarinda hiicre icindeki serbest kalsiyum diizeylerinin artmasina
karsin, hiicre membranindaki Na'/K'-ATPaz pompasinin etkinliginin azalmasia bagl
olarak hiicre i¢inde sodyum birikmekte, potasyum ise hiicre digina ¢ikmaktadir. Hiicre
icinde sodyum diizeylerinin artmasi ise, suyun izoozmotik artis1 ile birlikte olup,
hiicrenin sismesne neden olmaktadir. Hiicresel sisme inorganik fosfatlar, laktik asit ve
plirin niikleozitleri gibi metabolitlerin birikmesi ile artan ozmotik yiik ile daha da
artmaktadir. Hiicresel ATP diizeyindeki azalma ile birlikte, siklik adenozin 5'-

monofosfat (siklik AMP) olusumundaki artma da fosfofruktokinaz enzimini uyararak



glikojenden ATP iiretimi ile hiicrenin enerjisini saglamak amaci ile gelisen anaerobik
glikoliz hizinda artmaya ve glikojenin hizla tiikenmesine neden olmaktadir. Artan
glikoliz ise fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine
neden olarak hiicre i¢i pH degerinin diismesine yol agmaktadir. Biitiin bu olaylari
ribozomlarin  graniilli endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve polizomlardan
monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalma izlemektedir. Bu asamadan sonra
iskeminin siirmesi durumunda doniisiimsiiz hasar gelismektedir. Morfolojk olarak geri
doniisiimsiiz hasara mitokondrilerin vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz,
kalsiyumdan zengin yogunluklarm birikimi eslik etmektedir. Iskemi sirasinda ATP
sentezi durmakta, ancak tiikketimi siirmektedir. ATP 6nce AMP'ye, sonra da adenozine
kadar parcalanmaktadir. Adenozin hizla hiicre dis1 ortama c¢ikarak burada inozin
tizerinden hipoksantine cevrilmektedir. Normoksik durumlarda hipoksantin ksantin
dehidrojenaz enzimi aracilid1 ile iirik aside metabolize olmaktadir. Ote yandan, hipoksik
durumlarda hipoksantin iirik aside metabolize olmadan iskemik dokuda birikmekte,
ksantin dehidrojenaz enzimi ise ksantin oksidaza cevrilmektedir. Reperfiizyon ile
molekiiler oksijenin dokuya gelmesi ile hipoksantin, ksantin oksidaz enzimi ile {irik
aside c¢evrilmesi sirasinda serbest oksijen radikali olusmaktadir. Serbest oksijen radikali
SOD enziminin etkisi ile hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriilirken, hidrojen
peroksit ise katalaz enziminin etkisi ile su ve oksijene ¢evrilmektedir. Serbest oksijen
radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte, hem de polimorfoniikleer 16kositler
(PMNL)'lerin hasarli dokuda birikmesine neden olmaktadir. Dokuya gelen PMNL'ler
miyeloperoksidaz, elastaz, proteaz, kolajenaz, laktoferrin ve katyonik proteinler gibi
enzimler ile molekiiller agiga c¢ikmaktadir. Bu enzimler ise hem dokudaki hasari
artirmakta, hem de daha fazla radikal olugsmasina neden olmaktadirlar. Serbest oksijen
radikalleri proteinler, polisakkaritler, niikleik asitler ve doymamis yag asitleri gibi tim
biyolojik maddeler ile reaksiyona girebilmektedir. Oksijen radikalinin en belirgin
0zelligi hiicre membranindaki doymamis yag asitlerinden metilen hidrojen atomunu
ayirmasidir. Bu reaksiyon hiicre membraninda lipit peroksidasyonunu baglatmasi
sonucunda lipit hidroperoksit radikalleri ve lipit hidroperoksitler gibi lipit tiirevi
radikaller olugsmaktadir. Lipit peroksidasyonunun son iiriinleri malondialdehit ve &teki

aldehitler ile hidrokarbon gazlar ve konjiige dienlerdir (1-15).
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Sekil 2.2. Hipoksi sirasinda hiicre icinde ATP derigsiminin azalmasi ile ilgili olarak hiicre metabolizmasi,
iyonik denge ve yapisal proteinlerde ortaya ¢ikan degisiklikler. ADP, adenozin difosfat; Apaf-1, apoptotik
proteaz etkinlestirici faktor-1; ATP, adenozin trifosfat; Can-L, L-tiirii kalsium kanali;, NADPH?2,
nikotinamit adenin diniikleotit fosfat; OP, oksidatif fosforilasyon zinciri; Pi, inorganik fosfat; PTP,
mitochondrial permeability transition pore; [i], hiicre ici iyon derisimi; wm, sarkoplazmik membran
potansiyeli; ymito, mitokondriyal membran potansiyeli.



2.2 Rho-Kinaz

2.2.1 Ozellikleri

Rho-kinaz yaklasik 1388 amino asit dizisinden olugsmustur. Bu dizide, amino (N)
ve karboksil (C) wuglart bulunmaktadir. Rho-kinaz ayni zamanda Rho-kinaz
o/ROKa/ROCK2 veya ROKa/ROCK-II ve Rho-kinaz B/ROKB/ROCKI1 veya
pl60ROCK/ROCKSP olarak da adlandirilmaktadir. Insanda ROCK 1 ve ROCK2 genleri
strast ile 18. kromozom (18q11.1) ve 2. kromozomda (2p24) yer almaktadir. Rho-kinaz
enziminin hemen hemen her dokuda varlig1 gosterilmistir; ancak, ROCK2'nin beyin ve
kalpte, ROCK1'in akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste daha fazla eksprese
edildigi de bildirilmistir. Rho-kinazin N-terminalinde kinaz bolgesi, orta bdlgesinde
kuramsal olarak kangal gibi kivrilmis (coiled-coil) bdlge ve C-terminal bdlgesinde
plekstrin homoloji bolgesi bulunmaktadir. Etkinlesen Rho, Rho-kinazin kangal gibi
kivrilmis bolgesinin C-terminal pargasi ile etkileserek kinaz bolgesini etkinlestirir. Bu
olay sonucunda etkinlesen Rho-kinaz Cizelge 2.1'de belirtilen substratlarini fosforile

ederek cesitli hiicre i¢i olaylara katkida bulunmaktadir (16-37).

Cizelge 2.1. Rho-kinazin substratlari.

Substratlar islevleri Hiicresel Yamtlar

Miyozin fosfatazin miyozin Diiz kas kasilmasinda kalsiyum
baglayict alt birimi duyarlasmasi

Stres lifleri olusumu, fokal adezyon
olusumu, norit retraksiyonu, hiicre
kasilmasi, hiicre motilitesi

Miyozin fosfatazin etkisizlestirici Diiz kas kasilmasinda kalsiyum

Miyozin fosfatazin inhibisyonu

Miyozinin F aktine

Miyozin hafif zinciri baglanmasinda artma

CPI-17 proteini

ozelliginin uyarilmast duyarlasmasi
. . N Diiz kas kasilmasinda kalsiyum
Kalponin F aktine baglanmada azalma
duyarlasmast
ERM ERM'nin etkinlesmesi Mikroviliis olusumu
Adusin F aktine baglanmada artma Meml.)ral.l ile ilgili olaylar (ruffling), hiicre
motilitesi
In‘.[ermefilyer filamentler Filamentlerin dagilimi Filamentlerin sitokinez i¢in ayrilmasi
(vimentin)
Na'/H" degistiricisi Degistirici etkinligin uyarilmas:1  Stres lifleri olusumu
LIM kinaz Kinaz etkinliginde artma Kofilinin fosforilasyonu
CRMP-2 - Biiyiime konisi kolapst
L A Diiz kas kasilmasinda kalsiyum
ZIPK Miyozin fosfatazin inhibisyonu
duyarlagmast

CPI-17, 17-kDa protein kinase C-potentiated inhibitory protein of protein phosphatase-1; CRMP-2,
collapsin response mediator protein-2; ERM, ezrin-radiksin-moesin; ZIPK, zipper interacting-kinase.



2.2.2 Ekspresyon ve Etkinliginin Diizenlenmesi

Kiiciik G proteinleri, 6teki G proteinleri gibi, guanozin difosfat (GDP) ve
guanozin 5'-trifofosfat (GTP) ile 6zgiil etkilesme ve GTP'az etkinliginden sorumlu olan
gerekli amino asit dizilimine, ayrica efektorleri ile etkilesmek igin ayri bir bolgeye
sahiptirler. Sentezlendikten sonra lipitler ile translasyon sonrasi degisikliklere
gereksinim duyarlar. Bu lipit yapilar1 genellikle, palmitoil (P), farnesil (F) ve
geranilgeranil (GG)'dir. Kiiciik G proteinlerinin lipit modifikasyonu, bunlarin
membrana ve diizenleyicilere baglanmalar1 ve alt efektorlerini uyarabilmeleri igin
gereklidir. Kii¢iik G proteinlerinin GDP'ye bagliyken etkin olmayan ve GTP'ye
bagliyken etkin olan olmak iizere birbirine doniisebilen iki bi¢imi bulunmaktadir (Sekil

2.3, Sekil 2.4).

2
Uwyari _
Rho-kinaz
f—
PH = RB e
L S———
_
Katahtik -
= Katalitik
Inaktif Aktif

Sekil 2.3. Rho-kinaz etkinliginin diizenlenmesi. PH, plekstrin homoloji bolgesi; RB, Rho baglayici bélge;
AA, arakidonik asit; GTP, guanozin 5'-trifofosfat; GTP-Rho, Rho'nun etkin bigimi.

ERO0000
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Sekil 2.4. Kiigiik G proteininin etkinlesmesi sirasinda gelisen olaylar. GDI, guanozin difosfat ayrisma
inhibitorii;, GEF, guanin niikleotit degisim faktorii; GAP, guanozin 5'-trifofosfataazi etkinlestirici protein,
GTP, guanozin 5'-trifofosfat.
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Rho etkinligi siklik olarak diizenlenmektedir. Rho etkinliginin GTP'az
etkinlestirici protein (GAP) ve GDP ayrigma inhibitorii (GDI) olmak {izere iki negatif
ve guanin niikleotit degistirici faktér (GEF) olmak iizere bir pozitif diizenleyicisi
bulunmaktadir. Dinlenme durumundaki hiicrelerde Rho-GDP ayrisma inhibitorii (Rho-
GDI), GDP-Rho'ya baglandiktan sonra, onun membrandan ayrilmasina neden olarak
sitozole gecmesini saglamaktadir. Hiicreler bazi agonistler ile uyarildiginda Rho'ya 6zel
GEF'ler, GDP'nin ayrilmasin1 ve GTP'nin baglanmasin1 baslatarak Rho'nun etkinligini
artirmaktadirlar. GTP-Rho C-terminali geranilgeranillenmis kuyrugu ile hiicre
membranina hedeflendikten sonra 6zgiil hedefleri ile etkilesmektedir. GAP, Rho'nun
intrinsik  GTPaz etkinligini hizlandirarak ve onu etkin olmayan GDP-Rho'ya
doniistiirerek negatif regiilatorler gibi ¢aligmaktadirlar. GAP, Rho'nun intrinsik GTP'az
etkinligini artirarak GTP'ye bagli etkin bi¢iminin etkinligini Onlemektedir. Bu
GDP/GTP dontisim reaksiyonunun hiz kisitlayici basamagi GDP'ye bagli olan
bigiminden GDP'nin ayrilmasidir. Bu reaksiyon oldukc¢a yavastir ve GEF tarafindan
edilmektedir. Rho'nun etkinligi G;, ve G,; proteinleri ile diizenlenmektedir. G, ve Gi3
kiiciik molekiil agirlikli GTP baglayict Rho proteinini etkinlestirir. G2/G3 ayni
zamanda, hiicre iskeleti olaylarin1 da diizenleyebilen Na'/H" degis-tokus proteinini de
uyarmaktadir. Lipit yapisinda kalsiyum duyarlastirict molekiiller olan sfingosin-1-fosfat
(S1P), sfingofosforilkolin (SPC) ve lizofosfatidik asit (LPA) RhoA/ROCK yolunu
etkinlestirmektedirler. Bir G proteini olan Gys'lin, Swiss 3T3 kiiltiir fibroblastlarinda
Rho'yu etkinlestirmek i¢in LPA reseptorleri ile kenetlendigi bildirilmistir. Ayrica,
epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin, G5 araciligi ile Rho'nun etkinlesmesi ve stres
lifleri olusumu yolunda yer aldigina iliskin veriler bulunmaktadir. Botulinum toksini
C3, Rho'yu ozgiil olarak ADP-ribozillediginden dolayr C3 toksini Rho'nun 6zgiil
inhibitori olarak kabul edilmektedir. Rho, hiicre boliinmesindeki boliinme yariginin
olusmasinda yer alan miyozin II ve aktin filamentlerinin islevleri i¢in gereklidir. Bunun
yani1 sira, sitokinez boyunca, hiicrenin kasilma islevi i¢cin de Rho sinyal yolu
kullanilmaktadir. Rho-kinaz, ayni zamanda miyozin fosfatazi inhibe ederek de boliinme
yariginin olusmasima katkida bulunabilir. Ayrica, Rhonun bazi islevleri formin
proteinleri araciligi ile gergeklesebilmektedir. Rho-kinaz, radiksin proteinini
fosforilleyerek hiicre iskeletinin plazma mebranina baglanmasini diizenleyebilmektedir.

Rho ve Cdc42'min dogrudan formin proteinlerinin bazi bdolgeleri ile etkilestigi ve
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forminlerin yeni aktin polimerizasyonu ile sinyal yolu arasinda baglanti kurdugu da
gosterilmistir. Rho-kinaz enziminin, diiz kas hiicrelerinde F-aktin, kalmodulin ve
tropomiyozin baglayici bir protein olan kalponini fosforile ettigi ve boylece kalponin-F-
aktin baglanmasinin engelledigi bildirilmistir. Kalponinin bazik izoformunun, miyozin
fosfataz ile defosforile edildigi, bu olayin ise kasilma ile iliskili oldugu da gosterilmistir.
Fosforile olmamis kalponin F-aktine baglanarak miyozin ATP'az etkinligini
onlemektedir; fosforile oldugunda ise bu Ozelliklerini kaybetmektedir. Ayrica, Rho-
kinaz ile miyozin ve adusin proteinlerinin fosforilasyonunun fibroblastlarda mikroviliise

benzeyen yapilarin olugsmasinda énemli rol oynadigi bildirilmistir (16-37).

2.2.3 Fizyolojik Olaylardaki Rolii

Kiiciik G proteinleri molekiiler kiitleleri 20-40 kilodalton olan monomerik G
proteinleridir. Mayalardan insanlara kadar biitlin 6karyot hiicrelerde bulunan ve 100'den
cok iiyesi bulunan biiyiik bir aileyi olusturmaktadirlar. Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran
gibi kiiclik G proteinleri hiicre i¢i sinyalleri diizenlemektedirler. Rho ailesinin iiyeleri
arasinda RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RhoG, Racl, Rac2 ve Cdc42
bulunmaktadir. RhoA, RhoB ve RhoC proteinlerinin efektdr bolgelerinin amino asit
dizilisleri aynidir ve benzer hiicresel islevleri bulunmaktadir. RhoA, viicutta en bol
bulunan ve eksprese edilen, ayrica ve en ¢ok ¢alisilan Rho proteini alt tiiriidiir. RhoE'min
ise genotoksik stres sirasinda ROCKI'i inhibe ettigi ve boylece apoptozu onledigi

bildirilmistir. (16-37).

Rho proteinleri, baglica hiicre iskeleti kontroliinden, stres liflerinin
yapilanmasindan, fibroblastlarin fokal adezyonundan ve diiz kas kasilmasinda
kalsiyuma duyarliligin diizenlenmesinden sorumludurlar. Ayrica, aktin iskeletinin
yapilanmasini saglayarak hiicrenin bi¢imi, motilitesi, adezyonu, gocii, kasilmasi ve
sitokinez gibi bir¢ok hiicresel islevde onemli rol oynamaktadirlar. Sitoplazmik serbest
kalsiyum diizeyindeki artis diiz kaslarda kasilmayi tetikleyen temel mekanizmadir.
Bunun ile birlikte, diiz kaslarda agonist ile indiiklenen kontraksiyon, biiyiik oranda

membran potansiyelinden bagimsiz mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Serotonin ve
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fenilefrin gibi agonistler, fosfotidil inozitol yolunu etkinlestirerek sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyum saliverilmesinde artisa neden olmaktadirlar. Hiicre ici kalsiyum
diizeyindeki artis kalsiyumun kalmoduline baglanmasini artirmakta, olusan
kalsiyum/kalmodulin kompleksi ise, miyozin hafif zincir (MHZ)'yi fosforile etmek i¢in,
MHZ kinaz (MHZK)'nin etkinlesmesine neden olmaktadir. Diiz kaslarda kasilmanin
blyiikligiinii belirleyen etkenin, MHZ'nin fosforilasyonunun derecesi oldugu
diisiiniilmektedir. MHZ fosforilasyonu diiz kaslarda kasilmaya neden olurken, hiicre i¢i
kalsiyum diizeyindeki azalmanin ardindan gerceklesen MHZ defosforilasyonu
sonucunda gevseme ortaya cikmaktadir. Rho-kinaz yolu, miyozin II'nin MHZ'nin
fosforilasyon diizeyini baslica miyozin fosfatazi inhibe ederek diizenlemekte, ayrica diiz
kas kasilmasinda agonist ile uyarilan kalsiyum duyarligina katkida bulunmaktadir. Ote
yandan, hiicre i¢i kalsiyum derisiminin MHZ'nin fosforilasyonu ve diiz kas kasilmasi ile
her zaman paralel olmadigr gorilmistiir. Sonu¢ olarak, yapilan calismalarda GTP
baglayicit protein olan Rhomun agonist aracilikli kalsiyum duyarhiginda yer aldigi
gosterilmigtir. Daha da Onemlisi, belirli bir kalsiyum derisiminde artmis olan
kasilmalarin, etkinlesen Rho ile MHZ fosforilasyonu oranindaki artistan c¢ok,
defosforilasyon oranindaki azalmadan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Rho proteinleri
bu etkiyi "downstream" efektorleri olan Rho-kinaz araciligi ile olusturmaktadirlar. Rho-
kinaz i¢in 6zgiil inhibitorler kullanilarak daha sonra yapilan c¢aligsmalarda, Rho-kinaz
aracilikli kalsiyum duyarliliginin  hipertansiyon ve koroner arter spazmi gibi
hastaliklarda rolii oldugu gosterilmistir. Diiz kas kasilmasinin diizenlenmesinde

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti yolunun rolii Sekil 2.5'te 6zetlenmistir (16-37).
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Sekil 2.5. Diiz kas kasilmasmin diizenlenmesinde Rho/Rho-kinaz sinyal ileti yolunun rolii. Cesitli
agonistler ile uyarilan reseptorler, Gq tiirii heterotrimerik G proteinleri araciligi ile hiicre ici kalsiyum
diizeylerini artirarak MHZK'vi etkinlestirirken, aym zamanda G12/13 alt birimleri araciligi ile de
GEF'leri etkinlestirirler. GEF'ler etkisiz olan Rho'yu (Rho-GDP) etkinlestirerek (Rho-GTP) onun
membrana translokasyonunu saglar. Etkin Rho da alt efektorlerden (downstream) biri olan Rho kinazi
etkinlestirir. Rho kinaz MYPT1'yi fosforilleyerek miyozin fosfatazi inhibe eder. Rho kinaz ayni zamanda
dogrudan MHZ'yi de fosforiller. Ayrica Rho kinaz arakidonik asit ile de uyarilir. Bunlara ek olarak Rho
kinaz, miyozin fosfatazin fosforilasyona bagiml inhibitorii olan CPI-17"yi de, PKC gibi, fosforilleyerek
etkinlestirir. Béylece, Rho kinaz baslica miyozin fosfatazi inhibe ederek, ayrica MHZ'yi dogrudan
fosforilleyerek hiicre i¢i kalsiyum diizeyinden bagimsiz bir bicimde diiz kasin kasilma derecesini artirir.
CaM, kalsiyum-kalmodulin kompleksi; CPI1-17, 17-kDa protein kinase C-potentiated inhibitory protein of
protein phosphatase-1; DAG, diagil gliserol; DMPK, miyotonik distrofi protein kinaz, FLC, fosfolipaz C;
GEF, guanin niikleotit degisim faktorii; LIMK, LIM kinaz; M20, miyozin fosfatazin 20 kDa katalitik
olmayan alt birimi; MHZ, miyozin hafif zincir;, MHZK, miyozin hafif zincir kinaz; MYPTI, miyozin
fosfatazin miyozin baglayan alt birimi; P, fosforilasyon; PIP,, fosfoinozitol (4,5) bifosfat; PKC, protein
kinaz C; PPI, miyozin fosfatazin katalitik alt birimi; SR, sarkoplazmik retikulum, Y-27632, se¢ici Rho-
kinaz inhibitorii; ZIPK, zipper interacting protein kinase;. Kesiksiz ¢izgiler uyarici, kesikli ¢izgiler inhibe
edici etkileri gostermektedir.
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2.2.4 Patolojik Olaylardaki Rolii

Fasudil ve Y-27632 gibi se¢ici Rho-kinaz inhibitdrleri ile yapilan klinik dncesi
ve klinik caligmalarda Rho-kinazin kardiyovaskiiler, santral, jenitoliriner ve solunum
sistemleri ile ilgili olarak ortaya c¢ikan c¢esitli hastaliklarin patojenezinde 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Bunlar arasinda damar diiz kasi hiicrelerinin asir1 kasilmasi ile
belirgin durumlardan serebral vazospazm, koroner vazospazm, hipertansiyon, pulmoner
hipertansiyon ve ani 6liim, arteriyosklerotik hastaliklardan anjina, miyokart infarktiisii,
restenoz, inme (stroke), hipertansif vaskiiler hastalik, kalp yetersizligi, kardiyak
allograft vaskiilopatisi ve ven yama (graft) hastalig1 ile ayrica bronkiyal spazm, glokom,
osteoporoz, erektil islev bozuklugu ve bazi kanser tiirleri bulunmaktadir. ROCK'lerin
cesitli kardiyovaskiiler hastaliklardaki roli Sekil 2.6'da, kardiyovaskiiler hastaliklarin

patojenezi ile iliskili mekanizmalardaki rolii ise Sekil 2.7'de 6zetlenmistir (16-37).

v
v

ROCK’'lerin Downstream Hedeflerinin Fosforilasyonu

Hipertansiyon | l | Vazospazm |

T~

Pulmoner Hipertansiyon | —

/ KARDIYOVASKULER HASAR

| Erektil islev bozuklugu |

_——>| Serebraliskemi_|

/

[ Neointima Olusumu |

— | T

| Ateroskleroz | | Miyokardiyal hipertrofi |

[ Miyokardiyal i/R Hasari |

Sekil 2.6. ROCK'lerin ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklardaki rolii. ROCK'lerin downstream efektérleri
arasmda miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincir, ezrin-radiksin-moesin proteinleri, LIM kinazlar
ve adusin gibi molekiiller bulunmaktadir. GTP, guanozin 5'-trifofosfat; I/R, iskemi/reperfiizyon; ROCK,
Rho ile iliskili kinaz.
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Sekil 2.7. Rho-kinazin g¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin patojenezindeki rolii. Anjiyotensin II,
serotonin, trombin, endotelin-1, noradrenalin, trombosit kékenli biiyiime faktorii ve iirotensin Il gibi
agonistler Rho-kinazin etkinlegmesine neden olmaktadwr. Rho-kinazin downstream efektorleri arasinda
miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincir, ezrin-radiksin-moesin proteinleri, LIM kinazlar ve adusin
gibi molekiiller bulunmaktadir. DAG, diagilgliserol; GTP, guanozin 5'-trifofosfat; PKC, protein kinaz C;
PKN, protein kinaz N.
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2.2.5 inhibitorleri

Rho-kinazin etkinlesmesini 6nleyen ¢ok sayida bilesik gelistirilmistir. ROCK1
ve ROCK2'yi secici olmayan bi¢cimde inhibe eden bilesikler arasinda fasudil, Y-27632,
Y-39983, Wf-536, SLx-2119, azabenzimidazol, aminofurazanlar, DE-104, olefinler,
izokinolinler, piridilalken tiirevleri, H-1152P, bir ROKa inhibitorii, XD-4000, HMN-
1152, 4-(1-aminoalkil)-N-4-piridil)siklohekzan-karboksamitler, rostatin, BA-210, BA-
207, BA-215- BA-285, BA-1037, Ki-23095, VAS-012 ve kinazolin gibi maddeler
bulunmaktadir. Bu bilesiklerden fasudil ile serebral vazospazm, ivegen inme, anjina ve
pulmoner hipertansiyon, Y-39983 ile glokom ve BA-210 ile makiiler dejenerasyon,
omurilik hasari, glokom ve kanser tedavisine yonelik klinik ¢alismalar siirmektedir.
Fasudil, Y-39983 ve BA-210 disindaki bilesikler ise reperfiizyon hasari, ateroskleroz,
hipertansiyon, serebrovaskiiler hastalik, inme, astim, kanser, glokom, makiiler
dejenerasyon, inflamasyon, erektil igslev bozulugu, insan immiin yetersizlik viriisii
(HIV) enfeksiyonu, osteoporoz, sa¢ kaybi ve kulak ¢inlamasi gibi durumlarin

tedavisinde kullanilmak {izere gelistirmeye calisilmaktadir (16-37).
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2.3 NOS'ler

2.3.1 Ozellikleri

NO, suda ¢oziinebilen ve dayanikli olmayan renksiz bir gazdir. NO molekiiler
oksijen, siiperoksit anyonlar1 ve hem proteinleri etkilesebildiginde dolay1 biyolojik
sistemlerdeki yarilanma omrii olduk¢a kisadir; 6rnegin kan gibi fizyolojik sivilardaki
yarilanma Omrii 10-20 saniye kadardir. NO yaklasik 140 kDa molekiil agirhiginda,
sitokrom P450 rediiktaz enzimine benzerlik gdsteren karmasik bir enzim olan NOS
tarafindan sentezlenmektedir. NOS enziminin néronal NOS (nNOS, NOS I), endoteliyal
NOS (eNOS, NOS III) ve indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS II) olmak iizere ii¢ degisik
izoformu bulunmaktadir. nNOS ve eNOS'un ikisi de yapisal NOS (yNOS)'y1 olusturan
yapisal enzimlerdir; iNOS ise ¢esitli uyarilar ile indiiklenebilmektedir. NOS substrat
olarak yar1 esansiyel bir amino asit olan L-arjinini kullanir ve iirlin olarak NO ile L-
sitriilin olugur. Bu olayda molekiiler oksijen ve nikotinamit adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) ise yardimci faktorlerdir. Flavin adenin dintikleotit (FAD) ve flavin
mononiikleotit (FMN), NO sentezi i¢in yardimci faktorlerdendir. NOS enzimlerinin
hiicre i¢i dagilimlari degiskenlik gostermektedir; yNOS'un hiicre membraninda

bulunmasina karsin, iNOS sitozolde yerlesmistir (Cizelge 2.2) (55-74).
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Cizelge 2.2. Memeli NOS izoformlarinin 6zellikleri.

Ozellikleri nNOS eNOS iNOS
Makrofaj, 16kosit, kondrosit, hepatosit,
astrosit, fibroblast, nétrofil, eozinofil,
Sinir ve iskelet kast Trombositler ile endotel  lenfosit ve keratinositler ile damar diiz
Yerlesim ve endokart/miyokart kasi, endotel, endokart/ miyokart, mast,

Hiicre ici yerlesim

Molekiil agirhg:
Gen yapisi ve
bityiikliigii
Kromozomal
yerlesim

Predominant
durumda amino
asit sayisi
Indiiklenebilirlik

Yardimci faktorler
Substratlar

Kalsiyuma
bagimhhk

Kalmoduline
bagimhilik

Protein
varyasyonu

Siiperoksit
olusturma
kaynaklari

Uyaranlan

Saliverilme

Baslica fizyolojik
islevi

Patofizyolojik
olaylardaki rolii

hiicreleri

Membrana bagimli

161 kDa*
29 exon, 28 intron,
> 200 kbp®
12 numarali kromozom
izerinde 12q24.2-
12q24.3*

1434*

Yapisal

BH,, FAD, FMN,
hem, ¢inko

L-Arjinin,
NADPH, oksijen

Bagiml

Bagiml

Dokuya 6zgii
W, o, B ve y izoformlari

Hem domain,
rediiktaz domain

Eksitator amino asitler
(glutamat, NMDA vd.)

Dakikalar iginde, gegici
pM diizeyde

Sinirsel agirim

Miiskiiler distrofi,
iskemi-reperfiizyon

]

hiicreleri

Membrana bagimli
(etkisiz) veya sitozolik
(etkin)

133 kDa*

26 exon, 25 intron,
21-22 kbp*

7 numarali kromozom
tizerinde 7q35-7q36°

1203*

Yapisal
BH,, FAD, FMN,
hem, ¢inko
L-Arjinin,
NADPH, oksijen

Bagiml

Bagiml

Genellikle
hem domain

Asetilkolin, ATP, ADP,
bradikinin, trombin,
shear stress
Dakikalar i¢inde,
gegici, pM diizeyde

Vazodilatasyon
Endoteliyal islevsizlik,

hiperkolesterolemi,
hipertansiyon

mikrogliya, lenfoit/miyeloit dendritik,
Langerhans, Kupfter, bronkiyal epitel,
mezangiyal, Schwann ve sinir hiicreleri

Sitozolik

131 kDa*
26 exon, 25 intron, 37 kbp®

7 numarali kromozom tizerinde 17cen-
ql1.2?

1153*

Indiiklenebilir

BH,, FAD, FMN,
hem, ¢inko
L-Arjinin,

NADPH, oksijen
Bagimsiz gibi goriinmekte,
ancak bazi hiicrelerde < %20 veya
%S50-70 oraninda bagimli

Bagimsiz gibi goriinmekte, ancak bazi
hiicrelerde %50 oraninda bagimli

Genellikle rediiktaz domain

Endotoksin ve sitokinler

Uzun siireli, siirekli, biiyiik miktarlarda
(uM)

Sitotoksisite

Inflamatuvar hastaliklar

® Insan i¢in. ADP, adenozin monofosfat; ATP, adenozin trifosfat; BH,, tetrahidrobiyopterin; eNOS,
endoteliyal nitrik oksit sentaz; FAD, flavin adenin diniikleotit; FMN, flavin adenin mononiikleotit; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; NADPH, nikotinamit adenin dintikleotit fosfat; NMDA, N-metil-D-

aspartik asit; NOS, nitrik oksit sentaz; nNOS, noéronal nitrik oksit sentaz.
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yNOS'un etkinligi hiicre i¢ine kalsiyum girisine bagli olmasina karsin, iNOS'un
etkinliginin artmasi i¢in dinlenme durumundaki hiicrelerde hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri
yeterlidir. yNOS etkinligi hiicre i¢inde kalsiyum derisimindeki artis ile tetiklendiginden
dolay1 etkinligi gecicidir ve diisiik miktarlarda (pM diizeyde) NO olusumuna neden
olur. Tersine, iNOS etkinligi birka¢ giin boyunca siirer ve daha biiyiikk miktarlarda (nM
diizeyde) NO olusumuna neden olur. Kalsiyuma bagimli yNOS ile olusan az miktardaki
NO, sinirsel asirim ve vazodilatasyon gibi gesitli fizyolojik olaylarda rol alir. Bazal
diizeylerde NO olusumu arterlerde venlere oranla ve kii¢iik damarlarda biiyiik damarlara
oranla daha ¢oktur. Asetilkolin, bradikinin, histamin, adenin niikleotitler ve serotonin
gibi reseptore bagimli ve serbest yag asitleri gibi reseptorden bagimsiz agonistler ile
eNOS araciligr ile olusan NO saliverilmesi uyarilabilir. iNOS ise akcigerde epitel
hiicreleri, trombositler ve ince bagirsak hiicreleri gibi bazi hiicre tiirlerinde eksprese
edilmesine karsin normalde etkin degildir. Ancak, baz1 hiicreler endotoksin, TNF-a,
IFN-y, IL-1B, IL-2 ve IL-6 gibi 0zgiil maddeler tarafindan uyarildiklarinda iNOS
etkinligi artar (Cizelge 2.4) (55-74).

Kanda NO hizli bir bigimde nitrit ve nitrata doniismektedir. Kandaki NO'nun
asil dayanikli olan metaboliti nitrattir. Ayrica, NO amino asit ve proteinlerdeki tiyol
gruplar ile de etkilesmekte ve nitrozotiyol bilesikleri biciminde depolanabilmektedir.
NO bir serbest radikal olmasindan dolayr oldukga reaktiftir ve ¢esitli yapilar ile
etkilesmektedir. NO'nun serbest oksijen radikalleri ile de etkilesebilme 6zelliginden
dolay1, serbest radikal yakalayicisi ve dolayist ile hiicre koruyucusu oldugu
diisiiniilmektedir. Ote yandan, siiperoksit anyonu ile NO'nun etkilesmesi sonucunda
niikleik asitler, lipitler ve proteinler {lizerinde toksik etki gosteren giiglii bir oksidan
molekiil olan peroksinitrit olusur. Peroksinitrit ve onun pargalanma fiirtinleri ise lipit
peroksidasyonu, degisik molekiillerin nitrosilasyonu veya sodyum kanallarinin

etkisizlesmesine neden olarak hiicre hasarina neden olabilir (55-74).

NO'nun dogrudan ve dogrudan olmayan etkileri bulunur. NO'nun dogrudan olan
etkileri biyolojik bir molekiil veya hedef ile etkilesmesi sonucunda ortaya cikar; bu
etkiler ise NO olusumunun diisiik oldugu fizyolojik kosullarda hizla olusmaktadir.

NO'nun bu etkileri hem demiri igeren veya icermeyen hedefler (guanilil siklaz, CYP,
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COX, katalaz, sitokrom oksidaz, NOS, tromboksan sentaz ve hemoglobin) hipervalan
metaller, mitokondriyal ve sitoplazmik akonitazlar ve lipit hidroperoksitler ile olan
etkilesmeleri icerir. Bu etkilesmeler ise NO'un vazodilatasyon, trombosit ve
l16kositlerin yapigsmasinda azalma, sinir sisteminde sinyal iletimi, steroit ve eikozanoit
metabolizmasinin diizenlenmesi, ilag metabolizmasinin degigmesi, inflamatuvar yanitin
degistirilmesi, hidrojen peroksit aracilikli toksisitenin artirilmasi, hiicre solunumunun
fizyolojik kontrolii, NO olusumunun otoregiilasyonu, iNOS veya nNOS aracilikli
endoteliyal islev bozuklugu, hemoglobin tarafindan oksijen saliverilmesinin alosterik
diizenlenmesi, inflamasyon gelismesinde rolii olan 16kotrienlerin olusumunda azalma,
methemoglobin olusumu, NO katabolizmasi, oksidatif stres, mitokondriyal solunum ile
ferritin sentezinin azalmasi ve transferrin reseptdr sentezinin artmasi gibi etkilerinin

ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir (55).

NO'mun dogrudan olmayan etkileri, dogrudan etkilerini olusturdugu
derisimlerden daha yiiksek derisimlerde oldugunda ortaya cikar; NO'nun bu kadar
yiiksek derigimleri ise ekspresyonu artan iNOS araciligr ile siirekli NO olusumu ile
saglanir. NO'nun S-nitrozasyon tepkimeleri araciligi ile ortaya ¢ikan dogrudan olmayan
etkileri arasinda NO'nun siiperoksit radikali, reseptorler (glukokortikoit reseptorii gibi),
iyon kanallar1 (riyanodin reseptdrleri, kardiyak L tiirii kalsiyum kanallar1 ve kalsiyuma
bagimli potasyum kanallar1 gibi), metabolik proteinler (gliseraldehit-3-fosfataz
dehidrojenaz, kreatin kinaz, alkol dehidrojenaz, ornitin dekarboksilaz ve indirgenmis
glutatyon metabolizmasinda rol oynayan enzimler gibi), protein kinaz C (PKC) ve
protein kinaz G (PKG) gibi sinyal artirict sistemler, transkripsiyon faktorleri (NF-xB,
etkinlestirici protein-1 [AP-1], c-jun ve cMyb gibi) ve kanda bulunan proteinler
(hemoglobin ve faktor XIII gibi) ile olan etkilesmeleri bulunur. Bu etkilesmeler
sonucunda ise NO'nun steroitlerin inflamasyonu onleyici etkilerinin azalmasi, kalp ve
iskelet kasinda sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum saliverilmesinin uyarilmasi,
kardiyomiyositlerin elektriksel o6zelliklerinin degismesi, vazodilatasyon, glikolizin
onlenmesi, ATPnin anaerobik kosullarda olusumunun azalmasi, inotropik ilaglara karsi
miyokardin kasilabilirliginin azalmasi, etanol metabolizmasi, poliamin ve indirgenmis
glutatyon olusumunun azalmasi, PKC'ye bagimli sinyalleyici yolun inhibisyonu,

sinaptik modiilasyon, kalp hizinin diizenlenmesi, inflamasyona neden olan olaylarin
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diizenlenmesi, transkripsiyonel etkinligin azalmasi, hemoglobin tarafindan oksijen
saliverilmesinin alosterik modiilasyonu, siklik GMP'ye bagli bicimde olan trombosit
kiimelenmesinin inhibisyonu ve pihtilasmanin 6nlenmesi gibi etkileri ortaya cikar.
NO'nun peroksinitritin aracilik ettigi olaylar ile ortaya ¢ikan dogrudan olmayan etkileri
deoksiriboniikleik asit (DNA), tiyoller, lipitler ve mitokondriyel enzimlerin oksidasyonu
ve ¢esitli proteinlerin (mangan SOD, prostasiklin (PGI,) sentaz, tirozin hidroksilaz,
hiicre iskeleti proteinleri ve kinaz substratlar1 gibi) tirozin kalintilarinin nitrasyonu ile
iligkilidir. Peroksinitrit araciligi ile olusan bu etkiler ise poliADP-riboz polimeraz
(PARP)'nin etkinlesmesi, mutajenez, antioksidan savunma sistemlerinin etkinliginin
azalmasi, transkripsiyon faktorlerinin ve DNA onariminin baskilanmasi, hiicre
membrant hasari, sitokrom c saliverilmesi, demiyelinizasyon, diisiik yogunluklu
proteinlerin oksidasyonu, hiicre solunumunun baskilanmasi, PGI'nin trombosit
kiimelenmesini Onleyici ve vazodilatdr etkisinin engellenmesi, dopamin yetersizligi,

hiicre yapisinin degismesi ve sinyalleyici yollarin baskilanmasina neden olur (55).

2.3.2 Ekspresyon ve Etkinliklerinin Diizenlenmesi

nNOS ekspresyonunu transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi asamalarda
diizenleyen fizyolojik ve patofizyolojik uyarilar arasinda 1513a maruziyet, gebelik,
hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilen faktor 1 (HIF1), heat shock, shear stress,
iskemi/reperfiizyona bagli hasar, hiicresel stres, iskemi, norotransmiterler (glutamat),
steroit hormonlar (Gstrojen, testosteron ve glukokortikoitler), bakteriyel iiriinler
(lipopolisakkarit [LPS]), interferonlar (IFN-y), interlokinler (IL-12), anjiyotensin II,
glukoz, biiytime faktorleri (fibroblast biiyiime faktorii [FGF], insiiline benzeyen biiylime
faktorii 1 [IGF1] ve vaskiiler endoteliyal biiylime faktérii [VEGF]), melatonin, siklik
GMP analoglar1 ve cesitli ilaglar (steroit yapida olmayan inflamasyona kars1 kullanilan
ilaglar, statinler, siklosporin A ve AT, reseptor antagonistleri) bulunmaktadir. eNOS
etkinligi ise fosforilasyon, dimerizasyon ve protein-protein etkilesmesi (kalmodulin,
postsynaptic density-95/discs large/zona occludens-1 [PDZ] bolgesine baglanan
postsynaptic density 95 [PSD95], COOH-terminal PDZ ligand of nNOS [CAPON],
dynein light chain [PIN] ve fosfofruktokinaz [PFK], heat shock protein 90 [hsp90],
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kaveolin ve plazma membrani kalsiyum/kalmoduline bagimli Ca®"-ATPaz 4 [PMCA4])
gibi olaylar ile diizenlenmektedir (75-80).

eNOS ekspresyonunu transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi asamalarda
diizenleyen fizyolojik ve patofizyolojik uyarilar arasinda laminar shear stress, dongiisel
sus (cyclic strain), hiicre biiylimesi, hidrojen peroksit, TGF-1, lizofosfatidilkolin,
okside diisiikk yogunluklu lipoprotein, okside linoleik asit, TNF-a, bakteriyel iirtinler
(LPS), hipoksi, statinler, dstrojen, PKC, trombin, Rho GTPaz, VEGF, histon deasetilaz
inhibisyonu ve hiperkolesterolemi bulunmaktadir (75). eNOS etkinligi ise asilasyon,
kalsiyum kalmodulin baglanmasi, fosforilasyon, S-nitrosilasyon gibi olaylar, kaveolin
ve endoglin gibi kaveolar proteinler, G proteinleri ile kenetli reseptorler, hsp90,
fosfoinozitit-3-kinaz (PI3K), protein kinase B (PKB), eNOS ile etkilesen protein
(NOSIP) ve endothelial nitric oxide synthase traffic inducer (NOSTRIN) gibi proteinler
tarafindan diizenlenmektedir (76, 77, 79-82).

iNOS ekspresyonunu transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi asamalarda
diizenleyen fizyolojik ve patofizyolojik uyarilar arasinda bakteriyel iirtinler (LPS),
trankripsiyon faktorleri (NF-xB, oktamer faktor, PPAR, interferon diizenleyici faktor 1
[IRF1], signal transducer and activator of transcription-lo. [STAT-1a], signal
transducer and activator of transcription-3 [STAT-3], siklik AMP yanit elementini
baglayict protein [CREB], CCAAT enhancer binding protein [C/EBP], HIF-1, AP-1,
Forkhead box 3 [Foxp3] ve timor baskilayict p53 geni), gebelik, ultraviyole (UV)-
ABAs181, heat shock, oksidatif stres, NO vericileri, peroksinitrit, PKC'ler, ileri
glikosilasyon son iiriinleri (AGEs), hipoksi, TNF-a, interferonlar (IFN-y ve -fB),
interlokinler (IL-1B, -2, -4, -6, -8, -10, -12, -13 ve -17), insiilin, glukagon, anjiyotensin
II, endotelin, Ostrojen, projesteron, prostaglandinler (PGl,, PGD, ve PGE,)
glukokortikoitler, etanol, glukoz ve cesitli ilaglar (siklosporin A, statinler ve steroit
yapida olmayan inflamasyona kars1 kullanilan ilaglar) bulunmaktadir. iNOS etkinligi ise
fosforilasyon ve dogrudan (inhibitdr proteinlerden kalirin ve nitrik oksit sentaz ile
iliskili protein 110 (NAP110) ile uyaric1 proteinlerden Rac GTPaz'lar, kaveolin-1 ve
ezrin-radiksin-moezin baglayici fosfoprotein 50 ile) ya da dolayli (NF-xB ve STAT
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proteinleri ile) olarak protein-protein etkilesmesi gibi olaylar ile diizenlenmektedir (62,

76,77, 79, 80, 83).

2.3.3 Fizyolojik Olaylardaki Rolii

Degisik hiicre tiirleri tarafindan sentezlenen NO'nun otokrin ya da parakrin
hiicresel mediyator olarak islevi bulunmaktadir. NO'nun ¢esitli fizyolojik olaylardaki

roli Cizelge 2.2 ve Sekil 2.8'de 6zetlenmistir (55-74).

NO birgok etkisini siklik GMP olusumuna neden olan ve ¢dziinebilir hem grubu
tasiyan bir enzim olan guanilil siklaz enzimi araciligi ile olusturmaktadir. Siklik GMP
olusumundaki artma ise, hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin azalmasina neden olan olaylar
zincirinin tetiklenmesine neden olmaktadir. Siklik GMP'nin aracilik ettigi olaylar
arasinda vazodilatasyon, miyokart kasinin gevsemesi ve trombosit kiimelenmesinin
onlenmesi bulunur. NO'nun neden oldugu vazodilatasyonda, PKG ¢esitli mekanizmalar
araciligr ile hiicre ici kalsiyum derisiminin azalmasina neden olmaktadir. Bu
mekanizmalar arasinda fosfolipaz C (FLC)'in inhibisyonu (84, 85), hiicre i¢i kalsiyum
depolarindan inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3;) reseptdor aracilikli kalsiyum ¢ikisinin
onlenmesi (86, 87), iyon kanallarindan kalsiyumun hiicre i¢ine giriginin engellenmesi
(88, 89) veya cikisinin artirilmast (90, 91), sarkoplazmik retikuluma Ca®’-ATPaz
araciligr ile giriginin artirilmast (92, 93) ve RhoA'ya bagimli yolun inhibisyonu

tizerinden miyozin hafif zincirin fosfataz etkinliginin artirilmasi (94) bulunmaktadir.
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Sekil 2.8. NO'nun fizyolojik ve patofizyolojik olaylardaki rolii. DNA, deoksiriboniikleik asit; eNOS,
endoteliyal nitrik oksit sentaz; ET, endotoksin; GIS, gastrointestinal sistem; IL, interlokin; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; mRNA, haberci riboniikleik asit; nNOS, néronal nitrik oksit sentaz; NO,
nitrik oksit; SSS, santral sinir sistemi; TNF, tiimér nekroze edici faktor; yNOS, yapisal nitrik oksit sentaz.
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NO'nun siklik GMP aracilig1 ile olmayan etkileri de bulunmaktadir. Bunlara
ornek olarak, NO'nun fizyolojik derisimlerde mitokondriyal sitokrom oksidazi inhibe
ettiginin (95, 96), yiiksek derisimlerde ise damar diiz kasinda kalsiyuma bagiml
potasyum kanallarmi etkinlestirerek diiz kas gevsemesine neden oldugunun (97),
Na'/K'-ATPaz etkinligini artirarak (98), sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum
saliverilmesini  engelleyerek (99), 20-hidroksieikozatetraenoik asit (20-HETE)
olusumunu Snleyerek (100-102) ve sarkoplazmik retikulumda Ca**-ATPaz'n etkinligini
artirarak diiz kas gevsemesine neden oldugunun (103, 104), NF-kB'nin etkinlesmesini
onlediginin (105, 106), solunum yollar1 diiz kasinda miyozin gibi kasilmada yer alan
proteinlerin tiyol gruplarmi oksitleyerek gevsemeye neden oldugunun (107), DNA
hasarina yol acarak PARP™min etkinlesmesine ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH) modifikasyonuna neden olarak hiicre oliimiine yol agtigimin bildirildigi
caligmalar (108-112) verilebilir.

2.3.4 Patolojik Olaylardaki Rolii

Iskemi ve reperfiizyona bagli hasar, inme, sepsis, norotoksisite, makrofaj
kaynakli hiicre hasari, vaskiiler hastaliklar, diyabet, otoimmiin hastaliklar, inflamatuvar
hastaliklar, agri, kanser, respiratuvar hastaliklar ve pulmoner hipertansiyon gibi ¢esitli
patolojik olaylarda NO 6nemli bir rol oynamaktadir. NO'nun ¢esitli patofizyolojik
olaylardaki rolii Cizelge 2.2 ve Sekil 2.8'de 6zetlenmistir (55-74).
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2.4 Oksidatif Stres

Oksidatif stres "olas1 bir hasara neden olabilen prooksidan/antioksidan dengede
bozulma" veya "hiicre i¢cinde ROT olusumunda artma ve/veya antioksidan savunma
mekanizmalarimin iglevinin bozulmasi" sonucunda ortaya ¢ikan bir durumdur. Oksidatif
stres uyum saglama, hasar, onarim ve/veya Oliim sirasinda ortaya c¢ikabilmektedir.
Astim, sliregen obstriiktif pulmoner hastalik, Parkinson hastalgi, Alzheimer hastaligi,
serebral vaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, konjestif kalp yetersizligi, diyabet,
dejeneratif retina hastaligi, hipertansiyon, miyokart infarktiisli, pndmoni, hepatit, kanser
ve romatoit artrit ve glomeriilonefrit gibi inflamatuvar hastaliklar ile septik,
kardiyojenik ve sirkiilatuvar sok gibi ¢esitli sok tiirleri oksidatif stres ile iliskili
bozukluklar arasinda sayilmaktadir (1, 2, 4-14, 113-120).

Oksidatif streste rol oynayan antioksidan savunma sistemleri arasinda metal
iyonlarin1 baglayarak hidroksil radikali olusumunu azaltan antioksidan proteinler
(transferin, seriiloplazmin ve albumin gibi), intraseliiler antioksidan enzimler (SOD,
katalaz, glutatyon peroksidaz ve MPO gibi) ve ekstraseliiler antioksidan maddeler (o.-
tokoferol, B-karoten, C vitamini ve E vitamini gibi) bulunmaktadir. Molekiiler oksijen
(Oz) ve NO gibi dayanikli olan molekiiller ile siiperoksit radikali (O,*-), hidroksil
radikali (OH®-), hidrojen peroksit (H,O;), hipokloréz asit (HOCI), peroksinitrit
(ONOO-), "singlet" oksijen ('0,), NO radikali (NO®) ve nitrojen dioksit radikali (NO,®)
gibi reaktif ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) oksidatif strese katkida
bulunmaktadir. Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi
ROT'nin olusumu NADPH oksidaz, ksantin oksidaz veya CYP 4A etkinliginde artma,
mitokondriyal solunum, arakidonik asit metabolizmasi veya substrat ya da kofaktor
eksikliginden dolay1 NOS etkinliginde bir bozukluk sonucunda ortaya ¢ikabilir. Normal
kosullarda siiperoksit olusumu endojen SOD enzimlerinin kontrolii altindadir:
Stiperoksit SOD tarafindan hidrojen perokside doniistiiriiliir, hidrojen peroksit de
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile su ve molekiiler oksijene doniistiiriilerek
etkisizlestirilir. Ote yandan, serbest ferrdz demir tarafindan katalize edilen ve
kendiliginden olan bir reaksiyonda ise, hidrojen peroksit oldukc¢a reaktif olan ve lipitler,

proteinler ve niikleik asitler ile etkileserek onlar1 hasarlayan hidroksil radikaline

27



dontistiiriilir. Hidroksil radikali baslica hedefi olan ¢oklu doymamis yag asitleri ile
etkilestiginde ise oksidatif membran yikilmasi ile sonuglanan lipit peroksidasyonu
baslatilir. Bir serbest radikal olarak NO da 6teki serbest radikaller ile reaksiyona girerek
prooksidan veya antioksidan etkilerini olusturur. NO'mun lipit peroksidasyonu
tizerindeki etkisi ile ilgili bulgularin ¢eliskili olmasinin ¢esitli nedenleri bulunmaktadir:
Asir veya esit derisimde siiperoksit ile NO ayn1 anda ve yerde bulunduklarinda gii¢lii
bir oksidan molekiil olan peroksinitrit olusumuna neden olarak lipit peroksidasyonuna
neden olurken, asir1 miktarda olusan NO ise siiperoksit ve lipit peroksit radikallerini
notralize ederek, SOD'u etkinlestirerek ve NADPH oksidaz veya sitokrom P450 gibi
siiperoksit kaynaklarini inhibe ederek oksidatif strese karsi koruma da saglamaktadir.
Ote yandan, damar endotel hiicrelerinde olusumu artan siiperoksit radikali ile NO'nun
reaksiyona girmesi ile olusan peroksinitritin prostaglandin H sentaz etkinligini artirmasi
sonucunda sentezi artan TxA;'nmin damar diiz kasinda vazokonstriksiyona neden oldugu
gosterilmistir. Siiperoksit radikali ayn1 zamanda vazodilator bir prostanoit olan PGI,
olusumunun azalmasina neden olan lipit peroksidasyonunu da baslatabilmektedir.
Oksidatif stres, hiicre solunumu ve c¢evresel etkenler ile olusumu artan siieroksit
radikalinin aracilik ettigi, protein oksidasyonu, DNA hasar1 ve lipit peroksidasyonu ile

sonuglanan olaylar dizisi Sekil 2.9.'da 6zetlenmistir (1, 2, 4-14, 113-120).
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Hiicre Solunumu | H,O, + H,0
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Sekil 2.9. Oksidatif stres, hiicre solunumu ve g¢evresel etkenler ile olusumu artan siieroksit radikalinin
aracilik ettigi, protein oksidasyonu, DNA hasar1 ve lipit peroksidasyonu ile sonuglanan olaylar dizisi.
DNA, deoksiriboniikleik asit; GP,, glutatyon peroksidaz; GRed, glutatyon rediiktaz; GSH, indirgenmis
glutatyon; GSSG, oksitlenmiy glutatyon; H,0, su; H,0,, hidrojen peroksit; HOONO, peroksinitréz asit;
MDA, alondialdehit; MPO, miyeloperoksidaz, NO, nitrik oksit; NOy, nitrit; NOj, nitrat; NOS, nitrik
oksit sentaz;, O, molekiiler oksijen; O,°, siiperoksit radikali; 102, singlet oksijen; SOD, siiperoksit
dizmutaz.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 GEREC

3.1.1 Deney Hayvam

Deneylerde 250-300 g agirliginda erkek ve on iki saat aydinlik on iki saat
karanlik periyodunda senkronize edilen otuz iki adet Wistar sican kullanilmistir.
Sicanlar Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Merkezi'nden
saglanmistir. Bu tezde siganlar iizerinde yapilan tiim islemler i¢in Mersin Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan onay almmistir (10/04/2009 tarihli ve
2009/10 say1l1 karar).

3.1.2 Sarf Malzemesi

B-Gliserofosfat (G9891, Sigma, Amerika)

Aprotinin (A2132, AppliChem, Almanya)

Benzamidin (B6506, Sigma, Amerika)

Bradford reajan1 (B6916, Sigma, Amerika)

Ditiyotreytol (A2948, AppliChem, Almanya)

Diiz tabanli, 96 kuyucuklu kiiltiir plaklar1 (655160, Greiner, Almanya)
Enjektor (1, 2, 5 ve 10 ml)

Eppendorf tiip (1.5 ml) (616201, Greiner, Almanya)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (A2937, AppliChem, Almanya)
Gluteraldehit

HEPES (A3724, AppliChem, Almanya)

Kaucuk turnike
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Ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer, Tiirkiye)

Ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye)

Kursun sitrat

Kiiltiir plag: i¢in yapiskanli kapak (676001, Greiner, Almanya)
Lopeptin (L9783, Sigma, Amerika)

N-1-Naftiletilendiamin dihidrokloriir (NED) (N9125, Sigma, Amerika)
Orto-fosforik asit (H;PO4) (100564, Merck, Almanya)

Pipet ucu (685290, Greiner, Almanya)

Pipet ucu (686290, Greiner, Almanya)

Potasyum kloriir (KCl) (1.04936, Merck, Almanya)

Recombinant Rho-kinase-1I positive control (CY-E1160-1, CycLex, Japonya)
Rho-kinase assay kit (CY-1160, CycLex, Japonya)

Serum fizyolojik (Eczacibagi-Baxter, Tiirkiye)

Sigir serum albumini (SSA) (A7906, Sigma, Amerika)

Sodyum floriir (A3904, AppliChem, Almanya)

Sodyum nitrit (S2252, Sigma, Amerika)

Sodyum ortovanadat (A2196, AppliChem, Almanya)

Sodyum pirofosfat (A2197, AppliChem, Almanya)

Spektrofotometre kuvars kuveti (Silika-quartz) (S-10, Sigma, Amerika)
Siilfanilamit (SA) (1.11799, Merck, Almanya)

Toluidin mavisi

Tris (A2264, AppliChem, Almanya)

Uranil asetat

Y-27632 (1254, Tocris, Amerika)

31



3.1.3 Techizat

Cerrahi forseps (World Precision Inst., Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)

Cerrahi makas (World Precision Inst., Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)

Cerrahi pens (World Precision Inst., Commat Iletisim Ltd., Tiirkiye)

Derin donduruculu buzdolabi (Model 1060 T, Argelik, Tiirkiye)

Derin donduruculu buzdolab1 (Model 4240 T FH, Arcelik, Tiirkiye)

Hassas terazi (AY220, Shimadzu Sci. Inst. Inc., Amerika)

Hassas terazi (Model APX 200, Denver, Almanya)

Homojenizator (Ultra-Turrax, T25 Basic, Ika)

Isik mikroskobu

Otomatik pipet (0-200 pl) (Rainin Pipet-Lite, Rainin, Amerika)

Otomatik pipet (100-1000 pl) (Labart, Almanya)

Otomatik pipet (2-20 ul) (Eagle, Amerika)

Otomatik pipet (5-50 ul) (Boeco, Almanya)

pH metre (Orion 3 Star, Thermo, Amerika)

Plak okuma cihaz1 (405, 450, 490, 550 ve 630 nm olmak iizere bes adet filtreli)
(ELX800, Biotek, Tiirkiye)

Santrifiij (18.000 RPM [36.220 x g], 23907 RCF, sicaklik: -20 - +40 °C) (Model
Mikro 22R, Hettich, Almanya)

Su banyosu (sicaklik: 0-100° C, hacmi: 5 L) (Model Precisterm, JP Selecta,
Ispanya)

Transmisyon elektron mikroskobu (Jeol JEM 1011, Jeol Ltd., Japonya)

Ultramikrotom (Leica UCT-125, Leica Microsystems GmbH, Avusturya)

Ustten kefeli terazi (Model SPB 52, Scaltec, Almanya)

Vorteks (RX3, VELP Scientifica, Italya)
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3.2.4 Kimyasal Maddelerin Hazirlanmalari

Y-27632 derisimi 25 pg/ml (agirlik/hacim, a/h) olacak bi¢cimde enjeksiyondan
hemen oOnce serum fizyolojik icinde ¢oOziilerek hazirlanmigtir. Dokularin
homojenizasyonunda kullanilan HEPES tamponunun bilesimi 20 mM HEPES (pH 7.5),
20 mM pB-gliserofosfat, 20 mM sodyum pirofosfat, 10 mM benzamidin, 1 mM
ditiyotreytol, 0.2 mM sodyum ortovanadat, 20 mM sodyum floriir, 2 mM EDTA, 20
mM lopeptin ve 10 mM aprotinin bigimindedir (Tunctan ve ark., 06). SSA % 0.1 (a/h)
derisimde olacak bi¢imde distile su ile c¢oziilerek kullanilmadan hemen Once
hazirlanmistir. SA ve NED %2.5'luk H3POy, i¢inde ¢oziilerek, %2.5 H3;PO, distile su ile
seyreltilerek ve sodyum nitrit distile su ile ¢dziilerek kullanilmadan hemen oOnce
hazirlanmigtir. MPO etkinligi ve MDA diizeyleri ile ilgili 6l¢iimler Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Elemanlari, SOD
ve katalaz etkinligi ile GSH diizeyleri ile ilgili 6l¢ciimler Mersin Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Elemanlar: tarafindan yapilmstir.
Histopatolojik incelemeler ise Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Elemanlari tarafindan yapilmustir.
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3.2 YONTEM

3.2.1 I/R Calismalan

Siganlarda arka bacak I/R modeli daha énce tanimlanan yontemlere dayanarak
olusturulmustur (41). Kontrol grubundaki si¢anlara herhangi bir islem uygulanmamastir.
Y-27632 grubundaki sicanlara 100 pg/kg (IP) dozunda Y-27632 verilmesinin diginda
baska bir islem uygulanmamistir. I/R+Y-27632 grubundaki sicanlara ise
reperfiizyondan bir saat Once Y-27632 uygulanmistir. I/R veya I/R+Y-27632
grubundaki sicanlarin her iki arka bacagina trochanter major diizeyinde dort saat siire
ile turnike uygulanarak iskemi olusturulmasinin ardindan, turnikeler acilmis ve
reperflizyonun saglanmasi i¢in dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda ketamin
hidrokloriir (90 mg/kg, IM) ve ksilazin (10 mg/kg, IM) uygulanan siganlardan kardiyak
kan, sag bobrek ve sag gastroknemius kasi alinmistir. Alinan kanlardan hazirlanan
serum Ornekleri nitrit ve MDA diizeyleri ile MPO etkinliginin 6l¢iilmesine kadar -20
°C'de dondurularak saklanmigtir. Bobrek ve gastroknemius kasinin birer pargast
histopatolojik incelemelerde kullanilmak iizere hazirlanmistir; kalan pargalari ise nitrit,
MDA ve GSH diizeyleri ile Rho-kinaz, MPO, SOD ve katalaz 6l¢iimii amaci ile doku

homojenati siipernatantlar1 hazirlanincaya kadar -20 °C'de dondurularak saklanmastir.

3.2.2 Serum ve Doku Homojenati Siipernatantlarinin Hazirlanmasi

Deneyler sonunda anestezi altindaki siganlarin kalbinden alinan kanlar oda
sicakliginda otuz dakika bekletildikten sonra cam bir baget ile defibrinize edilip, 36.000
x g'de on bes dakika 4 °C'de santriflij edilmistir (121). Ayrilan serum Ornekleri
kullanilincaya kadar -20° C'de dondurularak saklanmistir. Dondurulmus dokular
coziindiikten sonra {izerine HEPES tamponu eklenerek homojenize edilmistir.
Homojenatlar 36.000 x g'de on dakika 4 °C'de santrifiij edildikten sonra, slipernatantlar
toplanmus, iizerlerine 50 ul tris (50 mM, pH 8.0)+KCl (0.5 M) ¢ozeltisi eklenmis,

ardarda iki kez on bes saniye su banyosu sonikatériinde bekletilmis ve 36.000 x g'de on
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bes dakika 4 °C'de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar toplam protein, nitrit, MDA ve
GSH diizeyleri ile Rho-kinaz, MPO, SOD ve katalaz etkinligi ile ilgili dlglimler

yapilincaya kadar dondurularak saklanmustir.

3.2.3 Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda Toplam

Protein Diizeyinin Olciilmesi

Doku homojenatlarindan hazirlanan silipernatantlarda toplam protein miktari
Coomassie mavisi yontemi ile Olciilmiistiir (121, 122). Standart olarak kullanilan
SSA'nin %1'lik stok c¢ozeltisinden, 0-50 ul SSA igeren dizi diliisyonlart (0-50 pg/ml)
hazirlanmis ve toplam hacimleri distile su ile 800 pl'ye ayarlanmistir. Ayn1 bigimde, 5
ul silipernatant tlizerine 795 pl distile su eklenerek 800 pl hacimde c¢ozeltiler
hazirlanmigtir. Bu ¢6zeltiler iizerine 200 pl Bradford reajani eklenmis, bu ¢ozeltilerden
alman 100 pl 6rnek (ayni1 ornekten iki kez olmak iizere) kiiltiir plagina aktarilmis ve
orneklerin verdikleri absorbanslar, kiiltiir plagi okuyucuda, 630 nm'de okunmustur. SSA
derisimlerine karsi elde edilen absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal regresyon
yontemi ile, SSA'nin kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir. Bu denklemlerden
yararlanilarak, orneklerde okunan absorbans degerlerinden toplam protein miktarlar

bulunmustur.

3.2.4 Serum ve/veya Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatant-
larda Nitrit, MDA ve GSH Diizeyleri ile Rho-Kinaz, MPO, SOD ve

Katalaz Etkinliklerinin Ol¢iilmesi

NO olusumunun bir gostergesi olarak NO'nun dayanikli metabolitlerinden biri
olan serum ve doku nitrit derisimleri, nitrit iyonlarina duyarli olan Griess reaksiyonu
temeline dayanan diazotizasyon yontemi ile dolayli olarak olg¢iilmiistir (121, 123).
Serum ve doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlar 6l¢iimden hemen 6nce 1:5
oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir. Standart olarak kullanilacak sodyum

nitritin 2 mM derisimde distile suda hazirlanan stok ¢dzeltisinden, distile su ile 1 ml
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hacimde seri diliisyonlar1 (0.25-100 uM) hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden veya serum ya
da doku homojenat1 siipernatantlarindan alian 50 pl drnek, 50 pl SA (25 pl) ve NED
(25 ul) ¢ozeltileri ile diiz tabanli 96 kuyucuklu kiiltiir plaginda karistirilmistir. Oda
sicakliginda 10 dakika bekleyen oOrneklerin verdikleri absorbanslar, kiiltiir plag:
okuyucuda 550 nm'de okunmustur. Sodyum nitrit miktarlarina karsi elde edilen
absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal regresyon yontemi ile, sodyum nitritin
kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir. Bu denklemlerden yararlanilarak,

orneklerde okunan absorbans degerlerinden nitrit diizeyleri hesaplanmistir.

Lipit peroksidasyonu ve hiicre hasarinin bir gostergesi olarak doku MDA
diizeyleri, lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA'min tiyobarbiitirik asit ile reaksiyonu
sonucu olusan pembe rengin 553 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢tilmesi

prensibine dayanan yontem ile belirlenmistir (124).

Oksidatif hasarin gostergelerinden olan antioksidan enzimlerden GSH diizeyleri,
GSH bi¢iminde bulunan tiim protein olmayan siilfidril gruplarinin, bir distilfit bilesigi
olan 5,5'-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit]'i indirgemesi sonucunda olusan sar1 rengin 412
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi prensibine dayanan yontem ile

belirlenmistir (125).

Doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda Rho-kinaz etkinligi Rho-
kinase assay kit kullanilarak prospektiisinde yazildigr bi¢imde enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile 6l¢iilmiistiir.

Notrofil infiltrasyonu ve inflamasyonun bir gostergesi olarak doku MPO
etkinligi, hidrojen peroksidin homojenat tarafindan oksitlenerek o-dianozidini
indirgemesi ve indirgenmis o-dianozidinin 410 nm'de Sl¢iilmesi prensibine dayanan

yontem ile belirlenmistir (126).
Oksidatif yol ile enerji iiretimi sirasinda olusan endojen veya egzojen kaynakl

toksik stiperoksit radikallerinin suya ile molekiiler oksijene dizmutasyonunu hizlandiran

oksidatif hasarin gostergelerinden olan antioksidan enzimlerden SOD etkinligi, ksantin
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varliginda ksantin oksidazin agiga ¢ikardig: siiperoksit radikallerinin 2-[4-iyodofenil]-
3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorit ile 505 nm'de absorblanan kirmizi renkli
formazon boyasi olusturmasinin, ortamda bulunan SOD enzimi ile inhibisyonu

prensibine dayanan yontem ile 6l¢iilmiistiir (127).

Hidrojen peroksidi su ile molekiiler oksijene yikimini katalizleyen ve oksidatif
hasarin gostergelerinden olan antioksidan enzimlerden katalaz etkinligi, hidrojen
peroksidin 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak 230 nm'de enzimin yikim hizi

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi prensibine dayanan yontem ile belirlenmistir (125).

3.2.5 Histopatolojik Inceleme

Deeneyler sonunda anestezi altindaki sicanlardan izole edilen bdbrek ve
gastroknemius kasi dokular1 %?2.5'lik gluteraldehit ¢ozeltisinde dort-alti saat kadar
tespit edildikten sonra, rutin elektron mikroskopi takibine alinmis ve rezin bloklara
gdmiilmiistiir. Elde edilen bloklardan ultramikrotom ile 6nce 1 um'lik yar1 ince kesitler
alinarak toluidin mavisi ile boyanmasmin ardindan 1s1tk mikroskobu ile incelenerek
ultra ince kesitler almak i¢in dogru yerler belirlenmistir. Daha sonra alinan 70 nm'lik
ince kesitler kursun sitrat ve uranil asetat ile kontrastlandiktan sonra transmisyon

elektron mikroskobu ile resimlenerek incelenmistir.

3.2.6 Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak gdsterilmistir. Kullanilan
sigan sayis1 n ile ifade edilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Student's t testi veya
Mann-Whitney U testleri kullanilmistir. GraphPad Prism version 3.00 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, California, Amerika) paket programi kullanilarak
istatistiksel analizler yapilmis ve grafikler ¢izilmistir. Istatistiksel olarak 0.05'ten kiigiik

P degerleri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Rho-Kinaz Etkinligi

4.1.1 Bobrek Rho-Kinaz Etkinligi

4.1.1.1 I/R'nin Bobrek Rho-Kinaz Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
bobrekte Olciilen Rho-kinaz etkinliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu
goriilmistiir (P= 0.0014) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Siganlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan secici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kasi Rho-kinaz etkinligi tizerindeki etkisi.

Rho-Kinaz Etkinligi

(A49s nm)

Bobrek

Kontrol 0.82+0.02 (n=7)

iR 0.92+0.02 (n=7)"

Y-27632 0.70+0.10 (n=7)

I/R+Y27632 0.85+0.01 (n=7)°
Gastroknemius kasi

Kontrol 0.85+0.07 (n=17)

iI/R 0.20+0.04 (n=7)"

Y-27632 0.71+0.05 (n=7)

I/R+Y27632 0.22+0.04 (n=7)*

I/R, iskemi/reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit
dihidroklorit. Kontrol grubundaki siganlara herhangi bir islem uygulanmamustir. Y-27632 grubundaki
sicanlara 100 ug/kg (IP) madde verilmesinin diginda baska bir islem uygulanmamustir. I/R veya I/R+Y-
27632 grubundaki sicanlarm her iki bacagma dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi
olusturulmasinin ardindan, turnikeler agilmis ve reperflizyonun saglanmasi igin dort saat beklenilmistir.
Bu siire sonunda anestezi altindaki siganlardan doku ornekleri alinarak Rho-kinaz etkinligi 6l¢iilmiistiir.
Doku Rho-kinaz etkinligi, her bir Ornekteki miyozin fosfatazin miyozin baglayici alt biriminin
etkinliginin 405 nm'de Olgiilen absorbans degeri iizerinden degerlendirilmistir.  Sonuglar
ortalama+tortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n kullanilan sican sayisini ifade etmektedir.
* Kontrol, ° I/R veya © Y-27632 grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t testi
veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.1. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasmin ardindan segici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kasi Rho-kinaz etkinligi iizerindeki etkisi. I/R, iskemi-
reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit.
Kontrol grubundaki si¢canlara herhangi bir islem uygulanmamistir. Y-27632 grubundaki sicanlara 100
ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632
grubundaki sicanlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi olusturulmasinin
ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi i¢in dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda
anestezi altindaki sicanlardan doku drnekleri alinarak Rho-kinaz etkinligi dl¢iilmiistiir. Doku Rho-kinaz
etkinligi, her bir érnekteki miyozin fosfatazin miyozin baglayict alt biriminin etkinliginin 405 nm'de
olciilen absorbans degeri iizerinden degerlendirilmistir. Sonuglar ortalamazortalamalarin standart
hatast olarak géosterilmistir. n= 7. “ Kontrol, * I/R veya © Y-27632 grubu degerlerinden istatistiksel olarak
anlamli farkli (Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

4.1.1.2 /R Sonucunda Artan Bobrek Rho-Kinaz Etkinligi Uzerinde
Y-27632'nin Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sigcanlarin bobreginde 6lgiilen
Rho-kinaz etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
siganlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan bobrekte
Olciilen Rho-kinaz etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05),
I/R grubuna gore daha azdir (P= 0.0041) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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4.1.2 Gastroknemius Kas1 Rho-Kinaz Etkinligi

4.1.2.1 I/R'nin Gastroknemius Kasi1 Rho-Kinaz Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda 6lgiilen Rho-kinaz etkinliginin kontrol grubuna gore daha az

oldugu goriilmiistiir (P < 0.0001) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

4.1.2.2 I/R Sonucunda Azalan Gastroknemius Kasi Rho-Kinaz Etkinligi
Uzerinde Y-27632'nin Etkisi

Se¢ici Rho-kinaz inhibitérii Y-27632 uygulanan siganlarin gastroknemius
kasinda 6l¢iilen Rho-kinaz etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-
27632 uygulanan sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin
ardindan gastroknemius kasinda dlgiilen Rho-kinaz etkinligi kontrol ve Y-27632
gruplarina gére daha azken (P degerleri sirast ile 0.0001 ve 0.0001), /R grubundan
farkli degildir (P > 0.05) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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4.2 Nitrit Diizeyleri

4.2.1 Serum Nitrit Diizeyleri

4.2.1.1 I/R"nin Serum Nitrit Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
serumda Olgiilen nitrit diizeylerinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu goriilmiistiir

(P=0.0011) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan segici Rho-kinaz
inhibitori Y-27632'nin serum, bobrek ve gastroknemius kast nitrit diizeyleri tizerindeki etkisi.

Nitrit (uM)

Serum

Kontrol 3.47+0.06 (n= 8)

I/R 5.35+0.42 (n= 8)"

Y-27632 3.27+0.10 (n=8)

I/R+Y27632 3.56+0.18 (n=8)°
Bobrek

Kontrol 2.7540.08 (n= 8)

I/R 3.50+0.07 (n=8)"

Y-27632 2.56+0.10 (n= 8)

i/R+Y27632 2.61+0.11 (n=8)°
Gastroknemius kasi

Kontrol 0.43+0.04 (n= 8)

iR 0.63+0.03 (n= 8)"

Y-27632 0.37+0.04 (n= 8)

i/R+Y27632 0.37+0.03 (n= 8)°

I/R, iskemi/reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit
dihidroklorit. Kontrol grubundaki siganlara herhangi bir islem uygulanmamistir. Y-27632 grubundaki
sicanlara 100 pg/kg (IP) madde verilmesinin disinda bagka bir islem uygulanmanustir. I/R veya I/R+
Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi
olusturulmasinin ardindan, turnikeler acilmis ve reperfiizyonun saglanmasi icin dort saat beklenilmistir.
Bu siire sonunda anestezi altindaki sicanlardan kan ve doku Ornekleri alinarak nitrit diizeyleri
Olgiilmiistiir. Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n kullanilan sigan
sayisini ifade etmektedir. * Kontrol veya ° I/R grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamh farkl
(Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.2. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasmin ardindan se¢ici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin serum, bobrek ve gastroknemius kasi nitrit diizeyleri iizerindeki etkisi. I/R, iskemi-
reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit.
Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem uygulanmanugtir. Y-27632 grubundaki sigcanlara
100 ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632
grubundaki sicanlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi olusturulmasinin
ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi i¢in dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda
anestezi altindaki si¢canlardan kan ve doku érnekleri alinarak nitrit diizeyleri él¢iilmiistiir. Serum nitrit
diizeyleri  uM, doku nitrit  diizeyleri mmol/mg  protein  olarak  verilmistir.  Sonuglar
ortalamazortalamalarin standart hatast olarak gésterilmistir. n= 8. * Kontrol veya ” I/R  grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkly (Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

4.2.1.2 I/R Sonucunda Artan Serum Nitrit Diizeyleri Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin serumunda olgiilen
nitrit diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasiin ardindan serumda
olgiilen nitrit diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05), I/R
grubuna gore daha azdir (P= 0.0047) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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4.2.2 Bobrek Nitrit Diizeyleri

4.2.2.1 I/R'nin Bobrek Nitrit Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
bobrekte 6lciilen nitrit diizeylerinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu goriilmiistiir

(P < 0.0001) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

4.2.2.2 I/R Sonucunda Artan Bébrek Nitrit Diizeyleri Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin bébreginde oOlgiilen
nitrit diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan bobrekte
dlciilen nitrit diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05), I/R
grubuna gore daha azdir (P < 0.0001) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

4.2.3 Gastroknemius Kasi Nitrit Diizeyleri

4.2.3.1 I/R'nin Gastroknemius Kasi Nitrit Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan

gastroknemius kasinda oOlgiilen nitrit diizeylerinin kontrol grubuna goére daha fazla

oldugu goriilmiistiir (P= 0.0011) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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4.2.3.2 I/R Sonucunda Artan Gastroknemius Kasi Nitrit Diizeyleri Uzerinde
Y-27632'nin Etkisi

Se¢ici Rho-kinaz inhibitérii Y-27632 uygulanan siganlarin gastroknemius
kasinda 6l¢iilen nitrit diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632
uygulanan sigcanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda 6l¢iilen nitrit diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkl

degilken (P > 0.05), I/R grubuna gore daha azdir (P < 0.0001) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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4.3 MPO Etkinligi

4.3.1 Serum MPO Etkinligi

4.3.1.1 I/R'nin Serum MPO Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
serumda Olgiilen MPO etkinliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu goériilmiistiir

(P=0.0002) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. Siganlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan secici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin serum, bobrek ve gastroknemius kast MPO etkinligi iizerindeki etkisi.

MPO Etkinligi
(U/ml)

Serum

Kontrol 0.37+0.03 (n= 8)

iI/R 0.89+0.08 (n= 8)"

Y-27632 0.3240.03 (n=8)

I/R+Y27632 0.37+0.05 (n=8)"
Bobrek

Kontrol 11.31£0.58 (n= 8)

iI/R 24.31+0.87 (n= 8)"

Y-27632 12.51+0.25 (n= 8)

I/R+Y27632 11.56+0.54 (n=8)"
Gastroknemius kasi

Kontrol 11.63£0.36 (n= 8)

iI/R 23.51+0.68 (n= 8)"

Y-27632 11.59+0.88 (n= 8)

I/R+Y27632 10.73+0.24 (n=8)"

/R, iskemi-reperfiizyon; MPO, miyeloperoksidaz, Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-
piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki siganlara herhangi bir islem
uygulanmamistir. Y-27632 grubundaki sicanlara 100 pg/kg (IP) madde verilmesinin diginda bagka bir
islem uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632 grubundaki siganlarin her iki bacagina dort saat siire ile
turnike uygulanarak iskemi olusturulmasmin ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi
icin dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda anestezi altindaki siganlardan kan ve doku o6rnekleri
almarak MPO etkinligi 6l¢iilmiistiir. Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir.
n kullamilan sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol veya ° I/R grubu degerlerinden istatistiksel olarak
anlamli farkli (Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.3. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasmin ardindan segici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin serum, bobrek ve gastroknemius kast MPO etkinligi iizerindeki etkisi. I/R, iskemi-
reperfiizyon; MPO, miyeloperoksidaz, Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzan-
karboksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki si¢anlara herhangi bir islem uygulanmamigtir. Y-27632
grubundaki sicanlara 100 ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem uygulanmamistir. I/R
veya I/R+Y-27632 grubundaki siganlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi
olusturulmasimin  ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmast igin dort saat
beklenilmistir.Bu siire sonunda anestezi altindaki sicanlardan kan ve doku ornekleri alinarak MPO
etkinligi olgiilmiistiir. Serum MPO etkinligi U/ml, doku MPO etkinligi U/mg protein olarak verilmistir.
Sonuglar ortalama=ortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n= 8. “ Kontrol veya " I/R grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl (Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

4.3.1.2 I/R Sonucunda Artan Serum MPO Etkinligi Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitérii Y-27632 uygulanan siganlarin serumunda 6l¢iilen
MPO etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan serumunda
dlgiilen MPO etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05), /R
grubuna gore daha azdir (P < 0.0001) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).
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4.3.2 Bobrek MPO Etkinligi

4.3.2.1 I/R'nin Bobrek MPO Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
bobrekte dlclilen MPO etkinliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu goriilmustiir

(P < 0.0001) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

4.3.2.2 I/R Sonucunda Artan Bébrek MPO Etkinligi Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin bébreginde oOlgiilen
MPO etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan bobrekte
dlciilen MPO etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05), I/R
grubuna gore daha azdir (P < 0.0001) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

4.3.3 Gastroknemius Kas1 MPO Etkinligi

4.3.3.1 I/R"nin Gastroknemius Kas1t MPO Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan

gastroknemius kasinda Olclilen MPO etkinliginin kontrol grubuna gore daha fazla

oldugu goriilmiistiir (P < 0.0001) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).
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4.3.3.2 I/R Sonucunda Artan Gastroknemius Kas1t MPO Etkinligi Uzerinde
Y-27632'nin Etkisi

Se¢ici Rho-kinaz inhibitérii Y-27632 uygulanan siganlarin gastroknemius
kasinda olclilen MPO etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632
uygulanan sigcanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda olciilen MPO etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkl
degilken (P > 0.05), I/R grubuna gore daha azdir (P= 0.0002) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).
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4.4 MDA Diizeyleri

4.4.1 Serum MDA Diizeyleri

4.4.1.1 I/R'nin Serum MDA Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
serumda Olgiilen MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu

gorlilmiistiir (P= 0.0069) (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Cizelge 4.4. Siganlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan secici Rho-kinaz
inhibitdrii Y-27632'nin serum, bobrek ve gastroknemius kast MDA diizeyleri tizerindeki etkisi.

MDA Diizeyi
(nmol/ml)

Serum

Kontrol 23.624+4.72 (n= 8)

iR 55.67+8.97 (n= 8)"

Y-27632 21.37+4.10 (n=8)

i/R+Y27632 22.41+4.29 (n=8)"
Bobrek

Kontrol 0.59+0.08 (n= 8)

iR 2.44+0.26 (n= 8)"

Y-27632 0.47+0.08 (n=8)

i/R+Y27632 0.61+0.10 (n=8)°
Gastroknemius kasi

Kontrol 0.29+0.08 (n= 8)

iR 0.57+0.06 (n= 8)"

Y-27632 0.3120.08 (n=8)

i/R+Y27632 0.33+0.08 (n=8)"

I/R, iskemi-reperfiizyon; MDA, malondialdehit; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklo-
hekzankarboksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki si¢anlara herhangi bir islem uygulanmamustir.
Y-27632 grubundaki sicanlara 100 pg/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem
uygulanmamustir. I/R veya I/R+Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki bacagmna dort saat siire ile turnike
uygulanarak iskemi olusturulmasimin ardindan, turnikeler acilmis ve reperfiizyonun saglanmasi i¢in dort
saat beklenilmistir. Bu siire sonunda anestezi altindaki si¢canlardan kan ve doku drnekleri alinarak MDA
diizeyleri 6l¢iilmiigtiir. Sonuglar ortalama+tortalamalarin standart hatast olarak gdsterilmistir. n kullanilan
sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol veya ® I/R grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl
(Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.4. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan segici Rho-kinaz
inhibitdrii Y-27632'nin serum, bobrek ve gastroknemius kast MDA diizeyleri {izerindeki etkisi. /R,
iskemi-reperfiizyon;, MDA, malondialdehit; Y-27632, trans-4-[(I1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohek-
zankarboksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem uygulanmamistir.
Y-27632 grubundaki siganlara 100 pg/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem
uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike
uygulanarak iskemi olusturulmasinin ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi i¢in dort
saat beklenilmistir. Bu siire sonunda anestezi altindaki sicanlardan kan ve doku érnekleri alinarak MDA
diizeyleri olgiilmiistiir. Serum MDA diizeyleri uM, doku MDA diizeyleri pmol/mg protein olarak
verilmistir.  Sonuglar ortalamaxortalamalarin  standart hatast olarak  gosterilmistir. n= 8,
“ Kontrol veya " I/R grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t testi veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).

4.4.1.2 I/R Sonucunda Artan Serum MDA Diizeyleri Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitdrii Y-27632 uygulanan si¢canlarin serumunda 6lgiilen
MDA diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
siganlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan serumda
dlgiilen MDA diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05), I/R
grubuna gore daha azdir (P= 0.0047) (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).
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4.4.2 Bobrek MDA Diizeyleri

4.4.2.1 I/R'"nin Bobrek MDA Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
bobrekte oOlgiilen MDA diizeylerinin kontrol grubuna goére daha fazla oldugu
goriilmiistiir (P= 0.0002) (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

4.4.2.2 T/R Sonucunda Artan Bébrek MDA Diizeyleri Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin bébreginde oOlgiilen
MDA diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan bobrekte
dlciilen MDA diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkl degilken (P > 0.05), I/R
grubuna gore daha azdir (P= 0.0002) (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

4.4.3 Gastroknemius Kas1 MDA Diizeyleri

4.4.3.1 I/R'nin Gastroknemius Kas1 MDA Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan

gastroknemius kasinda ol¢iilen MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore daha fazla

oldugu goriilmiistiir (P= 0.0098) (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).
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4.4.3.2 I/R Sonucunda Artan Gastroknemius Kas1t MDA Diizeyleri Uzerinde
Y-27632'nin Etkisi

Se¢ici Rho-kinaz inhibitérii Y-27632 uygulanan siganlarin gastroknemius
kasinda 6lgiilen MDA diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632
uygulanan siganlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda 6l¢iilen MDA diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli
degilken (P > 0.05), I/R grubuna gore daha azdir (P= 0.0269) (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).
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4.5 SOD Etkinligi

4.5.1 Bobrek SOD Etkinligi

4.5.1.1 I/R'nin Bobrek SOD Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
bobrekte dlglilen SOD etkinliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu goriilmustiir
(P=0.0003) (Cizelge 4.5, Sekil 4.5).

Cizelge 4.5. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan segici Rho-kinaz
inhibitori Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kast SOD etkinligi iizerindeki etkisi.

SOD Etkinligi

(U/mg protein)

Bobrek

Kontrol 142.20+8.36 (n= 8)

iR 292.60+17.89 (n=7)*

Y-27632 172.30+12.13 (n= 8)

i/R+Y27632 235.30+14.74 (n= 8)™
Gastroknemius kasi

Kontrol 142.60+4.81 (n= 8)

iR 222.20+15.52 (n=7)*

Y-27632 133.80+13.34 (n= 8)

i/R+Y27632 128.20+7.02 (n= 8)"

I/R, iskemi-reperfiizyon; SOD, siiperoksit dismutaz, Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-
piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem
uygulanmamustir. Y-27632 grubundaki sicanlara 100 pg/kg (IP) madde verilmesinin disinda bagka bir
islem uygulanmanustir. I/R veya I/R+Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki bacagma dért saat siire ile
turnike uygulanarak iskemi olusturulmasinin ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi
icin dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda anestezi altindaki si¢canlardan doku 6rnekleri alinarak SOD
etkinligi Ol¢iilmiistiir. Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n kullanilan
sigan sayisim ifade etmektedir. * Kontrol, ° /R veya ¢ Y-27632 grubu degerlerinden istatistiksel olarak
anlaml farkli (Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.5. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasmin ardindan se¢ici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kast SOD etkinligi iizerindeki etkisi. I/R, iskemi-
reperfiizyon; SOD, stiperoksit dismutaz;, Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohek-
zankarboksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki si¢anlara herhangi bir islem uygulanmamigtir.

Y-27632 grubundaki sicanlara 100 ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir iglem
uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike
uygulanarak iskemi olugturulmasinin ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasu i¢in dort
saat beklenilmistir. Bu siire sonunda anestezi altindaki siganlardan doku ornekleri alinarak SOD etkinligi
olgiilmiistiir. Sonuglar ortalama=ortalamalarin standart hatasi olarak gésterilmistir. n= 7-8. “ Kontrol,

I/R veya © Y-27632 grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamh farkli (Student's t testi veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).

4.5.1.2 /R Sonucunda Artan Bobrek SOD Etkinligi Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan siganlarin bobreginde 6lgiilen
SOD etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfliizyon uygulanmasinin ardindan bobrekte
Olclilen SOD etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan daha fazlayken (P degerleri

sirast ile < 0.0001 ve 0.0053), /R grubuna gore daha azdir (P= 0.0267) (Cizelge 4.5,
Sekil 4.5).
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4.5.2 Gastroknemius Kas1 SOD Etkinligi

4.5.2.1 I/R'nin Gastroknemius Kas1 SOD Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda Olgiilen SOD etkinliginin kontrol grubuna gore daha fazla

oldugu goriilmiistiir (P= 0.0012) (Cizelge 4.5, Sekil 4.5).

4.5.2.2 /R Sonucunda Artan Gastroknemius Kas1 SOD Etkinligi Uzerinde
Y-27632'nin Etkisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin gastroknemius
kasinda o6lgtilen SOD etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632
uygulanan sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda dl¢iilen SOD etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli
degilken (P > 0.05), I/R grubuna gére daha azdir (P= 0.0006) (Cizelge 4.5, Sekil 4.5).
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4.6 Katalaz Etkinligi

4.6.1 Bobrek Katalaz Etkinligi

4.6.1.1 I/R'nin Bobrek Katalaz Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
bobrekte Olgiilen katalaz etkinliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu

gorlilmiistiir (P= 0.0003) (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).

Cizelge 4.6. Siganlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan secici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kasi katalaz etkinligi tizerindeki etkisi.

Katalaz Etkinligi
(U/mg protein)

Bobrek

Kontrol 522.90+17.59 (n= 8)

iI/R 1028.00+7.40 (n=7)"

Y-27632 525.40+18.44 (n=17)

I/R+Y27632 479.30+16.91 (n="7)"
Gastroknemius kasi

Kontrol 699.70+17.18 (n= 8)

iI/R 1291.00+£15.70 (n= 8)*

Y-27632 738.504£23.52 (n=17)

I/R+Y27632 714.50+20.84 (n= 8)"

I/R, iskemi-reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit
dihidroklorit. Kontrol grubundaki siganlara herhangi bir islem uygulanmamustir. Y-27632 grubundaki
sicanlara 100 pg/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem uygulanmanustir. /R veya I/R+
Y-27632 grubundaki siganlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi
olusturulmasimin ardindan, turnikeler ac¢ilmis ve reperfiizyonun saglanmasi i¢in dort saat beklenilmistir.
Bu siire sonunda anestezi altindaki sicanlardan doku ornekleri alinarak katalaz etkinligi Ol¢iilmiistiir.
Sonuglar ortalamatortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade
etmektedir. * Kontrol, ® I/R veya ¢ Y-27632 grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl
(Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.6. Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan segici Rho-kinaz
inhibitdrii Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kasi katalaz etkinligi iizerindeki etkisi. I/R, iskemi-
reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit.
Kontrol grubundaki siganlara herhangi bir islem uygulanmamistir. Y-27632 grubundaki sicanlara 100
ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632
grubundaki sicanlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi olusturulmasinin
ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi i¢in dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda
anestezi altindaki sicanlardan doku ornekleri alimarak katalaz etkinligi  olgiilmiistiir. Sonuglar
ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n= 7-8. “ Kontrol veya " I/R grubu
degerlerinden istatistiksel olarak anlamh farkl (Student t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

4.6.1.2 1/R Sonucunda Artan Bobrek Katalaz Etkinligi Uzerinde
Y-27632'nin Etkisi

Secgici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin bobrekte olgiilen
katalaz etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan bobrekte
Ol¢iilen katalaz etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05),
I/R grubuna gore daha azdir (P= 0.0006) (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).
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4.6.2 Gastroknemius Kasi Katalaz Etkinligi

4.6.2.1 I/R'nin Gastroknemius Kas1 Katalaz Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda Olgiilen katalaz etkinliinin kontrol grubuna goére daha fazla

oldugu goriilmiistiir (P < 0.0001) (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).

4.6.2.2 /R Sonucunda Artan Gastroknemius Kasi Katalaz Etkinligi
Uzerinde Y-27632'nin EtKisi

Secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin gastroknemius
kasinda dlgiilen katalaz etkinligi kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632
uygulanan sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda dl¢iilen katalaz etkinligi kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli

degilken (P > 0.05), I/R grubuna gére daha azdir (P < 0.0001) (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).
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4.7 GSH Diizeyleri

4.7.1 Bobrek GSH Diizeyleri

4.7.1.1 I/R'nin Bobrek GSH Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
bobrekte Olclilen GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore daha az oldugu gorilmiistiir

(P=0.0003) (Cizelge 4.7, Sekil 4.7).

Cizelge 4.7. Siganlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan secici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kasi GSH diizeyleri tizerindeki etkisi.

GSH Diizeyi
(umol/mg protein)

Bobrek

Kontrol 0.0748+0.0024 (n= 8)

iR 0.0001+0.0001 (n=7)*

Y-27632 0.0620+0.0183 (n=5)

i/R+Y27632 0.0690+0.0034 (n= 6)"
Gastroknemius kasi

Kontrol 0.0800+0.0026 (n= 6)

iR 0.0543+0.0075 (n=7)*

Y-27632 0.0733£0.0120 (n= 6)

i/R+Y27632 0.0913+0.0081 (n= 8)"

GSH, indirgenmis glutatyon; I/R, iskemi-reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-
piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem
uygulanmamistir. Y-27632 grubundaki sicanlara 100 pg/kg (IP) madde verilmesinin diginda bagka bir
islem uygulanmanustir. I/R veya I/R+Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki bacagmna dért saat siire ile
turnike uygulanarak iskemi olusturulmasmin ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi
icin dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda anestezi altindaki si¢canlardan doku 6rnekleri alinarak GSH
diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Sonuglar ortalama+tortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. n kullanilan
sigan sayisini ifade etmektedir. * Kontrol, * I/R veya © Y-27632 grubu degerlerinden istatistiksel olarak
anlaml farkli (Student's t testi veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.7. Siganlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan segici Rho-kinaz
inhibitorii Y-27632'nin bobrek ve gastroknemius kas1 GSH diizeyleri iizerindeki etkisi. GSH, indirgenmis
glutatyon; I/R, iskemi-reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankar-
boksamit dihidroklorit. Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem uygulanmamistir. Y-27632
grubundaki sicanlara 100 ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem uygulanmamistir. I/R
veya I/R+Y-27632 grubundaki siganlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi
olusturulmasimin ardindan, turnikeler acilmig ve reperfiizyonun saglanmasi igin dort saat beklenilmigtir.
Bu siire sonunda anestezi altindaki sicanlardan doku érnekleri alinarak GSH diizeyleri ol¢iilmiistiir.
Sonuglar ortalama+tortalamalarin standart hatast olarak gosterilmistir. n= 5-8. “ Kontrol veya ” I/R

grubu degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkly (Student's ¢t testi veya Mann-Whitney U testi; P <
0.05).

4.7.1.2 /R Sonucunda Azalan Bébrek GSH Diizeyleri Uzerinde Y-27632'nin
Etkisi

Sec¢ici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlarin bobrekte olgiilen
GSH diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632 uygulanan
sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan bobrekte
olgiilen GSH diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli degilken (P > 0.05), I/R
grubuna gore daha fazladir (P= 0.0012) (Cizelge 4.7, Sekil 4.7).
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4.7.2 Gastroknemius Kas1 GSH Diizeyleri

4.7.2.1 I/R'nin Gastroknemius Kas1 GSH Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda dlgiilen GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore daha az oldugu

gorlilmiistiir (P= 0.0116) (Cizelge 4.7, Sekil 4.7).

4.7.2.2 I/R Sonucunda Azalan Gastroknemius Kasi GSH Diizeyleri
Uzerinde Y-27632'nin Etkisi

Se¢ici Rho-kinaz inhibitérii Y-27632 uygulanan siganlarin gastroknemius
kasinda ol¢iilen GSH diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05). Y-27632
uygulanan sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan
gastroknemius kasinda dlgiilen GSH diizeyleri kontrol ve Y-27632 gruplarindan farkli
degilken (P > 0.05), I/R grubuna gore daha fazladir (P= 0.0057) (Cizelge 4.7, Sekil
4.7).
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4.8 Histopatolojik inceleme Sonuclar

4.8.1 Bobrek

4.8.1.1 I/R'nin Bobrekte Neden Oldugu Histopatolojik Degisiklikler

Herhangi bir islem uygulanmayan kontrol grubundaki sicanlardan izole edilen
bobrek glomeriillerinin normal goériiniimde oldugu goézlenmistir. Glomeriiler kapiler
bazal membranlar, kapiler damarlarin aralarinda yer alan podositler, podositlerin bazal
membran iizerine oturan pediseller ve mezangiyal yapilarda herhangi bir anormal
degisiklige rastlanmamistir. Ayrica, glomertillerin aralarinda yer alan tiibiiller ve bunlari
doseyen hiicrelerin histolojileri de normal olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.8A). Ote
yandan, sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan izole
edilen bobrek tiibiillerinde herhangi bir anormallige rastlanmazken, glomeriiler kapiler
damarlarinda genisleme ve konjesyon ile birlikte podositlerin pedisellerinde yer yer

kaynasmalar oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8B).

4.8.1.2 I/R Sonucunda Bobrekte Olusan Histopatolojik Degisiklikler
Uzerinde Y-27632'nin Etkisi

Se¢ici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 uygulanan sicanlardan izole edilen bobrek
dokularinda ince yapmnin bozulmadigi ve kontrol grubunda oldugu gibi normal
goriiniime sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8C). Y-27632 uygulanan sicanlara dort
saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan izole edilen bobreklerde ise,
I/R grubunda oldugu gibi, konjesyon ve pedisellerde kaynasma ile belirgin bir kayip
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8D).
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Sekil 4.8. (A) Kontrol grubu bobrek glomeriillerinde normal goriiniimlii bazal membran (ok bast),
podositler (p), pediseller (ok), mezangiyal hiicre (m) ve kapiler damar igerisinde eritrositler (e) (x5000).
(B) I/R grubunda bobrek glomeriiliinde genislemis kapiler damarlar igerisinde konjesyona yol agan
eritrositler (e), bazi bolgelerde kaynasarak silinmis pediseller (ok) ve bir mezangiyal hiicre (x4000).
(C) Y-27632 grubuna ait bobrek dokusunda normal goriiniimlii bazal membran (ok bast), podositler (p),
pediseller (ok), mezangiyal hiicre (m) ve kapiler damar icerisinde bir adet nétrofil (n) (x5000).
(D) 1/R+Y-27632 grubu bébrek glomeriillerinde pedisellerde kaynasma (ok) ve konjesyonlu kapiler
damarlarda eritrositler (e) (x10000). I/R, iskemi/reperfiizyon; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-
piridinilsiklohekzankarboksamit ~dihidroklorit. Kontrol grubundaki si¢anlara herhangi bir islem
uygulanmamistir. Y-27632 grubundaki sicanlara 100 ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir
islem uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632 grubundaki sicanlarin her iki bacagina dort saat siire ile
turnike uygulanarak iskemi olusturulmasimin ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi
icin dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda anestezi altindaki sicanlardan doku érnekleri alinarak
histopatolojik inceleme yapilmistir.
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4.8.2 Gastroknemius Kasi

4.8.2.1 i/R'min Gastroknemius Kasinda Neden Oldugu Histopatolojik
Degisiklikler

Herhangi bir islem uygulanmayan kontrol grubundaki sicanlardan izole edilen
gastroknemius kasinda miyofibriller ve bunlarin ¢izgilenmesi ile kas hiicresi i¢indeki
cekirdekler ve dteki yapisal bilesenlerin normal oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9A). Ote
yandan, sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin ardindan izole
edilen gastroknemius kas hiicrelerinde miyofibrillerde pargalanma, sarkoplazmik
retikulum sisternalarinda  belirgin  genisleme, mitokondriyonlarda sigsme ve
deformasyon, hiicre ¢ekirdeklerinde internalizasyon ve apoptotik degisiklikler ile

belirgin oldukca agir bulgulara rastlanmistir (Sekil 4.9B).

4.8.2.2 I/R Sonucunda Gastroknemius Kasinda Olusan Histopatolojik
Degisiklikler Uzerinde Y-27632'nin Etkisi

Se¢ici Rho-kinaz inhibitdrii Y-27632 uygulanan sicanlardan izole edilen
gastroknemius kasinin normal goriiniime sahip oldugu goézlenmistir (Sekil 4.9C).
Y-27632 uygulanan sicanlara dort saat iskemi, dort saat reperfiizyon uygulanmasinin
ardindan izole edilen bobreklerde ise, I/R grubuna gore daha az olmak iizere dejeneratif
degisiklikler ile birlikte apoptotik hiicrelere rastlanmistir. Apoptoza bagh olarak hiicre
cekirdeklerinde fragmantasyon, periferik heterokromatin ¢okiintiileri, miyofibrillerde
parcalanma ve ayrilmalar yaninda, genis ve ¢ok sayida vakuol olusumuna neden olan
sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genislemeler ile mitokondriyal sisme ve krista

yapilarinda bozulmalar oldugu gézlenmistir (Sekil 4.9D).
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Sekil 4.9. (A) Kontrol grubuna ait niikleusu olan (n) normal goériiniimlii iskelet kasi hiicresi (x6000).
(B) I/R grubuna ait iskelet kas: hiicrelerinde parcalanmis miyofibriller (ok bast), sismis ve krista yapist
bozulmus mitokondriyonlar (ok), genislemis sarkoplazmik retikulum sisternalar (asterisk), apoptotik
cekirdekler (n) (x5000). (C) Y-27639 grubuna ait normal goriiniimli iskelet kasi hiicreleri (x10000).
(D) I/R+Y-27632 grubuna ait bir iskelet kasi hiicresinde miyofibrillerde par¢alanma (ok bas1),
mitokondriyonlarda dejenerasyona bagli vakuolizasyonlar ve krista kaybi (ok), sarkoplazmik retikulum
sisternalarinda genisleme (asterisk) ve apoptotik cekirdek fragmanlari (n) (x20000). I/R, iskemi/
reperfiizyon, Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit.
Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem uygulanmamistir. Y-27632 grubundaki sicanlara 100
ug/kg (IP) madde verilmesinin disinda baska bir islem uygulanmamistir. I/R veya I/R+Y-27632
grubundaki si¢anlarin her iki bacagina dort saat siire ile turnike uygulanarak iskemi olusturulmasinin
ardindan, turnikeler agilmis ve reperfiizyonun saglanmasi igin dort saat beklenilmistir. Bu siire sonunda
anestezi altindaki sicanlardan doku drnekleri alinarak histopatolojik inceleme yapilmistir.
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5. TARTISMA

Sistemik yoldan uygulanan secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632'nin siganlarda
olusturulan periferik I/R sonrasinda uzak organ olarak secilen bobrekte ve hedef organ
olarak secilen gastroknemius kasinda geligsebilecek hasar lizerindeki etkisinin si¢canlarda
arastirildig1 bu c¢alismanin bulgulari, I/R'nin neden oldugu histopatolojik degisiklikler
yaninda, MPO, SOD ve katalaz enzimlerinin etkinligi ile nitrit ve MDA diizeylerindeki
artmaya ve GSH diizeylerindeki azalmaya Rho-A/Rho-kinaz yolunun katkida
bulundugunu gostermektedir. Bulgularimiz, Rho-A/Rho-kinaz yolunun etkinligindeki
artisin 6nlenmesi durumunda asirt miktarda NO olusumu ve antioksidan enzimlerin
etkinligindeki artmaya lipit peroksidasyonu ve notrofil infiltrasyonunun eslik ettigi
[/R'ye bagli olarak gelisen inflamasyon ve oksidatif stres sonucunda ortaya ¢ikan organ

hasarinin 6nlenebilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 5.1).

Dokularin  iskemiye maruz kalmasinin ardindan ekspresyonu artan
transkripsiyon faktorlerinden 6zellikle NF-kB, inflamasyona neden olan ve sitoprotektif
ozellikteki pek ¢ok molekiiliin olusumunda artmaya neden olmaktadir. I/R'nin ardindan
gelisen inflamasyon ve oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikan organ hasart bir¢cok
etkenin rol oynadig1 kompleks bir mekanizmadir. Bu hasardaki en énemli etkenlerden
biri serbest oksijen radikallerinin iiretimindeki artistir. Reperfiizyon sirasinda iiretilen
ROT ve RNT inflamasyon, nekroz ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel olayin baslamasina
neden olmaktadir. Ayrica, ROT inflamatuvar yanitlara neden olan TNF-a ve IL-6 gibi
sitokinlerin gen ekspresyonunu indiiklemektedir. Bu radikaller, inflamatuvar yanitlara
neden olan giiclii kemotaktik etkileri olan bir¢ok mediyatoriin olusumunu ve
saliverilmesini artirmaktadir. Bu mediyatorler, ayrica lokositlerin etkinlesmesine,
endoteliyal adezyon molekiiliiniin ekspresyonuna ve vaskiiler endoteliyal hasara neden
olmaktadir. I/R'ye bagl olarak akciger, karaciger, miyokart ve bobreklerde gelisen
hasarlanmanin ROT diizeylerindeki artis ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica,

tretimi artan ROT, lipit, protein ve niikleik asitler ile reaksiyona girerek biyolojik
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membranlarin lipit peroksidasyonuna bagl olarak dogrudan hasarina neden olmaktadir

(1,2, 4-14, 113-120).

Daha &nce rodentlerde yapilan calismalarda, I/R'nin kalp, karaciger ve bobrek
gibi organlarda neden oldugu hasarin segici Rho-kinaz inhibitori Y-27632 ile
Onlenebildigi bildirilmistir (38, 39, 128-130). Ayrica, siganlarda olusturulan renal (38)
ve hepatik (39) I/R modellerinde, bobrek ve karaciger MDA diizeyleri ve MPO
etkinligindeki artis ile birlikte goriilen karacigerde noétrofil infiltrasyonu, konjesyon,
vakuolizasyon ve nekroz, bobrekte tiibiiler nekroz, medulla konjesyonu ve hemoraji gibi
histopatolojik degisikliklerin Y-27632 ile Onlenebildigi bildirilmistir. Sicanlarda
olusturulan cesitli arka bacak I/R modellerinde ise, bobrek (40, 41), akciger (42-44) ve
karaciger (42) gibi organlar ile gastroknemius kasi (42, 45, 46), hipokampus (47), serum
(42, 47, 48) ve eritrosit membraninda (48) nitrit, MDA, TNF-a ve makrofaj
inflamatuvar protein-2 diizeyleri ile NOS ve MPO etkinligindeki artma oldugu kadar,
NO ve GSH diizeyleri ile siiperoksit dizmutaz (SOD) etkinligindeki azalmanin birlikte
goriildiigii bobrekte tiibiiler nekroz, 16kosit infiltrasyonu, vakuolizasyon, konjesyon,
vaskiiler permebilitede artis ve hemoraji, akcigerde 16kosit infiltrasyonu, hipokampusta
sinir 0liminiin eslik ettigi organ hasar1 gelistigi bildirilmistir. Cesitli uyaranlar ile
MDA diizeyleri ve MPO etkinligindeki artis1 Y-27632'nin 6nleyebildigini gosteren in
vivo ¢alismalar bulunmaktadir (131). In vitro (132-135) ve in vivo (131) ¢alismalarin
sonuglarina gore, ET ve/veya sitokinler gibi ¢esitli uyaranlar ile NF-kB'nin etkinliginin
artmast sonucunda iNOS ekspresyonu ve/veya etkinligindeki artmayr Y-27632
onleyebilmektedir. Ote yandan, Y-27632'nin IL-1B ile uyarilan sican damar diiz kasi
hiicrelerinde iNOS ekspresyonu ve etkinligini daha da artirdigini (136-138), ancak IL-
1B veya ET ile uyarilan hiicrelerde iNOS ekspresyonu ve etkinliginde bir degisiklige
neden olmadigimmi (139, 140) gosteren in vitro calismalar da bulunmakadir. Bu
calismada ise, Rho-kinaz etkinligi I/R grubundaki sicanlarmn bébreginde artmasina
karsin, gastroknemius kasinda azalmistir; secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 yalnizca
bobrekte 1/R grubundaki Rho-kinaz etkinligindeki artmay1 dnlemistir. Bu calismada
Rho-kinaz etkinligini 6l¢mek i¢in kullanilan kit ile literatiirde yapilan pek calisma
bulunmaktadir (141-146). I/R'nin bdbrek ve gastroknemius kast Rho-kinaz etkinligi

tizerindeki etkilerinin degisken olmasi kullanilan yontemden degil de, dokular
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arasindaki farkliliklardan kaynaklaniyor gibi gériinmektedir. Ote yandan, I/R
grubundaki siganlarin serum, bobrek ve gastroknemius kaslarinda NOS etkinliginin bir
gostergesi olan nitrit ve lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeyleri ile
notrofil infiltrasyonu ve inflamasyonun bir gostergesi olan MPO ile antioksidan
enzimlerden SOD ve katalaz etkinliginin artmasina karsin, glutatyon peroksidaz
etkinliginin bir gostergesi olan GSH diizeyleri azalmistir. Y-27632 tek basina incelenen
parametreler lizerinde herhangi bir degisiklige neden olmazken, doku hasari ile birlikte
olan I/R grubundaki degisiklikleri onlemistir. Bu bulgular, biiyiik olasilikla NF-
kB/INOS yolu aracilig1 ile asir1 miktarda NO olusumu ve antioksidan enzimlerin
etkinligindeki artmaya lipit peroksidasyonu ve notrofil infiltrasyonunun eslik ettigi
I/R'ye bagh olarak gelisen inflamasyon ve oksidatif stres sonucunda ortaya ¢ikan organ

hasarina Rho-A/Rho-kinaz yolunun katkida bulundugunu gostermektedir.

Cesitli fizyolojik ve patolojik kosullarda NO'nun siklik GMP'ye bagimli protein
kinaz araciligi ile Rho-kinaz etkinligini inhibe ettigini, 6te yandan Rho-A/Rho-kinaz
yolunun da eNOS ekspresyonunu transkripsiyon oncesi ve sonrasi diizeyde oldugu
kadar, protein kinaz B araciligi ile fosforilasyon diizeyinde etkinligini de azalttigini
bildiren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (19, 24, 27, 29, 31-33, 37, 147). Ornegin, daha
once Y-27632 ve fasudil gibi ¢esitli Rho-kinaz inhibitorleri kullanilarak yapilan
calismalarda, hipoksi, iskemi veya I/R'nin Rho-A/Rho-kinaz yolunun etkinlesmesine
neden olarak fosfatidilinozitol-3-kinaz/Akt yolu araciligi ile eNOS ekspresyon ve
etkinligini azalttig1 gosterilmistir (129, 148-151). Bu calismada, her ne kadar eNOS
protein ekspresyonu ve etkinligi Ol¢iilmemis olsa da, Y-27632 ve I/R+Y-27632
gruplarinda Olgiilen serum ve doku nitrit diizeylerinin kontrol grubundan farkl
olmamasi, Rho-A/Rho-kinaz yolunun eNOS aracilig1 ile NO olusumunu etkilemedigini

diistindiirmektedir.
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Sekil 5.1 Sicanlarda olusturulan periferik I/R modelinde, Rho-A/Rho-kinaz etkinliginin artmasma bagh
olarak etkinlesen NF-kB/iNOS yolu ile birlikte lipit peroksidasyonu, nétrofil infiltrasyonu ve antioksidan
enzim etkinliginin artmasi sonucunda ortaya ¢ikan inflamasyon ve oksidatif stres ile ilgili olarak onerilen
mekanizma. I/R sonucunda Rho-kinaz etkinligi uzak organ olarak segilen bobrekte artarken, hedef organ
olarak secilen gastroknemius kasinda azalmaktadir. Ote yandan, I/R bobrek ve gastroknemius kasinda
histopatolojik degisiklikler ile birlkite olan nitrit ve MDA diizeyleri ile MPO, SOD ve katalaz
etkinliginde artmaya, GSH diizeylerinde azalmaya neden olmaktadir. Segici Rho-kinaz inhibitorii ile
onlenebilen I/R'nin neden oldugu bu degisiklikler ise, biiyiik olasilikla NF-kB/iNOS yolu aracilig1 ile NO
olusumundaki artmanin eslik ettigi lipit peroksidasyonu, nétrofil infiltrasyonu ve antioksidan enzim
etkinligindeki artig sonucunda ortaya ¢ikan inflamasyon ve oksidatif strese katkida bulunmaktadir. GSH,
indirgenmis glutatyon, iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; I/R, iskemi-reperfiizyon; MDA,
malondialdehit; MPO, miyeloperoksidaz; NF-«B, niikleer faktor-xB,; NO, nitrik oksit, SOD, siiperoksit
dizmutaz; Y-27632, trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamit dihidroklorit.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sistemik yoldan uygulanan secici Rho-kinaz inhibitorii Y-27632'nin siganlarda
olusturulan periferik I/R sonrasinda uzak organ olarak secilen bobrekte ve hedef organ
olarak secilen gastroknemius kasinda geligsebilecek hasar lizerindeki etkisinin si¢canlarda
arastirldig1 bu calismada, I/R'nin neden oldugu histopatolojik degisiklikler yaninda,
MPO, SOD ve katalaz enzimlerinin etkinligi ile nitrit ve MDA diizeylerindeki artmaya
ve GSH diizeylerindeki azalmaya Rho-A/Rho-kinaz yolunun katkida bulundugu
gosterilmigtir. Bu bulgularin, biiylik olasilikla NF-xB/iNOS yolu aracilig: ile asir
miktarda NO olusumu ve antioksidan enzimlerin etkinligindeki artmaya lipit
peroksidasyonu ve nétrofil infiltrasyonunun eslik ettigi I/R'ye bagl olarak gelisen yang1
ve oksidatif stres sonucunda ortaya ¢ikan organ hasarinin onlenmesinde Rho-A/Rho-
kinaz inhibitorlerinin kullanilabilmesi konusunda yapilacak klinik 6ncesi ve klinik

caligsmalara oldukga biiyiik bir katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismadan elde edilen bulgular 1s18inda daha sonra yapilacak olan
calismalarda, periferik I/R olusturulan siganlarin bébrek ve gastroknemius kasinda Rho-
kinaz, NF-kB, iNOS ve eNOS ekspresyonu ile ilgili caligmalar yapilmali, ayrica iNOS
ve eNOS etkinlikleri élgiilmelidir. Ote yandan, I/R'nin bébrekte Rho-kinaz etkinligini
artirirken, gastroknemius kasinda neden azalmaya neden oldugu arastirilmalidir.
Siiperoksit radikali ve peroksinitritin I/R'nin neden oldugu Rho-A/Rho-kinaz yolu
aracilikli  oksidatif ve nitrozatif stres ile notrofil infiltrasyonu ve lipit
peroksidasyonundaki degisikliklere katkilar ile ilgili olarak daha ayrintili ¢alismalar da
yapilmalidir. Ote yandan, periferik I/R modeli olusturulan siganlarm bdbrek ve
gastroknemius kasinda I/R'nin ne derecede hasara neden oldugunun belirlenmesi amaci
ile daha ayrintili histopatolojik incelemeler yapilmali, ayrica apoptotik olaylarda rol
oynayan enzimlerin etkinligi de Olclilmelidir. Bdylece, Rho-A/Rho-kinaz yolunun
etkinligindeki artmanin organ hasari ile birlikte ortaya ¢ikan apoptotik olaylardaki

roliine iliskin mekanizmalara bir agiklik getirilebilir.
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