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ONSOZ VE TESEKKUR

Son yillarda izerinde pek ¢ok ¢aligma yapilmakta olan iskemi-reperfiizyon
hasannin olujum mekanizmalan ve tedavisi heniiz netlik kazanmamugtir. Cesitli
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reperfuzyon hasarimn olasi nedenlerini aragtirmak amaciyla periferik sinir modelinde
bu tez ¢ahsmast planlanmigtir. “’Deneysel Periferik Sinir Iskemi-Reperflizyon
Modelinde Nitrik Oksit, Adezyon Molekiilleri ve Sitokinlerin Rolii’’baglikli bu
caligmayr yaparken amacimiz yalmzca bir tez yapmak deZildi. Amacimiz iskemi-
reperflizyon hasan nedeniyle gesitli dokularda meydana gelen bozukluklann nedenlerini
actklayabilmek, yeni ve objektif parametreleri tam ve tedavi yaklagimlan igerisinde
degerlendirmeye alabilmek ve deney modeli lizerinde yapilabilecek daha ileri ¢aligmalar
sonrasinda bu olas: tedavi segeneklerini klinik pratife sokmak olmustur.
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OZET

Deneysel Periferik Sinir Iskemi- Reperfiizyon Modelinde

Nitrik Oksit, Adezyon Molekiilleri ve Sitokinlerin Rolii

Iskemik sinir hasarimn néropatolojisi, goreceli olarak, iyi bilinmesine karyin
- _patogenezi yeterince aydinlatlamamistir. One siiriilen mekanizmalardan biri kan
sinir bariyerinin yikilmasi sonucu ortaya c¢ikan oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonudur. Iskemik hiicre hasar ile olusan inflamasyon dokulara Iokosit
migrasyonunu artirmakta, bu da adezyon molekiillerinin ekspresyonlarini
artirmaktadir. Periferik sinir iyilesmesinde dzellikle nemli olan fibronektin de bu
adezyon molekiillerinden biridir. Ayrica olaya inflamasyon ve tamir olaylarinda
gorevileri olan ve néroprotektif etki gisteren lokal biiyiime faktorleri yani
sitokinler de tam olarak ac¢iklanamayan mekanizmalarla katilmaktadiriar.

Bu caliymada, iskemi-reperfiizyon hasanmn rat siyatik siniri ve dallan
iizerindeki etkileri degerlendirildi ve kan sinir bariyerinin yikilmasi, oksidatif stres
ve lipid peroksidasyonunun biyokimyasal sonu¢larn arastirildi. Ayrica bu olayda
adezyon molekiileri ve sitokinlerin de olas: etkileri incelendi.

Rat femoral arter ve venine damar klipsi konularak 3 saat siireyle klempe
edildi ve siyatik sinir ve dallarinda iskemi yaratildi. Daha sonra klipsler ahinarak
degisen siirelerde reperfiizyona izin verildi. Ardindan intrakardiak yolla alinan
kanlardan elde edilen serum drnekleriyle biyokimyasal analizler yapildi. Oksidatif
stres gostergesi olarak nitrik oksit son iiriinii olan nitrit-nitrat diizeylerine, lipid
peroksidasyonu icinse malondialdehit diizeylerine bakildi.  Adezyon
molekiillerinden fibronektin, sitokinlerden ise Aktivin A, transforming growth
faktor p1 ve B2 diizeyleri dlciildii.

Iskemi sonucu, incelenen tiim biyokimyasal parametrelerin serum
diizeylerinde kontrollere gire artis saptandi (p<0,05). Reperfiizyon sonucunda ise,
reperfiizyon siirelerindeki degisikliklere bagh olarak caliyjma gruplan arasmmda
anlamli fark oldugu gozlendi (p<0,05). Aynca aym grup icindeki farkh
parametreler arasinda reperfiizyon siirelerine bagh olarak cesitli iligkiler oldugu
izlendi (r>0,50).

Iskemi-reperfiizyon hasan sonucunda kan-sinir bariyeri hasan ve aksonal
dejenerasyon ortaya ¢ikmaktadir. iskemi sonucunda biyokimyasal parametreler
bozulmakta ve reperfiizyon siiresine bagh olarak da bu hasar bir siire devam
etmektedir. Bu model ¢ercevesinde elde edilen bulgular, periferik sinirlerde gesitli
nedenlerle ortaya cikabilecek I/R durumlarinda lipid peroksidleri, nitrik oksit,
adezyon molekiilleri ve sitokinlerin diizeylerinin etkilendigini, birbirleri ile
etkilestigini ve bu molekiillerin hasarin olusumu ve/veya onarim siirecine
katilmakta olduklarimi gostermektedir. Aktivin, TGF B, ve fibronektinin iyi
planlanmiy deneysel c¢ahsmalarda periferik sinir hasarlarinda tedavi amaciyla
kullamilmas: ve olas1 verimli sonuclarin elde edilmesi durumunda klinik
kullanimlarinin tartismaya acilabilmesi yararh olacaktir,

Anahtar Kelimeler: iskemi reperfiizyon hasari, periferik sinir, nitrik oksit,
adezyon molekiilii, sitokin.
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ABSTRACT

The Roles of Nitric Oxide, Adhesion Molecules and Cytokines in an -
Experimental Peripheral Nerve Ischemia-Reperfusion Model

Although the neuropathology of ischemic nerve fiber degeneration is
relatively well known, its pathogenesis is poorly understood. One of the presumed
mechanisms is the breakdown of blood-nerve barrier , causing the oxidative stress
and lipid peroxidation. The ischemic cell injury causes inflammation so the
migration of the leukocyte to the tissues increases. And this effect of the leukocyte
results with the expression of adhesion molecules. One of these adhesion molecules,
fibronectin, is important in peripheral nerve healing specially. On the other hand,
local growth factors called as cytokines, that have neuroprotective effects on
inflammation and repair, participates the process by undefined mechanisms.

In this study, we evaluated the effect of ischemia and reperfusion on the
sciatic nerve of the rat and investigated the biochemical evidence of blood-nerve
barrier distruption, oxidative stress and lipid peroxidation. Also, the probable
effects of the adhesion molecules and cytokines are examined.

The distal portion and trifurcation of the sciatic merve was rendered
ischemic by clamping the femoral vessels for three hours and followed by varying
duration of reperfusion. And than, some biochemical analyses have done by using
the serum samples of the rats. For detecting the oxidative stress nitrite-nitrate,
which are the methabolic end products of nitric oxide and for lipid peroxidation
malondialdehyde measurements have done. Adhesive molecules as fibronectin and
cytokines as Activin A, transforming growth factor Bl and B2 levels were
measured.

Ischemia resulted in an increase in all the biochemical parameters
comparing with the control serum levels (p<0,05). And after the reperfusion a
significant difference between the experimental groups determined causing the
different duration of reperfusion(p<0,05). Also some correlations were established
between the biochemical parameters in the same group depending on the varying
reperfusion time (r>0,50).

These data indicate that, severe ischemia of the peripheral nerve results
with the functional impairment, and distruption of blood-nerve barrier, in
ischemia-reperfusion injury. The ischemia causes some important changes in
biochemical parameters, and the nerve injury continues for a while according to
the reperfusion time. As a result of this model, ischemia-reperfusion injury of
peripheral nerve caused by several reasons, effects on the levels of nitric oxide,
lipid peroxides, adhesion molecules and cytokins. Also these data indicates that all
these molecules interact with each other and take part in the process during the
injury or/and repair of the peripheral nerve. Activin A, transforming growth
factor B1 and B2, ﬂbrodectm can be used in the treatment of ischemia-reperfusion
injuries in some well performed experimental studies. And following several
studies on this model, these molecules can take part in clinical use as therapeutic
agents.

Key Words: Ischemia reperfusion injury, peripheral nerve, nitric oxide,
adhesion molecule, cytokine.
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1. GIRIS VE AMAC

Bir periferik sinirin iglevlerini normal olarak sirdiirebilmesi i¢in iki temel
gereksinimi karsilanmalidir: 1) Periferik sinir merkezi sinir sistemindeki hiicre govdesi
ile baglantih olmalidir; 2) intranoral sistem yoluyla devamh ve yeterli miktarda oksijen
destegine sahip olmahdir. Sinirin tam kesisi, kesinin distalinde, uyanlabilirligin 3-8 giin
iginde tam kaybina yol agmaktadir. Tam iskemi durumunda ise sinir fonksiyonu 30-90
dakika iginde hizla bozulmaktadir (1-4). Iskemi sirasinda ortaya ¢ikan noral doku
hasarimin derecesi iskeminin siiresi ve bu donemdeki kan akimu ile ilgilidir (5). Kan
akiminin yeniden saglanmasiyla (reperflizyon) oksijen ve metabolizma ile ilgili onciil
maddelerin saglanmasi, atik maddelerin atilmas: gibi doku perfiizyonunun ana ogeleri
yeniden saglanmig olur. Reperfiizyon, iskemik hasarin ilerleyisinin engellenmesine ve
en azindan geri donigimli olan bazi hasarlanin ortadan kalkmasina yol agar. Akimin
yeniden saglanmasi, iskemi ile ortaya gikan bazi olaylan da beraberinde getirmektedir
(6). Hasara ugramis dokuyla akimi yeniden saglanan kan arasinda olusan hiicresel ve
biyokimyasal etkilesimler doku hasanimi daha da artirabilir. Kan akimimin yeniden
saglanmasimin bu paradoksal yoni reperfiuzyon hasan olarak bilinmektedir (6).

Reperfiizyon hasan ¢ok ¢esitli dokularda gergeklesmekle birlikte, deneysel ve
klinik ¢aligmalar daha gok kalp ve beyin dokularinda yapilmistir (7). Fenomen herhangi
bir dokuya o0zgii olmaylp, ¢esith dokularda hiicre hasan ve o6lime giden
mekanizmalardaki benzerligi yansitmaktadir. Kalp ve sinir sisteminde bu konuyla ilgili
yapilan ¢aligmalarda, patogenezle ilgili olarak birtakim mekanizmalar tammlanmgtir.
Bunlar, sitozolde kalsiyum iyonunun artmasi, hiicre sigmesi, damarlarin lokositlerle
tikanmas1, toksik etkili serbest oksijen radikallerinin olusumu, enerji bagimh olan Na™-
K™-ATP pompasinin faaliyetinin durmast ve hiicre igine sivi giriginin artmasi gibi
olaylan kapsamaktadir (8-12).

Periferik sinirlerin iskemik dejenerasyonunun néropatolojisi ile ilgili ¢aliymalar
yapilmis olmasma kargin patogenez ¢ok iyi anlagitamamustir. Kan-sinir bariyerinin
bozulmast ile ortaya ¢ikan oksidatif stres ve lipid peroksidayonu sonucu bir ¢ok
biyokimyasal ve patolojik degisiklik olusmaktadir. Iskemik hiicre hasan inflamasyonu
olusturmaktadir. Bu da dokulara Iokosit migrasyonunu kolaylastirmakta, adezyon

molekiillerinin ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu. adezyon molekillerinden 6zellikle



fibronektin periferal sinir iyilesmesinde Onemlidir. Periferal sinir onanm siirecinde
schwann hiicreleri rol almaktadir ve norit migrasyonunu proksimal-distal yoénde
ilerletmektedir. Bu siirecin kontakt agamasinda ise fibronektinin rehberlik ettigi
disinilmektedir. Bu molekiliin schwann hicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu
stimiile eden bir kemoatraktan oldugu gosterilmigtir (13-16). Fibronektinin reperfiizyon
siireci boyunca diizeyleri yeterince incelenmemigtir. Ayrica fibronektin ekspresyonunun
serbest oksijen radikalleri, antioksidan sistemler ve nitrik oksit (NO) ile etkilesiminin
incelenmesine patogenezi agiklamak igin ihtiyag duyulmaktadir (13-16). Iskemi-
reperfiizyon hasarinda I6kositler 6nemli rol oynamaktadirlar. NO ise 16kosit adezyonu
ve kemotaksisinin endojen inhibitoriidiir. Bu etkisini endotel hiicrelerinden salinan
ICAM-1 gibi adezyon molekiillerini inhibe ederek yapmaktadir (17). Inflamasyon, doku
yenilenmesi, hiicre proliferasyonu, yara iyilegmesi gibi pek ¢ok biyolojik aktivitesi
bulunan bir grup molekiil ise sitokinlerdir. Bunlar hiicreler arasi iletisimi saglayan
sinyal molekiilleridir. Sitokinlerden bir kismu hiicrenin tireme ve ¢ogalmasiu uyaririar
ki, bunlara biyiime faktorleri adi verilmektedir. Lokal biiyiime faktorlerinden olan
Transforming growth faktér B siiper ailesinin Uyelerinden Activin ve Tranforming
growth faktér B1 ve B2 ( TGF Bl ve B2 ) de inflamasyon, yara iyilesmesi, ve tamir
olaylannda rol almaktadirlar. Ayrica noroprotektif etkilerinin yam sira fibronektin,
kollajen ve hiicre yiizey integrinleri gibi pek ¢ok ekstraselliler matriks bileseninin de
potent indiikleyicisidirler (18-21).

Beyin iizerinde, iskeminin olumsuz etkileri iyi bilinmesine kargin periferik sinir
liflerinin iskemik hasardan korunmasi veya iskeminin olumsuz etkilerinin azaltimasi
konusundaki g¢ahsmalar oldukga azdir. Iskemik fonksiyon bozukluklarmn
fizyopatolojisinde yer alan faktorler tam netlik kazanmamgtir. Aynica deneysel olarak
tekrarlanabilen, standart bir periferik sinir iskemi-reperflizyon modeli i¢in arayiglar
heniiz siirmektedir. Periferik sinirin beyine gore iskemiye daha direncli olmasi,
terapotik amach girisimlerin 6nemini ve sansim arttirmaktadir. Bu nedenle, iskemik
hasara yol agan mekanizmalarin daha iyi aydinlatilmasiyla periferik sinirin korunmasi
veya iskemik hasann azaltilmasi olanag: dogabilir.

Calhiymamizda gecmiste bir periferik sinir iskemi-reperfliizyon modeli yaratma
amagh girisimler g6z o6nline ahnarak, bir modifiye iskemi-reperfiizyon modeli
yaratiimasina c¢ahsilmigtir. Bu modelin tekrarlanabilir ve kullamgh oldugu ¢esitli



parametrelerle kanitlanmak istenmiy olup, periferik sinir iskemik hasarinda serbest
oksijen radikallerinin (SOR), fibronektin gibi adezyon fonksiyonu gd&steren
ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenlerinin, ve lokal biiylime faktSrlerinin (sitokin)
olasi rollerinin ve iligkilerinin gdsterilmesi amaglanmgtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. PERIFERIK SINIR VASKULARIZASYONU

Periferik sinirler, hem impuls iletimi hem de aksonal transport igin siirekli bir
hizla bozulmasina yol agar (22-23). Bir periferik sinirin kesilmesi sonras: eksitabilite 3-
8 giin daha surdiigi halde, tam iskemi altinda kalmasi sonucu yarim saat iginde tiim ileti
fonksiyonu durur (24-27).

Geg¢miste yapilan arastirmalar, periferik sinirlerin, iglevsel olarak birbirinden
bagimsiz fakat oldukga iyi entegre olmus ekstrensek ve intrensek mikrovaskiiler
sistemlerle beslendigini ve vaskiilarizasyonu iyi yapilar oldugunu gostermistir (28-31).
Ekstrensek sistem degisik sayr ve boyutlarda segmental olarak diizenlenen arterler ve
onlann yanindaki venlerden olusur (32-34). Ekstrensek sistemi, oncelikle rejyonel
biytik arter ve venlerden gelen dallar olugturur, fakat miskiler ve kiigiik periosteal
dallar da katkida bulunur. Ekstrensek sisteme ait damarlar, biiyiik sinir trunkuslarina
yaklastik¢a siniri gevreleyen adventisya benzeri gevsek bag dokusu (mezondryum)
iginde ilerlerler (35). Lokal besleyici damarlar epinéryuma ulasinca inen ve gikan
dallara aynlarak intrandral intrensek vaskiiler sistemle anastomozlar yaparlar (Sekil

2.1).

Sekil 2.1 Periferik sinirin ekstrensek ve intrensek vaskiilarizasyonu (35)



Intrensek mikrovaskiler sistem epinéral, perinéral ve endonéral pleksuslardan

sistem epindryum i¢inde uzunlamasina ilerleyen damarlarla karakterizedir. Bu intrensek
vaskiiler sistem ilerleyisi boyunca ekstrensek damarlardan segmental dallar alir. Bu
rejyonal damarlar mezonoryumda ilerler ve sinirin ekstremite hareketleri ile
uzunlamasina hareketine izin verir (37).

Periferik sinirin intrensek vaskiiler sisteminin ana longitudinal damarlan
epinéryumda yerlegiktir (38). Epinoral pleksusta ¢ok sayida ve longitudinal uzanan
arteriol ve veniiller yer alir; bu damarlar perindral ve endonoral pleksuslara ¢ok sayida
komunikan dal ile baglantihdir. Daha sonra perindryum iginde vaskiiler pleksuslar
olusur. Longitudinal damarlar perindryumun hiicresel tabakalan arasinda uzun
mesafeler boyunca yayiilar. Bu damarlar endondral bosluga karakteristik bir gekilde
oblik olarak girerler. Intrensek ve ekstrensek sistemler birbirleriyle denge icindedir ve
her biri digerindeki fonksiyonel bozukluklan kompanse edebilir (39,40).

Tim sinir fasikiillei boyunca uzunlamasina yonelimli bir kapiller sistem
bulunur. Segmental endonéral kapiller damarlar birbirleriyle bir zincirin halkalan gibi
karakteristik U- bi¢imli kivrimlar yaparak baglant1 halindedirler. Aynica ekstrafasikiiler
epindral damarlara transperinoral anastomozlarla baghdirlar. Sinirin kan akimi igin
onemli olgiide bir rezerv kapasitesi vardir, Longitudinal damarlar periferik sinir fazlaca
mobilize edildifinde rejyonal ekstrensek kanlanmamin ortadan kalkmasim kompanse
edebilirler (41-43).

2.2. RAT SIYATIK SINIRi VASKULER ANATOMISI

Ratlarda siyatik sinirin damarlanmasi, medulla spinalisten ¢iktiktan ve pelvise
girdikten sonra, A. glutealis inferior ve eslik eden venleri tarafindan saglanir. Inferior
gluteal arter, arteria komitans’1 (nervi ischiadici) posterior mezonéryumda olusturarak
sinirde kanlanmayr gergeklegtirir. Rat styatik sinirinin ikinci biyiik kanlanma kaynaf
A. Poplitea ve genellikle popliteal arter yanindaki iki popliteal vendir (44). Popliteal
arter siyatik sinire uyluk distali ve diz eklemi hizasinda ulasir ve bu diizeyde asag ve
yukani dallar gondererek siyatik sinirin uyluk 1/3 distalinden itibaren, trifurkasyon
dahil, asafiya kadar kanlanmasiun tamamina yakimm gerceklestirir (45-46). Yapilan



mikroradyografik ¢aligmalar ve disseksiyonlarda % 40-50 sikhkla uyluk 1/3 orta
boliimde bir intermediat arterin siyatik sinirin kanlanmasim sagladifi saptanmgtir (47).
Bu intermediat arter insandaki A. Medialis Femoralis Circumflexa’nin A. Gluteus
Inferior ile anastomotik dali ile benzerlikler gostermektedir; bu nedenle bunu

Anastomotik arter ve ven olarak belirtmek dogru olacaktir (48).

2.3. RAT SIYATIK SINIRININ REGIONAL KAN AKIMI

1905 yilinda Okada, yalmzca inferior gluteal arterin baglanmasinin tiim siyatik
sinirde iskemik dejenerasyon yaratacagim One sarmustir (49). Sonraki deneysel
caligmalarda Okada’nin bulgulan dogrulanmamis ve siyatik sinirin ikili kanlanmasinin
herhangi birisinin, intrensek veya ekstrensek dolagimlardan birisi tlkandxgl taktirde,
kompansasyon igin yeterli olabilecegi wvurgulanmugtir (50-52). Hess, iliak arter
ligasyonunu ve sonra Myers, epindryumun disseksiyonu sonrasinda olusan
degisiklikleri incelemiglerdir (53-54). Nukada’ya gére rat siyatik siniri beslenmesini
femoral ve internal iliak arterler saglar (55). Internal iliak arter ligasyonu sonucu siyatik
sinirin pelvik ve uyluk 1/3 st ve 1/3 orta bélimlerinde kan akimi 6nemli olgiide
azalmigtir. Femoral arter ligasyonu uyluk 1/3 alt bélimii ve bunun distalinde kalan
siyatik sinir trifurkasyonu ile bunun tibial, peroneal ve sural dallarinda tam bir iskemi
yaratmugtir. Femoral arter ligasyonu siyatik sinir kan akiminda en siddetli azalmaya yol
acarken, iliak arter ligasyonu orta derecede azalmaya neden olmaktadir. Sladky, femoral
arter ligasyonu sonucu siyatik sinir trasesi boyunca regional kan akimi degisikliklerini
ortaya koymustur (56). (Sekil 2.2)
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Sekil 2.2 Femoral arter ligasyonunun rat sivatik sinirinde yarattign kan akim degigiklikleri (56)



2.4. ISKEMi REPERFUZYON HASARI

Aerobik metabolizmay: siirdiirmek igin gerekli olan oksijenin dokulara yeterli
diizeyde ulagtinlamamasina iskemi adi verilir. Iskemik dokudaki kan akimummn
restorasyonu ise reperflizyon olarak adlandiriir. Doku kanlanmasi kesildifinde gelisen
bir dizi kimyasal reaksiyon sonucunda hiicre fonksiyonlarinda bozulma, hiicre igi ve
hiicreler arasmda 6dem ve son olarak hiicre Oliimii gozlenir (57). Oksijen hiicre
fonksiyonlan1 i¢in vazgegilmez bir molekildiir. Eksiklifinde baglayan anaerobik
metabolizma ile ¢ok az enerji elde edilebilir ve hiicre i¢i enerji depolarnn titkkenmesi
hiicre i¢i ve disi arasindaki iyon gradientlerinin korunamamasma ve iyonik
homeostazisin bozulmasina neden olur (57-58).

Kan akimmin baglamasiyla dokuya oksijen girigi, metabolizma igin gerekli
substratlarin temini ve metabolik atik Griinlerin uzaklastirilmas: gibi temel fonksiyonel
Ogeler caligmaya baslar. Reperflizyon ile kan ve iskemik dokular arasmndaki etkilesimler
hasar1 daha da arttirr (59). Kan akiminin tekrar baglamasi iskeminin yol agtifi hasari
smirlandirmaktadir fakat kan ve hasarh doku arasindaki etkilesimler olusan doku
hasarini daha da arttirabilmektedir. Kesilmis olan kan akimmnmn tekrar baglamasi sonucu,
paradoksal olarak, hasarin daha da artmasina reperflizyon hasari ad: verilir (60).

2.4.1. ISKEMi REPERFUZYON HASARINDA OLUSAN BiYOKIMYASAL
DEGISIKLIKLER

Iskemik hasarin patolojisi hiicresel dlizeydedir. Oksijen eksikliginde hiicre
metabolizmasi anaerobik glikolize yonelir, Krebs dongiisii ve elektron transport zinciri
bypass edilir, piruvat laktata gevrilir. 36 ATP’lik aerobik metabolizmadaki enerji
| firetimi anaerobik olana gére 18 kat fazladir. Substrat bagina daha az enerji iiretilmesine
ragmen enerji Uretebilmek amaciyla daha fazla substrat metabolize edilir.
Metabolizmadaki bu artisa kargilik enerji liretimindeki bu azalma Pastor etkisi olarak
bilinir (61). Hiicrede enexjinin %601 Na'-K* pompasmin ¢ahsmasinda kullamhrken,
%40 enerji geri kalan hiicre fonksiyonlarinda kullanilir. Enerji tiretiminde kullanilan
substratlar tamamen metabolize olunca bu pompa ¢alisamaz. Na ve suyun hiicre iginde
birikimiyle akut hiicresel sisme meydana gelir. Hiicre iginde yiiksek olan K*
konsantrasyonu azahr. K™ un bu disar1 akim bir inbalansa neden olarak voltaj bagmh



Ca™ kanallanm uyanr ve sarkoplazmik retikulumdan Ca™ salmir. Intraseliler Ca™
toksik diizeye erigsince membran fosfolipidleri hidrolize ugrar. ATP eksiklifine bagh
olarak graniilli endoplasmik retikulum’dan ribozomlar aynlir, ribozom fonksiyonu
bozulur ve protein sentezi durur. Laktik asit artigt ise intraselliler pH’1 digiiriir. DNA ve
RNA’da sanlma ve kiimelenme olusur. Transkripsiyon gerceklesemez ve protein
sentezi inhibe olur. Vital protein ve enzimlerin sentezlenememesi ve  plasma
membramnin lizisi ile hiicre 6limi olusur. Her ne kadar bu reaksiyonlar zinciri letal
olsa da baslangicta oksijen ve kan akimi hizla saglandifinda reversibldir. Mitokondri
intakt iken ATP dretilebilir, Na'™-K" pompast ¢ahgir, intraselliler laktik asit okside
edilebilir ve DNA hasan ortadan kalkar. Ribozomlar tekrar Endoplasmik retikulum’a
baglanir. Lizozomlar hasarh hiicresel yapilan sindirir, yikilanlar yerine konarak olay

geri doner (61,62). Anoksi uzun siirdigiinde ise hiicre hasan geri dénﬁsﬁmsi'!zdﬂr.

Iskemik hasardaki olaylar zinciri sekil 2.3’de gosterilmigtir.
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Iskemi-reperfiizyon (IR) hasan patogenezi ile ilgili pek ¢ok galismalar olmasina
ragmen heniiz hasarin nedenleri kesinlesmis degildir. Patogenezde inflamatuar
mekanizmalann major rol oynadif: disiniilmektedir. Bu inflamatuar mekanizmalarda
lokositler, 10kosit adezyon molekiilleri ve sitokinler rol almaktadir (63). Ayrica
mekanizmalardan birisi de oksidatif strestir. Oksidatif strese bagh olarak kan-sinir
bariyeri yikima ugramakta ve lipid peroksidasyonu olugmaktadir (64).

IR hasan izerine gesitli hipotezler vardir. Buna gore hiicre hasan reperfiizyon
sirasinda olmaktadir. Bunun nedeni de toksik oksijen metabolitlerinin iiretimidir. Bunlar
siiper oksit anyonu (.0;), hidrojen peroksit (H;0;) ve hidroksil radikalleri (. OH) gibidir
(61,62). Bu teoriye gore iskemi metabolik bozukluga yol agmakta bu da oksijen
metabolitlerinin tretimini saglamaktadir. Kan akimi diizeltildikten sonra da reperfiizyon
hasanina neden olmaktadirlar. Toksik oksijen tirevlerinin biiyik 6l¢iide reperfiizyon
sirasinda  iskemi alamina infiltre olan polimorfoniklear lokositlerce yapildig
ditsiiniilmektedir (61,62).

2.4.1.1. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI VE OLUSUM MEKANIZMALARI

Iskemi-reperfiizyon hasarnin olusmasinda baglca rolii indirgenme reaksiyonlan
sonucunda olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) oynar (65). Serbest oksijen
radikalleri kimyasal olarak reaktif molekiillerdir; bunun nedeni termodinamik stabiliteyi
kazanmak i¢in komgu molekiillerden elektronlar1 veya hidrojen atomlanm ayirmalan
gerekir ve bunun sonucunda bu molekiiller stabilitelerini kaybeder ve bu reaksiyon kisir
dongii haline gelir (66). Bu reaksiyonda once siiperoksit radikali (O7) ve sonra
perhidroksil radikali (HOz), hidrojen peroksit (H:0:) ve olduk¢a reaktif hidroksil
radikali (OH) olusur. Hidroksil radikali canh hiicrelerde bulunan hemen hemen tiim
molekiilerle (proteinler, polisakkaritler, aminoasitler, DNA bazlan, uzun zincirli
doymamus yag asitleri ve organik asitler) reaksiyona girebilir (66,67).

SOR olusum yollan ¢ok ¢esitlidir. Bunlar aracinda elektroa transport zinciri
esnasinda olusan dogal oksijen kaynakli radikaller, Haber-Weis ve Fenton reaksiyonlan
ile meydana gelen radikaller, katekolaminler tarafindan radikal iretimi, eikosonoid
metabolizmas1 ve nitrik oksit yolu ile olusan radikaller sayilabilir. Ksantin oksidaz
aracihfiyla radikal uretimi de olduk¢a onemli bir kaynaktir (68). Reperfiizyon iki ucu



keskin bir bigak gibidir. Orgamin normal metabolik fonksiyonuna devam edebilmesi i¢in
oksijene, yani reperfiizyona ihtiyaci vardir. Fakat oksijenin iskemik bélgeye yeniden
girisi serbest oksijen radikallerine (SOR) bagh olarak doku hasanna neden olur (61). Bu
radikallerin olusumu iskemi swrasinda &zellikle hipoksantin-ksantin yolu ile olmaktadir.
Bunlar iskemik period sirasinda tretilip biriken adenin niikleotidleridir. Anoksik
durumda NAD" kullanan ksantin dehidrogenaz enzimi ksantin oksidaza doner. Bu da
oksijen metabolitlerinin tretimi ile sonuglamir. Ksantin oksidaz elektron alicisi olarak
oksijeni kullanarak hipoksantin ve ksantini {irik asite gevirir. Bu reaksiyon strasinda
siiperoksit anyonu olusur. Bunlar da doku hasarina yol agan daha toksik oksijen
metabolitlerine gevrilirler. Veya stiperoksit radikali demir ve bakir serbest radikallerine
gevrilebilir. Bu demir radikali de doku hasan yapabilmektedir (61,68). Tiim bunlarin
disinda notrofiller de serbest oksijen radikallerinin potansiyel kaynaklarindan biridir.
Normalde fagositoz sirasinda nétrofiller NADPH oksidaz enzimiyle siiperoksit radikali
olustururlar (11). Hiicre hasarinda oksijenin rolii sekil 2.4’de g6sterilmistir.
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Sekil 2.4 Hiicre hasarinda oksijenin rolii (62)

2.4.1.2. LIPiD PEROCKSIDASYONU

Serbest oksijen radikallerinin IR hasarindaki en biyiik hasarlandinc etkileri
lipid peroksidasyonu iizerinedir. Lipid peroksidasyonu kuvvetli bir radikal olan
hidroksil radikali etkisiyle, zar yapisinda bulunan fosfolipidlerde mevcut poliansature
yag asidi zincirindeki alfa metilen gruplanndan (PUFA) (6rnegin arasidonik asit veya
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linolenik asit) bir hidrojen atomunun uzaklagmas: ile baslamaktadir. Boylece bir yag.
asidi zincin radikal niteligi kazamr. Olusan lipid radikali (L.) dayaniksiz bir bilesik olup
bir dizi degisiklife ugramaktadir. Oncelikle molekil igi ¢ift bag aktanlmas: ile dien
konjugatlan olusmaktadwr. Daha sonra lipid radikallerinin molekiiler oksijenle
reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksit radikali (LOO.) olusmaktadir. Bu lipid
peroksit radikali de zar yapisindaki difer bir poliansature yag asidini etkileyerek yeni
bir lipid radikalinin olusumunu saglamakta, kendileri de a¢i1Ba ¢ikan hidrojen atomlanim
alarak lipid hidroperoksitlerine déniismektedir. Boylece reaksiyonun otokatalitik bir
bigimde yiirimesi saglanmaktadir. Lipid peroksidasyonu lipid hidroperoksitlerinin
aldehit (MDA: Malondialdehit) ve difer karbonil bilegiklerine déniigmesi ile sona
ermektedir (68).

Lipid peroksidasyonu membranin iyonlara gegirgenligini arttinr. Membran
reseptér ve enzimleri gibi transmembran proteinlerinde hasar olugturur (68). Lipid
membramn destriiksiyonu hiicrede iyon ve enzim imbalansina neden olur, bu da Ca™
akimina, hiicre 6demi ve nekroza yol agar (61).

2.4.1.3. NITRIK OKSITIN ROLT

Nitrik oksit ( NO) eslenmemis tek bir elektron igeren bir serbest radikaldir. NO
radikali intra ve interselliiler haberci olarak karsimza ¢ikmaktadir. NO radikali endotel
tiirevi gevseme faktorii ile 6zdegtir (68). NO oksijen ve L-argininden Nitrik oksit sentaz
(NOS) ile olugur (Sekil 2.5)(69). NOS enzimi FAD, FMN, Heme, Ca *? calmodulin ve 6
(R)- tetra-hidro-L- biopterin (BH,) kofaktorlerine ihtiyag duyan bir enzimdir. Bu
enzimin gesitli izoformlan vardir. N6ronal form (n NOS, NOS-1, Tip I ) Ca *? bagimlt
bir enzimdir ve noéral doku ile iskelet kasinda bulunur. Indiiklenebilir form (i NOS,
NOS-2, Tip IT ) sitokin veya endotoksin aktivasyonuna cevap olarak hiicre ve dokudan
salimr. Normal kogullar altinda Ca *?* bagimh degildir. Ugiinci form olan endotelial
form (¢ NOS, NOS-3, Tip IIl ) Ca *? bagimlidir.- Néronal formdan farki boyut olarak
daha kiigiik olusudur. Ilk olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde bulunmugtur (70). e NOS
fizyolojik dozlarda toksik degil iken, Ca™" bagimsiz indiiklenebilir formu olan i NOS
formu toksiktir. Iskemi ve sepsiste i NOS aracilifs ile salinan NO yiiksek miktarlarda
iken toksiktir (68).
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Sekil 2.5 Nitrik oksit biyosentezi (69)

NO siiperoksit anyon radikali ile reaksiyona girerek pcroksinitrite
doniigebilmektedir. Ancak NO bir yandan siiperoksit anyon radikalini temizlerken diger
yandan olusan peroksinitrit potent bir oksidandir. Peroksinitrit hiicre membramnda lipid
peroksidasyonunu baglatarak hiicre hasan yapmaktadir (68). Protein tirozin
rezidiilerinin nitrasyonuna neden olarak protein yapisim bozmaktadir. Bu gekilde olusan
nitrotirozin de oksidatif stresin 6nemli gostergelerindendir (70).

NO etkisini ¢cGMP yolu iizerinden gostermektedir. Ca™ arjininden NO
sentezini indiikler. NO ise GTP ‘den cGMP olugumunu arttinr. cGMP inaktif protein
kinazlan aktive eder ve diiz kaslarda gevsemeye neden olur. NO oldukg¢a kisa bir yan
Omre sahip oldugundan siiratle nitrit (NO;) ve nitrata (NO3) doniigmektedir (68).

NO angiogenez ve hiicresel migrasyonu saglar. Yarada kollajen depolanmas: ve
kollajen ¢apraz baglanm arttwrarak yara iyilegmesini hizlandinr. Sitozolik guanilat
siklaz ve ¢GMP aracili vasodilatasyon yapar. Platelet agregasyon inhibisyonu ile
antiatherojenik rolii vardir. Endotelyal 16kosit hiicre adezyonunu inhibe eder. Lokosit
adezyon, aktivasyon ve kemotaksisinin endojen inhibitoriidiir. Endotel proliferasyonu
ve apopitozist modiile eder. Selliler immiinomodiilasyon ve bakteriyal sitotoksisiteyi
arttinir. Norojenez ve fonksiyonel tamirde rol oynar ve néronal hasardan korunmada
6nem tagir (70).

Miyokardiyal IR hasaninda iNOS artist ve eNOS azalisi izlenmigtir (71). Nitrik
oksitin IR swrasinda olusan reaktif oksijen radikallerini temizledigi disiintilmektedir
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(72). Bu nedenle IR hasaninda ise NO inhalasyon ve IV olarak denenmigtir ve
oksijenlenmenin  diizeldigi goézlenmigtir. Adezyon molekill salimmmm, notrofil
aktivasyonu ve kemotaksisini inhibe edici etkisi nedeniyle IR hasarinda denenmektedir
(61,73,74,75).

2.4.1.4. NOTROFILLERDEKI DEGISIKLIKLER

Iskemi reperfiizyon hasannda primer mediatorler serbest oksijen radikallerinin
yaninda nétrofillerdir. SOR hiicresel hasar ile ilgili olan nétrofil ve sitokinlerin
tiretimine neden olurlar. Bu, organizmanin savunmasina yénelik aktivasyon ise iskemi
reperfiizyonda ek bir hasar olugturmaktadir (61). Nétrofiller burada hiicre adezyonuna
neden olarak, mekanik olarak kapillerleri tikayip akim bozarak, litik enzimler sekrete
ederek, proinflamatuar sitokinleri amplifiye ederek ve bizzat kendileri radikal
olugturarak etki ederler (76).

Iskemi reperfiizyonda nétrofillerin aract oldugu hasarda adezyon molekiillerine
baglanmalan o¢nemlidir. Notrofillerin aktivasyonu ile salinan sitokinler adezyon
molekiillerinin  samgim arttinrlar  (61). Son yillarda IR hasannda adezyon
molekiillerinin rolii lizerinde durulmaktadir. Bu 16kosit aracih doku has»nnda
mekanizmalar g§oyle Ozetlenebilir; Mikrovaskiiler okliizyon, sitotoksik enzimlerin
salimg1, artmus vaskiiler permeabilite ve endotel fonksiyon bozuklugu, SOR salimg,
sitokin salmgimin artigi, endotel hasarina bagh NO yapiminin azalmasi ve boylelikle
endotel-lokosit adezyonunu inhibe edici etkisinin ortadan kalkmasi, aktive
notrofillerden vasokonstriiktor etkili aragidonik asit metabolitlerinin Uretilmesi olarak
siralanabilir (63,77,78).

2.4.2. ADEZYON MOLEKULLERI VE FIBRONEKTIN

Hiicreler nasil etkilesirler? 1980’lerden itibaren bu soru tlizerinde g¢aligmalar
yapilmug ve bunun hicreden sentezienen drlinlere bafili multiselliler bir olay cldugu
distinilmistir (79). 1990’larda ise bu soru iizerinde yapilan galigmalar hiicre-hiicre
adezyonu ve intraselliler sinyal iretimine dogru y6nelmigtir (79). Hiicre biyolojisinde
hiicrelerin invivo olarak baglanma ve yayilmalan, invitro olarak ise gofalma ve
farkhlagmmg ozelliklerini eksprese edebilmeleri igin yapigabilme fonksiyonlari Gnemli
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olmaktadir (80). Hiicrelerin birbirlerine ve ekstraselliler matrikse (ECM) baglanmalari
embriyogenez, geligim, kanser ve metastaz, iskemi reperfiizyon hasan, inflamasyon ve
immiin yanit gibi pek ¢ok olayda kritik rol oynamaktadir (’79).

Lokosit adezyon molekiilleri 16kosit ve diger hiicrelerden salimirlar ve pek gok
lokosit fonksiyonunu diizenlerler. Lokositlerin inflame dokuya emigrasyonlan ozgiil
adezyon molekiillerini de i¢ine alan gok basamakli bir olaydir. Dokuya gé¢ edebilmek
igin lokositler Oncelikle vaskiler endotele baglamirlar. Bu ilk baglanma oldukga
gevsektir ve adezyon molekiillerinin Selektin ailesi ve onun ligandlaninca kontrol edilir.
Daha sonra lokositlerin aktivasyonu ve endotel araciifn ile Integrin ailesi ve onun
reseptorleri ( ICAM-1) ile daha siki baglanma olugur. Lokositlerin transmigrasyonu son
asamadir, endotel hiicreler arasindan gegen Ilokositler doku hasarimin oldugu
ekstraseliler matrikse yonelirler, burada ise sitokinlerin Onderliginde ilerlerler.
Ekstraselliller matrikste diger adeziv. molekiillerce (fibronektin gibi) baglanarak islev
goriirler. Epitelyal ve mezenkimal hiicrelerdeki onemli adesiv makromolekiiller
fibronektin, vitronektin, entaktin, fibriler kollajenler (tip 1,2,3,5 ve 11) ve bazal
membranlardaki tip 4 kollajendir. Bu bilegenler bir takim integrinler, heparan siilfat gibi
proteoglikanlar ve diSer hiicre yiizey reseptorleri ile iliski i¢indedirler. Bu adesiv
molekiillerden birisi olan fibronektin 6zellikle yara iyilesmesi ve sinir rejenerasyonu ile
ilgilidir (63,80,81).

Reperflizyondan sonraki ilk 2-5 dakika i¢inde endotel disfonksiyonu olur. 10-20
dk iginde ise etkilenen alandaki endotel yiizeyinde P-selektin upregiilasyonu olusur. Bu
da polimorfoniiklear l6kositlerin (PMNL) disfonksiyonel ve selektin diizeyi artmig olan
endotele gevsek ve reversibl olarak baglanmalarina yol agar. Bu noktada olaylar
yavaslar ve PMNL’in kademeli infiltrasyonu olusur (74). 20 dk’dan sonra intraselliiler
depolardan hizla mobilize olan P-selektin internal degradasyona ugrayarak azalir ve L-
selektin en Onemli mediatér haline gelir (63). Lokositlerin kademeli infiltrasyonu
ozellikle reperfiizyondan 180 dk sonra belirgindir. 270 dk’da ise reperfiizyon hasarinin
sonucu olan doku nekrozu olugmaktadir (74). Bu endotel disfonksiyonunda PMNL
infiltrasyonu agamasina kadar olan dénemde P ve L-selektin anahtar gérevi yapmaktadir
(74). Diger bir selektin ailesi tiyesi olan E-selektin ise ozellikle ilk 4 saatlik
postreperfiizyonda major rol oynamaz. 6. saatten sonraki yamtlarda aktiftir(74).
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Fibronektin, ckstraselliler = matriksdeki (ECM) nonkollajen adeziv
proteinlerdendir. ECM’yi hiicre yiizeyine baglar. Glikoprotein yapisindadir ve molekiil
agirthg 500kD’dir. Karboksi terminal bolgelerinden bir ¢ift disiilfit bag ile bagh 2
bityiik subiinitten olugan dimerdir. Her subiinit ise farkh iglevlere sahip fleksible
domainlerden olugur. Ornegin kollajen, heparin, hiicre baglayict domainler. Hiicre
baglayict domainde spesifik bir tripeptit dizisi belirlenmigtir (RGD; Arjinin-glisin-
aspartik asit). Eger bu peptitler solid yizeye baglanirlarsa hiicrelerin buraya
baglanmalanm saglarlar. Bu iigli peptit (integrin reseptorii) fibronektine 6zel degildir.
Diger ECM proteinlerinde de vardir. Fibronektin 50 ekzonlu tek bir gen tarafindan
kodlamr. Ozellikle konnektif dokularda fazladir. Plasma fibronektini ve fibronektin
filamanlan gibi ¢esiti formlarda bulunur. Plasma fibronektini solubildir ve kanda ve
diger viicut sivilarinda sirkiile olur. Fagositoz, kan pithtilagmasi ve yara iyilesmesinde
rol aldifs disinilmektedir. Fibronektin filamanlan ise unsolubildir ve fibronektinin
hiicre yiizeyi ve matrikste yer alan formudur. Fibronektinin ti¢ tipi vardir. Tip 1°de 45,
Tip 2’de 60, Tip 3’de 90 aminoasit vardir. Tip 1 ve 2°de iki adet disiilfit bag: varken,
Tip3’de disiilfit bag: yoktur (82,83). Sekil 2.6°da fibronektinin yapis1 gosterilmistir.

FIBRONEKTIN

Heparin |, - Kollagen Fibrin i
Flbrin 1, |

o

Gly Ao

Sekil 2.6 Fibronektinin yaps: (78)
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Fibronektin hiicre adezyonu, hiicre go¢ii ve tiimor invazyonunda rol alr.
Fibrinojen, kollajen, glikozaminoglikan (heparan siilfat) gibi ECM bilegenlerine
baglanarak adeziv olaylan baglatir (82,83). Aynica diger gorevleri arasinda inflamasyon,
yara iyilesmesi ve sinir rejenerasyonu da vardir. Travma sonrasi kan beyin bariyerinin
yikildigs ve serebral 6demin oldugu durumda NOS aktivitesinin arttift ve ayrica aym
alanda endojen fibronektin ekstravazasyonunun oldugu izlenmigtir (84,85). Periferal
sinir tamir siurecinde schwann hicreleri rol almaktadir ve noérit migrasyonunu
proksimal-distal yonde ilerletmektedir. Bu siirecin kontakt agamasinda ise fibronektinin
rehberlik eftigi dusinilmektedir. Agrege olmus plasma fibronektini fibroblast,
makrofaj, norit ve schwann hiicrelerine baglanma yetisine sahiptir. Fibronektinin
schwann hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu stimiile eden bir kemoatraktan
oldugu gosterilmigtir (86). IR hasan tedavisinde sentetik fibronektin pe;ptitleri
kullamlmas1 denenmektedir. Etki mekanizmasi tam olarak anlasilamasa da erken
dénemde kullamldiginda PMNL birikiminin azaldigi, infarkt alammin kiigildigi ve
norolojik disfonksiyonun azaldigs izlenmistir (87,88).

2.4.3. TRANSFORMING GROWTH FACTOR-$ (TGF- p) SUPER AILESI

TGF- P siiper ailest sitokinlerin genig bir grubunu olugturan bir ailedir. Ailenin
tiyeleri arasinda Aktivin, TGF-B 1,2,3, Inhibin, Kemik morfojenik protein, Drosophila
dekapentaplejik gen iirini, Miillerian duct inhibiting substance, Vg- iligkili gen triinleri
vb. sayilabilir. Bu ailedeki uyeler yapisal olarak benzer, fonksiyonel olarak farkh etkili
biyiime faktorleridir. Bu aile, sitokin reseptorlerinin kinaz aktivitesi gdsteren grubuna
dahil olan serin—treonin kinaz reseptorleri iizerinden aktivite gésterirler. Aile iiyeleri
biiyime ve farklilagmamn 6nemli tagiyicilandir. Memelilerde embriyojenez sirasindaki
temel viicut plammn ayarlanmasinda rol alirlar. Ornegin, noral tiip, kartilaj, kemik ve
seksiiel organiann olusumunun kontrolii;, yara iyilesmesinin tetiklenmesi; ve immun ve
endokrin forksiyonlarm koatrolii gibi. Insanlarda ayrica fibrozis, immunosupresyon,
kanser ve diger bozukluklarla iligkilidirler (19,89).
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2.4.3.1. AKTIVIN

Aktivinler TGF- B siiper ailesine dahil olan dimerik proteinlerdir. Ilk kez 1986
yilinda follikiiler sividan izole edilmig olan ve hipofizer follikiil stimiile edici hormon
(FSH) sentez ve sekresyonunu stimule eden gonadal proteinlerdir. Ilk bulunduklarinda
bilindiginden farkh olarak sadece over ve testislerden degil diger dokulardan da
sentezlenirler. Reprodiktif aks: regiile eden parakrin ve otokrin faktorler gibi fonksiyon
gosterirler. Aktivin mRNA ekspresyonu ¢ok ¢esitli dokularda izlenir ki bunlar plasenta,
hipofiz, adrenaller, dalak, kemik ilifi, ve beynin spesifik bolgeleri gibidir. Bu
dokulardaki farkli biyolojik fonksiyonlan nedeniyle aktivin biiyiime faktorii ve sitokin
rolii stlenir (19).

Aktivinlerin ¢ farkh formu mevcuttur. Bunlar, Homodimerik aktivin A (BA
BA), Homodimerik aktivin B (BB PBB) ve Heterodimerik aktivin AB (BA BB)
seklindedir. fC, BD ve BE zincirleri 1997 yilinda tammianmugtir (18). Pek ¢ok
caligmada Aktivin A, AB, ve B geklindeki bu ii¢ izoform arasindaki farkhiliklar tarif
edilmesine ragmen benzer aktivitelere sahip bulunmuslardir. Yine de her varyantin
spesifik fonksiyonlari heniiz tam olarak aydinlatilamamsgtir (18). Aktivinin Onemli
fonksiyonlan gekil 2.7°de gosterilmistir (90),

Sekil 2.7 Aktivinin fonksiyonlar (90)

Aktivinin biyolojik aktivitesi iki farkli tip reseptérden olusan bir heterodimerik
reseptoér kompleksi tizerinden gergeklesir; 1) Tip I reseptor (AR I ve AR Ib), 2) Tip I
reseptor (AR II ve AR II b). Bu reseptorler intraselliiler serin-treonin kinaz aktivitesi
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gosterirler. Bu transmembran reseptorlerinin yam sira solubl aktivin baglayic1 bir
protein olan follistatin aktivine baglanarak onun biyolojik etkilerini inhibe eder (18).

Aktivinlerin hedef hiicredeki etkileriyle ilgili olarak yapilmug gesitli ¢aligmalar
bulunmaktadir., Bu c¢alismalarda aktivinlerin  biyiime ve farklilagmadaki,
organojenezdeki, inflamatuar olaylardaki ve yara iyilesmesindeki rollerinden sbz
edilmektedir (18). Invitro ve invivo ¢aligmalar aktivinin keratinosit proliferasyon
ve/veya diferansiasyonunun regiilasyonunda rolii oldugunu belirtmektedir. Aynca
aktivin normal rat bobrek fibroblastlarninda kollajen tipl mRNA dizeylerini
arttirmaktadir. Bu bulgular dermis ve epidermisteki yara iyilesmesinde aktivinin roli
oldugunu go6stermektedir (18). Mezenkimal kompartmanda aktivin ekstraselliler
matriks molekiillerinin indiikleyicisi gibi davranmaktadir. Ozellikle embriyonik 3 T;
fibroblastlarda aktivinin fibronektin ekspresyonu iizerine stimulator etkisi gosterilmigtir
(18). Aktivin ekspresyonu pek ¢ok dokuda proinflamatuar sitokinlerle stimule
edilmektedir. Bu ise aktivinin antiinflamatuar aktivitedeki roliine igaret etmektedir (18).
Birgok akut beyin hasan modelinde, ¢esitli orijinlerdeki akut noéronal hasara yamt
olarak yiiksek aktivin A ekspresyonunun oldugu gésterilmistir (91). Iskemik hasar ve
mekanik irritasyona yamt olarak aktivin A indilklenmektedir. Ozet olarak, aktivin ¢esitli
doku ve organlarda inflamasyon ve tamir olaylannda rol alirr. Invitro galigmalar
mezankim ve olasihkla epitel tamirindeki etkisini géstermektedir. Ayrica noroprotektif
etkileri mevcuttur. Aktivin A hasarli noronlarda yasam siiresini modiile eder ve
indiiklenmesiyle travmatik beyin hasanna karsyt noroprotektif etki gosterir
(18,19,91,92).

2.4.3.2. TRANSFORMING GROWTH FACTOR-B (TGF- B)

Aktivinler gibi transforming growth factor- B stiper ailesinin Uyesidirler. Beta 1,
2, 3, 1.2, 1.3 olmak iizere bes adet izoformu vardir. Memelilerde ise f 1,2, ve 3 tespit
edilmistir. Bu izoformlarn matiir polipeptitleri 112 aminoasit igerir ve birbirleriyle %
80 oraminda dizi homolojileri vardir ve benzer biyolojik aktiviteleri mevcuttur (20).
Sekil 2.8°de TGF- B 1’in yapis1 gosterilmistir (93).

Ug tip TGF- B reseptorii tammlanmugtir. Bunlar, Tip I, 1L, IIT seklindedir. Tip I
reseptori tim normal hayvan hicrelerinde tespit edilmigtir. Tip II reseptorii
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klonlanmigtir ve bir serin- treonin kinazdir. Tip III reseptorii de klonlanmugtir ve bir
membran betaglikandir. Tip III res'eptt’)ri'm direkt olarak TGF- P sinyal transdiiksiyonu
ile iligkisi yoktur (20). Tip I ve II ise direkt olarak sinyal transdiiksiyonu ile ilgilidir
(21). Sinyalizasyonda Tip I ve II reseptorlerin rolleri soyledir ki; TGF- B direkt olarak
Tip II reseptoriine baglamir. Tip II reseptorii ise aktif bir kinazdir ve bu baglanma
reseptér 1 tarafindan algllamr. Tip I reseptorleri Tip I reseptorlerinin yoklugunda
ligandlarina baglanamazlar. Tip II reseptorler ise farkh Tip I reseptor izoformlarmna
baglanabilirler. Aymt olasihklar aktivin reseptorleri igin de gegerlidir. Hiicre tiplerine
gore liganda verilen biyolojik ce\}abm spesifitesi kompleksteki Tip I reseptore gore
degisir. Bu da sitokinlerin multifonksiyonel dogasimn temelini olugturmaktadir (89).

Sekil 2.8 TGF- B1’in yapisi (93)

TGF- B siper ailesinin ligandlarindan gelen sinyaller serin-threonin kinaz
reseptorlerince aktive edilen Smad proteinleri tarafindan donigiime ugrarlar. Bu
reseptorce aktive olan Smad proteinlerinin fosforilasyonu ise hiicre g¢ekirdeginde gen
regiilasyonunu uyarir (94). Smad proteinlerinin de yer aldign TGF- 8 sinyal iletimi gekil
2.9°da gosterilmigtir.

TGF- B dokularda genis bir varyasyon gosterir. Kompleks multifonksiyonel
biyolojik etkileri vardir, TGF- B bir mitojen, morfojen olabilecegi gibi hiicre tipi ve
hitcre farklilagmasina bagh olarak inhibitér de olabilir. Neoplastik olmayan dokularda
genellikle epitelyal hiicreleri inhibe ederken, mezenkimal hiicreleri stimule eder.

Anjiojenez ve ekstraselliler matriks formasyonunu tetikler ve immun sistemi suprese
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eder. Ayrica hiicre adezyonu ve hiicresel farklilagmay: regiile eder. Bu ozellikleri
nedeniyle TGF- B embriyojenez, yara iyilegmesi igin onemlidir ve kanser gelisimiyle
ilgisi mevcuttur (20). TGF- P hiicre siklusuna etki eder ve kollajen, fibronektin, hiicre
yiizey integrinleri gibi pek ¢ok ECM bileseninin potent indiikleyicisidir (21). Bunlarn
yant sira fibroblast, monosit ve makrofajlar igin kemotaktiktir (95). Yapilan bir
¢alismada lokalize serebral hasar sonrasinda rat beyninde skar alaninda artrmg TGF- f1
ckspresyonu izlenmigtir. Ciinkii TGF- B hasar, inflamasyon ve fibrozis arasindaki
baglantiy1 uyarmaktadir. Doku hasan sonrasinda aktive makrofajlarca salinan TGF- B
kollajen sentez ve yikim arasindaki dengeyi saglamaktadir (95).

Iskemi  reperflizyon  hasannin  patofizyolojik = mekanizmasi  halen
anlagilamamigtir. TGF- P’min farkh organ sistemlerinde IR hasarina karsi koruyucu
oldugu gosterilmigse de TGF- P aktivitesinin bu olaydaki regiilasyonu hakkinda bilgiler
azdir. Kan damarlannda ve cilt fibroblastlannda akut iskemik kosullarda TGF- B
reseptorleri ve TGF- B1 belirgin olarak artar. TGF- B aktivitesi iskemik kogullar altinda
artar ve bunun iskemik hasara karsi adaptif bir yamt oldugu digiinilmektedir (96).
Myokardial IR hasarinda da TGF- P artigm gosteren yaymlar mevcuttur. Ozellikle
myokard infartiisiiniin ilk giinlerinde TGF- B1 ve B2 artmaktadir (71, 97). Aktivinde
oldugu gibi TGF- B’nin da néroprotektif etkisi mevcuttur (98).

Sekil 2.9 TGF-§ sinyal iletimi (99)
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3. ARAC, GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.1. DENEY TASARIMI VE CERRAHI PROSEDUR

Bu ¢alisma Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Aragtirma Merkezi
Deney Hayvanlan Laboratuarinda yapilmistir. Deney hayvam olarak, farkh gruplar
altnda ortalama agirhklari 300 gram olan 72 adet Albino rat kullamlmmgstir. Ratlar
Kayseri Erciyes Universitesi Arastrma ve Deney Hayvanlari Laboratuarindan
saglanmistir. Deney hayvanlart oda wsismda (24° C), ayn ayn kafeslerde tutularak ve
aym gidalari igeren diyet ve su ile beslenmiglerdir. '

Anestezi intramuskiiler yoldan verilen 50 mg/ kg dozda Ketamin Hidrokloriir
(Ketalar, 50 mg/ml, Eczacibag ilag sanayii, Istanbul, Tiirkiye) ile gergeklestirilmistir.

3.1.2. CALISMADA KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Ayrraglarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler analitik kalitede olup,
Sigma ve Merck firmalarindan temin edilmistir. Aragtirmada kullamlan Onemli
kimyasal maddeler agagida verilmigtir;
Nitrit- Nitrat Olgiimiinde Kullamlanlar: Sodyum nitrit, potasyum nitrat.
Malondialdehit (MDA) Ol¢limiinde Kullamlanlar : 1,1,3,3 tetrametoksi propan |,
Sodyum dodesil stilfat, Asetik asit , Thiobarbitiirik asit, n- butanol, pyridin, doymus
sodyum hidroksit.
TGF- B1 ve B2 Olgiimiinde Kullamlanlar: Potasyum kloriir, Sodyum kloriir, Potasyum
dihidrojen fosfat, Disodyum hidrojen fosfat, Magnezyum klortir- 6 hidrat, Kalsiyum
klorlir —2 hidrat, Hidroklorik asit, Sodyum hidroksit, Sodyum bikarbonat, Sodyum
karbonat, Tris HCL, ve Triton X.
Fibronektin Olglimiinde Kullanilanlar: insan fibronektin antiserumu (Dade Behring)
kullamlmig olup, ayrica kimyasal madde gerekmemistir.
Aktivin A Olgtimiinde Kullandanlar: Mouse aktivin A immunoassay kiti (R&D
systems) kullamilmig olup, ayrica kimyasal madde gerekmemistir.
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Bunlarin diginda ayiraglanin hazirlanmasinda distile su (MINI pure SM) kullanilmigtir.

3.1.3. CALISMADA KULLANILAN CiHAZLAR
Bu ¢aligma sirasinda kullamlmig olan cihazlar agagida verilmistir,

ELISA cihazs
Microplate yikama cihazi
Nefelometre
Spektrofotometre
Santrifiyj

Benmari (sicak su banyosu)
PH metre

Etiv

Hassas terazi

Vorteks

Distile su cihazi

Derin dondurucu

Otomatik pipetler
Multichannel otomatik pipet
Cam pipetler

(Organon Teknika Microwell System Reader 230- S )
(Organon Teknika Microwell System Washer 400 )
(Dade Behring BN 100, Marburg, Germany)
(Varian Cary 50 Bio UV Visible Spectrophotometer)
(Sigma ultra santrifiij 3 K 30, Niive NF 800 ve
Heraeus Sepatech Labofuge 200 )

(Memmert thermostating fluid- waterbath)

(WTW Inolab labor PH-meter)

(Niive EN 500)

(Shimadzu AX 120)

(Velp. Scientifica 2x° )

(MINI pure SM ve Bamnstead EASY pure UV)

(Bosch ve Argelik)

(Medisis, Gilson )

(Treff-Lab)

(Precicolor HBG, Germany)

3.1.4. CALISMADA KULLANILAN TESTLER
Caligmada biyokimyasal analizlerde kullamilan kitler agsagida belirtilmigtir;
Nitrit- Nitrat Olg¢iimii : Nitrite / Nitrate colorimetric method (Roche Diagnostics

Mannheim, Germany, 1 746 081).

Fibronektin Ol¢iimii : Human fibronectin N antiserum, OUND 09 (Dade Behring).
TGF- B1 Olgtimii : TGF B1 E max immunoassay system 145822 (Promega corporation,

Madison, W1, USA).

TGF- B2 Olgtimii : TGF 2 E max immunoassay system 143540 (Promega corporation,

Madison, W1, USA).



Aktivin A 6lgiimii: Quantikine M Murine , Mouse Activin A Immunoassay, 0141148 (R
& D systems, Minneapolis, MN ).

3.1.5. ARASTIRMADA KULLANILAN AYIRACLARIN HAZIRLANMASI

3.1.5.1. Nitrit — Nitrat Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraglar :

Nitrit stok standart ¢6zeltisinin hazirlanmast:
1 mM Sodyum Nitrit (NaNO;) stok ¢6zelti hazirlamak i¢in molekiil agirhig (MA) 69,00
g/mol olan sodyum nitritten 0,0069 g alind: ve distile su ile 100 ml’ye tamamland.

Nitrat stok standart ¢ozeltisinin hazirlanmast: '
72,99 mM Potasyum nitrat (KNOs) stok ¢ozeltisi hazirlamak igin molekiil agiriigi (MA)
101,1 g/mol olan potasyum nitrattan 0,738 g tartildi ve distile su ile 100 ml’ye
tamamland.

3.1.5.2. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiwraclar:

MDA stok standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Molekiil agirhign 164,20 g/mol olan, yogunlugu 0,997 g/ml olan %99’luk 1,1,3.3
tetrametoksi propan’dan 6,6 pl alinarak 100 ml’ye tamamlandi. +4°C’de buzdolabinda
sakland.

% 8,1’lik Sodyum dodesil siilfat (SDS) hazirlanmas::
8,1 g SDS bir miktar distile suda ¢6ziilerek, yine distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
Oda 1sisinda saklandi.

% 20’lik Asetik asit (PH = 3,5) hazirlanmasi:
20 ml asetik asit biraz distile su {izerine eklenerek kangtirildi, ve 100 ml’ye distile su ile
tamamlandi. Daha sonra sodyum hidroksit (NaOH) ile PH’s1 3,5’ ayarlandi. Oda
1sisinda saklandi.

% 0,8’lik Thiobarbitiirik asit (TBA) (PH= 3,5) hazirlanmasi:
0,8 g TBA bir miktar distile suda g¢oziiniildiikten sonra 100 ml’ye distile su ile
tamamlandi. Ardindan PH’s1 NaOH ile 3,5’ ayarlandi. Oda 1sisinda sakland.



n-butanol-pyridin soliisyonu (15/1) hazirlanmas:
1 ml pyridin Gizerine 14 ml n-butanol eklenecek sekilde galisilan 6rnek sayisina gore
hazirlandi (6 ml pyridin + 84 ml n-butanol seklinde). Gunliikk olarak ¢aligmanin hemen

éncesinde hazrlandi.

3.1.5.3. TGF- 1 Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraglar:

1 N Hidroklorik asit (HC!) hazirlanmas::
Molekiil agirign 36,5 g/mol, yogunlugu 1,19 g/ml olan % 37°lik HCl ‘den 82,89 ml
alinip bir miktar distile su iizerine eklendi. Daha sonra distile su ile 1 litreye (L)
tamamlandi.

1 N Sodyum hidroksit (NaOH ) ¢ozeltisi hazirlanmasi:
MA = 40 g/mol olan NaOH “den 40 g alinarak bir miktar distile suda ¢6ziildii ve sonra 1
L ‘ye tamamlandi. '

DPBS Tamponunun (PBS Dulbecco’s Liquid = Dulbecco’s phosphate buffer
saline) hazirlanmasi:
0,2 g potasyum klorir (KCl), 8 g sodyum kloriir (NaCl), 0,2 g potasyum dihidrojen
fosfat (KH,PO,) , 1,15 g disodyum hidrojen fosfat (Na,HPQ,) kangtirdarak, 1 L distile
suya tamamlandi. 1 N HCL ve/veya IN NaOH ¢ozeltisi kullanilarak PH 7,35%e
ayarlandi. Daha sonra 100 mg magnezyum kloriir 6 hidrat (MgCl; . 6 H,O) ve 130 mg
kalsiyum kloriir 2 hidrat (CaCl; . 2 H,0) eklenip kangtinldi.

Karbonat kaplayici tampon hazirlanmas:
0,025 M sodyum bikarbonat (NaHCO;) hazirlanmasi: MA = 84,01 g/mol olan
NaHCOs’den 0,11 g alind.
0,025 M sodyum karbonat (Na;CQO;) hazrlanmasi: MA = 105,99 g/mol olan
Na;COj5’dan 0,13 g alinds.
Daha sonra her ikisi kangtinlarak 50 ml’ye distile su ile tamamlandi. Ve ardindan PH’
lari 1 NHCL veya 1 N NaOH ile 9,7 ‘e ayarlandi.

TBST (Tris Buffered Saline with Tween) yikama tamponunun hazirlanmas::
20 mM Tris HCl (PH = 7,6) hazirlanmasi: MA = 157,6 g/mol olan Tris HCl’den 1,576 g
alind.
150 mM NaCl hazirlanmast: MA = 58,44 g/mol olan NaCl’den 4,383 g alind1.
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Daha sonra her ikisi kangtinlip 500 ml’ye distile su ile tamamlandi. Ardindan 0,05 %
(v/v) olacak sekilde 250 pl Triton-X eklenerek tampon hazirh®: tamamlands.
(Calismamiz sirasinda deterjan olarak Tween -20 yerine Triton-X kullamlmustir.)

3.1.5.4. TGF- §2 Olciimiinde Kullamlan Ayiraglar:
TGF- B1 6lgiimiinde kullamlan ayiraglarin hepsi TGF- B2 6l¢timii igin de kullanilmgtur.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. DENEY MODELI

Bu deneysel gahiymada yaratilacak periferik sinir iskemi-reperflizyon hasaﬁ i¢in
rat siyatik sinir modeli kullamldi. Bell’in 6zellikle rat siyatik siniri kanlanmasi {izerine
yapmig oldugu ayrintih galiymalar ve 6nceki model arayislani temel alinarak ¢abiyma
tasarland1 (45).

Cerrahi girisim Oncesi ratlara anestezi igin 50 mg /kg ketamin hidroklorir
intramuskiiler olarak uygulandi. Anestezi altindaki denekler tespit edildikten sonra
epilatuar krem kullanilarak sag ve sol inguinal bolgeleri ile sag ve sol bacaklarimn
dorsalindeki killan alindi. Sonra, operasyon sahasi ¢nce cerrahi sabun (Hibisel, Dogu
ilag firmas:, Istanbul, Tiirkiye) sonra da povidon-iyot (Batticon, Adeka ilag sanayii,
Istanbul, Tirkiye) ile temizlendi ve steril ortii ile kapatildi. Uyluk i¢ yiiziinden inguinal
kiviima kadar uzanan bir insizyonla derinlesilerek femoral arter, ven ve sinir bulundu
(Sekil 3.1.A). Femoral sinir yaklagtk 1 santimetrelik bir boliimde arter ve venden
disseke edildi. Daha sonra iskemi olugturabilmek amaciyla femoral arter ve veni
Yasargil anevrizma klipsi (Yagargil anevrizma klipsi, FE 751, Aesculap, Tuttlingen,
Germany) ile klempe edildi (Sekil 3.1.B). Boylelikle siyatik sinir ve devamu (peroneal,
tibial ve sural dalian) tama yakin iskemik hale getirilmis oldu (56). Bn sekilde 3 saat
iskemide tutulan sinirin klipsler ¢ikanlarak deney protokoliine uygun siirelerde
reperfiize olmas: sadlandi. Reperfiizyon siirelerinin tamamlanmasinin ardindan yeniden
anestezi uygulan ratlanin torakotomi ile kalplerine ulagildi. Ve kalbe steril enjektorle
direkt olarak girilerek intrakardiak yolla kanlan alindi.



3.2.2. DENEY PROTOKOLU

Bu deneysel ¢aliymada her grupta 8 rat olmak tizere 2 kontrol (pozitif ve negatif)
ve 7 deney grubundan olusan 9 farkh grup olugturuldu. Ratlar deney 6ncesi gruplara
rast gele dagitildi.

3.2.2.1. GRUPLAR

Grup I (Kontrol A, normal siyatik sinir (iskemi yok, reperfiizyon yok), n=7): Bu
grupta femoral arter ve ven disseke edildi ve klempe edilmedi. 3 saat beklendikten sonra
biyokimyasal analizler i¢in ratlann intrakardiak olarak kanlan alindi. Bu gruptaki
ratlardan bir tanesi deney esnasinda 6ldigiinden baslangigta 8 olan grup igi rat saysi
7’ye inmigtir.

Grup II (Kontrol B, iskemik siyatik sinir (3 saat iskemi var , reperflizyon yok),
n= 8): Bu grupta femoral arter ve ven disseke edildikten sonra birlikte Yasargil
anevrizma klipsi ile klempe edildi. Klipsler 3 saat tutulduktan sonra agildi ve
reperflizyona birakilmadan, hemen, intrakardiak olarak kanlan alind1.

Grup III (3 saat iskemi, 1 saat reperflizyon, n=8): Bu grupta femoral arter ve ven
disseke edildikten sonra birlikte Yagargil anevrizma klipsi ile klempe edildi. Klipsler 3
saat tutulduktan sonra agild: ve 1 saat siireyle reperflizyona izin verildi. Reperfiizyon
siiresinin tamamlanmasinin ardindan intrakardiak olarak kanlar alindi.

Grup IV (3 saat iskemi, 2 saat reperfiizyon, n=8): Bu grupta femoral arter ve ven
disseke edildikten sonra birlikte Yagargil anevrizma klipsi ile klempe edildi. Klipsler 3
saat tutulduktan sonra agildi ve 2 saat siireyle reperfiizyona izin verildi. Reperfiizyon
sliresinin tamamlanmasinin ardindan intrakardiak olarak kanlar alindi.

Grup V (3 saat iskemi, 24 saat (1 giin) reperfiizyon, n=8): Bu grupta femoral
arter ve ven disseke edildikten sonra birlikte Yagargil anevrizma klipsi ile klempe
edildi. Klipsler 3 saat tutulduktan sonra agildi ve 24 saat siireyle reperflizyona izin
verildi. Reperflizyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan intrakardiak olarak kanlan
alind.

Grup VI (3 saat iskemi, 7 giin (1 hafta) reperfiizyon, n=8): Bu grupta femoral
arter ve ven disseke edildikten sonra birlikte Yagargil anevrizma klipsi ile klempe
edildi. Klipsler 3 saat tutulduktan sonra acgildi ve 7 giin siireyle reperfiizyona izin
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verildi. Reperfiizyon siiresinin tamamlanmasimn ardindan intrakardiak olarak kanlan
alindi.

Grup VII (3 saat iskemi, 14 giin (2 hafta) reperfiizyon, n=8): Bu grupta femoral
arter ve ven disseke edildikten sonra birlikte Yasargil anevrizma klipsi ile klempe
edildi. Klipsler 3 saat tutulduktan sonra agildi ve 14 giin siireyle reperflizyona izin
verildi. Reperflizyon siiresinin tamamlanmasimn ardindan intrakardiak olarak kanlan
alind1.

Grup VII (3 saat iskemi, 21 giin (3 hafta) reperflizyon, n=8): Bu grupta femoral
arter ve ven disseke edildikten sonra birlikte Yasargil anevrizma klipsi ile klempe
edildi. Klipsler 3 saat tutulduktan sonra agildi ve 21 giin siireyle reperflizyona izin
verildi. Reperflizyon siiresinin tamamlanmasimn ardindan intrakardiak olarak kanlan
alind,

Grup IX (3 saat iskemi, 28 giin (4 hafta) reperfiizyon, n=8): Bu grupta femoral
arter ve ven disseke edildikten sonra birlikte Yagargil anevrizma Kklipsi ile klempe
edildi. Klipsler 3 saat tutulduktan sonra agildi ve 28 giin siireyle reperfizyona izin
verildi. Reperfiizyon siiresinin tamamlanmasimn ardindan intrakardiak olarak kanlan
alind.

Iskemi ve reperflizyon periyotlanm gosteren ¢aliyma semasi Cizelge 3.1°de
verilmigtir.
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Cizelge3.1. Deney tasanim (Kontrol, iskemi ve iskemi + reperfiizyon gruplan ve siireleri)

GRUPLAR ISKEMI SURESI | REPERFUZYON | REPERFUZYON SURESI

I - -

11 3 SAAT -

m 3 SAAT 1 SAAT

v 3 SAAT 2 SAAT

\'4 3 SAAT 24 SAAT (1 GUN)

VI 3 SAAT 7 GUN (1 HAFTA)

VI 3 SAAT 14 GON (2 HAFTA)

VIII 3 SAAT 21 GUN (3 HAFTA)

IX 3 SAAT 28 GUN (4 HAFTA)




Sekil 3.1 Femoral damarlarin ve sinirin anatomisi. A- iskemi 6ncesi. B- iskemi aninda
(Kalin ok femoral arter ve veni, ince ok ise femoral siniri gostermektedir).



3.2.3. BIlYOKIMYASAL ANALIZLER

3.2.3.1. ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Deney esnasinda intrakardiak olarak alinan kanlar bekletilmeden 5000 rpm’de
10 dakika santrifiij (Heraeus Labofuge 200, Niive NF 800) edildi ve serumlan aynidi.
Bu serumlar porsiyonlanarak steril diiz biyokimya tiiplerine konuldu. Serumlar
caligmalar baslayana kadar — 20°C’de derin dondurucuda saklandi. Cahigma éncesi oda
1sisina getirilerek kullamldi.

Diger ¢aligmalardan farkli olarak, TGF- B1 ve TGF- B2 analizlerinde émeklere
asitle muamele prosediirii (acid treatment procedure) uyguland:i. Calismada kullanilan
kit (TGF Bl E max immunoassay system 145822 (Promega corporation, Madison, WI,
USA) ve TGF B2 E max immunoassay system 143540 (Promega corporation, Madison,
WI, USA) immunoreaktif olan biyolojik olarak aktif miktarlan 6lgmek igin tasarlanmig
oldugundan , total miktarlann 6lgebilmek amaciyla bu islem uygulandi. Bu prosediire
gore Ornekler aywraglanin hazirlanmasi asamasinda anlatilan ( Bkz. 3.1.5.3 ve 3.1.5.4)
DPBS tamponu ile 1/5 oraninda diliie edildi. Daha sonra 100 pl 6rnek basina 2 ul 1 N
HCl eklendi. Bu esnada pH'm 3 ve altinda olup olmadig kontrol edildi. Iyice
kangtinlan 6rnekler 15 dakika oda sisinda inkube edildi. Ardindan yine 100 pl 6rnek
basina 2 ul 1 N NaOH eklenerek notralize edildi. Ve pH’in yaklagik olarak 7,6 olup
olmadig kontrol edildi.

3.2.3.2. NITRIT- NITRAT OLCUMU

Bu ¢alismada nitrit ve nitrat olgtimleri nirit-nitrat kolorimetrik assay kiti (Nitrite
/ Nitrate colorimetric method, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany, 1 746 081)
kullamilarak yapildi.

3.2.3.2.1. Prensip:

Nitrojen monoksit biyolojik sivilarda nitrit olarak tespit edilmektedir. Ornekte
mescit olan nitrat ise NADPH varhfinde wnitrat reditktaz (NR) enzimiyle nitrite
rediiklenir.

Nitrat + NADPH+H _NR_,, Nitrit + NADP" + H;0
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Olusan nitrit ise siilfanilamid ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid ile reaksiyona
girerek kirmz1 viole diazo boyasi meydana getirir. Olusan bu rengin siddeti ise
spektrofotometrik olarak, 540 nm dalga boyunda 6l¢iiliir.

3.2.3.2.2. Orneklerin ve Reaktiflerin hazirlanmast:

Orneklerin hazirlanmasr. 150 yl serum ornegi yine 150 ul kit igerisinde hazir olarak
bulunan potasyum fosfat tamponu (PH= 7,5) ile 1 ml kapasiteli ependorf tiipleri
icerisinde kangtinldi. Daha sonra bu ornekler ultrasantrifiijde (Sigma 3K 30) 4200
rpm’de 45 dakika santrifiy edildi.

Koenzim tabletlerinin hazirlanmasi: Her birinde 0,5 mg NADPH ve 0,01 mg FAD
igeren tabletler potasyum fosfat tamponu ile steril bir diiz biyokimya tiipii igerisinde
¢oziildii. 3 adet tablet i¢in 1 ml tampon kullamlacak sekilde bu miktar 6rnek sayisina
gore ayarlandi. Bu islem ¢aligmadan hemen 6nce yapildi.

Nitrat rediiktaz hazirlanmasr. 4 (nite liyofilize enzim igeren bir gise 0,6 ml redistile su
ile ¢oziildii. Enzim ¢oziinmiis sekli ile +4°C’de 2 hafta dayanabilmektedir.

Siilfanilamid ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid boyalan ile potasyum
fosfat tamponu kit iginde hazir olarak bulunmakta idi.

3.2.3.2.3. Yontem:

Tum Ornekler ve standartlar aym yontemle galigildi (Standart caligmalan tez
icerisinde bolim 3.2.4.°de anlattlmigtir). Potasyum fosfat tamponu ile sanirifiij edilen
orneklerden nitrit+nitrat total ol¢timi ig¢in otomatik pipetle 150 ul alindi ve steril bir
deney tiipii icerisinde iizerine 15 pl daha once hazirlanan koenzim ve 6 pl yine daha
once hazirlanan enzim soliisyonlan eklendi. Aynca galigma koéri hazirlamak igin 6rmek
yerine aym miktarda distile su konularak iizerine koenzim ve enzim soliisyonlar
eklendi. Iyice kangtinidiktan sonra 30 dakika oda 1sisinda inkube edildi. Bu iglemin
amaci 6rneklerin igerisinde mevcut olan nitratlarin nitrit haline ¢evrilmesidir.

Inkubasyon devam ederken diger yandan baslangigta potasyum fosfat tamponu
ile santrifiij edilen 6rneklerden bu kez 100 pl’si ELISA mikroplate’in kuyucuklanna
sirayla pipetlendi. Uzerine once 50 ul silfanilamid igeren boya reaktifi, ardindan 50 ul
N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid igeren boya reaktifi eklendi. Aynca kor olarak
ELISA mikroplate’in ilk kuyucuguna 6rnek miktart kadar (100 pl) distile su ve aym
miktarlarda boya pipetlendi. Oda 1sisinda 5 dakika inkube edildikten sonra ELISA
okuyucusunda (Organon Teknika microwell system reader 230 S) 540 nm dalga



boyunda kér ve orneklerin absorbanslan okundu. Bu iglem ile &rnekte baglangicta
bulunan nitrit miktan tespit edilmis oldu.

Inkubasyon siiresi doldugunda bu 6meklerden total nitrit tayini yapabilmek igin
koriin ve Orneklerin 100 pl’si ELISA mikroplate’in kuyucuklarma sirayla pipetlendi.
Uzerine énce 50 pl siilfanilamid igeren boya reaktifi, ardindan 50 p! N-(1-naftil)-
etilendiamin dihidroklorid iceren boya reaktifi eklendi. Oda 1sisinda 5 dakika inkube
edildikten sonra ELISA okuyucusunda (Organon Teknika microwell system reader 230
S) 540 nm dalga boyunda koér ve orneklerin absorbanslann okundu. Bu islem ile de
baslangigta 6rnek iginde varolan ve inkubasyon sirasinda nitratlardan rediiklenen total
nitrit miktan ol¢tlmis oldu.

Total nitrit absorbans degerlerinden nitrit absorbanslan ¢ikartilarak érneklerdeki
nitrat absorbans degerleri elde edilmig oldu. Absorbanslann tespitinin ardindan nitrit ve
nitrat i¢in ayn ayn hazirlanmig olan standart egriler yardimiyla 6rmek konsantrasyonlan
hesaplandi. Nitrit ve nitrat konsantrasyonlart toplanarak sonuglar total nitrit+nitrat

konsantrasyonu olarak pM cinsinden verildi.

3.2.3.3.MALONDIALDEHIT (MDA) OLCUMU:

Bu ¢aligmada Malondialdehit 6l¢timii Yagi tarafindan 6nerilen yonteme gére
yapild: (100).

3.2.3.3.1. Prensip:

Aerobik kogullarda PH 3,5°de thiobarbitiirik asit (TBA) ile serumun 95°C’de
inkubasyonu sonucu eger lipid peroksidasyonu varsa , lipid peroksidasyonunun
sekonder bir Griinii olan MDA olusmaktadir. Olusan MDA ise TBA ile pembe renkli
bir kompleks olusturmaktadir. Olusan pembe rengin 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6lgiimii ile lipid peroksidasyonu saptanmaktadir.

3.2.3.3.2. Orneklerin ve reaktiflerin hazirlanmas:

MDA ol¢timii sirasinda 3.2.3.1. no’lu bolimde anlatildigi sekilde hazirlanan
serum Omeklern kullamldi. Czlismada lullamian aywraglar ise bolim 2.1.5.2°da
anlatildi: sekilde hazirland:.

3.2.3.3.3. Yontem:

Tum Ornekler ve standartlar aym yontemle galigildi (Standart calismalan tez
icerisinde bolim 3.2.4. ‘de anlatilmugtir). Steril deney tiiplerine kor igin 50 ul distile su,
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ornek igin 50 pl serum ve standart igin 50 pl 1/10 dilue standart konuldu. Her tipin
lizerine sirastyla 100 pl %8,1°lik SDS, 750 ul % 20°lik asetik asit, , 750 pl % 0,8’lik
TBA ¢ozeltisi eklendi. Sonra tiim tiiplere 350 ul distile su eklenerek tiiplerin agizlan
kapatildi ve Onceden 95°C’ye gelmis olan sicak su banyosunda (Memmert
thermostating fluid waterbath) 30 dakika siire ile inkubasyona birakildi. Sicak su
banyosundan alinan tiipler musluk suyunda sogutuldu. Uzerlerine 0,5 ml distile su ve
2,5 ml calismadan hemen once hazirlanmug olan n-butanol-pyridin (15/1) ¢ozeltisi
eklendi. Tiplerin kapaklan tekrar kapatilarak vortekslendi (Velp scientifica 2x*). Daha
sonra tiim tiipler 4000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij (Niive NF 800) edildi. Bu
islemin ardindan iistte kalan organik kismun absorbans degerleri quartz kiivetlere
otomatik pipet ile ahnarak 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Varian cary 50
Bio UV visible spectrophotometer) olarak okundu. Onceden hazirlanan standart egri

lizerinden 6rnek konsantrasyonlan nmol/ml cinsinden hesaplandi.

3.2.3.4. AKTIVIN A OLCUMU:

Bu c¢aliymada Aktivin A 6lgimi fare Aktivin A immunoassay kiti (Quantikine
M Murine , Mouse/Rat Activin A Immunoassay, 0141148 (R & D systems,
Minneapolis, MN ) kullamilarak yapildi.

3.2.3.4.1. Prensip:

Bu ¢aligmada kantitatif sandvi¢ enzim immunoassay teknigi kullanilmaktadir.
Microplate Aktivin A igin spesifik olan monoklonal antikor ile kaplanmigstir.
Standartlar, kontrol ve dmekler kuyucuklara pipetlenmekte ve eger Activin A mevcut
ise bu immobilize antikor tarafindan baglanmaktadir. Yikama islemi sonrasinda
baglanmayan maddeler aynimaktadir. Ardindan kuyucuklara Aktivin A’ya spesifik
olan enzim bagli monoklonal antikor eklenmektedir. Ikinci bir yikama ile de
baglanmayan antikor-enzim reaktifi uzaklastinlmaktadir. Daha sonra kuyucuklara
substrat soliisyonu eklenmektedir. Enzimatik reaksiyon sonrasinda mavi bir iriin
meydana gelmekte olup, bu renk stop solisyonu eklendifinde sanya dénmektedir.
Olgiilen rengin siddeti baglangig asamasinda baglanmig olan Aktivin A miktan ile dogru
orantihidir.



3.2.3.4.2. Ornek ve Reaktiflerin hazirlanmas::

Ornek hazirlanmasi: 50 pl 6rnek serumu 200 pl kit iginde hazr olarak bulunan
kalibratér diluent RD SY ile 5 kat dilue edildi.

Reaktiflerin hazirlanmasi:

Fare Aktivin A kontrol soliisyonunun hazirlanmasi:Kit i¢inde hazir olarak bulunan
liyofilize kontrol Aktivin A, 1 ml distile su ile ¢oziildi.

Fare Aktivin A konjugat konsantresi hazirlanmasi: Horseradish peroksidaz ile konjuge
edilmig olan ve aktivin A’ya karsi antikor igeren konjugat konsantresinin 0,625 ml’si
yine kit iginde bulunan 13,75 ml konjugat diluenti ile steril bir erlenmayer i¢inde
hazirlandi.

Yikama tamponu hazirlanmasi: Tamponlanmig surfactant igeren 25 ml yikama tamponu
konsantresi distile su ile 625 ml’ye tamamlandi. _

Substrat soliisyonu hazirlanmasi: Omek bagina 100 pl olacak gekilde, stabilize hidrojen
peroksit iceren renk reaktifi A ve yine stabilize kromojen (tetrametil benzidin) igeren
renk reaktifi B’den egit miktarlarda kangtinldi. Bu soliisyon kullammdan 15 dakika
once hazirlandi.

Bunlann diginda kit i¢inde bulunan ve tampon solisyonu iceren assay diluent
RD1-47 ile hidroklorik asit igeren stop soliisyonu hazr olarak kullarulds.

3.2.3.4.3. Yontem:

Tim o6mekler ve standartlar aym yontemle caligildi (Standart galismalan tez
icerisinde boliim 3.2.4. “de anlatilmgtir).

Kit igerisinde yer alan ve Aktivin A i¢in spesifik olan monoklonal antikor ile
kaplanmis olan microplate’in her kuyucufuna 70 pl assay diluent RD1-47 pipetlendi.
Daha sonra her kuyucuga standartlar, kontrol ve serum ornekleri 50’ser ul olarak
pipetlendi ve plate 1 dakika sallanarak kanstinldi, ardindan Uzeri adesiv plate
kaplayicis1 ile kaplanarak 2 saat oda isisinda inkubasyona birakildi. Inkubasyon
sonrasinda yikama tamponu ile 5 kez microwell yikama cihazinda (Organon Teknika
microwell system washier 400) yikandi. Daha sonra her kuyucuga 120 pl fare aktivin A
konjugati eklendi, tekrar {izeri kaplanarak 2 saat oda isisinda inkube edildi. Ardindan
tekrar 5 defa yikama tamponu ile yikandi. Uzerine 100 pl substrat soliisyonu eklenerek,
30 dakika oda 1sisinda fakat giines 13181 gormeden inkube edildi. En son olarak 100 ul
stop soliisyonu konularak reaksiyon sona erdirildi. 30 dakika igerisinde ELISA
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okuyucusunda (Organon Teknika microwell system reader 230S) 450 nm dalga
boyunda ve beraberinde dalga boyu dogrulanmas: igin referans dalga boyu olan 540
nm’de absorbanslar okundu. Standart egri kullanilarak 6mek konsantrasyonlarn
hesaplandi. Elde edilen konsantrasyonlar 6rnek diliisyon faktorii olan 5 ile garpilarak,

sonuglar pg/ml cinsinden verildi.

3.2.3.5. FIBRONEKTIN OLCUMU:

Bu c¢aliymada kantitatif fibronektin 6lgiimii insan fibronektin antiserumu
(Human fibronectin N antiserum, OUND 09 , Dade Behring) kullanilarak nefelometrik
olarak yapildi.

3.2.3.5.1. Prensip:

Immunokimyasal bir reaksiyon ile plazma veya serum orneklerinde bulunan
fibronektin spesifik antikorlar ile immun kompleks olusturur. Bu kompleksler érnekten
gegen igmlann sagilmasina neden olur. Bu sagilan 1ginin yogunlugu ornekteki protein
konsantrasyonu ile orantihdir. Sonuglar bilinen konsantrasyondaki bir standart ile
kargilagtirma yapilmak suretiyle elde edilir.

3.2.3.5.2. Orneklerin ve Reaktiflerin hazirlanmas::

Caliymada kullanilan serum omnekleri bolim 3.2.3.1.°de anlatilmis oldugu gibi
hazirlandi. Ornekler ve reaktifler galisma dncesinde oda 1sisina getirilerek kullanidi.

Caligma sirasmda nefelometre cihazinda (Dade Behring BN 100, Marburg,
Germany) insan fibronektin antiserumu (N antiserum to human fibronectin , OUND,
Dade Behring), protein standardi (N protein standard PY (human), OUID, Dade
Behring), Protein kontrol (N/T protein control PY (human), OWSY, Dade Behring),
Reaksiyon tamponu (N reaction buffer, OUMS, Dade Behring), ve diluent (N diluent,
OUMT, Dade Behring) reaktifleri hazir olarak saglanmak suretiyle kullanildi.

3.2.3.5.3. Yontem:

Caligma sirasindaki tiim basamaklar nefelometre cihazinda (Dade Behring BN
100, Marburg, Germany) otomatik olarak geigekiestirildi. Orneklerin ¢aligilmasina
baglanmadan oOnce diluent reaktifi ile cihaz tarafindan otomatik olarak protein
standardimn seri dilisyonlart yapildi. Fibronektin igin bir standart egri elde edildi. Bu
egride X ekseni g/L cinsinden konsantrasyonu gosterirken, Y ekseni 1stk sagilma

indeksi (LSI= light scattering index) olarak belirtilen degeri gostermekte idi. Bu islemin
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ardindan internal kalite kontrol amaciyla protein kontrol soliisyonu ¢aligildi. Sonuglarn
uygun bulunmasi nedeniyle 6mekler ¢ahigilmaya baglandi. Cihaza her 6mek igin 150 pl
serum yiiklendi. Omnekler yine cihaz tarafindan otomatik olarak diluent reaktifi ile 1/20
oramnda dilue edilerek calhgildi. Calyma sonrasinda fibronektin sonuglan yine
nefelometre tarafindan standart efriye gore deBerlendirilerek elde edildi. Ornek

konsantrasyonlan g/L cinsinden verildi.

3.2.3.6. TGF- p1 OLCUMU:

Bu galiymada TGF- Bl olgimii, TGF- Bl immunoassay kiti (TGF B1 E max
immunoassay system 145822 , Promega corporation, Madison, WI, USA) kullamlarak
yapildi.

3.2.3.6.1. Prensip:

Calisma biyolojik olarak aktif olan TGF- P1’in antikor sandvi¢ formatinda
sensitif ve spesifik tespiti igin planlanmigtir (101). Bu formatta 96 adet yassi tabanh
kuyucuk igeren microplate solubl TGF- B1’i baglayan TGF- B kaplayict monoklonal
antikor (mAb) ile kaplanmugtir. Yikanan TGF- Bl ise ikinci bir spesifik poliklonal
antikor (pAb) ile bajlanmaktadir. Yikama isleminden sonra spesifik olarak bagh
poliklonal antikorun (pAb) miktan , tersiyer bir reaktif olan tiire spesifik antikor ile
konjuge edilmis horseradish peroksidaz (TGF- B HRP conjugate) kullanilarak tayin
edilir. Baglanmayan konjugat yikama ile aynlir ve daha sonra kromojenik bir substratla
inkube edildiginde olusan renk degisiklifi olgiiliir. Test soliisyonlarindaki TGF- B1
miktan oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonundaki olugan renk ile orantilidir.

3.2.3.6.2. Orneklerin ve Reaktiflerin hazirlanmasx:

Bolim 3.2.3.1.’de anlatilmug oldugu gibi TGF- Bl ol¢limii i¢in érneklere asit
muamelesi iglemi (acid treatment procedure ) uygulandi. Daha sonra kit igerisinde yer
alan TGF- B 6rnek 1x tamponu ile 6rnekler 1/20 oraninda diliie edildi .Bu sekilde
Ornekler once asit muamelesi sirasinda DPBS tamponu ile 1/5 oraminda, ardindan TGF-
B ornek 1x taraponu ile 1/20 oraninda olmak tizere toplam 1/100 cramnda diliiz edilmig
oldu.

Cahsma swrasinda kullamlan ve kit iginde yer almayan ayiraglann hazirlanmas
bélim 3.1.5.3.’de anlatildify sekilde yapildi. Kit igerisinde yer alan reaktiflerin
hazirlanmast ise 3.2.3.6.3.’deki ¢aligma yontemi boliimiinde anlatilmugtir,
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3.2.3.6.3. Yontem:

Tim Ornekler ve standartlar aym yontemle cahigildi (Standart ¢ahgmalan tez
igerisinde boliim 3.2.4. ‘de anlatilmugtir).

Calismaya steril polistren ELISA microplate’inin kaplanmas: iglemi ile baslandi.
15 ml kapasiteli steril bir tiip igerisinde 10 ml daha 6nce hazirlanmig olan (bkz. Boliim
3.1.5.3.) karbonat kaplayic1 tampon ve 10 ul TGF- B kaplayict mAb kanstinldi. Bu
kangimdan multichannel otomatik pipet (Treff-Lab) yardim ile plate’in her
kuyucuguna 100 ul pipetlendi. Daha sonra plate +4°C’de gece bounca, sallanmadan
inkubasyona birakildi.

Gece boyunca inkube olan ve antikor ile kaplanan plate dolaptan alindi ve 10-15
dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra temiz bir kurutma kagidi Gizerine ters
cevrilerek fazlaliklar alindi. Bu islemler sonrasinda ise TGF- B blok Ix tampon
hazirlandi. Bunun igin, temiz bir 50 ml kapasiteli erlenmayer iginde 22,4 ml distile su
ve 5,6 ml kit iginde yer alan TGF- B blok 5x tampon kanstinldi. Ardindan bu
kangimdan her kuyucuga 270 pl eklendi. Pipetleme sirasinda kuyucuklarnin yuzeyine
degmemeye oOzen gosterildi. Plate 37°C’de 35 dakika sallanmadan inkube edildi. Bu
sekilde TGF- B blok 1x tampon ile plate’in nonspesifik olarak bloklanmasi saglanmig
oldu.

Bloklama igleminden sonra onceden hazirlanmg olan TBST yikama taraponu
(bkz. Bolim 3.1.5.3)) ile bir kez microwell yikama cihazinda (Organon Teknika
microwell system washer 400) yikama yapildi. Daha sonra TGF- B 6rnek 1x tamponu
hazirlanmast iglemine gegildi. Temiz bir 50 ml kapasiteli erlenmayer iginde 6,9 ml
TGF- B 6rnek 10x tamponu ve 62,1 ml distile su kanstinidi. Hazirlanan bu tampon
ornek ve standart diliisyonu i¢in de kullamldi. Ve her kuyucuga 100 ul dilie edilmig
orneklerden sirayla pipetlendi. Kor olarak ise 100 pl distile su kullanildi. Oda 1sisinda,
500 rpm’de shaker (memmert) tuzerinde sallanarak, 90 dakika inkube edildi.
Inkubasyonun ardindan TBST yikama tamponu ile 5 kez yikama yapild:.

Temiz bir tipte anti TGF- 1 pAb hazirlandi. Bunun igin 10 pl anti TGF- Bl
pAb ve 10 ml TGF- B 6rnek 1x tamponu kangtinldi. Bu diliie edilmis antikordan her
kuyucuga 100 pl eklendi. Ve yine sallanarak oda isisinda 2 saat inkubasyona birakilds.
Inkubasyon bitiminde TBST yikama tamponu ile 5 kez yikama yapild.
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TGF- P horseradish peroksidaz (HRP) konjugati hazirlanmasi iglemine gegildi.
Temiz bir tiip igerisinde 100 pl stok TGF- P horseradish peroksidaz (HRP) konjugati ile
9,9 ml TGF- $ 6mek 1x tamponu kanigtinldi. Sonra bu kangimdan her kuyucuga 100 pl
pipetlenerek ,o0da 1sisinda, sallanarak 2 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sirasinda
bir sonraki agamada kullamlacak olan TMB one kromojen soliisyonu da oda isisina
getirildi. 2 saatlik inkubasyon sonrasinda tekrar TBST yikama tamponu ile 5 kez
yikama yapildi.

Yikama igleminin ardindan her kuyucuga 100 ul TMB one kromojen soliisyonu
eklendi, ve plate bu kez sallanmadan oda isisinda 15 dakika inkube edildi.
Kuyucuklarda mavi renk olusumu izlendi. Daha sonra her kuyucuga 100 pl énceden
hazirlanmig olan 1 N HCI (bkz. Boliim 3.1.5.3.) eklenerek reaksiyon durduruldu. Mavi
rengin san renge doniisiimi izlendi. Okuma islemi 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda (Organon Teknika microwell system reader 230S) yapidi. Alinan
absorbans degerleri standart egriye gére degerlendirilerek &mek konsantrasyonlan
hesaplandi. Ardindan sonuglar o6mek dilisyon faktérii olan 100 ile ¢arpilarak,
orneklerdeki TGF- B1 miktarlan ng/ml cinsinden verildi.

3.2.3.7. TGF- p2 OLCUMU:

Bu caliymada TGF-B2 olgimii, TGF-B2 immunoassay kiti (TGF B2 E max
immunoassay system 143540 ,Promega corporation, Madison, WI, USA) kullamlarak
yapildi.

3.2.3.7.1. Prensip:

Caligmada biyolojik olarak aktif TGF- B2 6lgiimii antikor sandvi¢ formatinda
yapiimaktadir (101). Burada microplate kuyucuklan TGF- B kaplayict monoklonal
antikor (mAb) ile kaplanmgtir ve boylece solubl TGF- B2 baglanabilmektedir.
Sonrasinda ikinci bir antikor olan Anti- TGF- B2 poliklonal antikor (pAb) ise sandvigi
tamamlamak igin eklenmektedir. Yikama islemi sonrasinda antikor konjugati
(horseradish peroksidaz, TGF- B HRP) eklenmekte ve bu da sandvig kompleksine
baglanmaktadir.Son olarak kromojenik bir substrat olan 3,3°,5,5’-tetrametil benzidin
(TMB) eklenmektedir. Ornekteki spesifik olarak baflanmig olan TGF- P2 miktan
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oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonu sirasinda olusan renk giddeti ile orantiidir. Ve
standart egri kullanilarak TGF- f2 miktan tayin edilmektedir.

3.2.3.7.2. Orneklerin ve Reaktiflerin hazirlanmas::

Boélim 3.2.3.1.°de anlatilmig oldufu gibi TGF- B2 ol¢imii igin 6meklere asit
muamelesi islemi (acid treatment procedure ) uygulandi. Daha sonra kit igerisinde yer
alan TGF- B 6mek 1x tamponu ile érnekler 1/10 oraminda diliie edildi .Bu gekilde
ornekler 6nce asit muamelesi sirasinda DPBS tamponu ile 1/5 oraninda, ardindan TGF-
B 6rmek 1x tamponu ile 1/10 oraminda olmak iizere toplam 1/50 oraninda diliie edilmis
oldu.

Calisma sirasinda kullamlan ve kit i¢inde yer almayan ayiraglann hazirlanmasi
bolim 3.1.5.4.’de anlatildig1 sekilde yapildi. Kit igerisinde yer alan reaktiflerin
hazirlanmast ise 3.2.3.7.3.’deki ¢aligma yontemi béliimiinde anlatilmagtir.

3.2.3.7.3. Yontem:

Tim Ornekler ve standartlar aym yontemle gahsildi (Standart caligmalan tez
igerisinde boliim 3.2.4. ‘de anlatilmugtir).

Cahigmaya steril polistren ELISA microplate’inin kaplanmas iglemi ile baglandi.
15 ml kapasiteli steril bir tiip igerisinde 10 ml daha 6nce hazirlanmig olan (bkz. Béliim
3.1.5.4.) karbonat kaplayici tampon ve 10 pl TGF- B kaplayict mAb kangtirildi. Bu
kangimdan multichannel otomatik pipet (Treff-Lab) yardim ile plate’in her
kuyucuguna 100 p! pipetlendi. Daha sonra plate +4°C’de gece boyunca, sallanmadan
inkubasyona brrakilds.

Gece boyunca inkube olan ve antikor ile kaplanan plate dolaptan alindi ve 10-15
dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra temiz bir kurutma kagidi Gzerine ters
cevrilerek fazlalhiklar alindi. Bu iglemler sonrasinda ise TGF- B blok 1x tampon
hazirlandi. Bunun igin, temiz bir 50 ml kapasiteli erlenmayer iginde 22,4 ml distile su
ve 5,6 ml kit icinde yer alan TGF- B blok 5x tampon kangtinldi. Ardindan bu
kangimdan her kuyucuga 270 wl eklendi. Pipetleme sirasinda kuyucuklann yiizeyine
degmemeye Ozen gosierildi. Plate 37°C’de 35 dakika sallanmadan inkube edildi. Bu
sekilde TGF- B blok 1x tampon ile plate’in nonspesifik olarak bloklanmasi sajlanmug
oldu.

Bloklama igleminden sonra 6nceden hazirlanmig olan TBST yikama tamponu
(bkz. Bolim 3.1.5.4) ile bir kez microwell yitkama cihazinda (Organon Teknika
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microwell system washer 400) yikama yapildi. Daha sonra TGF- B émek 1x tamponu
hazirlanmas: iglemine gegcildi. Temiz bir 50 ml kapasiteli erlenmayer i¢inde 6,9 ml
TGF- B 6mek 10x tamponu ve 62,1 ml distile su kanstinldi. Hazirlanan bu tampon
ornek ve standart diliisyonu igin de kullamildi. Ve her kuyucuga 100 pl dilie edilmig
orneklerden sirayla pipetlendi. Kor olarak ise 100 pl distile su kullamldi. Oda 1sisinda,
500 rpm’de shaker (memmert) (zerinde sallanarak, 90 dakika inkube edildi.
Inkubasyonun ardindan TBST yikama tamponu ile 5 kez yikama yapildi.

Temiz bir tiipte anti TGF- 2 pAb hazirlandi. Bunun igin 5 pul anti TGF- 2 pAb
ve 10 ml TGF- B omek 1x tamponu kangtinldi. Bu diliie edilmig antikordan her
kuyucuga 100 pl eklendi. Ve yine sallanarak oda 1sisinda 2 saat inkubasyona birakildi.
Inkubasyon bitiminde TBST yikama tamponu ile 5 kez yikama yapild.

TGF- B horseradish peroksidaz (HRP) konjugati hazirlanmasi islemine gegildi.
Temiz bir tiip igerisinde 100 pl stok TGF- P horseradish peroksidaz (HRP) konjugat: ile
9,9 ml TGF- B 6rnek 1x tamponu kangtinldi. Sonra bu kangimdan her kuyucuga 100 pul
pipetlenerek ,oda 1s1sinda, sallanarak 2 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sirasinda
bir sonraki agamada kullamlacak olan TMB one kromojen solisyonu da oda isisina
getirildi. 2 saatlik inkubasyon sonrasinda tekrar TBST yikama tamponu ile 5 kez
yikama yapildi.

Yikama igleminin ardindan her kuyucuga 100 pl TMB one kromojen soliisyonu
eklendi, ve plate bu kez sallanmadan oda 1sisinda 15 dakika inkube edildi.
Kuyucuklarda mavi renk olusumu izlendi. Daha sonra her kuyucuga 100 ul énceden
hazirlanmig olan 1 N HCI (bkz. B6lim 3.1.5.4.) eklenerek reaksiyon durduruldu. Mavi
rengin san renge donlsimi izlendi. Okuma islemi 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda (Organon Teknika microwell system reader 230S) yapildi. Alnan
absorbans degerleri standart egriye gore degerlendirilerek Ornek konsantrasyonlan
hesaplandi. Ardindan sonuglar ornek diliisyon faktori olan 50 ile carpilarak,
orneklerdeki TGF- B2 miktarlar: ng/ml cinsinden verildi.

3.2.4. CALISMA STANDART EGRILERININ EAZIRLANMASI:

3.2.4.1. NITRIT STANDART EGRIiSI HAZIRLANMASI:

Bolim 3.1.5.1.’de anlatildir sekilde hazirlanan ImM Sodyum nitrit stok standart
¢ozeltisinden (NaNO;) 1 ml alinarak 10 ml’ye distile su ile tamamlandi. Bu diliisyon
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islemi sonucunda elimizdeki nitrit konsantrasyonu 100 uM oldu. 100 pM
konsantrasyondaki nitrit ¢6zeltisinden 1 M, 5 puM, 10 pM, 20 pM, 50 pM
konsantrasyon diizeyleri elde edilecek sekilde distile su ile seri diliisyonlar yapildi. Elde
edilen bu 6 adet farkh konsantrasyondaki nitrit ¢6zeltisi bdliim 3.2.3.2.3.’de anlatilan
nitrit ¢alisma yontemine uygun olarak cahsildi. Elde edilen absorbans degerleri ve
bilinen konsantrasyon degerlerine gore standart efri ¢izimi yapildi. Orneklerin ¢alhgiima
agamasmn ardindan bu efri kullamlarak 6rnek konsantrasyonlarn hesaplandi. Nitrit
standart egrisi Sekil 3.2°de verilmistir.

Nitrit Standart Egrisi y = 0,012x
R? = 0,9986
1,4 -

Absorbans

0 v T T T T T —
0 20 40 60 80 100 120
Konsantragyon (pM)

Sekil 3.2: Nitrit Standart efrisi
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3.2.4.2. NITRAT STANDART EGRIiSININ HAZIRLANMASI:

Bolim 3.1.5.1.de anlatildify sekilde hazirlanan 72,99 mM Potasyum nitrat stok
standart ¢ozeltisinden (KNO;) 14 pl almarak 10 ml’ye distile su ile tamamlandi. Bu
diliisyon iglemi sonucunda elimizdeki nitrat konsantrasyonu 100 pM oldu. 100 pM
1M, 5 pM, 10 pM, 20 uM, 50 M
konsantrasyon diizeyleri elde edilecek sekilde distile su ile seri diliisyonlar yapildi. Elde
edilen bu 6 adet farkh konsantrasyondaki nitrat ¢bzeltisi boliim 3.2.3.2.3.’de anlatilan
nitrat ¢alisma yontemine uygun olarak caligildi Elde edilen absorbans degerleri ve
bilinen konsantrasyon degerlerine gore standart egri ¢izimi yapildi. Orneklerin ¢ahgilma
bu efri kullamlarak &rnek konsantrasyonlari hesaplandi. Nitrat

konsantrasyondaki nitrat ¢dzeltisinden

agamasinin ardindan

standart egrisi Sekil 3.3°de verilmigtir.

Absorbans

0.9 -
0,8 -
0.7
0.6 1
0,5
0,4 -
0,3 1
0,2 -

0,1

Nitrat Standart Egrisi Y = 0,0088x
R? = 0,9999

100

T T I T i 1

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (M)

Sekil 3.3: Nitrat Standart Egrisi.
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3.2.4.3. MDA STANDART EGRISININ HAZIRLANMASI:

Bolim 3.1.52°de anlatildigy sekilde hazrlanan 6,58x10°  g/ml
konsantrasyondaki MDA stok standart ¢ozeltisinden 1 ml ahinarak 10 ml’ye distile su ile
tamamlandi. Bu diliisyon islemi sonucunda elimizdeki 1,1,3,3 tetrametoksipropan
konsantrasyonu 6,58x10% g/ml  oldu. Bu konsantrasyon 40 nmolml’ye esit bir
konsantrasyondu. Benzer sekilde stok MDA ¢6zeltisinden 10 nmol/ml, 20 nmol/ml, 57
nmol/ml, 80 nmolV/ml, 100 nmol/ml konsantrasyon diizeyleri elde edilecek sekilde
distile su ile seri diliisyonlar yapildi. Elde edilen bu 6 adet farkh konsantrasyondaki
MDA ¢dzeltisi bdliim 3.2.3.3.3.’de anlatilan MDA ¢aliyma yOntemine uygun olarak
cahgildi. Elde edilen absorbans degerleri ve bilinen konsantrasyon degerlerine gore
standart efri ¢izimi yapild. Omeklerin gahgima asamasmin ardindan bu egri
kullamlarak &mek konsantrasyonlar1 hesaplandi. MDA standart egrisi Sekil 3.4‘da

verilmigtir.

MDA Standart Egrisi y = 0,0021
R? = 0,9951
0,25 -
® 100
0,2 -
80
0,15 -
Absorbans
® 57
0.1
40
0,05 -
20
10
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (nmolmil)

Sekil 3.4: MDA Standart Egrisi
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3.2.4.4. AKTiVIN A STANDART EGRIiSiNIN HAZIRLANMASI:

Aktivin A kiti (Quantikine M Murine , Mouse Activin A Immunoassay, 0141148
(R & D systems, Minneapolis, MN ) iginde mevcut olan 15 ng liyofilize, rekombinan
aktivin A standardi 5 ml kalibrat6r diluent RD 5Y ile ¢6ziildd. Bu gekilde standart
konsantrasyonu 3000 pg/ml oldu. Daha sonra 7 adet steril biyokimya tiipi alindi ve
iclerine 200 I kalibratér diluent RD 5Y pipetlendi. Sonra 3000 pg/ml
konsantrasyondaki stok standarttan 200 ul 1 no’lu tiipe aktarildi ve iyice karistirilde. 1
no’lu tiipten tekrar 200 pl alinarak 2 no’lu tiipe aktarildi ve iyice karstirildi Bu
diliisyon iglemleri 6 no’lu tiipe kadar yapildi. Fakat 6 no’lu tiipteki standart 7 no’lu tiipe
aktariimadi. BGylece 7 no’lu tiipte sadece kalibratér diluent RD 5Y bulunmus oldu ve
dolayistyla bu tiipiin konsantrasyonu 0 pg/ml oldu. Bu diliisyon islemleri ile 0 pg/ml,
46,9 pg/ml, 93,8 pg/ml, 187,5 pg/ml, 375 pg/ml, 750 pg/ml, 1500 pg/ml ve 3000 pg/ml
konsantrasyonlarda 8 adet standart ¢ozelti elde edilmis oldu.Daha sonra bélim
3.2.3.4.3.°de agiklanan ¢alisma yontemi kullamlarak bu standartlara ait absorbanslar
elde edildi. Elde edilen absorbans degerleri ve bilinen konsantrasyon degerlerine gére
standart efri ¢izimi yapildi Orneklerin ¢ahgilma asamasnm ardmdan bu egri
kullamlarak 6rnek konsantrasyonlar1 hesaplandi, Aktivin A standart egrisi Sekil 3.5 ‘de
verilmigtir.

Aktivin A Standart Egrisi

0 §00 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.5: Aktivin A Standart Egrisi



3.2.4.5. FIBRONEKTIN STANDART EGRISININ HAZIRLANMASTI:

Omeklerin cahsilmasina baglanmadan 6nce diluent reaktifi ile nefelometre
cihazs (Dade Behring BN 100, Marburg, Germany) tarafindan otomatik olarak protein
standartinm seri dilisyonlan yapildi. Ve bu sekilde 0,0037 g/1, 0,0074 g/1, 0,0147 g/l,
0,0295 g/, 0,0590 g/, ve 0,1180 g/l konsantrasyonlarmda 6 adet standart
konsantrasyonu elde edildi. Olglilen degerler ve bilinen bu konsantrasyonlar
kullanilarak fibronektin igin bir standart egri elde edildi Bu egride X ekseni g/L
cinsinden konsantrasyonu gosterirken, Y ekseni gtk sagilma indeksi (LSI= light
scattering index) olarak belirtilen degeri gOstermekte idi. Standart efri ¢aligmasmin
ardmdan cihaz serum orneklerindeki fibronektin miktarmi okuyarak, yine otomatik
olarak standart eri ile deperlendirdi. Fibronektin standart egrisi Sekil 3.6’da verilmistir.

Fibronektin standart egrisi
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Konsantrasyon (g/L)

1

$ekil 3.6: Fibronektin Standart Egrisi
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3.2.4.6. TGF- p1 STANDART EGRiSININ HAZIRLANMASI:

Standart egri hazirlanmasinda TGF- B1 6lgimil igin kullamlan, TGF- Bl
immunoassay kiti (TGF B1 E max immunoassay system 145822 , Promega corporation,
Madison, WI, USA) igerisinde bulunan 1 pg/ml konsantrasyonundaki TGF- $1 standarti
kullamldi. Bu standarta da tipki 6rmeklere yapidms oldugu gibi asit muamele iglemi
(Bkz. Bolim 3.2.3.1.) yapilmg idi. Bu 1 pg/ml konsantrasyondaki standart TGF- §
ornek 1x tampon ile 1/1000 oramnda dilie edildi, ve standart konsantrasyonu 1000
pg/ml diizeyine indirilmi§ oldu. Daha sonra microplate ‘in 8 kuyucuguna 100 pul TGF-
B 6rnek 1x tampon pipetlendi. 1 no’lu kuyucuga ise diliie edilerek konsantrasyonu 1000
pg/ml dizeyine indirilmig olan TGF- 1 standart: eklendi. Ard arda 6 defa 2 oraninda
seri dilisyonlar yapildi. Once 1 no’lu kuyucuktan 100 pl standart ahnarak 2 no’lu
kuyucuga eklendi. Sonra 2 no’lu kuyucuktan yine 100 pl alinarak 3 no’lu kuyucuga
pipetlendi. Bu isleme 7 no’lu kuyucug@a kadar devam edildi. 7 no’lu kuyucuktan alinan
100 ul standart ise disan atildi. 8 no’lu kuyucukta sadece TGF- B 6rnek 1x tampon
bulunmaktayd: ve igerisinde standart olmadifindan konsantrasyonu 0 pg/ml idi. Tiim bu
islemler sonucunda O pg/ml, 15,6 pg/ml, 31 pg/ml, 62 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda 8 adet standart elde edilmig oldu. Daha
sonra bolim 3.2.3.6.3.°da anlatilmig olan ¢aliyma yontemine gore standart ¢aliymas
yapildi. Daha sonra elde edilen absorbans degerleri ve bilinen konsantrasyon
degerlerine gore standart egri gizimi yapildi. Omeklerin ¢aliilma agamasimin ardindan
bu egri kullamlarak 6rnek konsantrasyonlan hesaplandi. TGF- B1 standart egrisi Sekil
3.7 “de verilmigtir.
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TGFb 1 Standart Egrisi y = 0,0022x + 0,148
R? = 0,9994

0 200 400 600 800 1000 1200l
Konsantrasyon (pg/mil)

Sekil 3.7: TGF- P1 Standart Egrisi

3.2.4.7. TGF- p2 STANDART EGRISININ HAZIRLANMASI:

Standart efri hazirlanmasmda TGF- 2 oOlgiimil ig¢in kullamlan, TGF- B2
immunoassay kiti (TGF 2 E max immunoassay system 143540 ,Promega corporation,
Madison, WI, USA) igerisinde bulunan 1 pg/ml konsantrasyonundaki TGF- 2 standart
kullanildi. Bu standarda da tipki Srneklere yapilmis oldufu gibi asit muamele islemi
(Bkz. Bolim 3.2.3.1.) yapumss idi. Bu 1 pg/ml konsantrasyondaki standart TGF- B
6rnek 1x tampon ile 1/1000 oraninda diliie edildi. Ve standart konsantrasyonu 1000
pg/ml diizeyine indirilmis oldu. Daha sonra microplate ‘in 8 kuyucuBuna 100 ul TGF-
B 6rnek 1x tampon pipetlendi. 1 no’lu kuyucuga ise diliie edilerek konsantrasyonu 1000
pg/ml diizeyine indirilmis olan TGF- B2 standard: eklendi. Ard arda 6 defa % oraninda
seri dilisyonlar yapild.. Once 1 no’lu kuyucuktan 100 pl standart almarak 2 no’lu
kuyucuga eklendi. Sonra 2 no’lu kuyucuktan yine 100 pl almarak 3 no’lu kuyucuga
pipetlendi. Bu igleme 7 no’lu kuyucuga kadar devam edildi. 7 no’lu kuyucuktan alinan
100 pl standart ise digart atildi. 8 no’lu kuyucukta sadece TGF- § Grnek 1x tampon
bulunmaktayd ve igerisinde standart olmadifindan konsantrasyonu 0 pg/ml idi. Tiim bu
islemler sonucunda 0 pg/ml, 15,6 pg/mi, 31 pg/ml, 62 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarmda 8 adet standart elde edilmis oldu. Daha
sonra bliim 3.2.3.7.3.’da anlatilm§ olan ¢aliyma yodntemine goére standart caligmas:
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yapidi. Daha sonra elde edilen absorbans degerleri ve bilinen konsantrasyon
degerlerine gore standart efri ¢izimi yapildi. Omeklerin ¢aligilma asamasimun ardindan
bu egri kullanillarak 6rnek konsantrasyonlan hesaplandi. TGF- B2 standart egrisi Sekil
3.8’de verilmigtir.

=0,002x+ 0,0052
TGFb 2 Standart Egrisi T = 00065

25
1000

0 4 s T — —T

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsanfrasyon (pg/ml)

Sekil 3.8: TGF- B2 Standart Egrisi

3.2.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ:

Cahgymamuizda istatistiksel analizler i¢in SPSS 9,05 for Windows istatistik
yazihm programu kullamldi. Tim degiskenler igin, her ¢alisma grubuna ait ortalama
(mean), standart hata (standart error = SE), ve % 95 giiven arahd1 (95% confidence
interval for mean = 95% CI) hesaplamalan igin Descriptives analizi yapildi. Aym
degiskenin grup i¢i kargilagtirmasinda tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA ve
Tukey post- hoc testleri) uyguland:t (102). Grup igi degigskenler arasi iliskilerin
degerlendirilmesi iginse korelasyon analizi yapildi (103). Degiskenlere ait grafikler ise
error-bar grafikleri kullamlarak hazirlandi. Anlamhhk degeri (p= significance) olarak
p< 0,05 kabul edildi. Korelasyon katsayis1 (r= Pearson coefficient of correlation) degeri
olarak ise r > 0,50 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan deneysel ¢aliymanin degerlendirilmesi igin belirlenen parametreler; rat
siyatik sinirinde iskemi-reperfiizyon modelinde nitrit - nitrat, malondialdehit, aktivin A,
fibronektin, transforming growth faktér Bl ve transforming growth faktor B2 Slgtimleri
idi. Cahiymamizda yer alan tiim parametrelerin biyokimyasal analizleri boliim 3.2.3.‘de
ayrintih sekilde anlatilan ydntemlere gore yapildi. Elde edilen sonuglar ise boliim
3.2.5.°de belirtilen istatistiksel metotlar ile degerlendirildi.

4.1. BIYOKIMYASAL VE ISTATISTIKSEL ANALIZLERIN SONUCLARI:

Tiim pararmetreler i¢in, her calisma grubuna ait ortalama (mean), standart hata
(standart error = SE), ve % 95 giiven arahi1 (95% confidence interval for mean = 95%
CI) degerleri gizelgeler halinde verildi. Ayrica her parametreye ait error-bar grafikleri
de ayn ayn verildi. Cahsma gruplarma ait bilgiler ise boliim 3.2.2.’de ayrintih sekilde
anlatilmmg olmakla beraber kisaca su gekildedir;

GrupI: Iskemi ve reperfiizyon yapilmams grup.

GrupII : 3 saat iskemi yapilmig, reperflizyon yapilmamis grup.

Grup III : 3 saat iskemi yapilms, ve 1 saat reperflizyon yapilmis grup.

Grup IV : .3 saat iskemi yapilmug, ve 2 saat reperflizyon yapilmig grup.

Grup V: 3 saat iskemi yapilmis, ve 24 saat reperflizyon yapilmig grup.

Grup VI : 3 saat iskemi yapilmug, ve 7 giin reperflizyon yapilmis grup.

Grup VII : 3 saat iskemi yapilmmg, ve 14 giin reperfiizyon yapilmis grup.

Grup VIII :3 saat iskemi yapilmus, ve 21 giin reperfiizyon yapilmg grup.

Grup IX : 3 saat iskemi yapilmug, ve 28 giin reperflizyon yapilmug grup.

4.1.1. NITRIT-NITRAT SONUCLARI:

Nitrit-nitrat sonuglarinin her ¢aliyma grubundaki ortalama (mean), standart hata
(standart error = SE), ve ortalama i¢in % 95 giiven arahf1 (95% confidence interval for
mean = 95% CI) degerleri Cizelge 4.1 ‘de verilmistir. Yine nitrit-nitrat sonuglarina ait
grafik de Sekil 4.1°de verilmigtir. Nitrit-nitrat sonuglarinmn birimi pM “dur.
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Cizelge 4.1: Nitrit —Nitrat Sonuclarn
(Tablo igindeki n degeri her grup icinde yer alan denek sayisim gostermektedir.)

Ortalama Igin
Grupno | n | Ortalama + Standart Hata % 95 Giiven Arahig
Alt sinir | Ust simr
1 7 16,61 + 1,10 13,91 19,32
2 8 41,48 + 5,52 28,43 54,54
3 8 19,10 £ 1,83 14,76 23,43
4 8 15,90 + 2,25 10,57 21,23
5 8 38,97 + 3,95 29.64 | 4830
6 8 19,78 £ 2,16 14,68 24,89
7 8 2778 £ 1,83 2346 | 32,10
8 8 27,86 +2.23 22,58 33,15
9 8 36,67 +£ 2,19 31,48 41,86
60
50 —_—
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Sekil 4.1 Nitrit-Nitrat Grafigi ( Grafikte X ekseni ¢ahiyma gruplarimi, Y ekseni ise ortalama igin % 95
giiven arahfim gostermektedir.)
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Nitrit-nitrat ¢alismamizin sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde
nitrit- nitrat degerleri agisindan c¢aligma gruplan arasinda fark oldugu goézlendi ve
anlamhlik degeri p= 0,000 olarak bulundu.

Caligma  gruplan,  nitrit-nitrat sonuglarn agisindan  birbirleriyle
karsilagtinidiginda 1. ve 2. gruplar (p= 0,000), 1. ve 5. gruplar (p= 0,000), 1. ve 9.
gruplar (p= 0,000), 2. ve 3. gruplar (p= 0,000), 2. ve 4. gruplar (p= 0,000), 2. ve 6.
gruplar (p= 0,000), 2. ve 7. gruplar (p= 0,033), 2. ve 8. gruplar (p= 0,035), 3. ve 5.
gruplar (p= 0,000), 3. ve 9. gruplar (p= 0,002), 4. ve 5. gruplar (p= 0,000), 4. ve 9.
gruplar (p= 0,000), 5. ve 6. gruplar (p= 0,000), ve 6. ve 9. gruplar (p= 0,003) arasinda
fark bulundu.

4.1.2. MALONDIALDEHIT SONUCLARI:

Malondialdehit sonuglanmn her ¢alisma grubundaki ortalama (mean), standart
hata (standart error = SE), ve ortalama igin % 95 giiven arahig1 (95% confidence interval
for mean = 95% CI) degerleri Cizelge 4.2 ‘de verilmistir. Yine MDA sonuglarina ait
grafik de Sekil 4.2 “de verilmigtir. MDA sonuglarinin birimi nmol/ml‘dir.

Cizelge 4.2: Malondialdehit Sonuglan
(Tablo igindeki n degeri her grup iginde ver alan denck sayisim gdstermektedir.)

Ortalama I¢in
Grupno | n | Ortalama + Standart Hata  [% 95 Giiven Arahg
Alt simir | Ust simir
1 7 8,83 +1,01 6,35 11,31
2 8 10,05 + 0,94 7,83 12,28
3 8 17,98 +2,08 13,06 | 22,90
4 8 14,83 + 2,84 8,12 21,54
5 8 25,94 + 4,37 15,61 36,26
6 8 20,48 +4,04 10,91 30,04
7 8 31,39+ 2,80 24,76 | 38,01
8 8 10,43 £ 1,62 6,61 14,25
9 8 9,75 + 0,47 8,64 10,87
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Sekil 4.2: MDA Grafigi ( Grafikte X ekseni ¢aligma gruplarini, Y ekseni ise ortalama icin % 95 giiven
araligim gostermektedir.)

Malondialdehit ¢ahymamzin sonuglarn istatistiksel olarak degerlendirildiginde
malondialdehit degerleri agisindan ¢aligma gruplan arasinda fark oldugu goézlendi ve
anlamlilik degeri p= 0,000 olarak bulundu.

Calhyma  gruplan, malondialdehit sonuglan  agisindan  birbirleriyle
kargilagtinldigmmda 1. ve 5. gruplar (p= 0,001), 1. ve 7. gruplar (p= 0,000), 2. ve 5.
gruplar (p= 0,002), 2. ve 7. gruplar (p= 0,000), 3. ve 7. gruplar (p= 0,015), 4. ve 7.
gruplar (p= 0,001), 5. ve 8. gruplar (p= 0,003), 5. ve 9. gruplar (p= 0,001), 7. ve 8.
gruplar (p=0,000), ve 7. ve 9. gruplar (p= 0,000) arasinda fark bulundu.
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4.1.3. FIBRONEKTIN SONUCLARI:

Fibronektin sonuglarinin her ¢aliyma grubundaki ortalama (mean), standart hata
(standart error = SE), ve ortalama i¢in % 95 giiven arahf: (95% confidence interval for
mean = 95% CI) degerleri Cizelge 4.3‘de verilmistir. Yine fibronektin sonuclarina ait
grafik de Sekil 4.3 “‘de verilmistir. Fibronektin sonuglarmn birimi g/L‘dir.

Cizelge 4.3: Fibronektin Sonuglan
(Tablo igindeki n degeri her grup iginde yer alan denek sayism1 g8stermektedir.)

Ortalama Igin
Grupno | n | Ortalama + Standart Hata % 95 Giiven Aralif
Alt smir | Ust simr
1 7 0,16 £ 0,02 0,12 0,20
2 8 0,17+ 0,01 0,14 0,20
3 8 0,15 +£0,01 0,13 0,17
4 8 0,15+0,01 0,13 0,17
5 8 0,25 £ 0,02 0,21 0,29
6 8 0,15 £0,02 0,11 0,20
7 8 0,18 + 0,02 0,13 0,23
8 8 0,18 + 0,02 0,14 0,23
9 8 0,27+ 0,01 0,24 0,30
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Sekil 4.3: Fibronektin Grafigi ( Grafikte X ekseni ¢aligma gruplarim, Y ekseni ise ortalama igin % 95
giiven aralifini gostermekiedir.)

Fibronektin ¢ahgmamizin sonuglan istatistiksel olarak degerlendirildiginde
fibronektin degerleri agisindan deney ¢aligma gruplan arasinda fark oldugu gozlendi ve
anlamhihk degeri p= 0,000 olarak bulundu.

Caligma gruplan, fibronektin sonuglan agisindan birbirleriyle karsilagtirldiginda
1. ve 5. gruplar (p= 0,002), 1. ve 9. gruplar (p= 0,000), 2. ve 5. gruplar (p= 0,011), 2. ve
9. gruplar (p= 0,001), 3. ve 5. gruplar (p= 0,000), 3. ve 9. gruplar (p= 0,000), 4. ve 5.
gruplar (p= 0,000), 4. ve 9. gruplar (p= 0,000), 5. ve 6. gruplar (p= 0,001), 5. ve 7.
gruplar (p= 0,041), 6. ve 9. gruplar (p= 0,000), 7. ve 9. gruplar (p= 0,003), ve 8. ve 9.
gruplar (p= 0,005) arasinda fark bulundu.

4.1.4. AKTIVIN A SONUCLART:

Aktivin A sonuglarinin her ¢aligma grubundaki ortalama (mean), standart hata
(standart error = SE), ve ortalama i¢in % 95 giiven araligi (95% confidence interval for
mean = 95% CI) degerleri Cizelge 4.4 ‘de verilmigtir. Yine aktivin A sonuglanna ait
grafik de Sekil 4.4 ‘de verilmigtir. Aktivin A sonuglarinmn birimi pg/mi‘dir.
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Cizelge 4.4 : Aktivin A Sonuglan

(Tablo igindeki n degeri her grup iginde yer alan denck sayisii gostermektedir.)

Ortalama igin
Grupno | n | Ortalama + Standart Hata (% 95 Giiven Arahgi
Alt smir | Ust simr
1 7 514,29 + 33,90 431,34 | 597,23
2 8 595,16 + 28,99 526,61 | 663,71
3 8 835,50 + 89,59 623,66 | 1047,34
4 8 626,05 + 39,28 533,16 | 718,94
5 8 743,93 + 34,38 662,62 | 82523
6 8 606,56 + 54,91 476,72 | 736,40
7 8 876,15 £ 90,39 662,42 | 1089,88
8 8 604,69 + 62 .41 457,12 | 752,26
9 8 738,66 + 36,23 653,00 | 824,32
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Sekil 4.4: Aktivin A Grafifi ( Grafikte X ckseni ¢calisma gruplarnini, Y ekseni ise ortalama igin % 95
giiven aralifim gostermektedir.)
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Aktivin A gahgmamizin sonuglan istatistiksel olarak deZerlendirildiginde aktivin
A degerleri agisindan deney ¢aligma gruplan arasinda fark oldugu gozlendi ve
anlamhilik degeri p= 0,000 olarak bulundu.

Calisma gruplan, aktivin A sonuclan agisindan birbirleriyle karsilagtinldiginda
1. ve 3. gruplar (p= 0,008), 1. ve 7. gruplar (p=0,002), 2. ve 7. gruplar (p=0,024), 6. ve
7. gruplar (p= 0,036), ve 7. ve 8. gruplar (p= 0,033) arasinda fark bulundu.

4.1.5. TGF B1 SONUCLARI:

TGF B1 sonuglanmin her g¢aliyma grubundaki ortalama (mean), standart hata
(standart error = SE), ve ortalama i¢in % 95 given aralifn (95% confidence interval for
mean = 95% CI) degerleri Cizelge 4.5 ‘de verilmigtir. Yine TGF B1 sonuglarna ait
grafik de Sekil 4.5 ‘de verilmistir. TGF p1 sonuglarinin birimi ng/ml‘dir.

Cizelge 4.5: TGF p1 Sonuglan
(Tablo igindeki n degeri her grup iginde yer alan denck sayisim gdstermektedir.)

Ortalama Igin
Grupno | n | Ortalama + Standart Hata % 95 Giiven Aralif
Alt smar | Ust smir
1 7 28,16 +2,60 21,80 | 34,53
2 8 40,68 + 4,19 30,77 50,59
3 8 41,59 £ 3,07 34,33 | 48,84
4 8 49,34 2,49 43,46 | 55,23
5 8 36,87 +2,82 30,19 | 43,55
6 8 49,16 + 1,33 46,03 52,29
7 8 33,26 +1,59 29,50 | 37,02
8 8 42,17 £2,75 35,67 | 48,67
9 8 20,57 + 2,15 15,49 | 25,64
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Sekil 4.5: TGF B1 Grafigi ( Grafikte X ekseni calisma gruplarim, Y ekseni ise ortalama igin % 95 giiven
arahfim géstermektedir.)

TGF B1 gahgmamuzin sonuglan istatistiksel olarak degerlendirildiginde TGF B1
degerleri agisindan deney galigma gruplan arasinda fark oldugu gézlendi ve anlamhlik
degeri p= 0,000 olarak bulundu.

Calisma gruplan, TGF Bl sonuglan agisindan birbirleriyle kargilagtinldiginda 1.
ve 2. gruplar (p= 0,050), 1. ve 3. gruplar (p= 0,027), 1. ve 4. gruplar (p= 0,000), 1. ve 6.
gruplar (p= 0,000), 1. ve 8. gruplar (p= 0,017) arasinda fark bulundu. Ayrica 2. ve 9.
gruplar (p= 0,000), 3. ve 9. gruplar (p= 0,000), 4. ve 5. gruplar (p= 0,038), 4. ve 7.
gruplar (p= 0,002), 4. ve 9. gruplar (p= 0,000), 5. ve 6. gruplar (p= 0,043), 5. ve 9.
gruplar (p= 0,002), 6. ve 7. gruplar (p= 0,002), 6. ve 9. gruplar (p= 0,000), 7. ve 9.
gruplar (p=0,033), ve 8. ve 9. gruplar (p= 0,000) arasinda da fark bulundu.

4.1.6. TGF B2 SONUCLARTI:

TGF B2 sonuclanmin her ¢ahgma grubundaki ortalama (mean), standart hata
(standart error = SE), ve ortalama igin % 95 giiven aralig1 (95% confidence interval for
mean = 95% CI) degerleri Cizelge 4.6 ‘da verilmigtir. Yine TGF B2 sonuglarma ait
grafik de $ekil 4.6 ‘da verilmistir. TGF B2 sonuglarimin birimi ng/mi‘dir.
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Cizelge 4.6; TGF B2 Sonuglan
(Tablo igindeki n degeri her grup iginde yer alan denek sayisim gostermektedir.)

Ortalama Igin
Grupno | n | Ortalama + Standart Hata (% 95 Giiven Aralig1
Alt sir | Ust simr
1 7 3,55+0,46 2,42 4,68
2 8 431 +0,54 3,03 5,60
3 8 4,33 +0,21 3,84 4,82
4 8 5.18 20,85 3.17 | 7.19
5 8 434+029 365 | 503
6 8 6,12 +£0,56 4,80 7,45
7 8 5,14 £ 0,89 3,03 7,26
8 8 4,09 +0,40 3,14 5,04
9 8 3,98 +0,43 2,97 5,00
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Sekil 4.6: . TGF B2 Grafigi ( Grafikte X ekseni calisma gruplanim, Y ekseni ise ortalama igin % 95 giiven
arahigim géstermektedir.)
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TGF P2 galigmamizin sonuglan istatistiksel olarak degerlendirildiginde TGF B2
degerleri agisindan deney caligma gruplan arasinda fark olmadifs gozlendi ve
anlamhbik degeri p= 0,074 olarak bulundu.

Boylece biyokimyasal tiim parametreler i¢in deney ¢alisma gruplan arasindaki
farklar one-way ANOVA ve Tukey post-hoc testleri ile degerlendirilmis oldu. Daha
sonra ise aym grup igindeki farkli parametreler arasindaki iligkilerin
degerlendirilmesinde korelasyon analizi kullanildi. Korelasyon analizinin sonuglar da
yine cizelgeler halinde verildi. Cizelgelerde yer alan p degeri anlamlhibk (significance)
degerini, r degeri ise korelasyon katsayisi (Pearson coefficient of correlation) ifade
etmektedir. Caliymada anlamhbik degeri olarak p< 0,05, korelasyon katsayisi degeri
olarak ise r > 0,50 kabul edildi.

Grup I igin yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.7°de verilmigtir.

Cizelge 4.7: Grup I'de Degiskenler Aras: Korelasyon Analizi Sonuglan

(NN=Nitrit-Nitrat ¢aligmasini ifade etmektedir.)

NN | MDA |TGFB1|TGFB2|AKTIVIN A|FIBRONEKTIN

NN r 11,000 ,155 | ,747 | ,405 ,389 -,062

pl ,740 | ,054 | 367 ,388 ,896

MDA rj,155 (1,000| -,149 | -702| ,063 494
p|,740 , 750 | ,079 ,894 ,260

TGFB1 ri,747 {-,14911,000| ,529 | -,091 -,529
p|.054 [ ,750 , ,222 ,846 ,222

TGFB2 ri.,405 |-702| ,529 {1,000 ,405 -,150
p|.,367 | ,079 | ,222 : , 368 ,749

AKTIVINA |r| ,389 | ,063 | -,091 | ,405 | 1,000 ,595
p|.,388 | ,894 | ,846 | ,368 , , 159

FIBRONEKTIN| r | - 062 | ,494 | -529 | -,150 | ,595 1,000

p| ,896 | ,260 | ,222 | ,749 ,159 .

Bu tabloda yer alan p ve r degerlerine goére Grup I’de degiskenler arasinda
dogrusal bir iliski olmadig goriilda.
Grup II i¢in yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.8°de verilmigtir.
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Cizelge 4.8: Grup [I’'de Degiskenler Aras1 Korelasyon Analizi Sonuglan

NN MDA | TGFB1|TGFB2|AKTIViN A|FIBRONEKTIN

NN r]1,000]-251} ,367 | -540| 562 768"

p| , [.,548] ,371 | 167 | 147 026"

MDA r|-,25111,000]-,074 | -,325| -694 -,498

pl|.548 | |, 862 | 432 | 056 209

TGFB1 r|,367 |-,074|1,000]-321| ,705 531

p|.371 ] 8621 |, 439 | 051 176

TGFB2 r|-540]-325}-32111,000| -064 -,438

pf.,167 | 432 | ,439 , 879 277

AKTIVINA |r| 562 |-694| 705 | -064| 1,000 846*

pl|,147 | ,056 | ,051 | ,879 , .008*

FIBRONEKTIN| r | 768 | - 498 531 | -438 | ,846* 1,000
pl|,026°| 209 | 176 | ,277 | ,008*

Bu tabloda yer alan
fibronektin, ayrica Aktivin A ve fibronektin degiskenleri arasinda dogrusal bir iligki

oldugu goriildi.

p ve 1 degerlerine gore Grup II’de Nitrit-nitrat ve

Grup Il i¢in yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9: Grup III’de Degiskenler Arast Korelasyon Analizi Sonuglan

NN | MDA |TGFB1|TGFB2|AKTiVIN A|FIBRONEKTIN
NN r11,000} ,014 | -130| ,686 | -,366 -,081
pl ,975 | ,758 | ,060 373 ,848
MDA r{,014 {1,000§ ,082 | ,349 911 -,323
pl|.,975 , ,848 | ,396 ,453 435
TGFB1 ri-1304,082 11,000 -177}| -,330 ,387
pl|,758 | ,848 , 675 ,425 ,343
TGFB2 r{,686(,349(-177 {1,000f{ -,281 -,582
pl|,060 ] 396 | 675 , ,501 ,130
AKTIVINA {r|-366|,311 |-330|-281| 1,000 -,381
373 | ,453 | 425 | 501 : ,351
FIBRONEKTIN| r | - 081 |-,323 | ;387 |-582| -381 1,000
p|.,848 { 435 | ,343 | ,130 ,351 ,
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Cizelge 4.9°da yer alan p ve r degerlerine gore Grup III’de degiskenler arasinda
dogrusal bir iligki olmadig goriildis.
Grup IV i¢in yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.10°da verilmigtir.

Cizelge 4.10: Grup IV’de Degigkenler Arasi Korelasyon Analizi Sonuglar:

NN MDA [TGFB1|{TGFB2{AKTIVIN A{FIBRONEKTIN

NN r [1,000],852*( ,576 | -551| ,030 618

p{ , |,007%| 135 | 157 | ,943 103

MDA r[,852*[1,000{ 712 | -460 | -,096 229
p|,007*] , |,048*| 251 821 586

TGFB1 r| 576 {,712*11,000| 124 | ,296 473
p|.,135 | 048] |, 771 477 237

TGFB2 r{-551(-460{ 124 [1,000] ,212 -127
pl,157 | ,251 | ,771 , 614 765

AKTIVINA |r] ,030 |-096] 296 | 212 | 1,000 521
p|.,943 | 821 | ,477 | 614 , 186
FIBRONEKTIN|r | 618 | ,229 | 473 |-127 | ,521 1,000
p|.,103|,586 | 237 | ;765 | ,186 ,

Cizelge 4.10°da yer alan p ve r degerlerine gore Grup IV’de nitrit-nitrat ve
MDA, ayrica MDA ve TGF B1 degigkenleri arasinda dogrusal bir iligki oldugu goriildi.
Grup V igin yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.11°de verilmigtir.

Cizelge 4.11: Grup V’de Degigkenler Arasi Korelasyon Analizi Sonuglan

NN MDA |TGFB1|{TGFB2{AKTIVIN A]FIBRONEKTIN

NN r|1,000],720%] ,008 | 124 | - 483 576

p|l , |,044%] 086 | 770 ,225 135

MDA r|,720%]1,000] ,403 | -030| -522 579
p|,044*| |, | ,323 | 943 | ,184 133

TGFB1 r|,008 | 403 {1,000] 131 | -559 -, 224
pl|.,986].,323] , 758 | 150 593

TGFB2 r|,124 {-030] ,131 | 1,000] ,096 -,201
pl,770 | ,943 | ,758 , .820 632

AKTIVINA |r[-483]-522]-559 ] 096 | 1,000 -,500
p|,225 | ,184 | ,150 | ,820 , 207

FIBRONEKTIN| r | 576 | 579 | -,224 | -201| - 500 1,000
pl,135],133 ] ,593 | 632 | ,207 ,
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Cizelge 4.11°de yer alan p ve r degerlerine gére Grup V’de nitrit-nitrat ve MDA
degiskenleri arasinda dogrusal bir iliski oldugu goriildi. Aynica bu sonugla Grup IV’de
gobzlenen iligkinin tekrarlandifs izlendi.

Grup VI i¢in yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.12’de verilmigtir.

Cizelge 4.12: Grup VI'da Degiskenler Arasi Korelasyon Analizi Sonuglan

NN MDA |TGFB1|TGFB2|AKTIVIN A|FiBRONEKTIN

NN r|1,000] ,189 | - 174 | -297 | -,198 A78

p| , |[.,654] 680 | 475! ,639 231

MDA r|,189 |1,000{-365| ,293 | ,215 135
p| 654 | , 373 | ,481 610 750

TGFB1 r{-174-365|1,000| ,269 | -168 ,348
p| 680 | ,373 , 520 | ,691 399

TGFB2 r|-297],293 | 269 |1,000| ,439 -,268
p| ,475 | ,481 | ,520 , 277 521

AKTIVINA |r|-198]| ,215|-168 | ,439 | 1,000 -,629
p| 639 | 610 | 691 | ,277 , ,095

FIBRONEKTIN| r | 478 | 135 | ,348 | -,268 | -,629 1,000
p|.231 |,750 | ,399 | ,521 1095 ,

Cizelge 4.12°de yer alan p ve r degerlerine gore Grup VI'da degiskenler
arasinda dogrusal bir iligki olmadig gorildi.
Grup VII igin yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.13’de

verilmigtir.




Cizelge 4.13: Grup VII'de Degiskenler Arasi Korelasyon Analizi Sonuglar

FIBRONEKTIN

NN MDA |TGFB1|TGFB2]AKTIVIN A

NN r{1,000(-392| 455 |-035| ,625 815*
| p| , |,337 ] .,257 | ,934 | ,097 014*
MDA r|-392(1,000]-640|-024| ,003 - 714%
p|.,337 | , 088 | 955 | ,995 047
TGFB1 r| . 455 [-640{1,000(-059| ,444 790*
p| 257 | ,088 , 890 | ,270 020*
TGFB2 r|-035|-024|-059|1,000{ -239 191
p|.,934 | 955 | ,890 , 569 650
AKTIVINA |r| 625 | ,003 | 444 |-239| 1,000 414
p|,097 | 995 | ,270 | ,569 , 308
FIBRONEKTIN| r | ,815* |-, 714*| ,790* | 191 414 1,000

p|,014*|,047*| 020 | ,650 | ,308 ,

Cizelge 4.13°de yer alan p ve r degerlerine gére Grup VII’de Nitrit-nitrat ve
fibronektin, MDA ve fibronektin, TGF P1 ve fibronektin degiskenleri arasinda dogrusal

bir iligki oldugu goriildi.
Grup VII igin vyapilan korelasyon analizinin sonuglann Cizelge 4.14°de
verilmigtir.
Cizelge 4.14: Grup VIII'de Degigkenler Arasi Korelasyon Analizi Sonuglan
NN | MDA |TGFB1|{TGFB2|AKTIVIN A|FIBRONEKTIN
NN r1,000| 134 | ,387 | ,232 ,039 ,234
pl , 751 | ,344 | ,580 ,926 577
MDA r|,134 {1,000} ,392 | -,205 ,687 -,611
pl,751 , 337 | ,626 ,060 ,108
TGFB1 r|,387{,392 {1,000|-727"1 ,061 -,034
p| ,344 | ,337 : ,041% | 886 ,937
TGFB2 ri,232 {-2051-727*11,000f -,197 178
~ |p|.580| 626 [041*| , | 640 674
AKTIVINA |r| 039 | ,687 | ,061 |-197 | 1,000 -, 7152%
_ pl,926 | ,060 | ,886 | ,640 , ,032*
FIBRONEKTIN| r | 234 |-611|-034 | 178 | -752* 1,000
p|,577 | 108 | ,937 | ,674 ,032% ,
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Cizelge 4.14’de yer alan p ve r degerlerine gore Grup VIII’de , Aktivin A ve

fibronektin, TGF B1 ve TGF P2 degiskenleri arasinda dogrusal bir iligki oldugu goriildii.

Grup IX i¢in yapilan korelasyon analizinin sonuglan Cizelge 4.15’de verilmistir.

Cizelge 4.15: Grup IX’da Degiskenler Aras1 Korelasyon Analizi Sonuglar

NN MDA |TGFB1|TGFB2|AKTiVIN A|FIBRONEKTIN

NN r{1,000( ,088 | -297 | -043| 179 212
p| , |.,836| 476 | 920 | ,671 615

MDA r|,088 [1,000]-5111| 210 | ,133 -,374
p|.836 | |, 196 | 617 | ,753 361

TGFB1 r|-297|-511(1,000{ 116 | ,304 -, 111
p| 476 | ,196 , 785 | 465 794

TGFB2 r|-043|,210 | ,116 [ 1,000 ,251 ,050
pl,920 | 617 | ,785 , 548 1906

AKTIVINA |r]| ,179|,133 | ,304 | 251 | 1,000 -,151
p| .671 ] ,753 | ,465 | ,548 , 721

FIBRONEKTIN| r | 212 [-374|-111| ,050 | -151 1,000
p|.615 | .,361 | ,794 | ,906 | ,721 ,

Cizelge 4.15°de yer alan p ve r degerlerine gore Grup IX’da degigkenler arasinda

dogrusal bir iliski olmadig: gorilda.




5. TARTISMA

Deneysel olarak beyin ve kalpte iskemik etkiler kolayca olugturulabilmektedir.
Iskeminin ve dzellikle son yillarda da reperflizyonun olumsuz etkileri gesitli deneysel
model ve incelemeler ile ortaya konmaktadir (104,105). Periferik sinirler ise beyin
dokusuna gore oldukga direnglidir, bunun nedeni enerji gereksinimlerinin diigiik olmast,
ekstra ve intranoral yaygin vaskiiler anastomozlar igermesi ve anaerobik metabolizma
ile yasayabilme yetenegidir (106-108). Bu nedenle onceki yillarda yapilan periferik
sinirde deneysel iskemi olugturma galigmalan bagsansiz olmugtur. Periferik sinirde
iskemi ve sonrasinda ortaya ¢ikan reperflizyon hasanmn etkilerinin gosterilebilmesi igin
tama yakin ve reversibl iskemi olugturabilecek model arayiglan sirmektedir (66, 109-
111). Korthals, kedilerde olusturdugu modelde , aym anda aorta ve femoral arter
ligasyonu ile siyatik sinir distali, tibial ve peroneal sinirlerin alt kisimlannda
aksoplazmik yavaglama, organellerin birikimi ve santral fasikiiler nekroz gibi iskemik
degisiklikler ortaya c¢iktigim gostermigtir (112). Hess ise, tavsanlarda olugturdugu
modelde, internal ve eksternal iliak arterlerin ayn ayn ya da birlikte ligasyonunun
siyatik sinirde, sinirin dallannda ve kaslarda iskemik lezyonlar olusturdugunu ortaya
koymugtur (113). Schmelzer ve afkadaslanmn gelistirdii modelde once kollateral
arterler baglanmakta ve sonrasinda hem abdominal aortanin hem de her iki iliak
arterlerin gegici okliizyonu ile sinir kan akim kesilerek tam iskemi olugturulmaktadir
(114).Bu model kullanilarak yaratilan 1 saatlik iskemi 30 dakika i¢inde iskemik iletim
bozuklugu olusturmakta, ancak reperfiizyonla impuls iletimi hemen geri donmektedir. 3
saatlik iskemi sonrasinda ise kalici iletim bozuklugu ve iletim bloku ortaya gikmaktadir.
Reperfiizyon yetmezligi 1 saatlik iskemiden sonra belirmekte ve 3 saatlik iskemi sonrasi
belirginlegsmektedir (114 ).

Periferik sinirde iskemi ve reperfizyon hasarlarim aragtima amaciyla ratlarda
yapilan galigmalann ortak yonii standart bir model ortaya konulamamig olmasidir (13,
113, 114). Bu nedenle, bu deneysel ¢ahsmamn amaglanndan biri de kolay uygulanabilir
ve amacina uygun bir periferik sinir iskemi-reperfiizyon modelinin ortaya konulmasidr.
Bunun igin damar anevrizma klipsleri kullanilarak femoral arter ve venin kan akim 3

saat siireyle engellenmistir. Iskemi siiresinin 3 saat olarak segilmesinin nedeni 6nceki
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caligmalarda rat siyatik sinirinde patolojik degigikliklerin ortaya ¢ikmaya basladid
kritik iskemi simrinin 3 saat olarak bulunmug olmasidir (115, 116, 117).

Periferik sinirler, gesitli klinikk durumlarda, travmatik, iatrojenik veya medikal
nedenlerle degigen siirelerde iskemi altinda kalmakta; anatomik ve fonksiyonel yapinin
korunmas: kosuluyla, daha sonra reperfiize olmaktadir. Iskemi ve reperflizyon siireleri
kritik de@eri agwinca ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallei Oncelikle hiicre
membranlanim hedef secerek intrandral mikrosirkiilasyonun yapt ve biitiinligiini
bozmaktadir (118, 119). Caliymamizda 3 saat siireyle total iskemiye maruz birakilan ve
iskemi sonrasi degigen siirelerde reperfiizyona birakilan periferik sinirlerde oksidatif
stres ve lipid peroksidasyon iriinleri, adezyon molekiilleri, ve sitokinler biyokimyasal
olarak incelenmis ve degerlendirilmigtir.

Caligmada incelenen tiim biyokimyasal parametrelerin diizeylerinin yalmzca
iskemi uygulanan grupta (Grup II), iskemi ve reperflizyon uygulanmamig gruba (Grup I,
kontrol) gore yiiksek diizeylerde oldugu gozlenmistir. Iskemik periyotta oksidatif stresin
bir gostergesi olan nitrik oksitin son tiriinleri olan nitrit ve nitrat diizeylerindeki artis
Ozellikle belirgindir. Bu artigin nedeni iskeminin yol agtifi doku kanlanmasindaki
azalmaya karst koruyucu bir yamt olarak vazodilatasyonun saglanmasi olabilir. NO
vaskiller tonusun Onemli bir modilatéridir, guanil siklaz aktivasyonu 3 oluyla
vazodilatasyon yapmaktadir (120). NO son wllarda iizerinde siklikla galigilmakta olan
bir molekiildiir. Kan basincinin diizenlenmesi ve normal araliklarda siirdiiriilebilmesi
gibi pek ¢ok fizyolojik durumda hiicre sinyal molekiilii olarak rol almaktadir. iskemik
hasarda ise doku perfiizyonunun saglanmasi yoluyla hasan siurlayict etkisi
bulunmaktadir. Burada NO ya direkt olarak iskemik duruma yanit olarak iiretilmekte, ya
da daha ge¢ donemde néroenflamatuar yamtin bir pargas: olarak ortaya g¢ikmaktadir
(121). Caligmada iskemik grupta TGF P1 ve 2 diizeylerinde de kontrol grubuna gore bir
artig izlenmigtir. Yine NO’e benzer sekilde TGF P aktivitesi de iskemik kosullar altinda
artmaktadir ve bunun da iskemik hasara kars: adaptif bir yamt oldugu diigtiniilmektedir
(96). Akiivinin de infani ratlarda invitto olarak iskemik beyin hasarini azaltarak,
noronlarin yagam siiresini uzattift ve noronlan toksik hasardan korudugu gézlenmigtir
(122). Caligmamuzda da Aktivinin iskemi grubundaki diizeylerinin, reperfiizyon
gruplanina gore daha diigiik olmasina ragmen, kontrol grubuna gore yiikselmis oldugu
izlenmektedir. NO sentazin iskemiye yamt olarak NO yapimim arttirmak amaciyla



aktivitesinin artmastna paralel olarak fibronektinin ekstravazasyonu artmaktadir (84,85).
Bu da ¢aligmamiz sirasinda izlenilen NO’e paralel gekilde artan fibronektin diizeylerini
agiklayabilir. Insan kas dokusunda yapilan bir gahsmada ise NO’in iskemi siiresince
arttifn ve reperflizyon sirasinda ise normal dizeylere kadar indifi gozlenmigtir. Lipid
peroksidasyonunun bir gdstergesi olan malondialdehit iskemiden daha ¢ok reperfiizyon
sirasinda artmaktadir ki bunun nedeni reperfiizyon sirasinda meydana gelen peroksidatif
reaksiyonlar olabilir (123). Bizim ¢aliyjmamizda da MDA degerleri o6zellikle
reperfiizyon sirasinda belirgin artig gostermektedir.

Grup III’den IX’a kadar sirastyla 1 saat, 2 saat, 24 saat, 7 giin, 14 giin, 21 giin ve
28 giin olarak reperfizyon uygulanan gruplarda da c¢aligilan biyokimyasal
parametrelerde reperfiizyon siiresine bagh olarak artig ve azaliglar izlenmekle birlikte,
yine bu serum degerleri de Grup I’deki kontrol degerlerine gore yiitksek olarak
bulunmugtur. Serum diizeylerindeki reperfiizyon siirelerine bagh olarak izlenilen bu
dalgalanmalarin nedeni reperfizyonla birlikte tekrar baslayan kan akinmindaki
dalgalanmalar olabilir. Zollman ve daha sonra da Kihara reperfiizyon sirasinda periferik
sinir kan akimindaki artigla birlikte dalgalanmalar oldugunu gostermislerdir (117, 124).

Nitrik oksit, pek ¢ok dokuda vaskiiler ve noral aktiviteleri tetiklemektedir.
Ayrnica nérogenezde de 6nemli bir rol oynamaktadir (125). NO kisa émiirlii bir molekiil
olmasi nedeniyle son uriinleri olan nitrit ve nitrat diizeylen ile degerlendi:ilmektedir.
Caliymamizda nitrit-nitrat degerleri yalmizca iskemi yapilan grupta oldukga yiiksek
olarak izlenmektedir. Bu diizey 1 ve 2 saatlik reperflizyon periyodunda bir miktar
diismekte, ve 24. saatte pik yapmaktadir. Sirasiyla 1,2, ve 3 haftalik reperfiizyon
periyodunda biraz azalma izlenen serum diizeylerinde 4. haftada ikinci bir pik
izlenmektedir. Iwamato ve arkadaslanmn farkl dokuda yaptiklar benzer bir galismada
bu bifazik yiikselmelere 10 ve 32. saatlerde rastlanmaktadir (126). Pik goriilen
siurelerdeki degisiklikler deney modelindeki farkliliktan, iskemi reperfiizyon modelinin
uygulandii dokunun farkh olusundan veya NO metabolitlerinin 6l¢iimiinde kullanilan
metodolojik farktan ileri geliyor olabilir. Aym degiskenin grup igi karsilagtirmasinda tek
yonlii varyans analizi (one-way ANOVA ve Tukey post- hoc testleri) uygulanmig olup
(102), nitrit-nitrat degerlerinde meydana gelen bu degisikler istatistiksel olarak
incelendiginde degisik reperfiizyon siirelerine gore aynlan gruplar arasinda fark oldugu
gozlenmistir (p=0,000). Caligma gruplan, nitrit-nitrat sonuclan agisindan birbirleriyle
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kargilagtinldiginda 1. grup ile 2., 5., 9. gruplar arasinda, 2. grup ile 3., 4., 6., 7. ve 8.
gruplar arasinda, 3. grup ile 5. ve 9. gruplar arasinda, 4. grup ile 5. ve 9. gruplar
arasinda, 5. grup ile 6. grup arasinda , 6. grup ile 9. grup arasinda anlamh fark
bulunmugtur.

Serbest oksijen radikallerinin lipidler ile olan reaksiyonu sonucu meydana gelen
lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit dizeyleri ise g¢aligmamiz
sirasinda 24. saat ve 2. haftada pik yapmakla birlikte, tiim reperfiizyon siirelerinde
kontrol grubuna gore yiiksek kalmistir. Nagamatsu ve arkadaslanmin yaptigi bir
¢aligmada iskemi reperflizyon sonrasinda lipid peroksitlerin arttigy ve bu artisin 3. saatte
en fazla oldugu gosterilmigtir (13). Degerlerdeki yiikseklik daha sonra hafif diisiis ve
yiikseligler gostererek 4 hafta boyunca devam etmistir (13). Yine Iwamoto ve
arkadaglannin yaptig1 bir baska doku caligmasinda ise lipid peroksidasyonu 2. saatte
artmaya baglamakta , 8-10. saatlerde pik yapmakta ve 32. saatte kontrol seviyesine
inmektedir (126). Ratlarda ¢esitli dokularda uygulanan I/R modellerinde genel olarak
lipid peroksidasyon uriinlerinin artti®1 izlenmekle beraber bu artiglann gorildagi
reperflizyon periyodlan degisiklik gostermektedir. Yine burada goézlenen farkhihiklarda
nitrit-nitrat olgiimlerinde goézlendigi gibi metodolojik farklihklardan ve reperfiizyon
sirasinda kan akiminda go6zlenen dalgalanmalardan ileri geliyor olabilir. MDA
degerlerinde goriilen bu reperfiizyon gruplan arasindaki degisiklikler istatistiksel olarak
incelendiginde gruplar arasinda fark oldugu izlenmigtir (p=0,000). Calisma gruplan,
malondialdehit sonuglan agisindan birbirleriyle kargilagtinldiginda 1.grup ile 5. ve 7.
gruplar arasinda, 2.grup ile 5. ve 7. gruplar arasinda, 3. grup ile 7. grup arasinda, 4.
grup ile 7. grup arasinda, 5.grup ile 8. ve 9. gruplar arasinda, 7.grup ile 8. ve 9. gruplar )
arasinda anlaml fark bulunmugtur.

Bir adezyon molekiili olan ve 6zellikle periferik sinir iyilesmesinde onemli rol
oynayan fibronektin diizeyleri de ¢alijmamiz sirasinda incelenmis olup, NO’e benzer
sekilde hem iskemi hem de tiim reperflizyon periyodlaninda kontrol grubuna gore
yitkksek olarak bulunmugtur. Bu yikselmeler ézellikle 24 saat ve 4 haftalik reperfiizyon
periyodlaninda pik degerlerine ulagmaktadir. Nitrik oksitle aym siirelerde goriilen serum
degerlerindeki bu artiy ve azaliglar /R hasarinda kan sinir bariyerinin yikimyla
meydana gelen NO artigina paralel bir fibronektin ekstravazasyonu oldugunu ve her iki

parametrenin de noéral hasan dizeltici rolleri olduguna isaret etmektedir



(84,85,125).Yapilan bir bagka deneysel ¢alismada ise fibronektinin veya onun iiglii
tripeptit dizisinin (RGD peptit) integrinlere baglanmas: ile NOS aktivitesinin arttif1 ve
NO salimmumn gergeklestigi gosterilmigtir (127). Bir bagka hayvan ¢alismasinda ise,
fibronektinin kardiyak infarkt/reperflizyon modelinde koroner arterin siirekli olarak
baglanmast modeline goére ¢ok daha hizhi bir sekilde biriktifi gosterilmistir. Plazma
fibronektininin serebral infarkt sonrasinda oldugu gibi myokardiyal infarktta da
koruyucu etkisinin oldugu belirtiimektedir (128). Fibronektin degerleri de istatistiksel
olarak incelendiginde ¢aligma gruplan arasinda fark oldugu izlenmigtir (p=0,000).
Cahigma gruplan, fibronektin sonuglan agisindan birbirleriyle kargilagtinldifinda 1.
grup ile 5. ve 9. gruplar arasinda, 2. grup ile 5. ve 9. gruplar arasinda, 3. grup ile 5. ve 9.
gruplar arasinda, 4. gfup ile 5. ve 9. gruplar arasinda, 5. grup ile 6. ve 7. gruplar
arasinda, 6.grup ile 9. grup arasinda, 7. grup ile 9. grup arasinda, 8. grup ile 9. grup
arasinda anlamali fark bulunmustur.

Multifonksiyonel biiyiime faktorleri olan sitokinler de néroprotektif ve
norotropik ozellikleri nedeniyle ¢alismamizde yer almislardir. Pek ¢ok akut beyin hasan
modelinde Aktivin A regilasyonunun artigt izlenmektedir (129). Periferik sinirde I/R
hasan uyguladifimiz deney modelimizde ise Aktivin A hem iskemi , hem de tim
reperfuzyon periyodlan stresince kontrol degerlerine gore yiksek «larak tespit
edilmigtir. Bu degerler ozellikle 1. saat ve 2. hafta olmak tGizere iki kez pik yapmaktadir.
Calismamizda elde edilen bu Aktivin A  dizeyleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde tim deney gruplan arasinda anlamh bir farkin oldugu
gorilmektedir (p=0,000). Cahgma gruplan, aktivin A sonuglan agisindan birbirleriyle
karsilagtinldifinda 1. grup ile 3. ve 7. gruplar arasinda , 2.grup ile 7. grup arasinda, 6.
grup ile 7. grup arasinda, 7. grup ile 8. grup arasinda anlamh fark bulunmustur.

TGF P siiper ailesinin Aktivin digindaki diger bir tiyesi TGF f’nin /R hasarna
kars1 farkli organ sistemlerinde koruyucu oldugu gosterilmigse de TGF P aktivitesinin
bu olaydaki regiilasyonu hakkindaki bilgiler azdir (96). Farkli dokuda yapilmig olan bir
calismada iskemi reperflizyomi iakiben tiim bilylime faktorlerinde, ozellikle de TGF B8
diizeylerinde artig izlenmigtir. Bu artig 6 saatlik reperflizyonda kontrol deZerine gore
oldukca yiiksek bulunmugtur (130). Hasarh sinirlerde TGF B regiilasyonunda artig
oldugu ise bir bagka ¢aliymada izlenmektedir (131). Bu ¢alimada da TGF B1 ve TGF
B2 yine tim deney gruplaninda galisiimig olup, her iki parametrenin de hem iskemi hem
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de tiim reperflizyon periyodlan siiresince kontrollere gore daha yiiksek degerlere
ulagtifs izlenmigtir. Yine her iki parametre de 2 saat ve 1 haftalik reperfiizyonda pik
degerlerine ulagmuglardir. Bu degisiklikler istatistiksel olarak incelendiginde TGF PB1
diizeyleri deney gruplan arasinda farkh bulunmustur (p=0,000). Calisma gruplari, TGF
B1 sonuglan agisindan birbirleriyle kargilagtinldifinda 1. grup ile 2., 3., 4., 6. ve 8.
gruplar arasinda anlamh fark bulundu. Aynica 2.grup ile 9. grup arasinda, 3.grup ile 9.
grup arasinda, 4. grup ile 5., 7. ve 9. gruplar arasinda , 5. grup ile 6. ve 9. gruplar
arasinda, 6. grup ile 7. ve 9. gruplar arasinda, 7. grup ile 9. grup arasinda ve 8. grup ile
9. grup arasinda da anlamh fark bulunmustur. TGF B2 diizeyleri ise iskemi ve tiim
reperflizyon gruplaninda kontrol degerlerine gore yiikseklik izlenmesine kargin, deney
gruplan arasinda istatistiksel olarak farkli bulunmamugstir (p= 0,074). TGF B1 de
gozlenen degisikliklerle paralellik gosteren TGF B2 diizeylerindeki farkin istatistiksel
olarak anlamsiz olarak gozlenmesinin nedeni normal ratlardaki TGF f2
konsatrasyonunun TGF pl’e oranla olduk¢a digiik olmasi olabilir. Caligmamz
sonrasinda elde edilen TGF B2 diizeyleri ¢ok dar limitler iginde artis ve azalig g6stermis
oldugundan, bu degigiklikler TGF P1°deki degisikliklere benzer olmasmna ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunmamgtir.

Aym grup igindeki farkl parametreler arasindaki iligkilerin degerlendirilmesinde
korelasyon analizi yapildiginda reperfiizyon siirelerine baglh olarak bazi parametreler
arasinda dogrusal iligkiler oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu olarak alinan Grup I
i¢inde deney sirasinda galisilan parametreler arasinda bir iligki gozlenmezken (r<0,50),
iskemi uygulanan Grup II’de nitrit-nitrat ve fibronektin arasinda (r=0,768), yine benzer
sekilde Aktivin-A ve fibronektin arasinda (r=0,846) iliski oldugu goériilmektedir. NO
I/R hasarnin giddetini 6nlemede onemli bir rol tistlenmektedir. Bunu ise postkapiller
veniillerde nétrofil adezyonunu inhibe ederek, ve mikrovaskiiler konstriiksiyonu
Onleyerek yapmaktadir (120). Aynca ek bir koruyucu etkisi de siiperoksit radikallerini
inhibe etmesidir. Bu etkisini ise ya direkt olarak siiperoksit anyonlarint bir ¢opgii gibi
temizleyerek ya da membran NADPH oksidaz enzimi Uzerinden nétrofil siiperoksit
anyon iretimini inhibe ederek yapmaktadir (120,132). Iskemi reperfiizyon kavram,
periferik  sinirler agisindan  degerlendirildiginde  hasar  olugumunun  temel
mekanizmalarindan serbest oksijen radikallerinin rolii dikkat ¢ekmektedir. Serbest
radikal olusumunda ksantin oksidaz yolu 6nemli iken, diger bir kaynak da lokositlerce
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iretilen stiperoksit anyonudur. Iskemi sonrasi ortaya gikan azalmg kan akimuyla
reperfiizyon fenomeni’ne I6kositlerin persistan adezyonunun yol agtif diigiiniilmektedir
(133,134). Lokositlerin biiyiik miktarlarda stiperoksit radikali olugturdugu bilinmekle
birlikte, I/R hasarinda oynadiklan rol tartiymahdir. Diger dokularda yapilan
cahigmalarda lokositlerin oynadig rol lizerine hem lehine, hem de aleyhine yaymnlar
vardir (10,135). Iskemik dokulardaki reperfiizyon sirasinda ortaya gikan mikrovaskiiler
disfonksiyon sonrasinda arteriollerde endotel bagimli bir dilatasyon olmaktadir. Swi
filtrasyonu meydana gelmekte, kapillerlerde 16kosit tikaglan olugmaktadir. Postkapiller
veniillerden de lokosit ve plazma proteinleri ekstravaze olur (136). Léokositler
sitokinlerle etkileserek endotel hiicresi gibi gesitli hiicrelerdeki adezyon molekiillerinin
sentezini arttinrlar. Boylece hasarh dokuda inflamatuar yamt baglar (137). Sinir
inflamatuar cevabi igin de adezyon molekiillerinin ekspresyonunun artmasi ve
lokositlerin sinire olan infiltrasyonunun artmasi gerekmektedir (16). Bu nedenlerle
lokositler bir yandan sinir inflamatuar yamtinda rol ustlenirken , difer yandan da
stiperoksit anyonu treterek I/R hasarim tetiklemektedirler. NO’in ise bu hasarnt 6nlemek
amagh postkapiller ventillerdeki nétrofil adezyonunu, iskemi sirasinda olugan siiperoksit
radikallerini, notrofil siiperoksit anyon uretimini inhibe ederek ve ayrica vazodilatator
etkiyle kan alamim arttirarak etki gostermekte oldugu soylenebilir. NO ‘in néral hasan
tyllestirici yondeki bu etkisine benzer sekilde fibronektinin de sinir iyilesmesinde
onemli roli mevcuttur. Yapilan bir sinir iyilesme modeline gére milkemmel bir
periferik sinir iyilesmesi igin proksimal ve distal sinir uglarinda aselliiler fibrin képriisii
olmahdir. Fibrin non-noronal hiicrelerin yani Schwann hiicreleri ve fibroblastlarin bu
alana migrasyonunu tetikler. Iste bu tamir esnasinda aselliler matrikste fibronektin
bulunmaktadir. Fibronektin tek bagna veya kendisi gibi bir bagka ECM adesiv proteini
olan lamininle birlikte Schwann hiicrelerinin migrasyonunu arttirir (138). Fibronektinin
sinir tamir sirecinde rol aligi ile kan sinir bariyerinin yikimiyla sentezi artan NO
etkisinin gozlenmesi agagi yukan benzer zamanlara rastlamaktadir (84,85). Aktivin de
fibronektine benzer gekilde eiki eden bir sitokindir. Aktivin A yara iyilesmesinde roli
olan potent bir stimulatordiir. Noronal hasardaki erken hiicresel yamtta da énemli rol
oynamaktadir. Hasardan sonraki birkag saat i¢inde Aktivin mRNA ve protein
ekspresyonu belirgin olarak artmaktadir (91). Aktivinlerin yara iyilesmesinde

keratinosit proliferasyonu ve fibroblast fenotipinin regiilasyonu gibi gérevleri mevcuttur
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(91). Tiim bu nedenler ¢ahsmamizda gozlediimiz fibronektin ve NO, ve yine
fibronektin ve Aktivin A iligkisini agiklayabilmektedir. Caligjmamizda yer vermis
oldugumuz her i¢ parametrenin de I/R hasan tedavisinde yer alabilecegine ait
cahgmalar vardir (87,88). IR hasan tedavisinde sentetik fibronektin peptitleri
kullamlmas1 denenmektedir. Etki mekanizmasi tam olarak anlagilamasa da erken
donemde kullanildiginda l6kosit birikiminin azaldigi, infarkt alammn kiiguldigi ve
norolojik disfonksiyonun azaldi izlenmistir (87,88). IR hasarinda yine NO inhalasyon
ve IV olarak denenmistir ve oksijenlenmenin diizeldigi gézlenmigtir. Adezyon molekiil
salimgini, notrofil aktivasyonu ve kemotaksisini inhibe edici etkisi nedeniyle IR
hasaninda denenmektedir (61,73,74,75). Benzer sekilde ekzojen yolla verilen Aktivin
A’nin da néronlan akut hiicre oliimiine karg1 koruyabilecegi yolunda ¢aligmalar vardir
(91). /R hasarimin nedenleri heniiz tam anlagilamamig oldufundan ve bu konu
iizerindeki ¢aligmalar devam ettifinden dolay1 hasarin tedavisi de heniiz hipotezier
asamasinda kalmaktadir.

Calismamizda 1 saat reperflizyona biraktifimiz grupta da parametreler arasinda
bir iligki gozlenmezken (r<0,50), 2 saatlik reperflizyon grubunda NO ve MDA (r=
0,852), yine MDA ve TGF Bl arasinda (r=0,712) bir iliskiye rastlanmaktadir. I/R
hasarinda mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerindeki aktive endotel hiicreleri
reperfiizyonun baglangig periyodunda fazla miktarda serbest oksijen radikali tretir ama
NO diizeyleri bu agamada ¢aliymamizda da gozlendigi gibi digtktiir. Stiperoksit radikali
ve NO arasindaki bu dengesizlik adezyon molekiilleri ve sitokinler gibi inflamatuar
molekiillerin salimgina yol agar (134). Reperfiizyonun ilerleyen agamasinda ise
siiperoksit anyonlarim temizlemek amaciyla NO diizeyi giderek artmaktadir. Lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit diizeyleri, I/R hasarinda yiksek
diizeydeki serbest oksijen radikali varlifinda bunlann lipidlerle olan reaksiyonu sonucu
artmaktadir. Lipid peroksidasyonunda gozlenen bu artis da ek olarak hasara neden
olmaktadir (61,68). NO ise serbest oksijen radikallerini temizlemek suretiyle bunlarin
lipid peroksidasyonu yoluna gitmesini ve dolayisiyla MDA diizeylerini azaltmaktadir.
Caligmamizda da MDA dizeyleri reperfiizyonun baslangicindaki yitksek SOR
nedeniyle yiiksek bulunmustur. NO ile olan iliskisi nedeniyle serum MDA dizeyleri
dalgalanmalar gostermektedir. Multifonksiyonel sitokinlerden olan TGF Bl ve 2
Ozellikle néron yagsam siiresinde Onemli regilatorlerdir  (139).  Sitokinler
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norodejenerasyonda rol alirlar ve TGF P primer olarak néroprotektif etkilidir (98). Bu
nedenlerle reperfiizyonun ilerleyen asamalarinda TGF B olaya katilarak I/R hasarina
kars1 bir koruyucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (96).

Calismamzdaki bir diger grup olan 24 saatlik reperflizyon uygulanan grupta ise
daha onceki grupta izlenilen NO- MDA arasindaki iligkinin devam ettigi gozlendi
(r=0,720). 1 haftalik reperfiizyon uygulanan grupta yine parametreler arasinda bir iligki
gozlenmezken (r<0,50), 2 haftalik reperfiizyon periyodunda NO- fibronektin (r=0,815),
MDA- fibronektin (=-0,714) ve TGF pB1- fibronektin (r=0,790) arasinda bir iligki
oldugu goérildi. 2 haftalik reperfiizyon periyodunda daha once azalmaya baslayan MDA
degerleri yeniden pik yapmaktadir. Bu durum sinir kan akimindaki dalgalanmalardan
kaynaklaniyor olabilir. Bu dénemde NO, fibronektin ve TGF B1 ise hasann onlemek
amaciyla yer almi§ olabilirler. 3 haftalik reperflizyon grubunda da TGF B1 ve TGF B2
arasinda (r=-0,727), aynca fibronektin ve aktivin arasinda (r=-0,752) bir iligki oldugu
izlenmektedir. Adezyon molekiilleri ve sitokinler reperfiizyonun ileri asamasinda
tamamen tamire yonelik olarak rol almig olabilirler. Bu durum da tipk: fibronektin ve
aktivinde oldugu gibi TGF 1 ve TGF B2’nin de I/R hasan tedavisinde yer alabilecegi
sonucunu ortaya ¢tkarabilmektedir. Son ¢aliyma grubumuz olan 4 haftalik reperfiizyon
periyodunda ise yine parametreler arasinda bir iligki gozlenmemektedir (r<0,50), ve bu
durum da bize hasarn artik iyilesme siirecine girdifini gosterebilir. Ciinkii periferik
sinirde noronal iyilesme 21. giinde tamamlanmaktadir. Yapilan bir ¢cahgmada 3 saatlik
iskemiyi takiben motor sinir ileti hzinda 3 haftada diizelme oldugu gosterilmistir
(yaymlanmamus, 140).

Sonug olarak, bu model gergevesinde elde edilen bulgular, periferik sinirlerde
¢esitli nedenlerle ortaya gikabilecek I/R durumlannda lipid peroksidleri, nitrik oksit,
adezyon molekiilleri ve sitokinlerin diizeylerinin etkilendigini, birbirleri ile etkilestigini
ve bu molekiillerin hasarin olujumu ve/veya onanm siirecine katilmakta olduklarim
gostermektedir. Aktivin, TGF B, ve fibronektinin iyi planlanmg deneysel galismalarda
periferik sinir hasarlannda tedavi amaciyla kullamlmas: ve olasi verimli sonuglann elde

edilmesi durumunda klinik kullanimlaninin tartigmaya agilabilmesi yararh olacaktir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

1-Nitrik oksit iskemi-reperflizyon hasannda serbest oksijen radikallerinin
yarattigi hasan Onleyebilmekte, lipid peroksidasyonunu dolayisiyla malondialdehit

olusumunu azaltmaktadir.

2-Adezyon molekiillerinden biri olan fibronektin ve sitokinlerin transforming
growth faktor siiper ailesinin Gyelerinden olan aktivin ve transforming growth faktér f 1

ve B 2 iskemi-reperfiizyon hasarinin onanm siirecinde rol almaktadirlar.

3-Iskemi-reperfizyon hasarimin kesin tedavisi bilinmemekle birlikte, yapilan
cesitli deneysel ¢aliymalarda nitrik oksit ve fibronektinin tedavide kullanildiginda hasan
onleyebildigi gosterilmis olup aktivin A ve TGF B gibi gesitli sitokinlerin de tedavide

onleyici etkileri olabilecedi diisiiniilebilir.
4-Iskemi-reperflizyon modeli iizerinde yapilacak cesitli galigmalar bu deneme

asamasindaki tedavi segeneklerinin klinik kullamma sokulabilmesi i¢in yol gésterici

olacaktir.
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