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SIMGELER VE KISALTMALAR

AA: Arasidonik asit

AIR: Aortik iskemi reperfiizyon

ATP: Adenozin trifosfat

Bcl-2: B-cell leukemia/lymphoma-2

bFGF: Basic fibroblast growth factor

BH-4: Tetrahidrobiopterin

B-TG: B-thromboglobulin

C5a: Compleman factor Sa

cAMP: Cyclic adenosine monophosphote

¢GMP: Cyclic guanosine monophosphate

¢NOS: Constitutive NOS

COX: Siklooksijenaz

CPK: Kreatinfosfokinaz

CTAP-III: Connective tissue activating protein-III
DAB: Diaminobenzidine

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ECAMs: Endothelial cell adhesion molecules
ECGF: Endothelial cell growth factor

EDREF: Endothelial derived relaxing factor

EGF: Epidemic growth factor

ELAM-1: Endothelial leukocyte adhesion molecule-1
ENA-78: Epithelial neutrophil activating protein-78
eNOS: Endothelial NOS

Fe*?: Ferroz demir

Fe**: Ferrik demir

GlyCAM-1: Glycan bearing cell adhesion molecule-1
GPIIb-IIIa: Glycoprotein IIb-IIIa

GSH: Glutatyon (indirgenmis)

GSSG: Glutatyon (oksitlenmis)

HBP: Heparin binding protein

HE: Hematoksilen eosin

HIF-1: Hypoxia inducable factor-1

5-HPETE: 5-hydroperoxyeicosatetraenoic acid
HPLC: High Performance Liquid Chromatography
H,0;,: Hidrojen peroksit

I-R: Iskemi-reperfiizyon

IkB: Inhibitory kB

IAA: Infrarenal abdominal aorta

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule-1
IGF-1: insiilin like growth factor-1

IHC: immiinohistokimyasal

IL: interleukin

iNOS: Inducable NOS

JAM: Junctional adhesion molecule

LFA: Leukocyte function associated antigen
LPA: Lysophosphatidic acid

LT: Leukotrien



MadCAM-1: Mucosal addressin cell adhesion molecule-1
MAP: Mitogen activating protein

MCP-1: Monocyte chemotactic protein-1

MDA: Malondialdehyde

MODS: Multiple organ dysfunction syndrome

MPO: Myeloperoksidase

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat hidrojen
NAP-2: Neutrophil activating protein-2

NF-kB: Niikleer faktor-kappaB

NK: Natural killer

nNOS: Neuronal NOS

NO: Nitrik Oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

O, ' : Siiperoksit anyonu radikali
OH ": Hidroksil iyonu radikali

ONOO' ": Peroksinitrit radikali

PAF: Platelet activating factor

PAS: per-ARNT-sim

PBP: Platelet basic protein

PBS: Fosfat buffer soliisyonu

PDGF: Platelet derived growth factor
PE-CAM-1: Platelet Endothelial cell adhesion molecule-1
PF-4: Platelet factor-4

PG: Prostoglandin

PMNL: Polimorfoniikleer 16kosit

PSGL-1: P selectin glycoprotein ligand-1
RNA: Riboniikleik asit

ROT: Reaktif oksijen tiirevleri

sP-1: Sphingosine-1-phosphate

SIRS: Systemic inflamatuar response syndrome
SOR: Serbest oksijen radikalleri

TGF-B: Transforming growth factor-3

TNF-a: Tumor necrosis factor-a

TxA2: Thromboxane A2

uPAR: Urokinase-type plasminogen activator receptor
VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-1
VEGF: Vascular endothelial growth factor
VLA: Very late activating

vWF: von Willebrand factor

XD: Ksantin dehidrogenaz

XO: Ksantin oksidorediiktaz



1. GIRIS

Iskemi, perfiizyon bozukluguna bagl olarak, dokunun oksijen ve diger
metabolitlere olan gereksiniminin dolasim tarafindan saglanamamasi ve bu siirecte
olusan atik iiriinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirllamamasi olarak tanimlanir.
Hipoksi ise dokuya yetersiz oksijen sunumu seklinde tarif edilebilir. Her iki durum da
iskemi reperfiizyon hasarinin ilk kismini olusturmakta olup, metabolizmanin anaerobik
yone kaymasiyla karakterizedir (1).

Iskemiye bagl hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktari ile orantili
olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyac1 ve
metabolizmasma gore farklilik gosterir. Iskemiye bazi dokular (kemik ve deri)
direncliyken bazilar (iskelet kas1 ve barsak mukozasi) ise hassastir. Ancak uzun siireli
iskemi hiicrelerde sisme, asidoz, iyon dagilim degisiklikleri (hiicre i¢i kalsiyum/sodyum
oraninda artig), artmis hipoksantin seviyesi, adenozin trifosfat (ATP) / fosfokreatin ve
glutatyon diizeylerinde azalma, artmis adenozin sinyal aktivitesi, membran potansiyel
degisiklikleri, iskelet biitiinliigii kaybi, niikleotid fosfohidrolizi (CD39 ve CD73
yoluyla) ve hypoxia inducable factor-1 (HIF-1) ¢ekirdek translokasyonu / stabilizasyonu
gibi hiicre metabolizmas1 ve iskelet yapisim ilgilendiren bir¢ok degisime neden olur
(2,3). Mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre zar1 hasarinin siddeti, reperfiizyon sonrasi
iskemik doku hasarinin geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz oldugunu belirler (4).
Dolayisiyla uzun siireli iskemi reperfiizyonla siddetlenen ciddi hiicre hasarina neden
olarak hiicre 6liimiiyle sonuglanir (5,6).

Reperfiizyon hasan ilk kez 1975 yilinda Cerra tarafindan tanimlanmistir (7).
Iskemiye bagl hasarin geri dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak olmakla
birlikte paradoksik olarak, reperfiizyon sonrasi saglanan oksijen ve metabolitler doku
hasarinin artisina neden olur. Hiicresel sisme, hiicre iskeleti degisiklikleri ve secici
mikrovaskiiler ge¢irgenlik kaybi reperfiizyona bagli hasarin karakteristik 6zellikleridir.
Bu mekanizmalar, doku 6demi ve kapiller kan akiminda azalmaya neden olur (8).

Iskemi reperfiizyon (I-R) hasari; bircok hastalik (serebrovaskiiler olay, sok,
travma) ve medikal / cerrahi girisim (trombolitik tedavi, koroner anjioplasti,
transplantasyon, kardiyopulmoner bypass, anevrizma cerrahisi, periferik arter cerrahisi)
icin ortak klinik tablodur. [-R; artmis oksidan olusumu, kompleman aktivasyonu,

l6kosit-endotel-platelet adezyon ve etkilesimi, mikrovaskiiler gecirgenlik artisi, endotel



bagimli vazodilatasyon disfonksiyonu ve inflamatuar molekiil (sitokin, kemokin) artist
ile karakterizedir (1,9). I-R hasar1 sirasinda 1okosit, endotel, T lenfosit, monosit ve
platelet aktivasyon ve hiicreler arasi etkilesimleri gerceklesmekte olup, hasarin
genislemesinde 16kosit-endotel ve 16kosit-platelet etkilesimleri merkezi rol oynar (10).

Reperfiizyon sonrasi iskemik doku 16kosit gocii ve 16kosit-endotel adezyonu;
tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin (IL)-1p, platelet activating factor (PAF),
kompleman sistem ve serbest oksijen radikalleri (SOR) araciligiyla gerceklesir. Aktive
olmus lokositlerin endotele yapisip interstisyel alana gecisleri; 16kosit yuvarlanma,
adezyon ve diapedezi siireglerini icerir ve diizenli bir sekilde gerceklesir. Lokosit
yuvarlanmas1 selektin ailesi (lokosit; L selektin, endotel;P/E selektin) araciliiyla
gerceklesir. Bunu; endotel, platelet ve lokositlerden sentezlenen kemokin ve
kemoatraktanlarin[leukotriene (L'T) B4, kompleman faktor5a (C5a), PAF] Iokositlerle
etkilesimi ve lokosit yiizey B, integrin (CD11b/CD18) ifadesi izler. Aym1 zamanda
makrofaj kaynaklt TNF-a ve IL-1’in endotel hiicresi ile etkilesimi, endotel yiizeyi
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) ve intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) ifadesini arttirir. Lokosit yiizey B2 integrin ve endotel yiizey VCAM-1 /
ICAM-1 etkilesimi giiclii adezyonla sonuglanir. Bunu platelet endothelial cell adhesion
molecule-1 (PECAM-1) aracili 16kosit interstisyel gocii izler (6). Reperfiizyon sonrasi
iskemik dokuya olan siirekli 16kosit gocii, I-R’a bagli doku hasarmin devamini ve
genislemesini saglar. Lokositler, proteolitik enzim (elastaz) ve serbest oksijen
radikalleri sentezi ve kapiller seviyede mikrodolasim tikanikligi ile hasara katkida
bulunurlar (1,10,11). Reperfiizyon sonrasi iskemik dokuda biriken ilk hiicreler
plateletler olup endotel aktivasyonu ve 16kosit birikimine katkida bulunurlar. Nitrik
oksit (NO), prostasiklin, adenozin ve reaktif oksijen tiirevleri (ROT) platelet
aktivasyonu ve platelet aracili hasar1 kontrol eder (10,12).

Alt ekstremite I-R hasarinda lokal ve sistemik etkiler gozlenir. Lokal etkiler
iskelet kas1 ve damar endotelinde gozlenirken, sistemik etkiler baslica akciger, kalp,
beyin ve bobrekler olmak iizere tiim organlarda gozlenebilir (13).

Iskelet kasi, hem en biiyiik kiitle olmast hemde iskemik hasara en hassas doku
olmas1 nedeniyle alt ekstremite I-R’nda ©nemli rol oynar. Alt ekstremite I-R’unda
mikrovaskiiler disfonksiyon ve kas degisiklikleri birbirleriyle paralel seyretmekte olup,
prognoz kas hasari miktarina baghdir. Reperfiizyonla olugsmus inflamatuar yant, geri

doniisiimlii zedelenme miktar1 ile dogru, nekrotik kas miktar1 ile ters orantilidir.



Fasyatomi, antitrombotik ve anti-inflamatuar tedaviyle geri doniisiimlii zedelenmis
bolgedeki mikrovaskiiler disfonksiyon hedeflenir (13).

[-R’a bagli mikrovaskiiler disfonksiyonda; endotel hiicre degisikliklerine ikincil
gelismis, endotel bariyer disfonksiyonu, vaskiiler tonus degisikligi ve artmis sitokin /
adezyon molekiil ifadesi goriiliir. Ozellikle reperfiizyon periyoduyla birlikte; NO
biyoyararlanimdaki azalmaya bagl arteriolar vazodilatasyon bozuklugu, inflamatuar ve
adezyon molekiilleri artisina bagl arteryel kilcallarda kapanma (“no reflow”) ve 16kosit
birikimine (artmig oksidatif hasar) bagh venoz kapillerlerde gecirgenlik artis1 ve doku
O0demi goriiliir (2).

Reperfiizyonla birlikte sistemik dolasima ¢ikan inflamatuar aracilar, uzak organ
endotel hiicre aktivasyonu ve mikrovaskiiler disfonksiyona neden olurlar. I-R’a bagh
uzak organ hasarinda, ksantin oksidaz, 16kosit-endotel etkilesimi ve inflamatuar aracilar
onemli rol oynar. Yaygin uzak organ hasar1 durumunda yiiksek mortalite ile seyreden
multiple organ dysfunction syndrome (MODS) veya systemic inflamatuar response
syndrome (SIRS) gelisebilir (5).

Tloprost, primer olarak endotel hiicresi tarafindan arasidonik asitten sentezlenen
epoprostenol [prostaglandin (PG) 12, prostasiklin]’un sentetik karboksilin analogudur.
[loprost; vazodilator, antiplatelet ve sitoprotektif etkileri disinda fibrinolitik aktivite ve
kirmiz1 kiire elastikiyetinde artis, damar diiz kas proliferasyonu, 16kosit-endotel adezyon
molekiilleri yiizey ifadesi ve sitokin (TNF-a, IL-1, IL-6) olusumunda azalma
olusturarak mikrodolagim fonksiyonunda koruma saglar (14,15).

lloprost'un I-R’a bagh olusmus lokal ve uzak organ hasarindaki koruyucu
etkinligi klinik ve deneysel olarak gosterilmis olup, alt ekstremite I-R hasarinda damar
endoteli ve iskelet kasi hasari iizerine etkileri heniiz yeterince arastirilmamistir. Bu
calismanin amaci, infrarenal abdominal aorta okliizyon-reperfiizyonu sonrasi, femoral
arter ve gastroknemius kasinda olusan I-R hasarina iloprost’un etkisini arastirmaktir. Bu
nedenle, rat infrarenal abdominal aortasinda okliizyon-reperfiizyon sonrasi, rat kan
orneklerinde malondialdehid (MDA), kreatinfosfokinaz (CPK), P selektin, ICAM-1 ve
VCAM-1 plazma diizeyleri olciildii. Ayrica 151k mikroskobu ile femoral arter ve
gastroknemius kas doku oOrneklerinin HE ve immunohistokimyasal [P selektin, L
selektin, TNF-a, CD11b, CDI18, ICAM-1, siklooksijenaz (COX)-2] histopatolojik

degerlendirilmesi yapildi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. iskemi

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan gereksiniminin perfiizyon
bozukluguna bagli dolasim tarafindan saglanamamasi ve bu siirecte olusan atik
iriinlerin yine dolagim tarafindan uzaklastirllamamasi olarak tanimlanir. Hipoksi ise
dokuya yetersiz oksijen sunumu seklinde tarif edilebilir. Hipoksinin en sik goriilen
nedeni iskemidir. Her iki durum da I-R hasarinm ilk kismini olusturmakta ve
metabolizmanin anaerobik yone kaymasiyla karakterizedir (1). Ancak iskemide, hem
metabolit yetersizligi hem de atik {iirlin birikimi nedeniyle, glikoliz metabolizmasi
hipoksiye oranla daha erken sonlanir ve hasar ¢ok daha erken olusur (3).

Oksijen hemostazi insan fizyolojisinde hayati 6nem tasir. Oksidatif fosforilasyon
sirasinda ATP sentezi i¢in kullanilan oksijen ayni1 zamanda hiicresel lipid, niikleik asit
ve proteinlerdeki oksidatif hasar mekanizmalarinda da rol oynar. Dolayisiyla, protein
sentezi ve aktivitesini kontrol eden kisa ve uzun donem mekanizmalarla hiicresel ve
sistemik oksijen konsantrasyonlarinin dengelenmesi oksijen biyoyararlanimi acisindan
onemlidir (16).

Iskemi, akut (akut myokard infarktiisii) veya kronik (periferik arter hastalig)
olabilir. Soguk iskemi ile viicut disinda olusan doku iskemisi (donor organ) kastedilir.
Sicak iskemi ise viicut icindeki doku iskemisidir. Dokularin sicak ve soguk iskemiye
olan yanitlar1 farkli olup, sicak iskemide en ¢ok hepatositler, soguk iskemide ise en ¢cok
endotel ve kupffer hiicreler etkilenir (11). Iskemiye bagli hasarin siddeti,
hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya karsi
hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyac1 ve metabolizmasina gore farklilik gosterir
(3). Sonug olarak, hiicresel enerji depolarindaki azalma ve toksik metabolit birikimi
hiicre dliimiine yol acar (5,6).

Hipoksik dokunun c¢esitli molekiiler mekanizmalarla yetersiz oksijenasyona
fizyolojik reaksiyonlar olusturabilmesi, vascular endothelial growth factor(VEGF)
sentezini kontrol edebilmesiyle olusur. VEGF, anjiogenezde ©nemli rol oynar.
Hipokside, yeterli doku perfiizyonu saglanabilmesi igin, hem VEGF sentezi
(transkripsiyonel mekanizma) artar hem de VEGF yikimi (mRNA stabilizasyonu)
azalarak doku VEGF mRNA diizeyi artar. Hipoksik doku hasarinda diger tiim protein
sentezleri azalirken, VEGF mRNA translokasyonu devam etmektedir (17).VEGF
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mRNA transkripsiyonu, HIF-1’in insan VEGF geni 5'-transkripsiyonel boliimiiyle
etkilesime girmesi sonucu aktive olur (18). HIF-1, basit bir heliks-halka-heliks per-
ARNT-sim (PAS) protein olup, HIF-1a ve HIF-1p alt iinitelerinden olusur. Hipoksi
durumunda, HIF-1 protein seviyesi hizli sekilde artarken, doku iskemisi ortadan
kaldirildiginda, hiicreler tarafindan sentezi baskilanir. Dolayisiyla hipokside, hiicre
cekirdegi HIF-la proteini birikerek HIF-1B protein ile dimerlesir ve cekirdek
deoksiriboniikleik asit (DNA) 5'CGTG-3' sirasina baglanarak VEGF transkripsiyonunu
aktive eder (19).

Sonuc olarak, uzun siireli doku iskemisinde; hiicresel sisme, asidoz, iyon dagilim
degisiklikleri (hiicre i¢i kalsiyum/sodyum oraninda artis), hipoksantin seviyesi artist,
adenozin trifosfat (ATP) / fosfokreatin ve glutation diizeyi azalmasi, adenozin sinyal
aktivitesi artigt, membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigii kaybi, niikleotid
fosfohidrolizi (CD39 ve CD73 yoluyla) ve hypoxia inducable factor-1 (HIF-1) cekirdek
translokasyonu ile stabilizasyonu gibi hiicre metabolizmas1 ve iskelet yapisini

ilgilendiren bir¢ok degisim meydana gelir (2,3).

2.1.1. Geri Doniisiimlii Zedelenme:

Hipoksi, oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu etkileyerek, ATP
ve fosfokreatin depolarinda azalmaya neden olur. Mevcut ATP sirasiyla
adenozindifosfat, adenozinmonofosfat, inozin ve hipoksantin’e yikilir. Olusan ve
biriken bu metabolitler fosfofruktokinaz enzimini uyararak hiicresel metabolizmanin
anaerobik yone kaymasina neden olur. Bu metabolik degisim, daha fazla glikojen
kullanimi ancak daha az ATP iiretimi (aerobik solunumla elde edilen miktarin yaklasik
%7’si) ile sonuglanir (20). Dolayisiyla doku glikojen depolari hizla tiikenir. iskeminin
devam etmesi, hipoksantin ve anaerobik glikoliz iiriinlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu,
inorganik fosfatlar) hiicre icinde birikimi, asidozda artis ve dolayisiyla enzim ve protein
hasariyla sonuclanir (21).

ATP depolarindaki azalma, ATP bagimlh hiicre zar1 pompalarinda fonksiyon
bozukluguna neden olarak, hiicre dis1 potasyum kaybi ve hiicre i¢i ani sodyum-
kalsiyum-kloriir artigina ikincil hiicresel sismeyle sonuclanir. Bu hidropik degisiklik,
inorganik fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleotidleri gibi metabolitlerin birikimi sonucu

artan osmotik yiikle daha da belirginlesir (22). Hiicresel sigsme, makroskopik olarak
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organ renginde solma ve agirliginda artisla, mikroskopik olarak ise sitoplazmada berrak
vakuoller olusumuyla (hidropik degisiklik/vakuoler dejenerasyon) kendini gosterir (3).

Sonrasinda, ribozomlarin graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve
polizomlardan monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalma olusur. Hipoksi
diizelmez ise mitokondri fonksiyonunda kotiilesme ve membran gecirgenliginde artisa
bagh hiicresel sisme ve fosfolipidden zengin dansiteler ile karakterize morfolojik
bozulma goriiliir. Hiicresel iskelet; mikrovillus gibi yapisal ozelliklerin kaybi, hiicreler
arasindaki baglarin gevsemesi ve hiicre yiizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur.
Hiicre cekirdegi graniiler ve fibriller elemanlarinda dagilma meydana gelir. Osmotik
regiilasyon kaybi1 sonucunda mitokondri, endoplazmik retikulum ve hemen hemen tiim
hiicre organellerinde hidropik degisiklikler olusur (3).

Doku iskemisi sirasinda bagka bircok mekanizma daha aktive olur. Niikleer
faktor-kappaB (NF-xB) aktivasyonuyla, iltihabi aracilarin ve adezyon molekiillerinin
(6zellikle ICAM-1 ve E-selektin) sentezinde artis olur. Adezyon molekiillerindeki bu
artig, iltihabi-iskemik alan 16kosit adezyonunu arttirir. Endotel tarafindan sentezlenen
NO inaktivasyonu vazokonstriksiyona neden olur. Arasidonik asit kaskadinda dengenin
prostasiklin aleyhine donmesi ise hem vazokonstriksiyon hem de platelet
aktivasyonuyla sonuclanir. Oksijen NO sentezi i¢in de gerekli olup, iskemik dokuda NO
seviyesinde azalma goriiliir. Bunlara ek olarak kompleman sistem aktivasyonu ve PAF
sentez artis1 gerceklesir. Dolayisiyla iskemi, dokuyu reperfiizyon hasarina kargi daha
hassas bir duruma getirir. Eger doku perfiizyonu diizelirse tiim bu degisimler geri
doniistimlii olup iskeminin devami durumunda geri doniisiimsiiz zedelenme ile

sonuclanir (23).

2.1.2. Geri Doniisiimsiiz Zedelenme:

Kritik iskemi zamani, doku canliliginin siirdiirebildigi maksimum iskemi siiresi
olarak tarif edilir. Ortalama kritik iskemi siiresi ise %50 doku kaybina neden olan
iskemik zaman donemidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon mekanizma-
larma gore kritik iskemi siiresi farklilik gostermekle birlikte uzun siireli iskemide geri
doniisiimsiiz hasar ve nekroz kacimilmazdir (1,2). Hipoksi sonucunda gelisen mitokondri
fonksiyon bozuklugu (oksidatif fosforilasyon yetersizligine bagli ATP depolarinda
azalma) ve hiicre zar1 hasarinin doku oksijenasyonunun yeniden saglanmasina ragmen

diizeltilememesi geri doniistimsiiz hasarin en 6nemli gostergesidir (4,24).
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Bu donemde mitokondriyal vakuolizasyon artist ve matriks ici kalsiyumdan
zengin yogunluk birikimi olusur. Hiicresel zarlarin tiimiinde gerceklesen hasar; hiicre
organelleri ve hiicrede sigme, protein, esansiyel koenzim ve riboniikleik asit kaybi, ATP
sentezinde kullanilan metabolitlerin depolanamamasina bagl yiiksek enerjili fosfat
depolarinda azalma ve interstisyel alandaki makromolekiillerin hiicre i¢ine gecisiyle
sonuclanir. Lizozomal membran hasari enzimlerin sitoplazma i¢ine sizmasina yol agar.
Asit hidrolazlar, diisiik sitoplazmik ph’da, tiim hiicresel elemanlarin enzimatik yikimina
neden olurlar. Lizozomol sindirim, hiicre 6liimii sonrasi, interstisyel alanda dahi devam
eder. Sonrasinda olii hiicreler fosfolipid kitleler sekline donerek “myelin sekiller” olarak
tanimlanirlar. Bu fosfolipid kitleler yag asitlerine parcalanir veya fagositoza ugrayarak
ortadan uzaklastirilir. Olusmus yag asitlerinin kalsifikasyonu ise kalsiyum sabunlarinin
olusumuyla sonuglanir (3).

Hiicrelere has proteinlerin hiicre zar1 hasar1 veya hiicre Olimiiyle sistemik
dolagima ge¢cmesi ve bunlarin kan serum orneklerinde gosterilmesi spesifik doku hasari
tespitinde onemlidir. Ornegin, myokard infarktiisii tan1 ve takibinde myokard dokusuna
0zgii kreatin kinaz ve troponin izoformu 6lciimleri 6nemlidir (3).

Geri Doniisiimsiiz Zedelenme Mekanizmalari:

i)Membran fosfolipid kaybi: Hiicre zar1 membran fosfolipidleri, hem yikim artisi
(artmis hiicre i¢i kalsiyum ile aktive olmus fosfolipazlar) hem de sentez azalmasi (ATP
bagimli reagilasyon ve sentez azalmasi) sonucunda azalir.

ii)Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre zarinin iskeletden ayrilip yirtilmasi, artmig
hiicre i¢i kalsiyum ile aktiflesen proteazlar ve hiicre sismesi sonucu olusur.

iii)Toksik oksijen radikalleri

iv)Lipid yikim iiriinleri

Bu zedelenme mekanizmalariyla 4 ana sistem olan hiicre zari biitiinliigi,
oksidatif fosforilasyon, protein sentezi ve hiicrenin genetik aparati etkilenir.

Geri doniisiimsiiz hiicre zedelenmesinin en 6nemli unsuru artmis hiicre zari
gecirgenligi olup hacim regiilasyon bozuklugu, hiicre i¢i ve disina makromolekiillerin
artmis hareketi ve hiicre zar1 yapisal bozukluguna neden olur (25). Fosfolipid yikim
iriinleri membran iizerinde deterjan etkisi yaparlar. Bozulmus oksidatif fosforilasyon ve
azalmis hiicre ici ATP depolarina bagh gelisen membran iyon pompa disfonksiyonu
hiicre i¢i kalsiyum miktarinda ani yiikselise neden olur. Bu yiikselise organellerden

salinan kalsiyum da katkida bulunur. Artmis hiicre ic¢i kalsiyum bircok enzimatik
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sistemde [fosfolipazlar(membran hasar1), proteazlar(membran ve hiicre iskeleti hasar1),
ATPazlar(ATP yikimi) ve endoniikleazlar(kromatin yikimi)] aktivasyon olusturur (26).

Hiicresel fonksiyonlar hiicre Oliimiinden once kaybolur. Hasarim morfolojik
goriiniimii, kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisiimsiiz hasar
oturduktan ¢ok sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar i¢inde goriilebilen geri
doniisimliic  bir hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika

icinde 1s1k

mikroskobunda goriilebilirken, hiicre 6liimii ancak 10-12 saatte belirgin hale gelir (3).

Ozet olarak geri doniisiimsiiz zedelenme;

i)Hiicre zar1 hasar1 sonucu protein, enzim, koenzim, riboniikleik asit ve yiiksek
enerjili fosfat kaybu,

ii)Mitokondri matriksinde amorf, diizensiz kalsiyum yogunluklarinin birikimi,

iii)Lizozomal zarlarda hasar ve lizozomal enzimlerin sitoplazmaya c¢ikmasi
sonucu organellerin sindirilmesi,

iv)Olii hiicrelerin fagositozu veya yag asitlerine doniisiimii,

v)Yag asitlerinin kalsifikasyonu ve kalsiyum sabunu olusumu (27) (Sekil 1) ile

karakterizedir.

[RREREVERZIBL ZEDELENME

REVERZIBL ZEDELENME

Hiicresel sigme

Miyelin gekiller
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+ ATP ——= { Glikoliz
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etkiler ‘

+ Protein
sentezi

Ribozomlarin
ayriimasi

Lipit
depolanmas) !

(Hure alamiy

v

Lizozomal

ve aktivasyonu

i, Membran | Fosfolipitierin Enzimlerin
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: Uil (CK, LDH)
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: Serbest radikaller \ Car girigi
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+ Oksidatif Rompas! K+ glkig! ER sismesi

N g = {Bazofill § ANP)
~ +pH : ﬁﬂz‘g‘g'” — | Nikleer degigikider
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kinaz, LDH;laktik dehidrogenaz, RNP; riboniikleoprotein (3).

Sekil 1: iskemik zedelenmede olaylarin varsayilan dizisi. (ER; endoplazmik retikulum, CK; Kreatiﬁ
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2.2.Reperfiizyon :

Ik kez 1975 yilinda Cerra ve arkadaslari tarafindan tanmimlanmistir (7).

Iskemiye bagl hasarin geri dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak
olmakla birlikte paradoksik olarak, reperfiizyon sonrasi saglanan oksijen ve metabolitler
doku hasarinin artigina neden olur. Bir¢cok ¢alismada, I-R hasarmin iskemik hasara gore
cok daha fazla toksik iiriin olusturdugu gozlenmistir (28). Reperfiizyon sirasinda olusan
reaktif oksijen tiirevlerinin endotel iizerindeki hasarlayici etkisi, endotel kaynakli
endotelin sentezinde artis ve NO sentezinde azalma gibi faktorler ciddi endotel
disfonksiyonuna neden olur (29).

Iskemik dénemde olusan oksidatif fosforilasyon hasari, hem ATP depolarinda
hizli tilkkenme ve hipoksantin artigina, hem de azalmis ATP’ye baglh hiicre ici
kalsiyumda hizl1 artisa neden olur. Dolayisiyla, hiicre i¢i kalsiyumun artis hizi ve
miktari, hasar1 etkileyen en Onemli ve erken mekanizma olup, hiicre nekroz ve
apoptozuyla direkt ilgilidir (30,31). Artmig mitokondriyal kalsiyum, oksijenin suya olan
dordiincii seviyeden rediiksiyonunu engelleyerek birinci derece rediiksiyon ve radikal
olusumuna neden olur (32). Ek olarak, iskemik dokuda ATP’yi daha fazla azaltip hasar1
derinlestirir (33). Kalsiyum hiicre i¢i birikimi reperfiizyon siiresince artarak devam eder.
Dolayisiyla doku iskemisi sonucu gelisen hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve ATP azalmasi
birbirlerini indiikleyerek kisir bir dongiiye neden olur. Hiicre ici kalsiyum birikiminin
engellenmesi bu kisir dongiiyii kirarak kalsiyuma bagli olugan hasarlan azaltir (8).

Artmis hiicre i¢i kalsiyum, bir proteaz enzim olan kalpain aktivasyonunu ve
dolayisiyla ksantin dehidrogenaz (XD) enziminin ksantin oksido-rediiktaz (XO) enzim
formuna doniisiimiinii saglar. Saglikli kiside her iki enzim formu da aktif halde bulunur
ancak XD hakimiyeti (9/1) mevcut olup hipoksantin’i sirasiyla ksantin ve iirik asite
cevirir. XD bu fonksiyonu sirasinda elektron tasiyict bir molekiil olan nikotinamide
adenin diniikleotid kullanir ve oksijene ihtiya¢c duymaz. Doku iskemisi sirasinda ise,
enzimin XO formu baskin hale gelir ancak XO aktivitesi oksijen gerektirdigi i¢in
iskemik dokuda XO birikimi olur. Dolayisiyla, iskemik dénemde, hipoksiye bagli,
hipoksantin ve XO birikimi s6z konusudur. Reperfiizyon doneminde ise, oksijen
sunumuyla birlikte XO aktivasyonu ve hipoksantinden toksik oksijen radikalleri olusur.
XO enzim seviyesi ve aktivitesi, tiirden tiire ve dokudan dokuya farklilik gosterir.
Endotel ve gastrointestinal sistem mukoza villus yapisi, viicutta diger dokulara oranla

daha fazla XO enzim aktivitesine sahip olup, I-R hasarina en hassas dokulardir (34).



16

Reperfiizyon hasarinda, reaktif oksijen tiirevlerinin ilk olustugu bolge endotel-kan
stmiridir ve XO’a bagli endotel hasari I-R hasarmin en 6nemli faktorlerindendir (35).

Doku oksijenasyonu yeniden saglandiginda, oksijen, XO ve hipoksantin’in
birbirleriyle olan etkilesimi, tirik asit, siiperoksit (O27) ve H,O olusumuyla sonuglanir.
Dolayisiyla, reperfiizyonun ilk 10-30 saniyesinde, reaktif oksijen radikali patlamasi
yasanir (36). Olusan superoksit, cok zararli bir molekiil olmayip, hidrojen peroksit
(H203) icin kaynak olusturur. Siiperoksit’in hidrojen peroksit’e doniisiimii SOD enzimi
araciligiyla gerceklesir. Katalaz enzimi ise olusan hidrojen peroksiti, su ve oksijene
cevirir. Hidrojen peroksit’in gecis metalleriyle (en siklikla serbest demir) reaksiyona
girmesi sonucunda hidroksil (OH") radikali olusur. Hidrojen peroksitte siiperoksit gibi
cok zararl1 bir molekiil olmayip, en 6nemli fonksiyonu hidroksil radikali i¢in bir kaynak
olmasidir. Dolayisiyla, siiperoksit ve hidrojen peroksit radikallerine bagli lipid
peroksidasyonu ancak bu molekiillerin serbest demir ile reaksiyona girip hidroksil
radikali olusturmalariyla belirgin hale gelir. Hidroksil radikali giiclii bir oksidan
molekiil olup, SOD ve katalaz enzimleri bu molekiiliin temizlenmesinde dogal savunma
mekanizmalarim olustururlar. Buna ek olarak, saglhikl kisilerde demir; kanda
hemoglobin, kasta myoglobin, dolasimda transferrin ve hiicrelerde ferritin sekillerinde
depolanarak serbest sekilde bulunmaz. Doku iskemisi sonucu olusan hiicresel asidoz,
artmis rediiktan madde seviyesi ve SOD aktivitesi, ferritine bagh hiicresel demirin
serbestlenmesine neden olur. Ayni1 zamanda artmis hemoliz ve hidrojen peroksit
aktivitesi de hemoglobine bagl demiri aciga cikartir (11).

1934 yilinda, siiperoksit ve hidrojen peroksit etkilesimi sonrast hidroksil radikali
olusumu tanimlanmustir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilan sistem (O2"+H,0,
—OH" +02+0H") bir metal katalizér olmaksizin fonksiyon gérmez. Bu nedenle demirle
katalize edilmis Haber-Weiss reaksiyonu (Fenton reaksiyonu) tanimlanmistir (Fe+2+
H,0, — OH +OH + Fe™) (39). Demir viicutta en ¢ok Fe™ (ferrik demir) formda
bulunur ancak hidroksil radikal olusumu i¢in Fe*? (ferréz demir) formu gerekir. Ferrik
formun ferr6z forma doniisiimiinde XO, siiperoksit radikali ve NO rol oynar.
Dolayisiyla, superoksit toksisitesinde bagli demiri serbestleyebilmesi ve ferrik formu
ferr6z forma ¢evirebilmesi 6nemli rol oynar (40).

SOR’un diger kaynaklari; aktive olmus polimorfoniikleer 16kosit (PMNL),
mitokondri Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADPH) dehidrogenaz sistemi,

katekolaminlerin otooksidasyonu ve arasidonik asit metobolizmasidir. Hidroksil
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radikali, viicutta hemen hemen tiim molekiillerle reaksiyona girebilen, bilinen en gii¢lii
ve zararli oksitleyici ajanlardan biridir. Bu serbest radikaller, 6zellikle de hidroksil
radikali, hiicre zan lipid peroksidasyonunu baglatip, arasidonik asit ve lipidperoksil
serbest radikallerin salimmmina neden olur. Arasidonik asit, siklooksijenaz
[Thromboxane A2 (TxA2), PGE1, PGI2)] veya lipooksijenaz (LT-B4, LT-C4, LT-D4,
LT-E4) enzimleriyle metabolize olup eikosanoidlere doniisiirken, lipidperoksil radikali;
lipid peroksidasyonuna devam eder (3).

Bu olaylar sonucunda, hiicre zar1 secici gegirgenlik kaybi, DNA hasari, yapisal
proteinlerin yikimi, hiicre zari etkilesimli enzimlerin inaktivasyonu ve sitoliz goriiliir.
Hidroksil radikali bagka bir radikal ile birlesip inaktive oluncaya veya tiikeninceye dek
bu zincirleme reaksiyon devam eder. Deneysel olarak; SOR’u uzaklastiran sistemler
(SOD, desferoxamine, dimethylthiourea), lipidperoksidasyon inhibitorleri (21-
aminosteroidler) ve TxA2 / LT-B4 reseptor antoganistlerinin, reperfiizyon hasarina
etkileri ¢esitli modellerde calisilmistir (11).

ROT’un, lipid peroksidasyonuna bagh olusturdugu hasarlar; artmis hiicre zar
gecirgenligi, endoplazmik retikulum hasarina bagli negatif inotropi, bozulmus hiicresel
fonksiyon ve hiicre olumidiir. Kalp ve akcigerler, viicudun herhangi bir bolgesindeki
iskemik alan reperfiizyonunda, toksik oksijen radikalleri ile ilk karsilasan ve etkilenen
organlardir (41,42). Yiksek konsantrasyonda doymamis yag asidi icermesi, diisiik
demir baglama kapasitesi, yiiksek demir ihtivasi, diisiik antioksidan kapasitesi ve
rejenerasyon yetenegi olmamasi, santral sinir sistemini ROT hasarina en hassas organ
haline getirir (43).

Endotel hiicresi, hem NO hemde endotelin sentezler. Arteryel yatakta NO
(vazodilatasyon) ve endotelin (vazokonstriksiyon) zit etkide bulunurlarken, venoz
yatakta her ikisi de vazokonstriksiyon saglar (44). Iskemik dénemde, bilinen en potent
vazokonstriktér ajan olan endotelin sentezi artar (45). NO, nitrik oksit sentaz (NOS)
yoluyla sentezlenir ve bu enzimin bir¢ok izoformu [inducable NOS (iNOS), endothelial
NOS (eNOS), neuronal NOS (nNOS)] vardir. NO sentezinde arjinin ve molekiiler
oksijen gerekir. icinde bulundugu sartlara bagl olarak hem toksik hem de yararh
olabilmektedir. Saglikli kisilerde diisitk doz NO ile cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) aracili vazodilatasyon, platelet agregasyon ve lokosit adezyonunda azalma,
ROT noétralizasyonu ve apaptozda azalma goriiliir. Ancak artmig iNOS aktivitisine bagh

olusan yiiksek NO konsantrasyonlarinda, medikal tedaviye cevap vermeyen ve siddetli
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vazodilatasyon ile karakterize sitotoksisite yapar (46). Aym zamanda, siiperoksit ile
etkilesime girerek, protein, lipid ve DNA gibi yapilarda toksik reaksiyonlar
olusturabilen peroxynitrit (ONOOQO") olusumunu saglar (47). Hipoksi sirasinda iNOS
aktivitesi artmakla birlikte, NO sentezinde oksijen de gerekli oldugundan, NO seviyesi
artmaz. Reperfiizyon doneminde, oksijen sunumuyla birlikte, NO seviyesinde ani artis
yasanir (46). Bu donemde, artmis superoksit ve NO etkilesimi, NO seviyesinde
azalmaya neden olur. Endotel hiicre NO biyoyararlanimimin arttirilmasinin, i-R’a bagh
hemodinamik problemler ve Kkaraciger hasarim azalttigi gosterilmistir (48). NO’in I-
R’daki koruyucu etkisi, endotel ve makrofajlarda sentezlenen endotelin’in etkisini
degeleyebilmesine bagli olabilir (49). Artmigs NO biyoyararlanimi, aym1 zamanda
iltihabi sistemlerin (adezyon molekiilleri, sitokinler) aktivasyonunu da azaltir (50,51).
iNOS aktivitesinin engellenmesi ile de I-R’a baglh hasar azaltilabilmistir (52). NO’in,
karaciger transplantasyonunda akut doku reddinin bir aracisi oldugu tespit edilmistir.
Dolayisiyla, I-R hasarinda artmis NO seviyesinin doku hasari icin yararli m1 yoksa
zararli m1 oldugu hala tartismalidir (53).

PMNL ve endotel hiicrelerinin aktivasyon ve birbirleriyle olan etkilesimleri
reperfiizyon hasari patofizyolojisinde 6nemli rol oynar. Dolasimdaki PMNL’in, LT-B4,
C5a ve sitokinler ile aktive olmasi sonucu PMNL yiizey adezyon molekiilii ifadesi artar.
Lokositler, diapedez Oncesi endotel yiizeyi adezyon molekiilleri ile etkilesime girerek,
giiclii endotel-16kosit adezyonu olustururlar. Sonrasinda, PMNL’den NADPH bagiml
oksidaz sistemleri ile serbest kalan oksijen radikalleri ve proteaz enzimler doku hasarini
arttirir. Aktif hale gelmis notrofiller, I-R hasarinin en énemli SOR kaynaklarindandur.
Notrofil hareketleri ve marjinasyonu mikrovaskiiler endotel tarafindan kontrol edilir.
Normal fizyolojik sartlarda endotel hiicresinin PMNL’ye olan ilgisi diisiiktiir ancak
direkt veya indirekt (histamin, trombin, sitokinler yoluyla) hasarlayic1 etkiyle,
endotelden iltihabi aract maddeler (LT-B4, TxA2, PAF ,IL-8) salinimi (54) ve endotel
yiizeyinde adezyon molekiilii (P selektin, E selektin) (55) ifadesi artar. Olusan adezyon
molekiillerinin monoklonal antikorlarla blokaji ile reperfiizyon hasarinda azalma
saglanmugstir (56).

Reperfiizyona bagl hiicre hasarinin karakteristik 6zellikleri, hiicresel gecirgenlik
artis1 ve sisme ile hiicre iskelet degisiklikleri olup bu durum doku 6demi ve kapiller kan

akimi azalmasiyla sonuglanir (8).



19

2.3.Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmalari:

Iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda dokuya saglanan oksijen ve
metabolitler, hasar1 geriletebilecegi gibi hasarin ilerlemesine de neden olabilir. Bu ince

cizgi, iskemik hasarin geri doniisiimlii olup olmadigina baghdir (1).

2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR):

2.3.1.1. SOR Tamim ve Olusum Mekanizmalari:

Serbest oksijen radikali, bir veya daha fazla serbest elektron iceren, bagh
olmayan atom veya molekiill olarak tanimlanir. Sahip olduklar1 serbest elektron
nedeniyle reaksiyon kapasiteleri yiiksek ve kisa omiirliidiirler. ROT ve oksijen kaynakli
radikaller, normal hiicre metabolizmasinda az miktarlarda da olsa olusmakla birlikte,
endojen kimyasal mekanizmalarla inaktif hale getirilirler. Ila¢ intoksikasyonu,
radyasyon maruziyeti, otoimmiin hastaliklar, dejeneratif hastaliklar ve iskemi-
reperfiizyon hasar gibi durumlarda endojen inaktivasyon mekanizmari yetersiz kalarak
doku diizeylerinde ciddi artis meydana gelir. En Onemli serbest oksijen radikalleri
stiperoksit ve hidroksil anyonlaridir (57).

Stabil bir molekiilde elektron rediiksiyon veya oksidasyonu serbest radikal
olusumu ile sonuclanir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda, oksijen, dort elektron
rediiksiyona ugrayarak H,O olusur ve hiicre i¢in gerekli enerji elde edilir. Parodoksik

olarak, serbest oksijen radikali olusumu da ayn1 sekilde gerceklesmektedir (58).

202 + NADPH — 20,” + NADP* (NADPH oksidaz aracili siiperoksit olusumu)

0"+ 2H,0, — 20H" + O, (Haber-Weiss reaksiyonu; hidroksil radikali olusumu)

H,0; + Fe> > 20H + Fe** (Fenton reaksiyonu; ferr6z demirin oksidasyonu ile
hidroksil radikali olusumu)

20,7+ 2H" —» H;0, + 0, (SOD aracilt superoksit radikali temizlenmesi)

H,0; + CI' > HOCl + H;O  (MPO aracili hipokloroz asit olusumu)

2H,0, — 2H,0 + O, (Katalaz aracili hidrojen peroksit radikali temizlenmesi)
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0 (Glutatyon oksidaz) (H,0,
GSSG+ NADPH + H" — 2GSH + NADP" (Glutatyon rediiktaz) temizlenmesi)

0" + NO - ONOO" (Peroksinitrit olusumu)
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2.3.1.2. Lipid Peroksidasyonu:

Hiicre zan fosfolipidleri (arasidonik asit, linoleik asit ve linolenik asit gibi ¢oklu
doymamuis yag asitleri), I-R hasar1 sirasinda peroksidasyona ugrarlar ve bu siire¢ kisir
dongii seklinde devam eder (57).

LH+R — L +RH R: Radikal

L'+ 0, - LOO L: Lipid

LOO +LH — LOOH + L

LOOH — LO', LOO", Aldehidler

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehid gibi stabil {iriinlerin
Olciimii, serbest oksijen radikali Onciilerinin aktiviteleri konusunda fikir verir.

Dolayistyla lipid peroksidasyonu, I-R hasarinin hem tanisinda hemde patofizyolojisinde

onemli rol oynar (57).

2.3.1.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda SOR:

Doku I-R hasart SOR kaynaklari; XO enzimi, mitokondriyal oksidasyon,
siklooksijenaz aracili doymamis yag asidi oksidasyonu, katekolamin oksidasyonu,
sitokrom p 450 aracil1 oksidasyon, 16kosit NADPH oksidaz aktivasyonu, demir salinimi
ve redoks siklusudur. Baskin SOR olusum mekanizmasi hiicreden hiicreye degisiklik
gostermekte olup, akcigerde sitokrom p 450, retina endoteli ve miyokardda XO ve
16kositte NADPH oksidaz baskin sistemlerdir. Bununla birlikte sadece baskin sistemin
bloklanmast ile SOR’a bagli I-R hasar1 engellenemez. Buna ek olarak iskemi sirasinda,
oksidatif hasara karsi hiicresel defans mekanizmalar1 (SOD, katalaz ve glutatyon

peroksidaz) inhibisyona ugrayarak daha az fonksiyon goriirler (1,3) (Sekil 2).

Solurum zincirl enzimieri
P-450
oksidaz Sitoplazmik enzimler

Oksidaz

NADPH
oksidaz of

Ferr Fenton Fers
reaksiyonu

07— [e5 OH: + OH~ =i Hp0

/ 2GSH \

lutatyon Glutatyon
eroksidaz z

20

dikta:

-

GSSG

i 0og < &0 |
i L idas)
o OOO_\‘— pit peroksidasyonu

Protein hasart

Q0]
3 DNA hasari
200 o 1
Fidore zedalenmes

Sekil 2: Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirevlerinin ve antioksidan mekanizmalarin olusumu (3).
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Normal sartlarda SOR ve oksidan molekiiller, diisiik diizeylerde dokularda
bulunarak, hiicre hemostazi, mitoz, differansiasyon ve sinyal iletiminde 6nemli rol
oynarlar. Ancak I-R durumunda, ¢ok yiiksek doku diizeylerine cikarak, hasara yol
acarlar.

SOR hasari, I-R hasar1 temel mekanizmasi olup, hemen hemen tiim hasar
mekanizmalarinda etkin rol oynar:

i-Sarkoplazmik retikulum kalsiyum ATP’az sistemini ve hiicre zar1 sodyum-
potasyum ATP’az sistemini inhibe ederek hiicre kalsiyum yiikiinii arttirir.

ii-Hiicre zar1 fosfolipid yapisinda peroksidasyon olusturarak hiicre zari
biitiinliigiiniin bozulmas1 ve hiicrenin sismesine neden olur.

iii-Lokositler i¢in kemotaktik olup 16kosit birikimi ve aktivasyonunu saglar.

iv-“No reflow” fenomeninde araci olarak gorev yapar

v-NO ile reaksiyon sonucu olusan peroksinitrit araciligiyla doku hasarim arttirir.

vi-Protein ve enzimlerde, yapisal bozulmaya ve parcalanmaya (sulfidril aracili
protein ¢apraz baglar1 olusumuyla) neden olur.

vii-Genetik yapida hasarlanma olusturur (Timin-serbest radikal reaksiyonu

sonucu niikleer ve mitokondriyal DNA’da tek iplik kirilmasz).

2.3.2. Lokosit ve Endotel:

2.3.2.1 iskemi-Reperfiizyon hasarinda Lokosit-Endotel etkilesimi:

I-R; endotel ve lokosit hiicre yiizeyleri adezyon molekiil olusumunu arttirarak,
I6kosit diapediziyle sonuglanan kaskadin aktivasyonuna neden olur (59). Bu adezyon
molekiillerinin hiicre yiizeylerindeki olusumu kimyasal aract maddelerce saglanir. i-
R’da aktif hale gelen ilk hiicre notrofil olup, hasarin elzem hiicrelerindendir. Onceden
notrofillerin - I-R  hasarinda tetikleyici olduklar1 kabul edilmekteyken, artik
mikrovaskiiler ve mukoza hasarinin ¢ogundan sorumlu son mekanizma olduklar
diistiniilmektedir (1).

Doku iskemisi sonrasi, platelet, endotel ve diger l16kositlerden ¢ikan kemotaktik
sinyaller, notrofil yuvarlanma, adezyon ve diapedez siirecinin ¢ok diizenli sekilde
gerceklesmesine neden olur. Dolasimda serbest dolasan notrofiller aktive olduklarinda,
iskemik doku endoteline yapisip, interstisyel alana gecerler. Bu siire¢; hem 16kosit hem
de endotel hiicreleri tizerindeki glikoproteinler, hareket eden kanin mikrodolasima olan

yirtic kuvveti, 16kosit ve endotel hiicrelerinin birbirlerine olan elektrostatik itici kuvveti



22

ve hiicrelerce (endotel, 16kosit, platelet) olusturulan kimyasal maddeler (ROT, NO,
PAF) sonucu olusur (60). PMNL’lerin bu gocii iic asamali siirecte tariflenmistir (61,62).
Ik olarak, lokositlerin endotel yiizeyde yuvarlanmasi (“rolling”) selektin ailesi
glikoproteinleri (16kosit;L selektin / endotel;E ve P selektin) araciligiyla olusur. Bunlara
karsilik gelen ligandlar, sialyl Lewis® ve sialyl Lewis® grubu antijenleridir. Boylelikle,
endotel ve 16kosit arasinda zayif bir etkilesim olusarak, kan akimiyla birlikte endotele
yapisip ayrilan lokositler goriiliir. Bu yuvarlanma etkisi (“rolling effect”); 16kositleri,
klasik kemoatraktan (LT-B4, C5a, PAF) ve kemokimlerle yakin temas haline sokar
(61,63). Bu molekiiller, 16kosit hiicre yilizey reseptorlerine baglanarak, G proteinler
araciligiyla, B2 integrinleri aktive ederler. Aym1 zamanda, TNF-a ve IL-1 molekiilleri,
endotel hiicre yiizeyi VCAM-1 ve ICAM-1 ifadesini uyarirlar. Boylelikle, lokositler
tizerindeki B2 integrinler (CD11a, CD11b, CDI11c/CD18) ile endotel iizerindeki
reseptorleri olan immunglobulin siiper ailesi (ICAM-1, 2, 3 ve VCAM-1) reaksiyona
girerek, endotel-16kosit adezyonu gerceklesir. Lokosit-endotel adezyonu reperfiizyon
déneminin onuncu dakikasinda maksimuma c¢ikar. Reperfiizyona bagh inflamatuar
cevap, integrin ve reseptor olusumunu uyararak, 16kositlerde hiicre iskeleti degisiklikleri

ve giiclii endotel-16kosit adezyonuna neden olur (6) (Sekil 3).

| Integrins ][

1
I | Basement
Membrane

—]
—— | Endotheliumj

Interstitial
Space

Loose Adhesion Firm Adhesion/ Diapedesis
("Rolling") Aggregation

Sekil 3: I-R hasar1 sirasinda gerceklesen lokosit-endotel adezyonu ve 16kosit gocii (2).

[-R hasarinda, lokosit-endotel adezyonunun iki safhali (erken ve gec) oldugu
gozlenmistir. Erken safha; PAF ve hidrojen peroksit, ge¢ safha ise; PAF ve
mitokondriyal oksidanlar araciligiyla olusur (64). Notrofil adezyonu erken safhasi;

yapisal ICAM-1 hiicre yiizey ifadesi, notrofil yiizeyi artmus B2 ifadesi ve P selektin
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hiicre yiizey mobilizasyonu sonucu gerceklesir (64). Gec safha ise, transkripsiyonel
faktor NF-xB aktivasyonuna bagh artmis endotel hiicre yiizeyi adezyon molekiil
(ozellikle E selektin) ifadesi sonucu gerceklesir. Diger transkripsiyonel faktorlerden
farkli olarak, NF-xB, sitoplazmada bulunur ve etkin olabilmesi i¢in c¢ekirdek
translokasyonu gerekir. NF-xB translokasyonu ve dolayisiyla artmis endotel yiizey E
selektin ifadesinin engellenmesiyle ge¢ saftha adezyonu azaltilabilmistir (65).

Sonrasinda, endotel hiicreleri arasindan gecen lokositler hedef dokuya goc
(diapedez) ederler. Bu gocte PE-CAM-1 ve kemokinler 6nemli rol oynar. Lokosit gogii
esas olarak venoz kilcallardan olur. Lokositler bu goc¢ sirasinda endotel bazal
membraninda bir siire duraklarlar. Lokositlerden salgilanan kollajenazlar, bazal
membran parcalanmasi ve lokositlerin interstisyel alana gegislerinde 6nemli rol
oynarlar. Hasarli dokuya dogru olan 16kosit kemotaksisi; kompleman sistem (C5a)
unsurlari, arasidonik asit lipooksijenaz yolu iiriinleri (LT-B4) ve sitokinler (6zellikle
kemokin ailesi, IL-8) yoluyla saglanir. Kemotaktik ajan-lokosit etkilesimi sonrasi
fosfolipid metabolitleri dongiisii baslayarak hiicre i¢i kalsiyum artar. Artmis kalsiyum,
hiicre iskeleti kontraktil elemanlarini tetikler ve psodopodlar harekete gecerek nétrofil
spesifik yone dogru ilerler (3). Lokosit-ekstraselliiler matriks adezyonu ise 3; integrinler
ve CD44 araciligiyla olur (5).

[-R sirasinda olusan TNF-a, IL-1B, PAF ve kompleman sistemi gibi inflamatuar
aracilarin hepsi notrofil gocii ve birikimini arttirirlar (66). TNF-a ve IL-1p molekiilleri
icin en 6nemli kaynaklar mevcut makrofaj ve mast hiicreleri olup aktif nétrofiller
tarafindan da sentezlendikleri gosterilmistir (67,68) TNF-a; NADPH oksidaz
aktivasyonu ve IL-2 reseptor / I[CAM-1 artmis olusumunu saglayarak, notrofil adezyon
ve degraniilasyonunu uyarir (69). Ksantin oksidaz kaynakli SOR, hasarlanmis doku
notrofil devamliligini saglayarak, doku hasarinin genislemesine neden olur (11).

[-R hasar1 bolgesinde artmis myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, nétrofil birikimi
i¢in bir delil olusturmaktadir. MPO aktivitesi ile MDA konsantrasyonunun korelasyon
gostermesi ise, lipid peroksidasyonun nétrofil kaynakli ROT ile olustugunu gosterir.
MPO aktivite artisinin, hiicre zar1 fosfolipidlerinin lipoperoksidasyonu sonucu olusan
fosfolipid kaynakli aracilara (6rnegin PAF) bagh da olusabilecegi gézlenmistir (70).

Hasarlanmis bolgede biriken hiicre tipi, inflamasyon siiresi ve uyaranin tipine
gore degisir. I-R hasarina inflamatuar cevapta ilk 6-24 saat notrofil hakimiyeti mevcut

iken, 24-48’nci saatlerde monositler baskin hale gecerler. Bunun nedeni, notrofillerin
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kanda daha fazla bulunmasi, daha hizli aktive olmalari, adezyon molekiillerine yiiksek
afinite ile baglanmalar1 ve yar1 6miirlerinin kisa olmasidir. Dolayisiyla, akut donemde
notrofil, kronik donemde ise monosit hakimiyeti vardir (3).

[-R’da PMNL’e bagl doku hasari; sitoplazmik graniillerden salinan elastaz gibi
proteolitik enzimler (71), NADPH oksidaz kaynakli SOR (72) ve kapiller seviyede
mikrodolagim tikanikligi (73) sonucunda gerceklesir. Dolayisiyla PMNL, iskemik
dokuda hasarin genislemesine neden olur (74). Bu durumun klinik yansimasi,
mikrovaskiiler tromboz ve disfonksiyon ile karakterize ‘“no-reflow” fenomeni’dir (1).
Dolayisiyla doku reperfiizyonu; endotel hasar, kapiller tromboz ve ROT olusumu ile

stiregen notrofil aktivasyon ve gocii arasinda bir kisir dongii olusturur (75).

2.3.2.2. Adezyon Molekiilleri:
Adezyon molekiilleri baslica 4 molekiil ailesi icinde yer alir; selektinler,

integrinler, immiinoglobulin siiper ailesi ve kaderinler (Sekil 4).

Endothelium

—— . E—

PSGL-1 CD31 PSGL-1

-] |MONOCYTE

VLA-4

CD31

NEUTROPHIL

CD11a/CD18

CD11b/CD18

LYMPHOCYTE

CD11a/CD18

CcD31 CD11/CD18

CD11b/CD18

Fndnthalitm

Sekil 4: Endotel ve inflamatuar hiicreler arasindaki adezyon molekiilii-ligand etkilesimleri. [ Leukocyte
function antigen-1 (CD11aCD18); Mac-1 (CDIIbCDI8); p150,95 (CDIllcCD18); intercellular adhesion
molecule (ICAM-I) (CD54); ICAM-2 (CD102); ICAM-3 (CD50); very late activation (VLA)-4 (CD49d);
vascular adhesion molecule (VCAM-1) (CD106); platelet-endothelial cell adhesion molecule (PE-CAM-
1) (CD31); E-selectin (CD62E); P-selectin(CD62P); tetrasaccharide sialyl Lewis” (CDISs); P-selectin
glycoprotein ligand-1 (PSGL-1); L-selectin (CD62L); glycan bearing cell adhesion molecule-1 (Gly-
CAM-1) ; mucosal addressin cell adhesion molecule-1 (MAdCAM-1); ve CD34. ] (76).

a)Selektinler:
Hiicresel dagilimlarina gore iige ayrilmalarina karsin tiimii 16kosit-endotel

adezyonunda rol oynayan bir transmembran glikoprotein ailesidir. Karbonhidrat
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baglayici1 proteinler olan C-tip lektinlerin etkilesime girebilecegi N terminal icerirler.
Selektin-C tip lektin etkilesimi kalsiyum bagimli olup, birbirlerine karsi afiniteleri
diisiiktiir ve etkilesim hizli baglayip hizli biter. Bu o6zelliklerinden dolayi, 16kosit
baslangi¢c yuvarlanma ve adezyonunda 6nemli rol oynarlar (3).

L selektin (CD62L), lenfosit ve diger 16kosit ylizeylerinde ifade edilir. Yiiksek
endotelyal reseptorlere baglanarak lenfositlerin lenf nodlarim1 hedefleyebilmesini saglar.
Ayni zamanda, inflamasyon bolgelerinde sitokinle aktive olmus endotel hiicrelerinin
notrofillere baglanmasim saglar. Lokosit mikrovilus uzantilarinda bulunmasi, 16kosit—
endotel etkilesimi acisindan kolaylik saglar. L selektin baglanma bdlgeleri; lenf nodu
yiiksek venoz kilcal endotel hiicresinde bulunan ve bir proteoglikan olan glycan bearing
cell adhesion molecule-1 (GlyCAM-1), barsak lenfoid sistem endoteli yerlesimli
mucosal addressin cell adhesion molecule-1 (MadCAM-1) ve damar endoteli yerlesimli
bir proteoglikan olan CD34’tiir. Bu molekiillerin protein iskeleti spesifik
karbonhidratlar ile degistirilerek selektinler tarafindan tanminir hale gelir (3).

E selektin (CD62E), sitokinler ile aktive olmus endotel yiizeyinde ifade edilir. E
selektin, Lewis X veya Lewis A ailesine iiye kompleks sialyl karbonhidrat gruplarla
etkilesime girerek, bu gruplarin bulundugu granulosit, monosit ve hafiza T lenfositlerin
periferik inflamasyon alanlarinda (6zellikle deri) birikiminde Onemli rol oynar.
Dolayisiyla akut sitokin aracili inflamasyonda, endotel yiizey E selektin ifadesi en
belirgin 6zelliklerden olup, E selektin blokaji ile 16kosit birikimi 6nlenebilmektedir (3).

P selektin (CD62P), ilk kez platelet sekretuar graniillerde saptanmis olup,
endotel hiicre sekretuar graniillerinde (Weibel-Palade) de gosterilmistir. Endotel hiicre
veya platelet aktivasyonuna P selektin hiicre yiizeyi ifadesi eslik eder ve bu hiicrelerin
notrofil, T lenfosit ve monosit hiicreleriyle etkilesimlerini kontrol eder. P selektin’in
etkilesime girdigi kompleks karbonhidrat ligandlar E selektin’inkilerle benzerlik
gosterir. Genetik miidahale ile L selektin yoklugu olusturulan farelerde, T hiicre sayisi
ve lenf nodu biiyiikliiglinde azalma olugmustur. P selektin veya L selektin genetik
blokajinda 16kosit birikimi ¢ok az etkilenirken, ikisinin birden blokajinda ciddi

etkilenme olmasi P ve L selektinlerin birbirinden bagimsiz olduklarin1 gosterir (3).

b)integrinler:
Integrin siiper ailesi; 30 adet, yapisal olarak homolog, protein molekiilden

olusup, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini saglar. Ekstraseliiler ligandlardan
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kaynaklanan isaretlerin koordinasyonunu; iskeletsel hareketlilik, sekil degisikligi ve
fagositik degisikliklerle saglarlar (3). Tim integrinler heterodinamik hiicre yiizey
proteinleri olup, kovalen olmayan baglarla baglanmis o ve P zincirler icerirler. Bu
zincirlerin ekstraseliiler yiizeyleri, ekstraseliiler matriks glikoproteinler, aktive olmus
kompleman sistem elemanlar1 ve diger hiicre yiizey proteinleri ile baglanirlar. Birgok
integrin, fibronektin ve vitronektin molekiilleri Arg-Gly-Asp(RGD) sekansina
baglanirlar. Zincirlerin sitoplazmik yiizeyleri ise hiicre iskelet elemanlar1 (vinkulin,
talin, aktin, o-aktinin ve tropomyosin) ile etkilesime girer. Saptanmis sekiz
heterodimerik B alt tiniteye gore sekiz integrin ailesi tariflenmistir (3).

B1 integrinler, ayn1 zamanda very late activating (VLA) molekiiller olarak da
adlandirilirlar ¢iinkii T hiicre yiizeyi a,B; ve o, ifadesi ilk uyaridan yaklasik 2-4 hafta
sonra olusur. B1 integrinlerin diger adlandirma sekli CD49a-hCD29 olup, CD49a-h
degisik o zincirleri (a;-ag), CD29 ise ortak Bl zinciri simgeler. B1 integrinler, bircok
hiicre yiizeyinde ifade edilerek onlarin ekstraseliiler matriks ile etkilesimlerini kontrol
ederken, VLA-4 (04f;) sadece l6kositlerde bulunur ve VCAM-1 araciligiyla I6kosit-
endotel adezyonunu kontrol eder. VLA-4 aynmi zamanda, lenfositlerin, inflamatuar alan
periferindeki endotele yapismasinda en 6nemli yiizey proteinleridir (3).

B2 integrinler; leukocyte function-associated antigen (LFA) veya CD11a-cCD18
olarak da adlandirilirlar. CD11a-c, degisik a zincirleri, CD18 ise ortak B2 zincirini
tamimlar. LFA-1; lenfosit ve diger lokositlerin, ozellikle antijen sunan hiicreler ve
endotel olmak iizere, diger hiicrelerle olan adezyonunu kontrol eder. Ailenin diger
iiyeleri CD11bCD18 (Mac-1 / CR3) ve CDI11cCD18 (CR4) olup, ldkosit-endotel
adezyonu ve 16kosit diapedezini kontrol ederler. CD11bCD18 ayn1 zamanda, fagositler
iizerinde fibrinojen ve kompleman reseptorii olarak rol oynar ve Kompleman faktor3b
opsonizasyonu dncesi partikiillerin fagositlere baglanmasini saglar (3).

Diger integrinler, platelet ve diger hiicre tiplerinin ekstraseliller matriks
proteinlerine (6zellikle koagulasyon proteinleri) baglanmalarinda dnemli rol oynarlar.

¢)immunglobulin siiper ailesi:

Immunglobulin siiperailesi; immunglobulin uglarla karakterize olup, LFA-2
(CD2), LFA-3 (CDS8), ICAM (CD54), VCAM-1, PE-CAM-1, MAdCAM-1 ve
junctional adhesion molecule (JAM)’ii igerir (76).

LFA-2, 50 kd boyutunda bir antigen olup, timositler, olgun T hiicreleri ve

natural killer (NK) hiicrelerde ifade edilir. T lenfosit-endotel adezyonu; T hiicresi yiizey
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proteini olan LFA-2 ile endotel yiizey proteini LFA-3 arasinda olur. LFA-2 ve LFA-3
etkilesimi, antijen taninma 6ncesi veya sonrasinda gerceklesebilir (76).

ICAM, lokositlerin doku hasar1 bolgelerinde lokalize olmalarim saglar. Birgok
sitokin (y interferon, IL-1f ve TNF-a), endotel hiicre yiizeyi ICAM olusumunu
indiikler. Boylelikle, 16kositlerdeki karsiliklar1 olan B2 integrinler (CD11/CD18) ile
etkilesime girerek, lokosit-endotel adezyonu gerceklesir. Suana kadar, ICAM’in bes
tiyesi tespit edilmistir; ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102), ICAM-3 (CD50), ICAM-4
ve ICAM-5. ICAM-1, sitokinle uyarilmis hiicre ylizeylerinde (endotel, 16kosit, dermal
fibroblastlar, melonositler) ve 6zel tip karsinomlarda olusur ve notrofil, T hiicre ve
makrofaj hiicre yiizeyi CD11a/CD18 ve CD11b/CD18’e baglanir (77). ICAM-1 ayni
zamanda, rhinoviriis i¢in 6nemli bir reseptordiir. ICAM-2, nétrofillerin doku hasari
bolgesine olan ilk lokolizasyonunda énemli rol oynar. ICAM-3, pasif haldeki 16kositler
tizerinde yapisal olarak bulunur ve CD11a/CD18 i¢in en 6nemli liganddir. ICAM-3, 5
immunglobulin ugtan olusur ve ICAM-1 ile yakin iligkilidir. B hiicre ve makrofajlar,
ICAM-3’tin en fazla bulundugu hiicrelerdir. ICAM-4 eritrositlere, ICAM-5 ise beyine
ozgidiir. Lokosit spesifik doku birikimi bu ICAM-integrin etkilesimleri (ICAMI-
CD11a/CD11b, ICAM2-CD11a, ICAM3-CD11a) araciligiyla gerceklesir (76).

VCAM-1, aktive olmus endotel hiicre yiizeyinde olusur ve VLA-4’e baglanir. 6
veya 7 adet immunglobulin ug icerir. Lipopolisakkarit, IL-1 ve TNF-a ile aktive olmus
endotel hiicrelerinin, monosit, lenfosit, bazofil ve eozinofil adezyonunu kontrol eder
(78). Dolayisiyla VCAM-1, bir¢ok inflamatuar durum (akut doku rejeksiyonu, romatoid
artrit, ensefalit, malignansi vb.) patogenezinde rol oynar (76).

PE-CAM-1 (CD31), endotel hiicre interseliiler kavsak bolgesinde yogun olarak
bulunurken, platelet ve lokositlerde daha az yogunlukta bulunur (79). Yapisal olarak
ICAM-1 ve VCAM-1 ile benzer olup, komsu hiicrelerin sinir yiizlerinde bulunur. PE-
CAM-1, nétrofillerin CD18’den bagimsiz diapedezinde rol oynar. Bu transendotel goc,
endotel ve lokositlerdeki homotipik PE-CAM-1 molekiillerinin birbirleriyle olan
adezyonu sonucu olusur (79).

MAdCAM-1, endotel hiicrelerin mukozaya bakan yiizeylerinde bulunur ve oy4f3;
ile L selektin molekiilleri i¢in reseptor olarak gorev yapar. Peyer lenf nodu ve
mezenterik lenf nodlarinda yiiksek miktarlarda ifade olmasina karsin periferik lenf

nodlarinda bulunmaz. Barsak lamina propria vendz kilcallari, laktasyonda olan meme
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bezi ve dalak beyaz-kirmizi pulpasi marjinal zonda da bulunur.Dolayisiyla MAdCAM-1
ve o437 etkilesimi, lenfositlerin mukozal gociinde rol oynar (80).

JAM, endotel hiicre hiicrelerarasi yiizeyinde yapisal olarak bulunan bir
molekiildiir. JAM’1n monosit gog¢iinde 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. In-vitro,
anti-JAMmADb’lari endotelden monosit gociinil engelledigi gosterilmistir (81).

d)Kaderinler :

Doku biitiinliigiinde, kaderinler’in yapisal ve fonksiyonel biitiinliigli 6nemli rol
oynar. Kalsiyum bagimli hiicre-hiicre adezyon molekiilleri olup, hiicreler arasi
baglantinin siirdiiriilmesinde gorev alirlar. Bulunduklar1 dokulara gére isimlendirilmis 5
kaderin grubu mevcuttur; E kaderinler (epitel), P kaderinler (plasenta), N kaderinler
(noral), V kaderinler (endotel) ve H kaderinler (kalp kasi1) (81).

E ve P kaderinler, hiicreler arasi1 baglanti noktalarinda bulunurlar ve ortak bir
yapiya sahiptirler ancak farkli molekiil agirliklari, baglanma o6zellikleri ve doku
dagilimlar1 vardir. Immunohistokimyasal olarak E kaderin bir¢ok epitel hiicresinde, P
kaderin ise primer olarak plasenta ve ¢ok katli epitelin bazal katmaninda saptanmistir. N
kaderin ise primer olarak sinir, kas, bobrek ve goziin lens bolgesinde yer alir. N kaderin,
bobrek icin major hiicreler arast adezyon molekiilii olup, tiibiiler hiicrelerin bazal
yiizeylerinde ve renal korteks epitel hiicreleri arasinda bulunurlar. E kaderin, lenfosit
integrin agpP; ile etkilesime girer. Bu etkilesim lenfosit trafigi icin temel
mekanizmalardandir. E kaderin bagimli hiicre-hiicre adezyon kaybi, differansiasyon
kayb1 ve epitel hiicre invazyonuyla sonuclanir. Kaderin aracili hiicre-hiicre adezyon
kaskadi bozuklugu meme kanserlerinin ortak noktasidir (76).

e)Diger adezyon molekiilleri:

Hermes (CD44); Membran glikoproteinidir. Degisik izoformlar, T ve B
lenfositler, timositler, graniilosit, monosit, epitelyal hiicreler ve fibroblastlarda bulunur.
Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonundan sorumludur. Yuvarlanma etkisi (16kosit),
hiicre goc¢ii ve hematopoetik hiicre differansiyasyonuna aracilik eder.

CD36; platelet glikoprotein VI veGPIIIb olarak da bilinir. Apaptozise giden
hiicrelerin fagositoz kapasitesi ile ilgili rolii olabilir.

Laminin; dokular arasi genis dimerler olusturur. Bazal membran mimarisi icin

onem tasir. Embryogenez, gelisim ve dokularin yeniden sekillenmesi i¢in gereklidir.
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Fibronektin; glikozominoglikan, jelatin, fibrin, heparin ve hiicre yiizey
integrinlerine baglanir. Embryogenez, anjiogenez, tromboz, hemostaz, inflamasyon ve
yara iyilesmesi sirasinda adeziv ve migratuar olaylara aracilik eder.

0X40; aktif T hiicrelerinin vaskiiler endotel hiicrelerine, ligand1 olan sp34
araciligi ile, adezyonunda rol alir (81).

f)Adezyon Reseptorleri ile Sinyal iletimi;

Sinyal iletimi en iyi integrinlerde tanimlanmistir. Rho-ailesi, guanozintrifosfataz
aktivasyonu ile hiicre iskeleti organizasyonunda degisimlere neden olur. Mitogen
activating protein (MAP), kinaz yolunun ve bir grup protein/lipid kinazin aktivasyonuna
yol agar. Bu yollarin aktivasyonu; hiicre adezyon ve siklusunun ilerlemesine, hiicre
yasaminin devamina ve gen ekspresyonunda etkilenmeye neden olur. Gergekten de,
bircok hiicre bir substrata yapigsmadigi takdirde ¢ogalamaz ve yasayamaz. Biiylime
faktorleri ve integrinler arasinda 6énemli oranda karsilikli yardimlagma s6z konusudur.
Biiyiime faktorlerinin tek basina bulunmasi yeterli degildir, integrin sinyalinin varligina
da ihtiya¢ vardir. Bu iki reseptor grubu integre bir sistemin parcalar1 olarak
diisiiniilmelidir. Integrinlerin kendi baslarina sinyal iletmeyip, bir takim transmembran
molekiiller (tetrosponinler, CD47, kaveolin, syndekenler) ile birleserek sinyal

kapasitelerinin ¢esitliligini arttirdiklar1 da bildirilmistir (81).

2.3.2.2. inflamasyonun Kimyasal Aracilar:

a)Arasidonik Asit (AA) Metabolitleri (Eikosanoidler; PG ve LT)

AA metabolizmasindan kaynaklanan {iriinler, inflamasyon ve hemostaz olmak
izere bir¢ok biyolojik olay iizerine etkilidir. Bu iiriinler kisa zamanli hormonlar olarak
degerlendirilebilirler. Yapildiklar1 yerde lokal olarak etki ederler ve daha sonra ¢ok hizli
olarak spontan veya enzimatik olarak yok edilirler (3).

AA; 20 karbonlu, poliansatiire bir yagasididir (4 cift bagli ) ve primer olarak
diyetteki linoleik asitten tiirer ve viicutta yalmizca ester seklinde, hiicre membran
proteinlerinin bir komponenti olarak bulunur. AA bu fosfolipidlerden hiicresel
fosfolipazlar yoluyla salinir. Hiicresel fosfolipazlar mekanik, kimyasal, fiziksel uyar1
veya CS5a gibi iltihabi mediatorlerce aktive edilirler. AA metabolizmasi reaksiyonu
baslatan enzimin adiyla anilan iki ana yol boyunca ilerler (3).

Siklooksijenaz (COX): Burada PG E2, PG D2, PG F2, PG 12 (prostasiklin) ve

TxA2 bulunur. Bunlarin her biri spesifik bir enzim etkisi ile meydana gelir. Bu
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enzimlerin bazilarmin dokulardaki dagilimi  sinirlidir.  Ornegin;  trombositlerde
tromboksan sentetaz enzimi vardir dolayisiyla giiclii bir trombosit agregan ajan ve
vazokonstriiktor olan TxA?2 ana prostaglandin {iriin olarak bu hiicrelerde bulunur. Diger
yandan endotel, tromboksan sentetaz icermez ancak PG 12 olusumunu saglayan
prostasiklin sentetaz icerir. PG 12 giicli bir trombosit agregasyon inhibitorii ve
vazodilatordiir. PG D2, COX yolunun mast hiicrelerindeki ana metabolitidir; PG E2 ve
PG F2 (daha yaygin) ile birlikte bulunurlar ve PG D2 vazodilatasyona neden olur,
O0demi arttirir. Aspirin ve ibuprofen gibi nonsteroid antiinflamatuar ajanlar, proksimal
COX aktivitesini inhibe ederek prostaglandin sentezini tiimiiyle inhibe ederler. Bu
antiinflamatuar ajanlar lipooksijenaz yolunu etkilenmez (3).

Son yapilan calismalarda COX’un iki formu oldugu gosterilmistir: COX-1 ve
COX-2. Ilging olarak gastrik mukozada COX-1 mevcutken, COX-2 yoktur. Bu bolgede
mukozal prostaglandinler COX-1 etkisiyle olusurlar ve aside bagh hasan
engellediklerinden koruyucudurlar. Non steroidal antiinflamatuar ilaclar ve aspirin,
COX’u inhibe ederek prostaglandin sentezini bloke edip, enflamasyonu azaltirken,
gastrik iilsere de zemin hazirlarlar (3).

Lipooksijenaz: Notrofillerde baskin olarak bulunan AA metabolizmasi enzimi
5-lipooksijenaz’dir.  5-hydroperoxyeicosatetraenoic acid (5-HPETE), AA’in 5-
hidroperoksi iiriinidiir. 5-HPETE olduk¢a kararsizdir, ya 5-hydroxyeicosatetraenoic
acid’ye indirgenir (notrofil icin kemotaktiktir), ya da topluca Ilokotrienler diye
adlandirilan bilesiklere doniistir. 5-HPETE’den tiireyen ilk 16kotrien, LT-A4 olup bu
enzimatik hidrolizle LT-B4 olusumuna veya glutatyon eklenmesiyle LT-C4 olusumuna
yol acgar. LT-B4 giiclii kemotaktik bir ajandir ve notrofillerin agregasyonuna yol acar.
LT-C4 ve onun alt iirtinleri LT-D4 ve LT-E4 vazokonstriiksiyon, bronkospazm ve
vaskiiler permeabilite artisina neden olurlar (3).

Ozet olarak, eikosanoidler akut inflamasyonun her asamasinda yer alirlar.
Eikosanoidlerin iltihabi proseslerin merkezinde rol aldiklar1 gercegi klinikte COX
aktivitesini baskilayan ajanlarin (aspirin ve NSAID) giiclii anti inflamatuar ajanlar
olarak kullanilmasiyla kendini gosterir. Glukokortikoidler ile olusan antiinflamatuar
etki kismen fosfolipaz A2 inhibisyonuna baghdir (3).

b)Platelet Activating Factor (PAF):

PAF, trombosit agregasyonuna ve degraniilasyona sebep olmasi nedeniyle bu

sekilde adlandirilan fosfolipid tiirevi mediatordiir. Asetil gliserol eter fosfokolin
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yapisindadir. Fosfolipaz A2 etkisiyle notrofillerin, monositlerin, bazofillerin, endotelin,
trombositlerin ve diger bazi hiicrelerin membran fosfolipidlerinden elde edilir.
Trombositlerin uyarilmasinin yam sira; vazokonstriksiyon ve bronkokonstriksiyona
sebep olur. Ayn1 zamanda lokosit adezyonunu (integrinlerde yapisal degisikliklere
neden olarak), kemotaksisi, 16kosit degraniilasyonunu ve oksidatif reaksiyonlar1 arttirir.
Hedef hiicreleri, spesifik reseptorleri iizerinden etkiler. Eikozanoidler basta olmak iizere
diger bazi mediatdrlerin sentezini de stimiile eder (3).

c)Sitokinler:

Sitokinler, aktive olmus lenfositler ve makrofajlar basta olmak iizere bircok
hiicre tarafindan sentezlenen ve hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan
polipeptid molekiillerdir. Kendi iiretildikleri hiicreleri (otokrin etki) ve yakin ¢evredeki
hiicreleri (parakrin etki) etkileyebildikleri gibi sistemik etkileride (endokrin etki) vardir.
Hiicresel immun cevap iizerine etkilerinin yan1 sira, IL-1, TNF-a ve TNF-f, interferon-
vy ve kemokinler basta olmak {iizere, baz1 sitokinlerin inflamatuar yanitin olusumunda
ilave rolleri de vardir. Sistemik akut-faz reaksiyonlarini stimiile eden bu sitokinlerin;
endotel, 16kosit ve fibroblastlar iizerine lokal etkileri de bulunmaktadir (3).

IL-1 ve TNF-a, aktive olmus makrofajlar tarafindan sentezlenirken, TNF-f} ve
interferon-y, T hiicrelerinden sentezlenir. Sitokinlerin sekresyonu; endotoksinler,
immun kompleksler, toksinler, fiziksel travma ve bazi inflamasyon mediatorleri
tarafindan stimiile edilir. IL-1 ve TNF; endotelde “endotelyal aktivasyon” olarak
isimlendirilen bir grup degisikligi stimiile eder. Bu degisiklikler; adezyon
molekiillerinin artmis ylizey ifadesi, bazi sitokin ve biiylime faktorlerinin sekresyonu,
eikozanoidlerin ve NO sentezlenmesi ve endotel trombojenitesinin artmasidir. TNF
ayrica notrofillerin agregasyonu ve aktivasyonunu stimiile eder; mezenkimal
hiicrelerden proteolitik enzimlerin saliniminm uyararak doku hasaria neden olur (3).

IL-1 ve TNF enfeksiyonlara ya da yaralanmalara eslik eden sistemik akut-faz
reaksiyonlarini uyarir. Bunun yani sira, TNF septik sok da hipotansif etkilerin ortaya
cikmasina neden olan NO (myokard kasilmasinda azalma ve damar diiz kasindaki
gevsetici etkisi ile ) sentezini de indiikler. IFN-y, makrofaj ve nétrofiller i¢in giiclii bir
aktivatordiir; onlarin oksidatif yikimdan sorumlu enzimlerini arttirarak, fagosite edilmis
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesini saglar. Aym1 zamanda bir “NOS” uyaricisidir (3).

Kemokinler; tekrarlayan sistein c¢iftleri ve iki internal disiilfid koriisii ile

baglanan halkalar iceren bir protein ailesidir. inflamatuar hiicreler i¢in kemotaktik
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molekiiller olmalar1 ve bazi1 sitokin etkilerini gostermeleri nedeniyle bu sekilde
adlandirilmiglardir. Ik tanimlanan kemokimlerden birisi olan IL-8, giiclii bir kemotaktik
ajan olup, baslica notrofilleri aktive eder. IL-1 ve TNF-a’a cevap olarak aktive olmusg
makrofajlar, endotel ve fibroblastlardan saliir. Platelet factor 4 (PF-4) (notrofiller,
monositler ve eosinofiller icin kemotaktik), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)
(monositler icin kemotaktik), RANTES (CD4+Bellek T hiicreleri ve monositler igin
kemotaktik), ve eotaksin (eosinofiller icin kemotaktik) diger kemokinlerdir. Son
arastirmalar, belirli bir hiicre grubunun inflamatuar bolgede toplanmasinda kemokin

kombinasyonlarinin rol oynadig1 goriisiinii desteklemektedir (3).

2.3.3. Mikrodolasim (“‘no reflow’’ fenomeni):

Mikrodolasim, en u¢ kan dolasimi sistemidir. Arteriol, veniil, arteryel ve venoz
kilcallarin boyutu 7-100 um arasinda degisir. Iskemi sonrasi reperfiizyon saglandiginda
l6kosit aktivasyonu ve iltihabi cevap gelisir. Aktive olmus lokositler mikrodolagimda
birikerek kollaps ve tikanikliga neden olurlar. Dolayisiyla 16kosit-platelet ve 16kosit-
endotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma olup, interstisyel sivi birikimi ve azalmis
endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma katkida bulunur (82). Bu durum ilk kez 1967
yilinda Majno tarafindan “no reflow” fenomeni olarak tanimlanmistir (83).

Lokosit-endotel adezyonu, endotelde sisme ve daha fazla 16kosit adezyonuyla
sonuclanir. Lokosit-platelet adezyonu ise plateletlerin subendotel alanda birikerek,
endotel ayrilmasina neden olur. Bu yapismis plateletler, selektin ve integrinler yoluyla,
daha fazla 16kositin plateletlere yapismasini saglarlar (84). Notropeni ve trombositopeni
modellerinde “no reflow” olusumunun azaldig1 gozlenmistir (85).Sonug olarak endotel-

Iokosit-platelet etkilesimleriyle, fibrin birikimini takiben, trombiis olusumu gézlenir.

2.3.4. Plateletler:

2.3.4.1. Reaktif Oksijen Tiirevleri ve Platelet Fonksiyonu:

Hiicre zan fosfolipidlerinin peroksidasyonu sonucu; hiicre zar1 biitinltigi,
gecirgenligi ve hiicre ylizey reseptdr fonksiyonlari etkilenir. Yapilan c¢aligmalarda,
arasidonik asit ve coklu doymamis yag asitlerden olusan izoprostan isimli serbest
radikal saptanmistir. Prostaglandinlere benzerligi nedeniyle bu sekilde isimlendirilen

molekiil, TxA2 gibi, platelet ve damar diiz kas aktivasyonuna neden olur (86).
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Reperfiizyon periyoduyla birlikte siddetli platelet aktivasyonu olusur. Artmis bu
aktivite, reperfiizyon doneminde artmis trombojenite ve yeniden tikaniklik risklerinide
beraberinde getirir. Trombosit aktivasyonun primer etkeni tam olarak bilinmemekle
birlikte, reperfiizyonla birlikte olusan SOR patlamasi su¢lanmaktadir (87).

Hidrojen peroksit’in platelet aktivasyonunu tetikleyici etkisi bilinmektedir.
Dolayisiyla hidrojen peroksit olusumuna neden olan SOD’da platelet aktivasyonu
saglar. Fosfolipaz A2 ile uyarilmis arasidonik asit olusumu ve son iiriin TxA2 de
platelet aktivasyonu saglarlar. Dolayisiyla; aspirin, mepaerine (fosfolipaz A2
inhibitorii), hidroksil radikali temizleyicileri ve demir selazyonu, trombosit
aktivasyonunu azaltirlar. Reperfiizyon periyodunda artan NADPH oksidaz ve fosfolipaz
A2 platelet aktivasyonuna katkida bulunur (87).

SOR, indirekt yollarla da platelet fonksiyonunu etkiler. NO normalde,
vazodilatasyon ve antiplatelet etki saglar ancak reperfiizyon déneminde siiperoksit
anyon ile etkilesime girerek peroksinitrit olusumu gerceklesir. Peroksinitrit anyonu ise,
prostasiklin ile olusan antiplatelet etkiyi yok ederek, kiimelesmeye egilim yaratir. Ayni
zamanda, reperfiizyon periyodunda SOR’un endotel iizerindeki hasarina bagh
siklooksijenaz yolu inaktive olarak PG I2 (prostasiklin) sentezi de azalir. Dolayisiyla I-
R hasar1 sirasinda NO, PG I2’nin inhibisyon ve sentezlerinin azalmasi, platelet
aktivasyonuna neden olur (86). I-R hasar1 sirasinda, endotel hiicre trombin sentezinde
artis ve antitrombin etkinligi olan trombomodulin’de ise artan SOR’a ikincil azalma
goriiliir. Dolayisiyla, platelet aktivasyonu olugturan trombin diizeyinde ciddi artis olusur
(86). PAF, trombosit aktivasyonu ve inflamasyon icin giicli bir mediator olup,
reperfiizyon sonrasit olusan SOR, hem endotel PAF sentezini arttiir hem de PAF
yikimini saglayan PAF-asetilhidrolaz enzim aktivitesini inhibe ederler (86).

Dolayisiyla, reperfiizyona eslik eden SOR olusumu platelet aktivasyonu
saglayarak tromboz ve yeniden tikanmaya egilim olustururlar (86).

a)Ekzojen ROT un Platelet Fonksiyonu Uzerine Etkisi:

Stiperoksit anyonu, diger reaktif oksijen tiirlerine ¢evrilebilmesi nedeniyle ROT
sisteminin merkezinde yer alir. SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz, serbest oksijen
radikallerine kars1 viicudun dogal savunma mekanizmalarini olustururlar (12).

Hidrojen peroksit, stabil bir molekiil olup, plateletler iizerine uygulandiginda,
adenindiniikleotid aracili platelet aktivasyonunu engelledigi ancak kollajen ve

arasidonik asit aracili aktivasyonu uyardigi goriilmiistiir (88). Siiperoksit-platelet
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etkilesiminde ise, trombin, kollajen, adenindiniikleotid ve arasidonik asitle plateletlerin
daha kolay aktive olduklan saptanmistir. Dolayisiyla, sadece siiperoksitin plateletleri
her durumda aktive edebilme yetisi vardir (89).

Stiperoksit anyonu, platelet veya endotel kaynakli NO’i peroksinitrit anyonuna
cevirir. Dolayisiyla siiperoksit anyonu varliginda, NO’in antitrombotik etkinligi azalir.
Ancak peroksinitrit, plateletler iizerinde direkt etkiyle, adenindiniikleotid, kollajen ve
trombin aracili kiimelesmeyi engeller. Peroksinitritin plateletler tizerindeki etkisi dual
olup, plazmada inhibisyon, tampon soliisyonunda ise aktivasyon yapar (90).

Yiiksek hidrojen peroksit ve ROT konsantrasyonlarinda, hiicre zari hasarina
baglh hiicre icerigi hiicre disina sizar. ROT un bu hiicre zar1 bozucu etkisi platelet
inhibisyonuyla sonug¢lanir (91).

b)Platelet Kaynakli ROT’un Rolii:

Plateletlerde ROT olusumu ilk kez 1977’de bildirilmistir (92). ROT’un, hem
pasif hemde cesitli uyaranlarla (kollajen,trombin) aktif hale gelmis plateletler tarafindan
sentezlenmesi, platelet aktivasyonunda ROT’un otokrin rol oynadignm gosterir (12).

Platelet kaynakli ROT olusumunda, NADPH oksidazin platelet izoformu énemli
rol oynar, ciinkii platelet aktivasyonu saglayan her uyaran bu enzimi de uyarir (93).
Platelet NADPH oksidaz varligi, direkt olarak, ilk kez, enzim alt tiniteleri olan p22phox

phox »

ve p67 un gosterilmesiyle ispatlanmistir (94). Bunun plateletlere 6zgii bir izoform

phox phox

oldugu ise, gp9l ve p47 alt tnitelerinin saptanmasiyla anlasilmistir (93,95).
Platelet NADPH oksidaz kaynakli endojen siiperoksit, platelet ektonukleotidaz
aktivitesini azaltarak, adenindiniikleotid biyoyararlanimin1 arttirdigi ve trombiis
iizerinde platelet birikimine egilim olusturdugu saptanmistir (93). Siiperoksit anyon
endotel ve platelet hiicre sentezleri birbirlerine benzer miktarlarda olup, notrofillerce
sentezlenen siiperoksit anyonu miktarinin %1’inden azdir (93). Plateletlerde siiperoksit
olusumunun diger mekanizmalar1 eNOS, XO ve fosfolipaz A2’dir (12) (Sekil 5).
Yapilan yeni c¢alismalarda, platelet aktivasyonu sonucu  olusan
phosphotidylinositol 3 kinaz aktivitesinin, p67ph°x’un hiicre zar1 translokasyonunu
uyardigi dolayisiyla, endojen siiperoksit olusumunu kontrol ettigi goriilmiistiir (96).
Phosphotidylinositol 3 kinaz ve proteinkinaz C enzimleri aktivasyon ve inhibisyonu

sonucu platelet siiperoksit olusumununda artis ve azalis gozlenmistir (97). Endotel

hiicre zarinda oldugu gibi, platelet hiicre zarn depolarizasyonu da siiperoksit olusumunu
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arttirir. Dolayisiyla platelet hiperpolarizasyonu ile ROT salinimi ve platelet-endotel

adezyonu Onlenebilir (12)(Sekil 5).

GSH/GSSG ratio

Sekil 5: Damar endotel hiicreleri ve plateletlerdeki enzimatik ROT kaynaklar1 (12).

c)Platelet Sinyal iletiminde ROTun Rolii:

Reperfiizyon saglanmis dokuda, kollajen ile etkilesen plateletlerin 1-2 dakika
icinde kiimelestigi ancak endojen ROT olusumunun 3-5 dakika sonra gerceklestigi
goriilmiistiir. Dolayisiyla ROT; erken safha platelet kiimelesmesinde etkin olmayip, gec
saftha adenindiniikleotid biyoyararlanim artis1 olusturarak, platelet toplanmasi ve
trombiis biiyiimesine katkida bulunur (93). Ayni durum trombin reseptor aktive edici
peptidde de goriilmiis ve olugan ROT un, NO aracili platelet ¢oziilmesini engelledigi
gozlenmistir (96). Dolayisiyla platelet kaynakli siiperoksit radikali ve NO, birbirleriyle
fonksiyonel antagonizma olustururlar. Bu duruma uygun olarak, glycoprotein IIb-IIla
(GPIIb-Ila) inhibisyonu, siiperoksit anyonunu azaltirken NO miktarim arttirir.
Siiperoksit anyonuna bagh artmis platelet kiimelesmesi, NO’deki azalma ve platelet-
endotel hiicre zarlar1 redoks duyarlhi eklonukleotidazlarin inaktivasyonu araciligiyla
gerceklesir. ROT ile tetiklenen platelet aktivasyonu, uyaran molekiille ilgkili olarak
antioksidan enzimlerce engellenir (93). Notrofil NADPH oksidaz’dan kaynaklanan
ekzojen hidrojen peroksit kiimelesmeyi arttirir (12)(Sekil 6).

ROT metabolizmasinda yer alan antioksidan enzimler ROT a bagl sitotoksik
etkiyi azaltirken bir yandan da oksidasyona duyarli sinyal yollarin1 kontrol ederler. Bu
enzimlerden biri olan glutatyon peroksidaz, hem antioksidan etki hem de NO
biyoyararlamim1 arttiric1 etkiyle, antiplatelet etkinlik saglar. Siiperoksit anyonu,

glutatyon ile direkt reaksiyona girerek, glutatyonun indirgenmis (GSH) ve oksitlenmis
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(GSSG) formlarn arasindaki dengeyi GSSG lehine kaydirir. Bu denge, protein thiol
gruplarimin redoks kontroliinde 6nemli olup, normalde GSH Ilehinedir (=100/1).
Dengenin GSSG lehine kaymasi1 durumunda, plateletlerde hiicre i¢i kalsiyum artarak,
uyaranlara kars1 olan hassasiyetin arttign gozlenmistir (98). GSH veya Nasetil-L sistein
tatbiki ile saglanan glutatyon takviyesinin, platelet kiimelesmesini engelledigi ve NO

aktivitesini giiclendirdigi gozlenmistir (12)(Sekil 6).

Adenosine|

Sekil 6: ROT, platelet kiimelesmesini uyararak, olusan trombiise katkida bulunurlar (12).

Platelet kiimelesmesinde O©nemli rol oynayan integrin o;ppf3’de ROT
aktivitesinden etkilenir. a;,B3’tin dis yiiz uglan disiilfit baglarindan zengin olup,
rediiksiyonla birlikte aktive olurlar. a;;pB3 igindeki serbest thiol gruplar ekstraseliiler
GSH / GSSG orantyla kontrol edilir. Bu oran 5/1 oldugunda, maksimum kiimelesme
egilimi olusur. Plateletlerde glutatyon rediiktaz benzeri bir mekanizma tanimlanmis
olup, ekstraseliiler GSH / GSSG dengesinin kontrolii ve platelet aktivasyonu icin uygun
redoks potansiyeli olusumunda rol aldigi diisiiniilmektedir (99). Hiicre ici B3 kuyrugun,
hidrojen peroksitle tirozin fosforilasyonu da platelet aktivasyouna neden olur. Bu tirozin
kinaz aktivitesi spontan platelet kiimelesmesiyle sonuglanir (100)(Sekil 6).

Vitamin E ve C, platelet siiperoksit biyoyararlanimini azaltarak, kiimelesme ve
salinim reaksiyonlarinda diisiis saglarlar. Ancak bu durum insanlarda randomize klinik
caligmalarda gosterilememistir (101).

d)In vivo platelet aktivasyonunda ROT un rolii:

Ateroskleroz ve kardiyovaskiiler tromboz’a neden olan bir¢ok risk faktorii
(hipertansiyon, hiperlipidemi, hiperglisemi, sigara kullanimi, hiperhomosisteinemi),

ROT aracili endotel disfonksiyonu yapar. Plateletler, kan akimi sirasinda, 6zgiil
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agirlhiklarindan dolayi, egzantrik diizlemde hareket ederler ve endotel ile siirekli temas
halinde bulunurlar. Bu yakin temas, endotel disfonksiyonu veya oksidan hasar
durumunda platelet aktivasyonu igin yiiksek risk olusturur (12). ROT; platelet
aktivasyonunun yanisira, endotel glikokaliks yikimi, transkripsiyonel mekanizmalarin
aktivasyonu ve endotel ektoniikleotidazlarin inaktivasyonunu saglayarak platelet-
endotel adezyonunu arttirirlar (102). Intravenéz SOD ve katalaz tedavisi ile periyodik
akim degisiklikleri ve platelet birikiminin azaltilabilmesi, trombiis olusumunda ROT un
direkt katilimin1 gostermistir (103). Ayn sekilde XO, NADPH oksidaz ve eNOS’un da
periyodik akim degisikliklerine katkida bulundugu gézlenmistir. Ancak, plateletlerde
kiimelesme egilimi olusturan redoks degisikliklerinin tiimiinden ROT’un sorumlu

oldugunu sdylemekde yanlistir (12).

2.3.4.2.Plateletler ve Mikrodolasim:

a)Platelet sekresyonu ve inflamasyon:

Plateletler, trombotik etkileri disinda kemotaktik fonksiyonlariyla da inflamatuar
cevapta kritik rol oynarlar (104). Adezyon sonrasi aktive olmus plateletler, hem
salgiladiklar1 kemotaktik faktorlerle direkt olarak etki ederler hemde baglandiklan
hiicrelerin (endotel / 16kosit) kemotaktik 6zelliklerini degistirerek etki ederler (105).

Plateletlerde yogun, alfa (o) ve lizozomal olmak iizere ii¢ cesit graniil
tamimlanmistir. Platelet aktivasyonu sonrasi, bu graniillerden sistemik dolasima
birakilan vazoaktif, inflamatuar ve mitojenik ogeler:

1)Yogun graniiller; Seratonin, adenin niikleotidler, guanin niikleotidler, histamin

ii)Alfa graniiller; B thromboglobulin (B-TG), PF-4, platelet basic protein(PBP),
connective tissue activating protein-III (CTAP-III), neutrophil activating protein-2
(NAP-2), epithelial neutrophil activiting protein-78 (ENA-78), platelet derived growth
factor (PDGF), transforming growth factor B (TGF-f), endothelial cell growth factor
(ECGF), epidermic growth factor (EGF), VEGF, insulin like growth factor-1 (IGF-1),
basic fibroblast growth factor (bFGF).

iii)Lizozom; Asit proteazlar, Glikohidrolazlar.

iv)Sitoplazma; IL-1p, CD40 Ligand

v)Lipid aracilar; PAF, TxA2, PG E2, lysophosphatidic acid (LPA), sphingosine-
1-phosphate (sP-1), mikropartikiiller
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Yogun graniiller; optik yogunluklar1 nedeniyle bu sekilde adlandirilmis olup,
yiikksek seviyede adenin-guanin niikleotidler, bipolar katyonlar ve seratonin igerirler.
Dolayisiyla, degraniilasyonu sonrast diger plateletlerde baglanma ve kiimelesme
uyarilir.  Seratonin’in vazokonstriktor, inflamatuar ve Ozellikle 1okositler icin
kemotaktik etkileri olup, ayn1 zamanda monosit aktivasyonuna neden olarak IL-16
salgilanmas1 ve T lenfositlerin iltihabi alana gociine neden olur. Histamin ve ATP ise
platelet adezyonuna ikincil olusan inflamatuar siirecte rol oynarlar (105).

Alfa graniiller say1r ve bilyiiklilk olarak en Onemli graniill popiilasyonunu
olustururlar. Hiicre yiizeyine protein tasiyan tipik, salgilayici vezikiillerdir. Spesifik
platelet proteinleri olan B-TG ve PF-4, proteoglikanlar ile birlikte, alfa graniillerde
bulunurlar. PF-4 tek basina 16kosit kemotaksisini saglayamazken, TNF-a ile birlikte,
Iokositlerin baska ylizeylere olan adezyonunda rol oynar. PF-4 ayni1 zamanda histamin
salinimi1 ve eozinofil adezyonunu da saglar. B-TG; noétrofiller, monositler ve lenfositler
icin kemokin gorevi goriir. ENA-78 ise notrofil aktivasyonu saglar. PDGF ve TGF-f;
biiytime faktorleri olup, makrofajlar, monositler, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri i¢in
kemotaktik fonksiyon goriirler. Aym1 zamanda bu biiylime faktorleri, endotel hiicre
olusum ve gociinii saglayan VEGF olusumunu uyarirlar (106).

Lizozomlar, sitotoksik ve proteolitik enzimler (asit proteazlar, glukohidrolazlar)
icerirler. Dolayisiyla, inflamasyon alanlarinda olusan platelet kiimelerden bu enzimlerin
salinimu, l16kosit diapedezine katkida bulunarak, inflamasyonu genisletir (107).

Sitoplazmik IL-1f ve CD40Ligand, platelet aktivasyonu sonrasi mRNA
araciligiyla sentezlenirler. IL-1f, sitokin kaskadininin onemli aracilarindan biri olup
damarsal sitokin yapimim giiclii bir sekilde aktive eder. CD40Ligand ise, ICAM-1,
VCAM-1 ve E selektin’in endotel yiizeyinde olusumunu uyararak, lokosit-endotel
etkilesimini kontrol eder. Ayn1 zamanda CD40Ligand, GPIIb-Illa ile etkilesime girerek
platelet salinimi1 uyarir ve kiilmelesmeyi dengeler (105).

PAF, hiicre zan fosfolipidlerinden olusan bir fosfogliserit olup, l6kosit-endotel
etkilesimini arttirarak 16kosit diapedezini kolaylastinir (108). TxA2, platelet hiicre
zarinda bulunan COX-1 aktivasyonuyla arasidonik asitten olusur ve platelet
kiimelesmesi, 16kosit adezyon ve diapedezini arttirir (109). Bir diger arasidonik asit
metabolizmas iiriinii olan mikropartikiiller de giiclii inflamatuar etki gosterirler. Bunlar,
hiicre zarindan vezikiiler tarzda koparak, monosit-endotel adezyonunu arttirirlar.

Dolayisiyla, endotel yiizeyinde ICAM-1 olusumunu, monosit Yyiizeyinde ise
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CD11a/CD18 ve CD11b/CD18 olusumunu saglarlar (110). Bir diger hiicresel fosfolipid
LPA olup, endotel hiicre NF-xB aktivasyonu araciligiyla adezyon molekiilleri (E-sektin,
ICAM-1), MCP-1 ve IL-8 olusumunu arttirir. Dolayistyla LPA, endotel disfonksiyonu
alanlarinda inflamatuar ve proliferatif cevabi diizenler (111).

b)Platelet-endotel etkilesimi:

i)Platelet-endotel adezyonu:

Plateletlerin damar duvarina yapismasinda endotel disfonksiyonu veya platelet-
matriks temasi mutlak olmayip, saglam endotel yiizeyinde de platelet adezyonu
gerceklesebilir. Yapismig plateletlerden salinan inflamatuar molekiiller ve biiyiime
hormonlari, endotel fonksiyonlar1 (adezyon molekiil ve kemoatraktan madde sentezi) ve
dolayistyla 16kosit adezyon ve diapedezini kontrol ederek inflamatuar cevaba katkida
bulunurlar. Normal endotelde antitrombojenik ve antiplatelet mekanizmalar baskindir
ancak, endotel aktivasyonu ile platelet adezyonuna egilim olusur. Aktif hale gelmis
ancak devamliligit bozulmamis saglam damar endotelinin plateletlere olan afinitesi
yiizey reseptor ifadesinden kaynaklanir. Platelet-endotel adezyonu; 16kositlerde oldugu

gibi, zayif baglanma, yuvarlanma ve adezyon safhalarindan olusur (105)(Sekil 7).

Ralling Firm Adhesion Platelet/Leukocyte
Activation Sacretion  Aggragation Adhesion

s R

SRR

P-selectin GPllb-tla o,y GPllb-llla (o By
PSGL-1 ICAM-1 Fibrinogan
Fibrinogen P-selectin
vWF PSGL-1
o ICAM-2
cD1Mb/CD18
JAM-3

Sekil 7: Platelet-endotel adezyonu (105).

Plateletler ve endotel yiizey arasindaki zayif baglanma ve yuvarlanma siireci, iki
taraf hiicre yiizeylerinde olusan selektin ifadesi aracilifiyla gerceklesir. Endotel hiicre
“Weibel Palade” graniillerinde bulunan P selektinler, inflamatuar uyar1 sonucu hiicre
ylizeyine c¢ikarlar. Endotel P selektin molekiilleri hem arteryel hem de vendéz
kapillerlerde platelet yuvarlamasimi kontrol ederler. E selektin de, benzer sekilde,

platelet-endotel zayif baglanmasi saglar. Dolayisiyla yuvarlanma etkisinden, aktif
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endotel ve platelet yiizeylerinde olusan P selektin sorumludur (112). P selectin
glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), I6kositler tizerinde bulunan ve I6kosit-endotel, 16kosit-
platelet adezyonunda 6nemli rol oynayan bir molekiildiir. Ancak PSGL-1’in platelet
yuvarlanmasinda etkin olmadig diistiniilmektedir. Selektinlerle olusan platelet-endotel
bagi zayif olup, kan akimiyla birlikte yuvarlanma etkisi olusur. Bu iki hiicre arasindaki
giiclii bag ise; von Willebrand Factor (vWF) reseptor kompleksi, integrin ve
immonoglobulin siiper ailesi liyelerince gerceklestirilir (105)(Sekil 8).

VWEF reseptor kompleksi, platelet yilizey P selektinine karsilik gelen bir
reseptordiir. Bu reseptdr kompleksi, hem platelet-matriks hem de platelet-endotel
adezyonunu kontrol eder (113). Plateletlerin matriks proteinlerine (kollajen, vitronektin,
fibronektin, laminin) olan adezyonunda vWF reseptdér kompleksi ve integrinler en
onemli molekiillerdir (Sekil 8).

GPIIb-IIIa (ay1uP3), aktif endotel yiizeyinde platelet birikimini saglayan en
onemli platelet yiizey integrinidir. Fibrinojen cozeltisinde o;,B3, plateletlerin o,f3
iceren heterotipik hiicrelerle (endotel de dahil) olan adezyonunu kontrol eder.
Selektinlerden farkli olarak bu adezyon giiclii olup, kan akimindan etkilenmez.
Dolayisiyla a;15B3, hem platelet-endotel adezyonunu hem de platelet kiimelesmesini
saglar (114). Endotel hiicre liimen yiizeyinde ise ¢ok az sayida integrin tariflenmistir.
Bunlardan biri vitronektin reseptorii (o.,f3) olup, platelet adezyonunu uyarmada 6nemli
rol oynar. IL-1B ve trombinle uyarilmis endotel hiicresinde olusumu artar. Yoklugunda
ise platelet-endotel adezyonu gerceklesemez. Dolayisiyla, hem platelet o533 hem de
endotel o,p3 reseptorleri platelet-endotel adezyonu i¢in elzemdir. Ancak bu iki reseptor
arasinda direkt etkilesim olmayip fibrinojen koprii fonksiyonu goriir (114). Sadece
platelet aktivasyonunda o;1pP3 reseptor aktivitesi olusur. Pasif haldeki a,,B3 reseptor,
sabit fibrinojene baglanabilmekteyse de, platelet-endotel adezyonunu saglayamaz
(105)(Sekil 8)

Bir diger adezyon molekiilii ICAM-1 olup, endotel fibrinojen reseptorii olarak
gorev yaparak, iltihabi bolgede fibrinojen birikimi saglar. Olusan ICAM-1-fibrinojen
kompleksi, hem 16kosit-endotel hem de platelet-endotel adezyonunu uyarir. Dolayisiyla,
inflamasyon bolgesi platelet birikiminde, aktif endotel yiizey vitronektin reseptorii ve
ICAM-1 elzemdir (105). Platelet yiizeyinde tespit edilen JAM-1 ve JAM-3 adezyon

molekiilleri de platelet-endotel adezyonunda etkin rol oynarlar (115)(Sekil 8).
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Sekil 8: Platelet-endotel adezyonunda rol oynayan adezyon molekiilleri ve reseptorler (105).

ii)Platelet ile olusmus endotel aktivasyonu:

Adezyon sirasinda uyarilmis plateletlerden salgilanan inflamatuar ve mitojen
maddeler, endotel hiicresinin adezyon, proteoliz ve kemotaksis Ozelliklerini degistirir.
Platelet adezyonu sonrast olusan fenotipik endotel degisiklikleri, monositlerin
inflamatuar alan adezyon ve gociine neden olur (105).

Endotel aktivasyonu saglayan platelet kaynakli inflamatuar proteinler arasinda
en Onemlisi IL-1f olup, aktif endotel hiicresinden IL-6, IL-8 ve MCP-1 gibi
kemoatraktan maddelerin salinimina neden olur. IL-1B aym zamanda, endotel hiicre
yiizeyi adezyon molekiilleri olan ICAM-1 ve a,B3 olusumunu giiclii sekilde uyarr.
Dolayisiyla, platelet IL-1B aktivitesi sonucu endotel hiicre kemokin ve adezyon
molekiilleri olusumu artarak monosit ve notrofillerin endotele baglanmasi uyarilir. IL-
1B’a bagh endotel ICAM-1 ve MCP-1 olusumu NF-kB iizerinden olmaktadir. IL-1j,
endotel hiicre inhibitory kB (IxB) aktivitesini azaltarak, NF-kB’nin aktif hale donmesini
saglar. Dolayisiyla IL-1B, transkripsiyon faktor NF-KB’nin platelet bagimh
aktivasyonunun molekiiler belirleyicisidir (105). RANTES, bir diger platelet kaynakli
kemokim olup, inflamatuar ve aterosklerotik bolgelerde monosit birikimini tetikler.
RANTES bu birikimi P selektin araciligiyla gerceklestirir (105). CD40Ligand, 30-33-
kDa protein olup, sitokinlerin TNF ailesi i¢inde yer alir. Onceleri, CD40Ligand 1n

sadece T lenfositler, mast hiicreleri ve bazofillerde yer aldigi diisiiniilmekteyken,
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platelet sitoplazmasinda da yogun miktarda bulunduklarn saptanmistir. Platelet
aktivasyonu sonrasi yiizeyde olusan CD40Ligand ile endotel yiizey CD40 molekiilii
etkilesimi, endotelden nétrofil ve monosit kemotaksisinin en Onemli aracilari olan
MCP-1 ve IL-8 salinimina neden olur. Aym1 zamanda bu etkilesim endotel yiizeyinde
adezyon molekiilleri (E selektin, VCAM-1, ICAM-1) olusumunu da arttirir. Dolayisiyla,
IL-1B gibi CD40Ligand da endotel hiicre kemokin ve adezyon molekiil sentezini
arttirarak notrofillerin iltihabi alanda toplanmasim saglar (105).

Endotel hiicre, diiz kas hiicresi ve makrofaj yiizey CD40 aktivasyonu sonucu
matriks yikim enzimleri olan metalloproteinazlarin yapim ve saliniminin arttig
gozlenmistir. Bu enzimler inflamatuar alanda yikim ve yeniden sekillenmeyi saglarlar.
Endotel CD40 aktivasyonu, metalloproteinaz-9 ve urokinase-type plasminogen activator
receptor (UPAR) olusum ve salimmi arttirir. Platelet CD40Ligand olusum ve
aktivasyonu GPIIb-IIIa ile kontrol edildiginden dolay1 CD40Ligand’a bagh inflamatuar
etkiler GPIIb-1IIa adezyonu sonrasi gerceklesir. Dolayisiyla GPIIb-Illa blokaji ayni
zamanda CD40Ligand ile olusan iltihabi olaylar1 da baskilayabilir (116).

c)Platelet-1okosit etkilesimi:

Platelet-endotel ve platelet-matriks adezyonu, platelet aktivasyon ve kemokin
salinimina neden olarak 16kositlerin platelet birikim alanlarina gociinii saglar. Platelet
adezyon bolgelerinde platelet-16kosit ve 16kosit-fibrin etkilesimi ile 16kosit infiltrasyonu
gerceklesir (105). Platelet-16kosit adezyonu da; zayif baglanma, yuvarlanma ve adezyon
asamalarin1 icermekte olup, sirasiyla; platelet P selektin ve ICAM-2 molekiilleri ile
16kosit PSGL-1 ve CD11b/CD18 molekiilleri arasinda etkilesimi gerektirir (117). Bu
etkilesimde, fibrinojen koprii rolii oynar. Yapilan son calismalarda platelet GPIba ve
JAM-3 molekiilleri ile lokosit CD11b/CD18 molekiillerinin de bu etkilesiminde rol
oynadiklar1 gosterilmistir (118)(Sekil 9).

P selektin-PSGL1 adezyonu sonrasi lokositlerde tirozin artiklarinin
fosforilasyonu ve MAP-kinaz aktivasyonu olusarak, B2 integrin aracili ICAM-1 hiicre
adezyonu gergeklesir. Buna ek olarak, platelet aktivasyonu sonucu monosit kaynakli
sitokin ve kemokin (IL-1B, MCP-1, IL-8) olusumu artar. Bu olay, platelet P selektinin
monosit hiicre yiizeyi etkilesimiyle gerceklesir. Endotel hiicre yiizey proteini olan P
selektin ve platelet hiicre zar1 kaynakli PAF ortaklasa etkiyle myeloid B2 integrin
aktivitesinde degisiklik olustururlar (105)(Sekil 10).
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Sekil 9: Platelet-1okosit adezyonu (105). Sekil 10: Platelet P selektin aracili 16kosit aktivasyonu (105).

Dolayisiyla plateletler; 10kositlerin iltihabi alanda toplanmasinda ve

aktivasyonunda 6nemli rol oynarlar.

2.3.5. Nitrik Oksit:

Bir diatomik serbest radikal olan NO, L-arginine guanidinium grubundan olan
NOS aktivitesiyle endotel mitokondrisinde sentezlenir (119). U¢ NOS izoformu
tariflenmistir ve hepsi NO sentezi sirasinda NADPH ve O2 kullanir. NOS izoformlar da
constitutiveNOS (cNOS) ve iNOS olarak iki gruba ayrlir. Ancak bazi hiicrelerde
cNOS’un indiiklendigi, bazi hiicrelerde ise iNOS’un yapisal olarak bulundugu
gozlenmistir. 11k tariflendigi hiicre tipi ve tam aktivasyon icin kalsiyuma bagimli olup
olmadigina gore daha ileri bir NOS simiflamasi da vardir. Boylelikle cNOS
denildiginde, kalsiyum bagimli, eNOS (endotel hiicresi) ve nNOS (sinir hiicresi)
izoformlar1 kastedilir (120).

NO’e bagh direkt ve indirekt etkiler mevcut olup, doku NO yogunluguna gore
farklilik gosterir. Direkt etkiler diisiik doku yogunluklarinda, indirekt etkiler ise yiiksek
doku yogunluklarinda gézlenir. NO’e bagli indirekt etkiler, NO’in oksijen ve siiperoksit
ile etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan reaktif nitrik asit tiirleri (dinitrite dioksit,
peroxynitrite) aracilifiyla gerceklesir. NO’in direkt etkinligi cNOS izoformu tarafindan
tayin edilirken, indirekt etkinlik iNOS izoformuna baghdir (121).

NO’in doku koruyucu ozellikleri; vaskiiler tonus kontrolii, platelet
agregasyonunun engellenmesi, lokosit-endotel etkilesiminin azaltilmasi, dolagimdan

serbest radikallerin temizlenmesi, secici damarsal gecirgenligin diizenlenmesi, diiz kas
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hiicre proliferasyonunun engellenmesi, bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve endotel
hiicre rejenerasyonunun uyarilmasidir. Aym zamanda iskemik dokularda SOD
aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir (121).

[-R hasarmna bagh gelisen endotel hiicre disfonksiyonunda, NO sentezinde
azalma olusarak I-R hasar1 derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagli NO azalma
mekanizmasi hala tam olarak gosterilememistir (6).

Doku reperfiizyonuyla birlikte; SOR olusumunda patlama, NO seviyesinde
azalma ve SOD / katalaz enzim aktivitelerinde diisme gerceklesir. Boylelikle, siiperoksit
ve NO arasindaki denge superoksit lehine kayar. Bu denge kaybi; NO bagiml
vazodilatasyonda azalma ve notrofil-endotel adezyonu ile platelet agregesyonunda
artisa ikincil “no reflow” fenomenine egilim olusturur. Buna ek olarak, NO yoklugunda
superoksit-hidrojen peroksit doniisiimii kolaylasarak inflamatuar aracilarin (PAF ve LT-
B4) sentezinde artis olusur (6).

NO ayn1 zamanda, transkripsiyonel faktorleri kontrol ederek de proinflamatuar
proteinlerin sentezini etkiler. Bu transkripsiyonel faktorlerden biri de NF-xB olup, I-R
hasarina katkida bulunan TNF-a, TNF-B, interlokinler (IL-1p ,IL-2, IL-6, IL-11, IL-12,
IL-17), kemotaktik molekiiller (IL-8, MAP-I, MCP-I, RANTES), enzimler (iNOS,
indiiklenebilen COX) ve adezyon molekiilleri (ICAM-1, VCAM-1, P selektin, E
selektin)’nin sentezinde rol oynar. NF-kB’yi bir¢ok faktér kontrol etmekteyse de en
onemli faktor iskemik dokunun reperfiizyonudur (122). NO, inhibitor protein IkBo’'nin
fosforilasyonunu ve dolayisiyla NF-xkB’e baglanmasini arttirarak NF-xB inhibisyonu
saglar (6). SOR ise protein kinaz C iizerinden NF-«kB’i aktive eder (123). Dolayisiyla
NO; SOR inaktivasyonu yoluyla NF-xB aktivasyonunu engellerken, inhibitor protein
IxBa fosforilasyonu yoluyla da NF-xB inhibisyonunu giiclendirmektedir. Reperfiizyon
doneminde NO azalmas ile IkBa - NF-xB etkilesimi ve IkBa sentezinde azalma ve
dolayisiyla NF-kB aktivasyonu olusur. Sonu¢ olarak NO azalmasi endotel

disfonksiyonu ve nétrofil aracili doku hasariyla birliktelik gosterir (6).

2.3.6. Mitokondri:

Mitokondri, oksidatif fosforilasyon yoluyla hiicreye ATP saglar. Cift zar
yapisina sahip olup, i¢ zar elektron tagima zinciri ogelerini igerir. Uzun siireli iskemi,
elektron tagima komplekslerinin tiim alt iinitelerinde fonksiyonel ve yapisal hasara yol

acmakla birlikte, iskemik hasara en hassas olan alt iiniteler NADPH dehidrogenaz ve
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ubiquinol cytochrome c reductase sistemleridir. Doku reperfiizyonuyla birlikte, elektron
tasiyic1 komplekslerde hasar artarak hiicre i¢i ve disina elektron sizintist olusur.

Mitokondri aynm1 zamanda, hidrojen peroksit i¢in 6nemli bir kaynak olusturur (1).

2.3.7. Kompleman sistemi:

[-R’a bagli kompleman aktivasyonu, damarsal hemostazi etkileyen inflamatuar
aract maddelerin olusumuyla sonuclanir. Bu araci maddelerden en Onemlileri;
Kompleman3a ve Kompleman5a gibi anafilotoksinler ile inaktifKompleman3b ve
Kompleman5b-9 gibi kompleman sistem unsurlanidir (2). Kompleman5a;
Kompleman3a’ya oranla 20 kat daha giiclii olup, hem 1okosit aktivasyon ve
kemotaksisini hem de IL-1, IL-6, MCP1 ve TNFa gibi inflamatuar aracilarin sentezini
arttirir. Kompleman5b-9 ve inaktifKompleman3b, endotel fonksiyon degisikliklerine
neden olurlar. Kompleman3b parcalanmasi sonucu olusan inaktifKompleman3b, 16kosit
CD11b/CD18 (MAC-1) yiizey molekiilii i¢in endotel iizerinde bir adezyon alam
olusturur. Kompleman5b-9 ise; transkripsiyonel faktor NF-kB aktivasyonu araciligiyla
VCAM-1, ICAM-1, E selektin ve P selektin adezyon molekiillerinde artis, endotel hiicre
kaynakli IL-8 ve MCP-1 salinim artis1 ile 16kosit aktivasyonu ve endotel hiicre cyclic
guanosinemonophosphate diizeyinde diisiis ile endotel bagimli vazodilatasyonda
inhibisyon olusturur (124). Dolayisiyla i-R’a bagl kompleman sistem aktivasyonu,
vaskiiler hemostaz degisiklikleri ve 16kosit-endotel adezyon egilimi olusturarak, doku

iskemisini derinlestirir (2).

2.4. iskemi-Reperfiizyon Sonrasi Olusan Vaskiiler Disfonksiyon:

2.4.1. iskemi-Reperfiizyona Lokal Mikrovaskiiler Yanit:

Endotel hiicreleri, damarsal hemostazin (akim, seg¢ici geg¢irgenlik ve hiicre
trafigi) saglanmasinda hayati ve dinamik bir gorev iistlenir. Bu hiicreler hem iskemi
hem de reperfiizyona ¢ok hassastirlar. Uzun siireli hipoksi; hiicre zar1 potansiyel
degisiklikleri, iyon dagilimi bozukluklar1 ve akigkanlikta azalma ile hiicre ici hacim
artis1 ve hiicre iskeleti organizasyon bozukluklar olusturur (5). Hipoksi, endotel hiicresi
bazi genlerinde (adezyon molekiilleri, sitokinler) aktivasyon, bazilarinda (NOS,

trombomodulin) ise baskilanmaya neden olur (125). Doku reperfiizyonu ile birlikte,
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iskemik endotel degisiklikleri belirginleserek, I-R alanina lokalize endotel
disfonksiyonu gelisir (126).

Uzun siiren iskemi ve sonrasindaki reperfiizyonu takiben olusan morfolojik
degisimler; hiicresel sisme, membran depolarizasyonu, pinositotik vezikiil kaybr,
endotel hiicre bazal membran ayrilmasi ve aktive olmus lokositlerin (6zellikle
notrofiller) endotel hiicre yiizeyine yapismalaridir (127). Hiicresel sisme, etkenden
bagimsiz tiim hiicresel hasar modellerinin ortak patolojik goriintiisii olup, I-R sonrasi
tim endotel hiicrelerinde gelisir. Patofizyolojisinde; oksidatif hiicre zar1 hasari, iyon
hemostaz bozuklugu ve osmotik stres suglanmaktadir. Yapilan son ¢alismalar; I-R
hasarina bagli hiicresel sismede, hacim hemostaz1 saglayan hacim kontrollii anyon
kanallar1 disfonksiyonunun en 6nemli etken oldugu yoniindedir (128). i-R hasarina
bagh gozlenen bir diger Oncelikli degisiklik hiicre zar1 depolarizasyonu olup,
etiyolojisinde ATP bagimli sodyum-potasyum kanal inaktivasyonu sorumlu tutulmakla
birlikte, yapilan son calismalar akim kontrollii potasyum kanal disfonksiyonunu isaret
etmektedir (129). Dolayisiyla, hiicre zan ve iskeleti degisikliklerinde ROT’un ATP
yetersizligine gore daha etkin rol oynadigi diisiiniilmektedir (9).

ROT ile olusan I-R hasari; etkilenen dokuya, antioksidan mekanizmalarin
etkinligine ve I-R’un siire-siddetine gore farklilik gosterir. ROT, siddetli I-R hasarinda,
B-cell leukemia/lymphoma-2 (Bcl-2) gibi antiapoptoz genlerinde inhibisyona neden
olarak hiicre apoptozuna egilim olusturur (9).

a)I-R’un arteriol iizerine etkisi:

[-R hasarmnin arteriollerdeki primer gostergesi endotel bagimli vazodilatasyonda
bozulma ve hiperreaktivitedir. Endotel bagimli vazodilatasyon NO araciligiyla olusur.
NOS enzimi; NADPH ve tetrahidrobiopterin (BH4) varliginda, L arginin’i NO ve
sitrulin’e ¢evirir. NOS ve arginaz enzimleri, endotel hiicrelerinde L arginin substrat1 i¢in
yarsirlar. I-R’u takiben arginaz aktivitesindeki artis L arginin depolarinda azalmaya
neden olur. I-R hasarinda BH4’de azalir. Dolayisiyla bu iki durum NO sentezinde
azalma ile sonuglanir. [-R erken doneminde, direkt diiz kas iizerinden etki eden
endotelden bagimsiz vazodilatasyon sistemleri etkilenmez. Endotel bagiml
vazodilatasyon azalmasmin en ¢ok reperfiizyon doneminde gerceklesmesi, ROT un
onemli bir faktdr oldugunu gosterir. Dolayisiyla antioksidan tedavi, arteriol
vazodilatasyon cevabin korunmasinda onemli rol oynar. Lokositler, arteriol fonksiyon

bozuklugunda, venoz kapiller hasarinda oldugu kadar 6nemli rol oynamazlar. Ancak
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stiregen 10kosit aktivasyon ve birikimi, ROT olusumuna katkida bulunarak, arteriol
hasari artisina neden olur (9).

I-R hasar1 sonras1 endotel bagimli arteriolar vazodilatasyonun erken dénemde,
diiz kas fonksiyonunun ise ge¢ donemde kayboldugu gozlenmistir. Dolayisiyla uzamis
iskemide dokularin reperfiizyonu zordur (130). Aym zamanda arteriol boyutunun I-R’a
olan cevabi etkiledigi, cap arttik¢a etkilenme miktarinin arttigi gézlenmistir (131). I-R’a
olan arteriol cevab1 ayn1 zamanda dokudan dokuya da degisiklik gosterir, 6rnegin; sinir
sistemi ¢ok hassas iken bobrek dokusu arteriolleri oldukga direnclidir (9).

Sonug olarak, I-R’a bagl arteriol disfonksiyonundan tek bir mekanizma sorumlu
olmayip, bazilarina gore ph bagimli denaturasyon ve proteolize ikincil gelisen eNOS
inhibisyonu (132), bazilarma gore ise azalmis yirtict kuvvetler (133) arteriol
disfonksiyonundan sorumlu temel mekanizma olarak kabul edilmektedir (Tablo 1)

b)i-R’un arteryel kilcallar iizerine etkisi:

Arteryel kilcal endotelinde I-R hasarinin klinik yansimasi; interstisyel dokuya
artmis siv1 filtrasyonu ve doku perfiizyonunu saglayan kilcal damar sayisinda azalma
seklinde olur (9). Artmis interstisyel siv1 filtrasyonu, intrakapiller basing artisindan ¢ok
endotel bariyer hidrolik gecirgenlik artigina baghdir. I-R hasar1 sirasindaki azalmis NO
biyoyararlanimi, kapiller siv1 filtrasyonunu agiklar (134).

Doku reperfiizyonu sonrasi, tkanmaya bagli, arteryel kilcallardaki azalma, doku
perfiizyonunu daha da bozarak I-R hasar1 artisna neden olur. Bu arteryel kilcal
tikanikliklar; karaciger I-R hasarinda oldugu gibi, 16kosit-endotel etkilesimi sonrasi
gelisen hiicresel sisme, iskelet degisiklikleri (elastikiyet azalmasi), bazal membran
ayrilmasi ve lokosit rijiditesi ile karakterize intraluminal konjesyon sonucu olusur.
Diger dokulardaki arteryel kilcal tikanikliklarindan ise; venoz kilcallardaki gecirgenlik
artigina ikincil gelismis interstisyel 6dem ve hidrostatik basing artisi ile olugsmus arteryel
kilcal mekanik basis1 (interstisyel 6dem ve vaskiiller kompresyon) sorumludur.
Dolayisiyla reperfiizyon sonrasi arteryel kilcal tikanikliklardan intraluminal konjesyon
ve interstisyel ©deme bagh vaskiiller kompresyon sorumludur (135). Her iki
mikrovaskiiler disfonksiyon mekanizmasi 1okosit-endotel adezyonu temelinde
gerceklesir. Ayn1 zamanda 16kosit kaynaklt ROT da bu disfonksiyona katkida bulunur.
Dolayisiyla 16kosit-endotel adezyonunun engellenmesi (136) ve antioksidan tedaviyle

(130) mikrovaskiiler disfonksiyonda azalma saglanabilir (Tablo 1)
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[-R hasarina bagl artnms kapiller endotel gecirgenligi, molekiiler seviyede,
kavsak adezyon molekiilleri (kaderinler) disfonksiyonu ve hiicre iskelet degisikliklerine
baghdir (137). Reperfiizyon periyoduyla birlikte belirginlesen 16kosit-endotel etkilesimi
ve sonrasinda gerceklesen 16kosit diapedezi, kavsak adezyon molekiillerinde ¢oziilme
ve endotel bariyer disfonksiyonu olusturur (138). Akciger I-R hasarinda, endotel bariyer
disfonksiyonuna bagli pulmoner 6dem gelisir. NO tedavisiyle endotel bariyer
fonksiyonlarinda korunma saglandigi gosterilmigse de, NO ve ROT etkilesiminin
(peroksinitrit) kendisi de endotel bariyer disfonksiyonu olusturur (139). Aym sekilde
PG E2, PG 12 ve antikompleman tedaviyle I-R’a bagli endotel bariyer disfonksiyonu
azaltilabilmistir (140).

Heparin binding protein (HBP) (CAP37); notrofil graniil proteinlerinden olup,
kalsiyum bagimli hiicre iskelet degisiklikleri ve makromolekiil sizintisina neden olur.
flging olarak endotel hiicrelerinin de HBP sentezlemeleri, bunun bir tiir otoregiilasyon
mekanizmasi oldugunu diisiindiiriir (141).

Doku iskemisi sirasinda bir¢ok endojen koruyucu mekanizma endotel bariyerini
onarmaya c¢alisir. Aktive olmus notrofillerden salgilanan glutamat ve adenin
niikleotidler (endotel yiizeyinde adenozine ¢evrilir) damarsal gecirgenligi kontrol eder.
Adenozin endotel hiicreleri arasindaki bag kuvvetlendirip gecirgenligi azaltir.
Dolayisiyla notrofil kaynakli koruyucu adenozin salinimi ve hipoksiyle indiiklenmig
ekstraseliiler ATP metabolizma ve transkripsiyonu (apyraz, 5 -ektoniikleotidaz ve
adenozin Ajp reseptorleri) ekstraseliiler adenozin miktarini arttirarak, hipoksik hasara
kars hiicre gegirgenliginde kontrollii bir koruma saglar (2).

¢)I-R’un venoz kilcallar iizerine etkisi:

[-R hasarmma bagli vendz kapiller degisiklikleri; genel olarak, lokosit
lokalizasyon, adezyon, diapedez ve ROT salinmmyla ilgilidir. Venoz kilcallarin
iskemiye olan cevabinda nétrofiller baskin 16kosit sinifi olup, hasari direkt etkileri (go¢
sirasinda  kavsak adezyon molekiillerinde ayrilma) ve diger hiicrelerle olan
etkilesimlerine ikincil indirekt etkileri araciligiyla olustururlar. Bu etkiler sonucunda
hiicre zar1 makromolekiil gecirgenligi artar. Artmis endotel gegirgenligi ve azalmis
intravaskiiler hacim, yaygin doku 6demi ve hemodinamik instabilite gibi lokal/sistemik
sonuclar dogurur (9). Lokosit yuvarlanma, adezyon ve diapedezinde mevcut
mekanizmalarin blokajiyla, endotel bariyer fonksiyonunda diizelme ve doku 6deminde

azalma saptanmistir (142). Yapilan c¢aligmalarda, 1okositlerin endotel {izerinde
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yuvarlanmasimin kan akim hiz1 azaldikg¢a arttign ancak l16kosit-endotel adezyonun kan
akim hizindan etkilenmedigi saptanmistir (143). Aym sekilde heme-oksijenaz enzim
blokajiyla, 16kosit yuvarlanmasi ve dolayisiyla 16kosit aracili mikrovaskiiler hasarda
azalma gozlenmistir (144). Lokositler ayn1 zamanda platelet adezyonu olusturarak,
mikrodolasimda platelet birikimi ve konjesyona neden olurlar. Bu sirada olusan trombiis
de 16kosit yuvarlanma-adezyonunu arttirarak I-R hasarina katkida bulunur dolayisiyla
antitrombotik ajanlar terapotik etkinlige sahiptirler (145)(Tablo 1).

[-R’da NO olusumundaki azalma, 16kosit adezyon ve hiicre zar1 makromolekiil
gecirgenligini arttirir. Dolayisiyla, NO takviyesi (sodyum nitroprusside) ile I-R’a kars
endotel koruyuculugu olusturulabilir. Mevcut NO ile siiperoksit anyonu reaksiyonu
peroksinitrit olusumuyla sonuglanir. Bu molekiil sitotoksik olup oksidan hasarin énemli
aracilarindandir. Ancak, peroksinitrit ayn1 zamanda P selektin olusumunu azaltarak
reperfiizyon hasarindan koruyucu etki de saglar (9).

Venoz kilcallar, eklenmis notrofil ROT olusumu nedeniyle, oksidan stresin en
yogun goriildiigii vaskiiler kompartmandir. Venoz kilcallardaki endotel, 16kosit ve

plateletlere bagh oksidan hasar hiicre zar1 gegirgenligini maksimum hale ¢ikartir (9).

ARTERIOL ARTERYEL VENOZ KILCALLAR
KILCALLAR

Primer Yetersiz vazodilatasyon | Azalmis doku perfiizyonu Artmis hiicre zan gecirgenligi
Patoloji Interstisyel alana s1v1 kagigt

—Degisken doku cevabi: | —“No reflow” fenomeni: —Lokosit adezyonu:

.damar ¢ap1 .platelet ve 16kosit adezyonu | .endotel hiicre yiizeyi adezyon

.doku tiirii molekiilii olusumu

Mekanizma | —Azalmis NO sentezi: —Kompresyon: —Bariyer disfonksiyonu:

.substrat ve kofaktor .artmig hidrolik gecirgenlik 16kosit gocii

yetersizligi .interstisyel 6dem —Oksidan hasar:

.ROT direkt etkileri .ROT patlamas:

Artmus vaskiiler rezistans | Bozulmus doku perfiizyonu Hemodinamik dengesizlik
Senug ve ddem

Tablo 1: I-R hasarinda damarsal degisiklikler (9)

2.4.2. Nitrik Oksit-Siiperoksit Denge Kaybi Teorisi:
I-R hasarina bagli olusan mikrovaskiiler disfonksiyonun cogundan siiperoksit

anyonu ve NO’e olan degismis endotel cevabi sorumludur. I-R hasar1; NO-siiperoksit
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dengesizligi olusturarak, arteriollerde endotel bagimli vazodilatasyon, venoz kilcallarda
ise inflamatuar cevap olusturur. Normal sartlarda NO tiretimi siiperoksit tiretimine gore
cok daha fazladir. Bu durum; hiicre i¢i siiperoksit anyonlarinin NO ile rahat bir sekilde
temizlenmesini, diiz kas guanilat siklaz aktivitesi ile arterial tonus azalmasini, platelet
kiimelesme ve trombiis olusumunun engellenmesini ve lokosit-endotel etkilesiminin
minumuma indirgenmesini saglar. Reperfiizyon donemiyle birlikte NO/siiperoksit
dengesi siiperoksit lehine kayar. Bu durum, hem artmig endotel/lokosit siiperoksit
sentezi hem de azalmis endotel NO sentezi sonucunda gerceklesir. NO ve siiperoksit
etkilesimi, biyoaktif NO seviyesini iyice azaltarak, optimal doku perfiizyonu ve NO
bagimli vazodilatasyonun daha da bozulmasina neden olur. Siiperoksit, NO ile SOD’a
gore ¢cok daha hizli etkilesime girer (9).

Stiperoksit birikimi artmis hidrojen peroksit olusumuyla sonuglanir. Her iki
reaktif oksijen metaboliti de venoz kilcallarda inflamatuar cevabin olusmasi ve
devaminda onemli rol oynar. Bu etkiyi, fosfolipaz yollu PAF olusumu, endotel hiicre
yiizeyinde kompleman birikim ve aktivasyonu ile P selektin’in endotel yiizey ifadesinde
artigla olustururlar. Aym1 zamanda ROT, E selektin ve ICAM-1 gibi adezyon
molekiillerinin  genetik  kodlanmasin1  arttirarak  l6kosit-endotel —adezyonunun
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu genetik kodlama artisin1 NF-xB ve Activator

protein-1 gibi transkripsiyonel faktorler araciligiyla saglarlar (9).

2.5. Iskemi Reperfiizyon Sonrasi Olusan Iskelet Kasi Hasar1:

2.5.1. Tarihge:

1881 yilinda Volkman tarafindan tariflenen ve kemik kirigimi takiben olusmus
iskemik kontraktiir, muhtemelen belirlenmis ilk kas iskemisi komplikasyonudur.
Yapilan hayvan deneylerinde; 1926’da Jepson, alt ekstremiteye turnike uygulanimi
sonrast Oodem olustugunu, 1945°de ise Dennis, olusan bu Odeme fasyatomi ile
miidahelenin klinik diizelme sagladigin1 gostermislerdir. Ancak fasyatomi popiilerligini,
1964°de Patven, Pavlos ve Shires tarafindan 76 iskemik alt ekstremite hastasinda kas
0demini ¢6zmek icin kullanildiginda elde etmistir (13).

Sok sonrasi toksik molekiil olusumunun, ilk kez 1920 yilinda Cannon tarafindan
tariflenmesi, reperfiizyon hasarinda ilk adim olmustur. 1937°de ise Husveldt ve Bjering

tarafindan travmatik soku takiben bobrek hasari tariflenmistir. Ikinci diinya savasi
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sonrast Bywaters tarafindan yayinlanan genis bir seride ekstremite ezilmesini takiben
olusan bobrek yetmezligi tablosu ile reperfiizyon hasar tizerinde durulmustur (13).
Iskemik ekstremite revaskiilarizasyonu ile olusabilecek risk, ilk kez 1960 yilinda
Haimovici tarafindan “myonefropatik-metabolik sendrom” olarak tariflenmistir (146).
1969 yilinda, iskemik ekstremite revaskiilarizasyonunu takiben %85’lik mortalite
tariflenmis olup Haimovici’den farkli olarak mortalitenin kardiyopulmoner nedenlere

bagh olustugu gozlenmistir (147).

2.5.2. Ekstremite iskemi Reperfiizyonu’nun Patofizyolojisi:

Iskemiye kars1 olan tolerans dokunun tiiriine ve kollateral dolagim varligina gore
degisir. Normotermik doku iskemisinde geri doniistimsiiz hasar; kasta 4.saatte, sinirde
8.saatte, yag dokusunda 24.saatte ve kemikte yaklasik 4.giinde olusur (13).

a)Kas degisiklikleri:

Iskelet kas1, ekstremiteyi olusturan primer kiitle olup ayni1 zamanda iskemik
hasara en hassas dokudur. Dolayisiyla iskelet kasi hasar1 ekstremite reperfiizyon
hasarinin en 6nemli boliimiinii olusturur (13). Kas o6liimii sonrast makroskopik ve
mikroskopik degisiklikler minimal oldugundan kas 6liim zamanimi belirtmek zordur.
Iskemiyi takiben yaklasik iiciincii saatte ciddi kas hasar1 ve altinci saatte yaklasik
9%97’1ik fonksiyonel doku kaybi olustugu spektrofotometrik (triphenyltetrazolium
chloride) yontemlerle gosterilmistir. Dolayisiyla geri doniisiimsiiz zedelenme zamaninin
tayininde spektrofotometre onemlidir (148). Kas nekrozu ve ATP deposu azalmasi
arasinda yakin iligki saptanmustir. Iskemik kas dokusunda 6ncelikle glikojen ve kreatin
fosfat azalirken bu safthada ¢ok fazla myonekroz olusmaz. Sonrasinda, ATP azalmasiyla
birlikte, kas nekrozu hizla artar. 6 saatlik kas iskemisi sonucu, normal kas dokusu ATP
deposunda %80 azalma ve kas dokusunun tiimiinde nekroz olusur (149).

Kas fiberleri, igerdikleri myoglobin miktarina bagh olarak, kirmiz1 (tip 1) ve
beyaz (tip 2) olarak smniflandirilir. Cogu kas her iki tiirli de icermekteyse de bir tip daha
baskin bulunur. Ornegin bacagin 6n kompartmaninda daha ¢ok tip 1 veya yavas kasilan
fiberler baskin olup, enerji iiretiminde aerobik metabolizmay1 kullanmalar1 bu kas
grubunu iskemiye daha hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda ise tip 2 veya hizlh
kasilan fiberler baskin olup, enerji iiretiminde anaerobik metabolizma 6n plandadir (13).

Iskeminin siiresi ve etkilenen fiber tipi iskemik hasarda ©nemli olmakla birlikte
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dokunun viicuttaki konumu da onemlidir. Ornegin, cabuk soguma nedeniyle, distal
ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye daha direnglidir (13).
b)Mikrodolagim Degisiklikleri:

Mikrodolasim degisiklikleri, iskemik donemde gerceklesir ve iskemi siiresi ile
uyum gosterir. Iskemi, ilk olarak kapiller endotel hiicreleri etkileyerek, hem liimen hem
de sitoplazmaya dogru uzanan parmaksi cikintilar olusturur. iskeminin devamiyla
birlikte endotel vezikiillerinde artis olusur. Bu arada, hiicreler arasi1 baglar zayiflar ve
gecit genisler. Heterojen dagilimli endotel hiicre 6demi olusarak kirmizi kiire
sikismasini arttirir. Iskeminin dordiincii saatinden sonra mikrosirkiilasyonda hiicresel
etkilesimler(eristrositik, trombositik ve 16kositik) baslar. Vendz ve arteryel kilcallar,
reperfiizyon Oncesinde, sikismis eritrositlerle kapanmis goriiniimdedirler. Rulo
halindeki eritrosit kiimeleri, erken reperfiizyon doneminde, endotel yiizeyde hasarlanma
olustururlar. Endotel hiicre sitoplazmasindaki par¢alanma sonucu hiicreler arasi biiyiik
gecitler olusur. Reperfiizyonla birlikte, 6zellikle venoz kilcallarda, lumen i¢i platelet ve
fibrin kiimeleri ile karekterize trombotik komplikasyonlar olusur. Bu platelet kiimeler,
endotel yiizde olan genis defektleri kapatir. Venlerde l6kosit diapedezi olusurken, venoz
kilcallarda 16kositlerin lenfosit ve monositlerle olan kiimelesmesi olusur (13).

Iskemi siiresi uzadik¢a damarsal gecirgenlik artis1 ve ilerleyici interstisyel ddem
olusur. Yapilan bir calismada, 4 saatlik iskemi sonras1 kas agirligimin arttigi ve bu
agirhigin reperfiizyonun tigiincii saatinde maksimuma ¢iktigi belirtilmistir (150).

¢)“No reflow” fenomeni:

[k kez Brooks ve arkadaslar1 tarafindan 1922°de, hayvan deneyinde, bu durum
gozlenmis ve patofizyolojik olarak tarif edilmistir (151). Ancak, “no reflow” teriminin
ilk kez kullanimi, Ames tarafindan, 1968’de iskemik beyin hasarinda olmustur (152).

Kas iskemisi ilerlediginde kasi besleyen damarda kalici tikamiklik olusur.
Dolayisiyla “no reflow” fenomeninin myonekroza ikincil mi olustugu, yoksa “no
reflow” fenomeni sonucunda mi myonekroz olustugu celigkili bir konu olup, ilk
durumun gegerli oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii miyosit ve endotel hiicrelerin
iskemiye kars1 toleranslar1 farklidir. Dort saatlik iskemi ciddi kas hasar
olusturabilirken, bu durum endotelde 6 saatte olusur. Bu nedenle, dokunun iskemiye
kars1 olan toleransini endotel degil doku hiicresi belirler (13).

“No reflow” fenomeni patofizyolojisinde, hemokonsantrasyon ve tromboz,

kapiller endotel hiicrelerde sisme, kapillerlerde 16kosit kiimelesmesi ve doku ddemine
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ikincil artmis ekstravaskiiler doku basinci vardir. Kapiller endotel sismesi enerji

depolarindaki azalmaya baglidir. Bu sisme erken reperfiizyon déneminde maksimum

diizeyde olup kapiller kan akimina kars1 rezistansi arttirir. Lokositler, kapiller endotelle

adezyon olusturmadan liimen igerisinde kiimeleserek “no reflow” olusumunda 6nemli

rol oynarlar. Dolayisiyla kiimelesmis 16kosit hareketi endotel hasarin1 arttirir (13).
d)Lokal inflamatuar cevap:

Iskemik doku reperfiizyonu inflamatuar bir cevap dogurur. Ancak doku
nekrozundan reperfiizyon doneminden ¢ok iskemik donem sorumludur (13).

Damar tikanikliklarinda, hayvan turnike modellerinin aksine, tikanikligin bir
miktar distaline kadar, kollateral dolasima bagli, normal doku izlenir. Dolayisiyla
reperfiizyonla amag, distaldeki nekrotik alanmin degil bu alanin kanlandirilmasidir. Bu
bolge; nekrotik ve ciddi hasarlanmis hiicrelerin i¢ ice oldugu ve inflamatuar aracilarin
sentezlendigi yerdir. Dolayisiyla, reperfiizyon saglanmis hasarli veya nekrotik alan
miktar1 morbiditeyi belirler. Inflamatuar cevabin tetikleyicileri; asit fosfataz, inorganik
fosfat, laktik asit, myoglobin, niikleotidler, potasyum, proteolitik enzimler ve piirin
bazlarn gibi kas yikim dirtinleridir. Bu yikim fiiriinleri; prokoagulan o6zellikte olup,
intrensek pihtilagsma sistemini aktive ederek venoz kilcal trombozu ve kollateral
arteriollerde vazospasm olustururlar. Inflamatuar cevabin en belirgin oldugu gecis
alanindaki bu tarz bir aktivite, nekrotik alanda genislemeye neden olur. Dolayisiyla,
antitrombotik ve antiplatelet tedaviyle geri doniisiimlii hasar bolgelerine olan kollateral

akim ve mikrodolasim korunarak nekrotik genisleme engellenebilir (13).

2.6.iskemi Reperfiizyona Bagh Olusan Uzak Organ Hasar1 (MODS/SIRS):

Iskemi reperfiizyonun énemli sonuglarindan biri uzak organ hasari olup, yiiksek
mortaliteyle seyreden MODS’la sonuglanabilir. Barsak, karaciger, iskelet kas1 ve aortik
iskemi reperfiizyon modellerinde MODS gelisimi gézlenmistir (5).

MODS olusumunda, hayati organlarin kanlandirilmasi amagli, refleksif gelisen
mezenterik vazokonstriksiyon ve relatif mezenterik iskemi rol oynar. Bu kisa donemli
mezenterik iskemi, barsak mukozal biitiinligii ve bariyer fonksiyonunda bozulma ve
bakteri/lipopolisakkarit translokasyonuyla sonug¢lanir. Mezenterik lenf nodlar1 ve

karaciger makrofajlarinin bu etkenlerle aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerin (TNF-a)
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dolagimda artisina neden olur. Dolayisiyla, sistemik olarak, lokosit ve endotel
aktivasyonu gergeklesir (5).

MODS’da olusan sistemik inflamasyon hemen her organda hasar olustururken
ilk gozlenen, genelde 24-72 saat icinde olusan, akciger yetmezligidir. MODS’a bagh
olusan akciger hasari, hafiften (akut akciger hasar1) siddetliye (akut respiratuar distres
sendromu) dogru seyreden bir klinik spektruma sahip olup, patogenezinde
mikrovaskiiler gecirgenlik artist ve alveol sivist noétrofil birikimi suclanmaktadir.
MODS’a bagli aym1 zamanda karaciger, bobrek, santral sinir sistemi, gastrointestinal
sistem ve myokard disfonksiyonu goriilebilir (5).

a)Ksantin oksidaz

Ksantin oksidaz (XO), siiperoksit ve hidrojen peroksit olusumunda 6nemli rol
oynar. Tiim iskemi reperfiizyon modellerinde, plazma XO artis1 ile uzak organ hasari
arasinda korelasyon saptanmistir. Artmis sistemik XO enzim aktivitesi ile vaskiiler
sistemin tiimiinde ROT maruziyeti ve yaygin endotel aktivasyonu olusur. Ayn1 zamanda
XO, endotel hiicre yiizeyi glikozaminoglikanlarina baglanarak hiicre ylizeyinde
yogunlasir ve sitotoksik etkide bulunur. Dolayisiyla XO, hem direkt sitotoksik etki hem
de ROT olusumuna ikincil endotel ve 16kosit aktivasyonuyla, uzak organ hasarina
katkida bulunur (5).

b)Lokositler

Lokositlerden, ROT ve myeloperoksidaz enzim sentezi gerceklesir. Ayni
zamanda, aktif Iokosit kaynakli proteazlar, endotel bazal membran ve kavsak
proteinlerinin yikiminda rol oynarlar. Iskemik dokuda biriken aktif 16kositler ancak
reperfiizyon periyoduyla birlikte sistemik dolasima gecip uzak organ hasarinda rol
oynarlar. Reperfiizyonla olusmus sistemik l6kosit aktivasyonu ve uzak organ hasari,
endothehial cell adhesion molecules (ECAMs) kontroliiyle azaltilabilir. Reperfiizyon
ayn1 zamanda, iskemik doku kaynakli inflamatuar sitokinler ve adezyon molekiillerinin
sistemik artisina da neden olur. Dolayisiyla reperfiizyon doneminde, aktif 16kositlerde
ve adezyon molekiilleri yiizey ifadelerinde sistemik bir artis s6z konusudur (5).

¢)Inflamatuar aracilar

Septik sok ve MODS/SIRS Kklinikleri birbirlerine ¢ok benzemekte olup, hepsi
inflamatuar aracilar yoluyla gerceklesir. Herhangi bir dokudaki I-R, inflamatuar
aracilarin sistemik diizeylerinde artis ve lokosit-endotel-platelet etkilesimine neden

olarak uzak organ vaskiiler disfonksiyonuyla sonuclanir. Reperfiizyon, ayn1 zamanda
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kompleman sistem aktivasyonuna ikincil uzak organda artmis I6kosit trafigi ve vaskiiler
disfonksiyon olusturur. NO biyoyararlamimindaki sistemik azalma ve PAF, I-R’a bagh
uzak organ hasarinin diger aracilaridir (5). I-R’a baglh MODS’da goriilen akciger

hasarinin heme oksijenaz etkisiyle azaldigi bildirilmistir (153).

2.7. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Terapotik Uygulamalar:

2.7.1. Antioksidan Terapi:

Ubiquinon (Koenzim Q10) bir antioksidan molekiil olup, etki mekanizmasi hala
tam olarak anlagilamamistir. Ancak yapilan son g¢alismalarda, reperfiizyon donemi
serbest oksijen radikali patlamasim direkt antioksidan etkiyle engelledigi ve endotel
bagimli vazodilatasyon iizerinde olumlu etkilerde bulundugu bildirilmistir (154).

L-2-oxothiazolidine-4-carboxylate (OTC); doku GSH seviyelerinde artis
olusturarak, asetaminofen ile olugmus karaciger hasar1 ve hidrojen peroksite bagl
endotel hasarinda azalma saglar (155). Aym sekilde, malik asit diethyl ester veya L-
Buthionine-sulfoximine ile glutatyondan fakir hale getirilmis dokularm I-R hasar
etkilerine daha hassas olduklarn gozlenmistir (156). Dolayisiyla, doku GSH
seviyelerinde artis olusturan molekiiller I-R hasari i¢in koruyucudurlar. Ancak glutatyon
metabolizmasinin bizzat kendisi de toksik molekiiller olusturabilmektedir (157).

E vitamini, en onemli serbest oksijen radikali temizleyicilerindendir. Bu islem
sirasinda kendi de bir serbest radikal haline gelir ancak askorbik asit (vitamin C) gibi
molekiillerin yardimiyla yeniden stabil hale doniistiiriiliir ( a —tokoferol * + askarbik asit
— o —tokoferol + askorbik asit ") (157). I-R siirecinde doku Vit E seviyesinin diistiigii,
Vit E tatbikiyle ROT ve lipid peroksitlerin olusumunun azaltilabildigi gozlenmistir
(158). Vit E; antioksidan etkisi disinda, endotel hiicre yiizeyinde E selektin ve ICAM-1
ifadesini azaltarak endotel-nétrofil etkilesimini ve dolayisiyla ndtrofil aktivasyon ve
birikimini engeller. Bu etki mikrodolasgim devamliliginin saglanmasinda 6nemlidir
(159). A, C ve E vitaminlerinin birlikte veya diger farmakolojik ajanlarla (mannitol)
kullanimi ile elde edilen antioksidan etki, monoterapileri sirasinda elde edilen
antioksidan etkiye gore daha gii¢liidiir (160). Vitamin E ve ilopost’un birlikte kullanimi
ile, lipid peroksidasyonunda azalmaya bagli, i-R hasarinda diizelme saptanmistir (161).
Bir vitamin E anologu olan Lazaroid bilesikler (U83836E)’in de oksidatif stresi

azaltarak I-R’a kars1 koruyucu olduklar1 gosterilmistir (162).



56

Karvedilol ve onun viicuttaki metaboliti olan SB211475’in, endotel
fonksiyonlari koruyucu (vasodilatasyon) ve XO aracili superoksit radikal olusumunu
azaltici etkileriyle I-R hasarinda azalma sagladiklar bildirilmistir (163).

Allopurinol (XO inhibitorii), SOD, katalaz ve dimetil sulfoksit, [-R hasarinda
diizelme saglar. Aym zamanda, bu molekiillerin birlikte kullanimlart tek tek
kullanimlarina gore daha etkindir (164).

Quercetin (FB277); sentetik bir flavenoid olup, ksantin oksidaz inhibisyonu,
SOR uzaklastiric etki ve NOS artis1 olusturarak I-R hasarin1 azaltir (165).

Bunlarin disinda; nikaravan, a lipoik asit, thioredoxin (166), N asetilsistenin,
angiotensin converting enzyme inhibitor ve kalsiyum kanal blokérleri (167) ile I-R

hasarinda azalma tespit edilmistir.

2.7.2. Lokosit terapisi:

Lokosit aracili I-R hasar azaltilmasinda; inflamatuar araci maddeler, adezyon
molekiilleri ve 1okosit-endotel adezyonuna yonelik terapotik  yaklasimlar
kullanilmaktadir (2).

PAF, histamin, LT-B4 ve TNF-a gibi araci inflamatuar maddelerin sentez veya
reseptor etkilesimlerinin engellenmesi ile I-R hasarinda fayda saglanmistir (56). Ek
olarak, aspirin kullanimiyla bir grup biyoaktif eikosanoid(15-epi-lipoksinler) sentezinin
indiiklendigi gozlenmistir. Lipoksinler; inflamatuar sistemlere karsi bir cesit dogal
koruyucu sistem olup, l6kotrienler ve diger inflamatuar aract maddelerle olusan 16kosit
kemotoksisi, adezyon ve gogiinii engellerler. Lipoksin analoglarinin PMNL aracili
vaskiiler bariyer disfonksiyonu ve uzak organ hasarim azalttigi gosterilmistir (168).

Lokosit adezyon molekiilii sentezi azaltilmasi bir diger yaklasim seklidir.
Aspirin, glukokortikoidler, altin tuzlar ve D-penisilamin gibi anti-inflamatuar ilaglar;
NF-«B ve activator protein-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu
engelleyerek, 16kosit adezyon molekiilii sentezi veya sitokin olusumunu azaltirlar. Tek
zincir DNA molekiilleri olan oligodeoksiniikleotidler de, tamamlayic1 niikleik asit
sirasina spesifik olarak baglanarak, translasyonal veya transkripsiyonel seviyede gen
iriinii olusumunu engelleyip ayn etkide bulunurlar (56).

Lokosit endotel etkilesiminin engellenmesi bir diger yaklasim seklidir. Lokosit
adezyon molekiillerine yonelmis monoklonal antikorlar veya c¢oziilebilir serbest

adezyon molekiilleri (PSGL-1, sialyl-Lewis*, ICAMI ), I6kosit-endotel adezyonunda
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etkin yapilarin blokaji ve inaktivasyonunu saglarlar. Bu modeller hayvan deneylerinde

etkin olmakla birlikte, insanlardaki klinik kullanimina ait bilgiler yetersizdir (56).

2.7.3. iskemik Onkosullanma:

Iskemik 6nkosullanma ilk kez 1986 yilinda Murry tarafindan kalpte tariflenmis
olup, dokunun, ciddi [-R hasar1 oncesi, kisa siireli I-R periyodlarina maruz
birakilmasidir (169). Boylelikle doku, uzun siireli I-R’a daha direngli hale gelir. iskemik
onkosullanma sikluslarinin sayis1 ve siiresi arttikca koruyuculugu da artar (170).

Iskemik 6nkosullanmanin iki 6gesi mevcuttur. Akut(erken) énkosullanmada etki
reperfiizyonun ilk dakikalarinda baslayip 2-3 saat siirerken, gecikmis dnkosullanmada
etki reperfiizyonun 12-24’ncii saatinde baslar ve 2-3 giin devam eder (171).

Akut (erken) iskemik Onkosullanma; adenozin veya a;-adrenerjik reseptor
aracili, pertussis duyarli G protein aktivasyonuna neden olur. Bunun sonucunda
fosfolipaz C veya D aktivasyonu olusarak, protein kinaz C iizerinden ATP duyarh
potasyum kanallarinin fosforilasyonu ve 5 -niikleotidaz yapinin endotel hiicre diizeyinde
translokasyonu gerceklesir. Sonu¢ olarak, adenozin olusumu ve hiicresel enerji
depolarinda artis ile lokosit yapiskanhiginda azalmaya neden olur (172). Iskemik
onkosullanma ayni zamanda artmis interstisyel adenozin olusumuyla birliktelik
gostermekte olup, bu adenozinin CD73 aracili adenozinmonofosfat defosforilasyonu
sonucu olustugu diisiiniilmektedir (173). Artmis interstisyel adenozin seviyesi; notrofil
adezyonu, mikrovaskiiler gecirgenlik ve notrofil yuvarlanma hizina olumlu etkilerde
bulunurken nétrofil akis hizini etkilemedigi gozlenmistir (174) (Sekil 11).

Kisa siireli ve uzamis iskemik sartlandirmalar arasindaki siirenin 2 saati gegmesi
durumunda akut 6nkosullanma ile elde edilen faydali etkilerin azaldigi, bu siirenin 24
saatin lizerine ¢ikmas1 durumunda ise gecikmis 6nkosullanmanin olustugu gozlenmistir.
Gecikmis onkosullanmada; gen ifadesindeki degisime bagli, antioksidan enzim, NOS ve
1s1 sok proteinlerinde artis gozlenir (5). Erken iskemik onkosullanmada hem akim
hemodinamigi hem de 16kosit aktivasyonu olumlu yonde etkilenirken, gecikmis
onkosullanmada sadece lokosit aktivasyonu acisindan olumlu fayda elde edilmistir.
Dolayisiyla iskemi, akim dinamigini daha erken sathada etkilemektedir (1)(Sekil 11).

Iskemik onkosullanmada NO’in rolii detayli bir sekilde calistlmistir. NO her iki
onkosullanma tiiriinde de koruma saglar. Erken iskemik onkosullanmada olusan NO

eNOS aktivasyonuna bagl olup, gecikmis Onkosullamada saptanan NO ise iNOS
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aktivasyonuyla olusur. Erken iskemik onkosullanmada eNOS’un tetikleyici, gecikmis
onkosullanmada ise iNOS ve COX-2’nin araci olarak rol oynadigi otorlerce kabul
edilmistir (175).

Uzun siireli diisiik-orta doz etanol maruziyetinin, iskemik énkosullanma yoluyla,
[-R hasarma kars1 kardiyoprotektif etki sagladig: belirtilmistir. Etanoliin her iki safhada
inflamasyona kars1 koruyucu oldugu, gec satha koruyuculugunun adenozin A2 reseptor
bagimli NOS aktivasyonuyla gergeklestigi gozlenmistir (176). Kullanilan diger
farmakolojik ajan bir potasyum kanal acict olan kromakalim’dir. Gastroknemius kas
mikrodolasiminda iskemik 6nkosullanmaya kromakalim’in etkileri calisilmis ve I-R
hasarinda azalma olusturdugu gézlenmistir (177).

Insanlarda klinik uygulanimi konusunda bilgiler yetersiz olup yapilan son
calismalarda koroner bypass cerrahisi sonras1 aritmi (178) ve karaciger rezeksiyonu

sonrast doku hasarinda (179) azalma sagladig bildirilmistir.

ISKEMIK
ONKOSULLANMA
I 1
Arterioller Arteryel Kilcallar Venoz Kilcallar
-NOS aktivitesinde artis -ATP bagiml potasyum kanallar -NOS aktivitesinde artis
-Heme oxygenase ifadesinde artig aktivasyonu - Anti oksidan enzimlerde artis
- Anti oksidan enzimlerde artis -Hiicre ici sodyum yiikiinde -Adenozin olusumunda artis
azalma

Sekil 11: iskemik 6nkosullannma mekanizmalar1 (9)

2.7.4. Antitrombotik ve Fibrinolitik Terapi:

Heparin; antitrombotik etkinliginin yanisira anti-inflamatuar etkinlige de
sahiptir. Anti-inflamatuar etkileri; P ve L selektine baglanarak l6kosit-endotel
etkilesiminin engellenmesi, NF-«B inhibisyonu saglayarak inflamatuar kaskadin
bozulmasi ve lokositlerden ROT olusumunun engellenmesidir. Vendz kilcallarda;
endotel-lokosit etkilesimi, trombosit kiimelesmesi ve mikrotrombiis olusumunu
engelleyerek “no reflow” fenomeni etkinligini azaltir. Rekombinan insan doku

faktorii’niin de heparin kadar etkili oldugu gozlenmistir (180).
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Etkin bir fibrinolitik olan tissue plasminogen activator’iin I-R’da uygulanimi
sonrasi, l0kosit adezyon ve diapedezinde azalmaya bagli, doku inflamasyon ve
O0deminde azalma saptanmistir (181).

Platelet-1okosit ve platelet-endotel adezyonu saglayan molekiillerin monoklonal
antikorlarla bloklanmasi reperfiizyon hasarina kars1 bir diger tedavi modalitesidir. En
cok arastirllan adezyon molekiilleri; P selektin (platelet ve endotel), CD11b/CD18
(16kosit) ve fibrinojen reseptor GPIIb-IIla (platelet)’dir (105). Akut myokard infarktiislii
200 hastada, basaril1 anjioplasti sonrasi, GPIIb-IIIa reseptor antagonisti olan abciximab
uygulanmis ve myokard perfiizyonu ile LV fonksiyonlarinda kontrol grubuna gore
anlaml diizelme saptanmis (182).

Sonug olarak, platelet aktivasyonunun kontrolii; trombiis olusumu, vaskiiler

tonus kontrolii, anjiogenez ve inflamasyon patogenezinde 6nemli rol oynar (105).

2.7.5. Nitrik Oksit Terapisi:

Inhaler veya serum fizyolojikte ¢oziinmiis olarak tatbik edilen NO gazin, hayvan
deneylerinde, I-R hasarin1 (183) ve 16kosit adezyonunu (184) azaltti§1 saptanmistir.

Nitrik oksit donorleri olan organik nitratlarin; birgok [-R modelinde, 16kosit-
endotel adezyonu, lokosit-platelet adezyonu, mast hiicresi degraniilasyonu ve artmig
vaskiiler gecirgenligi azalttigi gosterilmistir (185). L-arjinin uygulanimu ile, i-R’a bagli,
NOS inhibisyonunun mukozal bariyer tizerindeki zararh etkileri kaldirilabilmistir (186).

L-arjinin; myokard infarktiisii sonrasi, sistemik uygulanmasiyla rekrotik hasarda
azalma saglanirken, intrakoroner uygulanimiyla endotel fonksiyonunda diizelme ve
nekrotik alanda kiiciilme saglanmstir (187). Aym1 zamanda, hayvan I-R modellerinde
(iskelet kasi, karaciger, deri), doku hasarinda azalma saglamistir (6).

NOS inhibit6rii kullanimi bir bagka yaklasim seklidir. Ancak, selektif olmayan
bir NOS inhibitor kullanim1 veya eNOS geni yoklugunda reperfiizyon hasar1 artarken,
selektif iNOS inhibisyonu ile I -R hasarinda azalma elde edilmistir (188).

2.7.6. Hipotermi ve intraarteryel infiizyon:

Hipotermi, reperfiizyon siirecine eslik eden doku 16kosit infiltrasyonu ve artmig
ROT olusumunu azaltr (189). Hizli ve etkin hipotermiyle, ampute olmus ekstremite
korunmas1 ve reimplantasyon sonrasi canliligi arttirilabilmistir (190). Birgok hayvan

modelinde, lokal hipoterminin donor organ canliligini arttirdigi gozlenmistir. Bu tarz bir
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koruma sadece kas fleplerinde uygulanabilmekte olup deri dokusu iceren (myokutanoz,
fasyokutanoz) fleplerde, sogukta deri perfiizyonu bozulacagi i¢in, kullanilamaz (180).
Ampute ekstremiteler i¢in 4 °C’lik lokal hipotermi koruma amagl yeterlidir.
Bununla birlikte, sogukta saklanmis iskelet kasi soguk I-R hasarina yatkindir ancak
dokunun Oncesinde University of Wisconsin soliisyonu ile reperfiizyonu bu durumu
engeller. Intraarteryel infiizyon, I-R hasarim azaltmada kullamilan bir diger tedavi
modalitesidir. Bir¢ok soliisyon ve farmakolojik ajan tek tek veya birlikte uygulanmistir.
University of Wisconsin ve Euro-collins soliisyonlari, en fazla incelemeye tabi tutulmusg
olanlaridir. University of Wisconsin soliisyonu; modifiye edilerek, reperfiizyon
periyodunu da ic¢ine alacak sekilde, lipid peroksidasyon inhibitorleri, serbest oksijen
radikali temizleyicileri, anti-inflamatuar diizenleyiciler ve nitrik oksit dondrleri ile
zenginlestirilmistir. Hayvan deneylerinden anlasildigi kadariyla, soguk soliisyonlarin
intraarteryel infiizyonu dokuda daha muntazam bir soguma saglar. Bu amacla modifiye
University of Wisconsin soliisyon infiizyonu, organ transplantasyonlar1 Oncesi

kullanilmaktadir (180).

2.7.7. Kompleman Terapisi:

Kompleman sistem aktivasyonu engellenmesi ile I-R hasarinin azaldig1 birgok
hayvan modelinde gosterilmistir (124). Kompleman sistem blokaji; lektin yol
inhibisyonu (Mannose Binding lectin antikorlar1), lektin ve klasik yol inhibisyonu
(Kompleman1 esteraz inhibitorii ve Komplemanl antagonisti) ve her ii¢ yolun birlikte
inhibisyonu (rekombinan kompleman reseptor-1 ve anti Kompleman5) ile saglanabilir.
Komplemanl inhibisyonu, Kompleman3 inhibisyonu olusturarak alternatif yolu kontrol
eder (1).

Kompleman3 konvertaz inhibitorii olan rekombinan kompleman reseptor-1’in
hayvan I-R modellerinde (myokard, bagirsak, sinir sistemi, iskelet kas1) doku hasarimni
ciddi diizeyde azalttigi saptanmistir (191). Benzer sekilde, koroner bypass cerrahisi
geciren kisilerde, anti Kompleman5 rekombinan tek zincir antikor olan pexelizumab
uygulamasi ile myokard hasari, erken postoperatif mortalite ve kompleman/lokosit
aktivasyonunda azalma tespit edilmistir (192). Kompleman inhibisyonunun bir bagka
yolu Komplemanl esteraz inhibitorii olup, myokard I-R hasarinda endotel hiicre

adezyon molekiil ifadesini azalttigi gosterilmistir (193). KomplemanSa ve
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Kompleman5’in antikor aracili bloklanmasi ile nekroz, apoptoz ve nétrofil
infiltrasyonunda belirgin azalma saglanmistir (194).

Sonug olarak, kompleman yollar birbirleriyle igice olup, sistemin herhangi bir
bolgesindeki blokaj I-R hasarinda fayda saglar ancak tiim bu anti-kompleman

sistemlerin insanlarda kullanimi konusunda yeterli klinik veri yoktur.

2.8. flac - ILOPROST

Ticari takdim sekli flomedin® 20 mcg/ml 1 ml (flomedin®, Bayer Schering
Pharma AG, Berlin, Germany)olup, sulu soliisyon i¢cinde 0,027 mg iloprost trometamol

(0,020 mg iloprost’a esdeger) igerir.

2.8.1. Farmakodinamik Ozellikler:

a)Platelet iizerine etkileri:

i)In vitro antiplatelet etkinlik:

Platelet kiimelesme ve degraniilasyonunu arttiran adenindiniikleotid, arasidonik
asit, kollajen, epinefrin ve U 46619 gibi maddelerin etkilerini, dozla orantili olarak,
engelledigi in vitro olarak gosterilmistir (195). Diabet, hiperlipidemi (196) ve periferik
arter hastaliginda (197) artmis platelet aktivitesi ve azalmis iloprost cevabi gézlenmistir.
Diabetik hastalarda kan sekeri kontrolii (198), hiperlipidemik hastalarda ise LDL diizeyi
kontroliiyle (199) iloprost platelet etkinliginin normale yaklastig1 gozlenmistir.

ii)In vivo anti-platelet etkinlik:

Intravendz iloprost’un, platelet hiperaktivitesi (200) ve travma sonrasi
hemostazda (201) antiplatelet etkinliginin doz bagimli oldugu hayvan deneylerinde
gosterilmistir. Iloprost'un kInik kullaniminda, antiplatelet etkinin yine doz bagiml
(0,5-2 ng/kg/dk) oldugu goriilmiis, yaklasik 2 ng/kg/dk dozda yan etkilerinin
belirginlestigi ve infiizyonun kesilmesini takiben 1 saat icinde antiplatelet etkilerinin
yok oldugu gosterilmistir (202,203).

Akut anterior myokard infarktiisii tanis1 ile izlenen erken donemdeki 14 hastalik
bir grupta (204) ve Fontaine II hastalarda (205), iloprost tedavisi ile platelet
aktivitesinin diistiigii ancak tedavi bitiminde bu etkinin normale dondiigii gézlenmistir.
[loprost tedavisi sonrasinda aterosklerotik alanlardaki platelet kiimelesme azalmasi

gama kamera ile gosterilmistir (205).
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iii)Trombosit salinim reaksiyonlari:

Trombosit aktivasyonunun son safhast olan degraniilasyon da, aym
kiimelesmede oldugu gibi, iloprost tarafindan benzer dozlarda engellenir (206). iloprost
tedavisi almig hastalardan alinan kanlarin, in vitro, trombojenik maddelerle temasi
sonras1 platelet seratonin (203) ve B-TG (202) salimimlarinin azaldigi gozlenmistir.
Bununla birlikte, o graniil salimminin belirginlestigi akut myokard infarktiisii
hastalarinda 24 saatlik iloprost tedavisine ayni B-TG ve platelet faktor cevabi
almamamistir (204). Aym sekilde, heparinizasyon sonrasi platelet aktivasyonuna baglh
spesifik protein yiikselisi iloprost ile engellenememistir (207). Dolayisiyla fizyolojik
olarak aktive olmus platelet salinim reaksiyonlar iloprost ile azaltilamamaktadir (15).

iv)Eklenmis antiplatelet etki mekanizmasi:

Plateletler, yiiksek sensitivite ve spesifitede epoprostenol (iloprost) reseptorii
icerir. Iloprost-reseptor etkilesimi, ilac kan diizeyi ile orantili ve geri doniisiimliidiir
(208). Reseptor aktivasyonu, adenilat siklaz aracilifiyla cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) olusumuna neden olur. Adenilat siklaz enzim aktivitesi Gi ve
Gs ile kontrol edilir. Dolayisiyla iloprost, Gs iizerinden etki ederek, enzim aktivasyonu
saglar. cAMP ise plateletler igcinde fosfolipaz ve sitozolik kalsiyum seviyesi
regulasyonu saglar (209). Iloprost’un; adenozindifosfat, epinefrin ve trombin’e bagh
platelet aktivasyonunu engelleyebilmesi, %90 oraninda, cAMP artis1 sonucu
olugmaktadir (195). Sigara kullanimi1 (210), diabetes mellitus (208), hiperlipidemi 196),
myokard infarktiisii (211) ve uzun siire iloprost maruziyeti (212) durumlarinda;
iloprost’un, reseptdr afinitesi degismeksizin baglanma kapasitesinde diisiikliik
saptanmistir. Reseptor durumu (say1 ve affinite) ile iloprost aktivitesi arasinda tam bir
korelasyon yoktur (212). Aym1 zamanda cAMP cevabi olmadan da iloprost’a bagl
antiplatelet etki olusabilmektedir (195). Bu iki durum, iloprost’un, plateletler iizerinde
cAMP disindaki yollarla da etki ettigini diisiindiirmektedir (15).

v)Platelet hiperaktivitesi:

Tloprost tedavisi verilen periferik arter hastalarinda platelet hiperaktivitesine ait
yaymlar vardir (213,214). Bu duruma, Fontaine IV hastalarinda iloprost uygulanimi
sonrast rastlanmis ve “iloprost rebound” olarak rapor edilmistir (214). Yapilan
calismalarda; bu etkinin, diisik plasma konsantrasyonlarinda c¢iktigi, yiiksek

konsantrasyonlarda (1,6-8 w/L) ise antiplatelet etkinligin olustugu bildirilmistir (213).
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Arasidonik asit kaskadinda TxA2 ve PGI2 birbirlerine yakin yollarla sentezlenir.
[loprost, bu yakin sentez yolu nedeniyle, PG 12 iizerinden arasidonik asit kaskadin1 ve
TxA2 seviyesini degistiriyor olabilir. Yapilan klinik calismalarda, iloprost’un
epoprostenol ve TxA2 metabolit seviyelerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(202). Ancak, uzun siireli iloprost tedavisi (212) veya iloprost’'un ani kesildigi
durumlarda (215) thromboxaneB2’de artig bildirilmistir. Bu durum hiperkoagulopatiyi
bir miktar agiklamaktadir. Ayn1 sekilde TxA2 sentezini (aspirin,indometazin) veya
aktivitesini (sulotroban) bozan durumlarda da iloprost etkinligi belirginlesir.
Dolayistyla, TxA2 ve PG I2/iloprost fonksiyonel antagonizma i¢indedir (15).

b)Kan akimu iizerine etkisi:

Kan akigkanligr artis1 ve kirmizi hiicre deformasyonuna 1-2 ng/kg/dk dozunda
neden olmadigi (202), ancak doz aralig1 yiikseltildiginde (2-4 ng/kg/dk) akiskanligi ve
ekstravazas-yonu arttirdigi bildirilmistir (216). Ancak, periferik arter hastalarinda
yapilan klinik bir ¢calismada; 6 saat 0,5-2 ng/kg/dk iloprost infiizyonuyla, mikrodolagim
fonsiyonlarinda diizelme saptanmistir (217).

c)Fibrinolitik aktivite {izerine etkisi:

Tloprost tedavisiyle; fibrinolitik aktivitede artis, dglobulin piht1 lizis siiresinde
azalma, degisik oranlarda tissue plasminogen activator diizeyi artis1 (218) saptanmis
ancak fibrinojen ve plasminojen diizeylerinde degisiklik saptanmamistir (202,216).

Bertek ve arkadaslari; iloprost infiizyonuyla, fibrinolitik aktivitesi baskilanmig
bir grupta aktivitenin normale dondiigiinii gdzlemlemislerdir (219). Tissue plasminogen
activator diizeylerinde ki artis istatistiksel olarak anlamli olmayip bu durum, iloprost’un
hem endotel tissue plasminogen activator sentezini hemde platelet tissue plasminogen
activator inhibitdr olusumunu arttirmasina baglanmigtir (218).

c)Notrofiller iizerine etkisi:

In vitro ortamda, kalsiyum ionofor A23187 veya N-formyl-L-methionyl-L-
phenylalanine karsi olan nétropenik cevabi engelledigi gosterilmistir (220). Aktive
olmus PMNL’lerin kordon veni endoteline adezyonu da iloprost infiizyonuyla
azaltilabilmistir (221). Hayvan deneylerinde, 100 ng/kg/dk iloprost infiizyonuyla,
iltihabi veya hasarlanmig dokulardaki notrofil birikimi azaltilabilmistir (222).

i)Iloprost ve Adezyon Molekiilleri:

Periferik arter hastaligi ve sistemik skleroz hastalarinda; iloprost’un, l16kosit

hiicre yitizeyi oMP2 integrin (CD11b/CD18) ifadesini azalttign gosterilmistir. Bu
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adezyon molekiilii; 16kosit-endotel arasindaki geri doniisiimsiiz baglanmadan sorumlu
olup, l6kosit diapedezi ve sonrasinda gelisen doku hasarinda 6nemli rol oynar. Bu
aMp2 integrin reseptoriin endotel karsiligt ICAM-1"dir. Adezyon molekiilleri; yapisal
olarak endotel hiicre zarinda mevcut olup, IL-1, TNF-a ve IFN-a gibi inflamatuar
sitokinler araciligiyla olusan endotel disfonksiyonunda yiizey ifadeleri artar. Iloprost
infiizyonuyla periferik arter hastaligi ve sistemik skleroz hastalarinda, aMB2 integrinde
oldugu gibi, ICAM-1 diizeyinde de diislis saptanmistir. Ayn1 sekilde iloprost’un,
Romatoid Artrit (224) ve sistemik skleroz’da (225) ICAM-1, VCAM-1 ve E selektin
hiicre yiizey ifadelerini azalttigi gosterilmistir. Dolayisiyla iloprost; lokosit-endotel
etkilesiminde, hem endotel (ICAM-1) hem de 16kosit (aMP2) iizerine etki eder (223).

[loprost’un, P selektin aracili 16kosit-platelet adezyonunu dnemli 6lciide azalttig
(226) ancak uzun siireli iloprost tedavisinde, iloprost desensitizasyonuna bagli, 16kosit-
platelet adezyonunun arttig1 (227) bildirilmistir. Yapilan bir bagka in vitro calismada;
iloprost’un, fibrinojen reseptorii olan ve platelet adezyonunda 6nemli rol oynayan GP
IIb/IIa’y1 azalttig: gosterilmistir (228).

In vitro olarak, iloprostun; lenfosit-endotel adezyonu ve sitokinle uyarilmis
endotel hiicre yiizey ICAM-1 / endothelial leukocyte adhesion molecule-1 (ELAM-1)
ifadelerini azaltti1 gosterilmistir. [loprost’un adezyon molekiilleri iizerindeki bu azaltici
etkisinin adenilat siklaz aktivasyonuyla olustugu diisiiniilmektedir (14).

d)Hemodinamik Etkiler:

i)In vitro ortamda damar tizerine etkileri:

In vitro olarak, iloprost’un, cAMP aracili arteryel vazodilatasyon olusturdugu
gosterilmistir (229,230). Aortada epoprostenol/iloprost reseptorleri mevcut olup (231),
[loprost ve epoprostenol’un arteryel vazodilator o6zellik bakimindan benzerlik
gosterdikleri goriilmiistiir. Ancak, vendz dilatasyon konusundaki veriler yetersizdir. Her
iki ajan, in vitro olarak, safen ven ve pulmoner ven de vazodilatasyon yapar. Koroner
venlerde, epoprostenol doz bagimli kontraksiyon olustururken, iloprost tek basina
yetersizdir. Ancak, birlikte kullanildiklarinda, iloprost epoprostenoliin etkisini yok eder.
lloprost’a ait arteryel vazodilator etki ozellikle saglam endotelde daha belirgindir.
Ancak, iloprost’a ait bu etkinin endojen epoprostenol veya endothelial derived relaxing
factor (EDRF) ile ilgili olmadig1 gozlenmistir (15).

Tloprost; arasidonik asit (232), TxA2 analogu U46619 (233) ve angiotensin II

(234) gibi vazokonstriktor maddelerin etkilerini yok eder. Bunun disinda, TxA2-
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epoprostenol arasindaki dengeye etki ederek, arteryel dilatasyon saglar (232,234).
Ornegin; Angiotensin II ile olusturulan vazokonstriksiyon ve ddem, Iloprost’un diisiik
dozlaryla (1 nmol/L) UK38485 (TxA2 sentez inhibitorii) ve BM13177 (TxA2 reseptor
blokorii)’e benzer sekilde azaltilabilmektedir (235). Ancak iloprost, TxA2 ile
olusturulan vazokonstriksiyona ¢ok etkili degildir (236).

[loprost, aym1 zamanda, sempatik sinir sistemi iizerinden de arteryel dilatasyon
saglar. Hayvan deneylerinde, iloprost’un; transmural sinir uyarimi ve phenylephrine’e
olan vazokonstriktor yamti engelledigi gosterilmistir (15). Yine hayvan deneylerinde,
diisiik doz iloprost ile norepinefrin/epinefrin’ine olan [ reseptor etkilesimli
vazokonstriksiyon yanit baskilanmistir (237). Hayvan myokard iskemi modellerinde,
iloprost’un, adrenerjik sinir u¢larindan katekolamin kaybini engelledigi gosterilmistir
(238). Bu bulgular iloprost’un, pre-post sinaptik etkin oldugunu gosterir, ancak
vazomotor tonus iizerindeki etki mekanizmasi hala tam aydinlatilamamistir (15).

ii)In vivo ortamda damar iizerine etkileri:

Hayvan deneylerinde, iloprost’un antiplatelet etkinliginin hipotansif etkisine
gore 2-7 kat fazla oldugu gosterilmistir (239). Buna benzer sonuglar insanlar {izerinde
de saptanmuistir (240). Iloprost’un bu antiplatelet etkinligi epoprostenole karsi
tistiinliigiinii olusturur ve terapotik kullanimini arttirir (15). floprost’un doz bagimli ve
geri doniistimlii hipotansif etkisi hayvan deneylerinde gosterilmistir (241). Hipertansif
hayvanlarda oral uygulanim sonrasi uzun siireli normotansiyon elde edilmistir (242).
Hipotansiyon veya tasikardiye neden olmayan diisiik dozlarda bile mezenterik / alt
ekstremite vaskiiler rezistansinda azalma (241) ve kan akiminda artig (242) saptanmistir.

Arteryel dilatasyon etkisi, teorik olarak iloprost’'un koroner arter hastaligi,
primer pulmoner hipertansiyon ve serebrovaskiiler hastalikda kullanilabilirligini
destekler. Buna yonelik hayvan deneylerinde, iloprost’un, 60 dakikalik bilateral karotis
arter okliizyonu sonrasinda, ddem, kalsiyum birikimi ve 6grenme kapasitesi verileri
acisindan kontrol grubuna gore etkin oldugu gosterilmistir (243). Yine hayvan pulmoner
hipertansiyon modelinde 0,4 ng/kg/dk iloprost infiizyonuyla, pulmoner arter basinci ve
pulmoner vaskiiler rezistans da, kardiak indeks ve kan gazi degisikligi yapmaksizin,
belirgin diizelme saglar (244).

iii)Klinik kullaniminda saptanan hemodinamik etkiler:

0,5-4 ng/kg/dk iloprost infiizyonuyla; vazodilatasyona bagli, periferik vaskiiler

rezistans ve ortalama kan basincinda doz bagimh azalma olurken, kalp hiz1 ve kardiak
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indekste artis olusur (245). Primer pulmoner hipertansiyonlu hastalarda; iloprost
infiizyonuyla, pulmoner vaskiiler rezistansda doz bagimli azalma, kardiak indeks ve
pulmoner arter oksijen saturasyonunda ise artis gozlenmistir (246). Tim hasta
gruplarinda, iloprost infiizyonu; bobrek kan akiminda doz bagimh artis ve diiiretik etki
saglamustir (247,248). Iloprost, periferik arter hastalarinda RAS sistem aktivasyonu
olusturmazken, tuz kisitlamasi olan saglikli kisiler (248) ve primer hipertansiyonlu
kisilerde (247) renin aktivitesinde belirgin artig olusturur.

e)Sitoprotektif etki:

Doku perfiizyon artis1 ve antiplatelet etkiyle, direkt sitoprotektif etkinlik saglar.

1)Kardiyak koruma:

Bircok in vitro myokard I-R modelinde, iloprost’'un myokard fonksiyonunu
korudugu gosterilmistir (249,250). Hipotermik arrest olusturulan rat kalbinde, iloprost
ve diltiazem’in myokardial korumada benzer etkinlik gosterdigi rapor edilmistir (250).
[loprost’un; I-R olusturulmus myokardda, adrenerjik sinir uclar1 katekolamin kaybin
azaltarak uyarilabilme durumunu korudugu (238), mitokondrial disfonksiyon (251) ve
oksidatif stresi (249,252) azalttign saptanmustir. 0,1 pg/kg/dk iloprost infiizyonuyla;
hayvan myokardiyal iskemi modelinde, hiicre zar1 fosfolipid kaybinin ve dolayisiyla
hiicre zar1 hasarinin azaldigi gosterilmistir (253). Aym modelde; 1,2 pg/kg/dk iloprost
infiizyonu ile, iskemik alan kan akimi degismeksizin, saglikli myokard dokusu kan
akiminin artti@1 ve infarkt alaninin kiigiildiigii gézlenmistir (254).

Deneysel koroner arter trombozu (255) ve mikroemboli (256) modellerinde;
iloprost’un, tikanma siiresini %50 uzattuigi, ST segment degisiklikleri ve iskemik
alanlardan inosine salmimini azaltti1 gosterilmistir. Iloprost infiizyonuyla, TxA2 ile
indiiklenmis infarkt alaninda kiiciilme gdzlenmistir (15). Iloprost infiizyonunun en fazla
iskemik periyod Oncesi baslatildiginda miyokardiyal koruma sagladigi gézlenmistir
(257). Reperfiizyon olusturulmadan sadece iskemik hasar olusturulan hayvan
deneylerinde iloprost’un iskemi baslangicindan bagimsiz olarak miyokardial koruyucu
etki gosterdigi biyokimyasal olarak tespit edilmistir. Reperfiizyon donemi iloprost
uygulama siiresi uzadik¢a infarkt alanimin daha cok kiicilildiigi saptanmistir (258).
[loprost’un diisiik dozlariyla da miyokardiyal korunma saglanmasi, bu etkinin hipotansif
etkiden bagimsiz oldugunu gosterir (238). iloprost infiizyonu sonrasi, infarkt alam

kiigiiltiicii etki ile notrofil birikimini azaltic1 etki arasinda korelasyon saptanmistir (259).
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ii)Antiaritmik etki:

Reperfiizyon aritmilerinde epoprostenol-TxA2 oraninin 6nemli oldugu,
iloprost’un bu orani epoprostenol lehine c¢evirdigi bildirilmistir (260). In vitro olarak,
iloprost’un, aritmojenik maddelerle olusturulmus ektopik atim ve fibrilasyonu
durdurdugu ancak yiiksek dozlarda kendisinin de aritmojenik oldugu gozlenmistir
(261). 24 saatlik hipotermik arrest modelinde, iloprost ve diltiazem’in reperfiizyon
aritmisi kontroliinde benzer etkinlikte oldugu saptanmustir (250). Iloprost’a bagli atrial
ve ventrikiiler transmembran aksiyon potansiyel degisikligi saptanmamis olup
antiaritmik etkinin elektrofizyolojik temeli ¢oziilememistir. Reperfiizyon aritmisinde,
iloprost’un diisiik doz (0,1 pg/kg/dk) infiizyonu yiisek doz (1 pg/kg/dk) infiizyon’a gore
daha etkindir. Yiiksek dozla olusan hipotansiyon aritmiye katkida bulunur (260).

Hayvan koroner mikroemboli modelinde; 0,18 ug/kg/dk iloprost infiizyonuyla,
spontan ventrikiiler fibrilasyon insidansinin azaldigi ancak uyarilmis fibrilasyon
insidansinin degismedigi gozlenmistir (256).

iii)Diger doku hasar1 modelleri:

Bromobenzen ve karbon tetraklorid ile olusturulmus hepatoseliiler hasar ve LDH
artisinin iloprost infiizyonuyla o©nlendigi gosterilmistir. iloprost bu etkiyi, lipid
peroksidasyonunu azaltip aldehid eliminasyonunu arttirarak gergeklestirir (262).
loprost’un, hayvan travmatik sok modellerinde, plasma Katepsin D aktivitesinde azalma
ve hiicre zar stabilizasyonu sagladigi bildirilmistir (263). Iloprost'un pankreatik
homojenatta belirgin proteolitik aktivite diisiisii olusturmasi lizozomal stabilizasyon
artisinin gostergesidir (264).

f)Cerrahi uygulamalar:

1)Transplantasyon:

[loprost, donor organ nakli sirasinda olusabilecek doku hasarimi antiplatelet ve
sitoprotektif etkiler aracilifiyla azaltir (265). Dondr akciger korunmasinda etkinligi
belirgin olmayip, Eurocollins soliisyonu 6ncesi ek olarak iloprost tatbiki ile postoperatif
I’inci saat oksijenasyonun iyilestigi ancak hemodinami, tidal hacim, ge¢ donem
oksijenasyon ve doku Odemi acilarindan kontrol grubu ile fark olusturmadigi
gbzlenmistir (266). Iloprost’un, transplantasyon cerrahisinde kullamimi konusu tam
netlik kazanmamistir (15). Siklosporin ve iloprost monoterapilerinin her ikisi de yasam

beklentisinde uzama saglar ancak birlikte kullanimlarinin monoterapiye gore iistiin
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oldugu go6zlenmistir. Bununla birlikte azothioprine ve iloprost kombine tedavisinin
azothioprine monoterapisine {istiin olmadig1 goriilmiistiir (266).

il)Anastomoz ac¢ikligina etkisi:

0,5 mm captan kiiciik damarlarda, vazospasm ve tromboz nedeniyle, anastomoz
aciklik orani diigiiktiir. Hayvan arteryel rekonstriikksiyon modelinde, anastomoz
acikliginin topikal 25 pg/cm iloprost ile belirgin arttigi ancak i.v. iloprost ile degisiklik
olusmadig bildirilmistir (267).

2.8.2 Farmakokinetik Ozellikler:

[loprost; arasidonik asitten sentezlenen, endojen bir prostaglandin olan
epoprostenol (PG 12, prostasiklin)’iin sentetik karboksilin analogudur. Epoprostenol, en
fazla damar endoteli tarafindan sentezlenir (Sekil 12).

[loprost; epoprostenolden farkli olarak C18, C19’da iiclii bag, C16’da methyl
grubu ve heterosiklik oksijen atomu yerinde metilen grubu igerir (Sekil 13). Bu
molekiiler farklilik, iloprost’un daha stabil bir molekiil olmasini saglar ve intravenoz /

oral kullanimina olanak verir.
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a)Emilim ve dagilim;

1, 2 ve 3 ng/kg/dk i.v. infiizyon dozlaryla sirasiyla 46, 85 ve 135 ng/L sabit
plasma konsantrasyonlarina ulasilir (268). Oral alindiginda, ¢ok hizli emilime ugrayarak
maksimum plazma konsantrasyonuna 10 dakika icinde ulasir ancak karaciger ve
barsaklarda cok fazla biyotransformasyona ugrayarak sadece %20’si sistemik dolagima
gecer (oral 1ug/kg iloprost — 251 ng/L. maksimum plazma konsantrasyonu) (268).

Intravendz uygulanim sonrasi, son satha dagilim hacmi; yaklasik 0,7 L/kg dir
(268). Hayvan deneylerinde maksimum santral sinir sistemi seviyesine (es zamanli
plazma konsantrasyonun % 10’undan azdir) yaklasik 5 dakikada ulasir (268).

b)Metabolizma ve eliminasyon:

Tamam B oksidasyon ile tetranor tiirev ve onun bilesiklerine metabolize olur
(Sekil 14) ve metabolitlerin yaklasik % 70’1 ila¢ alimimi takiben ilk 14 saat icinde
bobreklerden atilir. Uygulanan ilag dozunun %12 — 17’si ise fecesle atilir (15).

Toprost coon T bt Tetranor boprost )
cooH COOM
Tetranor
- i -\ -
~ o ~ o e I CHa o Bilesikler
Lo s L S
G
D /\\/K/ Hd’ ¢
i oM 'OH

Sekil 14: Tloprost Metabolizmas1 (15)

Eliminasyonu bifazik olup; 6nce organ doku dagilimi (t1/2: 4dk), sonrasinda ise
biyotransformasyon ve eliminasyon [ t1/2: saghikh kisilerde 30 dakika (268), kritik
bacak iskemili kisilerde 37 dakika (269)] sathalarini icerir. Epoprostenol i¢in bu ikinci
satha yarilanma omrii yaklasitk 3 dk’dir. Bobreklerden temizleme hizi; normal
populasyonda 20 ml/dk/kg, kritik bacak iskemili hastalarda 16 ml/dk/kg (269), ciddi
karaciger yetmezliginde ise 10 ml/dk/kg (86)’dir. Dolayisiyla karaciger yetmezliginde,
aynmt dozla, iki kat yiliksek plasma konsantrasyonlarina ulasilir (270). Bobrek
yetmezliginde ise, ilging olarak, diyaliz gereksinimi olan grupta temizlenme hizi
normalin {i¢te biriyken, diyaliz gerektirmeyen grupta bu normale yakindir. Her iki
grupta yarillanma Omrii aymdir ancak maksimal plasma konsantrasyonu; diyaliz ihtiyact
olan grupta yaklagik 2-2,5 kattir (271). Bu bulgular 1s181inda 6zellikle tireminin iloprost

temizlenme hizinda etkin oldugu diisiiniilmektedir (271).
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2.8.3. Periferik Vaskiiler Hastalikta floprost Kullanimu:

Periferik dokularin besin ihtiyaclar mikrosirkiilasyon ile saglanir. Epoprostenol;
mikrovaskiiler kan akimi hacim ve dagilimimin kontroliinde ve mikrovaskiiler defans
sistemi aktivasyonunun sinirlandirilmasinda rol oynar. Ozellikle iilsere aterom plaklari,
kiimelesme ve hiicresel salimimi tetikleyerek, siddetli mikrovaskiiler defans
reaksiyonlart olusturabilir. Cogu mikrodolagim tikamikligi geri doniisiimsiiz olmakla
birlikte, iloprost inflizyonuyla; aktive olmus trombosit - 16kosit ve hasarli endotel
arasindaki kisir dongii gegici olarak kirilabilmekte ancak kronik semptomatik rahatlama
saglanamamaktadir (222)(Sekill5). Iloprost bu kisir dongiide; dengeyi epoprostenol
lehine cevirerek, hiicresel aktivasyon ve salinimi engeller (222).

[lomedin® antiagregan, vazodilatdr, trombosit inhibisyonu yapici etkisi, 16kosit
adezyonu inhibisyonu ve mikrovaskiiler kan akiminda artis nedeniyle periferik tikayici

damar hastaliklarinda terapétik etki gosterir (222).

Kapiller
permeabilitede Trombasit agregasyonunun
duZEy’ﬂE bozulmas

PGl
reseptarler

Kan akiminda
artma

Arterioler
vazomotor reglilasyon dilatasyon
korunur

(PGl,-reseptdrler yaluyla)

Endotelyal koruma
Ldkosit Cemde gerilerne
deaktivasyonu

Dormandy J.A. : The pathophysiolegy of critical limb ischaemia and pharmacological intervention with a stable
prostacyclin analogue. New York 1989, sayfa 29-32

Sekil 15: Tloprost kullanimu, primer hastaliga bagli olmaksizin, mikrodolasin diizeltmektedir ve bdylece
trofik lezyonlarin iyilesmesi veya dinlenme durumunda agrinin giderilmesi saglanmaktadir (222).

a)Terapotik Endikasyonlar:
i)Arteriosklerozis obliterans: Diyabetik (272)
Non diyabetik (273)

Temelinde arter tikayici hastalik bulunan, kritik ekstremite iskemisi olgularinda;
cerrahi ve kateter miidahalesinden(vaskiiler rekonstritkksiyon acisindan) sonug

almamadiginda ya da yararsiz olduklar1 kanitlandiginda, iloprost tedavisi denenir.
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Fontaine III. ve IV. evredeki tikayici arter hastaligi olan hastalarin katildigi randomize,
plasebo kontrollii ¢aligmalarda intravendz iloprost kullaniminda, agrinin azalmasi, iilser
iyilesmesi ve ampiitasyon oranlarinda plaseboyla karsilastirildiginda belirgin bir
tistiinliik elde edilmistir (273,274).

Oniki uluslararast uzmanlar birliginden(Tikayict Arter Hastaligi Tedavisinde
Trans-Atlantik Dernekler-Arast1 Goriis Birligi) olusan TASC c¢alisma grubunun
acikladigi asagidaki bildiri iloprost’un terapdtik smiflandirilmast  konusunda
olusturduklar1 goriis birligi belgesidir: "Iloprost kontrollii, randomize caligmalarda
bugiine kadar en fazla sayidaki, ilerlemis kronik ekstremite iskemili hastada incelenmis
olan prostanoiddir. Eldeki veriler damarlarinin yeniden agma girisimleri i¢in uygun
olmadig1 ya da revaskiilarizasyon girisimlerinin basarisiz kaldigi kritik ekstremite
iskemili hastalarda iloprost kullanimini hakli ¢ikarmaktadir. Tedaviye yamt verecek
hastalar1 6ngormek acisindan herhangi bir teknik gelistirilmis degildir, ancak ilacin
oldukgca yiiksek diizeydeki terapotik giivenilirligi; erken bir ampiitasyon
endikasyonunun kacimilmaz olmas1 disinda, biitiin bu hastalarda iloprost’un

denenmesini giindeme getirmektedir." (275).

ii)Buerger hastaligi (276)
iii)Bag dokusu hastaliklar1 (Raynaud fenomeni): Cocuk (277)
Erigkin (278,279)]

iv)Akut arter tikanikligi (280)
v)Perioperatif greft acikligimi arttirmak i¢in kullanimi (281,282)
vi)Deneysel caligmalar; Greft i¢ yiiziine kaplanmasi (283)

Medulla spinalis korunmasi (284,285,286)

Iskemi/reperfiizyon hasar1 &nlenmesi (287,161)

vii)Nadir uygulamalar

Mikrovaskiiler tromboz (288) Eritromelalji (292)
Kolesterol embolisi(distal ve/veya renal) (289) Kokain kullanimi (293)
Hypothenar hammer sendromu (290) Ergotizm (294)

Intraarteriyel ilag enjeksiyonu (291) Donma (295)
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2.8.3.1. Tloprost’un iskemi Reperfiizyon Hasarr’ndaki klinik kullanimu:

[loprost’un, iskemi-reperfiizyonla olusmus lokal organ hasarinda etkin oldugu;
bobrek (296), akciger (297), kalp (249,251,252,254,255,298), spinal kord (285,286),
mezenterik (299), karaciger (300) ve iskelet kas1 (161) iskemi reperfiizyon modellerinde
gosterilmistir. Aym1 zamanda, iskemi reperfiizyona bagli gelisen bobrek (301) ve
akciger (302) uzak organ hasarlarinda da; iloprost’un hasar1 azaltmada etkin oldugu
gosterilmistir. Dolayisiyla iloprost; I-R’a bagh lokal ve uzak organ hasarlarinda etkin

bir tedavi modalitesidir

2.8.4. Dozaj ve uygulama sekli:

Pulmoner hipertansiyonda 2,5 pg inhaler doz onerilen baslangi¢ tedavidir. Bu
doz hasta tarafindan tolere edilmisse giinde 6-9 kez 5 ng seklinde tatbik edilebilir (303).

Intravenoz tedaviye 0,5 ng/kg/dk dozuyla baglanir ve hasta toleransina uygun
olarak her seferinde 0,5 ng/kg/dk arttirilarak maksimum doza ulasilir. Yapilan; ¢ift kor,
doz bagimli etkinlik calismasinda (DAWID, Dosis Abhangigkeit der Wirksamkeit von
[lomedin® Doppelblind); dozaj yiikseldikce ila¢ etkinliginde artis olmaksizin yan
etkilerin belirgin arttig1, dolayisiyla kar/zarar oranm1 bakimindan ilacin maksimum tolere
edilen dozda degil optimal dozda verilmesi gerektigi kanaatine varildi (304).

Periferik vaskiiler hastalik ve diyabetik anjiopati’de, 14-28 giin boyunca, giinde
6 saat 2 ng/kg/dk dozunda infiizyon tedavisi Onerilmektedir. Diabetik anjiopatide bu
protokoliin ikinci bir kere tekrar edilmesiyle klinik basarinin arttifi goriilmiistiir.
Raynaud hastalarinda ise 3 giinliik, giinde 5-8 saat, 0,5-3 ng/kg/dk infiizyon tedavisi
uygulanmakta ve 6-8 hafta klinik rahatlama saglanabilmektedir (15).

3-36 ng/kg/dk i.v. iloprost tedavisiyle heparine bagli trombositopenide
kardiyovaskiiler cerrahi prosediirlerin uygulanmasia olanak saglamistir (207).

Gebelik, laktasyon, aktif kanama veya kanama diyatezi, ciddi koroner arter
hastalig1 veya son 6 ay i¢inde gecirilmis myokard infarktiisii durumlarinda kullanimi
kontraindikedir. Antihipertansifler (beta blokorler, kalsiyum kanal blokorler,
angiotensin converting enzyme inhibitors) ve kanama egilimini arttiran (heparin,
coumadin, asetil salisilik asit) ilaclar ile etkilesime girerek sinerjik etkide bulunabilir.
Hamilelerde kullaniminda Kategori C ilaglar (Food and Drug Administration) i¢inde

siiflandirlmistir.  Ozellikle diyalize giren kronik bobrek yetmezligi hastalart ve
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karaciger fonksiyon bozuklugunda dozaj ayarlamasi yapilmalidir. intoksikasyonunda

antidotu yoktur, ila¢ kesilmesi yeterlidir (15).

2.8.5.Tolerans:

Hastalar arasinda toleransta belirgin desiklik olup, kisinin iloprost’a olan
tolerans1 dozun kademeli olarak arttirilmasiyla saglanabilir. Tlaca bagli yan etkiler, doz
yiikseldikge artar, ila¢ kesildiginde ise kaybolur (15).

Yiizde kizarma ve bas agrisi en sik goriilen yan etki olup; % 70 oraninda
rastlanir, sonrasinda sirastyla bulant1 (%30) ve kusma (%16) gelir. Gastrointestinal yan
etkiler (kramp, diyare) kullanilan dozlar yiikseldikce artis gosterir. Bu rahatsiz edici
gastrointestinal yan etkilerden iloprost dozu kademeli olarak arttirnlarak kurtulabilinir.
Ciddi koroner arter hastalarinda, iloprost infiizyonu sonrasi anjina olustugu
gozlenmistir. Bu durum, artmis adenozin seviyesine ikincil gelisin tasikardi veya
azalmig aortik / poststenotik kan basincina bagh gelismis olabilir. Tedavisinde iloprost
infiizyonu kesilir, adenozin antagonisti olan aminofilin tatbik edilir. Periferik arter
hastaligir tedavisinde, < 2 ng/kg/dk aralikli iloprost infiizyonu sirasinda ciddi
hipotansiyon nadir olup, az da olsa postural hipotansiyon bildirilmistir. Hemodiyaliz
sirasinda 2 ng/kg/dk iloprost tedavisi bir¢cok hastada semptomatik hipotansiyon
yapmistir. Bu durum hemodiyalize bagh yiikselmis prostanoidlerin iloprost’a olan
artmis hassasiyetine baglanmistir. Ekstrakorporeal dolasimda, heparinle indiiklenmig
platelet aktivasyonunu engellemek amacl yiiksek doz (=24 ng/kg/dk) iloprost kullanimi
da ciddi hipotansiyona neden olabilir. Bu durum ilacin kesilip norepinefrin
uygulanmasiyla diizeltilebilir (207). Diger nadir yan etkiler; huzursuzluk, sedasyon,
halsizlik, uykusuzluk, ani terleme, lokal eritem, kas agrilar1 ve kramplari, agiz kurulugu

ve istahta azalmadir (15).
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3. MATERYAL METOD

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi ‘Deney hayvam Uretim
Laboratuar’ ndan temin edilen, her iki cinsten ve ortalama agirliklar1 200-250 gr olan
24 adet Wistar-Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar rast gele ve esit sayida (n = 8) olarak
iic gruba ayrildi. Ratlar deney Oncesi bir hafta siire ile, tel kafeslerde, 12 saat gece 12
saat giindiiz sirkadiyan ritm de, ortam sicaklig1 24-26 °C ve nem oran1 %50-60 olacak
sekilde tutuldu. Ratlarin beslenmesin de standart ticari pellet yemi ve sehir igme suyu
kullanildi. Ratlarin caligmadan 12 saat oncesinden yemleri kesildi ancak bu donemde su
igmelerine izin verildi. Tiim ratlarin bakimlari; Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi
tarafindan bi¢imlendirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim Prensipleri’ne ve Laboratuar
Hayvani1 Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan hazirlamip Ulusal Saglik Enstitiisti tarafindan
yaymlanan (NIH basim no. 85 — 23 , 1985 revize edildi) ‘Laboratuar Hayvanlarinin
Bakim ve Kullamimi i¢in Kilavuz’una uygun olarak yapildi. Calisma protokolii ve
deneysel metod Siileyman Demirel Universitesi Etik Kurulu tarafindan onayland.

(29.09.2005 tarih ve 10/05 sayil1 Etik Kurul karar)

3.1 Aortik Okliizyon ve iskemi Reperfiizyon Modeli

Deney baslangicinda; intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamine
hydrocholoride (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) verilerek anestezi saglandi
(Resim 1). Islem, bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken
gerceklestirildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan ratlara orta hat laparotomi yapildi
(Resim 2). Barsaklarin 1slak gazli bez yardimiyla uzaklastirilmas: ardindan, infrarenal
abdominal aorta (IAA), dikkatli bir sekilde explore edildi (Resim 3). IAA’ya, travmatik
olmayan bir mikrovaskiiler klemp (vascu-statts II®, midi straight 1001-532; Scanlan
Int., St. Paul, MN, USA) konuldu (Resim 4). 120 dakika sonra IAA’ daki mikrovaskiiler
klemp kaldirildi ve 120 dakika siireyle reperfiizyon saglandi. Aortik iskemi; klempleme
islemi sirasinda distal aortada pulsasyonun kaybolmasiyla (Resim 5), aortik reperfiizyon
ise; klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortada pulsasyonun geri gelmesiyle onaylandi
(Resim 6). Kontrol grubunu olusturacak ratlarda laporotomi ve abdominal aort
diseksiyonu esit siirede (240 dakika) uygulandi ancak bu grupta I-R olusturulmadi.i-R
donemlerinde peritoneal bosluktan 1s1 ve sivi kaybimi en az miktara indirmek igin;

IAA’ya klemp konulmasi ve kaldirilmasi sonrast donemlerinde, peritoneal bosluga
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serum fizyolojik uygulanip, batin insizyonu gegici olarak 1slak gazli bez ile sarilarak
kapatildi. Reperfiizyon siiresi sonunda; tiim ratlarda, median laparotomi kesisi yukariya
dogru ilerletilerek mediasten acildi, kalbe ulasildi ve 5 cc’lik enjektor yardimiyla sag
ventrikiiler bosluktan kan alindi. Aym sekilde, median laparotomi kesisi sag inguinal
alana ilerletilip, atravmatik cerrahi malzeme yardimiyla sag femoral arter yaklasik 1 cm
uzunlugunda alindi. Sonrasinda sag gastroknemius kas doku 6rnegi alindi. Femoral arter
ve kas doku ornekleri; immunohistokimyasal ve hematoksilen-eosin degerlendirme
yapilincaya kadar %10’luk formaldehid soliisyonu i¢inde saklandi. Ratlardan alinan
kanlar, oda sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra, 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve rat plazma ornekleri -70 derecede saklandi.

Calisma Dizayn1 (Deney Modeli)

Ratlar, esit sayida (n=8) ve rastgele olarak ii¢ gruptan birine dahil edildi:

Grup 1 (Kontrol): Laparotomi ve IAA diseksiyonu yapild.

Grup 2 (AIR): Laparotomi ve aortik iskemi reperfiizyon (AIR) yapild

Grup 3 (AIR + iloprost) : Laparotomi ve AIR yapilip ratlara iloprost verildi

I. Grup kontrol grubu (n=8); diger gruplara uygulanan cerrahi iglemin stresi ve
stiresi esit olacak sekilde laporotomi ve abdominal aort diseksiyonu iglemi uygulandi.

II. Grup AIR grubu (n=8); cerrahi islem olan laporotomi ve abdominal aort
diseksiyonu ardindan infra renal aortaya 120 dakika siire ile atravmatik mikrovaskiiler
klemp ile okliizyonu takiben 120 dakikalik reperfiizyon islemi uygulandi.

III. Grup AIR + iloprost (ilomedin® 20 mcg/ml, Schering) grubu (n=8); iloprost
grubunda infrarenal aortadaki 120 dakikalik iskemik periyod sonrasi klemp kaldirilarak,
reperfiizyon periyod baslangiciyla 0,45 pg/kg/saat dozunda iloprost i.v. infiizyonuna
basland1 ve 120 dakikalik reperfiizyon periyodu boyunca infiizyon devam etti (Resim9).
llag infiizyonu igin; uygun antisepsi sonrasi, cutdown metoduyla, kuyruk venine sari
renkli braniil yerlestirildi (Resim 7-8). Her bir rat i¢in 120 dakika icinde verilmesi
gereken toplam iloprost miktar1 2 cc serum fizyolojik icerisinde dilue edilip, infiizyon
(compact perfusator®, Braun, Germany) kuyruk veninden, sar1 renkli braniil yardimiyla
yapildi. Tiim ratlardan; patolojik degerlendirme i¢in sag gastroknemius kas ve sag
femoral arter doku Ornekleri ile biyokimyasal analizler icin kan 6rnegi alindi. Doku ve

kan ornekleri alinan ratlar dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edildi.



Resim 1

infrarenal Aort

Resim 2

Resim 5

Resim 3

Resim 6

Resim 7

Resim 9

Resim 8

76



77

3.2 Biyokimyasal islemler:

Ratlar’dan alinan kanlar oda sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra 4000
rpm’de 10 dakika cevrilerek eritrositlerden ayrilan plazma -70 derecede saklandi.
Sonrasinda saklanmis plasmalar oda sicakligina getirilerek, iskemi- reperfiizyon hasari
gostergeleri olan MDA, CPK, P selektin, ICAM-I ve VCAM-I degerleri biyokimya
boliimii tarafindan dl¢iildii.

a)Malondialdehid (MDA) Olgiimii:

Doku MDA High Performance Liquid Chromatography (HPLC) metoduyla;
MDA kiti (Immundiagnostic serum/plasma MDA kiti®, Immundiagnostic Systems,
Frankfurt, Almanya) kullamilarak, HPLC cihaz1 (Finnigan MAT TS700, Thermo
Finnigan, San Jose, CA, USA)’nda ¢alisildu.

b)Creatine Phosphokinase (CPK) Olgiimii:

Spektrofotometrik yontemle (340 nm dalga boyunda); CPK kiti (Abbott Clinical
chemistry CPK Kit No: 7D63-20®, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA)
kullanilarak, spektrofotometre cihazi (Aeroset Automated Instrument Analyzer, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA)’nda calisild.

¢)P selektin (CD62P) Olciimii:

Eliza yontemiyle (450 nm dalga boyunda); P selektin kiti (Mouse sP-Selectin
Quantikine®, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) kullamlarak, Eliza cihaz
(ELx808iu ultramicroplate reader Biotek Instruments, Winooski, Vermont, USA)’nda
caligildi. Katalog no:MPS00

o)Intercellular Adhesion Molecule -1 ICAM-I) (CD54) Ol¢iimii:

Eliza yontemiyle (450 nm dalga boyunda); ICAM-I kiti (Mouse sICAM-I
Quantikine®, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) kullanilarak, Eliza cihaz1
(ELx808iu ultramicroplate reader Biotek Instruments, Winooski, Vermont, USA) nda
calisildi. Katalog no: RIC100

d)Vascular Cell Adhesion Molecule — 1 (VCAM-I) Olciimii:

Eliza yontemiyle (450 nm dalga boyunda); VCAM-I kiti (Mouse sVCAM-I
Quantikine® R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) kullamlarak, Eliza cihaz1
(ELx808iu ultramicroplate reader Biotek Instruments, Winooski, Vermont, USA)’nda

calisildi. Katalog no: MVCO00
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3.3 Femoral Arter ve Gastroknemius Kas Doku Orneklerinin Histopatolojik
Olarak Degerlendirmesi:

Histopatolojik inceleme icin doku ornekleri % 10’luk tamponlu notral
formaldehit soliisyonunda 24 saat fiske edildi. Orneklerin tiimii doku takip cihazinda
(Shandon Pathcenter) rutin takibe alinarak parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin
bloklardan mikrotom (Leica Rotary) ile her doku 6rnegi icin 5 um kalinhiginda seri
kesitler hazirlanarak Hematoksilen Eozin (HE) ve immunohistokimyasal (IHC) boyalar

ile boyandi. Isik mikroskobu ile histopatolojik inceleme yapildi.

a)Hematoksilen Eosin (HE) Boyama Teknigi ve Degerlendirme:

i)HE boyama teknigi:

Secilen parafin bloklardan elde edilen 5 pm kalinligindaki kesitler lamlara
alinarak, 1sitic1 tablasinda 70 C de kurutuldu. Sonrasinda, deparafinizasyon islemi icin;
20 dakika ksilende, dehidratasyon islemi icin; 20 dakika %96 alkolde bekletildi.
Yaklasik 5 dakika sudan gecirilen preparatlar 1 dakika kadar Mayers Hematoksilen
(Mayer’s Hematoxylin, 06002L®, Bio-Optica, Milano, italy)’de tutuldu. Yeniden 2
dakika sudan gecirilip, 30 saniye Eosin’de tutulan preperatlar sonrasinda 2 dakika kadar
sudan gecirildi. Tiim bu islemler sonrasinda, preperatlar 2 dakika alkolden gecirildi ve
kurutuldu. Kurumus preperatlar ksilene konulup entellan ile kapatilarak mikroskopik
degerlendirme icin hazir hale getirildi.

ii)HE Degerlendirme:

Femoral arter ve gastroknemius kas doku HE kesitlerinde; kontrol, AIR,

AlR+iloprost gruplarinda histopatolojik olarak belirgin degisiklik saptanmadi.

b)Immiinohistokimyasal (IHC) Boyama Teknigi ve Degerlendirme:

1)IHC boyama teknigi:

Secilen parafin bloklardan elde edilen 5 um kalinligindaki kesitler poly-L-Lizin
kapl lamlara alinarak, 37 C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Sonrasinda 10 dakika ksilene
konularak deparafinize edilen kesitler %96’lik saf alkolde 5 dakika bekletilerek
dehidratasyon saglandi. Ardindan 2 dakika distile suda yikandi. Bu islemi takiben,
antijen geri alimimin saglanabilmesi i¢in, sitrath tampon (ph:6) soliisyonu i¢inde, 98 °c
de 20 dakika kaynatildi ve aymi tampon icerisinde oda 1sisinda 20 dakika sogutuldu.

Sonrasinda IHC boyamaya gegildi. ilk olarak, endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
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kaldirmak icin, % 3’liikk hidrojen peroksit ile bloklama islemine tabi tutulup, 20 dakika
inkiibasyon yapildi ve 5 dakika Fosfat Buffer Soliisyonu (PBS) ile yikandi. Sonrasinda
5 dakika protein blok (Large Volume Ultra V Block, TA-125-UB®, Lab Vision
Corporation,Fremont, CA, USA) uygulandi. Bu islemi takiben kesitler yikanmadan
iizerlerindeki bloke eden soliisyon silkelenerek primer antikorlar uygulandi.

Uygulanan her bir primer antikor igin farkli diliisyon orami ve inkiibasyon
zamani uygulamasi yapild;

1. P-Selectin goat polyclonal (M-20/ SC-6943®, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz, California ,U.S.A), 1/100 diliisyon, 60 dakika inkiibasyon

2. L-Selectin goat polyclonal (N-18/SC-6946®, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz, California ,U.S.A), 1/100 diliisyon, 60 dakika inkiibasyon.

3. TNF alpha Mouse Monoclonal (clone P/T2®, Histopathology Ltd, Hungary),
1/50 diliisyon, 30 dakika inkiibasyon.

4. CD11b (CBL 11®, Chemicon International, Inc., Temecula, California,
USA), 1/100 diliisyon, 60 dakika inkiibasyon.

5. Integrin B2 (CD18) (M 18/2- SC-18862®, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz, California ,U.S.A), 1/100 diliisyon, 60 dakika inkiibasyon.

6. ICAM-1 (CD54) Mouse Monoclonal (15,2 / SC-107®, Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Santa Cruz, California ,U.S.A), 1/100 diliisyon, 60 dakika
inkiibasyon.

7. COX-2 goat polyclonal (M-19 / SC-1747®, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz, California ,U.S.A), 1/200 diliisyon, 60 dakika inkiibasyon.

Sonrasinda primer antikorlar PBS’ de 5 dakika yikanip, sekonder antikor
(Biotinylated Goat Anti Polyvalent, TP-125-BN®, Lab Vision Corporation,Fremont,
CA, USA) damlatilip 20 dakika inkiibasyon yapildi. Tekrar PBS’ de 5 dakika yikanarak,
tersiyer antikor (Large Volume Streptavidin Peroxidase, TS-125-HR®, Lab Vision
Corporation,Fremont, CA, USA) damlatildi ve 20 dakika inkiibasyonda birakildi. 5
dakikalik PBS yikamasi tekrarlandi. Sonrasinda diaminobenzidine (DAB) kromojen
(TA-125-HD®, Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA) damlatilip, 5-15 dakika
inkiibasyon saglandi ve distile suda yikandi. Dokular Mayer’s Hematoksilen (Mayer’s
Hematoxylin, 06002L®, Bio-Optica, Milano, Italy) icinde 1 dakika siireyle zit boyandi.
Ardindan distile suda 2-5 dakika yikanip alkolden gecirildi. Havada kurutulan

preparatlar ksilene konularak entellan ile kapatildi.
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ii)IHC Degerlendirme:

Femoral arter ve gastroknemius kas doku kesitlerinde, IHC olarak; P selektin, L
selektin, TNF-a, CD11b, CD18, ICAM-1(CD54) ve COX-2 boya tutulum yogunlugu ve
siddeti incelendi. Femoral arter kesitlerinde; P selektin, L selektin, TNF-0, CD11b,
CD18 ve ICAM-1 (CD54) icin sadece damar endoteli degerlendirilirken, COX-2 i¢in
hem damar endoteli hem de damar adventisyasi1 degerlendirildi.

Tum doku kesitlerinin P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18, ICAM-1
(CD54) THC boyamalarinda; boya tutulum ve yogunlugu, Andrej ve arkadaslarinin
(305) yaptig1 calismadaki skorlama sistemi referans alinarak; -, + ve ++ (-; boyama yok,
+; hafif boyanma, ++; siddetli boyanma) olarak derecelendirildi. IHC bulgularin
gruplara gore ortalama skorlar1 (-) boyama yok O puan, (+) hafif 1 puan ve (++) siddetli
2 puan olarak derecelendirilerek hesaplandi.

Tiim doku kesitlerinin COX-2 degerlendirilmesinde; boya tutulum ve
yogunlugu, yine Andrej ve arkadaglarinin (305) yaptig1 calismadaki skorlama sistemi
referans alinarak; -, +, ++ ve +++ (-; boyama yok, +; hafif boyanma, ++; orta boyanma,
+++; siddetli boyanma) olarak derecelendirildi. IHC bulgularin gruplara gore ortalama
skorlar1 (-) bulgu yok O puan, (+) hafif 1 puan, (++) orta 2 puan ve (+++) siddetli 3
puan olarak derecelendirilerek hesaplandi.

Tiim patolojik incelemeler, kesitlerin hangi gruba ait oldugunu bilmeyen bir

patolog tarafindan kor olarak yapildi.

3.4 Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizin yapilmasinda bilgisayar programi olarak SPSS13 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) kullanildi. Sayisal degiskenler ‘ortalama * standart sapma’
seklinde sunuldu. P degerinin 0.05°den kiiciik olmas: istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Biyokimyasal ve histopatolojik bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi
sirasinda gruplar arasindaki anlamli farklarin belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi, iki
grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-Whitney U testi kullanildi. Kruskal-
Wallis testi i¢in p < 0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi i¢in p < 0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR
4.1 Biyokimyasal Bulgular
MDA CPK P selektin ICAM-1 VCAM-1
(umol /L) (u/L) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml)
1 0,68 11270,00 2,35 - -
2 0,65 6960,00 2,75 - 5,50
3 0,51 10246,00 - 18071,00 5,95
4 1,02 - 2,35 15555,55 2,75
5 - - 2,35 19438,00 7,85
6 - 10810,00 1,55 23078,75 4,45
7 - 13107,00 - 18182,15 2,35
8 0,92 - - 18991,60 3,10
Tablo 2: Kontrol grubu biyokimyasal degerlendirme sonuglari
MDA CPK P selektin ICAM-1 VCAM-1
(pmol /L) (u/L) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml)
1 0,88 24600,00 - 21415,65 -
2 0,95 - 15,20 - 19,90
3 1,09 28280,00 5,45 21031,45 19,90
4 1,37 12038,00 4,70 24013,40 20,05
5 1,75 12640,00 14,00 20671,10 20,05
6 1,68 28290,00 - 24402,30 4,85
7 0,92 - - 24629,35 4,85
8 0,88 12420,00 4,30 36343,40 -
Tablo 3: AR grubu biyokimyasal degerlendirme sonuglari
MDA CPK P selektin ICAM-1 VCAM-1
(pmol /L) (u/L) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml)
1 0,54 10427,00 - - -
2 - 9294,00 2,70 15794,55 -
3 - - 7,80 14176,75 -
4 - 13262,00 - 14542,85 9,00
5 0,78 11747,00 - 9710,45 6,00
6 0,37 10422,00 3,75 9575,20 4,80
7 0,41 9756,00 2,70 13293,70 7,00
8 0,54 - 3,90 14854,65 4,95

Tablo 4: AIR + iloprost grubu biyokimyasal degerlendirme sonuglari

Not:Tablolardaki(-)
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isareti ile goOsterilen parametreler teknik nedenlerle biyokimyasal

degerlendirmelerin yapilamadigi veya hatali ¢ikan sonuglart gostermekte olup istatistiksel degerlendirme

disinda tutulmustur.
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Kontrol Grubu AIR Grubu AIR +iloprost Grubu

MDA (umol / L) 0,75 £0,20 1,19+036% 0,53 £0,16
CPK (u/L) 10478,60 + 2240,49 19711.33 + 8160,41a 10818,00 + 1455,76

P selektin ( ng / ml) 2,27 +043% 873+539% 4,17 £2,10
ICAM-1 (pg/ml) 18886,17 +2455,46 % | 24643,80 +5425,07" | 1313545 +2500,75

VCAM-1 (ng/ml) 4,56 £1,99 14,93 +7.817 6,35 1,72

Tablo 5: Gruplara gore biyokimyasal sonuglarin ortalama ve standart sapma degerleri

a: Diger gruplar ile karsilastirildiginda p < 0.05
b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p < 0.05

MDA, CPK, P selektin, ICAM-1 ve VCAM-1 plazma degerlerinin; AIR

grubunda kontrol grubu degerlerine gére anlamli olarak arttig1 (p < 0.05), AIR+iloprost
grubunda ise plazma MDA, CPK, P selektin ve ICAM-1 degerlerinin AIR grubu

degerlerine gore anlamli olarak azaldig1 (p < 0.05) saptandi. AiR+iloprost grubu ICAM-

1 plazma degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore anlamh

azaldigi (p < 0.05)

saptanirken, AlR+iloprost grubu P selektin plazma degerlerinin kontrol grubu

degerlerine gore anlamli olarak arttig1 (p < 0.05) saptand1 (Tablo 5).

1,4 1
12

0.8 0,75

0,6

E MDA
(mikromol/L)

0,4
0,2

Kontrol

AIR AlR+iloprost

Grafik 1: MDA’ nin (umol/L) gruplar aras: degerlerinin grafiksel analizi
* Diger gruplar ile karsilastirildiginda p < 0.05

AIR grubu plazma MDA degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore anlamli

diizeyde arttig1 bulundu (p < 0.05). AiR+iloprost grubu plazma MDA degerlerinin ise

AIR grubu degerlerine gore anlamli diizeyde azaldigi bulundu (p < 0.05). Kontrol grubu

MDA degerleri ile AiR+iloprost grubu MDA degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi

(p > 0.05) (Grafikl).
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Grafik 2: CPK’nin (u/ L) gruplar aras: degerlerinin grafiksel analizi

% Diger gruplar ile karsilastirildiginda p < 0.05

AIR grubu plazma CPK degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore anlamli
diizeyde arttigr bulundu (p < 0.05). AiR+iloprost grubu plazma CPK degerlerinin ise
AIR grubu degerlerine gore anlaml diizeyde azaldig1 bulundu (p < 0.05). Kontrol grubu
CPK degerleri ile AiR+iloprost grubu CPK degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi
(p > 0.05) (Grafik 2).

10 - el
9 8,73
8
7
6
5 17 B P Selektin
4 * (ng/ml)
3 22F
2 -
1l
0 '
Kontrol AR AlIR+iloprost

Grafik 3: P selektin’in ( ng/ml) gruplar aras: degerlerinin grafiksel analizi
* Diger gruplar ile karsilastir1ldiginda p < 0.05

AIR ve AlR+iloprost gruplar1 plazma P selektin degerlerinin kontrol grubu
degerlerine gore anlamli diizeyde artt1g1 bulundu (p < 0.05). AiR+iloprost grubu plazma
P selektin degerlerinin ise AIR grubu degerlerine gore anlamh diizeyde azaldig

bulundu (p < 0.05) (Grafik 3).
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Grafik 4: ICAM-1"in ( pg/ml) gruplar arasi degerlerinin grafiksel analizi
* Diger gruplar ile karsilastirildiginda p < 0.05

AIR grubu plazma ICAM-1 degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore anlaml
diizeyde artt1g1 bulundu (p < 0.05). AiR+iloprost grubu plazma ICAM-1 degerlerinin ise
AIR ve kontrol gruplari degerlerine gore anlaml diizeyde azaldig: bulundu (p < 0.05)
(Grafik 4).

| VCAM-1(ng/mi)

Kontrol AR AlR+lloprost

Grafik 5: VCAM-1"in ( ng/ml) gruplar arasi degerlerinin grafiksel analizi

% Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p < 0.05

AIR grubu plazma VCAM-1 degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore anlamli
diizeyde arttig1 bulundu (p < 0.05) (Grafik 5).

4.2 Histopatolojik Bulgular:

a)HE Degerlendirme:

Kontrol, AIR ve AiR+iloprost gruplari rutin femoral arter HE kesitlerinde damar
endotel hiicrelerine ait belirgin degisiklik gozlenmedi. AIR grubunda endotel
hiicrelerinde hafif hidropik dejenerasyon vardi (Resim 1).

Kontrol, AIR ve AiR+iloprost gruplari rutin gastroknemius kas HE kesitlerinde

kesit dahilindeki damar endotel hiicrelerinde belirgin degisiklik gézlenmedi (Resim 9).
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b)IHC Degerlendirme:

i)Femoral arter:

Kontrol grubuna ait femoral arter doku kesitlerinin IHC degerlendirmesinde;
ortalama olarak, P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18 ve ICAM-1 igin
immunoreaktivitenin olmadigi (ortalama skor; -) goriildii (Tablo 6)(Resim 2,3,4,5,6,7).
COX2 igin ise, ortalama olarak, damar endotel hiicre ve adventisyasti immiino-
reaktivitesinin orta diizeyde (ortalama skor; ++) oldugu saptandi (tablo 7)(Resim 8).

AIR grubuna ait femoral arter doku kesitlerinin IHC degerlendirmesinde;
ortalama olarak, P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18 ve ICAM-1 icin
immunoreaktivitenin siddetli diizeyde (ortalama skor; ++) oldugu goriildii (Tablo 6)
(Resim 2,3,4,5,6,7). COX2 icin ise, ortalama olarak, damar endotel hiicre ve
adventisyasi immiinoreaktivitesinin siddetli diizeyde (ortalama skor; +++) oldugu
saptandi (tablo 7)(resim8).

AlR+iloprost grubuna ait femoral arter doku kesitlerinin IHC degerlendirme-
sinde; ortalama olarak, P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18 ve ICAM-1 igin
immunoreaktivitenin hafif diizeyde (ortalama skor; +) oldugu goriildii (Tablo 6) (Resim
2,3,4,5,6,7). COX2 igin ise; ortalama olarak, damar endotel hiicre ve adventisyasi
immiinoreaktivitesinin orta diizeyde (ortalama skor; ++) oldugu saptandi (tablo 7)
(resim8).

Ortalama skorlar1 alinan histopatolojik bulgularin Kruskal-Wallis yontemiyle
istatistiksel analizinde P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18, ICAM-1 ve COX2
[HC parametreleri agisindan anlamli farklilik saptand: (p<0.01)(tablo 6, 7).

Gruplarin her birisi kendi arasinda karsilastirilip degisikliklerin Mann-Whitney
U yontemiyle istatistiki anlamliligi incelendiginde, P selektin, L selektin, TNF-q,
CD11b, CD18 ve ICAM-1 immiinoreaktivitesinin; AIR ve AlR-+iloprost gruplarinda,
Kontrol grubuna gére anlaml diizeyde yiikseldigi saptandi (p<0.05). AiR-+iloprost
grubu P selektin, L. selektin, TNF-a, CD11b, ICAM-1 ve COX2 (endotel ve adventisya)
immiinoreaktivitesinin ise; AIR grubuna gore, anlamli derecede diistiigii saptandi
(p<0.05). COX2 igin ise; hem endotel hemde adventisya degerlendirmelerinde, AIR
grubuimmunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlaml diizeyde yiikseldigi (p<0.05),
AlR+iloprost grubu immiinoreaktivitesinin ise AIR grubuna gore anlamh derecede
azaldigr (p<0.05) saptandi. Femoral arter adventisyas1 COX2 immunreaktivitesi

AlR+iloprost grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde (p<0.05) artarken,
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femoral arter endoteli COX2 immunohistokimyasal incelemesinde kontrol ve
AlR+iloprost gruplarinda anlaml fark bulunmadi (p>0.05)(tablo 6, 7).

i1)Gastroknemius kas:

Kontrol grubuna ait gastroknemius kas doku kesitleri IHC degerlendirmesinde;
ortalama olarak, P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18 ve ICAM-1 icin
immunoreaktivitenin olmadigi (ortalamaskor;-) goriildii (tablo8) (Resim 10,11,12,13,
14,15).COX2 i¢in ise, ortalama olarak, kas dokusu ici endotel hiicre immiinoreaktivitesi
hafif diizeyde (ortalama skor; +) oldugu saptandi (tablo 9)(resim 16).

AIR grubuna ait gastroknemius kas doku kesitlerinin IHC degerlendirmesinde;
ortalama olarak, P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18 ve ICAM-1 i¢in immuno-
reaktivitenin siddetli diizeyde (ortalama skor; ++) oldugu goriildii (tablo 8) (Resim 10,
11,12,13,14,15). COX2 icin ise, ortalama olarak, kas dokusu ici endotel hiicre
immiinoreaktivitesi siddetli diizeyde (ortalama skor;+++) oldugu saptandi (tablo9)
(resim 16).

AiR+iloprost grubuna ait gastroknemius kas doku kesitlerinin IHC
degerlendirmesinde; ortalama olarak, P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18 ve
ICAM-1 i¢in immunoreaktivitenin hafif diizeyde (ortalama skor; +) oldugu goriildii
(tablo 8) (Resim 10,11,12,13,14,15). COX2 i¢in ise, ortalama olarak, kas dokusu i¢i
endotel hiicre immiinoreaktivitesi orta diizeyde (ortalama skor; ++) oldugu saptandi
(tablo 9) (resim 16).

Ortalama skorlar1 alinan histopatolojik bulgularin Kruskal-Wallis yontemiyle
istatistiksel analizinde P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, CD18, ICAM-1 ve COX2
[HC parametreleri agisindan anlamh farklilik saptandi (p<0.05) (tablo 8, 9).

Gruplarin her birisi kendi arasinda karsilastirilip degisikliklerin Mann-Whitney
U yontemiyle istatistiki anlamliligi incelendiginde, P selektin, L selektin, TNF-q,
CD11b, CD18 ve ICAM-1 immiinoreaktivitesinin; AIR ve AlR-+iloprost gruplarinda,
kontrol grubuna gore anlaml diizeyde yiikseldigi saptandi (p<0.05). AlR-+iloprost
grubu P selektin, L selektin, CD18 ve COX2 immiinoreaktivitesinin ise; AIR grubuna
gore, anlamli derecede diistiigii saptandi (p<0.05). COX2 icin ise; AIR grubu
immunoreaktivitesinde kontrol grubuna gore anlamh diizeyde yiikselme (p<0.05) ve
AlR+iloprost grubu immiinoreaktivitesin de AIR grubuna gore anlamli diizeyde azalma

saptandi (p<0.05) (tablo 8, 9).
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FEMORAL ARTER
. L Mann-
Kontrol Grubu AIR Grubu AlR+iloprost Grubu | Kruskal- .
. Whitney
Femoral (n=8) (n=8) (n=8) Wallis U
Arter (Grup D (Grup II) (Grup III)
Ortalama Ortalama Ortalama
-+ |+ Skor -+ |+ Skor -+ |+ Skor P P<0.05
P I-11,
. 51310 - 010 8 ++ 1170 + p<0.01 II-111,
selektin
I-111
L I-I1,
. 51310 - 0|0 8 ++ 1170 + p<0.01 II-111,
selektin
I-1IT
I-11,
TNFaoa |7|1] 0 - 010 8 ++ 0|16 2 + p<0.01 II-111
I-11T
I-I1,
CDIlb 53| O - 010 8 ++ 01711 + p<0.01 II-I11
I-111
I-I1,
CD18 |6(2| 0 - 0121 6 ++ 0|16 2 + p<0.01 LI
I-11,
ICAM-T 15151 - 0/0]| 8 =+ 06| 2 + p<0.01 II-111
(CD54) I-11T

Tablo 6: Gruplarin immunohistokimyasal skorlar1 ve degerlerin gruplar arasindaki istatistiksel analizi.

Immunohistokimyasal bulgularin ortalama skorlari; (-) boyama yok, (+) hafif boyama, ve (++)
siddetli boyama olarak derecelendirilerek hesaplandi. Gruplar arasi anlamli farklarin belirlenmesinde
Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-Whitney U testi kullanildi.
Kruskal-Wallis testi icin p<0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi i¢in p<0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Kontrol Grubu AIR Grubu AlR+iloprost Grubu Kruskal- Wl\ﬁftrrl:el:
(n=8) (n=8) (n=8) Wallis o

Femoral (Grup ) (Grup IT) (Grup III)

Arter
Ort. Ort. Ort.

- | | Skor | + | ++ |+t Skor |~ + | ++ | +++ Skor P P<0.05
I-11,
Endotel [0 | 3| 3 2 ++ 00| 0 8 +++ |00 5 3 ++ p<0.01 LI
COX2 1L
Advent. |0 | 4| 4 0 ++ 0[(0| O 8 +++ |00 5 3 ++ p<0.01 II-111,
[-111

Tablo 7: Gruplarin immunohistokimyasal skorlar1 ve degerlerin gruplar arasindaki istatistiksel analizi.

Immunohistokimyasal bulgularin ortalama skorlari; (-) boyama yok, (+) hafif boyama, (++) orta
boyama ve (+++) siddetli boyama olarak derecelendirilerek hesaplandi. Gruplar arasi anlamh farklarin
belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-Whitney U testi
kullanildi. Kruskal-Wallis testi icin p<0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi icin p<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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GASTROKNEMIUS KAS
. L Mann-
Kontrol Grubu AIR Grubu AlR+iloprost Grubu | Kruskal- .
. Whitney
Gastroknemi (n=8) (n=8) (n=8) Wallis U
S (I)(ase us (Grup ) (Grup II) (Grup III)
Ortalama Ortalama Ortalama
-4+ Skor -+ Skor -+ |+ Skor P P<0.05
I-11,
P selektin 810 0 010 8 ++ 1|5 2 + p<0.01 II-111,
I-11T
I-I1,
L selektin 80| 0 o111 7 ++ 16| 1 + p<0.01 II-111,
I-1IT
I-11,
TNF a 810 0 0121 6 ++ 06| 2 + p<0.01 LI
I-11,
CDl11b 71110 0135 ++ 0|5 3 + p<0.01 LI
I-11,
CD18 810 0 013 5 ++ 0|17 1 + p<0.01 II-111,
I-1TT
ICAM-1 I-11,
(CD54) 810 0 0121 6 ++ 0|14 4 + p<0.01 LI
Tablo 8: Gruplarin immunohistokimyasal skorlar1 ve degerlerin gruplar arasindaki istatistiksel analizi.
Immunohistokimyasal bulgularin ortalama skorlari; (-) boyama yok, (+) hafif boyama, ve (++)
siddetli boyama olarak derecelendirilerek hesaplandi. Gruplar arasi anlamli farklarin belirlenmesinde
Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-Whitney U testi kullanildi.
Kruskal-Wallis testi i¢in p<0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi icin p<0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
. L Mann-
Kontrol Grubu AIR Grubu AlR+iloprost Grubu Kruskal- Whitne
(n=8) (n=8) (n=8) Wallis U
Gastroknemius (Grup I) (Grup II) (Grup 1II)
Kas
Ort Ort. Ort.
- ++ | +++ Skor | ~ + | ++ | +++ Skor | + | ++ | +++ Skor P P<0.05
I-11,
COX2 0 3 0 + 010 3 5 +++ |0 4| 3 1 ++ p<0.01 TL-I0I

Tablo 9: Gruplarin immunohistokimyasal skorlar1 ve degerlerin gruplar arasindaki istatistiksel analizi.

Immunohistokimyasal bulgularin ortalama skorlari; (-) boyama yok, (+) hafif boyama, (++) orta
boyama ve (+++) siddetli boyama olarak derecelendirilerek hesaplandi. Gruplar arasi anlamli farklarin

belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-Whitney U testi
kullanildi. Kruskal-Wallis testi i¢in p<0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi i¢in p<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.




FEMORAL ARTER HISTOPATOLOJIK KESITLERI(1)

4 &
RESIM 1 Femoral arter HE kesitleri.(400xHE)

a)Kontrol grubu HE kesiti(400xHE)
b)AIR grubu HE kesiti(400xHE)

c)AIR+ILoprost grubu HE kesiti(400xHE)

RESIM 2: Femoral arter P selektin immunohistokimyasal kesitleri(400xDAB)
a)Kontrol grubu P selektin kesiti (400xDAB) (boyama yok, skor;0)

b)AIR grubu Pselektin kesiti (400xDAB) (gug¢li boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AlIR+Illoprost grubu P selektin kesiti (400xDAB) (zayif boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

RESIM 3: Femoral arter L selektin imminohistokimyasal kesitleri (400xDAB)
a)Kontrol grubu L selektin kesiti (400xDAB) (boyanma yok, skor;0)

b)AIR grubu L selektin kesiti (400xDAB) (gliclii boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AIR+lloprost grubu L selektin kesiti (400xDAB) (zayiIf boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

RESIM 4:Femoral arter TNF-alfa |mmunoh|stoklmyasal kesitleri (400xDAB)
a)Kontrol grubu TNF-alfa kesiti (400xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu TNF-alfa kesiti (400XDAB) (glug¢li boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)

c)AIR+lloprost grubu TNF-alfa kesiti (400XDAB) (zayif b;)yanma skor;+) (ok ile isaretli)
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FEMORAL ARTER HISTOPATOLOJIK KESITLERI(2)

- iy

RESIM 6: Femoral arter CD11b immiinohistokimyasal kesitleri (400xDAB)
a)Kontrol grubu CD11b kesiti (400xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu CD11b kesiti (400xDAB) (glicli boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AlIR+iloprost grubu CD11b kesiti (400xDAB) (zayif boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

RESIM 6: Femoral arter CD18 immiinohistokimyasal kesitleri (400xDAB)
a)Kontrol grubu CD18 kesiti (400xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu CD18 kesiti (400xDAB) (glg¢li boyanma, skor;++) (ok ile igsaretli)
c)AlIR+lloprost grubu CD18 kesiti (400xDAB) (zayiIf boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

RESIM 7: Femoral arter ICAM-1 immiunohistokimyasal kesitleri (400xDAB)
a)Kontrol grubu ICAM-1 kesiti (400xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu ICAM-1 kesiti (400xDAB) (glicli boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AIR+lloprost grubu ICAM-1 kesiti (400xDAB) (2ayif boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

-

RESIM 8: Femoral arter COX-2 immiinohistokimyasal kesitleri (400xDAB)
a)Kontrol grubu COX-2 kesiti (400xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu COX-2 kesiti (400xDAB) (glicli boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AIR+lloprost grubu COX-2 kesiti (400xDAB) (zayif boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

90



GASTROKNEMIUS KAS HIiISTOPATOLOJIK KESITLERI(1)

RESIM 9: Gastroknemius kas HE kesitleri (200xHE)
a)Kontrol grubu HE kesiti (200xHE)
b)AIR grubu HE kesiti (200xHE)
c)AlIR+iloprost grubu HE kesiti (200xHE)

RESIM 10: Gastroknemius kas P selektln |mmunoh|stok|myasal kesitleri (200xDAB)
a)Kontrol grubu P selektin kesiti (200xDAB) ( boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu P selektin kesiti (200xDAB) (gu¢lii boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AiR+Iloprost grubu P selektin kesiti (200xDAB)(zayIf boyanma, skor;+)(ok ile isaretli)

RESIM 11: Gastroknemius kas L selektin immiinohistokimyasal kesitleri (200xDAB)
a)Kontrol grubu L selektin kesiti (200xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu L selektin kesiti (200xDAB) (gug¢li boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AIR+Illoprost grubu L selektin kesiti(200xDAB)(zayiIf boyanma, skor;+)(ok ile isaretli)

RESIM 12: Gastroknemius kas TNF-alfa immiinohistokimyasal kesitleri (200xDAB)
a)Kontrol grubu TNF-alfa kesiti (200xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu TNF-alfa kesiti (200xDAB) (glicli boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AiR+Iloprost grubu TNF-alfa kesiti (200xDAB)(zayIf boyanma, skor;+)(ok ile isaretli)
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GASTROKNEMIUS KAS HISTOPATOLOJIK KESITLERI(2)

RESIM 13: Gastroknemlus kas CD11b immiunohistokimyasal kesitleri (200xDAB)
a)Kontrol grubu CD11b kesiti (200xDAB) (boyanma yok, skor;0)

b)AIR grubu CD11b kesiti (200DAB) (gli¢li boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AIR+IIoprost grubu CD11b kesiti (200DAB)(zayIf boyanma, skor;+)(ok ile isaretli)

RESIM 14: Gastroknemius kas CD18 immiinohistokimyasal kesitleri (200xDAB)
a)Kontrol grubu CD18 kesiti (200xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu CD18 kesiti (200xDAB) (gli¢cli boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AiR+Iloprost grubu CD18 kesiti (200xDAB) (zayIf boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

RESIM 16: Gastroknemius kas ICAM-1 imminohistokimyasal kesitleri (200xDAB)
a)Kontrol grubu ICAM-1 kesiti (200xDAB) (boyanma yok, skor;0)
b)AIR grubu ICAM-1 kesiti (200xDAB) (glug¢li boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AiR+Iloprost grubu ICAM-1 kesiti (200xDAB) (zayif boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)

RESIM 16: Gastroknemius kas COX-2 immiinohistokimyasal kesitleri (200xDAB)
a)Kontrol grubu COX-2 kesiti (200xDAB) (boyanma yok skor;0)
b)AIR grubu COX-2 kesiti (200xDAB) (gugli boyanma, skor;++) (ok ile isaretli)
c)AiR+lloprost grubu COX-2 kesiti (200xDAB) (zayif boyanma, skor;+) (ok ile isaretli)
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5. TARTISMA

Bu calismanin sonuglari, iloprost’un, IAA okliizyon-reperfiizyonu sonrasi,
femoral arter endoteli ve gastroknemius kasinda olusan iskemi-reperfiizyon hasarini
azaltigim gostermektedir. Bu diisiinceyi destekleyen ana bulgular, AIR+iloprost
grubunda plazma MDA, CPK, P selektin ve ICAM-1 degerlerinin, AIR grubundaki
degerlere gore anlamli derecede diisiik bulunmasidir. Ayrica, femoral arter endoteli
ornekleri immiinohistokimyasal yontemle incelendiginde, AIR+iloprost grubuna ait P
selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, ICAM-1 ve COX-2 immiinoreaktiviteleri AIR
grubundaki degerlere gore anlamli derecede diisiik bulundu. Benzer sekilde,
gastroknemius kas oOrnekleri immiinohistokimyasal yontemle incelendiginde ise,
A1R+iloprost grubuna ait P selektin, L selektin, CD18 ve COX2 immiinoreaktiviteleri
AIR grubundaki degerlere gore anlamli derecede diisiik bulundu.

MDA, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olugan stabil bir son
iirtindiir. Doku I-R hasarinda, ksantin oksidaz enzimi, mitokondriyal oksidasyon,
siklooksijenaz aracili doymamis yag asidi oksidasyonu, katekolamin oksidasyonu,
sitokrom p 450 aracil1 oksidasyon, 16kosit NADPH oksidaz aktivasyonu, demir salinimi
ve redoks siklusu lokal ve sistemik serbest oksijen radikal olusumuna katkida bulunur
(1,3). Bununla birlikte her doku i¢in baskin sistem farklidir. Artmig serbest oksijen
radikalleri (6zellikle hidroksil radikali), hiicre zar fosfolipidlerinin (arasidonik asit,
linoleik asit ve linolenik asit gibi coklu doymamus yag asitleri) peroksidasyonuna neden
olarak hiicre zan biitiinliigiinde bozulma, hiicre sismesi ve arasidonik asit / lipidperoksil
salinmmina neden olur (1,3). Bu siirecte, zincirleme bir serbest oksijen ve yag asidi
radikali olusumu ile ilerleyici hiicre zar1 hasar1 gerceklesir (1,3). Dolayisiyla, bu kisir
dongii sirasinda meydana gelen ve stabil bir molekiil olan MDA diizeyi dl¢iimii ile
reaktif oksijen tiirevleri ve membran hasar1 derecesi hakkinda fikir sahibi olunabilinir
(57). Calismamizda, AIR sonras1 plazma MDA degerinin anlamli derecede yiikseldigi
goriildii. Benzer sekilde, AIR sonras1 plazma MDA diizeylerinin yiikseldigini gosteren
deneysel calismalar vardir (302,161,306). AlR+iloprost grubundaki plazma MDA
diizeylerinin, AIR grubundaki diizeye gore anlamli derecede diisiik oldugunu bulduk.
Benzer sekilde, Baltalarli ve ark. (302), iloprost ve vitamin C’nin rat alt ekstremite I-R
sonrast akciger hasarina olan etkisini arastirdiklari calismalarinda, AiR+iloprost

grubunda plazma MDA diizeylerinin AIR grubundaki diizeylere gore anlaml1 derecede
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azaldigin1 bulmuslardir. floprost’un deneysel AIR modelinde iskelet kas1 hasarina olan
etkisinin arastirildig1 bir calismada ise, AiR+iloprost grubuna ait MDA degerlerinin
AIR grubundaki degerlere gore anlamli diizeyde azaldigi bulunmustur (161).
Katircioglu ve ark. (306) ise, kopeklerde deneysel kardiyopulmoner bypass modelinde
kardiyoplejik soliisyon ile birlikte iloprost verilmesinin miyokard performansina olan
etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda iloprost grubunda kontrol grubuna gore plazma
MDA diizeyinde anlaml diisiis saptamislardir. Bunun yaninda, Koksel ve ark. (307),
rat AIR modelinde tarafindan plazma MDA diizeyleri bakimimdan AIR ve AIR+iloprost
gruplar1 arasinda anlamli fark saptamamuslardir. Calismamizda, AIR+iloprost
grubundaki plazma MDA degerinin AIR grubuna gore anlamli derecede diisiik
olmasimin benzer c¢alismalarin sonuglan ile paralellik icinde oldugu goriillmektedir.
AlR+iloprost grubu MDA degerlerinin AIR grubuna gore diisiik olmasi, iloprostun,
AIR sonrasi olugan lipid peroksidasyonu miktarim azalttigimi diisindiirmektedir.

Kas hasarmin belirlenmesinde goriintilleme yontemleri ve kas i¢i enzim plazma
diizeylerinin 6lctimii kullanilir. Fizyolojik sartlarda, enzim molekiilleri biiyiik molekiiler
yapilart nedeniyle plazma zarindan sinmirhh miktarda gecebilirler. Ancak herhangi bir
nedenle (hipoksi, viral, bakteriyel, fizik ajanlar) hiicre zar1 hasar gordiigiinde secici
gecirgenlik 6zelligi bozulur ve hasarin derecesi, hiicre zart yilizey komsulugu,
sitoplazmik konsantrasyonu ve molekiil biiyiikliigiine bagli olarak seruma sizarlar.
Iskelet kas1 hasarini tespitinde kullanilan molekiiller arasinda, kreatin fosfokinaz (CPK),
myoglobin, aspartat aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH), beyin
natriiiretik peptit (BNP), atrial natriliretik peptit (ANP), karbonik anhidraz, troponin ve
kas yap1 proteinleri yer alir (308). Bunlarin arasinda kas hasarina duyarhligi en yiiksek
olan ve klnik olarak en ¢ok ¢ok kullanmilan enzim CPK’dir (308). CPK, kas hiicresi
kasilma veya tasima sistemlerinde ATP yenilenmesinden sorumlu enzimdir. Iskelet kasi
her kontraksiyon dongiisiinde kreatin fosfat kullanarak ATP olusturur. Boylelikle kas
ATP diizeyi sabit kalir. Geri doniisiimlii olan bu reaksiyonda CPK katalizor gorevi
goriir. Calismamizda, AIR sonras1 plazma CPK diizeyleri anlamli derecede artt1. Bu
bulgu, aortik okluzyon-reperfiizyon sonrasi gastroknemius kasinda olusan I-R hasarimi
yansitmaktadir. AIR sonrasi plazma CPK diizeylerinin arttigim1 gosteren bircok
deneysel ve klinik calisma vardir (161,249,251,309). A1R+iloprost grubunda ise,
plazma CPK diizeylerinin AIR grubundaki diizeylere gore anlamli derecede diisiik

oldugunu bulduk. Benzer sekilde, iloprost'un AIR sonrasi iskelet kas1 hasarina olan
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etkisinin arastirildig1 bir calismada AIR+iloprost grubunda CPK degerlerinin AIR
grubundaki degerlere gore anlamli diizeyde azaldig: goriilmiistiir (161). Miyokardial I-R
hasarinda da iloprost uygulanan grupta, I-R grubuna gore plazma CPK degerlerinde
anlamli diisiis olustugu bildirilmistir (249,251,309). Calismamizda AIR+iloprost
grubunda elde edilen plazma CPK diizeylerindeki anlamli azalma benzer ¢alismalar ile
uyumludur. {loprost’un, AIR sonrast olusan iskelet kasi hasarim azalttigim
diisindiirmektedir.

P selektin, endotel hiicre Weibel-Palade cisimcikleri ve platelet alfa graniillerde
yapisal olarak bulunan bir adezyon molekiiliidiir. Endotel hiicresi ve plateletler aktive
oldugunda P selektin hiicre yiizey ifadesinde hizli bir sekilde artis olusur ve bu artis,
l6kosit, lenfosit ve monosit ile olan etkilesimlerinde Onemli rol oynar (3,81).
Calismamizda, AIR grubundaki plazma P selektin diizeylerinin, kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugunu bulduk. Akut miyokard infarktiisii sonrasi
trombolitik tedavi (310) ve PTCA (percutaneous transluminal coronary angioplasty)
(311) ile erken donem reperfiizyon saglandiginda plazma P selektin diizeylerinde
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiikseklik saptanmistir. Wei ve ark. (312),
koroner arter bypass operasyonu yapilan hastalari, kardiyopulmoner bypass
kullanilanlar ve atan kalp teknigi kullanilanlar olarak iki gruba ayirmis ve endotel
aktivasyonunun bir gostergesi olarak iki gruba ait plazma P selektin diizeylerini
karsilagtirmiglardir.  Kardiyopulmoner bypass grubundaki plazma P selektin
diizeylerinin, olusan miyokardiyal I-R nedeniyle atan kalp teknigi ile opere edilen
hastalardaki diizeye gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir (312). Mathru ve
ark. (313) ise, alt ekstremiteye turnike uygulanmasi sonrasi diz cerrahisi uygulanan
hastalarda nitrik oksitin reperfiizyonla olugsmus inflamatuar cevaba etkisini inceledikleri
calismalarinda I-R grubundaki plazma P selektin diizeyinin kontrol grubundaki diizeye
gore anlamli diizeyde yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda, histopatolojik
olarak hem femoral arter endoteli hemde gastroknemius kas dokusu icindeki damar
endoteli incelendiginde, AIR grubundaki P selektin immiinoreaktivitelerinin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde arttigi saptandi. Cuzzocrea ve ark. (314), n-
acetylsisteinin rat splanknik arter okliizyonuyla olusturulan I-R modelinde olusan ileum
hasan iizerine etkilerini arastirdiklar calismalarinda, barsak damar endoteli P selektin
ifadesinin I-R grubunda kontrol grubuna gore anlamh diizeyde yiikseldigini

bildirmislerdir. Wei ve ark. (315), rat kremaster kas I-R modelinde mikrovaskiiler
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disfonksiyona diazoxide etkisinin arastirildigi calismalarinda ise, kremaster kas doku
orneklerinde RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) yontemi
kullanilarak P selektin mRNA ifadesine bakilmis ve I-R grubunda kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde yiikseldigini bulmuslardir. Calismamizda histopatolojik olarak hem
femoral arter endoteli hemde gastroknemius kas dokusundaki damar endotelinde
AlR+iloprost grubu P selektin immiinoreaktivitesinin AIR grubuna goére anlamh
diizeyde azaldig1 goriildii. Hepatik I-R modelinde PG E1 infiizyonunun etkisini arastiran
bir ¢alismada, doku ve plazma P selektin diizeylerinin I-R grubunda kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde arttig1, I-R+PGE1 grubunda ise I-R grubuna gére anlaml diizeyde
azaldig tespit edilmistir (316). Trombinle uyarilmis plateletlerdeki P selektin yiizey
ifadesinin iloprost ile azaldigi (317), ayrica, P selektin aracili platelet 1okosit
adezyonunun iloprost ve nitrik oksit ile engellendigi gosterilmistir (226). Chung ve ark.
da (318), kardiyopulmoner bypass sirasinda iloprost uygulanmasinin postoperatif
dénem plazma P selektin diizeylerinde anlamlhi diisiis sagladigin1 gostermislerdir.
Benzer sekilde, Katircioglu ve ark. (306) tarafindan olusturulan deneysel
kardiyopulmoner bypass modelinde kardiyoplejik soliisyon ile birlikte iloprost
uygulamasinin miyokard performansina etkisinin arastiritlmis ve iloprost grubunda
kontrol grubuna gore plazma P selektin diizeyinde anlamli diisiis saptanmis.
Calismamizda, AlR+iloprost grubundaki, hem biyokimyasal hem de histopatolojik
olarak olciilen P selektin diizeylerinin AIR grubundaki diizeylere gore anlamli derecede
diisiik oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, iloprostun AIR sonrasi olusan hem femoral
arter endoteli hem de iskelet kasi hasarim1 azaltict etkisinin P selektin aracili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

ICAM-1 ve VCAM-1 immiinglobulin siiper ailesi i¢inde yer alan adezyon
molekiilleridir. ICAM-1, endotel, 16kosit, dermal fibroblast ve melanositlerde VCAM-1
ise, endotel hiicrelerinde yapisal olarak bulunurlar. TNF-a, IL-1B ve lipopolisakkarit
gibi sitokinler araciligtyla ICAM-1 ve VCAM-1 hiicre yiizey ifadeleri artisi, bu
hiicrelerin sirasiyla B2 integrin (CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ve B1 integrin (VLA-4)
ailesine iiye hiicre yiizey molekiilleri olan ile etkilesimini arttirir. Bu integrin molekiiller
notrofil, monosit, lenfosit, eozinofil, bazofil ve makrofajlarda bulunurlar. Dolayisiyla
endotel-16kosit adezyonu ve bir¢ok inflamatuar olayda 6nemli rol oynarlar (76,77,81).
Calismamizda, AIR grubu plazma ICAM-1 ve VCAM-1 diizeylerinin kontrol grubuna

gore anlamh diizeyde arttigir gozlendi. Yoshimoto ve ark. (319), gecici iskemik atak
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geciren hastalarda plazma ICAM-1 diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
yilksek oldugunu saptamiglardir. Akut miyokard infarktiisii sonrasi USAP olan
hastalardaki (tekrarlayan miyokardiyal I-R) plazma ICAM-1 diizeyleri, sadece akut
miyokard infarktiisii gecirmis hastalardaki diizeylerle karsilagtirildiginda anlamhi
diizeyde yiikseklik saptanmis (320). Vejchapipat ve ark. (321) ise, barsak I-R hasarinda
hipoterminin etkisini incelemisler ve barsak I-R grubunda plazma ICAM-1 diizeyinin
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttigimi bildirmislerdir. Ayrica, koroner bypass
cerrahisi sirasinda kardiyopulmoner bypass ile olusmus miyokard I-R’a kristaloid ve
kan kardiyoplejisinin etkilerinin calisildigi bir ¢alismada kardiyopulmoner bypass ile
tim gruplarda plazma ICAM-1 ve VCAM-1 diizeylerinde anlamli yiikselme
saptanmustir (322). Mickley ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada ise IAA
anevrizmasinin cerrahi ve endovaskiiler tamir yontemlerinin her ikisinde de anlamli
plazma ICAM-1 diizey artis1 saptanmis ancak artisin cerrahi grupta daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (323). Calismamizda, histopatolojik olarak hem femoral arter endoteli
hemde kas ici endotel yapida ICAM-1 immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna gore AIR
grubunda anlaml diizeyde arttigi goriildii. AIR sonrasi, lokal ve uzak organlarda
ICAMI ifadesinin arastirilldigi calismalar vardir. Huda ve ark. (324) , diz cerrahisi
sirasinda hemostaz amacli konulan turnikeye ikincil gelisen iskelet kas1 I-R hasarinda
ICAM-1 mRNA ifadesinin kontrol grubuna gore anlamh diizeyde arttigim
saptamuslardir. Yoshimoto ve ark. tarafindan olusturulan hayvan serebral I-R modelinde
mikrovaskiiler ICAM-1 mRNA ifadesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttig
bildirilmistir (319). Beauchamp ve ark. tarafindan yapilan in vitro ¢alismada ise, I-R
hasar1 sonrasi rat aortasi endoteli ICAM-1 gen ifade artisinin iskemik 6nkosullanma ile
azaltilabildigi PCR ile gosterilmistir (325). Hattori ve ark. (326), yaptiklar1 in vitro
calismada I-R hasari sonrasi artmus rat aortasi endotel hiicre ICAM-1 mRNA ifadesinin
sodyum / hidrojen pompasi inhibitorleri tarafindan anlamli derecede azaltildigim
bildirmislerdir. Zhou ve ark. (327), deneysel alt ekstremite I-R modelinde, I-R hasaria
ikincil gelisen akciger PMNL birikimine karbon monoksitin etkisini incelemisler ve
akciger mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin I-R grubu ICAM-1 ifadesinin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde arttigim bulmuslardir. Lu ve ark. tarafindan yapilan
deneysel alt ekstremite I-R modelinde SOD’un iskelet kas1 adezyon molekiil ifadesine
etkisinin incelendigi calismada I-R grubu ICAM-1 ifadesinin kontrol grubuna gore

anlamhi diizeyde yiikseldigi saptanmistir (328). Cuzzocrea ve ark. (314), deneysel
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splanknik arter I-R modelinde n-asetilsistein’in etkisini arastirmiglar ve I-R grubu
ICAM-1 ifadesini kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulmuslardir. Lozano
ve ark. (329) ise deneysel suprarenal aortik I-R modelinde nitrik oksitin I-R bobrek
hasari iizerine etkisini arastirmislar ve I-R grubunda bobrek dokusu ICAM-1 ifadesinin
kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiikseldigini saptamislardir. Sonuclarimizla
paralellik gosteren bu calisma sonuglart da, AIR’un ICAM-1 ve VCAM-1 ifadesi
iizerinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir. AIR grubundaki anlamli derecede yiiksek
doku ICAM-1 immiinoreaktivitesi ve plazma ICAM-1/ VCAM-1 diizeyleri sirastyla, bu
grupta lokal ICAM-1 ve sistemik ICAM-1 / VCAM-1 ifadelerindeki artisa isaret
etmektedir. AIR’in, ICAM-1 ve VCAM-1 aracilig1 ile endotel-lokosit etkilesimini
arttirdigi da spekiile edilebilir.

Bunun yamnda, AIR grubunda artmis plazma ICAM-1 diizeylerinin
AlR+iloprost grubunda anlamli diizeyde azaldigini bulduk. Boehme ve ark. (224),
romatoid artrit hastalarinda iloprost tedavisiyle plazma ICAM-1 diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlamli derecede azalma saglandigim tespit etmislerdir. Mazzone ve ark.
tarafindan sistemik skleroz ve periferik arter hastalig1 hastalarinda yapilan bir calismada
ise iloprost’'un kontrol grubuna gore plazma ICAM-1 diizeyinde anlamli diisiis
olusturdugu saptanmistir (223). Mittag ve ark. (225), sistemik sklerozla iliskili Raynaud
fenomeninde iloprost’un etkisini arastirdiklar1 calismalarinda ise plazma ICAM-1
diizeylerinde belirgin diisme saptamislardir. Ayrica, in vitro IL-1 ile uyarilmis lenfosit-
endotel adezyonu ve artmis plazma ICAM-1 diizeyinin iloprost tedavisiyle azaltildig
gosterilmistir (14). AlR+iloprost grubundaki femoral arter endotel orneklerinin
histopatolojik incelemesinde ICAM-1 immiinoreaktivitesinin AIR grubundaki esdeger
orneklere gore anlamli diizeyde azaldigin1 bulduk. Benzer sekilde, Della Bella ve ark.
(14), in vitro ¢alismalarinda IL-1 ile uyarilmis lenfosit adezyonu ve artmis ICAM-1
immiinoreaktivitesinin iloprost tedavisiyle anlaml diizeyde azaldigin1 gostermislerdir.
Katircioglu ve ark. tarafindan olusturulan deneysel kardiyopulmoner bypass modelinde
ise, kardiyoplejik soliisyon ile birlikte iloprost uygulamasinin miyokard performansina
etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda, iloprost grubunda kontrol grubuna gore plazma
ICAM-1 diizeyinde anlamh diisiis saptamislardir (306). Bizim ¢alismamizin ve benzer
calismalarin sonuglar paralellik gostermekte ve iloprost’un AIR sonrasi artmis lokal ve

sistemik ICAM-1 ifadesini azaltigim diisiindiirmektedir. Hem lokal hem de sistemik
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ICAM-1 ifadesini azaltarak da, AIR sonras: indiiklenen endotel-lokosit etkilesimini
inhibe edebilecegi One siiriilebilir.

L selektin, notrofiller ve monositlerin tamamina yakininda, T ve B lenfositlerin
biiyiik boliimiinde ve NK hiicrelerin bir alt grubunda ifade edilen bir adezyon molekiilii
olup, lenfositlerin lenf nodlarim1 hedefleyebilmesinde ve sitokinle aktive olmus
notrofillerin endotel hiicrelerine baglanmasinda (yuvarlanma etkisi) énemli rol oynar
(3,81). L selektin baglanma bolgeleri; lenf nodu GlyCAM-1, barsak lenfoid sistem
MadCAM-1 ve damar endoteli CD34’tiir. Calismamizda, AR grubunda, histopatolojik
olarak hem femoral arter endoteli hemde kas i¢i endotel yapida L selektin
immiinoreaktivitesinin kontrol grubundaki esdeger immiinoreaktiviteye gore anlamli
derecede arttigt gozlendi. Wei ve ark. (315), rat kremaster kas [-R modelinde
mikrovaskiiler disfonksiyona diazoxide’in etkisini arastirdiklar1 calismalarinda
kremaster kas doku orneklerinde RT-PCR (reverse transcription polymerase chain
reaction) yontemi kullanarak, I-R grubunda L selektin mRNA ifadesinin kontrol
grubuna gore anlamlh derecede yiikseldigini saptamislardir. Cheng ve ark. (330) ise,
serebral I-R modelinde polydatin’in adezyon molekiillerine etkisini degerlendirmis ve
serebral I-R ile anlamli derecede yiiksek doku L selektin ifadesi elde etmislerdir.
Sonuglarimizin literatiirdeki benzer calisma sonuclarn ile uyum igerisinde oldugu
goriilmektedir. AIR grubunda artmis L selektin immiinoreaktivitesi, lokal olarak artmis
L selektin ifadesine isaret etmektedir. L selektin sitokinle aktive olmus notrofillerin
endotel hiicrelerine baglanmasinda (yuvarlanma etkisi) onemli rol oynadig i¢in (3,81),
AIR, L selektin aracihigi ile nétrofil-endotel hiicresi arasindaki yuvarlanma etkisini
arttirtyor olabilir. Bunun yaminda, AIR+iloprost grubunda, histopatolojik olarak hem
femoral arter endoteli hemde kas i¢i endotel yapida L selektin immiinoreaktivitesinin
AIR grubuna gore anlaml diizeyde azaldigim gozledik. Bu sonug da, iloprostun, AIR
ile indiiklenmis lokal L selektin ifadesini ve dolayli olarak nétrofil-endotel etkilesimini
azalttigin1 diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, Drinda ve ark. (331), kollajenoza ikincil
gelismis Raynaud hastalarinda iloprost’un immiinolojik ve reolojik degiskenlere olan
etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda i.v. iloprost tedavisiyle kontrol grubuna gére doku
L selektin ifadesinde anlamli diisiis oldugunu bildirmislerdir.

I-R sirasinda olusan TNF-q, IL-1B3, PAF ve kompleman sistemi gibi inflamatuar
aracilar endotelde “endotelyal aktivasyon” olarak isimlendirilen bir grup degisiklige

neden olurlar (6,66). Bu degisiklikler; ICAM-1 ve VCAM-1 gibi adezyon
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molekiillerinde artmis yiizey ifadesi, bazi sitokinlerin ve bilylime faktorlerinin salinima,
eikozanoidler / NO sentezinde artis ve trombiis olusumuna olan artmis egilimdir (6).
TNF-a ayrica, notrofillerde agregasyon / aktivasyon ve mezenkimal hiicrelerden
proteolitik enzim salinimi olugturarak doku hasarina neden olur (3). PF-4 tek basina
Iokosit kemotaksisini saglayamazken, TNF-a ile birlikte, 16kositlerin baska yiizeylere
olan adezyonunda rol oynar. TNF-a, TNF-B, IFN-y ve IL-1f gibi sitokinlerin
sekresyonu; endotoksinler, immun kompleksler, toksinler, fiziksel travma ve bazi
inflamasyon mediatorleri tarafindan stimiile edilir (3). TNF-a ve IL-1B molekiilleri igin
en onemli kaynaklar mevcut makrofaj ve mast hiicreleri olup, aktif notrofiller tarafindan
da sentezlendikleri gosterilmistir. TNF-f ise T hiicrelerinden sentezlenir (67,68). PAF,
histamin, LT-B4 ve TNF-a gibi aract inflamatuar maddelerin sentez veya reseptor
etkilesimlerinin engellenmesi ile I-R hasarinda iyilestirici etki saglanmustir (56).
Calismamizda, AIR grubunda, histopatolojik olarak hem femoral arter endoteli hem de
kas ici endotel yapida TNF-o immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna goére anlamh
diizeyde arttigin1 gozledik. Wei ve ark. (315), rat kremaster kas I-R modelinde
mikrovaskiiler disfonksiyona diazoxide’in etkisini arastirdiklart calismalarinda,
kremaster kas doku oOrneklerinin RT-PCR (reverse transcription polymerase chain
reaction) yontemi kullanilarak TNF-o mRNA ifadesine bakilmis ve I-R grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiikseldigini saptamiglardir. Harkin ve ark. (332)
ise, deneysel aort anevrizma riiptiiri modelinde multipl organ hasarina C5a reseptor
antagonistlerinin etkisini aragtirmiglar, hem sok olustulan hem de aortik kros klemp
uygulanan gruplardaki akciger ve barsak dokular1i TNF-a protein konsantrasyonlarinda
kontrol grubuna gore anlaml diizeyde artis saptamislardir. Benzer sekilde, Altavilla ve
ark. (333), splanknik arter I-R ile saglanan deneysel sok modelinde monosit ve
lenfositlerin I-R patogenezindeki rollerini incelemisler ve I-R grubundaki makrofaj
TNF-a ifadesinin kontrol grubuna gore anlamh diizeyde arttigini bildirmislerdir.
Mizusawa ve ark. tarafindan turnike yontemiyle olusturulmus deneysel ekstremite I-R
modelinde arka kok ganglion’u sitokin, ndrotropin, ndrotropin reseptdriic ve NOS
mRNA ifadesine bakilmis, PCR yontemiyle I-R grubu TNF-a mRNA ifadesinin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde artti1 tespit edilmistir (334). Calismanmzda, AIR
grubunda anlamli derecede artmis TNF-a immunoreaktivitesi, AIR sonrasi artmis lokal
TNF-o sentezine isaret etmektedir. Calismamizda saptanan AR grubu yiiksek ICAM-1
ve VCAM-1 diizeylerine artmig TNF-a sentezi katkida bulunmus olabilir. Ayrica,
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artmis TNF-o sentezi 16kosit ve notrofil aktivasyon ve adezyonunu da indiiklemis
olabilir. Bunun yaninda, histopatolojik olarak AiR-+iloprost grubu femoral arter endoteli
TNF-0. immiinoreaktivitesinin AIR grubuna goére anlamli diizeyde azaldigim gozledik.
Bu sonug da, iloprost’un, AR sonras1 indiiklenen lokal TNF-a ifadesini baskiladigim
diisiindiirmektedir. Katircioglu ve ark. tarafindan olusturulan deneysel kardiyopulmoner
bypass modelinde miyokard performansina kardiyoplejik soliisyon ile birlikte iloprost
uygulamasinin etkisi arastirllmis ve iloprost grubunda kontrol grubuna gore plazma
TNF-a diizeyinde anlaml diisiis saptanmistir (306).

Integrin siiper ailesi, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini saglar.
Ekstraseliller ligandlardan kaynaklanan isaretlerin  koordinasyonunu, iskelet
hareketliligi, sekil ve fagositik degisiklikler araciligr ile saglar (3). Tim integrinler
heterodinamik hiicre yiizey proteinleri olup a ve B zincirler igerirler. Bu zincirlerin
ekstraseliiler yiizeyleri, ekstraseliiler matriks glikoproteinler, aktive olmus kompleman
sistem elemanlar1 ve diger hiicre yiizey proteinleri ile baglanir (3). Zincirlerin
sitoplazmik yiizeyleri ise hiicre iskelet elemanlar1 (vinkulin, talin, aktin, a-aktinin ve
tropomyosin) ile etkilesime girer. Integrinler, B zincirlerine gore baslica ii¢c gruba ayrilir.
Birinci grupta, B2 alt grubu igeren LFA-1 (aLp2: CD11a/CD18), Mac-1 (aMp2:
CD11b/ CD18) ve P150,90 (aXp2: CD11c/CD18), ikinci grupta, B1 alt grubu iceren
VLA-4 (a4p1: CD49d/CD29) ve iigiincii grupta 7 alt grubu iceren a4f7 yer alir (3). f2
integrinler, LFA veya CD11a-cCD18 olarak da adlandirilir. CDlla-c degisik o
zincirlerini, CD18 ise ortak B2 zincirini tamimlar. Reperfiizyona bagl inflamatuar yanit
(kalsiyum iyonofor, E selektin, LT-B4, C5a, PAF, TNF-a ve IL-1), Iokositlerde 2
integrin, endotelde ise immunglobulin siiper aile iiyelerinin olusumunu uyararak giiclii
Iokosit-endotel adezyonuna neden olur (6). Bu integrin-ICAM / VCAM etkilesimleri
Iokositlerin degisik patolojik durumlarda selektif birikimi i¢in bir mekanizma olusturur
(76). CD11a/CD18 ve CD11b/CD18’in endotel hiicresindeki reseptdrlerinin sirasiyla
ICAM-I ve ICAM-II oldugu bilinirken, CD11c¢/CDI18’in reseptorii  halen
bilinmemektedir. Platelet-lIokosit adezyonu da, yuvarlanma ve adezyon asamalarin
icermekte olup, sirasiyla platelet P selektin ve ICAM-2/GPIbo/JAM-3 molekiilleri ile
lokosit PSGL-1 ve CD11b/CD18 molekiilleri arasindaki etkilesimi gerektirir (117).
Calismamizda, AIR grubuna ait femoral arter ve gastroknemius kas doku kesitleri
CD11b ve CDI18 immiinoreaktivitelerinin kontrol grubu kesitlerine gore anlamli

diizeyde arttig1 saptandi. Bu bulgu, AIR sonrasi olusan sistemik inflamatuar yanitin
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l6kosit CD11b ve CD18 ifadesini veya bir bagka deyisle 2 integrin ifadesini arttirdigini
diisiindiirmektedir. Ayrica, calismamizda AIR grubuna ait endotel doku Grneklerinde
artmis ICAM-1 immiinoreaktivitesi de, AIR’un, endotel hiicrelerinde CD11b ve CD18
icin hedef reseptor konsantrasyonunu yiikselterek endotel hiicresi-CD11b ve CDI18
etkilesimlerini indiiklemis olabilecegini diisiindiirmektedir. Indiiklenmis ICAMI-
CD11b/ CD18 etkilesimleri de gii¢lii endotel-16kosit adezyonuna yol agcar. Norwood ve
ark. (335), abdominal aort anevrizmasi cerrahi onarimi sirasinda gergeklesen nétrofil
aracili sistemik inflamasyonun kaynagini arastirdiklari calismalarinda, bu hastalarda
notrofil yiizey CD11b ifadesinde kontrol grubuna gore anlamhi yiikselis saptamislardir.
Zhou ve ark. tarafindan yapilan deneysel ekstremite I-R modelinde ise ekzojen karbon
monoksitin akciger PMNL birikimine etkisi degerlendirilmis ve immiinofloresans akim
sitometrisi'nde pulmoner mikrovaskiiler yatak endotel CD11b diizeyinin I-R grubunda
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 saptanmistir (327). Willy ve ark. (336), ise
ekstremitelerde turnike aracilifiyla olusturulan [-R’un, PMNL, CDI11b ve CDIS8
ifadesini kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttirdigimi bildirmislerdir.
Siklooksijenaz, COX-1 ve COX-2 adiyla bilinen iki izoforma sahiptir. COX-1
tiim hiicrelerde yapisal olarak bulunurken, COX-2 inflamatuar yanita sekonder olusur.
COX-2, agirhg 70 kd olup, 1. kromozomdaki bir gen tarafindan kodlanir. Saglikli
bireylerde yapilan calismalarda vaskiiler endotel doku PGI2 iiretiminden COX-2’nin
sorumlu oldugu gosterilmistir (337). Endotel disindaki bolgelerde COX-2 aktivitesi cok
diisiiktiir. Ancak inflamasyon basta olmak iizere bir ¢ok durum COX-2 genini
indiikleyebilir. Sitokinler ve biiyiime faktorleri bu enzimin aktivasyonunu arttirirlar.
Bazal kosullarda sadece beyin ve bobrekte COX-2 aktivitesi saptanirken, inflamatuar
stireclerde sinoviyal sivilarda da belirgin COX-2 aktivite artis1 goriilebilir (338). Aterom
plaklarinda COX-2 enzim aktivitesinin gosterilmesi selektif COX-2 inhibitorlerinin
ateroskleroz siirecini yavaslatabilecegi diisiincesini dogurmustur. Caligmamizda, AIR
grubu femoral arter (endotel ve adventisya) ve gastroknemius kas orneklerinde COX-2
immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 ve AIR+iloprost
grubunda ise AIR grubuna gére anlamh diizeyde azaldigi saptandi. Dupouy ve ark.
(339), deneysel tek tarafli alt ekstremite [-R hasart modelinde COX-1 ve COX-2 ifade
zamanlamasini arastirmiglar ve I-R grubu iskelet kast COX-2 mRNA ifadesinin kontrol
grubuna gore anlamlh diizeyde arttigim1 bulmuslardir. Hiratsuka ve ark. (340) ise,

deneysel mide I-R hasar1 modelinde, I-R grubu mezenkimal hiicre COX-2 ifadesinin
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kontrol grubuna goére anlamh diizeyde arttigimi bildirmislerdir. Yamazaki ve ark.
tarafindan olusturulan intrauterin bilyiime geriligi modelinde, uterin arter I-R’u sonrasi
plasenta dokusu COX-2 ve PG E2 reseptor ifadesi incelenmis, her ikisinin de I-R
grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttigi tespit edilmistir (341).
Matsuyama ve ark. (342) ise, deneysel renal arter I-R modelinde, immiinohistokimyasal
olarak, endotel hiicre COX-2 ifadesinin I-R grubunda kontrol grubuna gére anlaml
diizeyde yiikseldigini saptamslardir. Yapilan bir diger calismada, karaciger I-R hasari
modelinde Trolox’un damar diizenleyici gen ifadesine etkisi calisilmig, I-R grubu
karaciger doku orneklerinde COX-2 mRNA ifadesinin RT-PCR yontemiyle kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (343). Domoki ve ark.
tarafindan yapilan deneysel serebral I-R modelinde, serebral arter doku orneklerinin
COX-2 mRNA ifadesi AIR grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (344). Benzer sekilde, Cai ve ark. (345) da, serebral I-R modelinde
Theaflavin’in serebral I-R hasarina etkisini arastirmislar ve serebral korteks
immiinohistokimyasal kesitlerinde COX-2 immiinoreaktivitesinin I-R grubunda kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde arttigimi bildirmislerdir. Sonuglarimiz, AIR’un lokal
COX-2 ifadesini indiikledigini diistindiirmektedir. Hem femoral arter endoteli hem de
iskelet kasindaki lokal COX-2 ifadesi AIR sonrasi sentezlenen ve dolasima salinan
inflamatuar mediyatorler tarafindan indiiklenmis olabilir. floprost uygulamasi ile lokal
COX-2 ifadesinin anlamli derecede azalmasi da, iloprost’un olasi antiinflamatuar
etkisine bagl olabilir.

Sonug olarak, bulgularimiz, iloprost'un IAA okliizyon-reperfiizyonu sonrasi
femoral arter endoteli ve gastroknemius kasinda olusan I-R hasarimi azalttigim
gostermektedir. [loprost’'un bu yararli etkisi, AIR sonrasi artmis lokal ve sistemik
adezyon molekiilleri ifadesini azaltmasina baglidir. Bunun yaninda, iloprost’'un bu
yararl etkisinin hangi mekanizmalar aracilig1 ile olugtugunu tam olarak aydinlatabilmek
icin yeni deneysel ¢aligmalara gereksinim vardir. Bildigimiz kadariyla calismamiz, IAA
okluzyon-reperfiizyonu sonrasi femoral arter endoteli ve iskelet kasi hasarinda
iloprost’un adezyon molekiilleri iizerinden etkisi ile ilgili olarak yapilmis ilk deneysel
calismadir. Calismamiz, AiR’e bagl femoral arter endoteli ve iskelet kasi hasarmin
iloprost uygulamasi ile azaltilmasini hedefleyecek yeni klinik calismalar i¢in bir temel

olusturabilir.



104

OZET

Amac: Bu calismanin amaci, infrarenal abdominal aorta (IAA) okluzyon-reperfiizyonu
sonras1 femoral arter endoteli ve gastroknemius kasinda olusan iskemi-reperfiizyon (I-
R) hasarina iloprost’un etkisini arastirmaktir.

Materyal ve Metod: Yirmi dort adet Wistar-Albino rat rastgele ve esit sayida (n = 8)
olarak ii¢ gruba ayrildi. Kontrol grubunda, laparotomi ve IAA diseksiyonu yapildi ama
[AA’ya okliizyon uygulanmadi. Aortik iskemi reperfiizyon (AIR) grubunda, IAA
diseksiyonu sonras1 IAA’ya kros-klemp konularak 120 dakika iskemi ve kros-klemp
kaldirilarak 120 dakika reperfiizyon uygulandi. AIR+iloprost grubunda, AIR islemine
ek olarak, 120 dakikalik reperfiizyon siiresince, kuyruk veni kullanilarak i.v 0,45
ug/kg/saat dozda iloprost (Ilomedin®, Bayer Schering Pharma AG, Berlin, Germany)
infiizyonu yapildi. Deney sonunda tiim ratlardan, biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnegi
ve histopatolojik degerlendirme icin gastrokunemius kas ve femoral arter doku 6rnekleri
alindi. Kan 6rneklerinde malondialdehid (MDA), kreatin fosfokinaz (CPK), intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-I), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-I) ve P
selektin plazma diizeyleri oOl¢iildii. Femoral arter ve gastroknemius kas doku
orneklerinde ise, 1sik mikroskobu kullanilarak, P selektin, L selektin, tumor necrosis
factor-a (TNF-a), CDI11b, CDI18, ICAM-1 ve cyclooxygenase-2 (COX-2) ig¢in
immiinohistokimyasal degerlendirme yapildi.

Sonugclar: Biyokimyasal incelemede, AIR grubu MDA, CPK, P Selektin, VCAM-1 ve
ICAM-1 plazma diizeyleri kontrol grubu diizeylerine gore anlamli derecede yiiksekti (p
< 0.05). AlR+iloprost grubu MDA, CPK, P selektin ve ICAM-1 plazma diizeyleri ise
AIR grubu diizeylerine gore anlamli derecede diisiiktii (p < 0.05). Femoral arter
orneklerinin histopatolojik incelemesinde, AIR grubu P selektin, L selektin, TNF-a,
CD11b, CD18, ICAM-1 ve COX-2 (endotel ve adventisya) immiinoreaktivitesinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu (p < 0.05), AlR+iloprost
grubunda ise P selektin, L selektin, TNF-a, CD11b, ICAM-1 ve COX-2 (endotel ve
adventisya) immiinoreaktivitesinin AIR grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu (p
< 0.05) saptandi. Gastroknemius kas Orneklerinin histopatolojik incelemesinde, AIR
grubu P selektin, L selektin, TNF-a, CDI11b, CDI8, ICAM-1 ve COX-2
immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu (p<0.05),

A1R+iloprost grubunda ise P selektin, L selektin, CDI8 ve COX-2
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immiinoreaktivitesinin AIR grubuna gére anlamli derecede diisiik oldugu saptand1 (p <
0.05).

Tartigma: Bu calismanin sonuglari, iloprost’un, IAA okluzyon-reperfiizyonu sonrasi
femoral arter endoteli ve gastroknemius kasinda olusan I-R hasarim1 azalttigim
gostermektedir. Iloprost'un bu yararl etkisi, AIR sonrasi artmis lokal ve sistemik

adezyon molekiilleri ifadesini azaltmasina baglidir.
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SUMMARY

Purpose: The purpose of the present study was to examine the effect of iloprost on
ischemia-reperfusion (I-R) injury at femoral artery endothelium and gastrocunemius
muscle after occlusion-reperfusion of infrarenal abdominal aorta (IAA).

Material and Methods: Twenty four Wistar-Albino rats were randomized in equal
numbers (eight per group) into three groups. Control group underwent laparotomy and
dissection of the IAA without occlusion. Aortic ischemia reperfusion (AIR) group
underwent dissection of the IAA and then ischemia and reperfusion performed by
clamping of the IAA for 120 minutes and declamping of the IAA for 120 minutes
respectively. In AIR+iloprost group, in addition to AIR, rats received intravenous
infusion of iloprost (llomedin®, Bayer Schering Pharma AG, Berlin, Germany), with a
dosage of 0,45 pug/kg/hour via tail vein during 120 min of reperfusion. At the end of the
experiment, blood samples for biochemical analysis and, femoral artery and
gastrocunemius muscle tissue samples for histopathological examinations were taken
from all rats. In blood samples, plasma levels of malondialdehyde (MDA), creatine
phosphokinase (CPK), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-I), vascular cell
adhesion molecule (VCAM-1) and P selectin were measured. In femoral artery and
gastrocunemius  muscle  tissue  sections, by using light microscope,
immunohistochemical analyses were done for P selectin, L selectin, tumor necrosis
factor-a (TNF-a), CD11b, CD18, ICAM-1 (CD54) and cyclooxygenase-2 (COX-2).
Results: Biochemical analysis showed that, in the AIR group, plasma levels of MDA,
CPK, P selectin, VCAM-1 and ICAM-1 were significantly higher than the levels in the
control group (p<0.05). In the AIR+iloprost group, plasma levels of MDA, CPK, P
selectin and ICAM-1 were significantly lower than the levels in the AIR group (p <
0.05). Histopathological examination of the femoral artery sections showed that, in the
AIR group, immunoreactivity of P selectin, L. selectin, TNF-a, CD11b, CD18, ICAM-1
and COX-2 (endothel and adventitia) were significantly higher than in the control group
(p < 0.05). In AIR+iloprost group, immunoreactivity of P selectin, L selectin, TNF-a,
CD11b, ICAM-1 and COX-2 (both endothelial and adventitial expression) were
significantly lower than in the AIR group (p < 0.05). Histopathological examination of
the gastrocunemius sections showed that, in the AIR group, immunoreactivity of P
selectin, L selectin, TNF-a, CD11b, CD18, ICAM-1 and COX-2 were significantly
higher than in the control group (p < 0.05). In the AlIR+iloprost group,
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immunoreactivity of P selectin, L selectin, CD18 and COX-2 were significantly lower
than in the AIR group (p < 0.05).

Conclusion: The results of this study show that, iloprost attenuates I-R injury in
femoral artery endothelium and gastrocunemius muscle after occlusion-reperfusion of
IAA. This beneficial effect of iloprost is due to decrement of increased local and

systemic expression of adhesion moleculles after AIR.
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