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OZET

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS), vaskiiler homeostazisin diizenlenmesinde
en Onemli diizenleyici sistemdir. RAS’in en oOnemli etkiye sahip iiyesi olan
Anjiyotensin II (Ang II)’nin, kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarda aktif rol oynayan
bir biliylime faktorii olup, son yillarda yapilan deneysel caligmalarla inflamatuar
cevabin olusumunda kilit rolii oldugu gosterilmistir. Deneysel iskemi-reperflizyon
(I’/R) modeli, iskemi ve reperfiizyon siirelerine bagli olarak uygulandigi dokuda
inflamatuar cevap olusumunu tetikleyen bir modeldir.

Iskemi-reperfiizyona maruz kalan mide dokusunda inflamatuar cevabin
olusumu ile iligkili enzimler olan iNOS, COX-2 ekspresyonunda Anjiyotensin II’nin
roliinii acikliga kavusturmak amaciyla yapilan ¢alismamizda, kontrol, I/R ve I/R +
blokiir gruplari olusturulmustur. I/R gruplarina 30 dakika iskemi ve iskemiyi takiben
24 saat reperfiizyon uygulanmistir. Blokiir gruplarina ise I/R uygulamasindan 6nce 5
giin, giinde 2 defa AT, reseptor blokiirli; Candesartan (1 mg/kg/giin), AT, reseptor
blokiirii; PD123319 (3 mg/kg/giin) veya ACE inhibitorii; Captopril (20 mg/kg/giin )
uygulanmig, takiben I/R yapilmistir. Deneklerden alinan mide dokusunda,
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, PGE; ve NOx (nitrit-+nitrat) miktarlari, iNOS ve
COX-2 ekspresyonlari tesbit edilmis, plazmada Ang II diizeyi 6l¢iilmiistiir.

30 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon periyodunun ardindan artmis olan
MPO aktivitesi, candesartan kullanimi ile baskilanmistir. I/R grubunda PGE, miktari
azalmig, COX-2 ekspresyonu degigsmemistir. Candesartan ve PD123319 verilen I/R
gruplarinda ise COX-2 ekspresyonunda artis tespit edilmistir. I/R’a bagli olarak NOx
miktarinda degisiklik olmamasina karsin, iNOS ekspresyonunda gozlenen arts,
candesartan ile baskilanmistir. Deney gruplarinin higbirinde, plazma Ang II
diizeyinde degisiklik tespit edilmemistir.

Sonug olarak; Anjiyotensin II AT; reseptorii lizerinden etki ederek, I/R’a
bagli iNOS ekspresyonundaki artistan sorumlu olabilir.

Anahtar Kkelimeler: Iskemi ve reperfiizyon, Anjiotensin II, iNOS, COX-2,
candesartan, PD123319, captopril, inflamasyon.
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ABSTRACT

Renin-Angiotensin system (RAS) is the most important regulatory system in
vascular homeostasis. Angiotensin II (Ang II) which is the most effective member of
RAS, is defined as a growth factor that has an active role on cardiovascular and renal
diseases. At last decade, it is revealed that Ang II has a key role in development of
inflammatory response. Experimental ischemia-reperfusion (I/R) model which
triggers inflammatory response that depends on ischemia and reperfusion duration is
an effective model.

In this study, we aimed to clarify the effect of Ang II on expression of iNOS
and COX-2 enzymes which are related to inflammatory response in rat stomach
which is exposed to ischemia-reperfusion. According to our purpose, control, I/R,
I/R+Candesartan, I/R + PD123319, I/R + Captopril groups were designed. 30 min
ischemia, subsequent 24 hrs reperfusion was applicated at I/R group. AT; RB;
Candesartan (1 mg/kg/day), AT, RB; PD123319 (3 mg/kg/day) or ACE inhibitor
Captopril (20 mg/kg/day) were given twice a day for five days. After that, I/R
procedure was applicated. Myeloperoxidase (MPO) activity, PGE, and NOx
(nitrate+nitrite) quantities and expressions of iNOS and COX-2 were assayed in
gastric tissues. Ang II level was measured in plasma.

After 30 min ischemia duration subsequently 24 hrs reperfusion period, MPO
activity was increased. This increment was abolished with candesartan. PGE,
quantity decreased, but there were no changes statisticaly significant and NOx
quantities in I/R group. The expression of COX-2 was increased in I/R+PD123319
and I/R+Candesartan groups.The increment of iNOS expression was suppressed with
Candesartan although NOx quantity was not changed related to I/R. There was no
statistically significance in plasma Ang II level between all the groups.

In conclusion; Angiotensin II may be responsible for increase of iNOS
expression which is related to I/R, via AT receptor pathway.

Key words: Ischemia and reperfusion, Ang II, iNOS, COX-2, candesartan,
PD123319, captopril, inflammation.



TESEKKUR

Bu arastirmanin planlanmasi, projelendirilmesi ve gerceklesmesinde degerli
katkilar1 ve elestirileriyle bana yol gosteren degerli hocam Prof.Dr.Nimet UYSAL’a,
deneysel caligmalardaki katkilarindan dolayr ¢alisma arkadasim Aras.Gor.Ruken
TAN’a, oneri ve elestirileri i¢in degerli hocalarima, teknik olanaklari ile deneysel
calismanin  belirli basamaklarinin gerceklesmesini saglayan Merkez Arastirma
Laboratuari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve Deney Hayvanlari Unitesi
calisanlarina, tezin yapim siirecindeki desteklerinden dolayr Biyokimya Anabilim
Dal1 Ogretim Uyesi Dog.Dr.Mutay ASLAN AYDIN’a tesekkiir ederim.

vi



ICINDEKILER

OZET

ABSTRACT

TESEKKUR

ICINDEKILER

SIMGELER ve KISALTMALAR DIZiNi

SEKILLER DiZiNi

GIRIS

GENEL BILGILER
2.1. Iskemi-Reperfiizyon
2.1.1. Intestinal iskemi
2.1.2. Iskemik Fazdaki Hasar Olusumu
2.1.3. Reperfiizyon
2.1.4. Reperfiizyon Fazindaki Hasar Olusumu
2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri
2.3. Mukozal savunma
24. Mukozal Savunmanin Yapisal Ozellikleri
2.4.1. Mukus Bariyeri
2.4.2. Epiteliyal Hiicre Bariyeri
2.5. Akut Gastroduedonal Savunmanin

Fizyolojik Mekanizmasi

2.5.1 Mukus Yapiminin Diizenlenmesi
2.5.2. Bikarbonat Sekresyonunun Diizenlenmesi
2.5.3. Mukozal Mikro Dolasimin Diizenlenmesi
2.54. Gastroduedonal Motilitenin Diizenlenmesi
2.6. Afferent Duysal Néronlarin Ozelligi

Vil

Sayfa

iv

vi

vii

xiii

o N N A R W W -

—
S U U W

16
16
16
17
17
18



2.7. Mukozal Biitiinliigiin Saglanmasinda Bagisiklik
Sisteminin Rolii

2.8. Liiminal Asit Sinyalinin Efferent Sinir
Cevaplarinda Iletimi

2.9. Gastroduedonal Savunmanin Son Asamasi;
Hizl1 Onarim ve lyilesme

2.10. Siklooksijenaz Enzimleri

2.11. Renin Angiotensin Sistemi

2.11.1. Angiotensin II

2.11.2 Ang Il Reseptorleri ve Reseptor Blokiirleri

2.12. Ang II’nin Inflamatuar Yanit Olusumundaki Rolii

2.12.1 Vaskiiler Permeabilitenin RAS Araciligi ile
Degistirilmesi

2.12.2. RAS’mn inflamatuar Hiicrelerde Kemotaksis ve
Hiicre Adezyonuna Etkisi

2.12.3. RAS’in Adezyon Molekiillerinin Ekspresyonuna Etkisi

2.12.4. RAS’n infiltre Olan Immiin Hiicre
Fonksiyonlarina Etkisi

2.13. Ang II’nin Indiikledigi Infiltrasyonun
Molekiiler Mekanizmasi

2.14. Ang II’nin Doku Onarimina Etkisi

GEREC ve YONTEM

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii

3.2 Parametrelerin Tayini

3.2.1. Kan Basinci Olgiimii

3.2.2. Protein Ol¢iimii

3.2.3. Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tayini

3.24. Nitrit Tayini

3.2.5. Nitrat Tayini

3.2.6. PGE, Tayini

3.2.7. Anjiyotensin II Tayini

viii

18

19

19
20
21
21
22
24

24

24
24

26

25
26

28
28
29
29
29
29
30
31
32
32



3.2.8.

3.3.
BULGULAR

4.1.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

4.5.1

4.5.2.

4.6.
TARTISMA
SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIS

iNOS ve COX - 2 Ekspresyonunun Tayini
Istatistiksel Analiz

Kan Basinc1 Degerleri

MPO Aktivitesi

PGE, Miktari

NOx Degerleri

iNOS ve COX-2 Ekspresyonlari
iNOS Ekspresyonu

COX-2 Ekspresyonu

Plazma Ang I1 Miktar1

X

33
35
36
36
37
38
39
40
40
41
42
43
47
48
61



SIMGELER ve KISALTMALAR
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ACE : Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim
Ang II : Anjiyotensin II

AP-1 : Aktivator protein -1
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Ca’ : Kalsiyum iyonu

CAN : Candesartan

CAT : Katalaz Enzimi

CAP : Captopril
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GIRIS

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) vaskiiler homeostazisin diizenlenmesinde
en onemli diizenleyici sistemdir [1]. RAS’1n en 6nemli etkiye sahip iiyesi olan,
giiniimiizde kardiovaskiiler ve renal hastaliklarda aktif rol oynayan bir biiylime
faktorii olarak tanimlanan Anjiyotensin II (Ang II), ilk defa 1940 yilinda Braun-
Mendez ve arkadaslari tarafindan periferal bir hormon olarak tanimlanmistir [1, 2, 3].
Ang 1II, renin ve anjiyotensin doOnistiiriicii enzim (ACE) araciligi ile
anjiyotensinojenden  donistiiriilen, genis  fonksiyon ¢esitliligine  sahip,
vazokonstriktor etkili bir oktapeptitdir [2, 4].

1990’larin baslarinda yapilan deneysel ¢alismalar ile Ang II’nin, inflamatuar
cevabin olusumunda kilit role sahip oldugu, pro-inflamatuar ve proliferatif etki
gosterdigi tespit edilmistir. Ang II ¢ogunlukla, niikleer faktoér kappa B (NF-kB) ve
aktivator protein-1 (AP-I) gibi inflamasyonla iligkili transkripsiyon faktorlerini aktive
etmek yoluyla, immiin cevabin olusumuna ve inflamatuar siirecin gelisimine katkida
bulunur. Iskemi-reperfiizyona maruz kalan dokularda ACE’ye ait gen
ekspresyonunun ve Ang II’nin plazmadaki konsantrasyonunun arttigi gosterilmistir

[5].

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), inflamasyonda nitrik oksit (NO)’in
asir1 yapimindan sorumlu olan enzimdir [6]. iNOS makrofajlar, notrofiller, vaskiiler
diiz kas ve endotel hiicreleri, mezangial hiicreler, kondrositler ve fibroblastlarda
ortaya c¢ikar [6]. Ayrica iINOS, siklooksijenaz-2 (COX-2) sentezinin
diizenlenmesinde, dolayis1 ile pro-inflamatuar prostaglandin E, (PGE,)’in yapiminda
onemli rol oynar [6]. Cesitli inflamasyon modellerinde iNOS ve COX—2’nin birlikte
indiiklendigi ve birlikte regiile edildigi gdsterilmistir [6]. Inflamasyon bélgesinde
indiiklenen COX-2 etkisi ile olusan PGE, vazodilatasyon ve vaskiiler permeabilitede
artis yaparak pro-inflamatuar etki gosterir.

COX-2 fizyolojik kosullarda tespit edilemeyecek kadar az olan bir enzimdir
[6]. Ancak inflamatuar sitokinler, endotoksinler, biiyiime faktdrleri, onkogenler ve
forbol esterleri kapsayan mitojenik stimuluslar, hizli ve gegici COX-2 gen
ekspresyonuna neden olur [6].

iNOS ve COX—2’nin aktivitesi ile ortaya ¢ikan NO ve PGE, endotel hiicresi
tizerindeki adezyon molekiillerinin ¢ikisint regiile ederek ndtrofil aktivasyonuna
katkida bulunmaktadir [14]. Notrofil aktivasyonu ve dokuya gecisi ile baslayan akut
inflamasyon, iskemi-reperfiizyon patogenezisinde kritik rol oynamaktadir [7, 16].

Iskemi-reperfiizyon (I/R)’a maruz kalan dokularda inflamatuar bir cevap
olusur [8]. Bu inflamatuar cevap, ¢esitli inflamatuar hiicre ve molekiillerin etkilesimi
ile ortaya ¢ikan dinamik bir siirectir [5]. Iskemi-reperfiizyona maruz kalan dokulara
ait hiicrelerde aktive olan NF-kB, bu siirecin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir [5,



6, 9, 10, 11]. Bunun sonucu olarak cesitli inflamatuar genler eksprese olmakta ve
cesitli sitokinlerin lokal yapimi artmaktadir [5, 9, 12]. Doku kan damarlarinin endotel
hiicrelerinde adezyon molekiilleri eksprese olmakta ve bdylece periferal 16kositlerin
infiltrasyonu ile doku hasar1 ortaya ¢ikmaktadir [10]. Bu inflamatuar molekiillerin
deneysel manipiilasyonlar1 iskemi-reperfiizyona bagli doku hasarmni 6nlemek icin
tedavi yaklagimlarini etkileyecektir [6].

Gastrointestinal sistem, hemen hemen her besin alinimindan sonra hidroklorik
asit (HCI), proteolitik enzimler ve safra gibi epiteliyal hasar olusturma kapasitesi
yiiksek olan ¢ok sayida maddeye maruz kalmaktadir. Fakat bu maddelere maruz
kalmasina ragmen mukozada O6nemli hasar olusumu ¢ok nadirdir. Gastrointestinal
sistemin olaganiistii bozulmadan kalma yeteneginin sebebi mukozal savunmadir.
Mukozal savunma ve zararli faktorler arasindaki dengenin bozulmasi, mukozal
savunma komponentlerinin azalip tehlikeli ajanlarin artmasi durumunda iilser
olusumu gozlenir [13]. Mukozal savunmanin temelindeki mekanizmalarin
anlasilmasi, iilser tedavilerinin gelistirilmesi agisindan son derece 6nemlidir [14].

Iskemi-reperfiizyon sonras1 gozlenen mide hasari, cesitli hemorajik kosullar
(hemorajik sok, peptik iilser kanamasi, vaskiiller ruptur vs.) ve diger sok
durumlarinda ¢ok sayida mikrovaskiiler ve mukozal degisimlere baglh olarak ortaya
cikmaktadir. Notrofillerin endotel hiicrelerine adezyonu ve dokuya gegisi, cesitli
inflamatuar mediyatorlerin salinimi, luminal asit, reaktif oksijen radikallerinin fazla
miktarda olusmasi, iskemi-reperfiizyona bagli mide hasarimin olusumunda rol
oynamaktadir [15].

Ozetle; RAS’in bir iiyesi olan Ang II’nin inflamatuar siiregte pro-
inflamatuvar rolii oldugu, bunu NF-kB ve AP-I gibi inflamasyonla iliskili
transkripsiyon faktorlerini aktive etmek yoluyla sagladigi, ozellikle NF-kB’nin
aktivasyonu sonrasinda inflamasyonla iligkili iNOS ve COX-2 gibi enzimlerin,
sitokinlerin, kemokinlerin ve adezyon molekiillerinin yapiminin arttig1 bilinmektedir.
Iskemi-reperfiizyona maruz kalan dokularda inflamatuar bir cevap olusmakla birlikte
ACE’ye ait gen ekspresyonunun ve diizeyinin artti1 gosterilmistir [5].

Calismamiz iskemi-reperfiizyona maruz kalan mide dokusunda inflamatuar
cevabin olugumu ile iliskili enzimler olan iNOS ve COX-2 ekspresyonunda Ang II’
nin roliinii agikliga kavusturmak amaci ile planlanmistir.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Iskemi-Reperfiizyon

Bir organa gelen kan akiminin ¢esitli nedenlerle (6zellikle vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesi veya durmasi
sonucu, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin saglanamamasi ve
olusan artik trilinlerin uzaklastirilamamasina iskemi denir [16]. Reperflizyon ise bu
iskemik dokudaki kan dolagiminin yeniden saglanmasidir.

Iskemi tek basina doku hasarina sebep olur, ancak asil hasar iskemik dokunun
hiicre canliligii ve fonksiyonunu korumaya ydnelik olarak yeniden kanlanmasi
durumunda olusur [16]. iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi
durumunda (reperfiizyon), oOzellikle dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer
16kositler (PMNL) tarafindan salinan reaktif oksijen tiirleri, (ROS) dokudaki yikimi
artirict etki yapar. Bu olaya reperfiizyona bagli doku hasari denir [17]. iskemik bir
dokunun reperflizyonu dokunun oksijen ve diger metabolik ihtiyag¢larini karsilarken,
hasar olusturur [18]. Bir dokuda iskemi ve reperfiizyon sonucu olusan hasar,
dokunun ayni1 toplam siirede sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu olusan hasardan
daha fazladir [19].

Akut mezenterik iskemi, gesitli yaniklar, hemorajik, travmatik ya da septik
sok sonrasinda, reaktif oksijen tiirlerinin ve proteazlarin iiretimi ve nétrofillerin,
noétrofil-endoteliyal hiicre etkilesimlerini takiben intestinal mukozada birikmeleri
sonucu iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 olusur [20]. Iskemik dokuya nétrofil gegisi
iskemiden sonra ilk 12 -24 saat icinde g6zlenir. Bu siirenin sonunda nétrofiller yerini
yavag yavas makrofajlara birakirlar. Bununla beraber, iskeminin ardindan
reperfiizyon da gerceklesirse, 16kosit birikimi iskemik alanda kan akimi arttig1 igin
daha hizli olur [21].

I/R hasari, kalp, beyin, karaciger, bobrek ve bagirsak gibi oksijene bagimli
doku hiicrelerini, organlart 6nemli Olgiide etkiler. Organ naklini takiben gelisen
fonksiyon bozuklugunun ana sebebi olarak da I/R hasar1 gosterilmektedir. Bu hasar
nakledilmis organin uzun siire yasama durumunu kisitlar [8]. I/R’nin goriilme
sikligina bagli olarak mezenterik kan damarlarinda meydana gelen I/R sonucu,
genellikle akut vaskiiler yetmezlik ve ¢oklu organ yetmezligi gelisir [22].

I/R hasarmin olusum mekanizmasinda gesitli faktorlerin etkili oldugu o6ne
stiriilmiistiir. Bunlar arasinda, proteazlarin ve fosfolipazlarin aktivasyonu, hiicre i¢i
Ca”" konsantrasyonunda meydana gelen degisim, ATP yoklugu, serbest radikallerin
olusturdugu hiicre hasari, pro ve anti-inflamatuar sitokin yapimindaki dengenin pro-
inflamatuar sitokinler yoniine kaymasi, kemokinler, aktif immiin sistem hiicreleri
bulunmaktadir [23].

2.1.1. intestinal iskemi



Intestinal iskemi genellikle tromboz ya da emboli ile olusan arter ttkanmast,
kalp yetmezligi, mezenterik arterdeki diisiik kan akimi, sepsis ve alfa adrenerjik
ajanlarin uygulanmasi sonucu meydana gelir. Kan akimi en ¢ok ¢oliak arterin,
siiperiyor mezenterik arterin, inferiyor mezenterik arterin tikanmasi ile tehlikeye
girer. Bununla beraber mezenterik kan damarlar1 kendi aralarindaki ya da cok
yakinlarindaki paralel akim kaynaklar1 ile dokulara giden kan akimi
destekleyebilirler [22].

Arteriyel iskemi dokulara oksijen temininin durdurulmasiyla meydana gelen
degisimler ile baglar. Bu degisimlerden biri aerobik (oksijenli) enerji
metabolizmasinin durmasidir. Bunu takiben hiicre i¢ci ATP miktar1 azalir ve hiicresel
homeostazis bozulur. iskemi siirecinde yetersiz oksijen saglanmasi, sonug olarak
ATP varliginda gerceklesecek olaylari tehlikeye sokar [22].

2.1.2. iskemik Fazdaki Hasar Olusumu

Iskemik fazda oksijene bagimli olan hiicrelerin (kardiyomiyositler, ndronlar,
hepatositler, renal tiibiiler hiicreler, bagirsak epiteliyal hiicreleri) oksijensiz kalmasi
bu hiicreleri agir bir sekilde etkiler [8]. Iskemi sonucunda dokunun tek enerji kaynagi
anaerobik metabolizmadir. Bu sebeple doku hipokside kalirsa, hipoksik doku hasari
ortaya cikar [8, 24] (Sekil 2.1.). Hasar olusumu, mitokondriyal enerji yapiminin
(oksidatif fosforilasyonun) azalmasi ve hiicresel enerjinin diismesi sonucu
gerceklesen bir seri olaylar dizisidir [8]. Dogrudan ya da dolayl olarak meydana
gelen enerji yoklugu, hiicre icinde hiicresel iyon homeostazisinin bozulmasi,
hidrolazlarin aktivasyonu, hiicresel membranlarin permeabilitelerinin artmasi gibi
degisimlerin goriilmesine sebep olur. Bu olaylar kismen sira ile birbirini takip eden
tarzda gercgeklesir. Daha fazla hasarin olusumu, bu degisimleri siirdiiriir ve bu
degisimler de doku hasarini tetikleyici diger degisimlerle baglantilidir. Boylece kendi
kendine artan sekilde hasar olusmaya baslar.
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Sekil 2.1. Iskemik hiicre hasar1 mekanizmast [8].



Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii kaybolur ve hiicresel
6lim meydana gelir. Hiicresel enerji eksikligi iskemik hasarin gelismesinde merkezi
bir rol oynamaktadir. Aerobik kosullarda bir mol glukoz, glikoliz ile iki mol piruvata
doniistirken iki mol ATP elde edilmektedir. Oksijen varliginda iki mol piruvat,
piruvat dehidrogenaz (PDH) enzimi ile asetil-KoA'ya metabolize edildikten sonra,
krebs dongiisii ve ardindan indirgen esdegerlerin mitokondrial elektron transport
zincirinde, molekiiler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda 36 mol ATP
olusmaktadir [8, 25]. Iskemi sirasinda, oksijen yokluguna bagl olarak, mitokondrial
elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon kapasitesi giderek azalmaktadir [26].
Fosfokreatin (Pcr) depolar1 tiikkeninceye kadar kreatin kinaz reaksiyonu ile ATP
yapimi bir siire daha devam etmektedir. Daha sonra ATP tamamen tiikenmektedir
[25].

Hiicre membraninda bulunan Na'/K™~ ATPaz pompasi, ATP hidrolizi ile ii¢
sodyum atomunu (Na") iki potasyum (K") atomu karsiliginda hiicre disina ¢ikarirken,
kalsiyum (Ca>") pompast olan Ca**ATPaz ise iki hidrojen iyonuna (H") karsilik bir
Ca”™ iyonunu hiicre disina cikarmaktadir. Boylece ekstraselliler Na“ ve Ca®"
konsantrasyonlar1 hiicre i¢ine gore sirasiyla 10 ve 10.000 kat daha fazla olmaktadir.
Hiicre ici K™ konsantrasyonu ise hiicre disina oranla 40 kat fazla bulunmaktadr.
Primer aktif transport ile saglanan sodyum gradiyenti, 3Na"/Ca’" ve Na "/H'
tastyicilart icin enerji kaynagimi olusturmaktadir. Bu sekonder aktif transport
tastyicilart ile Ca®* ve H™ iyonlarimin hiicre disina ¢ikmasi saglanmaktadir. Hiicre
membraninin potasyuma olan gegirgenligi nedeniyle potasyum dagilimi temelde
konsantrasyon gradiyenti ile olugsmaktadir.

Hiicreye enerji saglandigi siirece aktif ve pasif transport sistemleri uyum
icinde calisarak, iyon dengesini saglamaktadirlar. Iyon dengesi, hiicre igci
metabolizma ve sinyal iletimi gibi temel fonksiyonlar i¢in gerekli olan membran
potansiyelinin olusturulmasinda birinci derecede 6nem tagimaktadir.

Iskemide sitozolik pH, ATP yokluguna, glikolitik hizin artisina ve belki de
hasarli lizozomlardan serbestlenen H' iyonuna bagl olarak diiser. Asidoz ile birlikte,
makromolekiil ~ sentezinin  durmasi, sitozolik Na® ve Ca®" iyonlarinin
konsantrasyonunun artmasi ve iyon dengesinin bozulmasi, plazma permeabilitesinin
artmasi, ATP yikim {irlinlerinin birikmesi, bu degisimlere paralel olarak sonunda,
hiicresel homeostazis bozulmasi goriiliir [8, 22, 27].

Sitozolik Ca*" konsantrasyonunun artis1 hiicre ici fosfolipazlar gibi
hidrolazlar1 (6zellikle fosfolipaz A, gibi) aktive eder. Aktive olan hidrolazlar
substratlarin1 yikmak suretiyle hasar olusumunu hizlandirirlar (Or. hiicre ici Ca”" ile
aktive olan calpain, hiicre iskeleti proteinlerinin yikimina sebep olur). Artan hiicresel
Na' iyonu konsantrasyonu plazma membranmin ayrilmasina sebep olan hiicresel
osmotik siskinligin olusumunu sebep olur. Mitokondriyal membranda olusan gegis
porlart yliziinden permeabilite degisimi, mitokondriyal membran potansiyeli kaybina
ve mitokondriyal matriksde Ca*" birikimine sebep olur.

Iskemide gelisen bu olaylar, temelde reperfiizyonda oksijen ve kan
tiriinlerinin yeniden dokuya gelmesiyle oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumu



icin zemin hazirlamaktadir [28]. Reperfiizyonda cok ¢esitli hiicre, organel ve
enzimler serbest radikal kaynagini olusturur. Bunlar arasinda Mitokondrial elektron
transport zinciri (METZ), vaskiiler endotel, 16kositlerin (ndtrofil, lenfosit, monosit)
aktivasyonu, plazma ve organel membranlari, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivasyonu
sayilabilir.

2.1.3. Reperfiizyon

Yapilan caligmalarda, koroner arter tikanmasi sonrasinda eger zamaninda
reperfiizyon uygulanirsa, bu uygulamanin hiicreleri miyokardial nekrozisten
korudugu gosterilmistir [22]. Bununla birlikte iskeminin siiresine ve yogunluguna
bagl olarak oksijen yeniden dokulara geldiginde, temelde oksijensizlik yiiziinden
olusan doku hasar1 daha da agirlasir. Reperfiizyonda hizli oksijen radikali olusumu
hem sistemik hem de lokal hasar olusumuna neden olur. Cesitli hayvan tiirlerinde
yapilan deneysel mezenterik iskemi reperflizyon modelinde reperfiizyon fazinda
olusan doku hasari, iskemik fazda olusan hasardan daha fazladir. Braunwald ve
ark.’larinin [29] c¢alismasina gore miyokardiyal iskemide iskeminin siiresi ile
baglantili olarak koroner akimin yeniden saglanmasi, hem nekrozisin dnlenmesi hem
de miyokardiyal hasarin yayilmasimin onlenmesi acisindan son derece etkilidir.
Ancak, akimin yeniden saglanmasi dokuda fonksiyonel metabolik ve yapisal
degisimleri de beraberinde getirir [21]. I/R sonrasi dokularda mikrovaskiiler
fonksiyon ve arteriyollerde endotele bagimli dilatasyon bozuklugu gelisir.
Kapillerlerde 16kosit tikaglari olusur, siv1 filtrasyonu artar. Postkapiller ventillerde
plazma proteinlerinin damar disina ¢ikmasi ve l0kositlerin hareketliligi baslar.
Mikrosirkiilasyonun biitiin segmentlerinde aktive olan endotel hiicreleri daha fazla
ROS ve daha az nitrik oksit (NO) iiretir. Endotel hiicrelerinde siiperoksit radikali ve
NO arasindaki dengesizlik inflamatuar mediyatdrlerin {iretim ve salinmalarina
onciiliik ederken adezyon molekiillerinin biyosentezini de arttirir [30].

I/R, endotelyum ve farkli hiicre tipleri arasindaki etkilesimleri artirarak
mikrovaskiiler hasara, hiicresel nekroza ve/veya apoptozise neden olur. Splanknik
arterlerin tikanmasi ve reperflizyonun 6zellikle vaskiiler permeabiliteyi degistirmesi,
polimorfoniikleer notrofil (PMN)’lerin aktivasyon ve adezyonlarini saglamasi, pro-
inflamatuar maddelerin, nitrojen ve oksijen kokenli serbest radikallerin olugumu
nedeniyle dolasimsal soku hizlandirir [§].

Ince bagirsakta meydana gelen I/R, mukozal bariyerin biitiinliigiiniin
bozulmasina, bakteriyel gegise ve inflamatuar cevabin olusumuna sebep olur.
Bakteriyel translokasyon, canli bakterinin intestinal mukoza araciligi ile mezenterik
lenfatik nodlara, diger organlara ve dokulara yayilmasidir. Translokasyon stireci,
bakteri ve bagirsak duvari arasinda tek basina sitokin yapimimi uyaracak ve
inflamatuar yanit1 olusturacak ilk temas ile baglar. Bakteri mukozaya gecer ve oradan
farkli organlara dolasim sistemi ile tasinir. Sigcan mezenterik arterine 30 dakika
iskemiyi takiben 24 saatlik reperflizyon uygulanan bir ¢aligmada, isaretli bakterinin
translokasyonuna bakilmis ve translokasyonda reperfiizyon zamaninin belirleyici
oldugu sonucuna varilmistir [8]. Ciinkli kan akiminin yeniden saglanmasi ile hiicre
icine fosfolipaz A, aktivasyonunu saglayan Ca’" girisi gerceklesir. Fosfolipaz A,
tarafindan salian arasidonik asit reperfiizyon siiresince COX enzimleri tarafindan
metabolize edilir. Prostaglandin (PG)’lerin, Tromboksan (TX), prostasiklinler (PGI;)



ve lokotrienlerin yapimindan sorumlu olan lipooksijenaz (LOX) enzimlerinin
iretimi, vazodilatasyon (PGl,, PGE,, PGE,, PGD,), vaskiiler permeabilitenin artisi
(LTC4, LTDy4, LTE,), trombosit agregasyonunu ve PMN’lerin kemotaksisini uyarir
(8, 22].

2.1.4. Reperfiizyon Fazindaki Hasar Olusumu

Iskemiyi takiben inflamatuar bir cevap olusur (Sekil2.2.) [8]. Inflamasyon,
travma ve enfeksiyon gibi durumlarda dokular fiziksel ya da kimyasal ajanlarla ya da
patojenlerle hasarlandiginda, hasara karsi olusturulan bolgesel savunma cevabi
olarak tanimlanmistir [3]. Bu olusan inflamatuvar cevaba, makrofajlar endotelyal
hiicreler, notrofiller lenfositler, trombositler, parankimal hiicreler, ayrica kompleman
sistemi, kan koagulasyon kaskadi, reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit, pro ve anti-
inflamatuar sitokinler, mikrovaskiiler perfiizyon ile iliskili diger mediyatorler gibi
hiicresel olmayan yapilar da katilir [8].
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Sekil 2.2. Iskemiyi takiben reperfiizyonda olusan doku hasar1 mekanizmas [8].
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Inflamasyon cevabi, hasarli hiicre igerigi tarafindan tetiklenebilecegi gibi,
biitiinligli bozulmus doku matriksinin kompleman kaskadin1i ya da makrofajlari
aktive etmesi yolu ile dendritik ve diger hiicrelerin HSP (heat shock proteinler)’e,
niikleer proteinlere ya da heparan siilfatin toll-like reseptorlerine baglanmasi yolu ile
de tetiklenebilir. inflamatuvar yanit her ne kadar hiicrelerde 6zellikle de endoteliyal
hiicrelerde ve makrofajlarda baslasa da, bu hiicreler de anoksi ve yeniden
oksijenlenme sirasinda ve hiicre i¢i Ca*" artis1 ile aktive olurlar [8].

Inflamasyondaki olaylar, birbirleri ile baglantihdir. ROS, aktive olmus
makrofajlardan, nétrofillerden, endoteliyal hiicrelerden, trombositlerden ve
hasarlanmis hiicrelerden salinabilir. Sitokin ve kemokinler gibi mediyatorler ise,



makrofajlar, lenfositler, notrofiller ve endoteliyal hiicreler tarafindan olusturulur ve
yine bu hiicreleri aktive eder. Azalan / artan NO olusumu, artan endotelin -1 olusumu
ve kan koagulasyonu mikrovaskiiler perfiizyonda sorunlar yaratir. inflamatuar cevap
siiresince salman ROS, sitokinler, tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), NO’nun
yiiksek dozlar1 gibi gesitli bilesenler, sitotoksisite yaratarak hiicre hasarini ayrica
indiiklerler. ROS’un, 06zellikle hidrojen peroksitin NF-kB’yi aktive ettigi
bilinmektedir. Aktive olmus NF-kB inflamasyonla iligkili akut faz proteinleri, hiicre
adezyon molekiilleri, hiicre ylizey reseptorleri, sitokinler ve kemokinler gibi iiriinleri
olan genlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesinden sorumludur [31].

Mikrovaskiiler diizensizlik yiiziinden reperfiizyon ile yeniden oksijenlenme
saglansa bile reperfiizyon fazinda hala anoksik hasar devam eder ve reperfiizyon
stireci boyunca inflamatuar cevabin olusumu ile hiicre hasar siirekliligini korur.

Sicak ve soguk iskemiyi takiben olusan inflamasyon cevabinda belirgin
farkliliklar meydana gelir. En belirgin gézlemlerden biri endoteliyal hiicreler soguk
iskemiyi takiben olusan reperfiizyonda sicak iskemiyi takiben olusan reperfiizyona
gore ¢cok daha fazla etkilenirler [8].

Deneysel caligmalarin sonuglarina gore iskemi-reperfiizyon hasarmin erken
ve sonradan olusan hasar olmak {izere bifazik sekilde gelistigi ortaya konmustur.
Erken hasar, ksantin oksidaz (XOD) ad1 verilen enzimden kdken alan reaktif oksijen
tirlerinin yapimi ile olusurken, sonradan olusan hasar, inflamatuar hiicrelerin
aktivasyonu ve birikimi ile olusur [31]. Erken hasarda iskemiye maruz kalan organda
hipoksi ve hiicre membranlarinda da XOD kokenli ROS araciligi ile olusan lipid
peroksidasyonu ile hasar gelisir. Bununla birlikte, ROS hem TNF-a, interlokin 1
(IL-1P) gibi proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin hem de sitokinle indiiklenen
notrofil kemoatraktanlarinin (CINC) iiretimine sebep olur [32]. Sonradan olusan
hasarda ise, notrofil birikimi reperfiizyon sonrasi 24 saat ig¢inde belirgin sekilde
gbzlenir. Hasarl1 dokuda 16kosit birikimi karmasik bir olaydir. Bu siire¢, endotel
ylizeyindeki adezyon molekiillerini, l6kosit-kemotaksis faktorlerini, hiicre igi
adezyon molekiillerini (ICAM), ayrica en Onemli adezyon molekiilleri olan,
normalde bazal seviyede olan ancak iskemi sonrasi yapimlari-ekspresyonlari 1L-8,
IL-1, ve TNF-a gibi iskemik dokudan salinan ¢esitli inflamatuar sitokinlerce artirilan
endotelyal adezyon molekiillerini kapsar [20].

Yapilan ¢alismalara gore deneysel hepatik iskemi reperflizyon hasarinin geg
fazinda, aktive notrofillerin rolleri onemlidir. Hepatik inflamasyonun baslangic
asamasinda olusan ROS, sonraki asamada ciddi hepatik inflamasyonla
sonuclanabilir. Bu sonuglara ek olarak, 2001 yilinda Yabe ve ark.’larinin [33] yapmis
oldugu caligsmada I/R ile olusturulmus hepatik hasarin, siiperoksit dismutaz (SOD) ya
da katalaz (CAT) tiirevleri tedavisi uygulandiginda nétrofil kemotaksisini bozdugu
icin azaldig1 ortaya konmustur.

Reperfiizyonda, 6zellikle erken reperfiizyon fazindaki hiicre hasari iskemik
fazda olusan hiicre ici degisimler sonucu olusur. Ornegin, iskemik fazda
mitokondriyal solunum zinciri enzimleri gibi elektron transferinden sorumlu
enzimler hasarlanir. Reperflizyonda hala elektronlarini oksijene aktarabilen hiicreler
bunu hasarli enzimler aracilif1 ile yaparlar ve sonug¢ olarak reaktif oksijen tiirleri



olusur ve reaktif oksijen tiirleri aracilifi ile olusan hiicresel hasar baslamis olur.
Benzer bir durum soguk iskemide de goézlenir. Soguk iskemi apoptozisi indiikler.
Soguk, endoteliyal hiicreler, hepatositler ve renal tiibiiler hiicreler gibi ¢esitli
hiicrelerin sitozolik selat havuzunda demir iyonlarinin artisina sebep olur.
Reperflizyonu takiben bu demir iyonlar1 hem apoptotik cevabi tetikler, hem de
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu saglar. Her iki Ornekte aciklanan, azalmis
durumdaki hiicresel redoks sistemlerinin artmasi, iskemik faz siiresince demir
selatinin indirgenmesinin artmasi reperfiizyonun baslangicinda hasar olusumunu
kolaylastirir. Reperfiizyonda hiicre hasar1 her ne kadar inflamatuvar cevap sonucu
olussa da hasar1 olusturan bilesenler, iskemide kan akiminin azalmasi-durdurulmasi
ile olusan oksijensizlige baglidir. Bu bilesenlerin ¢ok ¢esitli olmasindan dolay1 hiicre
ici hasar siireci karmasik, uzun siireli ve reperfiizyon siliresince devam edebilir
tarzdadir [8].

Sitozolik Na" ve Ca*"un artmasi, hidrolazlarm aktivasyonu ve mitokondriyal
permeabilitede degisim anoksik hiicre hasar1 olusumunda hemen gerceklesir. Diger
degisimler, oOzellikle gerceklesebilmesi ATP varligina baglh olanlar sadece
reperfiizyon fazinda goriiliirler. Bu sayede, mitojen ile aktive olan protein kinaz ailesi
(MAPkinazlar), NF-kB, 6lim reseptorlerini aktive eden sinyaller ve mitokondriyal
apoptotik yolaklarin (aktive edici ya da baskilayici kaspazlarin ve Bcl-2 ailesi
tiyelerinin aktivasyonu) tamaminin reperfiizyon fazindaki hiicresel hasar ile iliskili
oldugu soylenebilir [8].

2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Bir veya daha fazla orbitinde eslenmemis elektron bulunan atom veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanir [22, 34]. Serbest radikaller dis
yoriingelerinde eslesmemis bir ¢ift elektron tasiyan kimyasallar oldugu igin, son
derece reaktif ve kararsizdirlar. Bu nedenle herhangi bir molekiil veya atom ile
etkilesime girerek, o yapidan bir elektron alma veya bir elektron verme
egilimindedirler. [34, 35]. Organik ve inorganik kimyasal maddelerle, proteinlerle
yaglarla karbohidratlarla kismen de hiicre membranlart ve niikleik asitlerle
reaksiyona girerler [22]. Canlilarda ROS, ekzojen ve endojen, fizyolojik veya
patolojik mekanizmalar sonucu olusabilir.

Biyolojik sistemlerle iligkili baglica oksijen tiirevli serbest radikaller sunlardir;

1. Siiperoksit anyonu;
2. Peroksil radikali;

3. Hidroksil radikali;
4. Nitrik Oksit

5. Singlet oksijen [36].

Iskemi boyunca ATP, hipoksantin yapimi i¢in katalizlenir. Fizyolojik sartlar
altinda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz (XDH) yolu ile ksantine okside olur.
Iskemi siiresince, hiicre ici Ca*" miktarinda artis ve iskemi siiresi ile orantili olarak
XDH’1n, ksantin oksidaza déniisiimii goriiliir. Intestinal dokularda diger dokulara
oranla daha hizli olan bu reaksiyonda XO Olgiimii intestinal iskeminin
belirlenmesinde giivenli bir yoldur [22].



Reperfiizyonda oksijen yeniden dokulara geldiginde, hipoksantin ve XO ile
reaksiyona girerek, SOD enzimi aracilig1 ile hidrojen peroksit (H,0,)’e doniisecek
olan siiperoksit anyonunu olusturur. CAT ya da glutatyon peroksidaz (GPX)
enzimleri yolu ile HyO,’e dontisiir. Demir iyonlar1 varliginda, siiperoksit anyonu ve
H,0,, Haber Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 ile oldukca reaktif ve sitotoksik olan
hidroksil radikallerini (OH’) olusturur. Hidroksil radikalleri, hiicre membran
komponentlerinde lipid peroksidasyonunu baglatir, bu olay 6dem olusumuna, hiicre
ici elektrolit konsantrasyonunda degigsimlere, hiicresel fonksiyon bozukluguna ve
hiicre 6liimiine yol agar [37].

Notrofillerin ve kompleman yolagiin aktive olmasi, hiicresel toksinlerin ve
graniilositlerin mikrovaskiiler endotelyuma yapismasini artiran maddelerin salinmasi
sonucu graniilositlerin endoteliyal hiicreye tutunmalar1 ve sonrasinda siiperoksit ve
cesitli proteazlart salgilamalari yiiziinden serbest radikallerin etkisi ile olusan hasar
daha da agirlasir, sistemik hale gelir [37].

Stiperoksit radikalleri, hidroksi radikaller ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirleri, dogrudan ya da dolayli yoldan dokunun canliligini yitirmesine ve
fonksiyon kaybina, kisaca doku hasarina sebep olurlar [38]. Inflamasyon,
aterosklerosis, apoptozis ve iskemi reperfiizyonda olusan doku hasart bu duruma
ornektir [38].

Reaktif oksijen radikalleri arasinda, midede I/R sonucu olusan hasarin en
biiyilk sorumlulari, siiperoksit radikalleri ve hidroksi radikallerdir. Diger yandan
vaskiiler endotelyal hiicrelerden salinan NO, kan basinci diizenlenmesinde, vaskiiler
tonusda, noronal sinyalizasyonda, immiinolojik fonksiyonlarda ve diger pek c¢ok
fizyolojik olayda gorevlidir. Sindirim sisteminde, NO gastrik mukozal kan akiminin
ve mukus sekresyonunun diizenlenmesinden sorumludur. Bununla birlikte etanol,
non-steroidal anti-inflamatuar ilaclar (NSAID), suya batirma stresi ve iskemi
reperfiizyon gibi ¢esitli hasar modelleri ile midede olusturulan mukozal lezyonlarda,
NO’nun sitotoksik mi yoksa sitoprotektif mi oldugu hala agik degildir [38].

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina karsilik ¢ok sayida hiicre
koruyucu enzimler ile karst koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasari
sinirlandirilmaya calisilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan
maddeler ve serbest radikallerin birbirleri arasindaki iliski, bir denge olusturmaktadir
[39, 40].

Hiicre i¢inde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen
ara metabolitlerini ve bu ara metabolitlerin olusturdugu oksidatif stresi azaltmak
izere fonksiyon yaparlar. Antioksidan savunmada oncelikle etkili olanlar enzimatik
antioksidanlardir. Bunlar siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir [39, 40, 41].

Reperfiizyon sonrasinda intestinal hasar1 indiikleyen oksijen molekiiliinden
yapilan serbest radikallerin kaynagi mitokondride bulunan elektron transport zinciri,
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ksantin-ksantin oksidaz metabolizmasi, endoteliyal hiicreler ve aktive nétrofillerdir

[8].

Normal sartlarda oksijen molekiilii suyu olusturmak {izere mitokondrideki
sitokrom sistemine aktarilir. Bu oksijenin % 1 veya 2’si yolaktan kacarak oksijen
kokenli serbest radikalleri olusturur. Normal sartlarda, olusan bu serbest radikaller
endojen antioksidan enzimlerce notralize edilir. Fakat reperfiizyon siiresince asiri
miktarda serbest radikal olusumu gdzlenir. Bu asir1 serbest radikallerden dolayi
oksidatif stres ve bunu takiben zararli etkiler gozlenir [22].

NO ile peroksinitriti olusturmak iizere reaksiyona giren siiperoksit iyonlari
lipid ve protein oksidasyonunu yogunlastirir. Bunu takiben hiicresel hasar gelisir.
Tiim hiicresel yapilar ROS’un aktivitelerine karsi dayaniksizdir. Hiicre membani,
hiicresel yapida ve membran permeabilitesinde degisimlere sebep olan lipid
peroksidasyonundan fazlaca etkilenir. Yag-radikal reaksiyonlar1 kendileri de serbest
radikal olan lipidik peroksidazlarin salinmasi, sonrasinda da diger yag asitlerinin
indirgenmesini baglatir. Sonu¢ olarak, iyon degisiminde secicilik kaybi ve
lizozomlardan salinan hidrolitik enzimler gibi organel iceriklerinin salinmasi sonucu
hiicre olimi gergeklesir. Lipid peroksidasyonunu hizlandirmasinin yani sira,
ROS’un nétrofilleri aktive etme ve ¢ekme kapasitesi vardir. Inflamatuar hiicrelerin
fonksiyonu I/R siiresince iiretilen kemoatraktanlar (C5a, IL-8, LTB4, PAF) tarafindan
ve hem inflamatuar hiicre ylizeyinde hem de endoteliyal hiicre yiizeyinde bulunan
adezyon molekiillerince diizenlenir. Lokosit-endotelyum etkilesimini saglayan
adezyon molekiilleri, selektinler, integrinler ve immiinoglobulinlerdir (hiicre igi
adeyon molekiilii-1(ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1(VCAM-1)) [22].

Lokositlerin goglinde gerceklesen olaylarin sirasi, 16kositlerin damar duvaria
yaklagmalari, endotelyum tabakasi lizerinde donmeleri, endotelden gegcmeden once
endotele yapismalari ve son olarak endotelden gecislerdir. Aktive olmus nétrofiller,
adezyon ve takiben migrasyon olaylar1 sonunda endotelyumdan gectikten sonra,
gectikleri alanda serbest radikalleri ve proteolitik enzimleri (kollajenaz, elastaz,
katepsin-G) salgilayarak bolgesel yikima sebep olurlar. Aktive olmus ndtrofillerin
akciger ya da diger organlar istila etmesi, ¢oklu organ yetmezliginin gelisiminde
onemli bir basamaktir. Normal sigan bagirsaginda, ICAM-1 ve VCAM-1 vaskiiler
endotelyumda vardir. I/R cevabinda ise, vaskiiler endotelyum hiicrelerinde, bag
dokuda, lamina propriada ve de inflamatuar hiicrelerde asir1 ekspresyonu gerceklesir.
Asirt ekspresyon, I/R boyunca 16kosit adezyonunu ve hasarli alana gecisi hizlandirir
[22].

NO, kardiyovaskiiler sistemde olduk¢a giiglii bir regiilator, mide
kanlanmasinda 6nemli bir endojen vazodilatordiir [42, 43]. Ayrica, periferal sinir
sistemi  fonksiyonlarinda, immiin fonksiyonlarda ve diger homeostatik
mekanizmalarda gorevlidir [44]. Endoteliyal hiicrelerde iiretilen NO vaskiiler
fonksiyonu ile kan basincinin diizenlenmesi gibi énemli rollere sahiptir. Bunlara ek
olarak, trombosit agregasyonunun inhibisyonu, iskemik koruma, anti-inflamatuar,
anti-apoptotik ve anti-aterojenik oOzellikleri dolayisiyla son derece oOnemli bir
molekiildiir [42]. NO, mide mukozal biitiinliigiiniin korunmasina, duysal
noropeptidler, endojen prostaglandinler gibi diger koruyucu mediyatorlerle
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etkileserek ve cGMP aracili olarak mukus ya da bikarbonat sekresyonunu saglamak
yolu ile yardimer oldugu i¢in NO’nun mide mukozasinda koruyucu rolii oldugu
goriilmektedir.

Fizyolojik olarak cNOS tarafindan olusturulan NO, mukozal perfiizyona
yardimci ve ¢esitli uyaranlara kargi sindirim sistemi mukozasini koruyucu roldedir.
Ancak iNOS aktivasyonunu takiben NO’nun agir1 liretimi patofizyolojik olaylarla
iligkilendirilmistir [44]. Peroksinitrit gibi reaktif nitrojen tiirlerinin sebep oldugu
oksidatif stres ve buna bagli mukozal hasar bu olaylara 6rnek verilebilir [43]. Asir
NO’nun dolasimsal sok ve inflamasyon ile iliskili oldugunu gdsteren caligmalar
bulunmaktadir [1, 44]. Inflamasyon durumunda NO’nun agir1 {iretiminin iNOS aracili
oldugu kesinlesmistir [44].

Endoteliyal fonksiyon bozukluguna, azalan prostasiklin salimi ve
vazokonstriktor maddelerin {iretiminin artisi neden olabilir. Anormal vazodilator
cevapla iligkilendirilmis bu endoteliyal degisimlerin mekanizmalar1 tam
anlagilamamakla beraber, NO aktivitesinin bu anormalliklerin olusumunda temel rolii
oynadigr diislinilmektedir. Endoteliyal hiicrelerde yapilan NO, hem trombosit
adezyonunu ve aktivasyonunu inhibe ederek hem de sub endoteliyal bosluga nétrofil
ve monosit adezyonunu ve gociinli inhibe ederek vaskiiler biitlinliigii saglar. Ayrica
NO, kan akiminin otoregiilasyonu ile iligkilidir. Hem biiyiik arterler hem de mikro
dolagim seviyesindeki damarlarda, vaskiiler yataktaki kan akiminin dagiliminda
onemli bir belirleyicidir [45].

I/R boyunca iiretilen serbest radikaller icinde NO olduk¢a onemlidir. NO,
noronal ve epiteliyal hiicrelerde bulunan yapisal NOS (NOS-1, cNOS), ilk defa
makrofajlarda tanimlanmis ama glinimiizde makrofajlarla birlikte, vaskiiler diiz kas
hiicreleri, notrofiller, endoteliyal hiicreler, mesangial hiicreler, kondrositler gibi pek
cok hiicrede eksprese oldugu bilinen indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS-2) ve
endoteliyal hiicrelerde bulunan, NOS-3 olarak da adlandirilan eNOS olmak {izere 3
izoformu bulunan NO sentaz (NOS) araciligi ile L-arjininden sentezlenir [42, 43, 44,
46].

NO’nun, iNOS aracilig1 ile asir1 olarak sentezlenmesi bagirsakta olusan I/R
hasarinin olusumuna katkida bulunur. Bununla birlikte NO, ¢cNOS araciligr ile
stirekli olarak sentezlenmekte ve I/R hasarmin baslangicinda koruyucu etkili oldugu
bilinmektedir. NO faydali vazodilator etkilerini, mikrovaskiiler sistemde vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin gevsemesini saglama yolu ile gdsterirken, ayn1 zamanda NO,
sitotoksik radikallerin iiretimi ile iligkilidir. NO ¢esitli dokularda hiicre igi
sinyalizasyonda olduk¢a 6nemli bir mediyatordiir, faydali bir ikinci habercidir, fakat
oksidatif stres durumunda tamamiyle toksiktir [45]. Sicanda mezenterik reperfiizyon
ile indiiklenen inflamasyonda, artan iNOS ekspresyonu lipid peroksitleri ve yliksek
NO yapmu ile karakterize oksidatif ve nitrosatif stres ile sonuglanir. Doku iskemi
reperflizyonu, protein aktivator-1 (PA-1) ve NF-kB gibi pro-inflamatuar genlerin
ekspresyonlarin1 diizenleyen transkripsiyon faktorleri ile etkilesecek olan protein
kinazlar1 aktive eder. Bu siire¢ sonunda, iNOS, fosfolipaz A, (PLA;), COX gibi
enzimler, TNF-a, IL-1, IL-6 gibi sitokinler ve ICAM-1 gibi adezyon molekiillerinin
yapimu artar [22].
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NF-kB normal sartlar altinda sitoplazmada bulunurken, iskemi gibi
durumlarda niikleusa transloke olarak, inflamatuar cevapta gorevli olan iNOS ve
COX-2 genlerinin transkripsiyonu regiile eden 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir
[22, 47]. NF-xB’in intestinal I/R sonrasi lezyon olusumunda ve sonlanmasinda
onemli rolii oldugu bilinmektedir. NF-kB, I/R sonucu bagirsakta meydana gelen
sepsis, sitokinler ve oksidatif stres gibi proinflamatuar uyaranlar tarafindan aktive
olur. NF-kB’nin aktivasyonu sonucu, inflamatuar cevabin diizenlenmesi ve
mediyator sentezi ile iligkili proteinleri kodlayacak pek c¢ok genin koordineli
ekspresyonu saglanir. NF-kB aktivasyonu anti-inflamatuar tedavi icin belirleyicidir.
Kompleman sisteminin aktivasyonu, NF-kB’nin ¢ekirdege translokasyonuna ve bunu
takiben iNOS transkripsiyonunda artisa sebep olur [22].

Kompleman sisteminin I/R ile olusan lezyonlarin patogenezinde Onemli
fonksiyonu vardir. Kompleman sisteminin aktivasyonu siliperoksit anyonunun
tiretimini, hem ndtrofillerin aktivasyonunu saglayarak hem de reperfiizyon sonrasi
SOD seviyelerini diisiirerek yapar. Kompleman sistemindeki bir bozukluk ya da
inhibisyon, I/R sonucu olusan hasarda goérevli pek ¢ok mediyatoriin azalmasina sebep
olur. Kompleman C5’in intestinal lezyonlarda TNF-a, ICAM-1 ve interldkin 1 alfa
(IL-1a)’nin regiilasyonundan sorumlu oldugu ve kompleman sistemini bloke etmenin
dokular1 reperfiizyon hasarina kars1 korudugu bilinmektedir. Siganda I/R sonrasinda
aktive komplemanin iirlinlerinin intestinal epitelyumda iNOS ekspresyonunu
indiikledigi gosterilmistir. Intestinal iskemide nétrofil aktivasyonu yine kompleman
sistemi aracilifi ile gerceklesir [22].

2.3. Mukozal Savunma

Gastrointestinal sistemi, hemen hemen her besin alimindan sonra hidroklorik
asit (HCl), proteolitik enzimler ve safra gibi epiteliyal hasar olugturma kapasitesi
yiiksek olan ¢ok sayida maddeye maruz kalmasina ragmen, sindirim sistemi
mukozasinda 6nemli hasar olusumu ¢ok nadirdir. Gastointestinal sitemin kendini
koruma yetenegi vardir. Bunun sebebi mukozal savunmadir. Mukozal savunma ve
agresif faktorler arasindaki dengenin bozulmasi, mukozal savunma komponentlerinin
azalmasi veya tehlikeli ajanlarin artmasi durumunda iilser olusumu gozlenir [13].

Yiizeysel bir mukozal hasar goriildiiglinde, fiziksel travma, aspirin, alkol,
sicak veya soguk besinler enfeksiyonlar gibi zararli etkenlere mazruz kalan
mukozada olugan hasar hizlica onarilir. Gastointestinal sistemin her segmenti hasara
kars1 koruyucu, gelismis savunma mekanizmalarina sahiptir. Ozefagus, squamatdz
tipte epitelyum tabakasi sayesinde goreceli olarak gecirgen degildir. Ayn1 zamanda
glandular sekresyonlar nedeniyle avantajlidir. Midenin sepsis, yanik yaralanmasi,
travma ve ¢oklu organ yetmezligi gibi durumlarin sebep oldugu strese karsi oldukca
hassas bir organ olmakla beraber, ¢esitli savunma mekanizmalarini devreye sokarak
kendini korudugu bilinmektedir [48, 49]. Mide hiicreler arasi siki baglantilar ve
HCI’yi nétralize etmekte olan bikarbonat (HCOs3") sekresyonu ile kendini korurken,
bagirsakta da benzer sekilde giiglii mukozal savunma ve onarim mekanizmalari
bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, mukozal hidrofobisite, mikrodolasim, koruyucu
PG’lerin iiretimi, duysal sinir liflerinden salinan vasoaktif noropeptidler ve mukoza
stilfidrillerindeki artig sayilabilir [50].
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Mideye uygulanan hafif irritan maddeler sonucu, mukozal kan akiminin artisi,
asit sekresyonunun azaligi gibi savunma mekanizmalarinin hizlica etkinlestirilmesi
sayesinde, gastrik mukozanin yilizey epitelyumunda makroskobik, gozle goriiliir
hasar nadiren gozlenir [35]. Midenin mukus salgis1 mukozal koruma i¢in oldukga
onemli bir bilesendir. “Bariyer” fonksiyonundan ayr1 olarak mukus, mide epiteliyal
hiicrelerini ksantin/ksantin oksidaz sisteminin {iiriinii olan oksijen metabolitlerine
kars1 korumaktadir. Midenin epitelyumu, mukus ve bikarbonat sekresyonlarindan
olusan kesintisiz bir tabaka ile kaplidir. Bu tabaka asit ve pepsin ile sindirime karsi
mukozayr korumaktadir. Bu 6zelligi mukusun bariyer 6zelligi olarak adlandirilir
[51].

Duedonumun en Onemli korunma mekanizmasi, hiicre i¢i pH’nin
korunmasima yardimci olan HCO; ~ sekresyonudur. Ayrica bu mekanizmalara ek
olarak, yiiksek hizda hiicresel yenilenme, etkili mukozal kan akimi, kesintisiz mukus
tabakasi, onarimi ve diger koruyucu faktorleri uyaran regiilator peptidler sayilabilir.
[34].

Reaktif oksijen tiirleri hiicresel hasarin olusumunda esas rolii iistlenmistir.
(Sekil2.3.). Biyolojik sitemlerde fizyolojik sartlar altinda, molekiiler oksijenin
yaklasik olarak % 95’1 mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ile suya doniistiiriiliir.
Kalan oksijen siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri olarak
adlandirilan reaktif oksijene indirgenir [34].

Gastrointestinal sistemde lamina propriadaki dinlenim durumundaki
l6kositlerde (makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller) ksantin oksidaz, amin oksidaz,
aldehit oksidaz ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat hidrat oksidaz (NADPH
oksidaz) gibi mukozal oksidazlar yolu ile bol miktarda reaktif oksijen tiirleri
olusmaktadir. inflamasyon ve nétrofillerin gesitli proinflamatuar sitokinlerce gocii ile
ROS yapimi daha da artar.

Aspirin, etanol, iskemi reperfiizyon, H. pylori ve stres kaynakli
gastrointestinal sistem hasarlar1t ROS yapimina bagli mekanizmalarla iliskilidir

Mukozal savunmanin temelindeki mekanizmalarin anlasilmasi, anti-iilser
tedavilerinin gelistirilmesi agisindan son derece Onemlidir [14]. Mide mukozasi,
aspirin, alkol, H. Pylori ile iliskili gastrotoksinler, stres gibi zararli ajanlara maruz
kalmaya devam ettik¢e hasar olusumuna kars1 direnci artar. Buna gastrik adaptasyon
denir [52]. Gastrik adaptasyon, gastrik kan akiminin artmasi ve Epidermal biiyiime
faktorii (EGF) ve timor biiylime faktorii (TGF) gibi bazi biiylime faktorleri
tarafindan mukozal hiicre proliferasyonunun, arttirilmasi ile iligkilidir [53].
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Sekil 2.3. Reaktif oksijen tiirlerinin hasar olusturma mekanizmasi [34].

2.4. Mukozal Savunmanin Yapisal Ozellikleri

2.4.1. Mukus Bariyeri

Mide-bagirsak mukozasi, hidrojen iyonlari, diger kimyasallar, bakteriyal
toksinler gibi epiteliyal hiicrelere girebilecek makromolekiillere karst bariyer
olusturan kesintisiz bir mukus jel tabakasi ile kaplidir. Epiteliyal hiicreler tarafindan
yapilan trefoil peptidleri mukusun vizkdéz bariyer Ozelliklerinin stabil kalmasini
saglar. Midedeki mukus, liminal siv1 i¢ginde ¢Ozilinebilir ve mukozal hiicrelerle
musipardz hiicreleri ¢evreleyen ¢oziinemez formdaki (adherent) mukus olmak tizere
cesitli formlarda bulunabilir. Adherent mukusun mide mukozasindaki esas koruyucu
faktor oldugu diisiiniilmektedir. Mukusta meydana gelen azalma, mide mukozasini
cesitli agresif faktorlerin olusturdugu hasara kars1 daha dayaniksiz hale getirir [50].
Mide mukusu antioksidan 6zelliklere sahiptir ve mukusu olusturan glikoproteinler,
ksantin/ksantin oksidaz sistemi kokenli serbest oksijen radikallerine kars1 korucuyu
etkilidir [51].

Mukus jelinin, bilesenlerinin kimyasal yapisi belirlenmistir. Miisinler,
agirlikli olarak glikozile olmus MUC familyasinin proteinlerinden olusmuslardir.
Insan midesindeki mukus hiicreleri mideye spesifik spektrumda &zellikle MUCI,
MUCS5-AC, MUCS6 gibi miisinleri eksprese eder. Peptik iilser hastalarindan toplanan
mukus Ornekleri saglikli insanlarin mukus Orneklerine goére daha bozunmus
durumdadir [54].

Yapilan ¢alismalarda, ylizeydeki aktif fosfolipidlerin mukus jeline koruyucu

hidrofobik ozellikler kazandirdigr gosterilmistir. NSAID’lerin mukoza iizerindeki
zararli etkileri mukozadaki yiizey fosfolipitlerinin hidrofobik 6zeliklerinin
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azalmasina baglidir. Bu nedenle fosfatidilkolin uygulamasi insanda aspirinin sebep
oldugu hasar1 azaltmaktadir [54].

Mukozal savunma mekanizmalarinin biiylik ¢ogunlugu endojen veya ekzojen
PG’ler tarafindan uyarilir. Endojen PG’ler, akut hasara karsi olusturulan mukozal
korunmay1 saglayan, yapimindan COX enzimlerinin sorumlu oldugu iiriinlerdir.
PG’ler, midedeki asit sekresyonu, mukus ve bikarbonat iiretimi, mukozal kan akimi
ve epiteliyal hiicre ¢cogalma hizi1 gibi ¢esitli fizyolojik olaylarla iligkilidir [55]. PG’ler
arasidonik asit (AA) metabolizmasinin en Onemli irlinleridir [56]. Mukozal
biitiinliiglin saglanmas1 PGE, ve PGl nin stirekli iiretimine baglidir. PG’ler 6zellikle
PGE,, hiicre cogalmasini, tiimor gelisimini etkilerken ayni zamanda malign hiicrelere
karst olusturulan immun cevabi da baskilar [57]. Prostaglandinlerin yiiksek
seviyeleri, malign hiicrelerin gelisimine yardimci olmaktadir.

M.Takeeda ve ark.larinin [35] ¢alismasina gore giinliik %0.1 iodoacetamide
uygulanarak olusturulan gastrit modelinde, COX-1 ve COX-2 kokenli PG’ler
inflamasyonlu midede mukozal savunmaya, asit sekresyonunu azaltarak ve mukozal
biitiinliiglin devamliligini saglayarak katkida bulunmaktadir.

COX aracili mukozal PG sentezinin, NSAID ile inhibisyonu veya spesifik
antikorlarin neden oldugu PG nétralizasyonu gastroduodenal {ilserlesmeye yol
agmaktadir [55].

2.4.2. Epiteliyal Hiicre Bariyeri

Epitelyum, mukus tabakasinin altinda epitelyum, hiicre yapist ve hiicreler
arasi siki baglanti ile karakterize olan ikinci bir savunma hatt1 olusturur. Epiteliyal
bariyerin &zelliklerinden birisi de, Na'/H" degistirici mekanizmas1 ve Na" / HCO;
birlikte tasima mekanizmasi tarafindan kontrol edilen intraseliiler pH’nin
regiilasyonunu saglamasidir. Bunun yani sira, bariyeri olusturan epitelyum
hiicrelerinin mikrobial bir atak tehditi oldugunda kemokinleri sekrete edebilme
yetenekleri vardir [54, 58].

2.5. Akut Gastroduedonal Savunmanin Fizyolojik Mekanizmasi

2.5.1. Mukus Yapiminin Diizenlenmesi

Gastroduodenal mukozal bariyer sadece yapisal olarak mukus tabakasi ve
epiteliyal hiicreler olarak tanimlanmamustir. Bu bariyer savunma Ozelliklerinin
devamliligindan sorumlu fizolojik olaylara baglidir. Mide mukozasinda mukus
yapimi ve sekresyonu PGE, tarafindan EP4 reseptorleri yolu ile stimule edilir [54,
59]. EGF’in insan ve sigan mukdz hiicrelerinde mukus sentezini artirict fizyolojik bir
rolii vardir [54].

2.5.2. Bikarbonat Sekresyonunun Diizenlenmesi

Bikarbonatin (HCO5") mukus tabakasina sekrete edilmesi, liimenden gelen H"
iyonlarinin nétralize edilmesi i¢in 6nemlidir. HCOs™ iyonlarinin sekresyonu liiminal
asidifikasyon ve PG’ler tarafindan kontrol edilir. Takeuchi ve ark.lar1 [60] tarafindan,
PGE;’nin HCO;  sekresyonunu sigan ve fare midesinde EP; reseptorleri,
duedonumda ise EP; reseptorleri aracilii ile stimule ettigi gosterilmistir. HCO3
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sekresyonunun stimulasyonunun diizenlenmesinde sicanda y-aminobutrik asit ve ETx
reseptorleri yolu ile aktive olan endotelin-1 gorevlidir [54].

2.5.3. Mukozal Mikro Dolasimin Diizenlenmesi

Tim savunma ve onarim mekanizmalar1 yeterli derecede kan akiminin
saglanmasina baglidir. Iskemi, GI sistem mukozasinin koruyucu mekanizmalarmin
etkisini tehlikeye atar ve GI sistemi bakteri gecislerine ve sistemik hastaliklara agik
hale getirir [54].

Asit ile uyarilan duedonumda mukozal kan akiminin (MKA) artisi, ayni
zamanda epitelyumda intraseliiler pH’nin diismesi ile paralellik gosterir [61, 62]. Bu
da epiteliyal hiicrelerin liiminal asit degisimine cevaben mukozal vasodilatasyon i¢in
sinyal olusturmalarmi saglar. Bu sinyal bazolateral Na'/H" degistirici sistem aracilig1
ile H  iyonlarin atilmasii saglayabilir. Interstisyal asitlik, aside duyarl sinir
liflerini uyararak kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP) salinimimi ve CGRP
aracili NO {iretimini artirarak, muskular kan akimini kontrol eden submukozal
arteriyollerde vasodilatasyonu saglamis olur [54].

Mide-bagirsak mukozasindaki hasar genellikle mikro dolagimda meydana
gelen bozulmalarla iliskilidir. Etanol ile olusturulan hasarda, mast hiicrelerinin
degraniilasyonu ve bunun sonucunda da cesitli zit etkileri olan mediyatorlerin
salmimi gergeklesir. Sican midesinde mast hiicre degraniilasyonu ve bunu takiben
trombosit aktive edici faktor (PAF) salinimi, H. pylori ve suya batirma stresi ile
olusturulan mide hasarinda MKA’nin azalmasindan sorumludur. Substance P
tarafindan salinan mast hiicre proteazlari, asit ile artis1 uyarilan gastrik MKA’y1 ve
vasodilator peptid CGRP yi parcalama 6zellikleri sayesinde inhibe ederler [54].

Mikrodolagimdaki bozulmalarin yani sira endotelin-1, NO, prostasiklin
(PGI,) gibi vaskiiler endoteliyal habercilerdeki dengesizlik de mukozal hasara sebep
olur [54, 63, 64, 65]. Ornegin, bir vasokonstriktér haberci olan endotelin-1, sican
midesinde H. Pylori, lipopolisakkarit, indometazin ve ETA/ETg reseptor
antagonistleri karisimi uygulandiginda, sentezi artar ve mide mukozasini korur.
Vasokonstriktor etkili olan anjiyotensin II nin etkisi tam olarak agiklanmamustir [54].

Sicanda suya batirma stresi uygulanarak olusturulan mide hasar1 modelinde,
vasodilator olan NO’nun disfonksiyonunun midede MKA nin diisiiriilmesine katkida
bulundugu belirtilmistir. Her ne kadar NO’nun NOS aracilig1 ile fizyolojik yapimi
yararli olsa da, iNOS aracili, fazlaca tliretimi midede vaskiiler ve mukozal hasari
agirlagtirmaktadir [63].

2.5.4. Gastroduedonal Motilitenin Diizenlenmesi

Mukozal savunma, motor aktivitede ozellikle otonom ve enterik sinir sistemi
gibi ¢oklu kontrol mekanizmalarinca yonetilen itici motilitenin inhibisyonu ile
desteklenir. Motilitedeki koruyucu degisime, asir1 miktardaki asidin duedonuma
girmesi ile meydana gelen mide gevsemesi ornek verilebilir. Bu cevap sekretin,
kolesistokinin gibi endokrin faktorler ve vagus siniri gibi noral reflekslerce
diizenlenir. insanda antral motor aktivite ve mide bosalmasi, endojen NO tarafindan
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azaltilir. Bu da inhibitér motor noéronlardan salinan NO’nun koruyucu etkili
oldugunun gostergesidir [54, 66].

2.6. Afferent Duysal Noronlarin Ozelligi

Etkili bir gastroduodenal savunmada koruyucu mekanizmalarin aktive
olabilmeleri i¢in hizlica uyarilmalar1 gerekir. Noronlar en hizli haberlesme
sistemidir. GI mukozada dorsal kok ganglionundan kdken alan bir grup ekstrinsik
afferent duysal ndron, lokal alarm olusturma gorevindedirler. En 6nemli haberciler
CGRP; reseptorii araciligl ile aktivite gosteren CGRP ve NO’dur. CGRP igeren sinir
lifleri insan mide mukozasinda bulunur ve iilser sinirinda bu sinirlerin yogunluklari
artar. Kimyasal maddeye duyarli afferent lifler gastroduodenal MKA’y1, mukusu ve
HCOj;™ sekresyonunu artirirken, asit sekresyonunu ve motiliteyi azaltarak, mukozal
savunma i¢in uygun ortami saglarlar [54, 67].

Midedeki noral alarm sistemi sadece periferdeki uyarilarla degil, ayni
zamanda beyin kokiinden gelen uyarilarla da gergeklesir [61].

2.7. Mukozal Biitiinliigiin Saglanmasinda Bagisiklik Sisteminin Rolii

Mide-Bagirsak mukozasinin biitiinliigii notrofiller, makrofajlar, eozinofiller
mast hiicreleri ve antibiyotik peptidleri salan panet hiicreleri gibi mukoza ile iliskili
lenfoid doku tarafindan desteklenmektedir. Onemli bir nokta da mukozadaki
epiteliyal hiicreler, mikrobiyal atak ya da diger hasar durumlarinda hasarli bolgeye
diger immiin hiicrelerin gelmesini saglayacak olan kemokinleri salgilama
kapasitesindedir [54, 67].

GI sistemde ne zaman bir hasar, enfeksiyon, ya da alerji olsa, bagisiklik
sistemi inflamatuar reaksiyonu baslatacaktir. Bu cevabin olusumu ve doku
fonksiyonuna etkileri ¢ok sayida sitokin tarafindan yonetilir. Ornek olarak mide
epiteliyal hiicreleri H. pylori’ye maruz kaldiklarinda, NF-kB aktivasyonuna ve bunu
takiben cesitli sitokin ve kemokinlerin sentezine sebep olurlar. Bunlarin arasinda IL-
8 oOnemli bir yere sahiptir. Ciinkii IL-8 notrofillerin toplanmasi ve gastritin
baslamasindan sorumlu kilit molekiildiir. Bir defa inflamatuar hiicreler aktive
olduklarinda ¢esitli IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 gibi ¢esitli proinflamatuar ve IL-10 gibi
anti-inflamatuar sitokinler inflamatuar alana gelirler [68].

IL-1pB, proinflamatuar bir sitokinin prototipi olusurken, doku hasari ile iliskili
inflamatuvar yanitin olusumunda rolii olan gesitli genleri diizenler. Ornegin IL-1pB
NF-kB, iNOS ve pro-apoptotik protein Bax’1 indiikleyerek apoptozisi artirir [61].
Benzer apoptotik siire¢ H.pylori enfeksiyonunda da gézlenir. Ek olarak, IL-1 tirozin
kinaz, protein kinaz C (PKC) ve c¢oklu mitogen activated protein kinazlari
etkileyerek mide epiteliyal hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe eder. IL-1p ve TNF-a nin
hiicrelerde 1L-8’1 indiikleme o6zelligi NF-xB ye bagh tarzda gerceklesmesi
inflamasyonun devamini saglar. IL-1B ve TNF-a nin bu etkisi, epiteliyal hiicrelerin
inflamatuar yanita kars1 olusturduklari davranisi baskilama yeteneginde olan {ilser
tedavisinde kullanilan ilaglar tarafindan baskilanmaktadir [54].

Sitokin sentezi, noétrofil infiltrasyonu ve inflamasyon sindirim sistemi
mukozasindaki kimyasal hasar ile tetiklenir. Ornegin; asetik asitin indiikledigi mide
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iilseri olusumunda ve iilser tabanindaki fibroblastlarda, monositlerde makrofajlarda,
IL-1B’ye rastlanir [54]. Aspirin ve diger NSAID’ler IL-1P ve makrofajlarda bulunan
TNF-a yapimini artirirlar. Bu sitokinler mide mukozasindaki epiteliyal ve endoteliyal
hiicrelerde kaspaz-1’1 ve kaspaz-3’li uyararak apoptozise, takibinde de hasar
olusumuna katkida bulunurlar. Sucralfat ve sulglikotid gibi anti-iilser ilaclarin,
indometazin ya da H.pylori lipopolisakkaridinin olustudugu inflamatuar ve apoptotik
etkileri ortadan kaldirici etkileri vardir [69].

2.8. Liiminal Asit Sinyalinin Efferent Sinir Cevaplarinda iletimi

Aside maruz kalan mukozanin hasara karsi direnci, giicli savunma
mekanizmalarinin varligina baglhidir. Bu mekanizmalar, liiminal asidin varli§ina
cevaben aktive olan hormonal ve néral faktorler tarafindan diizenlenir ve mukozay1
tehlikeye karsi korur. Liiminal asit sinyalinin efferent sinirlere iletimi sayesinde,
HCOj;  salgisinda ve kan akiminda artma gozlenir. Yeni bulgulara gore, duodenal
transmukozal asit diflizyonu, karbonik anhidraz aktivitesine baghdir. Karbonik
anhidrazlar, karbonik asiti (H,CO3) su (H,O) ve karbondioksite (CO,) dontlistimiinii
kolaylastiran enzimlerdir. H,CO3;, CO, ve H>O’dan olusur, H' ve HCO5 a ayrilir. Son
donemde yapilan calismalarla, liiminal H ’in, ekstraseliiler karbonik anhidraz enzimi
ile CO, ye doniistiigii bunu takiben olusan CO>’nin hiicreye diffiize oldugu, hiicre
icinde CO,’nin yeniden H' e doniisiip, sitoplazmada subepiteliyal interstisyuma
tagindigi, burada transient reseptdr katyon kanali vanilloid-1 (TRPV-1) gibi asit
sensorlarini uyararak efferent koruyucu cevabi olustururdugu ortaya konmustur [34].

Cesitli calismalarda mide asitine duyarli mekanizmalarin  6zellikleri
incelenmistir. Mide ¢ok yavas transmukozal asit gecisi ile karakterize sik1 epitelyum
ile kaplidir. Bununla birlikte, c¢esitli arastirmacilar, submukozada TRPV-1
ekspresyonu  oldugunu  gdstermislerdir.  Immunohistokimyasal ~ ¢alismalarin
bulgularina gore, TRPV-1 arteriyollerin ¢evresindeki perivaskiiler bosluklarda ve diiz
kas tabakalarinda, lokalizasyon gostermektedir. Duysal sinirlerin belirleyicisi olan
CGREP ile benzer lokalizasyondadir. Diger bir ¢aligmada mide paryetal hiicrelerde ve
mukozal yapilarda TRPV1 varlig1 gosterilmistir [70, 71].

2.9.Gastroduedonal Savunmanin Son Asamasi; Hizh Onarim ve iyilesme

Mukozadaki tiim akut savunma sistemleri baskilandiginda hasar goriiniir hale
gelir. Mukozal savunmanin son basamagi yarali bolgenin onarilmasidir. ilk olarak,
ylizey epitelinin devamliligi, mukozal hiicrelerinin lateral migrasyonu ve uzamasini
iceren onarim iglemleri yolu ile yeniden olusturulur. Epitelyumu onarmaya yonelik
ugraslar, inflamasyonla uyarilan hasar1 takiben baslar ve trefoil peptidleri, sitokinler
ve biliyime faktorleri tarafindan yonetilir. Mukoza onariminin sonlanmasi igin,
hasarli dokunun yerini hizla c¢ogalan dokuya birakmasi, anjiogenezis, normal
mukozal yapinin yeniden olusmast ve fizyolojik roliinii geri kazanmasi
gerekmektedir [54].

Iyilesme siireci boyunca, hasarli mukozanim toparlanmasi igin iNOS ve cNOS
gibi pek ¢ok faktoriin ekspresyon seyrindeki degisim onemlidir. Asit ile uyarilan
sican mide mukozasi iilserlerinde, onarim baslamadan 6nce, proinflamatuar etkili
iINOS miktar1 IL-1p tarafindan artirilir. Deneysel lezyon iyilestikten sonra iNOS
aktivitesinin diistiigii belirlenmistir [54].
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Mukozal onarimin tiim basamaklari, biiyliime faktorlerinin diizenleyici
kontrolleri altindadir. K&pek oksintik mukoza hiicre kiiltiiriinde, yara onariminin
temel fibroblast biliylime faktorii (bFGF), EGF, TGF-a, insiilin benzeri biiylime
faktorii-1, trefoil peptidleri tarafindan artirildigr gosterilmistir [54]. EGF reseptorleri
EGF ve TGF-a tarafindan aktive olur ve si¢an gastroduodenal epiteliyal hiicrelerinde
bulunur. Bu reseptorler sadece epiteliyal hiicre gog¢iinii degil, ayn1 zamanda mukozal
proliferasyonu da yonetirler. TGF-o’nin rolii normal fizyolojik sartlar altinda daha
baskinken, akut hasar sonrasinda iilser iyilesmesinde ana rolii EGF iistlenir. Sigan
midesinde asitle uyarilmis iilser modelinde IL-1f gibi sitokinler EGF, bFGF, TGF-p,
hepatosit biliylime faktorii (HGF) gibi faktorlerin upregiilasyonunun baslangicina
katkida bulunur [72]. Iyilesme siireci boyunca, yeni epiteliyal hiicreler, EGF ve diger
biiyiime faktdrlerini salgilarlar. Ulser smirinda epiteliyal hiicrelerin ¢ogunlugu, EGF
reseptOriinii asir1 mktarda tasirlar. EGF nin azalmasi onarimi geciktirir. Sigara
dumani serumdaki EGF seviyesini diislirdiigii icin deneysel iilser iyilesmesini
zayiflatir. Buna zit olarak heparinin etkisi, EGF ve FGF ekspresyonlarini artirdigi
icin kismen iilser onarimini hizlandirma yoniindedir [54].

2.10. Siklooksijenaz Enzimleri

COX enzimi, PG yapimi i¢in anahtar rolii olan enzimdir. COX enziminin
COX-1 ve COX-2 olmak tizere 2 izoformu vardir [35, 55, 73]. 1990’larin baslarinda,
prostanoid sentezinde ilk adim olan PGH, iiretiminden sorumlu enzimlerin COX-1
ve COX-2 oldugu ortaya konmustur. COX-1 kural olarak normal mide mukozasinda
bulunur, hiicre koruyucu bir enzimdir ve temel mide fonksiyonlarinin
devamliligindan sorumludur. COX-2 ise inflamasyon ile iliskili olup, epiteliyal
hiicre, makrofajlar ve fibroblastlar gibi pek ¢ok hiicrede, romatid artrit, iskemi gibi
inflamatuar ya da mitojenik uyaranlar, tiimor promoterlar1 ve biiylime faktorlerinin
etkisi ile hizla eksprese olup ve inflamatuar alanlardaki patolojik PG’lerin
yapimindan sorumlu olan COX izoformudur [35, 55, 57]. COX aktivitesi mide
mukozal biitiinliiglin saglanmasinda en 6nemli olaylardan biridir [35]. Normal mide
mukozasinda COX-2 belirlenemezken, iilser ve gastritis modellerinde, c¢esitli
inflamasyon ya da mukozal hasar durumlarinda yiiksek seviyede COX-2 eksprese
olur [55]. Ozellikle deneysel iskemi reperfiizyonda, COX-2 mRNA’sinin ve protein
seviyesinin arttigini gosteren ¢ok sayida kanit bulunmaktadir [74]. Ayrica, artan PG
seviyesi ve COX aktivitesi ¢esitli epiteliyal kanserlerde belirlenmistir [57].Yapilan
calismalar COX-2’nin mide mukozasindaki savunma hattini, mukozal biitiinliikk ve
tilser gelisimi i¢in olusturdugu kavramini destekler [74].

Klasik NSAID’lerin gastrointestinal toksisitelerinin COX-1 inhibisyonu ile
oldugu, yararli anti-inflamatuar, analjezik etkilerinin ise COX-2 inhisyonu ile
saglandig1 varsayilmaktadir. Ancak son donemde bu varsayim tartisma konusu
olmustur. Ciinkii COX-1 ve COX-2 nin tek tek spesifik, farmakolojik inhibisyonu
tilser olugsumuna sebep olmazken, her iki enzimin birden inhibisyonunun
gastroduedonal iilserlesmeye sebep oldugu gosterilmistir [55]. COX-2 inhibisyonu
uygulanan hayvan deneylerinde, midedeki erozyonlarin ve iilserlerin iyilesmesi uzun
stireli olur. COX-2 her ne kadar inflamasyonda onemli bir mediyatér olsa da,
mukozada artan COX-2 ekspresyonu dilser iyilesmesinde rol alir. Bu sebeple
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midedeki inflamasyonda COX-2 ekspresyonunun fonksiyonel énemi agik degildir
[55].

COX-1 ve COX-2 enzimleri, dokulara gore dagilimlari, ekspresyonlarin
regiilasyonu, fizyolojik rolleri bakimindan farklilik gosterirler. Ekspresyonlarindan
sorumlu genler sirastyla 9. ve 1. kromozom iizerinde yer alir. Insan COX-2 geni 8.3
kilobaz (kb) iken, COX-1 geni 22 kb’dir. COX-1 ve COX-2 proteinlerinin her ikisi
de aragidonik asitten PGG, yi takiben PGH, olusumunu, peroksidaz fonksiyonu ile
katalizlemektedir. Her iki enzimin aminoasit dizilimleri % 60 oraninda homoloji
gostermektedir. Ancak bu enzimler substrata baglanma bdlgelerindeki aminoasitler
ve katalitik bolgeleri bakimindan birbirinden farklidir [21]. 2002 yilinda COX-1 in
splice varyanti oldugu 6ne siiriilen COX-3 olarak adlandirilan bir diger COX enzimi
tespit edilmistir [70].

Prostaglandinlerin olusumunda ilk basamak, AA’nin membrana bagh
fosfolipidlerden genellikle fosfolipaz enzimleri (6ncelikle Fosfolipaz A,) araciligi ile
serbestlestirilmesidir. Fosfolipaz A, yapisal ve indiiklenebilir olmak iizere farkli
izoformlarda eksprese olur. 85 kDa agirligindaki sitozolik fosfolipaz A,, AA’dan PG
yapimuni saglayan fosfolipazdir. Fosfolipaz A, nin bu formu aktivasyonu igin Ca>"
ve kalmoduline ihtiyag¢ duyar [75].

COX-2 enziminin sadece patolojik durumlarla iligkili oldugu, fizyolojik
durumlarda roliiniin olmadig1 yoniinde bir kani vardir. H. Pylori gastritinde,
mukozanin mononiikleer hiicreleri, parietal hiicreleri ve fibroblastlarinda COX-2’nin
indiiklendigi gozlenmistir. Sican midesinde asitle uyarilan iilser olusumunun ve
iskemi reperfiizyon hasarmin temelindeki COX-2 upregiilasyonu IL-1B’ya bagh
olarak gergeklestigi bilinmektedir. Yapilan incelemelerde insan gastrik endotelial
hiicrelerinde COX-2 inhibitdrleri anjiyogenezisi baskiladigi ve iskemi reperfiizyon
hasarini agirlastirdig1 gosterilmistir [54].

2.11. Renin Anjiyotensin Sistemi

2.11.1. Anjiyotensin II

RAS’1n homeostasisi saglamada ve korumada gorevli bir mekanizma oldugu
iyi bilinmektedir. Sistemik RAS kan basincinin diizenlenmesini ani sekilde
vazokonstriksiyona sebep olarak saglarken, kronik olarak aldosteron aracili sodyum
geri emilimini uyararak intravaskiiler hacmin genislemesine neden olur.
Hipertansiyondan bagimsiz olarak RAS komponentlerinin dokularda yiikselen
seviyelerde olmasi, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklar1 gibi istenmeyen
durumlarin gostergesi olarak kabul edilmistir. Ayrica Ang II miyokardiyal enfarktiis
sonrasinda miyokardiyal yeniden diizenlenme (remodelling) de rol almaktadir [1, 2,
3,72,76].
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Anjiyotensinojen

Renin —t————p 1
Anjiyotensin I
1 <=t ACE
Anjiyotensin I1
AT, reseptorii AT, reseptorii

Sekil 2.4. Renin-anjiyotensin sisteminin tiyeleri [1].

Ang II, lokal olarak da doku RAS aracilig1 ile iiretilmektedir. Klinik bilgiler
ve deneysel calismalardan elde edilen bulgular RAS ile ilgili bilgilerimizi giin
gectikce artirmaktadir. Bu bulgular RAS’1in hemodinamik regiilasyonu disinda farkl
gorevleri oldugunu o6ne siirerek RAS konusunda yeni bir boyut agmistir. Son
bilgilere gore RAS inflamasyonda oldukg¢a dnemli role sahiptir [76].

1990’larin baglarinda yapilan deneysel calismalar Ang II’nin inflamatuar
cevabin olusumunda kilit rolii oldugunu, pro-inflamatuar ve proliferatif etkilerin
varlig1r gostermistir. Ang II, cogunlukla, aktivator protein-1 (AP-I) ve NF-xB gibi
inflamasyonla iliskili transkripsiyon faktorlerini aktive etmek yoluyla, immiin
cevabin olusumuna, inflamatuar siirecin gelisimine katkida bulunur [77].

Ang II prostaglandin salgilanmasini saglamak, vaskiiler endotelyal hiicre
bliylime faktorleri ya da hiicre iskeleti proteinlerini yeniden diizenlemek yoluyla
vaskiiler permeabiliteyi artirir. Vaskiiler permeabilitenin artmasi inflamatuar cevabin
olusumunda ilk basamaktir. Ang II, kemotaktik maddelerin sentezi diizenler.
Hiicrelerden salinan kemokinler ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
diizenleyerek, inflamatuar hiicrelerin dokuya toplanmasina yardimci olur. Aym
zamanda hiicre farklilagmasi ve proliferasyonunu da uyarir [77].

2.11.2 Ang II Reseptorleri ve Reseptor Blokerleri

Memeli hiicrelerinde, Ang II’nin G proteini ile eslesen Anjiyotensin Tip-1
(AT;) ve Anjiyotensin Tip-2 (AT;) olarak adlandirilan iki tip reseptorii vardir [1, 78,
79]. Ang II'nin ¢ok yonlii etkileri bu reseptorler aracili gerceklesmektedir. Her iki
reseptor tipide klonlanmis ve farmakolojik olarak karakterize edilmistir [1]. AT, ve
AT, reseptorleri %34 homoloji gostermekte fakat hiicre ici farkli sinyal yolaklarim
takip etmektedirler [78]. AT, reseptorleri bobrekte, kalpte, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde, beyinde, adrenal bezlerde, trombositlerde ve plasentada yogun olarak
bulunmaktadir. AT, reseptorii ise ¢ogunlukla fetiiste bulunur, post natal periyotta
sayica azalma gozlenir. Yetiskin dokularinda AT, reseptorli, uterusta, adrenal
bezlerde, merkezi sinir siteminde kalpte, midede ve bobrekte oldukga diisiik seviyede
bulunur. AT, reseptorlerinin deneysel kardiyak hipertrofi, miyokardiyal enfarktiis ve
yara iyilesmesi gibi durumlarda ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir [78, 80, 81].
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Reseptorlerin  tanimlanmasini takiben, AT; reseptoriine spesifik Losartan,
valsartan, irbesartan, telmisartan, eprosartan ve candesartan olarak adlandirilmis alti
adet reseptor antagonisti gelistirilmistir. Bu reseptdr antagonistleri icinde candesartan
cilexetil, oral uygulamada, uzun siireli etkili olan en iyi reseptdr antagonisti olarak
tanimlanmistir [78]. Candesartan cilexetil, gastrointestinal emilim sonrasinda hizlica
aktif candesartan formuna doniisiir. Tavsan aortunda reseptoriine baglanma afinitesi
losartan ile karsilastirildiginda seksen kat daha etkilidir. [78].

Ayrica ATz ve ATy reseptorleri de tanimlanmis, ancak AT; reseptor alt tipi
sadece sinir kokenli 2A ndroblastoma hiicre dizisinde saptanmistir. AT, reseptord,
kalp, akciger, bobrek, beyin ve karacigerde bulunmaktadir. AT; ve ATy reseptorleri
tam olarak karakterize edilemediklerinden dolayi, memeli Ang II reseptdrlerinin
siiflandirilmasina girmemistir [82-88]. Hiicre i¢i sinyal yollar1 bu peptidin hiicre
ylizeyindeki reseptdriine baglanmasini takiben uyarilmis olur. Spesifik reseptor
antagonistleri ile yapilan caligmalarda AT; reseptoriiniin; hiicre proliferasyonunu,
sitokin ve ekstraseliiler matriks proteinlerinin yapimi ile, AT, reseptoriiniin ise, kan
basinci regiilasyonu ve renal natriiiresinin regiilasyonu ile ilgili oldugu gosterilmistir
[1, 9, 89]. Kollajen sentezi, NO yapimi ve o-2 adrenoreseptor aktivitesinde yaptigi
artisin da, AT, reseptorii araciligi ile oldugu bilinmekte, ancak son yillardaki bazi
yayinlarda AT, nin de bu fonksiyonlarda rolii olabilecegi ileri siiriilmektedir [1, 28,
51].

PG f Hiicre iskeleti proteinlerinin
VEGF f yeniden diizenlenmesi

v

Vaskiiler permeabilite f

Proinflamatuar
mediatorlerin salinimi

immiin hiicrelerin

aktivasyonu
Ang II_\ > inflamatuar hiicrelerin f
infiltrasyonu
Hiicre biilyiimesi
Matriks sentezi f
anjiyogenezis

Doku onarimi ve Remodeling

v

Sekil 2.5. Anjiyotensin II’nin inflamatuar yanit olusumundaki rolii [3].
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2.12. Ang I’nin inflamatuar Yamt Olusumundaki Rolii

2.12.1. Vaskiiler Permeabilitenin RAS Aracilig ile Degistirilmesi

Vaskiiler permeabilitenin lokal degisimi sonucu, dokuya inflamatuar
hiicrelerin gegmesi ve proteince zengin sivinin sizmasi inflamasyonun baslangic
fazindaki en 6nemli olaydir [3].

Renal ekstraktlarin peritonal olarak uygulandigi deneysel bir modelde,
vaskiiler permeabilitenin artigina sebep olan maddelerin bulundugu 6ne siiriilmiistiir.
Renal ekstraktin aktif komponenti olarak renin gosterilmis ve hayvanlara Ang II
infiize edildiginde permeabilitenin arttig1 gosterilmistir. Bu da Ang II’nin vaskiiler
permeabiliteyi endotelyumda basing ile olusan mekanik hasar araciligl ile
olusturabilecegini diisiindiirmiigtiir. Ancak calismalarin sonuglari, Ang II'nin
vaskiiler endotelyum permeabilitesini hemodinamik degisimlerden bagimsiz, lokal
olarak etkiledigi fikrini desteklemektedir [3, 90].

Ang I'nin indiikledigi ikincil habercilerin de wvaskiiler permeabiliteyi
etkiledigi kabul edilmistir. Ang II’nin vazokonstiksiyon disindaki etkisini aciklamaya
yonelik iki aday vascular endotelial growth factor (VEGF) ve prostaglandinlerdir [3].

PGE,, LTC4, PGI,, vaskiiler permeabilitede Onemli olan klasik
mediyatorlerdir. Ang II bu mediyatorlerin sentezini uyararak, mikrovaskiiler
permeabiliteyi diizenler [91]. Siganda AT, reseptdr antagonisti olan losartan
kullanildiginda, permeabilitede organa bagl tarzda, tromboksan A, /prostanoid
reseptor aracili artis engellenmistir [3, 91].

VEGF giiclii bir endoteliyal mitojen ve ayni zamanda vaskiiler permeabilite
ajan1 oldugu i¢in vaskiiler permeabilite faktorii (VPF) olarak da isimlendirilmistir.
Klinik ve deneysel kanitlar Ang II'nin indiikledigi VEGF vaskiiler permeabiliteyi
artirmak yolu ile patogeneze katkida bulunur. Ang II VEGF ekspresyonunu vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde, kalp endoteliyal hiicrelerinde ve glomerular hiicrelerde artirir.
Deneysel modellerde ACE inhibitorleri ve AT; antagonistleri VEGF’nin asir1
ekspresyonunu ve diyabetik retinopatinin erken agamalarinda goriilen yiiksek
permeabiliteyi engeller [3].

2.12.2. RAS’in inflamatuar Hiicrelerde Kemotaksis ve Hiicre Adezyonuna
Etkisi
Inflamatuvar cevabin olusumunda liimenden interstisyal dokuya 16kosit gecisi
Oonemli bir basamaktir. Bu olay sirast ile [3];
1. Hiicre gbcii (Hiicrelerin endotel yiizeyinde yuvarlanmalari ve adezyonlari)
2. Endotel duvarindan gegis
3. Kemotaktik uyarana dogru goc

2.12.3. RAS’1n Adezyon Molekiillerinin Ekspresyonuna Etkisi

Lokosit adezyonu ve endotelden gegisi, 16kosit ve endotel ylizeyinde bulunan
cesitli adezyon molekiillerinin sira ile katildigi ¢cok basamakli bir siire¢ olarak
tanimlanmistir. Dolasimdaki 16kositler ve vaskiiler endotelyum arasindaki ilk temas,
“Rolling” yani l6kositlerin endotel yiizeyinde yuvarlanmalari, selektin ailesi ve
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ligandlar1 tarafindan saglanir. Yuvarlanan lokositler adezyonu saglayacak uyariy1
tetiklerler [3]. Adezyon i¢in integrin aracili siki tutunma gereklidir.

Immunoglobin ailesi molekiilleri intraseliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1)
ve vaskiiler endoteliyal adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) olmak iizere iki endoteliyal
adezyon molekiilii icerir. Bu adezyon molekiilleri l6kositlerde bulunur ve
integrinlerle etkilesir. Kronik kalp yetmezligi goriilen hastalarda, ICAM-1, VCAM-1
ve E-selektinin coziinebilir formunun plazmadaki artis1 endoteliyal disfonksiyonun
gostergesidir. RAS’in ACE inhibitdrleri ve AT, antagonistleri ile bloke edilmesi bu
artist ortadan kaldirir. Ek olarak koroner kalp hastaligi goriinen hastalarda
l6kositlerdeki artan L-selektin ekspresyonu AT, antagonistleri kullanilarak
azaltilmistir [3, 92]

Ang II monositlerin ve nétrofillerin endoteliyal hiicrelere adezyonunu artirir.
I/R modellerinde koroner ve mikrodolasimda artan polimorfoniikleer hiicre (PMN)
adherensi ve PMN f{izerindeki CD11b ile endoteliyal P-selektin ekspresyonlar: ile
iliskili olan iskemik lezyonlar, ACE inhibitdrleri kullamlarak zayiflatilir. Invitro
calismalar da Ang II'nin direk olarak endoteliyal hiicrelerde ICAM-1 ve VCAM-1
ekspresyonlarini artirdigini dogrulamaktadir [3, 92]. Yine bobrek hasari modelinde
RAS blokerleri uygulamasinin, adezyon molekiillerinin asir1 ekspresyonlarini
azalttig1 bilinmektedir [93].

2.12.4. RAS’mn Infiltre Olan Immiin Hiicre Fonksiyonlarina Etkisi

Inflamatuar hiicreler, RAS’m tiim bilesenleri bakimindan donanimli ve Ang
IT {retme yetenegindedirler [94]. Anjiotensin II’'nin makrofajlarin fagositik
aktivitelerini artirdigi gosterilmistir [95]. Son donemde yapilan ¢alismalarda, Ang
II’nin makrofaj ve dendritik hiicrelerde oldugu gibi kemik iligi kdkenli hiicrelerin
farklilagmalarina kismen katkida bulundugu, ACE inhibitorlerinin uygulanmasi
durumunda ise hemopoietik ve progenitdr hiicre ¢cogalmasinin azaldigi gosterilmistir
[96]. Bunlara ek olarak, dokularda monositlerden makrofajlara farklilasma olayi,
RAS’in aktivasyonu ve AT, reseptoriiniin ekspresyonu ile iligkilidir [97].
Monosit/makrofajlarin AT;’e bagimli hiicresel fonksiyonlari arasinda Ang II’nin
indiikledigi oksidatif stres ve kolesterol artis1 bilinmektedir.

Ang II'nin akut inflamatuar cevabi, notrofil kemotaksisi yolu ile modiile
etmesi heniiz yeterince ac¢ik degildir. Katepsin-G gibi membrana bagli serin
proteazlar notrofiller lizerinde eksprese olur ve mobil Ang II {iretim sistemi giiglii
vazoaktif ve kemoatraktan oOzelliklerini inflamasyon alaninda ortaya koyar.
Notrofiller sahip oldugu anjiotensin {iretim sistemleri sayesinde inflamasyon
alaninda Ang II nin lokal yapimina katkida bulunur. [98].

Diger yandan, T-hiicre bagimli gecikmis tip asir1 duyarli graniilomatoz
reaksiyonu ile karakterize olan “miirin schistosomiasis mansoni” modelinin
mononiikleer hiicre birikimi ile iligkili oldugu, graniiloma makrofajlarmin, T hiicreler
icin kemotaktik ve aktivator faktér olan Ang II'yi lokal olarak iirettikleri, ACE
inhibitoérii ve AT, antagonistleri uygulandiginda T hiicre aracili graniilomatoz
inflamasyonun iyilestigi gosterilmistir [99].
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Lokal RAS aktivasyonu sonucu, T hiicreleri ve makrofajlar glomerulonefrit
ve aterosklerotik plakda oldugu gibi non-spesifik olarak inflamasyon alanina
biriktiklerinde, otokrin/parakrin tarzda lokal Ang II iiretimini hizlandirarak kalici
inflamatuar cevabin olusumuna katkida bulunurlar [92].

2.13. Ang II’nin indiikledigi infiltrasyonun Molekiiler Mekanizmasi

Ang II hiicresel cevaplari, Ca** mobilizasyonu, serbest radikal iiretimi,
protein kinazlarin ve NF-kB ve AP-1’1 de igeren ¢esitli transkripsiyon faktdrlerinin
aktivasyonu gibi c¢esitli hiicresel yolaklar araciligi ile ortaya koyar [100].
Inflamasyon ve doku hasart ile iliskili genler transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
ile kontrol edilir. Ang II’nin indiikledigi inflamasyonda, NF-«xB’nin 6nemli bir rolii
vardir. RAS aktivasyonunu takiben olusan, ateroskleroz ve renal hasar gibi patolojik
durumlarda artan hiicresel NF-xB aktivitesinin, ACE inhibitorii uygulamas: ile
azaldigr gosterilmistir [101]. Normal siganlarda Ang II’nin sistemik infiizyonu,
dinlenim durumunda ve infiltre hiicrelerde NF-kB aktivasyonunu artirir. Iclerinde
glomerular, mesengial, tubuloepitelyal hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen
sonuclara gore Ang II, NF-kB’yi aktive eder [102]. Ang II'nin her iki reseptoriiniin
inflamasyon ile iligkilisi kesin olarak ag¢iklanamamistir. Sigan bobreginde olusturulan
deneysel inflamasyonda, AT; ve AT, reseptor antagonistleri uygulamasi ile NF-xB
aktivasyonunun azaldigi gosterilmigtir [1].

Ang II, NF-xB’nin kontrolii altindaki pro-inflamatuar genlerin iiriinlerini
kemokinler (MCP-1, Rantes,), sitokinler (IL-6), adezyon molekiilleri (VCAM-1,
ICAM-1) ve anjiotensinojeni AT; ve AT, reseptorleri araciligi ile artirir. Ang 11
araciligi ile asir1 eksprese olmus pro-inflamatuar genlerin diizenlenmesinden sorumlu
hiicre i¢i diger mediyatdrlerde bulunmaktadir. Ornegin, MCP-1 geninin ekspresyonu,
AP-1 aktivasyonu ile kontrol edilir [101].

VSMC’de Ang II ile indiiklenmis MCP-1 geni, katalaz ve MAPK kinaz
inhibitdrii uygulamasi yapildiginda inhibe olur. Bu da H,O;’nin MAPK-bagh
yolakta ikincil haberci rolii oldugunun gostergesidir [103].

2.14. Ang I’nin Doku Onarimina Etkisi

Doku yenilenmesi inflamatuar cevabin, iki farkli siiregten olusan en 6nemli
sonucudur.

1) Yenilenme; hasarli hiicrelerin yerlerini, ayni tip yeni hiicrelere birakmasi,

2) Onarim; fibrozis olarak isimlendirilmis kalict iz olusumuna sebep olan
yapinin yerini bag dokuya birakmasi

RAS’1n hiicre biiylimesini ve matriks sentezini uyararak doku onarimina katki
sagladigi, RAS’1in bloke edildigi vaskiiler ve renal hastalik modellerinde ise
fibrozisin azaldig1 gosterilmistir. Ang II, hiicre biiyimesini ve fibrozisi diizenleyen
bir biliylime faktorii olarak tanimlanmig, Ang II bloke edildiginde fibrozisin belirgin
olarak yavasladigi gosterilmistir. Ang II, hiicre biiylimesini hiicre ve reseptor tipine
bagli olarak farkli sekilde etkiler. Ang II, VSMC, mesengial hiicreler, renal
intersitisyal fibroblastlarda hiperplaziye sebep olur. Ang I AT, reseptorii yolu ile
hiicre ¢ogalmasini artirirken, AT, reseptorii yolu ile hiicre ¢ogalmasini inhibe eder
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[104]. Kiiltiir hiicreleri ile yapilan deneysel ¢alismalarda Ang II’'nin, TGF-f gibi
bliylime faktorleri ve sitokinleri indiiklemek yolu ile ekstraseliiler matriks
proteinlerinin ekspresyonunu ve sentezini artirdigi gosterilmistir. TGF-, Ang II
aracili matriks sentezi ve hipertrofi olusumunun en 6nemli mediyatordiir. TGF-f’nin,
makrofajlarda, T ve B lenfositlerde ve fibroblastlarda sentezlendigi, Ang II’'nin TGF-
B sentesini artirdigi gosterilmistir. Kalp bobrek ve karacigerde yapilan deneysel
calismalar sonucu, artan TGF-B’nin, lokal Ang II artis1 ile iliskili oldugu bunu
takiben artan ekstraseliiler matriks proteinlerinin, RAS blokaj1 ya da AT, reseptor
geni olmayan farelerde azaldigi gosterilmistir [104].

Hipotez: Anjiyotensin II'nin ¢esitli dokularda olusan inflamatuar yanitta gorevli
oldugu bilimektedir. Sican midesinde iskemi reperfiizyon modeli ile olusturulan
inflamatuar yanitta, Anjiyotensin II’nin, inflamasyonla iligkili proteinler olan iNOS
ve COX-2 ekspresyonlarini, artirabilecegi diisiiniilmiistiir. Caligma bu hipotezi
dogrulamak amaciyla yapilmstir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari,
Merkezi Arastirma Laboratuvari, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar1 ve Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde gergeklestirilen  ¢alisma, Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Unitesi’nden elde edilmis, 50 adet
eriskin, erkek 200-250 g agirliginda Wistar sigan iizerinde yapilmistir. Sicanlar tel
kafeslerde standart laboratuvar yemi ve musluk suyu ile beslenmislerdir. Deneye
baslamadan 6nce her sican tartilmis ve canli agirhigi kaydedilmistir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii

Sicanlar biitiin gruplarda, 18 saatlik aclik periyodundan sonra 15 mg/kg
ksilazin-50 mg/kg ketamin karigimi ile anestezi yapildiktan sonra deneye alinmustir.
Bu siire i¢inde su alimi serbest birakilmastir.

1. Kontrol Grubu: Hayvanlara herhangi bir islem yapilmamuistir.

2. Sham Grubu: Bu gruptaki sicanlara 5 giin siire ile serum fizyolojik subkutan
(s.c.) olarak verilmigtir. Anestezi sonrast orta hat kesisi ile ¢oliak arter ortaya
cikarilmis, karin boslugu kapatildiktan 24 saat sonra abdominal aortadan kan alinip
mide disar1 ¢ikarilarak deney sonlandirilmistir.

3. Iskemi-Reperfiizyon Grubu; 5 giin siire ile s.c serum fizyolojik verilen siganlara
anestezi altinda iskemi reperfiizyon uygulandiktan sonra deney sonlandirilmastir.

4. AT; RB + iskemi-Reperfiizyon Grubu: Siganlara Anjiyotensin II’nin AT,
reseptoriiniin blokeri olan candesartan (Astra Zeneca, CV11974), serum fizyolojik
icinde hazirlanarak 1mg/kg/giin dozunda s.c. olarak giinde iki defa, 5 giin siire ile
verilmistir [105]. Anestezi altindaki hayvanlara iskemi reperfiizyon uygulanmasinin
ardindan deney sonlandirilmistir.

4. AT, RB + iskemi-Reperfiizyon Grubu: Siganlara Anjiyotensin II’nin AT,
reseptoriiniin - blokeri olan PD123319 (Sigma-P186), serum fizyolojik icinde
hazirlanarak, 3 mg/kg/giin dozunda s.c. olarak giinde iki defa, 5 giin siire ile
verilmigstir. [106]. Anestezi yapilan hayvanlara iskemi reperfiizyon uygulanmasinin
ardindan deney sonlandirilmistir.

5. ACE inhibitérii + Iskemi-Reperfiizyon Grubu : Siganlara anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorii olan Captopril (Sigma-4042), serum fizyolojik iginde
hazirlanarak, 20 mg/kg/giin dozunda s.c. olarak giinde iki defa 5 giin siire ile
verilmistir [107]. Anestezi yapilan hayvanlara iskemi reperfliizyon uygulanmasinin
ardindan deney sonlandirilmistir.
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Iskemi reperfiizyon uygulanan gruplardaki hayvanlara, ¢oliak arterin acgiga
cikarilip klemplenmesi ile 30 dakika iskemi ve klemp alinarak 24 saat reperfiizyon
yapilmistir. 24 saatlik reperfiizyon siirecinin ardindan abdominal aortadan kan alinip,
mide disar1 ¢ikartilarak deney sonlandirilmistir. Disar1 ¢ikarilan mide serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra uygun biiyiikliikkteki parcalara ayrilip, analizleri
yapilincaya kadar -80°C’de saklanmugtir.

3.2. Parametrelerin Tayini

3.2.1. Kan Basinci Olc¢iimii

Deney hayvanlariin gruplandirilmasindan sonra, AT, RB, AT, RB, ve ACE
inhibitorii gruplarindaki hayvanlarin, ilag uygulamasina gecilmeden 6nce ortalama
kan basinglar1 tail cuff metodu (MP150-Data acquisition system) ile 6l¢iilmiistiir.
Sonra reseptor blokerleri ve ACE inhibitérii 5 giin siire ile glinde 2 kez s.c. olarak
verildikten sonra, kan basinci 6l¢timleri tekrarlanmistir.

3.2.2. Protein Tayini
Mide dokusunda protein tayini, prensibi Bradford yontemine dayanan ticari
kit ile yapild.

Reaktifler

I)Standart Soliisyon: 2pg/ul Bovin serum Albumin (BSA) (Merck,
K35187818-607)

2)CPPA Reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce 23236)

Islemler: 1 pl doku siipenatant;, 999 ul bidistile su ile sulandirildiktan
(1:1000) sonra, tizerine 1 ml CPPA reaktifi eklenerek 595 nm’de absorbans
spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir. Standart caligmasi ise numune yerine, artan
konsantrasyonlarda 1:1000 sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir. Mide
dokusundaki protein miktari, standart caligmasindan elde edilen absorbans 6l¢iimleri
kullanilarak ¢izilen standart grafigine gore hesaplanmis ve sonuglar pg/pl protein
olarak ifade edilmistir.

3.2.3. Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tayini:
Stephan ve arkadaslarinin yontemine gore yapilmistir [108].

Prensip: Tetrametilbenzidin, miyeloperoksidaz enzimi ve HO;’nin
bulundugu ortamda oksitlenir. Oksidasyon iriinii olarak mavi renkli bilesik olusur.
Yontem, mavi renkli bilesigin neden oldugu absorbans degisiminin 1 dk siiresince
655 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir.

Reaktifler ve kimyasallar

1) Fosfat tamponu (50 mM, pH: 6,0): 50 mM Na,HPO, (di-Sodium hydrogen
phosphate, Merck 6586), 50 mM NaH,PO, (Sodium phosphate, Sigma S-
9638) ile hazirlanir. 1IN HCI (hydrochloric acid, Merck 314 ) ile pH: 6.0’ya
ayarlanir.

2) Homojenizasyon tamponu: % 1 oraninda HTAB (hexadecyltrimethyl
ammonium bromide, Sigma, H-5882) icerir ve fosfat tamponu ile hazirlanir.
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3) Reaksiyon tamponlari:

1 mM H,0, (Merck 8600)

20 mM Tetrametilbenzidin soliisyonu (Tetramethylbenzidine, Sigma, T-
2885-1G ve Dimetilformamid, Applichem Dimethylformamide, A-3676 ile
hazirlanir.)

80 mM NaH,POj4 (Sodium phosphate, Sigma S-9638)

Islemler: 2.5 ml homojenizasyon tamponu icine konulan ~ 250 mg
agirligindaki mide dokularma 3 kez 10 saniyelik siirelerle buz iginde sonikasyon
yapilmistir (Bandelin Sonopuls, UW 2070). Elde edilen homojenatlar analiz
yapilincaya kadar -80°C’de saklanmistir. Analiz oncesinde homojenatlar 15000
rpm’de, 4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Olusan siipernatandan 50 pl alinmig ve
tizerine 790 pl, 80 mM NaH,PO4 100 pl, 1T mM H;O, 60 upl, 20 mM
tetrametilbenzidin ~ sollisyonu eklenip, kiivet alt st edildikten sonra
spektrofotometrede 655 nm’de 1 dk siiresince okunmustur. Siipernatandan alinan
ornekler kullanilarak, protein kiti ile (Pearce-comasie plus-23236) ile protein
degerleri Olgiilmistiir. Spektrofotometrede 655 nm de 1 dk siiresince okunan
absorbans degisimi protein degerlerine oranlanarak MPO enzim aktivitesi mU/mg
protein olarak hesaplanmuistir.

3.2.4. Nitrit Tayini:
Mide dokusundan almman Orneklerle yapilan nitrit miktarinin tayini,
spektrofotometrik Griess yontemine gore yapilmistir [10, 47, 109, 110].

Prensip: Asidik ortamdaki nitrit (NO,") nitroz aside (NHNO;) doniisiir ve
Griess A reaktifindeki siilfanilamidi diazotize eder. Olusan siilfanilamid-diazonium
tuzu Griess B reaktifindeki naftiletilendiaminle reaksiyona girerek spektrofotometrik
olarak oOlciilebilen eflatun renkli kromotofor olusturur.

Reaktifler ve Kimyasallar

1) Fostat Tamponu (pH: 7.4):

0.1 M KH,PO, (Potassium phosphate, Sigma, P-5379),

0.1 M Na,HPOj (di-sodium hydrogen phosphate, Merck, 6586) ¢ozeltilerinin
1:4 oraninda karistirilmasiyla hazirlanir.

2) C,Hs0H (% 99.5’lik Absolii alkol)

3) CH;Cl; (Chloroform, Merck, K1496231)

4) NaNO; (Sodium Nitrite, Sigma, S-2252)

5) Griess A reaktifi: % 5’lik (v/v) Fosforik asit (H;PO4 ortho-Phosphoric acid
% 85, Merck, 563) % 1°lik (w/v) Sulfanilamide (CsHgN,O,S, Sigma, S-9251)

Islemler: Mideden alinmis olan 250 mg agirhgindaki doku 6rnekleri havana
alinmus, lizerine buzda bekletilen fosfat tamponundan 0.5 ml eklenip pargalanmus,
ardindan homojenizasyon tiiptine aktarilmistir. Homojenizasyon tiiptine 2 ml tampon
ilave edilerek teflon uclu doku homojenizatorii (TRI-R STIR-R,Model K-43) ile buz
icinde 20 sn boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat, protein tayini
icin ayr1 bir deney tiipiine ayrilmis, kalan homojenat buzda bekletilen deney tiipiine
aktarilmig, kor, standart ve numune i¢in 2 ml’lik miktarlar tiiplere konularak
tizerlerine 3.5 ml buzda bekletilen bidistile su ilave edilmistir. 1 ml etanol ve 0.6 ml
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kloroform eklendikten sonra 20 sn vortekslenen tiipler, 4500 rpm de 10 dk santifiij
edilerek, presipitasyonla proteinleri uzaklastirilmis olan (deproteinize) siipernatandan
1 ml’lik &rnekler alinarak kiigiik tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine 0.25 ml Griess A
reaktifi ve 5 dk sonra 0.25 ml Griess B reaktifi eklendikten sonra 5 dk lik bekleme
stiresinin ardindan tiiplerin 540 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
spektrofotometrede kore karst okunmus ve nitrit degerleri mol/g protein olarak ifade
edilmistir.

3.2.5. Nitrat Tayini
Nitrat seklinde oksitlenmis olan nitrit miktarini belirlemek amaciyla nitrit
Ol¢iimiiniin yani sira, Bories’in yontemine gore nitrat tayini yapilmigtir [111].

Prensip: Numunelerdeki nitrat diizeylerinin “nitrat rediiktaz”’enzimi ile nitrite
indirgendigi reaksiyonda, 340 nm’de B-NADPH 1n oksidasyonu sonucu absorbansta
meydana gelen diisiis degerlendirilmistir. Ortama FAD elektron tastyicisi olarak
eklenmistir.

Reaktifler ve Kimyasallar:

1) Nitrat rediiktaz (Aspergillus) (500 U/L), (Sigma, N-7265)

2) Flavin adenin diniikleotid (0.2 mmol/L), (FAD Sigma, F-6625)

3) Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (12 mmol/L), (3-NADPH,
Sigma, N-1630)

4) Sodyum nitrat (Sodium nitrate, NaNO3, Sigma, S-8170)

5) Fostat tamponu (100 mmol/L; KH,PO4 ve Ko;HPO,) (pH: 7.5)

Islemler: Mide dokusundan alman &rneklerle nitrit dlgiimiindeki gibi
hazirlanan homojenatlar deney giiniine kadar -80 °C’de saklanmustir. Nitrat 6l¢timleri
yapilmadan 6nce homojenatlar ¢oziilerek 15.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve
elde edilen siipernatanlardan nitrat tayini ve protein tayini yapilmustir.

Icerisinde 250 ul potasyum fosfat tamponu, 50 pl distile su, 50 pul FAD, 10 pl
B-NADPH ve 100 pl numune bulunan tiipler 25°C’de dengeye getirilmistir.
Enzimatik reaksiyonu baglatmak icin ortama 40 pl nitrat rediiktaz eklenmis ve
FAD’nin fotolabilitesinden dolay1 reaksiyonun karanlik ortamda gerceklesmesi
saglanmigtir. Numunelerin absorbansi 45 dk sonra 340 nm’de Sl¢iilmiistiir. Sonuglar
umol/g protein olarak olarak ifade edilmistir.

Numune korii: Her bir numune i¢in 40 pl nitrat rediiktaz yerine 40 pl distile
su igeren numune korii hazirlanmistir.

Reaktif korii: 250 pl potasyum fosfat tamponu, 50 ul distile su, 50 ul FAD, 10
pl B-NADPH ve 150 pl distile suya ilaveten 40 pl nitrat rediiktazin varliginda ve

yoklugunda Sl¢iilmiistiir.

Hesaplama: Numunedeki nitrat konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmaistir:

C= AA x faktor
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AA= Anumune kori- Anumune=Areaktif ki

Faktor= V1/Vn x 1/1 x 1/ €340 = 0.8

Vr-Reaksiyon total hacmi (500 pl)

Vx= Numune hacmi (100 pl)

I=Isik yolu (1 cm)

€340= B-NADPH’1n 340 nm’deki absorbtivitesi (6.22 mmol'l.cm'l)

3.2.6. PGE, Tayini
Prostaglandin E, (PGE;) miktarinin analizi dokuya uyumlu EIA kiti
kullanilarak yapilmistir [110, 112].

Reaktifler ve Kimyasallar

1) PGE, Enzymeimmunuassay kiti (Biotrack PGE, Enzymeimmunoassay
System, Amersham)

2) Homojenizasyon Tamponu (pH: 7.5)

50 mM Tris HCl (Tris[hydroxymethyl]aminomethane hydrochloride, Sigma,
T-6666) 0.02 M EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma, ED2P) 5
mg/ml  Indometazin  (Indomethacin, Sigma, 1-7378)  kullamlarak
hazirlanmustir.

3) 1:4 oraninda hazirlanmis Etanol:su) Soliisyonu (C,HsOH, % 99.5’lik
Absolii alkol

4) Glasiyel asetik asit (Glacial Acetic acid, % 99-100)

5) Hekzan (Hexane, Merck, 4368)

6) Etil asetat (Ethyl Acetate, Merck, K-34520464 )

7) 1 M Siilfurik Asit ( H,SO4, Sulfuric Acid, Merck, K-34485613-511)

Islemler: PGE, miktar1 tayini igin cikarilan midelerden, buz iizerinde
mukoza kazintilar1 alinmis ve 5 mg/ml Indometazin ilave edilmis homojenizasyon
tamponu i¢inde homojenize edilmistir. 0.5 ml homojenat iizerine sirasiyla, 0.5 ml 1:4
su:Etanol soliisyonu, 10 pl Glasiyal asetik asit eklenip, yavasca calkalanarak, 5 dk
oda 1sisinda bekletilmis ve bekleme siiresinin sonunda, 2500 g’de 2 dk siiresince
santrifiij edilmistir. Olusan siipernatan, 2 hacim % 10’luk Etanol ile yikanmis olan
100 mg Amprep C18 mikrokolonuna uygulanmistir. Uygulama sonrasinda ayni
kolon 6nce 1 hacim distile su ile ardindan 1 hacim hekzan ile yikanmigtir. Son olarak
0.75 ml etil asetat 2 defa kolona uygulanmis ve kolondaki PGE, temiz ependorf
tiiplere toplanmustir. 1.5 ml hacmindeki Etil asetat yaklasik 2 saat liyofilize edilmis
ve numunedeki PGE, EIA Kkiti ile analiz edilmek {izere hazir hale getirilerek -20
°C’de saklanmistir. EIA kiti ile yapilan 6l¢im sonrasinda drnekteki PGE, miktari
pg/g doku olarak hesaplanmugtir.
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3.2.7. Anjiyotensin II Tayini
Plazma Anjiyotensin Il miktarinin analizi i¢in, Angiotensin II
radioimmunuassay kiti kullanilmistir.

Reaktifler ve Kimyasallar

1) Ang II RIA kiti (Euria-Diagnostica, Angiotensin II radioimmunoassay,
RB320)

2) Etanol (C,HsOH, % 99.5’lik Absolii alkol)

Islemler: Deneyin bitiminden sonra deneklerden alinan kan ornekleri
EDTA’L tiiplere alinarak, 4°C’de 2500 rpm’de 5 dk santrfiij edilmis ve elde edilen
plazma deney tiiplerine alinarak plazmalar -20°C’de saklanmustir.

Anjiyotensin II 6l¢iimii yapilirken buz iistiinde ¢alismaya 6zen gdsterilmistir.
Plazmadan alinan 1 ml 6rnegin iistiine 4 ml sogutulmus etanol (C,HsOH % 99.5’lik
Absolii alkol) eklenmis, karistirildiktan sonra 2 dk stiresince vortekslenmistir. 4°C’de
2000 g’de 15 dk siiresince santrifiij edildikten sonra siipernatan deney tiipiine alinmis
ve azot gazi altinda ugurma islemi yapilarak analiz edilmek iizere hazir hale
getirilmistir. RIA kiti ile yapilan 6l¢lim sonrasinda plazma Ang II diizeyi pmol/L
olarak ifade edilmistir.

3.2.8.iNOS ve COX - 2 Ekspresyonunun Tayini
iINOS ve COX-2 proteinlerinin analizi  western blot yontemine gore
yapilmistir [10, 112].

Reaktifler ve Kimyasallar

1) % 30’luk Akrilamid — Bisakrilamid karigim soliisyonu (Akrilamid, Merck, S-
4385430-552, Bisakrilamid, Merck-K-33932646-526)

2) % 10’luk Amonyum persiilfat (APS, Merck, K-34485101-530)

3) TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin) (Merck, K-34460932-517)

4) Rediiklenmemis Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 5X konsantre)
Laemli tamponu hazirlanirken,
10 ml Gliserol (Sigma, G-7757),
10 ml % 10 SDS (Sigma, L-4509),
1.25 ml 1 M pH: 6.8 Tris (Merck, K-34776287-533),
7.5 ml B-merkaptoetanol (Merck, S-4365840-544) ve brom fenol blue
(Sigma, B-6896) karistirilip final hacim 50 ml olacak sekilde bidistile su
eklenmistir.

5) Elektroforez tamponu (5X konsantre Stok Soliisyon)
Elektroforez tamponu hazirlanirken,
15 gr Tris,
72 gr Glisin (Merck, K-32710490-405)
5 g SDS 1000 ml distile su i¢inde ¢oziilmiistiir.
Elektroforez agsamasinda bu stok soliisyon 1:5 oraninda bidistile su ile diliie
edilmistir.
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6) Blotlama Tamponu, (10X Konsantre Stok Soliisyon)
12.11 g Tris (Merck, K-34776287-533
30 g Glisin (Merck,K-32710490-405)
1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA, ADR Lab. Chem. 139-13-9),
1 L bidistile suda ¢oziilmiistiir. Blotlama asamasinda 10X stok soliisyon 1:10
oraninda bidistile su ile diliie edilmis, kullanim esnasinda %10 metanol
(Merck, K34212908-503) eklenmistir.

7) TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer Salin, 10X Konsantre Stok Soliisyon)
TBS soliisyonu hazirlamak i¢in 60.55 g Tris, 87.66 g NaCl 800 ml
distile suda ¢ozlinmiis, pH, HCl ile 7.4’e ayarlanmis ve. final hacim 1000 ml
olacak sekilde bidistile su eklenmistir. Kullanim esnasinda 10X stok soliisyon
1:10 oraninda bidistile su ile diliie edilmistir.

8) TBS-T Soliisyonu(Tris Buffer Salin-Tween 20)
TBS-T Soliisyonunu hazirlamak i¢in, TBS stok soliisyondan (10X),

100 ml alinip, bidistile su ile 1 L’ye tamamlanmigtir. Soliisyona 1 ml Tween-
20 (Merck, S4393684-601) eklenerek iyice karistirilmustir.

9) INOS Primer Antikoru (Santa Cruz, sc-650)
Kullanim esnasinda 1:1000 oraninda diliic edilmistir.

10) COX-2 Primer Antikoru (Santa Cruz, sc-7951)
Kullanim esnasinda 1:1000 oraninda diliie edilmistir.

11) Beta Aktin Primer Antikoru (Novus Biologicals NT 1907)
Kullanim esnasinda 1:500 oraninda diliie edilmistir.

12) Peroksidaz Konjuge Sekonder Antikor (Chemicon, AP132P)
Kullanim esnasinda 1:3000 oraninda diliie edilmistir.

Islemler

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

INOS ve COX-2 proteinlerinin tayini i¢in mideden alinan ve sivi nitrojen
tankinin i¢inde saklanan Ornekler daha etkili bir sonikasyon i¢in, buz iistiinde kii¢iik
pargalara ayrilmistir. 0.2 g doku i¢in 600 pl lysis tampon ve lysis tampon + doku
karigiminin her 1 mL’si i¢in 50 ul olacak sekilde protein inhibitor kokteyli (Sigma-
9417) eklenerek vortekslenmis, buz icinde 30 dk bekletildikten sonra 15000 rpm de
4°C de santrifiij edilmistir. Stipernatanlar hemen buz kalibina alinmis ve orneklerin
protein analizleri ticari protein kiti ile yapilmustir (Pierce-23236). Ornekler SDS jele
yiiklenmeden Once laemli ile karigtirilarak 5 dk kaynatilmis ve yiiklemeye hazir hale
getirilmistir.
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Elektroforez ve Antikorlarin Uygulanmasi

Ornekler igerdikleri proteinlerin molekiil agirliklarina gére ayrismalart igin %
8’lik Sodyum Dodesil Siilfat poliakrilamid jele yiiklenmistir. Molekiiler agirlik
standart1 (Biorad-161-0324) ve numuneler 2 saat siliresince 80V da elektroforez
edilmistir. Jeldeki proteinler nitroseliiloz membrana aktarildiktan sonra, membran, %
5’lik siittozu (Biorad-170-6404) iceren TBS tamponu kullanilarak 1 saat 22°C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda TBST ile 1-2 defa yikanan membran TBST
ile hazirlanmis %5’lik BSA ve primer antikorlari iceren soliisyon ile 4°C’de
calkalayic1 i¢inde 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi membran
TBST ile 3-10 dakika yikanarak fazla antikorlar uzaklastirilmis, ardindan membran,
%5’lik siittozu ve 1:3000 oraninda diliie edilmis sekonder antikor igeren TBST
tamponu ile 1 saat 22°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1t TBST ile 3-10 dk
yikama yapilmig ve membranlar goriintiileme agamasi i¢in hazir hale getirilmistir.

Goriintiilleme ve Degerlendirme

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin, kemiluminisans olusturan
tiriini i¢in substrat iceren ECL reaksiyon karisimi (Cemilucent detection system,
Chemicon-2600), nitroselilloz membranlarin  iizerine uygulanmis ve 5 dk
beklenmistir. Bekleme siiresi sonrasinda membranlarin iizerindeki fazla ECL
sollisyonu kurutma kagidi ile alinarak membranlar ve fotograf filmi western kasetine
yerlestirilmis membrandaki antikor baglanmalarinin goriintiisii fotograf filmine
(Hyperfilm) aktarilmistir.

Goriintiilerin yar1 kantitatif analizi i¢in bilgisayar ortamina aktarilan film
paternleri, bilgisayar yazilimi (image J paket programi) yardimi ile degerlendirilmis
ve sonuglar her grup icin, iNOS/B aktin, COX-2/p aktin seklinde beta aktin proteinin
miktarina oranlanarak ayri ayr1 hesaplanmistir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel ~degerlendirmeler SPSS (Versiyon 15.0) paket programi
kullanilarak yapilmistir. Tiim parametreler i¢in gruplar arasi farkliliklar Kruskal-
Wallis Varyans Analizi ile ikili gruplar arasindaki farklar ise Mann-Whitney U Testi
ile degerlendirilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata seklinde ifade edilmistir.
Biitiin analizlerde p<0.05’1 saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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BULGULAR

Yapilan analizler sonucunda kontrol grubu ile sham grubu arasinda
istatistiksel fark bulunmadigi i¢in deney gruplarinin sonuclari, sham grubu ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir.

4.1. Kan Basinc1 Degerleri

Ortalama kan basmc1 degerleri Candesartan, PD123319 ve Captopril
uygulamalarindan once sirastyla 103.50 + 5.94, 110.60 = 1.75 ve 106.80 = 4.00
mmHg olarak Olgiilmiistiir. Bloker uygulamalarindan sonra ise kan basinci
degerlerinin sirasiyla 78.56 + 5.38, 89.50 £3.44 ve 81.25 + 2.72 mmHg degerlerine
diistiigli gézlenmistir. Uygulama oncesi ve sonrasi farklar istatistiksel olarak dnemli
bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4. Candesartan, PD123319 ve Captopril’in kan basinci degerlerine etkisi. Kan basinci
Olciimleri reseptor blokerleri ve ACE inhibitorii verilmeden once ve verildikten sonra

yapilmistir.
CAN: Candesartan, Ang II tip 1 reseptdr blokeri
PD: PD123319, Ang II tip 2 reseptdr blokeri

CAP: Captopril, anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitori

# p< 0.05 Reseptor blokerlerinin ve inhibitoriin uygulanmasindan &nceki kan basinci
degerine gore fark
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4.2. MPO Aktivitesi

Mide dokusunda nétrofil birikiminin gdstergesi olan MPO enziminin
aktivitesinin sham grubunda 41.44 + 3.6 mU/mg protein iken, I/R’a baglh olarak
belirgin bir sekilde ylikseldigi tespit edilmistir (62.04 + 4.2 mU/mg protein, p<0.01).

Ang II’nin tip 1 reseptdr blokeri olan candesartanin, I/R’a bagli olarak
yiikselen MPO aktivitesini azalttigt gozlenmistir (29.47 + 2.17 mU/mg protein,
p<0.01). MPO aktivitesi, /R + PD123319 uygulanan grupta 54.76 + 4.4 mU/mg
protein, I/R + Captopril uygulanan grupta ise 60.37 £ 5 mU/mg protein olarak
saptanmistir. Anjiyotensin II tip 2 reseptdr blokeri ve ACE inhibitorii uygulanan I/R
gruplarinda MPO aktivitesi, I/R uygulanan gruba gore farkli bulunmamistir (Sekil
4.2.).
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Sekil 4.2. 30 dakika iskemi, 24 saat reperfiizyon modeli uygulanmis sican midesinde
miyeloperoksidaz aktivitesi

CAN: Candesartan, Ang II tip 1 reseptdr blokeri
PD: PD123319, Ang II tip 2 reseptor blokeri

CAP: Captopril, Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitori

§ p<0.01 Sham grubuna gore fark
# p<0.01 I/R grubuna gore fark
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4.3. PGE; Miktar:
Sham grubunda 490.00 + 19.87 pg/g doku olan PGE; miktarinin, I/R
grubunda belirgin sekilde azaldig1 gozlenmistir (351.56 = 39.60 pg /g doku, p<0.05).

PGE, miktari, I/R + Candesartan uygulamasi yapilan grupta 410.30 = 18.27
pg /g doku, I/R + PD123319 uygulamas1 yapilan grupta 323.48 + 33.40 pg /g doku,
I/R + Captopril uygulamasi yapilan grupta ise 276.17 £ 30.07 pg /g doku olarak

Olciilmiis olup, I/R grubuna gore herhangi bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil
4.3.).
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Sekil 4.3. 30 dakika iskemi, 24 saat reperflizyon modeli uygulanmis sigan mide
mukozasinda PGE, miktar1

CAN: Candesartan, Ang II tip 1 reseptor blokeri
PD: PD123319, Ang II tip 2 reseptor blokeri

CAP: Captopril, Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii

* p< 0.05 I/R grubunun sham grubuna gore farki
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4.4. NOx Degerleri

Mide mukozasinda Olciilen nitrit ve nitrat degerlerinin toplanmasi ile elde
edilen NOx degeri, sham grubunda 42.20 + 2.58 pmol/g protein iken, I/R grubunda
48.61 + 3.35 umol/g protein, I/R + Candesartan uygulamasi yapilan grupta 60.46 +
5.48 umol/g protein, I/R + PD123319 uygulamasi yapilan grupta ise 49.03 + 3.93
umol/g protein, ve I/R + Captopril uygulamasi yapilan grupta 58.43 + 5.6 umol/g
protein saptanmistir.

Sonuglar karsilastirildiginda, I/R + Candesartan uygulamasi yapilan grupta
I/R grubuna gore artis tespit edilmistir (p<0.05 Sekil 4.4.).

NOx degerleri
(umol/g protein)

SHAM I/R I/R+CAN I/R+PD I/R+CAP

Sekil 4.4. 30 dakika iskemi, 24 saat reperfiizyon modeli uygulanmis sigan midesinde NOx
(nitrit+nitrat) degerleri

CAN: Candesartan, Ang II tip 1 reseptdr blokeri
PD: PD123319, Ang II tip 2 reseptor blokeri

CAP: Captopril, Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii

# p< 0.05 I/R grubuna gore fark
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4.5. INOS ve COX-2 Ekspresyonlari

4.5.1 iNOS Ekspresyonu
Mide dokusundan alinan orneklerde iNOS miktarinin, aktin miktarina orani,

sham grubunda 340.26 + 20.26 iken, I/R grubunda belirgin bir sekilde yiikseldigi,
(571.35 £34.55, p<0.05) I/R + Candesartan uygulamasi yapilan grupta ise (369.53 +
35.73, p<0.05) diistiigii tespit edilmistir.

iNOS/B-aktin, I/R + PD123319 uygulamas1 yapilan grupta 517.71 + 51.32,
I/R + Captopril uygulamasi yapilan grupta ise 422.91 + 26.43 olarak saptanmustir.

Anjiotensin II tip 2 reseptor blokeri ve ACE inhibitoérii uygulanan I/R gruplarinda
iINOS ekspresyonu, I/R uygulanan gruba gore fakli bulunmamustir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 30 dakika iskemi, 24 saat reperfiizyon modeli uygulanmis sican
midesinde iNOS ekspresyonu

CAN: Candesartan, Ang II tip 1 reseptdr blokeri

PD: PD123319, Ang II tip 2 reseptor blokeri
CAP: Captopril, Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii
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# p< 0.05 I/R grubuna gore fark
* p< 0.05 Sham grubuna gore fark

4.5.2. COX-2 Ekspresyonu
Mide dokusundan alinan 6rneklerde COX-2 miktarinin, B-aktin miktarina

orani, sham grubunda 315.55 + 19.18 iken, I/R + Candesartan ve I/R + PD123319
gruplarinda belirgin bir sekilde ytikseldigi, (495.71 = 80.00, 561.35 £ 4.00, p<0.05)

tespit edilmistir.

COX-2/B-aktin orani, I/R grubunda (267.55 + 4.00) ve ACE inhibitorii
uygulanan I/R gruplarinda (265.91+ 13.40) ise degismedigi tespit edilmistir (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.6. 30 dakika iskemi, 24 saat reperfiizyon modeli uygulanmis sican midesinde
COX-2 ekspresyonu

CAN: Candesartan, Ang II tip 1 reseptdr blokeri
PD: PD123319, Ang II tip 2 reseptor blokeri
CAP: Captopril, Anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibit6rii
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# p< 0.05 I/R grubuna gore fark

4.6. Plazma Ang II Miktar:

Kan plazmasindan o6l¢iilen Ang II miktar1 sham grubunda 44.37 + 6.29
pmol/L, I/R grubunda 33.82 + 3.08 pmol/L, I/R + Candesartan uygulamas1 yapilan
grupta 37.13 + 2.31 pmol/L, I/R + PD123319 uygulamas1 yapilan grupta 25.88 +
2.76 pmol/L ve I/R + Captopril uygulamasi yapilan grupta 30.35 + 3.12 pmol/L
olarak olctilmiistiir.

30 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon sonrasi dlgiilen plazma Ang II
diizeyi deney gruplari arasindaki farksiz bulunmustur (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Sican midesine uygulanan 30 dakika iskemi, 24 saat reperfiizyon sonrasinda
plazma Ang II diizeyleri

CAN: Candesartan, Ang II tip 1 reseptdr blokeri

PD: PD123319, Ang II tip 2 reseptor blokeri
CAP: Captopril, Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii
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TARTISMA

I/R’a bagli inflamatuar siirecte yer alan iNOS ve COX-2 ekspresyonunda Ang
II’nin roliinii belirlemek amaciyla yaptigimiz ¢alismada, ¢oliak arter baglanarak mide
dokusuna 30 dakika iskemi ve ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanmistir. Yapilan
analizler sonucunda, uygulanan I/R’un mide dokusunda nétrofil birikimi ile beraber
iNOS ekspresyonuna neden oldugu gézlenmistir. Ang II’nin tip I reseptoriiniin bloke
edilmesi, I/R’a bagli nétrofil birikiminin, ve iNOS ekspresyonunun baskilanmasina,
mide dokusunda NO miktarinin, COX-2 ekspresyonunun artigina neden olmustur.
Ang II tip 2 reseptor blokeri de COX-2 ekspresyonunu artirmigtir.

Calismada, ajanlarin kullanildig1 dozlarda etkinligini saptamak amaciyla bir
On ¢aligma yapilmig ve kan basinci degerlerindeki degisiklikler tespit edilmistir. AT
reseptor blokeri olan candesartan’in kullanimma bagli olarak beklentimiz
dogrultusunda vazomotor gevsemeyle iliskili olarak kan basinci diislisii olmustur.
Ciinkii Ang II'nin vazokonstriktor etkisi AT; reseptorii, eNOS proteinini arttirici
etkisi ise AT, reseptorii iizerinden olmaktadir [113, 114]. Candesartan uygulamasina
bagl olarak AT, reseptdriiniin islevinin engellenmesiyle birlikte, AT, reseptdriine
baglanan Ang II'nin etkisiyle olusan eNOS aktivasyonuyla iligkili olarak
vazorelaksasyon gerceklesmistir. Bu goriis dogrultusunda Ang II Tip 2 reseptor
blokeri olan PD123319’un kullanimi ile kan basincinda artis beklenmistir. Fakat elde
ettigimiz bulgular, PD123319’un kan basincini diisiirdiigiinii gostermistir. Bu
bulgumuz, Thai ve ark.’larmin [115] ¢aligmasiyla uyumlu olup, Ang II’'nin AT,
reseptoriiniin  bloke edilmesiyle gozlenen kan basinci diisiisiiniin  mekanizmasi
bilinmemektedir. Elde ettigimiz sonuglar, PD123319’un kan basincim diistiriicii
etkisinin eNOS aktivasyonunu inhibe edici etkisine gore daha baskin oldugunu
gostermektedir.

I/R; nétrofil aktivasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 miktarda yapimi ve
mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu ile ortaya ¢ikan mide lezyonlari i¢in iyi bilinen
bir modeldir. Mide mukozal bariyerinin bileseni olan prostaglandinlerin ve nitrik
oksit’in bu lezyonlarin olusumunda ve iyilesmesindeki rolleri bilinmektedir. Yapilan
caligmalar, iskeminin mide mukozal bariyerini zayiflattigini, mukozadan asit geri
emilimini arttirdigini ve bu nedenle mukozanin daha kolay tahrip edilebilir duruma
geldigini gostermistir [8, 22]. Reperfiizyon ile dokunun yeniden kanlanmasi ile
olusan reaktif oksijen tiirleri ve noétrofil aktivasyonu, lipid peroksidasyonunu
artirarak, mide asidinin zararh etkisiyle birlikte hiicre 6liimiine ve mukozal hasara
neden olmaktadir [116]. Midede I/R hasar1 g¢esitli arastirmacilar tarafindan
gosterilmistir [38]. Coliak arter klemplenerek iskemi olusturulmus ve devaminda
saglanan kanlanma ile 24 saate kadar derinlesen mide lezyonlar1 meydana gelmistir.
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Baslangicta yiizeysel kanama seklindeki lezyonlar dokuda nétrofil birikimiyle
birlikte iilserlesmis lezyonlar haline doniismektedir [38].

MPO nétrofillerin azurofilik graniillerinde bulunan, hem kapsayan bir
enzimdir ve bu enzimin aktivitesi dokudaki nétrofil birikiminin gostergesidir. Ang
I’'nin /R uygulanan dokuya noétrofil gecisini arttirdigi bilinmektedir [117].
Candesartan’in notrofil birikimini baskilamasi mide mukozasinin I/R hasarindan
korunmasinda oOnemlidir [20]. Lokosit aracili doku hasari, oksidatif patlama,
proteolitik enzim salimimi, kapiller tikanma ve vazokonstriktér prostanoidlerin
salinimi ile olusur [20, 21, 22]. Iskemik dokuya nétrofil birikimi iskemiden sonraki
12-24 saat i¢inde olur ve 3-4 giin maksimum diizeyde kalir. Sonra yerini makrofajlar
alir. Iskemi sonrasi reperfiizyon, nétrofil birikimini hizlandirir [21].

Ang II’nin dokuya nétrofil gegisini arttirict etkisinin AT, reseptorii lizerinden
oldugunu gosteren bulgumuz, barsak dokusu ile calisan Takagi ve ark.’larini [20]
destekler niteliktedir. Ang II, AT; reseptorii araciligr ile IL-1, IL-8, MIP-2 gibi
kemokinlerin salinimini saglayarak, ayrica endotel-nétrofil etkilesiminde gorevli
ICAM, VCAM gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonu ile nétrofillerin dokuya
gecisini arttirmaktadir. AT1 reseptoriiniin bloke edilmesi I/R uygulanan dokuda
MPO aktivitesini baskilamaktadir.

Ang II’nin I/R uygulanan dokuya ndtrofil gecisini arttirmast goz Oniine
almarak, Ang II olusumunda gorevli ACE’nin inhibe edilmesi sonucu iskemik
dokuya nétrofil gegisinin azalmasi beklenmistir. Ancak calismamizin sonucunda
Fischer ve ark.’larinin [118] calismasina benzer sekilde iskemi ve perfiizyon dncesi
uygulanan captopril’in dokudaki MPO aktivitesini degistirmedigi tespit edilmistir.
Bunun nedeni anjiyotensin sisteminin immiinomodiilator etkisi olabilir.
Constantinescu ve ark.’lar1 [119] captopril’in bir proinflamatuar sitokin olan TNF-a
yapimini azalttigini belirtmislerdir. Captopril’in sitokinlerin yapimi {izerine etkisinin
mekanizmas1 heniiz bilinmemektedir. Captopril’in iskemik doku {iizerine olan
koruyucu etkisi bu inflamatuar ve koruyucu sistemler arasindaki etkilesime bagl
olabilir.

Prostaglandin sentezi, eikosanoidlerin sentezinde bir hiz sinirlandirict enzim
olan COX’un aktivitesine baglidir. COX enziminin, COX-1 olarak isimlendirilen
yapisal formu normal kosullarda PG yapimindan sorumlu olup mukozal biitiinliigiin
ve mukozal kan akimmin siirdiiriilmesi gibi fizyolojik fonksiyonlarda onemlidir.
Stimiile edilebilir formu olan COX-2 dokularda yapisal olarak bulunmaz,
inflamasyon kosullarinda ortaya ¢ikar. COX-2’nin gen ekspresyonu, I/R sirasinda
artan IL-1p ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan stimiile edilir [120,
121].

Daha oOnceki bir¢ok calismada oldugu gibi bu ¢aligmada da, I/R’a maruz
kalmis mide mukozasinda PGE, yapimi azalmistir [15, 122]. PGE, yapim
lezyonlarin iyilesmesi doneminde 6nem kazanmaktadir. Bu donemde 6zellikle COX-
2 ekspresyonunun artti@i gosterilmistir [122, 123]. Bu durum, COX-2’nin mukozal
lezyonlarin siirlandirilmasi ve lezyon iyilesmesi ile ilgili oldugu fikrini vermektedir.
COX-1 saglam mukozada yaygin olarak bulundugu halde, I/R uygulanmis veya

44



inflamasyonlu dokuda belirgin olarak azalmaktadir. COX-2 ise inflamasyon olan
dokuda, lezyona yakin olan bolgede artmaktadir [123, 124]. Hiratsuka ve ark.lari’nin
[125] ¢alismasinda mide dokusuna uygulanan iskemi reperfiizyon sonrasinda COX-2
ekspresyonunun mide mukozasinda koruyucu rolii oldugu gosterilmistir. Selektif
COX-2 inhibitérii uygulanmasi sonucu ICAM-1 ekspresyonunun artmasi, COX-
2’nin  adezyon molekiilleri icin baskilayic1 0Ozelligini ortaya koymaktadir.
Notrofillerin dokuya girigini engelleyen bu 6zellik, COX-2"nin mukozal hasara kars1
koruyucu oldugunu diislindiirmektedir. Cheng ve ark.’larmin ¢aligmasinda, Ang II
infiizyonu renal kortikal COX-2 ekspresyonunu baskilarken, anjiyotensin reseptor
blokerlerinin  6zellikle AT, reseptdor blokerinin kullanilmas1 ile, COX-2
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir [126].

Benzer sekilde bizim c¢aligmamizda da, Ang II tip 1 reseptor blokeri
uygulanan I/R gruplarinda COX-2 ekspresyonu artmis olup, bu artig, COX-2 etkisi
ile azalan ICAM ekspresyonu aracili MPO aktivitesindeki azalma ile uyumludur.
NO’nun COX-2 ekspresyonu i¢in Onemli bir diizenleyici molekiil oldugu
bilinmektedir. NO, COX-2 ekspresyonunu artirarak hasarli mukozanin iyilesmesine
katkida bulunur. Calismamizda Ang II reseptor blokeri uygulanan I/R gruplarinda
artan COX-2 ekspresyonu NO artisi ile ortiismektedir.

COX-2 enzim inhibitorii verilerek yapilan ¢alismalarda, cesitli faktorlerle
lezyon olusturulan midede PG yapiminin sadece {lser bolgesinde azaldig:
gosterilmistir. Diger bir deyisle, inflamatuar faktdre bagl olarak gelisen lezyonlarin
oldugu bir midede, COX-2 mRNA ve protein ekspresyonu sadece lezyon bolgesinde
olmaktadir [56]. Bu nedenle ¢alisgmamizda, I/R’a bagli olarak PGE, diizeyi diisiik
bulunmug, COX-2 ekspresyonu degismemis olabilir. Anjiyotensinin PGE, sentezi
tizerine etkisi AT, reseptorii araciligryla TNF-a ve GM-CSF yapimina baglhdir [120],
[127]. AT, reseptoriiniin bloke edildigi durumda AT, reseptoriine baglanan Ang
II’'nin etkisi ile PGE, miktarinda artis beklenebilir. Ancak AT, reseptoriiniin
midedeki yogunlugu AT, reseptoriine gore azdir [120]. Bu nedenle candesartan
kullanilan grubun I/R’a maruz kalmis mide dokularinda PGE, miktarindaki artig
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. PD123319 ve captopril verilen gruplarda
da PGE, miktarinda azalma egilimi olmasina ragmen istatistiksel olarak fark
saptanmamistir.

NO, biyolojik sistemlerde L-arjinin’in guanidin grubundan, NOS enziminin
varliginda olusan, bir molekiil olup, genis bir etki alani, serbest oksijen radikalleri ve
gecis metallerini iceren farkli hedefleri vardir [128]. Siiperoksit anyonu ile
reaksiyona girerek peroksinitrit molekiiliinii yapar. Peroksinitrit dokularda olusan I/R
hasar1 i¢in 6nemli role sahiptir [129]. NO’nun indiiklenebilir NOS (iNOS) araciligi
ile asir1 olarak sentezlenmesi bagirsakta olusan I/R hasarinin olusumuna katkida
bulunur. Sicanda mezenterik reperfiizyon ile indiiklenen inflamasyonda, iNOS
ekspresyonu artar [22]. Calismamizda I/R uygulanan gruptaki iNOS ekspresyonunun
artist literatiirle uygun olarak, beklentimiz dogrultusundadir.

Ang II, inflamatuar cevaba, 16kosit aktivasyonunu saglayarak ve iNOS gibi

NO firetici faktorlerin regiilasyonunu saglayarak katilir. Bu gorevini, inflamasyonla
iligkili olan NF-«B’nin aktivasyonunu artirarak yaptig1 bilinmektedir [21].
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Anjiyotensin II’nin ACE inhibitorleri ve/veya AT reseptor blokerleri ile inhibisyonu
sonucu iNOS ekspresyonu azalir. Calismamizda I/R uygulamasi sonucu artan, AT,
reseptor blokeri candesartan uygulanan I/R grubunda azalan iNOS ekspresyonu,
I/R’a bagli iNOS ekspresyonundaki artisin AT reseptorii araciligi ile Ang II’ye baglh
olabilecegini gostermektedir. AT, reseptdr blokeri PD123319 ve ACE inhibitorii
captopril uygulanan I/R gruplarinda ise azalma vardir, ancak istatistiksel olarak
onemli degildir.

Mide mukozasinin nitrit + nitrat konsantrasyonu, cNOS ve/veya iNOS’a baglh
NO yapiminin bir gostergesidir. Cilinkii dokudaki NOS etkisiyle yapilan NO hizla
metabolitleri olan nitrit ve nitrata parcalanir [130]. Bu nedenle, dokudaki NOS
artiginin nitrit + nitrat miktarin1 da arttiracagi diisliniilmiistiir. Calismamizda 30
dakika iskemi ve 24 saatlik reperfiizyon sonrasinda iNOS miktar1 artmis olmasina
karsin NO miktarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Bu bulgumuz
aynt deney modelini kullanan arastirmacilarin sonuglar1 ile uyumludur [128].
Calismamizda ¢cNOS miktarina bakilmamistir. Ancak I/R sonrast cNOS miktarinin
azaldigi, iNOS miktarinin arttigr bilinmektedir. cNOS miktarindaki azalmaya bagh
olarak, sadece lezyona yakin bolgede artmis olan iNOS etkisiyle yapilmis olan NO
miktar1 shamden farksiz bulunmus olabilir. Bu bulgunun bir diger agiklamasi 24
saatlik reperflizyon sonrasinda cesitli adaptif mekanizmalarin etkisiyle NO
yapimindaki artigin baskilanmis olmasidir. Nitekim Nilakantan ve arkadaslarinin
[128] c¢aligmasinda mideye uygulanan 30 dk iskemi ve 3 saatlik reperfiizyon
modelinde iNOS miktari ile birlikte NO’nun artmis olmasi ve 24 saatlik reperfiizyon
sonucunda iNOS miktarindaki artis devam etmesine ragmen NO’nun sham ile ayn
olmasi ¢aligmamizi destekler niteliktedir. Calismamizda candesartan ve captopril
verilen I/R gruplarinda mide NOx miktarlarinin azalmis olmasini beklemekteydik.
Fakat her iki grupta da captopril grubunda istatistiksel fark olmamasina ragmen, artis
tespit edilmistir. Captopril grubundan elde ettigimiz sonug literatiir ile uyumlu olup,
NOx miktarindaki artis iki mekanizma ile agiklanabilir. ACE inhibisyonu bradikinin
yikimint 6nleyerek bradikinin aracilt NO salinimini arttirmaktadir [131, 132]. ACE
bradikinin i¢in yiliksek afiniteli bir peptid olup, yikimina neden olur. ACE
inhibisyonu bradikinin aracilt NO salinimini artirir [132]. Bunun yani sira captopril
iNOS aktivitesini arttirarak NOx artisin1 saglamis olabilir. ACE inhibitorlerinin NOS
aktivitesini arttirdifina dair bulgular vardir [42, 133, 134]. Candersartan veya
losartanin da AT, reseptorii araciligiyla bradikinin-NO yolagin1 aktive ederek NO
salinimini artirdigina dair bulgular bizim bulgumuzu desteklemektedir [130, 135].

I/R, uygulandig1 dokuda Ang II olusumunu tetikleyen bir siirectir. Lokal Ang
IT olusumu ACE’den bagimsiz yolaklarla (kinazlar, serin proteazlar gibi) ortaya
cikmaktadir. Caligmamizda ¢oliak arter baglanmasi ile olusturulan 30 dk’lik iskemi
ve 24 saatlik reperfiizyon sonucunda Ang II diizeyinde artis tespit edilmemistir. ACE
inhibitorii captopril ise Ang II diizeyini shame gore azaltmis, ancak tam bir
inhibisyon gozlenmemistir.
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SONUCLAR

1) I/R uygulanan mide dokusunda artan nétrofil birikimi, Ang II’nin tip 1
reseptoriiniin bloke edilmesiyle 6nlenebilmektedir.

2) I/R uygulanan mide dokusunda artan iNOS ekspresyonu, Ang II’nin tip 1
reseptoriiniin bloke edilmesiyle 6nlenebilir.

3) /R uygulamasina bagli olarak mide dokusunda degismeyen COX-2
ekspresyonu, Ang II'nin tip 1 ve tip 2 reseptor blokerlerinin kullanimi ile
artmaktadir.

4) Ang I'ni tip 1 reseptdr blokerin kullanimi1 I/R uygulanan mide dokusunda
NO saliimin artirmaktadir.

Kisaca; Ang II’nin AT, reseptorii araciligi ile I/R’a bagl inflamatuar siirecte

mide dokusundaki artmig iNOS ekspresyonundan sorumlu olabilecegi ve COX-2
ekspresyonunu azaltabilecegi sonucuna varilmgtir.
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