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OZET

Yildirnm, A. Alfa Lipoik Asid ve Silymarinin Mesane Cikim Obstriiksiyonu
Uzerine Etkisi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2010. Mesane c¢ikim
obstriiksiyonunda, siklik iskemi reperfiizyon (I/R) hasarina bagli olarak mesane
disfonksiyonu gelismektedir. Calismamizda MCO sonucu gelisen mesane hasarini
gostermeyi ve alfa lipoik asid ile silymarin kullanarak mesaneyi bu hasardan
korumay1 amagladik. Bu deneysel ¢aligmada toplam 32 adet spraque Dawley cinsi rat
kullanildi. Her deney grubunda 8 adet rat olacak sekilde toplam 4 grup olusturuldu.
Grup 1: kontrol, Grup 2: sham grubunda herhangi bir tedavi uygulanmadan 4 hafta
boyunca mesane c¢ikim obstriikksiyonu olusturuldu. Grup 3: mesane ¢ikim
obstriiksiyonu sonrasi 4 hafta boyunca alfa lipoik asid 100mg/kg’dan intraperitoneal
(ip) uygulandi. Grup 4: mesane c¢ikim obstriiksiyonu sonrast 4 hafta boyunca
silymarin 25mg/kg’dan ip olarak uygulandi. Deney sonunda tiim gruplardaki ratlarin
mesaneleri cerrahi olarak ¢ikarildi. Mesane agirliklari, serum ve dokuda MDA, TNF-
a, IL-6, Tip 1 ve Tip 3 kollajen, diiz kas orami incelendi. TUNEL yontemiyle
apoptozis ve Real Time PCR ile iNOS diizeyi belirlendi. ALA ve silymarinin mesane
agirliklarini korudugu, doku ve serumda MDA, TNF-a diizeylerini azaltti§i ancak
IL—-6 iizerine etkisinin olmadig1 gorildii. ALA’nin silymarine gore mesane diiz kas
kollajen oranini1 daha iyi korudugunu ve daha giiclii antiapoptotik etki gosterdigini
bulduk. ALA’ nin iNOS diizeyini azaltarak oksidan hasardan mesaneyi korudugunu
tespit ettik. Mesane ¢ikim obstriiksiyonunda, antioksidan ajan kullaniminin mesane
fonksiyonlarinin korunmasinda etkili oldugunu ve tedavide yer almasi gerektigini bu

calismayla gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Rat, mesane, I/R, MDA, TNF-o, IL-6, Real Time PCR, iNOS,
apoptozis, ALA, Silymarin.

Destekleyen Kurum: Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu 11009/2010 nolu proje.
T.L.C.AM.
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ABSTRACT

Yidirnm, A. Effect of Alpha Lipoic Acid and Slymarine on Bladder Outlet
Obstruction. Eskisehir Osmangazi University Medicine Faculty Department of
Urology Medical Specialty Thesis, Eskisehir, 2010. Bladder dysfunction occurs
due to cyclic ischemia reperfusion (I/R) damage in bladder outlet obstruction (BOO).
In our study, we aimed to show bladder damage results from BOO and to prevent
bladder from this damage by using alpha lipoic acid and slymarine. Total 32 Sprague
Dawley rats were used in these experiments. There were 4 study groups, with 8 rats
in each group. Group 1: control; Group 2: sham, BOO-maintained for 4 weeks with
no treatment; Group 3: intraperitoneal (ip) 100 mg/kg alpha lipoic acid treated for 4
weeks after BOO; Group 4: ip 25 mg/kg slymarine treated for 4 weeks after BOO.
After completion of experiments, bladders of all rats from all groups are removed
surgically. Bladder weights; MDA, TNF-a, IL-6 and Type 1 and Type 3 collagen
levels in serum and tissue; and smooth muscle proportions in tissue were evaluated.
Apoptosis was determined by TUNEL method and iNOS levels were determined by
real Time PCR. It was found that ALA and slymarine maintained bladder weights
and decreased MDA and TNF-a levels in serum and tissue, but had no effect on IL-6
levels. ALA was better maintained bladder smooth muscle collagen proportion and
had more potent antiapoptotic effect than slymarine. We found that ALA protects
bladder from oxidant damage by decreasing iNOS levels. We concluded that
antioxidant agents are effective in maintaining bladder functions in BOO and should

be included in the treatment.

Key Words: rat, bladder, I/R, MDA, TNF-a, IL-6, Real Time PCR, iNOS,
apoptosis, ALA, slymarine.

Supporter Institution: Eskisehir Osmangazi University Scientific Research Projects
Committee 11009/2010 numbered Project.
T.I.C.AM.
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1.GIRIS

Benign prostat hiperplazisi'ne (BPH) sekonder gelisen mesane ¢ikim
obstriiksiyonu (MCO), 50 yas ve lizeri erkek hasta populasyonun yaklasik %80’inde
degisik derecelerde goriilmektedir (1). BPH sik goriilen MCO nedeni olmakla
birlikte diger etiyolojik faktorler ise; karsinoma, mesane boynu fibrozisi veya
sklerozisi, liretral darlik, iiretral valv ve diiz kas sfinkter dissinerjisidir (2).

Normal mesane fonksiyonlari; mesanenin otonomik innervasyonu, hiicre
yapisi, metabolizmanin integrasyonu ve dolagim sistemi ile saglanan oksijen ve besin
maddelerinin yeterliligi ile saglanir (3). Yapilan aragtirmalar mesane c¢ikiminin
parsiyel obstriiksiyonun, farkli tiirdeki hayvanlarda mesane kan akiminda azalmaya
ve hipoksi gelisimine neden olarak mesane duvar kalinliginda artis yaptigi
belirtilmistir (4,5). MCO sonucu artmis duvar kalinliginin her miksiyonda siklik bir
I/R’ye neden olarak mesane hasarinin artmasina yol agar (6). Bununla beraber akut
overdistansiyon veya retansiyondan sonra yapilan dekompresyon ya da
kateterizasyon sonucu goriilen mesane disfonksiyonunun, I/R’ye bagli gelistigi
bildirilmistir (7,8).

Mesane duvar kalinligindaki artis, her iseme ve inhibe edilemeyen
kontraksiyon siiresince siklik iskemi/reperfiizyon hasartyla sonlanmaktadir.
Reperflizyon ve reoksijenasyon olarak adlandirilan bu olayda ortaya c¢ikan reaktif
oksijen radikalleri hiicre membranlarinin lipid peroksidasyonu yolu ile membran
hasarina neden olabilecekleri onceki ¢aligmalarda saptanmistir (6,9-12). Aym
sekilde, membran hasarinin siirekliligi parsiyel MCO ile ilgili progresif mesane
disfonksiyonunun temelini de olusturabilir (6). Mesane ¢ikim direncinin artmasi,
mukozadaki fibroproliferatif gelisim ve kollajen depolanmasi sebebiyle mesane
vizkoelastisitenin kaybina, kompliyansin azalmasina ve basingta artmaya yol
acmaktadir. Burada en 6nemli rolii, kollajen iiretimi oynamaktadir. Her ne kadar tip
IIT kollajen elastik 6zellik tasimakta ise de dnce fibroblastlarca daha sonra da bizzat
kas hiicreleri tarafindan {iretilen kollajen, sonunda mesanenin viskoelastik yapisini
tahrip etmekte ve kompliyansi azaltmaktadir (13).

Bratslavsky ve arkadaslari, sigan mesanesinde reperfiizyonun tek bagina

iskeminin olusturdugu hasardan daha fazla hasar olusturdugunu belirtmistir (5).



Oksijenden iiretilen en Onemli reaktif tiirler arasinda siiperoksit anyonu (O;"),
hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH"), peroksinitrit anyonu (ONOO™)
vardir. Bu radikaller membran hasari, DNA yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve
protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla sonuglanan hiicre 6liimii
meydana getirmektedirler (14). Reperfiizyon asamasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerini engellemek i¢in antioksidan ajanlarin kullanilabilecegini diisiindiik. Biz
caligmamizi planlarken mesanedeki hasarin asil sorumlusu olan reperfiizyon hasarini
onlemek icin antioksidan ajanlardan alfa lipoik asid (ALA) ve silymarin’i segtik.

Calismamizda; kontrol, sham, MCO + ALA ve MCO + Silymarin gruplarinda
mesane agirliklar, MDA, TNF-a, IL-6, Tip 1 ve Tip 3 kollajen, diiz kas orant,
apoptozis ve iNOS aktivitesini inceledik. Parsiyel MCO olusturulmus hayvan
modellerinde, ideal, essiz ve evrensel antioksidan olan ALA’nin mesane
kontraktilitesindeki etkinligi ile ilgili calismalar yapilmigtir. Ancak ALA’ nintip 1 ve
tip 3 kollajen orani, iNOS aktivitesi, mesanede apoptozis ve oksidatif hasarda rol
alan TNFa ve IL-6 gibi sitokinlere olan etkileri ile ilgili ¢alismaya rastlayamadik.
MCO’da gelisen I/R hasar1 degerlendirmek ve tedavide antioksidan etkinligi gérmek
icin bu parametrelerin ¢aligilmasinin énemli oldugunu diistinmekteyiz. Silymarinin
antikarsinojenik, antiapoptotik, antioksidan oOzellikleri vardir. Hiicre c¢ogalmasim
arttiran, norotoksin ve kardiyotoksinlere karsida koruyucu olan, Ostrojenik ve
antiostrojenik etkileri vardir (15,16). Silymarinin birgok doku ve organdaki koruyucu
ozelliklerine ragmen mesanedeki etkisiyle ilgili yapilmis higbir calismaya
rastlayamadik.

Biz bu ¢alismada antioksidan 6zellik gosteren ALA ve silymarin kullanarak
mesane ¢ikim obstriiksiyonu sonucu gelisen I/R hasarmi engellemeyi, mesane

fonksiyonlarini korumay1 amagladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Mesane Embriyolojisi

Fertilizasyondan yaklasik 15 gilin sonra presomit embriyonun ektodermi ile
endodermi arasinda lateral gé¢ sonucu mezodermal hiicreler invajine olur. 17. glinde
ise endoderm ve ektoderm, mezoderm tarafindan tamamen ayrilir, sadece sefalik
yonde prokordal plak ile kaudal yonde kloak plakta bu ayrilma olmaz (17,18).
Allantois 18. giinde yolk kesesinin arka duvarindan bir divertikiilum halinde olusur.
Somit gelisimi esnasinda kraniyal ve kaudal yonde one dogru egilerek, allantoisi
iceren “connecting stalk” ve kloakal membran, embriyonun 6n kismina gelerek
pozisyon degistirir. Hindgut, kloakayr meydana getirir. Kloaka'ya, 6nde allantois,
laterallerde ise mezonefrik kanallar girer. Fertilizasyonun 28. giiniinde, allantoisin
tabanindan kloak membrana dogru, iirorektal septumu olusturmak {iizere bir
mezodermal doku harekete geger. Bu yap1 kloakayi, 6ne iirogenital siniis arkada ise
rektum olmak iizere ikiye boler. Urogenital vestibul, iirogenital membranin
involusyonu sonucu meydana gelir. Ureterin serbest kraniyal ucu, kraniyal ve dorsale
dogru biiyliyerek metanefrojenik blastemin (bobregin son hali) olusmasini uyarir.
Ureterik ¢ikintinin olusmamasi renal agenezi ile sonuglanir. Bu nedenle iireterin
olusmast renal gelisim ic¢in zorunludur. Fertilizasyonun 28. giinline kadar,
mezonefrik kanallar {irogenital siniise ulasir ve birlesir. Ayn1 zamanda ireterik
cikinti, mezonefrik kanalin posteromedyal kismindan bir divertikiilum olarak gelisir
ve mezonefrik kanalin sonundan kloaka'ya girer.

Mezonefrik kanalin kraniyal kistmdan vezikoiiretral kanal, kaudal kisimdan ise
iirogenital siniis gelisir. Vesikoliretral kanalin kraniyal kisminin genislemesi ile
mesane meydana gelecektir. Vezikoiiretral kanal kraniyalde allantois ile birlesir.
Allantois fetal 12. haftada oblitere olarak urakusu meydana getirir (17,19). Ureteral
bud (iireterik ¢ikint1), mezonefrik kanaldan, disa dogru cikinti yaparak meydana
gelir. Embriyonun gelisimi sirasinda pozisyonel degisiklikle, {ireter, mezonefrik
kanalin posterolateraline dogru yer degistirir. Mezonefrik kanalin distal segmentinin

iireteral bud’a verdigi yer genisler ve iirogenital siniis i¢inde absorbe olarak mesane



trigonunu meydana getirir. Boylece endodermden kaynaklanan vezikoiiretral yap1
icinde mezodermal kaynakli bir katk1 olusmustur.

Yaklagik fertilizasyondan 42 giin sonra mezonefrik kanaldan gelisen {iireteral
bud vezikoiiretral kanal ile birleserek mesane trigonunu ve iiretra boynunu meydana
getirir. Mesane trigonu ve {iiretra boynu transizyonel epitel ile ddseli iken iiretra
distali ¢ok katli yassi epitel ile kaplidir. Vezikoiiretral kanalin kaudal kismi dar
olarak kalir ve tretray1 olusturur. Proksimal iiretranin posterior kismi, mesane
trigonu gibi, mezonefrik kanaldan kaynaklandigi goriisii hakimdir. Bu da mesane
trigonunu kas yapisinin adeta iireterin bir devami oldugunu ve detrusdr kasindan

farkliligin1 agiklamaktadir (17,19).

2.2. Mesane Anatomisi

Mesane, biiyiikligii ve sekli yasa, cinsiyete, bos ve dolu olmasina bagli olarak
degisir. Pelvik yerlesimli, i¢ci bos muskiiler bir organdir. Yaklasik 500 ml kadar idrar
depolayabilir. Tabanina fundus vesicae, boyun boliimiine cervix (collum) vesicae, ug
kismina apex vesicae denir. Fundus ile apex arasindaki genis bolimi ise corpus
vesicae adin1 alir. Cervix vesicae asagida iiretra ile devam eder. Fundus vesicae ayni
zamanda piramit seklindeki organin arka-alt yiizlinii olusturur. Apex vesicae ile iliskili
olan urakus, mesaneyi O6n karin duvarma asar. Bogken pelvis minor i¢inde yer alan
mesane doldukga On-orta hatta yukartya dogru uzanir. Tam dolu mesanenin iist sinir1
umbilicus’a kadar ylikselebilir. Mesane kapasitesi fare’lerde yaklagik 0.15 ml,
sican’larda ise yaklasik 1 ml’dir (Sekil 2.1) (20).

Tunika seroza organin st yliziinii kaplayan peritondur. Diger bir deyisle
mesane peritonun arkasinda kalan retroperitoneal bir organdir. inferio- anteriorda ve
lateralde mesane retropubik alanda perivezikal yag dokusu ve gevsek bag dokusu ile
pelvik yan duvara komsudur. Kadinda mesane ve rektum arasinda vajina ve uterus
bulundugundan dolay1 mesane tabani ve iiretra 6n vajinal duvara yaslanir. Erkekte ise
mesanenin tabani rektumla, aralarinda fasiya rektovezikalis (Denonviller fasiyasi),
seminal vezikiiller ve vas deferensin ampullasi ile terminal {ireterle komsudur. Mesane
boynu pelvik fasiyaya siki1 bir sekilde fiksedir ve prostat ile devam eder. Mesanenin
kas tabakasi (detriisor), icte ve dista longitudinal, ortada sirkiiler olarak {i¢ katmanl

seyreder. Ancak mesanenin {ist kisimlarinda bu tabakalar birbiriyle i¢ ige gecmis halde



bulunan longitudinal ve sirkiiler liflerden olusmaktadir. Parasempatik sistemin etkisi
ile kasilir. Ostium iireteris’leri birlestiren kivrima plica interureterica denilir.
Mesanenin tabaninda yer alan agiklik ostium wurethra internum adin1 alir. Burasi
iretranin basladig1 yerdir. Aciklik ¢evresindeki kas lifleri dairesel bir sekilde
seyrederek m. sphincter vesicae'y1 (sifinkter-biiziicli kas) olustururlar. Bu kas
parasempatik etki ile gevser ve idrarin gegmesini saglar. Sempatik liflerin mesaneye
etkisi parasempatiklerin tersi yondedir. Mesanenin i¢ yiiziinde her iki iireter orifisi ile
tepesi agagida mesane boynunda bulunan tiggen trigonum vesicae adin alir.
Mesanenin i¢ ylizeyi doldugunda diiz bir zemin, bosaldiginda ise katlantilar
olusturan transizyonel hiicreli epitelyum ile doselidir. Urotelyum ince bir bazal

membran tlizerine oturmus alt1 kat hiicre kalinligindadir ve geri emilim 6zelligi yoktur.

= (Plicae mucosae)

Ostium ureteris =~
i " -
Plica interureterica —

Ostium urethrae internum

 =——— Proslala

Crista urethralis —~ ‘ B
Urathra masculina, #——— Ductuli prostatici
Pars prostatica | Sinus prostaticus ,,,
Colliculus seminalis —~ _
Utriculus prostaticus =~ -
Ductus deferentes, Ductus ejaculatorii

Sekil 2.1. Erkek mesane anatomisi (Sobotta Anatomi Atlasi)



2.2.1. Mesane Dolasimi

Mesaneyi besleyen damarlar a. iliaca interna’dan gelen a. vesicalis superior ve
inferior’dur. Ayrica komsuluk yaptigi organlart besleyen a. glutealis inferior, a.
obturatoria ile a. vaginalis ve a. uterina’dan (kadinlarda) da dallar gelir. Venleri organ
cevresinde bir ag olusturarak pleksus venosus prostaticus yolu ile v. iliaca interna’ya
dokdiliirler. Lenfatik akimi biiyiik oranda internal iliak lenf diigiimlerine dogrudur. Alt

boliimiiniin lenfatik akimi prostat ¢evresindeki lenf damarlari ile baglantilidir.

2.2.2. Mesane Innervasyonu

Organin innervasyonunu saglayan sempatik sinir lifleri T;;-L,, parasempatik
sinir lifleri S, 4 medulla spinalis segmentlerinden gelirler. Afferent liflerinin de
sempatik ve parasempatik liflere (6zellikle agr1 duyusu ve dolulugu bildiren gerilme
duyusu parasempatikler ile) katilarak plexus vesicalis yolu ile medulla spinalis’e
ulagtig1 kabul edilir. Agr1 duyusu 6n, dolgunluk hissi omuriligin arka kordonunda
iletilir. Mesanenin agrisi karin 6n duvarinin alt boliimiinde, perinede ve erkeklerde

ayrica penis lizerinde hissedilir (yansiyan agri1) (Sekil 2.2) (21,22).

Sympathetiz

I

s Extemal
sphinctar

Sekil 2.2. Mesane innervasyonu.



2.3. Miksiyon Fizyolojisi

Normal miksiyon, mesane doldugunda fiziksel ve sosyal agidan uygun bir
zamanda istemli olarak gerceklesir. Miksiyon, depolama ve bosalma evresi olmak
iizere iki evrede incelenebilir. Depolama evresi boyunca giderek artan sempatik uyari
ve baskilanan parasempatik uyar1 yolu ile mesane i¢i basing diisiik tutulur. Uretral
sfinkter elektromyelografi (EMQG) aktivitesi giderek artar. Normal bir mesanede
mesane i¢i basing 0—6 cmH,O olup, 15 cmH,O’yu asmamalidir (22,23). Sikisma
hissi ile birlikte (300 ml) detriisorii gevseten, sfinkteri kasan refleks yollar aktive
olur. Normal mesane kapasitesi 400-750 ml arasinda degiskenlik gosterebilir. ilk
doluluk hissi 100200 ml, doluluk hissi 300—400 ml, acilen bosaltma gereksinimi ve
agr1 olarak tanimlanabilen “urgency” ise 400—500 ml’de hissedilir (22). Depolama
evresinde diisiik mesane ic¢i basinglarda hipogastrik—pudental (sempatik) sinirler,
yiiksek mesane i¢i basinglarda (>15 cmH2O) pelvik—pudental sinirler araciligr ile
detrlisoriin refleks inhibisyonu saglanir (24). Sakral segment arka boynuzuna gelen
afferent aktivite ara noronlar tarafindan baskilanabilir. Bosaltma evresinde
mesaneden gelen uyarilar ve dorsolateral pons ve mamiller cisimlerde giderek artan
aktivite iseme esigini diisiiriir (23). Uretral sfinkter EMG aktivitesi kesilir ve sfinkter
basinct diiser. Sfinkter mekanizmasinin sakral iseme merkezine refleks inhibisyonu
ortadan kalkar, sempatik aktivite inhibe olur, parasempatik yolaklar aktive olur ve

sonugta detriisor kasilir. Boylece miksiyon gergeklesir (Sekil 2.3).
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.............. Efferent
Afferent

Sekil 2.3. Mesane fonksiyonlarinda etkin olan norolojik yollar.

2.3.1. Alt Genitoiiriner Sistem Norofizyolojisi

Alt tiriner sistemde idrar depolanmasi, mesane i¢i basing artmadan {iretral basincin
artis1 ve mesane boynundaki sfinkterin kapali olmasi ile saglamir. Idrar yapma
santral, otonom ve periferik sinir sisteminin korale ¢aligmasiyla olusan, kompleks
kontrol mekanizmas1 ile gergeklesen bir islemdir. Mesanenin yeterli zaman ve
kuvvette kasilmasini ve {iretranin es zamanli gevsemesini ayarlayan sinir baglantilari,
beyin kokiinde anterior pontindeki "Barrington" merkezidir. Dorsal pontin
tegmentum normal kisilerde isemenin ana kontrol merkezidir. Ilk Barrington (1921)
tarafindan tarif edilmis olup, "Barrington ¢ekirdegi", "pontin iseme merkezi" ya da

"M bolgesi" olarak adlandirilir(25).

Miksiyonun istemli norolojik kontrolinde 4 Onemli sinir ileti halkasi

mevcuttur.



1) Frontal lob-beyin sap1 halkasi: miksiyonun istemli olmasim1 ve bunun
koordinasyonunu saglar. Serebrovaskiiler hastaliklar, tiimor ve diger merkezi sinir
sistemi hastaliklarindan etkilenir. 2) Beyin sap1 spinal kord sakral alan: Sakral alanda
diger bir refleks miksiyon alani vardir. Bu alan detriisor kasina nérolojik iseme
stimulusu gonderir. Bu bolgedeki iletimi bozan multiple skleroz, tiimor, enfeksiyon,
travma gibi hastaliklar iiriner inkontinansa sebep olur. 3) Spinal kord sakral iseme
alani-mesane: Bu refleks noronal ileti mesane kasinin kasilmasina iretranin ise
relaksasyonuna sebep olur. 4) Frontal lob-spinal kord sakral iseme alani: Uretral
sfinkterin istemli kontroliinii saglar. Mesane kontraksiyonu sakral 2,3,4’ den gelen
parasempatik sinirler yolu ile gerceklesir. Alt {iriner yollar1 innerve eden
parasempatik preganglionik noronlar, sakral parasempatik cekirdek olarak bilinen
sakral ara gri maddenin lateralinde yerlesmis bir bolgede bulunurlar. Parasempatik
pregangliyonik ndronlar, ventral kok lizerinden uyarici tastyici asetilkolin salgilanan
periferik gangliyonlara ulasirlar (25). Parasempatik sinirlerden salgilanan asetilkolin
ve mesane duvarindaki nikotinik ve muskarinik reseptorler araciligi ile mesane kasi

kasilir (Sekil 2.4).

Cingulate cortesx

Thalamus

PaG

‘ B
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‘L' bdlgesi

FPons

Onut Cekirdedi

S52-54

Ek=ternal dretral =finkter

Sekil 2.4. Miksiyonun istemli nérolojik kontrolii.
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Mesanenin dolum fazi: Mesane duvarindan ¢ikan afferent néronlar (1), dorsal
gri boynuzun sakral segmentinde sinaps yaparlar. Dorsal boynuzdan c¢ikan
projeksiyonlar (2) ise kontrlateral beyin sapindan gecerken pons kontinans merkezine
(‘L bolgesi) dal verirler (3). [Pons kontinans merkezi (‘L” bolgesi) de retikulospinal
lifler (4) araciligr ile Onuf ¢ekirdegine uyarilar gondererek cevap verir ve bu
cekirdek pudental sinir (5) boyunca impuls yollayarak eksternal tiretral sfinkteri
aktive eder.] Diger yukar1 dogru ¢ikan dallar periaquaductal gri madde (PAG) (6) ile
sinaps yaparlar. [PAG, pons iseme merkezinin (‘M’ bdolgesi) (7) esigini diisiirerek
cevap verir]. Thalamus’un ventral posterior ¢ekirdegi (8) kalan assendan lifleri alir
ve cingulate kortekse (9) iletir.

Muskarinik reseptorler mesane duyusu ve motor sikismasindan sorumludur.
En az 5 farkhi alt grup muskarinik reseptdr klonlanmistir (M1-MS5). Reseptor
baglanmasi ile ilgili calismalar, M2 reseptorlerinin agirlikli olarak bulundugunu
gosterse de M3 reseptorleri de kolinerjik kasilmaya aracilik eder. M3 reseptorlerinin
asetilkolinle uyarimi, IP3 (inositol trifosfat) hidrolizini, intraseliiler kalsiyumun
serbest kalmasim1i ve diiz kas kasilmasini saglar. M2 reseptorlerinin  birlikte
aktivasyonunun, M3 stimulasyonuna verilen cevabin artmasini {i¢ yolla sagladig
iddia edilir: 1) Adenilat siklaz1 inhibe eder ve detriisor kasinin sempatik uyarimin
baskilar. 2) Potasyum kanallarini inaktive eder 3) Ozellesmis katyon kanallarmi
aktive eder (9). Idrar depolama lomber sempatikler vasitasi ile gerceklesir. Rostral
lomber spinal kordan ¢ikan sempatik akim, mesane ve iiretraya noradrenerjik uyarici
ve inhibe edici impulslar gonderir. Presakral pleksustan gelen sempatik sinirlerden
hem o hem [ reseptorlere etkili norepinefrin salgilanir.  reseptoleri mesane kasinda
bulunur ve gevsemeden sorumludur. o Reseptorler ise mesane boynu ve liretrada
bulunur, kontraksiyon olusturarak rezistansi arttirir. Uretrada iki tiir o adrenerjik
reseptOr vardir (o ve o). Postsinaptik adrenerjik reseptorler genellikle a; tipindedir.
Periferal sempatik yollar, sempatik gangliyon ve hipogastrik sinirler ile pelvik

gangliyonlara uzanan karisik bir yol izler (26).
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2.3.2. Afferent Yollar

Pelvik, hipogastrik ve pudental sinirlerdeki afferent aksonlar, bilgileri alt idrar
yollarindan lumbosakral spinal korda tagir. Pelvik ve pudental sinirlerin ana afferent
noronlart sakral dorsal kok gangliyonlarinda (DRG) bulunurken, hipogastrik
sinirlerin afferent innervasyonu rostral lomber DRG’den ¢ikar. DRG noéronlarinin
santral aksonlari, alt idrar yollarindan duyusal bilgileri spinal kordda ikinci mesajciya
iletir ve pudental sinirlerin visseral afferent lifleri korda girdikten sonra Lissauer
yolundan rostrokaudal olarak ilerler. Mesane hacmi ve mesane kasilmalarinin
biiyiikligiinii 6lgen pelvik sinir afferentleri myelinize (A-delta) ve demiyelinize (C)
aksonlar1 igerir. Olast inflamatuar durumlarda, suprapubik agri ve sikisma idrar
kacirmasimma neden olan yeni fonksiyonel afferent yollar olusturan C liflerinin
yeniden yapilanmasi ile olusur (26).

Noroiirolojinin tarihsel gelisiminde Barrington’un ¢aligmalar1 doniim noktasi
olmustur. Gézlemleme yetenegini kullanarak Barrington, idrar akimi ya da iiretranin
bir kateter ile mekanik olarak uyarilmasinin afferent sinirleri uyarabilecegini ve
boylece refleks mesane kasilmalarim1 kolaylastirabilecegini  bildirmistir. Bu
kolaylastirict {iretra mesane refleksinin mesanenin tamamen bosalmasina yardimci
olabilecegini ileri slirmiistiir. Barrington bu refleksin iki elemanini tanimlamistir. Bir
eleman pudental sinirdeki somatik afferent yollar ile aktive edilir ve pontin iseme
merkezini de igeren supraspinal mekanizmalar aracilig1 ile fonksiyon gosterir. ikinci
eleman ise pelvik sinirdeki visseral afferent yollar ile aktive olur, spinal refleks

mekanizma ile ¢caligmasini saglar (25).

2.3.3. Mesane Fizyolojisi

Mesane boynunun iiremede 6nemli rolii vardir. Erkeklerde mesane boynunun
kapanmas1 antegrad ejakiilasyonu kolaylastirir. Ejakiilasyon sirasinda mesane
boynunun kapanmasi, zengin sempatik noradrenerjik innervasyon sayesinde
olmaktadir. Kadinlarda mesane boynundaki adrenerjik innervasyon yogunlugu,
erkeklerden daha diisiiktiir (27). Mesane diiz kas hiicrelerinin kasilma 6zellikleri hem
idrar depolamasi hem de idrar atilimi i¢in uygun yapidadir. Mesane diisiik fizyolojik

bir hiz ile dolduruldugunda intravezikal basing 10cm H,O nun altinda kalmaktadir
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(28). Mesanenin akut denervasyonu diisilk basingli dolumu o6nemli o6lgiide
etkilememektedir (29). Bu goriis, hiicresel ve hiicre dis1 yapilarin intrensek
miyojenik ya da viskoelastik Ozelliklerinin, diisiik basingli mesane dolumu ve
mesane uyumunun ana elemanlar oldugu hipotezini desteklemekte kullanilmistir.
Yine de, isemeye eslik eden hizli ve siirdiiriilebilir diiz kas kasilmasi i¢in sinirsel
uyartya ihtiyag vardir (25).

Intravezikal basing ile mesane boyutu arasinda iliski vardir ve bu da mesane
duvar gerilimini etkilemektedir. Duvar geriliminin artmasi, mesane afferent
sinirlerini uyararak mesane dolulugunun algilanmasini saglayabilecegi gibi istemsiz
mesane kasilmalarina da yol agabilir. Intravezikal basingta biiyiik artislar, dzellikle
hipertrofik, diisiik kapasiteli mesanelerde iskemi, VUR (veziko {ireteral reflii), hatta
vendz ve/veya lenfatik sisteme bakteri sagcilmasina neden olacak kadar mesane duvar
gerilimini arttirabilir (25). Mesane ve iiretradaki kollajen ve elastin bilesenler strese
maruz kaldiklar1 zaman viskoelastik ozellikleri agisindan degisime ugrarlar. Diiz
kastan ayr1 olarak insan mesanesi kabaca %50 kollajen ve %2 elastinden olusur.
Yaralanma, obstriiksiyon ya da denervasyonu durumunda, kollajen igerik artar (30).
Kasilabilir protein icerigi kollajen igerigini astigi zaman, asir1 gerilebilme 6zelligi
kazanilir (komplians, uyum). Kollajen konsantrasyonu arttifinda ise aksine uyum

azalir (25).

2.3.4. Mesane Uyumu

Mesane ylizeyi, mesanenin dolu ya da bos olmasina goére biiyiik degisiklik
gosterebilir. Degisimin yiizdesi viicuttaki herhangi bir organ ile kiyaslanmayacak
boyuttadir. Bu degisiklik, lirotelyum ve mesane duvari diiz kas1 ve bag dokusunun
uyumu ile gerceklesir (25).

Lamina propria ve detriisoriin kalinhigindaki degisiklikler, mesanenin artan
idrar hacmine uyumu i¢in mekanik gereksinimlerdir. Dolum sirasinda, lamina
propria kastan daha hizli incelir. Mesane duvarinin dolum sirasinda incelmesinin, kas
liflerinin yeniden tanzimi ve kollajenin sarmal yapisindaki degisiklige bagli oldugu
iddia edilmistir (30). Kas ve bag dokusunda bazi degisikliklerin birlikte olugmasi

idrarin diisiik intravezikal basinglarda depolanmasi i¢in gereklidir (31).
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2.4. Mesane Histolojisi

Mesane mukozasi degisken epitel ve bag dokusunun yaptigi lamina
propria’dan olusur. Lamina propriay1 6rgii biciminde yogun diiz kas tabakasi sarar.
Mesane gevsek iken epiteli 5-6 sira hiicreden olusur, yiizeydeki hiicreler yuvarlaktir
ve limene uzanir. Bu hiicreler genellikle polipoid ve ¢ift ¢ekirdeklidirler. Epitelyum
gerildiginde ( mesane doldugunda ) epitelin kalinlig1 3-4 hiicre sirasindan olusur ve

ylizeydeki hiicreler yassilasir (32).

2.4.1. Cok Kath Degisici Epitel

Mesane epiteli ¢cok katli degisici epitel niteligindedir. Gerilmeye son derece
dayanikli olan bu epitel, renal pelvisten iiretraya kadar {iriner sistemin biitiin
boliimlerini doser. Epitelin baz1 6zellikleri ¢ok kath prizmatik epitele, baz1 6zellikleri
ise ¢ok katli yassi epitele benzer. Organin gerilme derecesine bagl olarak hiicrelerin
sekilleri ve hiicre kat sayis1 degisiklik gosterir. Organ bos iken, yani duvarda bir
gerilme yokken, epitel 4-7 hiicre sirasindan olusur. Bazal hiicreler kiiboid, orta
siralardaki hiicreler poligonal ve yiizeydeki hiicreler genis ve yuvarlak yiizeylidir. Bu
hiicrelerin ¢ogu iki niikleus igerir. Organ dolu iken epitel 2-3 hiicre sirasindan olusur.
Orta ve lst siradaki hiicreler hafif¢e yassilasmistir. Lamina propria’nin bag dokusu
icinde birka¢ mukus salgilayan beze rastlanabilir. Lamina propria’nin derin bolimii
submukoza olarak kabul edilir. Tunika muskularis icte longitudinal, ortada sirkiiler,
dista longitudinal seyirli kas liflerinden olusur. Adventisiya, cok miktarda damar ve
sinir iceren fibroelastik bag dokusu oOzelligindedir. Adventisiya disinda periton

mesaneyi gevsekce sarar (Sekil: 2.5) (33).
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epithelium

Sekil 2.5. Mesane duvari katlarinin histolojik goriiniimii (dms.dartmouth.com).

2.4.2. Mesane Duvar1 Stromasi

Mesane duvari stromasiin ana bilesenleri, proteoglikanlardan olusan bir
matriks i¢erisinde yerlesmis kollajen ve elastindir. Ana hiicreler fibroblastlardir (34).

Stroma genellikle, damarlar ve sinirlerin arasini dolduran az bir doku olarak goriiliir.

2.4.3. Mesane Duvari Kollajeni

Kollajen, kas lifleri disinda bag dokusunda bulunur. Bir¢ok farkli kollajen tipi
belirlenmistir. Mesanede en sik tip I, III ve IV kollajen goriilmektedir (35). Uyumu
azalmis mesaneler normal mesaneler ile karsilagtirildiginda, bag dokusu diiz kas
oraninda anlamli bir artis gézlenmistir. Tip III kollajenin tip I’e oraninda anlaml
artis oldugu goriilmiistiir. Buna gore, mesanenin azalmis uyumu ve diisiik depolama
kapasitesi, mesane duvarinda bag dokusu igerisindeki degisikliklere, 6zellikle de

artmus tip III kollajene bagli oldugu iddia edilebilir (25).
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2.4.4. Mesane Duvari Elastini

Elastin lifleri, elastin ve amorf yapilarin etrafina yerlesen mikrofibriler
yapilardan olusan amorf yapilardir. Kollajen ile karsilastirildiginda elastin lifleri
mesanede olduk¢a az goriilmelerine karsin mesane duvarinin tiim katlarinda

bulunurlar (36).

2.4.5. Mesane Duvar: Matriksi

Stromada nonfibriller matriks biiyilik oranda proteoglikan ve sudan olusan bir
jelden meydana gelir. Proteoglikanlar, glikozaminoglikanlarin bagli oldugu
glikoproteinlerdir. Proteoglikanlarin matrikste birlesmesi ile deformasyona maruz

kaldiginda, viskoz davranabilen sulu bir doku yapisi elde edilir (25).

2.4.6. Mesane Duvar:1 Kan Damarlari

Mesane ¢ok katli damar ag1 igerir ve bunun hem fonksiyonel hem de
morfolojik faydalar1 vardir. Dikkatle incelendiginde, epitelyumun dig yiiziiniin kan
damarciklar1 tarafindan kaplandig1r goriiliir. Bu damarsal cukurlar, epitelyumda
mikronun onda biri kadar mesafede oldukc¢a yiiksek sayida damarlarin bulunmasin
saglar (37). Subepitelyal damarsal aglar, idrardan siiziilen maddelerin detriisor diiz
kasina temasin1 engelleyen iirotelyumun bariyer fonksiyonuna katkida bulunuyor
olabilir (38). Ayrica bunlar epiteliyal tasima fonksiyonunda rol alabilecegi gibi,
iirotelyal metabolizma icin gerekli de olabilir.

Dolum sirasinda mesane duvarmin yilizey alan c¢ok genisledigi icin, kan
damarlar1 da yeterince uzayabilmelidir. Iyi bir akimi saglayabilmek icin uzamalar
sirasinda damarlar {izerinde olusacak basincin, doku perfiizyonunu bozmasina engel
olacak bir mekanizma olmalidir. Birgok calismada gerilmeyle kan akiminin azaldig:
gosterilmistir (39,40). Uyumu azalmis mesanelerde, mesane i¢i basingta artig olup,
normal kontrol grubuyla kiyaslandiginda kan akiminin anlamli Slgiide azaldigi
gosterilmistir. Mesane duvarinda kan akiminin ana belirleyicisinin duvar i¢i gerilimi
oldugu goriilmektedir. Normal dolum sirasinda, mesanede basing artana kadar kan

akimi, yiizey alanindaki artiga uyum saglar (41).
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Iskemide oldugu gibi, detriisdr oksijenden ve /veya baska bir metabolitten
yoksun kalirsa, kasilma yetenegi hizla azalir (42,43). Iskemi ve reperfiizyonun duvar
ici sinirlerde hasara neden oldugu ve yamali denervasyon alanlar1 yaparak detriisor
instabilitesi olan hastalarda oldugu gibi diiz kas fonksiyonlarinda bozulmaya yol

actig1 iddia edilmistir (44).

2.5. Mesane Cikim Obstriiksiyonu

Eksternal iiretral meadan baglamak iizere tiim iiretra ve mesane boynu ile
mesane i¢i patolojilerini igeren etkenlere bagli olusan obstriiksiyonlardir. Bu
seviyedeki obstriiksiyonlar erken donemlerde {iretra ve mesanede patolojik
degisiklikler meydana getirirken, ileri donemlerinde iiriner sistemin hemen tiimiinii
kapsayan hatta bobrek yetmezligine varan sonuglar dogurabilirler.

Erken yas grubunda; erkek cocuklarda eksternal mea darligi ve posterior
iiretral valv, kiz cocuklarinda ise distal iiretral stenoz en sik goriilen nedenlerdir. ileri
yas grubunda ise mesane boynu ve posterior iiretrayr etkileyen patolojiler (BPH,
prostat kanseri, iiretra darlig1, serviks ca, bartolin kisti ve sistosel) oncelikli sirada yer
alir. Ayrica travma, enfeksiyon ve iiretral enstriimentasyon nedeni ile her yasta
mesane ¢ikim darligt meydana gelebilir. Bunlar gergek mekanik obstriiktif etki
nedenleridirler. Ayrica norojenik mesane ve diabetes insipitusda oldugu gibi asir
idrar ¢ikis1 olan hastaliklarda ise fonksiyonel bir obstriiksiyon etkeni s6z konusudur

(45).

2.5.1. Obstriiksiyona Mesane Cevabi

Bulgular obstriiksiyona mesane cevabinin biiyiik oranda adaptatif tipte
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, klinik alt iiriner sistem semptomlarin
cogu, direkt olarak cikim obstriiksiyonundan ¢ok, mesane fonksiyonunda ortaya
cikan obstrikksiyonun etkiledigi degisikliklere baghdir. Yaklasik olarak hastalarin
1/3> {nde, obstriikksiyonun cerrahi olarak kaldirilmasindan sonra da miksiyon
disfonksiyonu belirgin derecede devam eder. Mesanede obstriiksiyona bagli ortaya
¢ikan degisiklikler iki basit tiptedir. Ilk olarak, detriisor instabilitesi ne veya azalmis

kompliyansa yol acan degisiklikler; klinikte pollakiiri ve urgency semptomlart ile
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beraberdir. ikinci olarak da bozulmus detriisér kontraktilitesi ile beraber olan
degisiklikler; klinikte {iriner akim giiclinde kotiilesme, kesik kesik ve aralikli
miksiyon, artmis rezidiiel idrar ve ¢ok az vakada detriisor yetmezligi ile beraberdir.
Sonugta akut {iriner retansiyon gelismesi kacinilmaz olacaktir.

Obstriiksiyona mesanenin cevabr hakkinda ¢ogu bilgimiz, deneysel hayvan
caligmalarina dayanir. Gosling ve arkadaslari, tavsanlarda uzun siiren kismi mesane
c¢ikim tikanikligimin detriisor diiz kasinin kasilmasinda ilerleyici azalmaya sebep
oldugunu gostermislerdir (46). Diiz kas hipertrofisi, myofilamentlerde azalma,
detriisér diiz kaslarinin iginde mitokondrilerin hasarlanmasini da igeren ¢ikim
tikaniklig1 sonrast tavsan detriisoriinde olusan degisiklikler, uyarilara karsi
detriisoriin azalmig cevabi ile uyumludur. Bu uyum bozuklugu, mesane c¢ikim
tikanikligindan sonra 70 giine kadar tedrici olarak artabilir, bu da mesane yapist ve
fonksiyonunda devaml bir kétiilesme oldugunu gosterir. Uretranin kismi tikamklig
sonras1t mesane genigler, normal agirliginin yaklagik 15 katina ¢ikar, bliylime kasin
hipertrofisine baglidir. Mesane ¢ikim tikanikligi genellikle detriisor hipertrofisine ve
mesane instabilitesi ne yol agar (46). Obstriiksiyona insan mesanesinin cevabi
hakkinda smirli bilgiler mevcuttur. Hayvan deneyleri ile mesanenin parsiyel
obstriiksiyona cevabi arastirilmis ve ii¢c evreden gectigi saptanmistir: 1 — Baglangig,

2 — Kompansatuar, 3 — Dekompansatuar evre (45).

1-Baslangi¢ Evresi: Ik olarak mesanede olusan distansiyonun baslattig1 ve

cesitli biiyiime faktorlerinin rol aldigina inanilan enflamatuar cevap olusmakta, bunu
takiben de tiim mesane duvarimi igeren proliferasyon goriilmektedir. iiroepitelyal
hiperplazi, diiz kas hipertrofisi, tip III kollajen sentezi ve depolanmasi neticesinde
mesane agirhginda belirgin  bir artma goriilmektedir. ilk bastaki mesane
kontraktilitesindeki bozulma hizla diizelmekte, mesane basincindaki artisi
karsilayabilmekte ve ozellikle bosalma fonksiyonunu yerine getirebilmektedir. Bu
fazda adaptatif bir cevap olarak ortaya ¢ikan kas kitlesindeki artig; detriisor
instabilitesi ne yol agan diiz kas hiicresindeki belirgin intraseliiler ve ekstraselliiler
degisiklikler ile beraberdir. Obstriiksiyon, ayni zamanda hiicre-hiicre iletisiminde,
enerji Uretiminde ve diiz kas hiicresi kontraktil protein ekspresyonunda da

degisikliklere neden olur (25,45).



18

2-Kompanzasyon Evresi: Mesane adalesi daha kuvvetli kontraksiyonlarla

mesanenin tam bosalmasini saglamaya calisir. Mesane igerisinde rezidiiel idrar
kalmaz. Yani mesane bir anlamda obstriiksiyona karsi denge kurmus durumdadir.
Kompansatuar donemde kitle artist stabilize olmakta, mesane normale yakin basing
ve bosalma fonksiyonu ile c¢alisabilmekte ise de diiz kas ve kollajen dagilimi
acisindan morfolojik degisiklikler devam etmektedir. Ancak, bir siire sonra mesane
normal fonksiyonlarin1 yerine getirememekte ve dekompansatuar doneme

girmektedir.

3-Dekompanzasyon (Retansivon) Evresi: Bu donemde de kas dokusunun

yerini bag dokusunun almasiyla yeniden mesane agirliginda hizli bir artma
izlenmektedir. Sonunda 6zelikle bosalma fonksiyonu progresif olarak bozulmaktadir
(47). Obstriiksiyonun devami ve zamanla artis gostermesi mesane fonksiyonlarinin
daha da bozulmasina, belirgin rezidiiel idrar olugsmasina neden olur. Hasta idrarim
tam olarak bosaltamaz. Yikselen iretral rezistanst yenmeye detriisor
kontraksiyonlarinin giicli yetmez yani obstriiksiyon daha da belirginlesir. Mesanede
degisik miktarlarda rezidiiel idrar kaldigi icin, mesanenin bu yolla da fonksiyonel
kapasitesi azalir. Hasta ¢ok daha sik idrara ¢ikma ihtiyact duyar. Bu atilamayan
idrara bagli olusan gerginlik detriisdriin kontraksiyon giiclinii daha da azaltir ve
zamanla {retero-trigonal bileskede bozulma olur. Sonugta veziko iireteral reflii
(VUR) gelisir (45).

Mesane ¢ikim direncinin artmasi, mukozadaki fibroproliferatif gelisim ve
kollajen depolanmasi sebebiyle mesane vizkoelastisitenin kaybina, kompliyansin
azalmasina ve basingta artmaya yol agmaktadir. Burada en 6nemli rolii kollajen
iiretimi oynamaktadir. Her ne kadar tip III kollajen elastik 6zellik tagimakta ise de
once fibroblastlarca daha sonra da bizzat kas hiicreleri tarafindan {iretilen kollajen,
sonunda mesanenin viskoelastik yapisin1 tahrip etmekte ve kompliyansi
azaltmaktadir (47). Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda, detriisor kollajen igeriginin
kadinlarda da yas ilerledikce arttigi ve kontraktilitede azalmaya sebep oldugu ileri
siriilmiigtiir. Detriisorde kollajen artisinin, belirli bir bulgu olmaksizin, ¢ikis
obstrilkksiyonu ile degil, benign prostat hiperplazisi olan erkeklerde mesane

yaglanmasi (Aging Detriisor) ile ilgili oldugu iddia edilmistir. Ayni1 zamanda,
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kolinerjik innervasyonun da yas artist ile birlikte belirgin derecede azaldigi

diistiniilmistiir (48).

2.6. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

2.6.1. Iskemi

Dokularin normal homeostazi i¢in gerekli olan oksijenin tagimasindaki
yetersizlik iskemi olarak tanimlanir. Hiicresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi igin
gerekli temel yakit oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlari i¢in gerekli olan yiiksek
enerjili fosfat baglar1 aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi
durumunda anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da laktik asit ve toksik
metabolitlerin birikimi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim
kinetigi degisir ve yiiksek enerjili fosfat baglarinin yapimi azalir. Bu durumda hiicre
kendi homeostazi i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir (49-51).

Iskemiye direng farkli dokularda degiskenlik gosterir. Iskelet kasi saatlerce
iskemiye maruz kalsa bile normale donebilirken, ndronlar birkag dakikada
irreversible hasara ugrayabilirler (49). Homeostazi i¢in gerekli olan enerji
kaynaklarinin, o6zellikle ATP sentezinin azalmasi1 (ya mitokondriyal oksidatif
fosforilizasyon ya da anaerobik glikoliz yolu ile) intraseliiler metabolit birikmesine
ve hiicre membraninda iyon dengesizligine yol agar (51,52).

Oncelikle enerji gerektiren Na-K pompasi etkilenirken, Na“ iyonlari
intraseliiler ortama geger ve komsu intertisyel boslukta osmotik dengeyi saglamak
icin beraberinde su ¢eker. Bunun sonucunda K™ iyonlar1 intraseliiler ortamdan,
ekstraselliiler ortama kagar. Bu degisikliklere mitokondriyal fosfolipaz inaktivasyonu
eslik eder ve oksidatif fosforilasyon kaybi ortaya c¢ikar bdylece adenozin trifosfat
(ATP) iiretimi durma noktasina gelir. iskemik hasara kars1 gelisen erken fazdaki bu
degisiklikler zedeleyici ajan ortadan kaldirilmazsa irreversible hiicre hasar1 meydana
gelir (Sekil 2.6). Kalsiyum iyon dengesi bozulur, hiicre disi Ca™ plazma
membranindan igeriye akigi artarak sitoplazmada birikir. Bu olaylar sonucunda
sirasiyla mitokondriyal hasar, lizozomlarda sisme, endoplazmik retikulumun
dilatasyonu, enzim ve protein kaybi, hiicresel kompartimanlarin bozulmasi ve otoliz
meydana gelir. Bunu asidoz ve osmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin

kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular takip eder (53).
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Sekil 2.6. Iskemide erken fazdaki degisikler.

2.6.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuda kan akimmnin normale dénmesi ile enerji kaynagmin geri
gelmesi ve toksik metabolitlerin temizlenmesi gibi iki yararli sonug ortaya c¢ikar.
Bundan dolay1 reperflizyon iskemik hasarin iyilesmesi i¢in 6n kosuldur. Ancak
paradoks olarak iskemik dokunun reperfiizyonu daha fazla hasarla sonuglanabilir
(49,54). Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya donmesi ile O, kaynakli serbest
radikallerin I/R hasarinda 6nemli rol oynadig1 bir¢ok calismada gosterilmistir (55-
57).

Dokuda her iskemi periyodu sonrasinda progresif —mikrovaskiiler
obstriiksiyondan dolay1 reperfiizyon siireci gelismeyebilir. No-reflow fenomeni
olarak adlandirilan bu siire¢ tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, mikrovaskiiler
yapinin bozulmasi (endotelde 6dem, trombosit agregasyonu, hizli miyosit 6demi
sonucu damarin kompresyonu) sorumlu tutulmaktadir (58). Reperfiizyon siireci

iskemik intervalin uzunlugu ile iliskili oldugu gdsterilmistir, 1-3 saat iskemik kalan
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kaslar reperflize edilebilirken, 5 saat iskemiye maruz kalan olgularda %40-50
oraninda no-reflow fenomeni geligsmistir (59).

Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla zedeleyen bir
reaksiyon siirecini baglatir. Reperfiizyon hasar1 SOR (serbest oksijen radikali),
endoteliyal faktorler ve notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla
gerceklesir. Hasar1 asil tetikleyen olayin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu
diistiniilmektedir (60-63).

[/R’da doku hasarinin olugsmasinda rol oynayan faktérler sunlardir;

I- Ksantin Oksidaz
II- Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) aktivasyonu
III- Endoteliyal faktorler

1-Arasidonik asit metabolitleri

a)-Prostasiklin (PGI,)
b)-Tromboksan A; (TxA,)
c¢)-Lokotrien By

2-Nitrik Oksit

3-Endotelin
IV- Komplemanlar
V- Sitokinler
VI- Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

I. Ksantin Oksidaz Yolu

Post-iskemik donemde, iskemik dokudaki serbest radikallerin en belirgin
kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim “dehidrojenaz” ve “oksidaz”
aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Caligmalarda iskemi sirasinda ksantin
dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz katalizorliglinde ksantin
oksidaza doniismesi, intestinal dokuda 10 saniye, kardiyak kasta 8 dakika, karaciger,
dalak, bobrek ve akcigerde 30 dakika siirmektedir. Bu da degisik dokularin iskemi-
reperfiizyon hasarina neden farkli oranlarda cevap verdigi konusunda agiklayici

olmaktadir. Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu serbest radikallerin olusumuna yol

acar (Sekil 2.7) (24,64—-66).



22

AlTF' Ksantin dehidrogenaz
iskemi APIF' Proteaz "Cat2
Afencrzin Ksantin oksidaz
infzin l
| Hipoksantin P - 02+H202
02
reoksijenizasyon >

Sekil 2.7. Iskemik dokularda ksantin oksidaz yolu ile serbest oksijen

radikali Gretimi.

I1. Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) Aktivasyonu

PNL ile endotel hiicre iligkisi I/R sirasinda gelisen mikrovaskiiler hasarda
onemli rol oynamaktadir. Polimorf niiveli Iokositlerin  baslangigtaki
kemoatraksiyonlar1 endotel hiicreleri ve ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon
ve migrasyonlar1 ise endotel hiicrelerde ve lokositlerde bulunan adhezyon
molekiilleri araciligi ile olur (67). PNL’ler de endotel hiicreleri gibi SOR iiretme
kapasitesine sahiptir. I/R hasarinda PNL’in rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri
siirlilmiistiir. Bunlar; 1- Mikrovaskiiler okliizyon, 2- SOR salinmasi; 3- Sitotoksik
enzim salinmasi, 4- Vaskiiler permeabilite artis1 ve 5- Sitokin saliniminda artis (68).

Notrofiller, adhezyon molekiilleri araciligi ile etkilesime girdikleri endotel
hiicreleri arasinda ilerleyerek (diapedez olay1) ekstravaskiiler dokuya dogru gog
ederler (Sekil:2.8). Aktive olmus notrofiller, antimikrobiyal savunma sisteminde
kullandiklar1 mekanizma olan NADPH oksidaz enzimi aktivasyonu ile
reperfiizyonda gelen molekiiler oksijenden seri reaksiyonlar sonucunda siiperoksit
anyon radikali(O-;), hidrojen peroksit (H,0O,), hidroksil radikali (~OH), hipoklorik

asid (HOCI) ve kloraminleri (R'RNCI) olusturarak, ileri doku hasarina neden olurlar.
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Sekil 2.8. Lokositlerin iskemik bdlgeye gocii.

I11. Endoteliyal Faktorler
Vaskiiler endoteliyal ¢eper pek cok lokal hormon ve otakoid salgilayarak

vaskiiler diiz kas tonusunu diizenler (24,69).

1. Arasidonik Asit Metabolitleri

a) Prostasiklin (PGI;): Endotel hiicrelerinden serbestlenen ilk vazoaktif ajan
olan PGIL, endoteliyal yiizeylerde trombosit agregasyonunu oOnleyen giiclii bir
vazodilatatordiir. Prostasiklinler membran fosfolipidlerindeki fosfolipaz A,’nin
etkisiyle  aragidonik  asit  olusumuyla  baglar, siklooksijenaz  yoluyla
prostaglandinlerden olusur (69,70).

b) Tromboxan A, (TXA;): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile
olusan TXA, trombositleri agrege eder ve vazokonstriiktor etkisi vardir.
Reperfiizyon, prostaglandin iiretiminin en potent uyaramidir. TXA,, iskemi-
reperfiizyonda endotelyuma nétrofil adhezyonunu indiikleyen giiclii bir kemotaktik
maddedir (70).

¢) Lokotrien B4y (LB4): Lokotrienler, iskemi-reperfiizyon boyunca
endoteliyal disfonksiyonda onemli rol oynayan ve lipooksijenaz yoluyla olusan

arasidonik asit metabolitleridir. LB4 nétrofil yiizeyindeki spesifik reseptorlere
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baglanir. Adezyon molekiillerinin aktivasyonunu, endoteliyal hiicrelere yapigmayi,
SOR’ nin ve proteazlarin {iretimini saglar. 3 saatlik iskemik periyodu mukozal LB,
seviyelerini degistirmezken, reperfiizyonun izledigi aym siireli iskemi mukozal LB4

seviyelerinde %200 ila 600 oraninda artisa yol agmaktadir (54,71).

2. Nitrik Oksit (NO)
Endotel tiirevli ve ¢ok 6nemli bir endojen vazodilator olan nitrik oksidin
biyolojik sistemler {izerinde ¢esitli fizyolojik ve patolojik etkisi bulunmaktadir.
NO enzimatik olarak NO sentaz (NOS) enzimi aracilifiyla L-argininin

terminal guanido nitrojen atomunun oksidasyonu ile yapilir (Sekil 2.9).

NOS
L-Argmn + NADPH+H+ _—_ NO+ L- Sttrulin + NADP+

Guanlat Siklaz

Sekil 2.9. Nitrik Oksit sentezi

NOS’un molekiil agirliklar1 125-160 kDa arasinda degisen ii¢ izoformu vardir.
1- Konstitiisyonel NOS (cNOS): Az miktarda endotel ve noronal nitrik oksit
yapimindan sorumludur. Ca™" ve kalmodulin bagimlidir. Uyarilma sonucu saniyeler
veya dakikalar i¢inde diisikk veya orta derecede yapilan NO, daha ¢ok fizyolojik
olaylarda etkilidir. cNOS denildiginde, kalsiyum bagimli eNOS (endotel hiicresi) ve
nNOS (sinir hiicresi) izoformlari kastedilir. 2- indiiklenebilir NOS (iNOS): Sitokinler

ve enzimlere maruz kaldiktan sonra, Ozellikle makrofajlarda NO yapimindan
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sorumludur. Ca™ ve kalmoduline gereksinim gostermez. Bu enzim daha g¢ok
sitotoksik ve immiinomodiilator etkilerden sorumlu, uzun siirede fazla miktarda NO
yapimi ile iliskilidir. iNOS aktivasyonu gen transkripsiyonu gerektirdiginden, NO
yapimi birkag saat sonra goriiliir ancak birkag giin devam edebilir. 3- Ugiincii tip
NOS: Notrofillerde bulunur, kalsiyuma bagimhidir ancak kalmoduline gereksinim
gostermez (72).

NO, bazal durumlarda vaskiiler endotel tarafindan salinan bir maddedir.
Asetilkolin, ATP ve bradikinin gibi vazodilatatdrler, reseptdr aracili Ca™ iyonunun
hiicreye akisin1 saglayarak endotelden NO’in iiretimini ve ekstraselliiler salinimin
tetikler. NO, vaskiiler diiz kas ve trombositlerde ¢dziinebilen guanilat siklazi stimiile
eder ve intraseliiler siklik Guanozin Monofosfat (cGMP) iiretimini artirir. Artmis
cGMP diizeyi, vaskiiler diiz kasta relaksasyonu baglatir ve trombositlerin endotele
agregasyonu ve adhezyonunu inhibe eder (73).

NO’e bagh direkt ve indirekt etkiler mevcut olup, doku NO yogunluguna
gore farklilik gosterir. Direkt etkiler diisiik doku yogunluklarinda, indirekt etkiler ise
yiksek doku yogunluklarinda gozlenir. NO’e bagl indirekt etkiler, NO’in oksijen ve
siiperoksit ile etkilesimi sonucu ortaya cikan reaktif nitrik asit tiirleri (dinitrite
dioksit, peroxynitrite) araciligiyla gerceklesir. NO’in direkt etkinligi cNOS izoformu
tarafindan tayin edilirken, indirekt etkinlik iNOS izoformuna baglidir (74).

NO’in doku koruyucu oOzellikleri; wvaskiiler tonus kontrolii, trombosit
agregasyonunun engellenmesi, 16kosit-endotel etkilesiminin azaltilmasi, dolasimdan
serbest radikallerin temizlenmesi, seg¢ici damarsal gecirgenligin diizenlenmesi, diiz
kas hiicre proliferasyonunun engellenmesi, bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve
endotel hiicre rejenerasyonunun uyarilmasidir. Ayn1 zamanda iskemik dokularda
SOD aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir (75).

I/R hasarina bagli gelisen endotel hiicre disfonksiyonunda NO sentezinde
azalma olusarak I/R hasar1 derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagli NO azalma
mekanizmasi hala tam olarak gosterilememistir. Doku reperflizyonuyla birlikte SOR
olusumunda patlama, NO seviyesinde azalma ve SOD / katalaz enzim aktivitelerinde
diisme gerceklesir. Boylelikle, siiperoksit ve NO arasindaki denge siiperoksit lehine
kayar. Bu denge kayb1 NO bagimli vazodilatasyonda azalma ve notrofil-endotel

adhezyonu ile trombosit agregasyonunda artisa ikincil “no-reflow” fenomenine
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egilim olusturur. Buna ek olarak NO yoklugunda siiperoksit-hidrojen peroksit
doniisimii kolaylasarak inflamatuar aracilarin (PAF ve LTB4) sentezinde artis
olusur. Hem iskemi hem de reperfiizyonu takiben zarar goren endotelyumda NO
sentezi belirgin derecede azalir. NO gibi inhibitdr etkisi ¢ok kuvvetli bir ajanin
eksikligi noétrofil aktivasyonunun kolaylasmasina ve doku hasarinin artmasina yol
acabilir. Reperfiizyonun ge¢ fazinda iiretilen NO ve ONOQ'in reperfiizyonun erken
fazina oranla ¢ok daha fazla oldugu ve bu durumun uyarilabilir NOS (iNOS) “up
regiilasyonu’’ ile iligkili oldugu belirtilmektedir. NO diizeyindeki bu gecikmis artis
doku hasarinin daha da artmasina neden olur (76).

NO sentezini bir¢gok farmakolojik ajan inhibe eder. Floraprotein, kalmodulin
hem baglayicilari, substrat analoglar1 ve tetrahidrobiopterini azaltan ajanlar, NO
inhibitorlerinin baslicalaridir. Kullanim kolaylig1 ve bulunabilirlik agisindan substrat
analoglar1 en sik kullanilan NO sentez inhibitérleridir. L-argininin yapisal analoglari
olan bu ajanlar, metabolize olduklarinda NOS enzimine kovalent olarak baglanirlar
NG-monometil-L- arginin (L-NMMA), N-iminoetil-L-ornitin (L-NIO) ve NG-nitro-
L-arginin metil ester (L-NAME) gibi maddeler; L-argininin yapisal analoglaridir ve
selektif olmayan NOS inhibitorleridir, yani hem cNOS hemde iNOS’1 inhibe ederler.
L-nitroarginin, cNOS’a spesifik bir inhibitérdiir. Aminoguanidin ise sadece iNOS’1

inhibe eder (77).

3. Endotelin
Vaskiiler endotelde yapilan, parakrin ve otokrin etki gdsteren, 21 aminoasitli,
bilinen en potent vazokonstriktor bir polipeptiddir. Endotelin dolasimda ¢ok kiiciik

konsantrasyonda (nanomolar/pikomolar) bulunur (78).

IV. Komplemanlar
Komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu, anaflatoksin C3a ve C5a’nin
iiretimine yol acgar. Notrofiller lizerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele adezyonun

artis1, serbest oksijen radikallerinin liretim ve salinmasini saglamaktir (49,69).
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V. Sitokinler

I/R hasarm takiben dolasimda proinflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve
TNF-a belirir. TNF-a konak¢i cevabmin olusumuna yol agan ilk ve en giiclii
mediyatorlerden biridir. TNF-a sentezinin kaynagi, periton ve splanknik dokularda
cok bulunan monositler, makrofajlar ve T hiicreleridir. Yar1 omrii 15-18 dk.
olmasina ragmen TNF’nin kisa siireli ortamda bulunmasi bile dnemli metabolik ve
hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin
aktive olmasina neden olur (79).

TNF-a ve IL-1B notrofilleri aktive ederler ve komsu endotelyal hiicreleri
hasara ugratan degisik inflamatuar etkenlerin salgilanmasina yol acarlar. Bu
sitokinler ayni zamanda hiicre ylizey adhezyon molekiillerinin ortaya ¢ikigim
arttirmak i¢in endotelyal hiicreleri de aktive ederler, bu da aktif 16kositlerin endotel
hiicrelerine yapismasina ve daha fazla hasarin olusmasina yol agar (80).

TNF-a, endotel hiicrelerine notrofil agregasyon ve adezyonuna, siiperoksit
anyon olusumuna, notrofilik fagositoz ve sitotoksik aktivitesinin artmasina neden
olur (81). TNF-a’nin diger fonksiyonlar1 koagiilasyonun aktivasyonu, prostaglandin
E2, platelet aktive edici faktdor (PAF), glukokortikoidler ve eikozanoidlerin
salimiminin arttirtlmasi saglar. Ayrica lenfositteki IL—2 iiretiminin ve hiicrelerin IL—2

ye cevabini arttirarak sok benzeri bir tabloya da neden olur (82).

VI. Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

Fosfolipaz A,’nin etkisiyle endotel hiicreleri tarafindan membran
fosfolipidlerinden {iretilir. Cok ¢esitli inflamatuar reaksiyonda (ARDS, Akut
pankreatit, Inflamatuar barsak hastalig1, Glomeruler hasar vs.) etkin oldugu gozlenen
bir substrattir (49,83). Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna ve graniil
iceriginin salinmasina yol acan oldukca kuvvetli bir ajandir. Ek olarak PAF kuvvetli
bir nétrofil kemoatraktan ve aktivator bir maddedir ayrica TNF-a {iretiminde dnemli
bir rol oynar. Dokularin reperfiizyonu sonucu Idkositlerin aktivasyonuna,
adhezyonuna ve ayni zamanda vaskiiler permeabilite artisina yol acar. Pek ¢ok
calisma PAF’in in vitro ve in vivo ortamda lokositlerin mikrovaskiiler endotele
adezyonunu arttirdigin1  gostermistir. PAF’in reperfiizyon sonucu gergeklesen

kemotaksisin bir diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir (49,84).
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2.6.3. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Serbest radikaller pozitif yikli
(katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak notral olabilirler. Molekiiler
oksijen, radikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede serbest oksijen radikali
(SOR) olusturma egilimindedir. Kisa dmiirlii ve anstabil molekiillerdir (85).

SOR normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit
radikali (Oy"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH")’dir. Oksijenin
rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif ytiklii bir
ara Ulrlin olan siiperoksit radikali (O,") olusur. Siiperoksit radikalinden enzimatik
yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara {iriin olan hidrojen peroksit radikali
(H20,) olusur. Daha sonra 6zellikle mitokondride diger bir iiriin olan hidroksil
radikali (OH") olusur. Organizmada bu serbest radikaller disinda, hipoklorik asit gibi
radikal olmayan, bununla birlikte serbest radikal olusturma potansiyelinde olan
zararl oksijen tiirleri de olusabilmektedir. Serbest oksijen radikallerinden en aktif
olan1 OH™ radikalidir (85).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin (O3")
dismutasyonu ile olur (Sekil 2.10). Bu reaksiyon, radikal olmayan {iriinler meydana
geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da

siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.

20 +2H —0— HO, + O,

Sekil 2.10. Dismutasyon reaksiyonu.

Hidrojen peroksit (H>O,) bir serbest radikal olmadig:1 halde serbest oksijen
radikalleri (SOR) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6énemli bir rol
oynar. Ciinkii Fe' veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu
sonucu, siiperoksit radikalinin (O;") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en

reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur

(Sekil 2.11).
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Fenton reaksiyonu
.—
Haber-Weiss reaksiyonu
+—
L

Fe Ga
+ +
OHs ! H,0
oH" OHe.
Sekil 2.11. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu

Siiperoksit radikalinin lipid solubilitesi sinirli oldugu halde hidrojen peroksit
lipid solubldur. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu yerden uzakta olan
fakat Fe'" iceren membranlarda hasar olusturabilir.

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tiim onemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (O,”) ve hidroksil radikali
(OH") sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda
lipid peroksidasyonunu baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana
gelmesi sonucu membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle
proteinlerdeki sistein siilfhidril gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak
yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (86). Bu hasarlanma &zetle su
mekanizmalarla olur;

Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri olustururlar.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid

peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
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olduk¢a zararhidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid
peroksit radikallerinin (LOQO") olusmasi, SOR’nin neden oldugu hiicre hasarinin
onemli bir Ozelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir. Lipid radikallerinin

molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri olusur. Lipid

peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarin1 alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve bdylece olay
kendi kendini katalizleyerek devam eder. Olusan membran hasar1 hiicre duvarimni
etkileyebilecegi gibi hiicre i¢i organellerin membranlarin1 da ilgilendirmektedir.
Lizozom membraninin hasar1 sonucu serbestlesen lizozomal enzimler hiicre
hasarinin artmasina neden olur (87).

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bdliimlerine hasari yayarlar. Ug veya daha
fazla cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA)
meydana gelir. MDA kanda ve idrarda ortaya cikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA 6l¢iilmesi

lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir (88).

Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur.

Serbest radikallerin etkisiyle, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur,
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin SOR iireten reaksiyonlara

maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi
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hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle
oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O,”) veya hidrojen peroksitle (H,0,)

reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur (88,89).

Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

SOR, niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona girerek tek zincir
kirilmalart olusturur. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan

hidrojen peroksit (H,0,) membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine

ulagsarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir

(90,91).

2.7. I/R Hasarma Kars1 Olusan Savunma Mekanizmalar

SOR olugumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in birgok
savunma mekanizmalar1 vardir. Antioksidan olarak da adlandirilan bu savunma
mekanizmalarinin etkileri dort ayr sekilde olur;
1) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.
2) SOR’ni baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarim1 engelleyici etki zincir kiricl
etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kiric etki gosterirler.
3) SOR’yle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif
sekle doniistiirme bastiricr etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler.
4) SOR’ni etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile ¢gevirme toplayici
etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiigiik molekiiller bu tip etki

gosterirler. Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.

2.7.1. Endojen Antioksidanlar
Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa
ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar
1) Stiperoksit dismutaz (SOD)
2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)



3) Glutatyon S-Transferazlar (GST)
4) Katalaz (CAT)
5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

6) Hidroperoksidaz

Enzim olmayan endojen antioksidanlar

1) Melatonin
2) Seruloplazmin
3) Transferrin
4) Miyoglobin
5) Hemoglobin
6) Ferritin

7) Bilirubin

8) Glutatyon
9) Sistein

10) Metiyonin
11) Urat

12) Laktoferrin
13) Albiimin

2.7.2. Eksojen Antioksidanlar

32

Vitamin olan eksojen antioksidanlar: 1) o-tokoferol (vitamin E), 2) B-

karoten, 3) Askorbik asit (vitamin C), 4) Folik asit (folat).

flac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar:

1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit,

tungsten)

2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum

kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium)

3) Rekombinant siiperoksit dismutaz

4) Trolox-C (vitamin E analogu)
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5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)
6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
7) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
8) Notrofil adhezyon inhibitorleri
9) Sitokinler (TNF ve IL-1)
10) Barbitiiratlar
11) Demir selatorleri (Sekil 2.12).

I/R hasarina karsi bashca korunma mekanizmalarimi 3 grupta toplayabiliriz;

1- Fizyolojik: Siiperoksit dismutaz, katalaz, NO gibi serbest radikal
temizleyicileri.

2- Farmakolojik: Mannitol, allopurinol, antioksidanlar, desferoksamin.

3- Fiziksel: Iskemik prekondiisyon, hipotermi.

Endoplazmik retikulum
* F-450 ve b5 oksidoz

Mitokondri
~" + P-450 ve bS oksidozlar
+ Solunum zincir oksidasyonu
Plazma membrani
+ NADAH oksidoz
. Sitozol
+ Ksantin oksidaz
* Metallerin gegisi (Cu, Fe)

0; =——Pp

Nukleus

J 7~ Peroksizomiar
+ Birgok oksidazlar

Lizozomlar {Makrofajda)

* Miyeloparoksidaz
] 5 * NO sintaz
0y, H,0,, OH', NO 07, H;0,, OH', NO
0.
i
Fe+2 Fenton Fe+
. 50D
Membran lipid 0" —>H;0; OM" + OH Bitiin membran
peroksidasyonu Katalaz Glutasyon \:F _ + Vitaminler E ve A
peroksidaz 0 N\ « B-Karoten
GSSG 2GSH _
redakfi i| g i i
— s
|
| = Glutasyon
Sitosol peroksidoz
» 50D Peroksidozom
i * Vitamin C » Katalaz
\ « Glutasyon
/ i peroksidaz M s——— =
DNA Protein baglanmasi * Forriin
fregmentasyonu ve fragmantasyon - Serulopazemin ki
B. SERBEST RADIKALLERIN HUCRE ZEDELENMESI C. SERBEST RADIKALLERIN NOTRALIZASYONU-HUCRE ZEDELENMESI YOK

Sekil 2.12. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve antioksidan mekanizmalar.
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2.8. Alfa Lipoik Asid

Alfa Lipoik asid (ALA; 1,2-dithiolan-3-pentanoik asit; 6,8-dithio-oktanoik
asit veya thioktik asit) mikroorganizmalardan insanlara kadar biitiin organizmalarda
enerji metabolizmasinda kofaktor olarak gerekli olan ve son zamanlarda antioksidan
ozellikleri ortaya konulan bir molekiildiir (92,93). Ik olarak 1937’de, bazi
bakterilerin gelisimleri i¢in patates ekstraktinda bulunan bir maddeye gereksinim
duyduklar1 ortaya konulmus ve bu maddeye “potato growth factor” denilmistir.
1951°de ise Reed ve arkadaslar1 tarafindan bu madde tonlarca karacigerden birkag

miligram olarak izole edilmis ve alfa lipoik asit olarak adlandirilmistir (94-96).

2.8.1. Lipoik Asidin Genel Ozellikleri ve Kaynaklar

Lipoik asid (LA) bakterilerden insanlara kadar bir¢ok organizmada
sentezlenmektedir. Insanlarda karaciger ve diger dokular tarafindan sentezlenerek,
dogal bir kofaktor olarak gdrev yapmaktadir (94). LA predominant olarak beyin,
bobrek, karaciger, ince barsak ve iskelet kaslarinda bulunmaktadir. Memeli dokulari
5-25 nmol/g LA i¢ermekle birlikte, bunun hemen hemen tiimii proteine bagli formda
bulunup, disaridan verilmedigi siirece hiicrede sadece ¢ok az serbest LA
bulunmaktadir. Cesitli sebze ve meyveler ile hayvansal dokular farkli diizeylerde
lipoillizin formunda R-LA igerirler. Ispanak basta olmak f{izere brokoli, domates,
bezelye, Briiksel lahanas1 ve piring ALA igeren bitkisel kaynaklardir. Kalp, karaciger
ve bobrek gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip hayvansal dokular da ALA
bakimindan zengin kaynaklardir (96,97).

2.8.2. Lipoik Asidin Yapisi

Alfa-Lipoik asid yapisinda iki siilfiir atomu ve bir karboksilik asit grubu
bulunan besli bir halka igermektedir. Alfa lipoik asid (ALA) kendi orijinal okside
formunda ya da dihidrolipoik asit (DHLA) seklinde rediikte formda bulunabilir. ALA
diyetten hizla emilir, transport sonucu hiicreler tarafindan alinarak, beyin dahil
bircok dokuda rediikte formu olan DHLA’ya indirgenir (93-96). ALA; DHLA’ya
indirgendigi zaman molekiiliin u¢ kismindaki atomlarin olusturdugu dithiolan halkasi
kirilir ve siilfiir atomlar siilthidril (-SH) gruplar1 sekline doniistir. ALA ve DHLA’

nin yapilart Sekil 2.13°de verilmistir.
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CH- CH4 CH4 COOH
CH, CH CH2 CH
S S

- Lipoik Asit (ce-LA)

CH- CH CH 3 COOH
CHa CH- CH, CH-
SH SH

Dihidrolipoik Asit (DHILLA)
Sekil 2.13. ALA ve DHLA’ nin yapilar1.

2.8.3. ALA’min DHLA indirgenmesi

Mitokondri bulunan ¢ogu hiicrede ALA dihidrolipoamid dehidrogenaz ( E3
enzimi mitokondriyal a-ketoasit dehidrogenaz kompleksi ( E.C.1.8.1.4) tarafindan
NADH-bagimli bir reaksiyon ile DHLA’ya indirgenir. Mitokondri bulunmayan
hiicrelerde ise indirgenme NADPH-bagimli olarak glutatyon rediiktaz ve
thioredoksin rediiktazlar tarafindan gerceklestirilir (97-99). Ayrica sentetik olarak

NaBH, ile de indirgenme olusabilir. ALA’nin antioksidan 6zelliklerine biyik dl¢tide

indirgenmis formunun katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (100).

2.8.4. Lipoik Asidin Fonksiyonlari

ALA’nin viicutta iki sekilde fonksiyon yaptig1 diisiiniilmektedir. Bunlardan
ilki, metabolik progeslerde koenzim olarak gorev almasi; ikincisi ise suplementasyon
yoluyla ulasilan dozlarda antioksidan ozellikler gostermesidir. Lipoik asid; a-
ketoglutarat dehidrogenaz, dall1 zincir a-ketoasit dehidrogenaz, piriivat dehidrogenaz
multienzim kompleksleri i¢in kofaktor olarak rol oynayip, enerji metabolizmasinda

cok Onemli bir yere sahiptir (92,95). ALA’nin karboksilik grubu piriivat
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dehidrogenaz komplekslerinin dihidrolipoil transasetilaz subiinitine (E2) spesifik
lizin e-amino grubuna amid bag: ile kovalent olarak baglanir. ALA ayrica glisin
dekarboksilaz kompleksinin H proteinine de baglanir ve glisinin CO,, amonyak,
5,10-MTHF ve NADH’a reversible oksidasyonunu katalize eden glisin cleavage
sistemin de bir bilesendir (92,93,95,101).

2.8.5. Lipoik Asidin Antioksidan Ozellikleri

Bir bilesigin antioksidan potansiyeli degerlendirilirken bazi kriterler goz
onlinde bulundurulmaktadir. a) serbest radikalleri temizleme spesifitesi, b) diger
antioksidanlarla etkilesimi, ¢) metallerle selat yapma yetenegi, d) absorbsiyonu,
biyolojik yararliligi ve hiicre konsantrasyonu, e) gen ekspresyonuna etkileri, f)
molekiiliin membran veya akudz fazda lokalize olmasi, g) oksidatif hasar1 onarma
yetenegi (92,93).

Bir maddenin iyi bir antioksidan olmasi i¢in bu 6zelliklerin tiimiine sahip
olmas1 gerekmez. Ornegin Vitamin E viicutta iyi bir antioksidan olarak
diisiinilmesine ragmen sadece membran ya da lipid fazda etkisini gosterip 6zellikle
lipid peroksil radikallerini notralize ederken, akudz fazdaki radikallere karsi ¢ok az
ya da hig etki gostermemektedir (93). Ideal bir antioksidan ise yukaridaki kriterlerin
timiinii  saglamalidir. Alfa lipoik asit/dihidrolipoik asit redoks ¢ifti, diger
antioksidanlarda bulunmayan bazi Ozelliklere sahiptir. ALA “ideal”, “essiz” ve
“evrensel antioksidan” olarak tanimlanmaktadir. Bunun nedenleri:

1. Hizla absorbe edilmesi: Diyet ya da disaridan alinan ALA hizli bir sekilde
absorbe edilir. Bircok dokuya dagilir ve kan-beyin bariyerini de geger (93,102).

2. Rediikte ve okside formlarimin antioksidan etkiye sahip olmasi: ALA hiicre
icerisinde  DHLA’ya indirgenir ve antioksidan yeteneklerine biiylik o6lciide
indirgenmis formunun katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (100). Cogu
antioksidan bilesik sadece indirgenmis formda bulunduklari zaman antioksidan
olarak rol oynamasina ragmen (6rn: rediikte glutatyon), ALA’nin hem okside hem de
rediikte formu kuvvetli antioksidanlar olarak rol oynarlar (93). DHLA’ nin tiyol
gruplart i¢in yiiksek pKa’st (10.7) bu molekiiliin, pKa’s1 9.45 olan GSH’ dan bile
daha kuvvetli bir niikleofil oldugunu gostermektedir (100).
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3. Hem s1vi, hem de lipid fazda c¢oziinmesi: ALA, amfifilik 6zellik gosterip hem
stvt hem de lipid fazda ¢oziinebilmektedir. Bu 6zelligi olduk¢a Onemlidir. Ciinkii
suda ¢oziinen antioksidan bilesikler (6rn: Vit C) hiicre i¢inde, yagda ¢oOziinen
antioksidanlar (6rn: Vit E) ise hiicre membraninda bulunurken; ALA ve DHLA hem
hiicre icinde hem de membran diizeyinde etki gostererek ¢ift koruma saglamaktadir
(93,100,103,104).

4. Glutatyon diizeylerini arttirmasi: ALA, hiicrelerde baslica antioksidan olan
glutatyon tiretimini stimiile etmektedir.

5. Diger antioksidanlarla etkilesimi: ALA; Vitamin C, Vitamin E, glutatyon ve
koenzim Q’yu da kapsayan c¢esitli antioksidanlar1 aktif durumlarina doniistiiriip

yeniden olusturma yetenegine sahiptir (Sekil 2.14) (95,96).

Vitamin F

(tolcoferol) DHLA
TUhiserniquinone
Thiquinol 43
ROO" : 3
D :Vit.C radikcal : NAD
REOCH Ve
C(}lutatvon disiilfid
Glutatyon D
Vit E vadikali a-LA

{rokoferoksil radikali)

Sekil 2.14. Lipoik asidin diger antioksidanlarla etkilesimi.

6. Serbest metal iyonlariyla selat yapmasi: ALA; gegis metal iyonlariyla selat
yapma yetenegine sahiptir. Arsenik, kadmiyum, kursun, civa gibi toksik metallerle
¢Oziinmeyen kompleksler olusturdugu ortaya konulmustur. ALA ve DHLA’ nin
selasyon yaptig1 gecis metalleri: Pb+2, Cu+2, Zn+2, Mnﬂ, Cd+2, C0+2, Hg+2, Fe"*/F e+2,
Ni"? (97-100).

7. Serbest radikalleri notralize etmesi: ALA ve DHLA; OH-, -O,, LOO", NO- ve
HOCT’y1 igeren ¢esitli radikallere karsi antioksidan olarak rol oynarlar. Ayrica =0, ve

H,0, ile de etkilesime girdikleri bilinmektedir (96,100). DHLA miikemmel bir
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indirgeyici ajandir ve serbest radikale bagli patolojilere karsi insanlardaki antioksidan
defanslar arttirici potansiyele sahiptir (104).

8. Normal gen ekspresyonunu arttirmasi.

9. Bircok hastalikta terapotik olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olmasi:
ALA’nin; klinik olarak mantar zehirlenmesi ve metal toksisitesinin tedavisinde
kullanilmanin yani sira; yukarida bahsedilen 6nemli etkileri ile iskemi-reperfiizyon
hasari, diyabet, katarakt olusumu, HIV aktivasyonu, nérodejenerasyon ve radyasyon

hasar1 gibi ¢esitli oksidatif stres modellerinde yararl oldugu ortaya konulmustur (93).

2.9. Silymarin

Silymarin uzun yillardir karacigerdeki hepatit, siroz gibi ve safra kesesindeki
hastaliklarda ¢esitli cevresel toksinler ve kimyasallarin yol actigi zehirlenmelerde,
yilan ve bdcek sokmalarinda, mantar zehirlenmelerinde ve de alkol tedavilerinde
kullanilir. Silymarin Milk Thistle olarak da bilinmektedir ve Silybum marianum L.
Gaertn (deve dikeni) ya da Carduus marianus L. (Meryem ana dikeni) bitkisinin
yaprak ve tohumlarindan elde edilir (Sekil 2.15). Silymarin, Astraceae (Compositea)
familyasina ait polifenolik bir flavonoiddir ve molekiil agirhgr 482,44 g’dir.
Silymarindeki bilesenlerin yapisi 1960’11 yillarda tanimlanmistir. Yapisinda %70-80
oraninda flavolignanlar ve %20-30 oraninda ise tanimlanmamis polifenolik bilesenler
bulunur. Silymarinin kimyasal formiili C25H22010°dir. Silymarin 4 flavolignan
izomerlerinin kompleks bir karisimidir. Bunlar silymarinin ana maddesi olan silybindir
ve yaklasik olarak %60’ kapsar. Bunun disinda isosilybin, silychristin ve silydiadin

bulunur (Sekil 2.15) (105-108).
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Silvbhum marianiom Photos: R. Knox & 1. Dodd

Sekil 2.15. Silybum marianumun dogadaki goriiniimii.

Silymarin suda ¢ok az ¢oziiliir. Plazmadaki en yiiksek degeri hem insan hem de
hayvan safra tuzlarinda alinimindan sonraki 4-6 saat arasinda bulunur. Silybin ve
silymarinli bilesenler karacierde siilfat ve glukronik asitle hizla konjuge olurlar.
Konjugatlar plazmaya ve safraya gecerler. Silymarin temel olarak safrayla, az bir
miktar1 da idrarla atilir. Silymarinin yarilanma Omrii yaklagik olarak 6 saattir
(105,109).

Silymarinin toksitesi olduk¢a diisiik miktardadir ve embriyo toksik &zellikleri
yoktur. Silymarinle yapilan akut toksisite ¢alismalarinda letal doz (LD50) degerleri
farede 400 mg/kg, sicanda 385 mg/kg, tavsan ve kopekte ise 140 mg/kg olarak
bulunmustur ve bu degerler infiizyon hiziyla orantilidir (105,109).
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Sekil 2.16. Silymarinin igerisindeki bulunan maddelerin kimyasal formiilleri (110).

Silymarinin koruyucu ozellikleri bakimindan 4 etkisi gozlenir (Sekil 2.17)
(111);
1- GSH’m hiicresel igerigini arttirir ve serbest radikal temizleyicilerle lipit
peroksidasyonuna kars1 aktivite gosterir.
2- Membran gegirgenligini diizenler ve ksenobiyotik tehlikelerde membran
stabilitesini arttirir.
3- Steroid gibi etkileriyle niikleer ekspresyonu diizenler
4- Hepatositlerin siroza neden olan kollajen fibrillerin yikimindan sorumlu olan
miyofibroblastlara dontismesini baskilar.

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda Silymarinin Gstrojenik aktivitesinin

oldugu, ilag tasiyicilarin (P-glycoprotein) modiilasyonunda gorev aldigi ve niikleer



41

faktor kappa B’nin (NF-kB) baskilanmasiyla DNA ekspresyonu {iizerine spesifik
etkilerinin oldugu ortaya konmustur (106, 112).

Silymarin, bazi kimyasallarin karsinojenik etkilerini inhibe eder. Silybin
hiicresel dongii, sinyallerin ve ¢esitli mitojeniklerin modiilasyonlarinda gorev alir.
Insan prostat karsinomunda, silymarin mitojenik sinyal yolaklari ve hiicresel dongii
diizenleyicilerini baskilar. Silymarin ayrica steroid hormonlara bagli tiimdrleri inhibe
eder ve antianjiojenik etkisi vardir (106,113,114).

Silymarin veya silybin bazi nérodejeneratif hastaliklarda hiicreleri nérotoksik
etkilerden korur ve bu hastaliklarin tedavilerinde kullanilabilir. Silymarin bazi hiicre
kiiltiirlerinde farklilasmay1 baskilar ve hiicreleri apoptoza karsi korur. Ayrica,
silymarin oksidatif stresin tetikledigi apoptoza karsit primer hippokampal néronlar
korur. Silymarin glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve katalaz gibi
antioksidanlar1 uyarir. Silymarin makrofajlardaki ve T-lenfositlerdeki interlokin 1P
(IL-1P), interferon-y (IFN-y), interferon-o (IFN-o) gibi inflamatuar sitokinlerin
iiretimini inhibe eder ve pankreastaki B hiicrelerini korur (106,115-117).

Membran
stabilize durami’”

Mikrozomal |
ksenobiyotik
metabolizmasi

Niikleer ve >
niikleolar durum

Sekil 2.17. Silymarinin etki mekanizmasi (111).
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Silymarin ultraviyolenin (UV) tetikledigi oksidatif stres, inflamasyon, immiin
cevap ve DNA hasar1 gibi tehlikeli etkileri baskilar ve azaltir. Silymarinin apoptoz
sinyal yollarinda, kaspaz aktivasyonun ve MAPK iizerine koruyucu etkileri vardir.
Silymarin sitotoksiteyi ve kaspaz aktivitesini ortadan kaldirir. Bel ve Bax oranini
arttirtr.  Ayrica silymarin atheroskleroza karsi adhezyon molekiillerini etkiler
(106,118, 119).

Silymarinin karaciger ve safra hastaliklarina kars1 koruyucu, antikarsinojenik,
antiapoptotik, antioksidan, hiicre c¢ogalmasina arttiran, norotoksinlere ve
kardiyotoksinlere karsi koruyucu, Ostrojenik ve anti Ostrojenik etkileri vardir

(105,106).

2.10. Apoptozis

Apoptoz eski Yunanca ‘apo’ (ayr1) ve °‘ptosis’ (diismek) kelimelerinin

birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii
tanimlamak i¢in kullanilmig bir sozciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar
yapraklar1 gibi adeta kuruyarak viicudu terk etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer
acmasiyla gerceklesen hiicre Oliim tipi, klasik Yunan tarih¢isi olan James
Cormack’1n onerisiyle “’apoptoz’’ olarak adlandirilmistir (120).
Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif
edilmigtir. Kerr fizyolojik olarak olen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlagmis
kromatin pargalarin1 gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu
olay1 “bilizisme nekrozu” olarak adlandirmistir (121).

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda
olmas1 gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir (122,123). Apoptozis ve
mitozis dokuda siirekli bir denge halindedir. Zamani gelince Glen hiicreler daha
onceden programlanmis bir sekilde oliirler (programmed cell death). Tiim bu 6liimler
fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu O6liim sekli fizyolojik hiicre 6limii
(physiological cell death) olarak da adlandirilir. Ayrica, bir sekilde DNA’si
hasarlanmis (viriis etkisi veya cevresel nedenlerle) hiicreler organizmanin zarar
gormemesi i¢in kendilerini 6ldirtirler (cell suicide) ve bunu organizmanin yarari igin
yaparlar. Doku homeostazisi i¢in (6rnegin yara iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin
“turnover”inda oldugu gibi) hiicreler ortamdan 6lerek kaybolur (cell deletion). iste,

tim bu kavramlar (programlanmus hiicre oliimii, fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre
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intihar, hiicre kaybt) apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilen terimlerdir
(122,124,125).

Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlagmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin
elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitlinliigliniin kalmadigini,
apoptotik hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir (126). 1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan
steroidlerin timus hiicreleri iizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt
olarak apoptozisi se¢gmedigini, hiicre Oliimiine neden olacak genleri olusturarak
hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir (127). Bdylece apoptozisin genler
tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmistir. Apoptozis genetik
olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile edilir (128).

Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller c¢oziiniir, plazma
membrani yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gegerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membran1 yirtilmaz. Apoptozisin
gerceklesebilmesi i¢in yiikksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢i ATP
seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine yon verir. Bu da mitokondrinin
onemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile
Olecektir. Apoptozis, hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok

eder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (122,129).

2.10.1. Apoptozisin Onemi

[nsan viicudunda her saniyede 10° hiicre mitoz ile olusurken, yine benzer
sayida hiicre apoptozis ile oliir (130). Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir
stirectir. Programlanmis hiicre 6liimii, embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun
gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar. Apoptozis, hiicrenin yagam ¢emberi
boyunca yapim, yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden
devamli olarak hiicre iiretimi devam ederken, giinde yaklasik 5x10'" kan hiicresi
apoptozis yolu ile yok edilmektedir (131). Barsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin dldiiriilerek

uzaklastirilmas1 apoptozise Ornektir. Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya
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organizma i¢in tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin
viriisle enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu
ile ortadan kaldirilir (131,132). Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar
kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile
oldiiriilmesi biliylik 6nem tasimaktadir (133). Apoptozis, doku gelisimi esnasinda
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde de rol alir. Ornegin bdcek ve amfibilerin
metamorfozu esnasinda larva dokusunun yok edilmesine neden olur. Diger bir 6rnek
de memelilerde sinir sisteminin gelisimi esnasindaki programlanmis hiicre 6liimiidiir.
Fazla sayida tiretilen ndronlarin %50’den fazlas1 programlanmis hiicre 6liimii yoluyla
ortadan kaldirilir. Ayrica akut hiicre hasari durumunda da apoptozis rol almaktadir

(131).

2.10.2. Apoptozisde Hiicre Morfolojisi

Apoptoz, dokuda belli bir bolgedeki tiim hiicreleri etkilemek yerine, daginik
olarak tek tek hiicrelerde ortaya ¢ikar ve tipik olarak yangisal degisiklikler yoktur.
Apoptoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha diffiiz
goriinimdedir. Apoptoziste sliperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda
kresentik goriiniim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde
goriiliir, bunun nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a o6zgiil sekilde
interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp. (baz ¢ifti) biiyiikliigiinde parcalara
ayrilmasidir. Immiin  Elektroforezi yapildiginda  “ladder patern’’  olarak
isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olusur (134). Normalde bir hiicrede
birbirini takip eden 7 kirtlma onarilirken, apoptoziste yaklasik 30x10° kirilma
meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz.

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir,
ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’{inii kaybederler. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda
bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baghdir.
Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k mikroskobunda
incelendiginde, hiicreler, etrafinda acik bir halo ile goriilmektedir Daha sonra plazma

membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin
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parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir. Hiicre heniiz yasamaya
devam etmektedir (135).

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goc¢ eder.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile
baglanir ve fagositozu uyarir (128). Diger bir hiicre 6liim sekli olan nekroz ise
hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV 11k gibi zararh
hiicre dig1 uyaranlar sonucu olusan istenmeyen bir siirectir. Hiicre plazma membran
lipidlerinin peroksidasyonu sonucu hiicre igerigi ortama dokiiliir, inflamatuar yanit

olusur ve komsu hiicreler de etkilenir (129) (Sekil 2.18) (Tablo 2.2).

mitochondrial morphological membrane breakdown
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Sekil 2.18. Nekroz ve apoptozis arasindaki farklar.



Tablo 2.1. Nekrozis ve apoptozis arasindaki farkliliklar.
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ve Histolojik

Endoplazmik retikulumun

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaslanmasi
Hipoksi HIV
Litik viral enfeksiyon Kanser ilaglart
Yol acan Toksik maddelerin yiiksek Radyasyon
Nedenler konsantrasyonlari Yiiksek doz glukokortikoid
Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
Siddetli oksidatif stres aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif stres
Hiicre membram biitiinliigiiniin | Intak hiicre membrani fakat membranda
kayb1 “bleb”lerin olusumu
Kromatin “flocculation”u Kromatinin niikleer membran civarinda
Hiicre sismesi toplanmasi1 ve yogunlasmasi
Morfolojik | Organellerin disintegrasyonu Hiicre kiigiilmesi

Organellerde disintegrasyon yok

Inflamasyona neden olur

Ozellikler dilatasyonu Hiicrenin intak mitokondri, ribozom,
Biiyiik vakuollerin olusumu nucleus pargalar ve diger organelleri
Hiicre lizisi iceren membranla kapl apoptotik
cisimciklere pargalanmasi
Bozulmus iyon homeostazisi Iyi kontrollii, baz1 aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi
ATP gerekmez (pasif siire¢) ATP gereklidir (aktif siire¢)
+4°C’de gergeklesebilir +4°C’de gergeklesmez
DNA rasgele pargalanir (agaroz | DNA interniikleozomal alanlarda 180 kb
Biyokimyasal | . o .
. jel elektroforezinde “smear” ¢iftinin katlar1 olacak sekilde kirilir
Ozellikler )
gorilintiisii) mono ve oligonukleozomlara ayrilir
(agaroz jel elektroforezinde merdiven
Postlitik DNA fragmantasyonu | paterni—apoptozisin en dnemli belirteci)
(6liimiin geg sathasinda) Prelitik DNA fragmantasyonu
Hiicreler gruplar halinde 6liir ) )
B ) Hiicreler tek veya birkaci bir arada 6liir
patolojik etkiler sonucu ) B »
Diger ] Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
. gerceklesir .
Ozellikler Inflamasyon goriilmez
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2.10.3. Apoptozis Mekanizmalari

Apoptozisin klasik tanimlamasi otonomik ve programli hiicre intihar1 olarak
da ifade edilebilir. Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicresel seviyede olusan ¢esitli sinyaller
yoluyla tetiklenebilir (136). Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas
Ligant (FasL) ve Tiimér nekrozis faktér (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii
olarak da adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre
olimii gerceklesir (137). Bunun disinda apoptozis biiyiime faktér ya da hormon
eksikligi, viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, onkogenler, kemoterapdtikler,
radyasyon gibi bazi faktorler ile de baslatilabilir. Agir DNA hasarina yanit olarak
aktive olan p53 geni, reaktif oksijen radikalleri (hem mitokondri, hem plazma
membran, hem de genom lizerinde olusturabilecegi hasarlara bagli olarak) apoptozisi

tetikleyebilmektedir.

I— Apoptozis Sinyalinin Olusumu
Apoptozisin indiiklenmesinde iki major sinyal yolunun rol aldig
bilinmektedir. Bunlar "ekstrensek" hiicre disi ve "intrensek" hiicre i¢i sinyal

yollaridir (Sekil 2.19).

1- Ekstrensek sinyal yolu
Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanma ile tetiklenme
2- intrensek sinyal yolu
a) Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi

b) Endoplazmik Retikulum aracili apoptozis olusturulmasi
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Sekil 2.19. Intrensek ve ekstrensek sinyal yolu tetikleyicileri.

1) Ekstrensek Sinyal Yolu

Fas Ligand (FasL) ve TNF

Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas Ligant (FasL) ve
Tiimor nekrozis faktér (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii olarak da
adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre 6limi
gerceklesir Sitokinler protein yapisinda olup hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere
baglanarak hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasini kontrol eder. Sitokinler, yapisal
ozelliklerine gore; sitokin bagimli biiylime faktorii, TNF ve helikal sitokinler olmak
lizere {i¢ alt gruba ayrilirlar. Onemli bir apoptotik faktér olan Fas Ligand (FasL),
TNF ailesinin bir {iyesidir (138). TNF, hedef hiicredeki TNFR—1 (Timor nekrozis
faktor reseptor—1) ve TNFR-2 (Tiimor nekrozis faktor reseptor—2) adli reseptorleri
ile baglandiginda apoptozisi aktive eder. FasL, sitotoksik T lenfositlerde (CTL) ve
natural killer (NK) hiicrelerde bulunur. Hedef hiicrede bulunan reseptorii Fas ile
baglandiginda apoptozisi aktive eder. FasL, Tip-II membran proteini gibi sentezlenir.

FasL’in N terminali sitoplazmadadir, C terminali ise ekstraselliiler alana dogru
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uzanmaktadir (139). Membrana bagli TNF ve FasL’in metalloproteinaz enzimleri
araciligr ile proteolizi sonucunda membrandan ayrilip serbest hale gecen formlar
mevcuttur. Bu serbest formlarina, solubl TNF ve solubl FasL ad1 verilmektedir (140).
Solubl formda bulunan TNF ve FasL’da apoptozisi aktive etmektedir. Ancak
membrana bagli TNF ve FasL’in, spesifik reseptorlerini aktive etmekte solubl

formlarindan daha etkili olduklart saptanmistir (141) (Sekil 2.20).

Ligand
(FasL, THF-=, TRAIL)

Death Receptor
{Fas, TNFR1, DRS5, ...)
Hiicre membrani

Adaptors
(FADD, TRADD)

=~ Activation of
Caspases-3, -6, -7 —j»

APOPTOZIS
active Caspase-8

Sekil 2.20. Fas ve TNF 6liim reseptor ve aktivatorleri.

2 Intrensek Sinyal Yolu
a) Mitokondriyal Yolak: Memeli hiicrelerinde major apoptotik sinyal yolu
mitokondriyal dir. Radyasyon, toksinler, 1s1 artisi, cogu kemoterapotik ajan, tiimor
supresor genler, DNA hasarinda, viral virulans faktor ile intrensek mitokondriyal
yolak iizerinden apoptotik siirecin baslamasina neden olurlar (142) (Sekil 2.21).
Sitokrom-C mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin
bir proteinidir. Son yillarda anlasilan 6nemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir
konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom-C’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede irreversible bir doneme girildigini

isaret eder. Sitokrom-C mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde
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mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktor (AIF, apoptosis-inducing factor) ile
birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom-C sitoplazmik protein olan Apaf—1 (apoptotic
protease activating factor—1)’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de
katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan pro
kaspaz-9’un aktif kaspaz—9 haline donilismesini saglar. Aktif kaspaz—9 ise efektor
kaspazlardan pro kaspaz 3’i aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen
deoksiriboniikleaz  inhibitoriini  (ICAD, inhibitor —of  caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktiflestirir, bdylece ICAD’iiniin bagladigi kaspazla-aktiflesen
deoksiriboniikleaz (CAD, caspase-activated deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da
apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve

oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna neden olur (143).

A. Mitokondrial sinyal yolu ve Kaspaz aktivasyonu

IR

Cyto c release

Apoptotic ! Formation of Activation of
Stimulus » (C Mitochondria 7] ’ [ .. B 4 Apoptosome Caspase-9
o -
B-A]JO])tOZOlll fOl‘lllﬂS},’Ollll ve ﬂl{tiVﬂS_\’Ollll
Apoptosome

Sekil 2.21. Intrensek apoptotik sinyal yolu.
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b) Endoplazmik Retikulum (ER) Aracili Apoptozis Olusturulmasi: Son
zamanlarda amiloid P norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye bagimlh
endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir (144). Bu yol
mitokondriyal/sitokrom-C ve 6liim reseptor aracili apoptozisten farkli bir yoldur. ER
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren
birgok siirecte kritik 6oneme sahiptir. Kaspaz—12, ER membraninda lokalize olan ve
ER aracili apoptozis igin esas teskil eden bir kaspazdir. Ca’™" seviyesinin yiikselmesi
ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile pro kaspaz—12 aktiflenir. Ayrica
kaspaz—7 salmimi ile de pro kaspaz—12 salinimi arasinda bir baglanti bulunur.
Aktiflenmis kaspaz—12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz—9 ile karsilikli olarak
etkileserek sitozolik kaspaz kaskatini aktive eder. Son ¢alismalar, in vivo ve in vitro

olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir (145).

2.10.4. Apoptozis Siirecini Baslatan Diger Nedenler

Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit
olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. indiiklenen p53 bir pro-apoptotik bcl—
2 ailesi iiyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol acarak apoptozisi baglatir. p53 bax’in
indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS gibi hiicre yiizey 6lim reseptorlerinin
indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baglatabilir (146).

Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stres) hem
mitokondri hem plazma membrani hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara
bagli olarak da baslatilabilir (146).

Apoptozisi biiyiime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir.
Hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicreler eger serum agligina (serum starvation)
maruz birakilirlarsa apoptozisle oliirler. Buradaki mekanizma, apoptozis indiikleyici
bir niikleer protein olan p53 aktivasyonuna bagh olarak gergeklesir. Ayrica, bir pro-
apoptotik (apoptozis uyarici) ve bir bel-2 ailesi iliyesi olan Bad’in fosforillenememesi
sonucu aktiflesmesi ve bdylece mitokondriden apoptozisi baslatic1 bir faktdr olan
sitokrom-C’nin sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gergeklesir (146).

Apoptozisi baslatan bir baska neden ise, sitotoksik T Ilenfositlerinden
saliverilen Granzim B’lerin (GrB) hedef hiicrede (6rnegin viriisle enfekte hiicre veya

kanser hiicresi) kaspaz sistemini aktiflestirmesidir. GranzimB bir serin proteaz
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enzimidir. Sitoplazma i¢ine alinan GrB, hem pro-kaspas 10’u hem de pro-kaspas 3
ve pro-kaspas 7’yi aktive eder. Aktive olmus pro-kaspas 3 bir yandan dogrudan
seliiler proteolizi baglatirken bir yandan da pro-kaspas 7 iizerinden seliiler proteolizi

baglatir (Sekil 2.22) (146,147).
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Sekil 2.22. Apoptozisteki olaylarin sematik goriiniimii.

2.10.5. Apoptozisde Hiicre I¢i Sinyal iletiminin Regiilasyonu

Ca++

Hiicre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullamilan Ca™" apoptoziste de rol
oynar. Hiicre igindeki Ca' iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi apoptozise
gotiirmektedir.  Kalsiyum  iyonlar1  endoniikleaz  aktivasyonunda,  doku
transglutaminaz aktivasyonunda, gen regiilasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda

ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler (127,146).

Kaspazlar (CASPASES): Cysteine dependent Aspartate specific Proteases
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Zimojen (inaktif prekiirsoér) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu da apoptozisde rol
almaktadir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskad (selale tarzi
reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatict kaspazlar
olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. Baslatici
kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan Oliim sinyallerini efektdr kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri 6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri
aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan Poli
ADP-Riboz Polimeraz (PARP)’1 parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar. Ilk tammlanan enzim ICE (interlokin 1-B
doniistiirlicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadi, sitokrom
C’nin  stoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla
aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom-C’nin saliverilmesine neden olabilirler
(148,149).

Kaspazlarin aktivasyonu; Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar kirilarak
aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre yiizey
oliim reseptorlerinin aktivasyonu ya da kaspaz—9 baglayici protein olan Apaf’nin
oligomerize olmak tizere indiiklenmesiyle gerceklesir. Apaf-1’in indiiksiyonu ise
sitokrom-C’nin  mitokondriden saliverilmesi ile gerceklesir. Apaf -1’in
oligomerizasyonu kaspaz—9 monomerlerinin bir araya getirilmesini saglar. Boylece
aktiflesen kaspaz—9 kaspaz-3’ii aktiflestirir. Mitokondriden ayrica AIF (apoptozis
indiikleyici faktor) saliverilir. Bunlar bilinmeyen bazi niikleazlar1 aktive ederek
DNA’nin degragasyonuna yol agarlar. Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farkl

olabilir. Kaspaslarin uyarilmasi ile hiicrelerde proteoliz baglatilir (148,149).

Mitokondri

Apoptozisi baslatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom-C’nin mitokondriden
stoplazmaya saliverilmesi) apoptotik siirecte irreversebl basamaktir. Mitokondrinin

aktivasyonuna yol acan en 6nemli faktor bcl-2 ailesidir.
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Bcl- 2 ailesi

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir. Bu
lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun yasam siirelerine neden olur. Boylece
malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir.

Bcel-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri
pro-apoptotik yani apoptozisi indiikleyici (Bax, Bad, Bid, v.b.), etkiye sahiptir.
Digeri ise anti-apoptotik, apoptozisi baskilayic1 (Bcl-2, Bcl-X1) etkiye sahiptir
(Tablo 2.2). Pro-apoptotik olanlar, sitokrom-C’nin mitokondriden stoplazmaya
saliverilmesini indiiklerler. ~Anti-apoptotikler ise sitokrom-C saliverilmesini
baskilarlar. Bcl-2 o6zellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon
transportunu diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi
halinde mitokondri membranina baglanir, burada kiiciik delikcikler “pore”
olusumunu indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonugta
sitokrom-C ve apoptozis indiikleyici faktdr olarak bilinen AIF’iin mitokondriden

sitozole ¢ikmasini saglar (146) (Sekil 2.23).

APOPTOZIS

ProCASP 9

wZ @

Mitokondrial

@ Dis Membran

Sekil 2.23. Bax/ Bcl-2’nin etki mekanizmasi.
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Bcl-2 Ailesi

Apoptozisi Baskilayanlar Apoptozisi Indiikleyenler
1.Bcl-2 1.Bad

2.Bcl-xL 2.Bax

3.BHRL-1 3.Bak

4.Bcl-w 4.Bcl-xs

5.Bfl-1 5.Bik

6.Brag—1 6.Hrk—1

7.Mcl 1

2.10.6. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Coenorhabditis elegans isimli bir nematod ile yapilan ¢aligmalar sonucunda
goriilmiistiir ki her hiicre hayatta kalabilmek icin 6liimii engelleyici mesaj (Egl-1)
yollayabilecegi gibi Oliimii baslatict mesaj da yollayabilir (Ces-1 ve Ces-2).
Apoptotik sinyal yandaki hiicreden gelebilecegi gibi hiicrenin kendinden de gelebilir
(146,150).

Omurgalilarda  apoptozisi  diizenleyen genler c¢c-myc, p-53, Rb
(retinoblastoma) ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve

iiretimini sagladiklari proteinler de ayni adlarla anilmaktadir (150,151).

2.10.7. Apoptozisin Goriildugi Olaylar

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apoptozise rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, Miiller ve Wolf kanallarinmn involiisyonu, kalp gibi bazi
i¢ organlarin liimenlerinin olusmas1 gosterilebilir (122). Apoptozis ayrica her tiirli
neoplastik olusumda hem biiylime hem gerileme doneminde goriilebilir (124). Hafif
siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da apoptozis goriiliir.
Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif
travma, hafif hipoksi gosterilebilir (122). Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana
maruz kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir (123).

Apoptozisli hiicreler saglikli doku i¢inde dagilmis sekilde bulunur (127).
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Apoptozisin goriildiigi baglica olaylar;

1. Fizyolojik Olaylar

a- Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde programli hiicre yikimi (fetus
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yasanan involiisyonu).

b- Erigkinde hormona bagimli involiisyon (menstriiel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra
meme bezlerinin rejenerasyonu).

c- Stirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile
hiicre azaltilmas1 (barsak kripta epitelleri)

d- Immun hiicrelerin se¢imi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin
deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan

kaldirilmast) .

2. Patolojik Olaylar

a- Timorlerde hiicre 6liimii (hem biiylime hem de regresyon asamasinda).

b- Hormonlara bagl dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat
atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (126).

c- Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi
(pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi) .

d- Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmun hastaliklar)
(128).

e- Cesitli etkenlerle olusan hiicre oliimii (radyasyon, anti kanser ilaglari,
hipertermi, hipoksi, travma) (125).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apoptozis yoluyla hiicre 6liimiiniin
artmast ya da azalmasinin kanser, otoimmun bozukluklar, viral enfeksiyonlar,
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢gok hastalifin patogenezinde rol oynadigi

gosterilmigtir (152) ( Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Apoptozis ile hastaliklarin iligkisi.

Apoptozisin Inhibisyonu ile Iliskili Hastaliklar

1-Kanserler: Folikiiler lenfoma P53 mutasyonlari ile olusan karsinomlar, Hormon
bagimli timorler, Akciger kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri

2- Otoimmun bozukluklar: Sistemik lupus eritamatozus, Immun iligkili
glomerulonefritler, Otoimmun diabet, Greft rejeksiyonu

3- Viral infeksiyonlar: Herpes viriis, Poliovirus, Adenovirus

Apoptozisin Aktivasyonu ile iliskili Hastahiklar

1- AIDS

2- Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer hastali§i, Parkinson hastaligi,
Amyotrofik

lateral skleroz, Retinitis pigmentoza, Serebellar dejenerasyon

3- Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi

4- Iskemik hasarlar: Myokard infarktiisii, inme, Reperfiizyon hasar1

5- Toksik nedenli karaciger hasar1

2.10.8. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yoéntemler

Apoptozisi saptamak icin ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 0zgii
oldugu bilinen baz1 aktivasyonlarin (6rn: aktif kaspaz—3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen
apoptozis, 80'li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya
cikarilmastyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye
baglandi. 90'larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi
bulundu. Bdylece kaspaz aktivasyonlarin belirlenmesine yonelik metodlarla
saptanabilen apoptozis, 90'larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi. Apoptozisin belirlenmesine yonelik
gelistirilen tiim metodlar1 2000'li yillarin bagslarinda, sadece apoptotik epitelyal

hiicrelerde olmak {iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18'in
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kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik
olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler;

1. Morfolojik goriintiilleme yontemleri

2. Immunohistokimyasal yontemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immiinolojik yéntemler

5. Molekiiler biyoloji yontemleri
1.Morfolojik goriintiileme yontemleri

I. Isik mikroskobu kullanima:

A. Hematoksilen-Eozin boyama
B. Giemsa boyama

II. Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi1

III. Elektron mikroskobu

1V. Faz kontrast mikroskobu
2. Histokimyasal yontemler:

I. Anneksin V Yontemi

II. TUNEL Yo6ntemi:

TUNEL; Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End
Labeling kelimelerinin kisaltmasidir.

Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla pargalanarak, birdenbire hiicre
icerisindeki kromatin ag, biitiinliigiinii kaybeder ve 3’-OH igeren DNA
pargaciklarinin sayist ¢ok ylikselir. Hiicrede terminal deoxynucleotidyl transferaz
(TdT) enzimi, ortama eklenen biotin dUTP’yi, pargalanmig DNA parcaciklarinin
serbest 3’-OH uglarina transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA pargaciklar1 ortama
FITC gibi floresans veren bir madde ile baglanmis avidin eklendiginde goriiniir hale
gelirler. Bu yontem tek tek hiicrelerde insitu apoptozisi gosterebildigi icin hiicre
kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde ¢ok duyarli bir testtir. Kan hiicreleri gibi sayica
cok olan hiicrelerde kantitatif sonuglar elde etmek icin, aynt TUNEL teknigi flow-
Cytometry’ye uygulanabilmektedir. Tek farki floresans okuma sisteminin flow-
Cytometry’de olmasidir (146).

II1. M30 Yontemi

IV. Kaspaz—3 Yontemi



3. Biyokimyasal Yontemler
L. Agaroz Jel Elektroforezi
II. "Western" Blotting
III. "Flow" Sitometri

4. immiinolojik Yontemler
L. ELISA
II. Flourimetrik Y 6ntem

5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri
I. DNA Microarrays

59
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3. GEREC VE YONTEM

Aragtirmamizda yaglar1 5—6 aylik olan ve 200 - 250 gr agirliginda, toplam 32
adet disi Sprague Dawley tiirii sican kullanildi. Sicanlar Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Tibbi Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM) tarafindan
saglandi. Hayvanlara yapilacak uygulamalar icin ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan 13.05.2009 tarihli, 19 sayili ve 111 karar numarali kurul onay1
alind1.

Sicanlar deney siiresince 12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1sist
2442°C ve nemi %5545 olarak ayarlanmis ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye
baslamadan 1 hafta once polikarbon seffaf kafeslere konularak ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglandi. Yiyecek ve su ihtiyaclari sinirsiz ve giinliik olarak saglandi
ve kontrol edildi. Saglik durumlar1 ve besin ihtiyaglar1 giinliik olarak temin edildi.
Her grupta 8 rat olacak sekilde kontrol, sham ve 2 ayr1 tedavi deney gubu

olusturuldu.

3.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulamalar

Deneyde kimyasal maddeler olarak dimetilsiilfoksit (DMSO), alfa lipoik asid
(ALA) ve Silymarin kullanildi. Gruplara ALA ve silymarin DMSO iginde
cozdiiriilerek 1 ay boyunca intraperitonal (i.p.) olarak verildi. Dozlarin miktarlari1 6n
calisma ile belirlendi. Her bir hayvan i¢in ayr1 enjektorler kullanildi ve enjeksiyonlar

her giin ayni saatte (10 -12 arasinda) yapildu.

3.2. Deney Gruplar

Arastirmamizda siganlar rasgele segilerek her grupta 8’er hayvan bulunacak
sekilde toplam 4 grup olusturuldu;
Grup 1: Kontrol grubu (n=8).

Grup 2: Sham grubu (mesane c¢ikim obstriiksiyonu olusturuldu). Bu gruptaki
hayvanlara sadece DMSO (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) 0,02 ml i.p.

olarakverildi (n=8).
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Grup 3: Mesane ¢ikim obstriiksiyonu (MCO ) + Alfa Lipoik Asid (ALA) grup
(n=8). Bu gruptaki hayvanlara 100mg/kg ALA (T5625-5G, Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA) DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek 0,02 ml 1.p. olarak verildi (153).

Grup 4: MCO + Silymarin grup (n=8). Bu gruptaki hayvanlara 25 mg/kg silymarin
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek 0,02 ml i.p.
olarak verildi (154).

3.3. Deney Protokolii

Ratlar 12 saatlik agligi takiben Ketamine Hcl (Ketalar 500mg enjektable
flakon, Pfizer) 75mg/kg. intraperitoneal ve Xylazine (Rompun, Bayer) 15mg/kg.
intraperitoneal enjeksiyon ile anestezi protokolii uygulanarak genel anestezi saglandi.
Ratlar anestezi sonrasi supin pozisyonunda operasyon masasina alinarak cerrahi kesi
yapilacak alan tras edildikten sonra povidon iyod ile temizlendi, alt abdominal

suprapubik median laparotomi uygulandi.

Sekil 3.1. Rat iiretrasindan 1,2 mm ¢apinda kateter yerlestirildikten

sonra mesane ve mesane boynunun ortaya konulmasi.

Grup 1: Kontrol Grubu
Bu gruptaki ratlara alt abdominal suprapubik median laparotomi uygulandiktan
hemen sonra mesaneye ulasildi hicbir islem yapilmadan 3/0 ipek ile batin katlar

steril olarak tekrar kapatildi ve povidon iyod ile pansumani yapildi.
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Grup 2: Sham Grubu

Bu gruptaki ratlara oncelikle iiretral yoldan mesaneye ulagilarak 1,2mm
capinda kateter yerlestirildi. Daha sonra kontrol grubundaki gibi suprapubik
insizyonla batin acilip mesaneye ulasildiktan sonra mesane boynu aciga ¢ikarildi
vezikoiiretral bileskeden 3/0 ipek siitir mesane boynuna yerlestirildi. Onceden
kateter yerlestirilen iiretra 3/0 ipekle mesane boynunun hemen distalinde baglanarak
kateter ¢ikarildi ve mesane ¢ikim obstriiksiyonu olusturuldu. Batin 6n duvar ve cilt

tam kat 3/0 ipek siitiir ile kapatilarak povidon iyod ile pansumani yapildi.

Grup 3: Alfa Lipoik Asid + Mesane Cikim Obstriiksiyonu Olusturulan Grup
Bu gruptaki ratlara da yine sham grubundaki gibi cerrahi prosediirler
uygulanarak mesane ¢ikim obstriiksiyonu olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca

giinliik alfa lipoik asid 100mg/kg intraperitoneal enjeksiyon olarak uygulanda.

Grup 4: Silymarin + Mesane Cikim Obstriiksiyonu Olusturulan Grup

Bu gruptaki ratlara da yine sham grubundaki gibi cerrahi prosediirler
uygulanarak mesane ¢ikim obstriiksiyonu olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca
giinliik silymarin 25mg/kg intraperitoneal enjeksiyon olarak uygulandi.

Deney sonunda Tim ratlar 12 saatlik a¢lhigi takiben Ketamine (75mg/kg,
intraperiton) ve Xylazine (15mg/kg, intraperiton) anestezi protokolii kullanilarak
genel anestezi uygulandi. Alt abdominal suprapubik median laparotomi ile hizlica
mesaneye ulasildildiktan sonra mesane dokusu, iiretrovezikal bileskeden ipek siitiirle
baglanan kesimin proksimalinden mesane boynu kesilerek disar1 alindi. Kan
ornekleri ise hizli bir sekilde enjektorle intrakardiyak olarak alindi. Deney sonunda
ratlardan yliksek miktarda kan alinarak hayatlarina son verildi. Mesane agirliklar
tartild1 ve daha sonra mesane kubbeden mesane boynuna dogru olacak sekilde ii¢ esit
parcaya kesildi. Histolojik inceleme i¢in mesane 1/3’liik kismi, Tip 1 ve 3 kollajen,
apoptozis ve kollagen-detriisor kas orani parametrelerindeki degisimi ortaya koymak
icin alindi. Bu asamada alinan 6rnekler Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalindaki
iki 0gretim elemani tarafindan direk mikroskobi, immiin boyama ve TUNEL gibi
yontemler kullanilarak degerlendirildi. Mesane dokusunun 1/3’lik kismi ve kan

ornekleri biyokimyasal parametrelerin calisilmasi i¢in alindi. Biyokimya Anabilim
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Dal1 tarafindan mesane dokusu ve serumda MDA (Malonil Dialdehit), IL-6 ve TNF-
a gibi iskemi-reperfiizyon parametreleri ¢alisildi. Fizyoloji Anabilim Dali tarafindan
mesane dokusunun kalan 1/3 kisminda iNOS gen ekspresyonu real-time PCR ile
degerlendirildi. Tiim sonuclar daha sonra Biyoistatistik Anabilim Dali tarafindan

istatiksel olarak degerlendirildi.

3.4. Histolojik Inceleme

Mesane agirliklar: hassas terazide dikkatli bir sekilde tartildi. Mesane tartim
isleminden sonra bir kisim doku formaldehit fiksatifine alindi. Islemler organlarin
otoliz olmamas1 i¢in hizli bir sekilde yapildi. Fiksasyon isleminden sonra alinan

dokulara uygun takip islemi yapilarak parafin bloklar1 hazirlandi.

Parafin bloklar1 hazirlanan dokularin her birinden 5 pm kalinligindaki seri
kesitler alindi. Kesitlerde genel yap1 6zelliklerini belirlemek ic¢in /hematoksilin ve
eozin(H&E), diiz kas/kollajen lif oraninin tespiti i¢gin Masson’un trikrom boyasi
uygulandi. Ayrica apoptoz tespiti igin TUNEL ile kollajen tipleri belirlemek ig¢in
kollajen tip 1 ve tip 3 boyas1 yapildi. Mesane orneklerinde diiz kas / kollajen orani
BAB Bs 200 ProP image analiz sistemiyle belirlendi. Bu sistemde Masson’un
trikrom boyasiyla uygulanan mesane kesitlerinde X40 biiyiitme ile pembe-kirmizi

boyali diiz kas alaniyla mavi-yesil boyali kollajen lif alaninin yiizdeleri hesaplandi.

TUNEL i¢in hazirlanan her preparat tek histolog tarafindan DP70 Kamera
takili Olympos PM10ADS foto mikroskoptan okiiler mikrometrisi yardimiyla X40

biiyiitme ile 10 kesitte 25 alanda apoptotik hiicreler sayilarak degerlendirilmistir.

3.4.1. Mesane icin Uygulanan Doku Takibi

» Dokular o6nce 18-24 saat siireyle notral formalinde fikse edildi. Daha sonra

asagida belirtildigi sekilde artan alkol derecelerinden gegirildi.
» 30°'1ik alkol : 1 saat
» 70°1ik alkol : 30 dk.

» 80°'lik alkol :30 dk
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> 90°" lik alkol :30dk

> 96° lik alkol :30dk

»> 96° lik alkol I :30dk

»> 100° lik alkol II :30dk

» Ksilol I : 10 dakika

» Ksilol IT : 10 dakika seffaflastirildi

» Parafin | : 1 saat tutuldu

» Parafin II :1,5 saat tutulduktan sonra
bloklar1 hazirland

3.4.2. Hematoksilin-Eozin Boyama Y 6ntemi

Rutin Hematoksilin-Eozin boyama ydntemi ile kesitler boyandi.

3.4.3. Masson Trikrom Boyama Yontemi

Asagidaki belirtilen soliisyonlar kullanilarak histolojik kesitlerde Masson

trikrom boyama yontemi yapildi.
Soliisyonlar;
a. Acid fuksin: Acid fuksin 0.5 gr
Distile su 100cc

Glasial asetic asit 0.5¢cc

b. Fosfomolibdik asit: Fosfomolibdik asit 1gm.
Distile su 100cc

c. Light green: Light green 2gr
Distile su 100cc

Glasial asetik asit
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3.4.4. immiinohistokimya
TUNEL Boyama Y ontemi

Kullamlan kit: Apoptag plus peroxidase in situ apoptosis detection kit

(S7101- Chemicon international) kullanildu.

Kollagen Tip 1

Bu boyama yapilirken tiim basamaklarda kesitler oda 1sisinda, nemli ve
karanlik bir ortamda gerceklestirildi. Immunohistokimyasal boyama igin Primar

antikor collagen tip 1 (abcam ab292 rabbit polyclonal) kullanild.

Kollagen Tip 3

Bu boyama yapilirken tiim basamaklarda kesitler oda 1sisinda, nemli ve
karanlik bir ortamda gerceklestirildi. Immunohistokimyasal boyama igin Primar

antikor collagen tip 3 (abcam ab6310 mouse monoclonal) kullanildi.

3.5. Biyokimyasal inceleme
3.5.1. Serum ve Doku Malondialdehid (MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA diizeyleri Ohkawa ve arkadaslarinin MDA’ nm asit ortamda
thiobarbitiirik asitle (2- Thiobarbituric acid, Merck kGaA 64271, Darmstad,
Germany) olusturdugu rengin 532 nm’ de absorbansinin Olglilmesi prensibine

dayanan yontemin uygulanmasi ile manuel olarak c¢alisildi.

3.5.2. Rat Interlokin-6 ( IL-6 ) Diizeylerinin Belirlenmesi

Rat doku ve serum IL-6 konsantrasyonlari, Rat IL-6 Platinum ( Bender
MedSystems GmbH, Vienna, Cat. Nr. BMS625 ) ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) test kitiyle kantitatif olarak belirlendi. ELISA test kitinin

iiretici tarafindan belirlenmis analitik duyarliligi 12pg/ml’dir. Kitin 6l¢iim ig¢in
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kesinlik gostergesi olarak degiskenlik/degisim katsayis1t —CV (%) (coefficient of
variation ) degeri %5.0 Ol¢timler arasi kesinlik gostergesi olarak CV(%) degeri ise

%10’dur.

3.5.3. Rat Timor Nekrozis Faktor-Alfa (TNF-0) Diizeylerinin

Belirlenmesi

Rat doku ve serum TNF-a konsantrasyonlari, Rat TNF-a Platinum ( Bender
MedSystems GmbH, Vienna, Cat. Nr. BMS622 ) ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) test kitiyle kantitatif olarak belirlendi. ELISA test kitinin
iretici tarafindan belirlenmis analitik duyarliligi 11.2pg/ml’dir. Kitin &l¢giim igin
kesinlik gostergesi olarak degiskenlik/degisim katsayist —CV (%) (coefficient of
variation ) degeri %5, Olglimler aras1 kesinlik gostergesi olarak CV (%) degeri ise

%10’dur.

3.6. Fizyolojik inceleme

3.6.1. Real Time-PCR (RT-PCR) Teknigi ile iNOS Tayini
Deney siiresi sona erdiginde her bir gruba ait sicanlardan mesane dokusu hizl
bir sekilde ¢ikarildi. Real-Time PCR calismalari i¢in dokular RNA later soliisyonu

(Qiagen, Manheim, Germany) i¢cinde muhafaza edildi.

3.6.2. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in RNA easy mini kit 50 ve cDNA sentezi i¢in
QuantiTect Reverse Transcription cDNA kiti (Qiagen, Manheim, Germany)
kullanilmustir.
1. Mesane dokusu eppendorf tiip igerisine alindi ve tiim dokuyu kaplayacak sekilde
RNA Later stabilizasyon soliisyonu ilave edildi. Doku igerisine niifuz etmesini
saglamak amaci ile 24 saat oda 1sisinda bekletildikten sonra -20°C’de muhafaza
edildi.
2. Dokular RNA later icerisinden c¢ikartilarak 600 pl Buffer RLT+6 pl B-
mercaptoethanol (B-ME) c¢ozeltisi ile birlikte igerisinde 1 adet steril celik bilye
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bulunan plastik tiiplere konuldu ve bir homojenizasyon cihazi (Tissue Lyser) ile 2
dakika 30 Hz olacak sekilde homojenize edildi.

3. Homojenizasyon isleminden sonra siipernatant yeni bir ependorf tiip igerisine
alind1 ve 3 dakika 13.000 rpm devirde santrifiij edildi.

4. Santrifiijden sonra siipernatan yeni bir eppendorf tiipe alind1 ve {izerine 600 pl
%70’lik etanol eklendi. Daha sonra pipetle dikkatli bir sekilde karistirildi.

5. Ependorf tiipii icerisindeki siipernatanin 700 pl’si kolonlara (RNeasy mini spin
colon 2 ml) yiiklendi. Daha sonra 20 saniye 8.000 g de santrifiij edildi ve altdaki
toplama tiipiinde kalan siiziintii dokiildi. Siipernatanin geri kalani tekrar kolonlara
yiiklendi ve yeniden 20 saniye 8.000 g devirde santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonras1 alttaki toplama tiipii degistirildi kolonlara (RNeasy mini spin
colon) 700 ul Buffer RWI1 eklendi. Boylece kolon istenmeyen parcalardan
temizlenmis oldu. Sonra 20 saniye 8.000 g devirde santrifiij edildi.

7. Alttaki toplama tiipii dokiildii ve kolon tizerine 500 pl Buffer RPE eklenip 20
saniye 8.000 g devirde santrifiij edildi.

8. Ayni islem tekrarlanarak 2 dakika 8.000 g devirde santrifiij edildi.

9. Alttaki toplama tiipti dokiildii ve kurumasi icin 1 dakika en yliksek hizda santrifiij
edildi.

10. Alttaki toplama tiipii atildi ve kolon yeni temiz ependorf tiipii igerisine
yerlestirildikten sonra tlizerine 40ul RNAse Free Water tam orta kisima gelecek
sekilde dikkatlice eklendi ve 1 dakika 8.000 g devirde sanrifiij edildi.

11. Ependorf tiipii igerisinde elde edilen RNA -80° C de sakland.

3.6.3. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi
RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla 1 pul RNA nanometrede
(Thermo Scientific, Nanodrop 1000, USA) 260 nm dalga boyunda optik dansite

olgtilerek hesaplandi.

3.6.4. cDNA Sentezi
Once genomik DNA(gDNA) uzaklastirmak icin tablo 3.1°de gosterildigi gibi
toplam hacim 14 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlandi ve Thermal Cycler PCR’ da
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(Qiagen, Manheim, Germany) 42°C da 2 dk olacak sekilde programlanip gDNA
uzaklastirildi.

Tablo 3.1. gDNA uzaklastirmak i¢in reaksiyon hazirlanmasi.

Karisim Miktar (pl)
gDNA wipeout 2

Ornek RNA’s1 X

RNAase free water 12-X
Toplam 14

gDNA’s1 uzaklastirilmig Orneklere, tablo 3.2°de gdsterilen oranlarda
hazirlanan karigimdan 6 pl eklenerek Thermal Cycler PCR’ da 42 °C da 15 dk ve 4°C
da 10 dk olacak sekilde programlanip cDNA olusturuldu.

Tablo 3.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan karisim igerigi.

Karisim Miktar( pl)

Quantriscpript Reverse

Transcriptase

Quantriscpript RT Buffer 5X 4

RT primer mix 1

Thermal cycler kosullar;
42°C’da 15dk

4° C’de 10 dk
RT- PCR

INOS (hedef gen) ve GAPDH (referans gen) mRNA diizeyleri, Dual Label
(Tagman prob) kullanilarak Real Time PCR Rotor Gene 6000 (Qiagen, Manheim,
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Germany) ile olgiildii. RT-PCR i¢in tablo 3.3’deki karisim hazirlanip reaksiyon

gergeklestirildi.

Tablo 3.3. RT PCR i¢in miks igerigi.

Karisim Miktar (ul)
Reconstituted primer /probe miks (iNOS 1

veya GAPDH)

2X qPCR Mastermiks 10
PCR-Grade water 4

c¢cDNA 5

Toplam 20

Toplam 20 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gergeklestirildi:

95° C’de 10 dk
95° C’de 20 sn
55° C’de 30 sn 50 dongii
72° C’de 20 sn

Calismanin sonuglar1 Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 kullanilarak analiz edildi.

3.6.5. Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

iINOS (hedef gen) ve GAPDH (referans gen) primer dizileri Gene Research

laboratories (PrimerDesign, U.K) tarafindan dizayn edildi. NCBI Gene veritabani

erisim numaralar1 ve amplikon uzunluklari tablo 3.4’de verilmistir.



Tablo 3.4. Calismada kullanilan iNOS primerinin dizileri, Tm dereceleri.

Gen No Oligoniikleotid Dizisi Tm
Sense CACCACCCTCCTTGTTCAAC | 56,7
NM 01
iNOS
2611
Anti-Sense | CAATCCACAACTCGCTCCAA | 56,5

3.6.6. RT- PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile iIncelenmesi

70

Real-Time PCR reaksiyonu sonrasi amplifikasyon iiriinlerinin sadece hedef

gene (iINOS) 6zgii olup olmadigin tespit etmek amaciyla % 1.5 agaroz jel (IxXTBE

icerisinde) hazirlanarak (5 pl Ethidium Bromide eklendi) jelde yiiriitildi. 10 ul

iirinden alinip, tizerine 2 pl yiikkleme boyasindan konarak karistirildi ve jeldeki

kuyucuklara yiiklendi ve 100 voltta yiiriitiildii. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel

goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi ile incelenerek goriintiisti alind1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Her gruptan birer 6rnek olmak iizere se¢ilmis PCR firiinlerinin jel
goriintiisii. Sirastyla 1. kuyucuk marker, kontrol, silymarin, sham, ALA.
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3.7. Istatiksel Inceleme

Calismamizdaki tiim veri analizleri i¢in SPSS 15.0 ve SigmaStat 3.1 paket
programlar1 kullanildi. Siirekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak,
nitel veriler ise n ve oran olarak ifade edildi. Bagimsiz dl¢iimlerden olusan ve normal
dagilim gosteren siirekli veriler, grup sayisina bagli olarak, One Way Anova.
Bagimsiz dlgtimlerden olusan ve normal dagilim gostermeyen degiskenlere ise grup
sayilarina bagl olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi, ayrica degiskenler
arasindaki iliskiyi belirlemek amaci ile Correlations analizinden yararlanildi. P<0.05

olasilik degerleri 6nemli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait mesane kesitlerinde liimenden itibaren tunika mukozay1
olusturan ¢ok kathi degisici epitel ve altinda gevsek bag doku tabakasi olan lamina
proprianin yer aldig1 gozlendi. Tunika muskularis tabakasinda diiz kas demetlerinin
bag dokusu ile kesintiye ugradigi belirlendi. Masson trikrom ile boyanmis kesitlerde
diiz kas demetleri (pembe-kirmizi renkte boyanmis) ile kollajen liflerin (mavi-yesil
renkte boyanmig) oranmin esit oldugu gozlendi. En dista ise tunika adventisiya
gozlendi (Sekil 4.1). Dort hafta siire ile MCO olusturulan sham grubunda, mesane
duvar kalinligi kontrol grubuna goére artmis olarak goriildii. Epitelde diizensizlik,
ayrilmalar ve hafif 6dem belirlendi. Diiz kas demetlerinin arasinda ve tim katlarda
bag dokusu artig1 dikkat ¢ekiciydi. Buna karsin diiz kas miktarinin azaldig1 belirlendi.
Ayrica bag dokusu elemanlarindan fibroblastlarda da artis gortildii (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait mesane kesitinde pembe-kirmizi renkte (oklar) diiz

kas demetleri arasinda az miktarda mavi yesil renkte kollajen (y1ldiz)

gozlenmektedir. Masson trikrom, Bar 100 um.
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Sekil 4.2. Sham grubuna ait mesane kesitinde diiz kas demetlerinin azaldig1

(oklar), kollajen liflerinin (y1ldiz) ise oldukca arttig1 gézlenmektedir.
Masson trikrom, Bar 100 um.

MCO + Silymarin grubunda, sham grubuyla benzer bulgular oldugu goriildii.
Kollajen lifler, diiz kas demetleri arasinda yogun olarak gozlendi (Sekil 4.3). MCO +
ALA grubunda ise kontrol grubuyla benzer olarak, kollajen ve diiz kas demetleri
arasindaki oranin kismen esit oldugu belirlendi. Ancak epitelde 6dem ve diizensizlik

vard1 (Sekil 4.4).

LENET ALY 9‘§ | -f':’_’
buna ait mesane kesitinde sham grubuna gore

kismen artmis diiz kas demetleri arasinda (oklar), kollajen lifleri (yildiz)

goriilmektedir. Masson trikrom, Bar 100 pm.
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Sekil 4.4. MCO + ALA grubuna ait mesane kesitinde sham grubuna gore

korunmus diiz kas demetleri arasinda (yildiz), az miktarda kollajen lifleri (ok)

goriilmektedir. Masson trikrom, Bar 100 um.

4.1.1. Iimmiinohistokimyasal inceleme
Tip 1 ve Tip 3 Kollajen:

Kollajen tip 1 ve tip 3’lin dagilimi, 2 arastirmaci tarafindan kor olarak
degerlendirildi. Degerlendirme, boyanma siddetine gore, hafif boyama (+), orta
boyama (++) ve kuvvetli boyama (+++) seklinde yapildi (155).

Kontrol grubunda tip 1 kollajen boyanmasi genel olarak lamina propriya

tabakasinda goriildii (Sekil: 4.5) gozlendi.
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Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait mesane kesitinde diiz kas demetleri (y1ldiz)

arasinda tip 1 kollajen (oklar) dagilimi gézlenmektedir. Masson trikrom,

Bar 100 pm.

Kontrol grubuna ait kesitlerde tip 3 kollajen boyanmasi genel olarak lamina

propria tabakasinda gozlendi (Sekil: 4.6).

Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait mesane kesitinde diiz kas demetleri (y1ldiz) arasinda
tip 3 kollajen (oklar) dagilimi goriilmektedir.
Masson trikrom, Bar 100pm.
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Tip 3 kollajen, Sham grubunda kontrol grubuna gore oldukca kuvvetli

boyandig1 gozlendi. Ayrica sham grubunda tip 3 kollajen, tip 1 kollajene gore de
daha kuvvetli boyandig1 gozlendi (Sekil: 4.7 ve Sekil: 4.8).

Sekil 4.7. Sham grubuna ait mesane kesitinde tip 1 kollajen dagilimi gézlenmektedir.
Diiz kas demetleri (y1ldiz) arasinda tip1 kollajen liflerinin (ok) artmis oldugu dikkat
cekmektedir. Masson trikrom, Bar 100 pm.

Sekil 4.8. Sham grubuna ait mesane kesitinde diiz kaslar (y1ldiz) arasinda olduk¢a

artmus tip 3 kollajen (oklar), dagilimi goriilmektedir.

Masson trikrom, Bar 100 um.
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MCO + silymarin uygulanan grupta sham grubuyla benzer sekilde tip 3
kollajen dagilimi goriildi (Sekil: 4.9 ve Sekil 4.10). Silymarinin tip 3 kollajen artigini

onlemede yeterli etkisinin olmadig gorildii.

Sekil 4.9. MCO + Silymarin grubuna ait mesane kesitinde tip 1 kollajen dagilim
gozlenmektedir. Diiz kas demetleri (y1ldiz) arasinda, artmus tip1 kollajen (ok)
dagilimi dikkat ¢ekmektedir. Masson trikrom, Bar 100 pm.

Sekil 4.10. MCO + Silymarin grubuna ait mesane kesitinde, diiz kas lifleri (y1ldiz)
arasinda, artmis tip3 kollajen (ok) dagilimi goriilmektedir.

Masson trikrom, Bar 100 um.
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MCO + ALA grubunda ise sham grubuna gore daha az tip 1 ve tip 3 kollajen
boyanmas belirlendi. Ozellikle tip 3 kollajen boyanmasinin belirgin olarak azaldig
gozlendi (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). ALA’ nin MCO’ da I/R hasarmi &nleyerek
mesane agirligini ve tip 3 kollajen miktarin1 azalttigini dolayisiyla mesane
fonksiyonlarinda  bozulmayi engelledigini  histolojik  inceleme sonucunda

gormekteyiz.

Sekil 4.11. MCO + ALA grubuna ait mesane kesitinde mavi renkte diiz kaslar

(y1ldiz) arasinda azalmis kahverengi goriiniimde tip 1 kollajen (ok) dagilimi

gozlenmektedir. Tip 1 kollajen boyasi, Bar 50 pm.
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Sekil 4.12. MCO + ALA grubuna ait mesane kesitinde diiz kas lifleri (y1ldiz)

arasinda azalmis tip 3 kollajen (ok) dagilimi gézlenmektedir.

Tip 3 kollajen boyasi, Bar 100 um.

4.1.2. Mesane Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

MCO’ da I/R hasarma bagl olarak mesane duvar kalmhig ve agirhg
artmaktadir. Kollajen birikimi ve diiz kas hipertrofisi mesane agirlik artiginin asil
nedenidir. Sham grubunda, kontrol grubuna gdére mesane agirligindaki artisin ileri
diizeyde onemli farklilik (p<0,001) gosterdigi ve mesane agirhiginin ortalama 6 kat
arttigr goriildi. ALA ve Silymarin gruplarinda mesane agirliklarinin korundugu ve
sham grubuna gore bu farkin ileri diizeyde anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,001).
Istatiksel ve histolojik olarak ALA’ nin silymarine gore mesane agirhigini korumada

daha etkin oldugu tespit edildi (Tablo 4.1 ve Sekil 4.13).



Tablo 4.1. Mesane agirliklarinin gruplara gore dagilimi (gm).
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Gruplar N |Mean |Std. |25 |Median |75 |p
KONTROL |8 [0,13 10,05 [0,1 0,1 0,2
MESANE SHAM 8 (0,78 10,32 [0,6 0,6 1,17 0.001
o p<0.
AGIRLIKLARL F0 VARIN |8 1032 |0.19 |02 02 047
ALA 8 10,15 10,05 [0,1 0,15 0,2
Kruskal Wallis
1.2
n<: 1
<
<08
x
’2 0.6
2 0.4 -
Zo
W
=0 ’_[_‘ T
0
KONTROL ‘ SHAM SILYMARIN ALA
MASS

Sekil 4.13. Mesane agirliklarinin (mass) grafiksel karsilastirilmasi (gm).

4.1.3. Diiz Kas ve Kollajen Oram

Kontrol grubunda diiz kas orani ortalama % 45 iken MCO sonrasi sham

grubunda ortalama %27 olup diiz kas orani azalmigtir. Azalan diiz kasin yerine

kollajen birikmistir. Kontrol grubunda ortalama kollajen orant % 18 iken sham

grubunda ortalama % 38’dir. Mesane kasilabilirlik fonksiyonlarinin korunmasi ve

devami agisindan diiz kas/kollajen oranit 6nemlidir. ALA ve silymarinin, diiz kas

yiizdesini korudugu, kollajen artisin1 6nledigi ve bunun istatiksel olarak ileri diizeyde

anlaml1 (p<0,001) oldugu goriilmistiir (Sekil 4.14 ve Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Diiz kas ve kollajen orani (%).

Gruplar |N |[Mean |Std. |25 Median |75 p
KONTROL |8 [45,06 [4,91 [40,8 |44,5 472
. SHAM 8 127,86 |1,77 (26,7 |27,0 29,3
**DUZ KAS p<0.001
SILYMARIN |8 [34,03 [1,56 |33,4 (34,7 35,0
ALA 8 142,38 2,34 [41,2 |43,1 43,9
KONTROL |8 [18,22 [2,07 |16,6 |18,1 20,2
SHAM 8 138,49 16,98 [36,3 |41,8 42,2
*KOLLAJEN p<0.001
SILYMARIN |8 27,79 (4,20 |24,5 |25,4 32,4
ALA 8 128,86 |7,03 (22,5 |26,4 36,4
One Way Anova. ** Kruskal Wallis.
60
§ 50
g 40 [+ Il T
T 0 Eak T @ DUZ KAS
S 1 B KOLLAJEN
8 201
=§ 10
0 T T T
KONTROL SHAM SILYMARIN ALA
GRUPLAR

Sekil 4.14. Diiz kas ve kollajen oraninin grafiksel olarak gosterilmesi (%).

4.1.4. Tip 1 ve Tip 3 Kollajen Oranlarinin Degerlendirilmesi

Sham grubunda, kontrol grubuna gore tip 1 ve 3 kollajen oranlar1 artmigtir.
Tip 3 kollajendeki artisin istatiksel olarak ¢ok onemli diizeyde oldugu (p<0.01)
goriilmektedir (Sekil 4.15 ve Tablo 4.3). Sham grubunda kontrol grubuna gore tip 1

kollajen oraninda artis olmakla birlikte bu oran istatiksel olarak anlamli degildir



82

(p>0.05). MCO’da tip 1 kollajen artisinin 6nemli diizeyde olmadigi sdylenebilir.
ALA ve silymarinin tip 1 kollajen artigin1 azalttigt ancak bunun istatiksel olarak
anlamh diizeyde olmadig1 (p>0.05) goriilmektedir. ALA’nin tip 3 kollajen artigim
sham grubuna gore ¢ok onemli diizeyde 6nledigi (p<0.01) goriilmektedir (Sekil 4.15
ve Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Tip 1 ve tip 3 kollajen oranlari.

Gruplar N | Mean Std. D. | 25 Median |75 |p
KONTROL 8 1,75 0,70 |1 2 2
TiP1 KOLLAJEN |SHAM 8 [2,62 0,51 |2 3 3 p>0.05
* SILYMARIN |8 2,37 0,74 |[2 2,5 3
ALA 8 12,37 0,51 |2 2 3
KONTROL 8 1,37 0,51 |1 1 2
EP3KOLLAJEN SHAM 8 12,62 (0,51 (2 3 3 p<0.01
SILYMARIN (8 (2,12 0,83 1.5 (2 3
ALA 8 [1.62 0.51 |1 2 2
* One Way Anova ** Kruskal Wallis
3
Lé 2.5
° 2
c
T 15 ] @ Tip 1
S ' mTip 3
o 1
$
~ 0.5
Q.
= 0
kontrol sham slymarin ala
GRUPLAR

Sekil 4.15. Tip 1 ve tip 3 kollajen oranlarinin grafiksel degerlendirmesi.
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4.1.5. TUNEL
Histolojik inceleme

TUNEL degerlendirmesi 2 arastirict tarafindan kor olarak yapilmistir.
Incelemeler rastgele secilmis 25 kesitte ve X40 biiyiitmede en az 20 alanda
degerlendirildi. Bu alanlardaki TUNEL (+) hiicreler sayilarak indeks olusturuldu.
Deney gruplarina ait mesane kesitlerinde apoptoza giren hiicreler, TUNEL (+)
hiicreler olarak degerlendirildi.

Kontrol grubunda epitel ve bag dokusu arasinda az sayida, sham grubunda ise
diiz kaslar ve epitel icerisinde ¢ok sayida TUNEL (+) hiicreler goriildi. MCO +
Silymarin grubunda sham grubuna benzer yerlerde ve sekilde ¢cok sayida TUNEL (+)
hiicreler goriildi. MCO + ALA grubunda ise kontrol grubuna benzer sekilde az
sayida TUNEL (+) hiicreler goriildii (Sekil 4.16 - 4.20).

Sekil 4.16. Kontrol grubuna ait mesane kesitinde TUNEL (+) (ok) hiicre
goriilmektedir. TUNEL, Bar 50 um.



Sekil 4.17. Sham grubuna ait mesane kesitinde epitelyumda ¢ok sayidaTUNEL
(+) (oklar) hiicreler goriilmektedir. TUNEL, Bar 20 um.

Sekil 4.18. Sham grubuna ait mesane kesitinde kas hiicreleri arasinda epitelyumda

cok sayida TUNEL (+) (ok) hiicreler goriilmektedir. TUNEL, Bar 20 pm.

84
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Sekil 4.19. MCO + Silymarin grubuna ait mesane kesitinde epitelyumda ve lamina

propriyada ¢ok sayidaTUNEL (+) (oklar) hiicreler goriilmektedir.

TUNEL, Bar 50 pm.

Sekil 4.20. MCO + ALA grubuna ait mesane kesitinde epitelyumda ve lamina

propriyada az sayida TUNEL (+) (oklar) hiicreler goriilmektedir.

TUNEL, Bar 20 pm.



TUNEL istatiksel Degerlendirme
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Mesane I/R hasarina bagl gelisen patolojik progesde apoptozisin aktif hiicre

hasar1 ve Oliimiinde 6nemli rolii mevcuttur. Sham grubunda, kontrol grubuna gére

TUNEL(+) hiicrelerin arttig1 ve bu artisin istatiksel olarak ileri diizeyde anlamh
(p<0.001) oldugu gorilmiistiir (Tablo 4.4 ve Sekil 4.21). ALA ve Silymarin

kullanilan gruplarda TUNEL(+) hiicrelerin azaldigir ancak silymarin grubunda bu

azalmanin istatiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. ALA grubunda TUNEL(+)

hiicrelerdeki azalmanin istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli (p<0.001) oldugu

goriilmiistiir. ALA’nin apoptozisi azaltmada etkin oldugu bulunmugstur (Tablo 4.4 ve

Sekil 4.21).

Tablo 4.4. TUNEL(+) hiicrelerin gruplara gore dagilimu.

N | Mean Std. 25 Median | 75 p

KONTROL 8 | 15,87 4,79 11,2 | 15,5 19
SHAM 8 33,12 23,02 19,5 (23 445

TUNEL p<0.001
SILYMARIN |8 (22,37 15,30 |11,2 |18 30,5
ALA 8 15,37 2,92 2,25 |55 7,7

Kruskal Wallis
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GRUPLAR

Sekil 4.21. TUNEL(+) hiicrelerin gruplara gore dagilim grafigi.
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4.2. Biyokimyasal incelemeler
4.2.1. Doku ve Serum MDA Diizeyleri

Uzun siire iskemik kalan dokuda ATP yapimi durmakta ve sonrasinda
saglanan reperflizyon ile siiperoksit radikali meydana gelmektedir. Reaktif oksijen
metabolitleri ise hiicre zarinda lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipid
peroksidasyon {iriinii olan MDA reperfiizyon hasarini 6l¢gmek icin kullanilmaktadir.
Kontrol grubuna goére MCO olusturulan sham grubunda doku ve serum MDA
diizeylerinin artis1 ileri diizeyde anlamli bulunmustur (p<0,001). ALA ve Silymarin
gruplarinda ise sham grubuna gore doku ve serum MDA diizeylerindeki azalma
istatiksel olarak ileri diizeyde anlamlidir (p<0,001). ALA ve silymarinin MCO’da
[/R’ye bagl gelisen hiicre membran hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.22 ve Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Doku ve serum MDA diizeyleri ( Doku: nmol/mg protein, Serum:

nmol/ml protein).

N [Mean |Std. |25 Median |75 P
KONTROL |8 [5,57 |1,63 |4,7 5.5 7,0
DOKU SHAM 8 (7,53 |1,00 |6,6 7,5 8,4
p<0.001
MDA SILYMARIN |8 2,60 (1,22 |1,5 2,2 34
ALA 8 3,21 |1,21 |24 3.4 3,7
KONTROL |8 [3,1 0,59 (2,6 |29 3,7
SERUM |sHAM 8 (4,08 (0,89 |3,2 4,2 4,7
p<0.001
MDA SILYMARIN |8 1,96 (047 |1,7 1,9 2,3
ALA 8 (1,36 (0,77 (0,8 0,9 2,0

One Way Anova
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5 1+ o DOKU MDA
4 L1 — m SERUM MDA

! i =l B

KONTROL SHAM SILYMARIN ALA
GRUPLAR

Doku ve Serum MDA

Sekil 4.22. Doku ve serum MDA diizeylerinin grafiksel gosterimi (Doku:

nmol/mg protein Serum: nmol/ml protein).

4.2.2. Doku ve Serum TNF-a Diizeyleri

Iskemi sonras1 gelisen reperfiizyon evresinde yapimi artan SOR, TNF-a ve
IL-6 gibi inflamatuar mediatorlerin nétrofil aracili doku hasar1 gelisiminde onemli
rolii oldugu diistintilmektedir. Doku TNF-a diizeylerinin kontrol grubuna goére sham
grubunda arttig1 goriilmektedir. ALA ve silymarin gruplarinda ise TNF-a istatiksel
olarak ¢ok onemli diizeyde (p<0.01) azalmistir (Tablo 4.6 ve Sekil 4.23).

Serum TNF-a diizeyleri kontrol grubuna gore sham grubunda artmistir. ALA
ve silymarin gruplarinda ise TNF-o diizeylerinin azaldigi ve bu farkin istatiksel

olarak 6nemli diizeyde (p<0.05) oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.6 ve Sekil 4.23).
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Tablo 4.6. Doku ve serum TNF-a diizeylerinin, gruplara gore ortalama ve standart

sapma degerleri (Doku: pg/mg protein, Serum: pg/ ml protein).

N |Mean |Std.D. |25 Median | 75 p
KONTROL |8 180,27 140,23 |53,2 |68,1 116,1
SHAM 8 (127,62 (44,80 |85,2 |124,0 159,5
DOKU TNF-a p<0.01
SILYMARIN | 8 | 74,02 19,69 |56,7 |66,8 939
ALA 8 162,31 37,41 (354 |55,5 80,5
KONTROL |8 (7,17 5,50 2,1 5.9 12,9
SHAM 8 (14,17 6,88 10,3 | 14,8 19,3
ALA 8 5,31 2,39 4.0 6,3 6.9
One Way Anova
200
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KONTROL SHAM SILYMARIN ALA
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Sekil 4.23. Doku TNF-a (DTNF) ve serum TNF-o (STNF) diizeylerinin
gruplara gore dagilimi (Doku: pg/mg protein, Serum: pg/ ml protein).

4.2.3. Doku ve Serum IL-6 Diizeyleri

Doku ve serum IL—6 diizeyleri kontrol grubuna gore sham, ALA ve silymarin

gruplarinda artmisti. Serum IL—6 diizeyindeki artis istatiksel olarak anlamli olmakla
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beraber doku IL—6 diizeylerinde gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu (Sekil 4.24
ve Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Doku ve serum IL—6 diizeyleri (Doku: pg/mg protein, Serum: pg/ml

protein).
N |Mean |Std. 25 Median | 75 P
KONTROL |8 [576,2 1552,8 |197,6 [309,3 |1001,6
*DOKU SHAM 8 [731,3 |503,2 |450,6 [599,7 |803,0
p>0.05
IL-6 SILYMARIN |8 [1094,1|757,7 (4423 |943,3 |1646,1
ALA 8 [1369,4(595,3 |707,2 |1486,5|1941,2
KONTROL |8 [264,6 [264,6 |554 223,6 |307,2
**SERUM SHAM 8 (6784 [315,6 |452,7 [524,8 |1057,9
p<0.001
1L-6 SILYMARIN | 8 |847,1 (4464 [519,5 |909,9 |1244,7
ALA 8 [2151,411049,1 |1011,0 [2515,7 |12996,0
* One Way Anova ** Kruskal Wallis
3500
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Sekil 4.24. Doku ve serum IL—6 diizeylerinin grafiksel olarak gosterilmesi

(Doku: pg/mg protein, Serum: pg/ml protein).



4.3. Fizyolojik Bulgular

Calismamizdan elde ettigimiz iNOS yiizde kat artig1 sonuglarinin tek yonlii
varyans analizi ile incelenmesi sonucunda ALA + MCO ile sham gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Gruplar kendi
icerisinde birbirleri ile Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirildiklarinda
ALA + MCO grubunda iNOS kat artis yiizdesinin sham grubuna gore azaldigi
(p<0.001) ve kontrol grubu degerlerine yaklastig1 goriilmektedir (Tablo 4.8 ve sekil
4.25). Sham grubuna gore silymarin + MCO grubunda ise iNOS yiizde kat artisinin

azaldig1 ancak bunun istatiksel olarak anlamli olmadigr (p>0.05) goriilmektedir

(Tablo 4.8 ve Sekil 4.25).

Tablo 4.8. Gruplara gére INOS mRNA diizeyi kat artis1 (%).

Gruplar N |[Mean |Std Dev | Median |25% 75%
Kontrol 8 10,117 10,0271 0,12 0,095 0,135
Sbam . 8 6,95 2,434 7 5,55 9 p<0.001
Silymarin |8 0,676 |0,294 0,725 0,62 0,875
ALA 8 10,246 |0,223 0,18 0,135 0,24
Kruskal Wallis
8
7,
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Sekil 4.25. Gruplara gore iNOS mRNA diizeyleri ve kat artis1 iligkisi.
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Sekil 4.26. Kontrol grubuna ait iNOS geni RT-PCR verileri.
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Sekil 4.27. Sham grubuna ait iNOS geni RT-PCR verileri.
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Sekil 4.28. Silymarin grubuna ait iNOS geni RT-PCR verileri.
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Sekil 4.29. ALA grubuna ait iNOS geni RT-PCR verileri.

Sekil 4.30. Her gruptan birer 6rnek olmak {izere sec¢ilmis RT-PCR iirlinlerinin

jel goriintiisti. Sirasiyla 1. kuyucuk marker, kontrol, silymarin, sham, ALA.
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5. TARTISMA

Mesane ¢ikim obstriiksiyonu (MCO), iiriner sistemin sik rastlanan medikal ve
cerrahi problemlerinden biridir. Benign prostat hiperplazisi'ne (BPH) sekonder
gelisen MCO, 50 yas ve lizeri erkek hasta populasyonun yaklasik %80’inde degisik
derecelerde goriilmektedir (1). BPH sik goriillen MCO nedeni olmakla birlikte diger
etiyolojik faktorler ise; karsinoma, mesane boynu fibrozisi veya sklerozisi, liretral
darlik, tretral valv ve diiz kas sfinkter dissinerjisidir (2). Normal mesane
fonksiyonlari; mesanenin otonomik innervasyonu, hiicre yapisi, metabolizmanin
integrasyonu ve dolasim sistemi ile saglanan oksijen ve besin maddelerinin yeterliligi
ile saglanir (3). Yapilan arastirmalarda mesane ¢ikiminin parsiyel obstriiksiyonun,
farkl tiirdeki hayvanlarda mesane kan akiminda azalma ve hipoksi gelisimine neden
oldugu gosterilmistir (4).

MCO’nun mesane fonksiyonlarina olan etkileri, farkli hayvan tiirleri {izerinde
calisilmistir. Bunlar arasinda; tavsan (156,157), Gine domuzu (158), rat (159,160),
kedi (161), primat (162), domuz (163) ve ayrica birtakim fetal modeller (164,165)
bulunmaktadir. Parsiyel MCO olusturma yontemleri olarak caligsmalarda; mesane
boynu cevresine siitiir koyma, iiretral yoldan kateter yerlestirdikten sonra mesane
boynunu siitlir ile baglama, jewellers ring, silastik kuff ve intraiiretral enjeksiyonlar
bulunmaktadir. Biz de ¢alismamizda, ratlarda {iretral yoldan kateter yerlestirdikten
sonra mesane boynunu firetral bileskeden cepecevre siitiirle baglayarak MCO
olusturduk.

Greenland ve arkadaslari, domuzlarda normal iseme sirasinda iskemi ve
hipoksi periyodunun devam ettigini gdzlemislerdir (166). iskemi olusturulmus
mesane fonksiyonlarindaki degisikliklerin degerlendirilmesinde, invivo ve invitro
iskeminin 6nemli derecede mesane disfonksiyonuna neden oldugunu ve her tiirlii
stimiilasyonda mesane kontraktil cevabinin azalmasina yol agtigini belirtmislerdir
(4,167,168). MCO sonucu mesane fonksiyonlarindaki bu degisimler; iseme
basincinin azalmasina, idrar akimmin (flow) azalmasina ve iseme sonrasi rezidiiel
idrarin artmasina neden olur. Mukozadaki iskemik hasar ise mukozal permeabilite
artisina, sensoryel sinirlerde aktivite artisina ve sonugta detriisor asir1 aktivitesine

(DAA) yol acar (169). Ote yandan iskemi izole bir olay degildir; gegici ve reversible
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oldugundan, arkasindan reperfiizyon gelir. Bratslavsky ve arkadaslari, ¢alismalarinda
sican mesanesinde reperfiizyonun tek basina iskeminin olusturdugu hasardan daha
fazla hasar olusturdugunu géstermislerdir (5).

[/R’ye bagli doku hasarini baslatan en &nemli faktdr, serbest oksijen
radikalleridir (SOR). Aerobik canlilar, metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik olarak
oksidatif strese maruz kalirlar. Dokularin tiikettigi oksijenin biiylik bir kismi (%95)
aerobik metabolizma i¢in kullanilirken, %5'inin SOR'e ¢evrildigi tahmin
edilmektedir. Oksijenden iiretilen en 6nemli reaktif tiirler arasinda siiperoksit anyonu
(O7"), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH~), peroksinitrit anyonu
(ONOO") vardir. Bu radikaller membran hasari, DNA yikimi, proteaz aktivasyonu,
lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla sonuglanan hiicre
Olimiine neden olmaktadirlar (14). Biz de c¢alismamizi planlarken mesanedeki
hasarin asil sorumlusu olan ve reperfiizyon asamasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerini (SOR) 6nlemek i¢in antioksidan ajanlar1 sectik.

Mesane iskemisi ve sonrasinda reperfiizyonu; idrar retansiyonu, ateroskleroz,
vazospazmlar, emboli ve tromboz gibi yasla iligkili bozukluklarda da goriilebilir
(170). Bu hastaliklar sonras1 gelisen I/R, mesane disfonksiyonuna neden olabilir
(170). Bununla beraber akut overdistansiyon veya retansiyondan sonra yapilan
dekompresyon ya da kateterizasyon sonucu goriilen mesane disfonksiyonunun, I/R’
ye bagh gelistigi bildirilmistir (7,8). MCO’ nun mesane duvart kan akiminda
(iskemi) ve oksijen basincinda (hipoksi) azalmaya yol actigi gosterilmistir (5).
Birgok c¢alismada, MCO’nun mesane kiitlesi ve duvar kalinliginda artisa neden
oldugu belirtilmistir  (9,10,11). Mesane duvar kalinligindaki artig, her iseme ve
inhibe edilemeyen kontraksiyon siiresince siklik I/R hasarinmi gelistirir. Iseme ve
inhibe edilemeyen siirekli kontraksiyonlar nedeniyle kan akimi ve doku
oksijenasyonunda azalma artarak devam eder (9). Reperfiizyon ve reoksijenasyon
olarak adlandirilan bu olayda ortaya cikan reaktif oksijen radikallerinin, hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonu yolu ile membran hasarina neden
olabilecekleri onceki g¢aligmalarda saptanmistir (6,9,12). Aynmi sekilde, membran
hasarmin siirekliligi MCO ile ilgili progresif mesane disfonksiyonunun temelini de
olusturabilir (6). Caligmamizda membran hasarin1 degerlendirmek i¢in doku ve

serumda MDA diizeylerini 6l¢tik.
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Parekh ve arkadaslari, serbest radikaller yoluyla olusan hiicre membran
diizeyindeki hasarin engellenmesinde yagda ¢oziinen ve giiglii bir antioksidan olan
vitamin E uyguladiklar tavsanlarda, dort haftalik obstriiksiyon sonucunda vitamin E
uygulanan grupta mesane kontraktilitesinin korunabildigini saptamislardir (6).
Ayrica Das ve arkadaslari, parsiyel MCO olusturulmus rat mesanesinde bir alfa
bloker olan doksazosin kullandiklari ¢aligmada, obstriiksiyona bagli kas kiitlesindeki
artis1 engellemislerdir. Doksazosinin kan akiminda yarattigi artigla, mesanede
hipertrofiyi azalttigi ve kontraktilite Ozelliklerinin korunabildigini bildirmislerdir
(171).

Giiler ve arkadaslar;, akut idrar retansiyonunda mesanede olusan I/R
hasarmin reaktif oksijen metabolitleri iizerine olan etkilerini degerlendirmek ve farkl
antioksidan ajanlarla bu gelisen hasar1 nasil Onleyebileceklerini gérmek icin
yaptiklar1 deneysel calismada, retansiyon grubunda dekompresyon sonucu mesanede
hasar olustugunu ve bu hasardan 16kositlerin de roliiniin oldugunu belirtmislerdir.
Endojen antioksidan ajanlardan hem allopurinol’ iin hem de verapamil’ in bu hasari
onlemede etkili oldugunu bildirmislerdir (172). Su ana kadar yapilan mevcut
caligsmalarda, mesane I/R hasarinda IL-6 ve TNF-a’ nin rolii hakkinda herhangi bir
veri bulamadik. Calismamizda I/R hasarinda 16kositlerden salman IL-6 ve TNF-a’
nin hasar1 6lgme ve tedavi etkinligini belirlemede bir parametre olabilecegini
diisiinerek mesane dokusu ve serumda IL-6, TNF-a diizeylerini degerlendirdik.

Saito ve arkadaslari, mesane I/R hasarinda mikrosirkiilasyondaki riiptiir
sonucu olarak siddetli eritrosit ekstravazasyonu ve lokosit infiltrasyonu gibi
histopatolojik degisikliklerin 6zellikle diiz kas ve submukozal alanda gorildigiini
fakat mukozada goriilmedigini, L-NAME tedavisiyle de I/R hasarma bagl gelisen bu
histopatolojik degisikliklerin dnlendigini bildirmislerdir (173). Tavsan mesanesinin
mukoza ve diiz kas tabakasinin anoksiye verdigi cevabin karsilagtirildigi bir bagka
calismada ise, anoksik/iskemik hasara mukozanin diiz kas hiicrelerine oranla daha
duyarl oldugunu rapor etmislerdir (174). Yenilmez ve arkadaslar1 tarafindan mesane
I/R hasarma kars1 Ginkgo biloba’nin etkisinin arastirildigs ¢alismada, mukozada
olusan histopatolojik degisiklikleri tanimlayarak Ginkgo biloba’nin I/R hasarmna
karsi koruyucu oldugunu, histopatolojik ve mesane kontraktilitesinde olumlu

etkilerin goriildiigiinii bildirmislerdir (175). Benzer olarak Toklu ve arkadaslari
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tarafindan rat mesanesinde I/R hasari sonrasi histopatolojik olarak iirotelyumda
(mukoza) iilsere alanlar, iirotelyal hiicre kaybi ve siddetli inflamatuar hiicre
infiltrasyonu oldugunu, resveratrol tedavisinin bu hasar1 diizelttigini bildirmislerdir
(176). Biz de yaptigimiz calismada tiim deney gruplari mesane kesitlerinde
histopatolojik incelemeler yaparak mesane tabakalarindaki degisimleri gosterdik.

MCO olusturulmus hayvan modellerinde ideal, essiz ve evrensel antioksidan
olan ALA’nin mesanede tip 1 ve tip 3 kollajen orani, iNOS aktivitesi, apoptozis ve
oksidatif hasardan sorumlu olan TNFa ve IL-6 gibi sitokinlere etkileri ile ilgili
caligmaya rastlayamadik. MCO’da gelisen I/R hasarin tanimlanmasi ve antioksidan
ajanlarin nasil bir etkinlik gosterecegini bulabilmek i¢in bu parametrelerin 6nemli
oldugunu diisiinmekteyiz.

Silymarin  karaciger ve safra hastaliklarina karst koruyucu olup
antikarsinojenik, antiapoptotik, antioksidan etkinlik gdsterir. Hiicre c¢ogalmasin
arttiran, norotoksin ve kardiyotoksinlere karst koruyucu, dstrojenik ve antidstrojenik
ozellikleri vardir (105,106). Bir fitodstrojen olan silymarin ve silybinin
ultraviyolenin tetikledigi oksidatif stres, inflamasyon, immiin cevap ve DNA hasar1
gibi tehlikeli etkileri baskilamaktadir. PGE2, PGF2, PGD2 (prostoglandin
metabolitlerinin) ve COX-2 (cyclooxgenase-2) ekspresyonun inhibe ettigi,
mitokondriyal apoptoz mekanizmalarini, kaspaz aktivasyonunu ve MAPK
sinyallerinin modulasyonunu sagladigi bildirilmistir (106, 118, 119).

Manna ve arkadaglarinin 1999 tarihinde hiicre kiiltiiriinde ¢esitli hiicre tipleri
kullanarak yaptig1 bir ¢alismada, silymarinin TNF-a’ nin tetikledigi MAPK’1n ve c-
Jun terminal kinazin aktivasyonunu inhibe ettigi ve TNF-a’ nin tetikledigi
sitotoksiteyi ve kaspaz aktivitesini ortadan kaldirdigi ve Bcl ve Bax oranini da
arttirdig1 belirlenmistir (177). Yoo ve arkadaslarinin 2004 tarihinde insan endoteliyal
ECV304 hiicrelerindeki yaptig1 bir aragtirmada silymarinin kaspaz, Bcl2 ailesi ve
NF-kB’ nin diizenlenmesi ve endoteliyal apoptoz indiiksiiyonu ile olusan
anjiyogenezi inhibe etmesi sonucu kanseri 6nleyici etki gosterdigi anlasilmistir (178,
179, 180). Silymarinin bir¢ok doku ve organdaki koruyucu ozelliklerine ragmen
mesanedeki etkisiyle ilgili yapilmis hi¢bir caligmaya rastlayamadik.

Biz bu c¢alismada antioksidan 6zellik gosteren ALA ve silymarin kullanarak

MCO sonucu gelisen I/R hasarmi engellemeyi, mesane fonksiyonlarmi korumayi
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amagladik. Calismamizda MCO olusturmak i¢in Tadatoshi ve arkadaslar1 ile Hanai
ve arkadaslarinm tanimladiklar1 cerrahi yontemi uyguladik (181,182). Uretral yoldan
1,2mm capinda kateter yerlestirdikten sonra iiretray1 cepecevre 4/0 ipek siitlir ile
baglayip kateteri ¢ikardik ve boylece deneysel MCO olusturduk.

MCO’ da, mesane duvar kalinlig1 ve agirliginda artis oldugu, yapilan hayvan
deneylerinde gosterilmistir (183). Mesane, obstriiksiyona erken donemde sanki yara
iyilesmesindeki gibi bir cevap vermektedir (184,185). Bu cevab1 baslatmadaki
etkenin mesanenin gerilmesi sonucu mesane duvarinda gelisen travmanin rol aldig:
diistiiniilmektedir. Bodylece birtakim inflamatuar olaylarin baslamasiyla birlikte
mesanede proliferatif siire¢ gelismektedir (185). Nielsen ve arkadaslar tarafindan
yapilan hayvan deneylerinde obstriiksiyon olusturulduktan sonra bir hafta gegmeden
mesane duvarinda kalinlagsma tespit edilmis (186). Mesane duvarindaki bu
kalinlagsma, orijinal mesane duvarinin 12 katina kadar artabilmektedir. Bu artis ne
kadar fazla olursa, mesane kompliansi o kadar azalmakta, bu da mesanenin idrar
bosaltma kabiliyetinde azalmaya yol agmaktadir (187). Bu artis, mesane diiz kasinda
hipertrofiye ve destek dokusunda kollajen ile elastin birikmesine baglidir (188).
MCO olan insanlarda da aym degisikliklerin oldugu histopatolojik olarak
gosterilmistir (189,190). Proliferasyon devam ettigi siirece ilk ii¢ giin icinde mesane
agirligr yaklagik 2-3 misli artmakta ve duvar kalinliginda artis gézlenmektedir.
Kompanzasyon déneminde, obstriiksiyonu izleyen birinci haftadan itibaren mesane
agirhigindaki artis hizi azalmaktadir (191). Dekompanzasyon déneminde, mesane
agirhginda yine hizli bir artis olmakta ve bu donemde kollajen sentezinin de
hizlandig1 goze ¢arpmaktadir (192).

Yapmis oldugumuz ¢alismada, dort haftalik MCO sonrasinda kontrol grubuna
gore sham grubunda makroskobik olarak mesane hacminde artis oldugunu
gozlemledik. Hassas terazi ile mesane agirliklarini 6l¢tiigiimiizde ise kontrol grubuna
gore sham grubunda yaklasik 6 kat agirlik artis1 mevcuttu. Gruplar istatiksel olarak
karsilastirildigi zaman kontrol grubuna gére sham grubunda mesane agirligi artisinda
ileri derecede fark (p<0,001) oldugu goriildii. Alfa lipoik asid (ALA) ve silymarini
tedavi olarak verdigimiz gruplarda ise mesane agirligi sham grubuna gore ileri
diizeyde anlamli (p<0,001) olarak azalmigti. ALA tedavisi verdigimiz grupta mesane

agirligi, kontrol grubundaki mesane agirligina oldukga yakindi.
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Juan ve arkadaglar1 2008 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada, tavsanlarda 4 ve
7 haftalik MCO sonrasinda mesane agirliginin artmis oldugunu, alfa lipoik asid ve
koenzim Q10 tedavisi verilen gruplarda ise mesane agirligimin 7 haftalik
obstriiksiyon grubuna gore anlamli olarak azaldigin1 bulmuslardir (193). Alfa lipoik
asid ve koenzim Q10 ile yapilan bu ¢alisma ile MCO’da mesane agirliginin
korunmasi yoniinden bizim c¢aligmamizla benzer sonuglar bulmusglardir. MCO’da
siklik I/R hasarma bagl gelisen mesane disfonksiyonu ve klinikte alt iiriner sistem
semptomlar1 (AUSS) gelismekte olup AUSS azaltmak igin PDE-5 inhibitérleri de
kullanilabilmektedir. Matsumoto ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada
ratlarda 4 haftalik obstriiksiyon sonrasinda PDE-5 inhibit6rii olan vardenafil tedavisi
verdikleri grupta mesane agirliginin kontrol grubuna gore artmis oldugunu ancak
mesane kasilabilirlik fonksiyonlarinin korundugunu gézlemislerdir (194). PDE-5
inhibitorii olan vardenafilin sadece mesane kan akimini iskemik fazda arttirdigini
ancak reperfiizyon fazinda serbest radikallere karsi koruyucu antioksidan 6zelligi
olmamasi nedeniyle mesane kas hipertrofisini ve kollajen birikimini engellemedigini,
dolayisiyla mesanenin dekompanzasyon evresine gidisi engellemeyebilecegini
diisiinmekteyiz.

llging olarak, baz1 antioksidanlarla yapilmis olan calismalarda ise MCO’da
mesane agirhigindaki artisi onlemedigini gormekteyiz. Levin ve arkadaslarinin
antioksidan ajan olan tadenon ile yapmis olduklari ¢alismada, MCO yapilmis gruba
gore mesane agirhigindaki artisi (hipertrofi/hiperplaziyi) engellemedigini ancak
mesane kasilabilirliginin korunabildigini bulmuslardir (195). Biz; uzun dénemde
mesane duvar kalmlhigindaki artigmn, siklik I/R hasarm devam ettirmesi nedeniyle
mesane kasilma fonksiyonlarinda da bozulmaya neden olabilecegini diisiinmekteyiz.
Dolayisiyla mesanedeki etkisi daha belirgin olan antioksidanlarin seg¢ilmesi
gerektigine inanmaktayiz.

Mitesh ve arkadaslarinin antioksidan olan E vitamini ile Juan ve
arkadaglarinin 2009 yilinda antioksidan olan antrodia camphorata ile yapmis
olduklar1 calismada, E vitamininin istatiksel olarak anlamli diizeyde olmamakla
beraber mesane agirligindaki artist 6nledigi, antrodia camphorata’nin ise anlamli
diizeyde mesane agirligindaki artis1 Onledigi gosterilmistir (196,197).  Yapilan

caligmalarda, kullanilan birtakim tedavi ajanlarinin sadece mesane kasilabilirlik
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fonksiyonlarimi1 korudugunu ancak mesane duvar kalinligr ve agirligindaki artisi
engellemedigini gormekteyiz. Giincel bilgilerimize gore mesane dekompanzasyon
evresi oncesinde siirda da olsa kasilma fonksiyonlarini devam ettirdigini ancak
mesane duvar kalinligindaki artisin I/R hasariin devam etmesine neden oldugu i¢in
mesanenin dekompanzasyon evresine gidisi Onlemeyecegini diistinmekteyiz. ALA ve
silymarinin, diger bazi antioksidan ajanlara gére MCO’da I/R hasarina bagl gelisen
mesane duvar kalmh@ ve agirlik artisini korumada daha {istiin  olduklarimi
gormekteyiz.

Uzun siire iskemik kalan dokuda ATP yapimi durmakta ve sonrasinda
saglanan reperfiizyon ile siliperoksit radikali meydana gelmektedir. Olusan bu
siiperoksit radikali diger oksijen radikallerinin de olusumuna sebep olmaktadir.
Boylece olusan ROM (reaktif oksijen metabolitleri) hiicre zarinda lipid
peroksidasyonuna neden olarak doku hasarina yol agmaktadir (198-200). ROM ¢ok
kisa omiirlii olduklar1 i¢in direkt yontemlerle 6l¢iimleri zor olmaktadir. Bu nedenle
indirekt yontemler tercih edilmekte, bu amagla da genellikle lipid peroksidasyon
irini olan MDA (malonildialdehid) bakilmaktadir (201). Bizim yaptigimiz
calismada mesanede olusturulan iskemi reperfiizyon hasarinda ROM’ un etkisini
belirlemek i¢in doku MDA diizeylerine bakilmistir. Matsumato ve arkadaslari, akut
idrar retansiyonu sonras1 meydana gelen I/R sonrasi olusan mesane disfonksiyonunda
lipid peroksidasyonunun oOnemli rol oynadigin1 gostermislerdir. Burada olusan
mesane disfonksiyonu ve lipid peroksidasyonunu, bir antioksidan olan edaravone
verilmesiyle Onlenebilecegini  belirtmislerdir. Edaravone gibi serbest radikal
temizleyicilerin ve diger noron koruyucu ilaglarin akut ve kronik retansiyonlu
hastalarda meydana gelen hasarin onarilmasinda etkili  olabileceklerini
gostermislerdir (202). Tas ve arkadaslari, spinal kord hasari olusturulmus ratlarda
ALA ve metilprednidozolon kullanmiglardir. ALA’nin spinal kord hasarinda lipid
peroksidasyonuna karsi metilprednidozolona kiyasla daha etkili ve koruyucu
oldugunu bulmuslardir (203).

Saito ve arkadaslari ratlarda akut iiriner retansiyon sonrasi gelisen I/R
hasarinda lipid peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in MDA diizeyini oOl¢tiikleri
caligmalarinda, reperfiizyon sonrasi grupta MDA diizeyinin artmig oldugunu ve

reperfiizyonla beraber serbest radikallerin agiga c¢ikarak mesane disfonksiyonuna
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neden oldugunu gostermislerdir (204). Shimizu ve arkadaglarinin yapmis olduklar
calismada ise rat mesanesinde serbest radikal koruyucusu olan edaravone’ un akut
iiriner retansiyon sonrasi lipid peroksidasyonunu ve oksidatif DNA hasarina karsi
koruyucu etkisini incelemislerdir. Edaravone’ un mesanede oksidatif hasara karsi
koruyucu oldugunu ve MDA diizeyini azalthgm bulmuslar (205). Ustiiner ve
arkadaglar1 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada, diabetik rat mesanesinde
oksidatif strese karst antioksidan olan vitamin E’ nin koruyuculugunu
degerlendirmislerdir. Diabetik grupta MDA diizeyinin anlamhi olarak yiiksek
oldugunu ve E vitamini verilen grupta ise MDA diizeyinin kontrol grubuna yakin
diizeyde azaldigim gostermislerdir. E vitaminin diabetik sistopatiye karsi koruyucu
olabilecegini belirtmislerdir (206). Motawi ve arkadaglari, rat myokardiumu, testis ve
mesanesinde cylophoshamide ile olusturduklar1 oksidatif hasar1 engellemek icin
lipoik asid ve squalene kullanmiglardir. Calismalarinda doku MDA diizeyinin lipoik
asid kullanilan grupta anlamli olarak azaldigini ve lipoik asidin oksidatif hasara kars1
koruyucu oldugunu bulmuslardir (207).

Yapmis oldugumuz calismada doku ve serum MDA diizeyi sham grubunda,
kontrol grubuna gore istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik (p<0,001)
gostererek artmisti. ALA ve silymarin gruplarinda ise sham grubuna gére doku ve
serum MDA diizeyi ileri diizeyde anlamli (p<0,001) olarak azalmisti. ALA ve
silymarin MCO’da I/R’ye bagl gelisen lipid peroksidasyonu ve dolayisiyla hiicre
hasarini 6nledigini tespit ettik.

Yapilan deneysel c¢alismalarda, obstriikksiyona maruz kalan mesanede
ekstraselliiler matriks yapisinda bazi degisikliklerin olustugu gdézlenmistir. Gerilime
cevap olarak, matrikste tipl/ tip 3 kollajen oraninda tip 3 lehine bir artis olur.
Kollajendeki bu degisim iiretimdeki artistan ¢ok metalloproteinaz doku inhibitorleri
ile iligkili olup, kollajenin ¢esitli formlarmin yikim ile ilgilidir. Boylece daha az
yikimla, kollajenin sabit iiretiminin siirmesi sonucu tip 3 kollajende tip 1 kollajene
gore mutlak ve goreceli bir artis olur. Bunun sonucunda mesane duvarinda; mukoza,
submukoza, detriisér ve serozayir kapsayan proliferasyon goriilmekte ve mesane
duvarinda komplians azalmaktadir. Tiim bu degisiklikler mesane duvarinin doluma
karsi cevabma (komplians) ve mesanenin etkin kontraksiyonuna agikca etki

etmektedir (208-210).
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Kollajen, mesanede ekstraselliiler matrixin ana bilesenidir. Kondo ve Sussset
mesanedeki kollajenin, mesane duvarmin pasif oOzelligini destekledigini One
sirmektedir (211). Mesanedeki degisik tipteki kollajen varligi ve karakterleri
tanimlanmistir (212). Tip 1 ve tip 3 kollajen alt {iriner traktin biyolojik fonksiyonunu
belirgin olarak etkileyen belirgin kollajen tipleri olarak goriilmektedir. Tip 1 kollajen
doku gerginligini saglarken, tip 3 kollajen ise ana stromal matrixin gergin fibrilleri
ile iligkilendirilmistir (213). Mesane duvar kollajeninin ¢ogu kas lifleri disinda bag
dokusunda bulunur. Bu nedenle mesane duvarinda, kas ve kas olmayan doku oranlari
arasindaki degisiklik, kollajen konsantrasyonunu etkilemektedir. Bircok farkli
kollajen tipi belirlenmistir. Mesanede en sik tip 1,3 ve 4 goriilmektedir (214). Landau
ve arkadaslari, iki ana tipini (tip 1 ve 3) dlgebilecek morfometrik ve histokimyasal
teknik gelistirdiler. Bu metodlar mesane ultrasiitriiktiiriiniin {ic parametresi hakkinda
fikir verir: 1- bag dokusu hacminin yiizdesi, 2- bag dokusunun diiz kasa orani, 3- tip
3 kollajenin tip 1’e orani. Bu parametrelerin, patolojik mesaneleri normallerle
kiyaslandiginda anormal yiiksek oldugu gdsterilmistir (215). Mesane fonksiyonlarini
degerlendirirken diiz kas ve tip 1-3 kollajen oranina mutlaka bakilmasi gerektigine
inanmaktay1z. Farelerde infravezikal obstriiksiyon ya da mesanenin denervasyonu
mesane diiz kasinda hipertrofiye, bunun karsiliginda da kollajen konsantrasyonunda
artmaya yol agar (216). Yaslanma ile hem erkekte hem de kadinda diiz kasin bag
dokusuna oranmi diiger (217,218). Bu, yaslanma ile birlikte submukozal kollajen
depolanmasinda artmaya bagli olabilir. Antioksidan tedavi ile diiz kas kollajen
oranini koruyabilirsek, mesane yaslanmasimin Oniline gecerek ileriki yillarda
gelisebilecek iseme sorunlarini da engelleyebiliriz.

Juan ve arkadaslari, tavsanda MCO olusturarak lipoik asid ve koenzim
Q10’un koruyucu etkisini incelemislerdir. Calismalarinda 4 ve 7 haftalik mesane
cikim obstriiksiyonu olusturduklart gruplarda diiz kasin ileri derecede hipertrofiye
olarak diiz kas/kollajen oranin arttigmni gostermisler. Lipoik asid, koenzim Q10
uyguladiklar1 grupta ise diiz kas kollajen oraninin distiigiinii bulmuslardir. Bu
caligsmalariyla antioksidan olan lipoik asid ve koenzim Q10’un parsiyel ¢ikim
tikanikliginda mesane disfonksiyonuna karst koruyucu oldugunu gostermislerdir
(195). Bu calismada, diiz kas fonksiyonlarini bozan esas patolojinin diiz kas

hipertrofisi mi yoksa kollajen oranindaki degisim mi oldugu net olarak ortaya
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konulmamistir. Vincenzo ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada; benign prostat
hiperplazisine bagli olarak MCO olan hastalarda mesane saat 9 ve 3 hizasinda
yapilan tam kat biopsiler sonucunda, obstriiktif grupta detriisér kollajen oran1 %48
kollajen lehine artig gosterirken, non-obstriiktif kontrol grubunda ise %17 kollajen
lehine artig bulunmustur (219). Diiz kas lifleri arasindaki kollajen artis1 diiz kas
oranini azaltmakta olup dolayisiyla mesane kasilma fonksiyonlarini bozmaktadir.
Bizce, hangi tip kollajen artisinin daha belirgin oldugu incelenseydi obstriiksiyona
bagli mesane disfonksiyonu gelisimindeki patoloji daha iyi anlasilabilirdi.

Bizim yaptigimiz c¢alismada ise dort hafta siire ile mesane c¢ikim
obstriiksiyonu olusturulan sham grubunda, mesane duvar kalinlig1 kontrol grubuna
gore artmis olarak goriildii. Diiz kas demetlerinin arasinda ve tiim katlarda bag
dokusu artis1 dikkat c¢ekiciydi. Buna karsin diiz kas miktarinin azaldigi belirlendi.
Yapmis oldugumuz literatlir taramasinda da obstriiksiyon olusturulan gruplarda
mesanede benzer degisikliklerin meydana geldigini gérmistik. MCO + silymarin
grubunda, sham grubuyla benzer bulgular oldugu goriildii. Kollajen lifler, diiz kas
demetleri arasinda yogun olarak gozlendi. MCO + ALA grubunda ise kontrol
grubuyla benzer olarak, kollajen ve diiz kas demetleri arasindaki oranin kismen esit
oldugu belirlendi. Kontrol grubunda tip 1 kollajen boyanmasi genel olarak lamina
propriyada gozlendi. Sham grubunda ise tip 1 kollajen boyanmasini, mesanenin tiim
tabakalarinda 6zellikle diiz kas demetleri arasinda goriildii. Kontrol grubunda tip 3
kollajen boyanmasi genel olarak lamina propriyada gozlendi. Tip 3 kollajenin sham
grubunda, kontrol grubuna gore oldukca kuvvetli boyandig1 gozlendi. Ayrica sham
grubunda tip 3 kollajenin, tip 1 kollajene gore daha kuvvetli boyandigi gozlendi.
MCO + silymarin grubunda sham grubuyla benzer sekilde tip 3 kollajen dagilimi
goriildi. MCO + ALA grubunda ise sham grubuna goére daha az tip 1 ve tip 3
kollajen boyanmasi belirlendi. Ozellikle tip 3 kollajen boyanmasinin belirgin olarak
azaldig1 gozlendi.

Calismamizda kontrol grubunda diiz kas oranmi ortalama % 45 iken MCO
sonrast sham grubunda ortalama %27 olup diiz kas orani azalmistir (p<0,001).
Azalan diiz kasin yerine kollajen birikmis olup kontrol grubunda ortalama kollajen
orant % 18 iken sham grubunda %38’dir (p<<0,001). ALA ve silymarin gruplarinda

diiz kas yiizdesinin korundugu, kollajen artisinin azaldig1 ve bunun istatiksel olarak
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ileri diizeyde anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Artan kollajen tipini
inceledigimizde sham grubunda kontrol grubuna gore tip 1 ve 3 kollajen oranlarinin
artt1g1 ancak tip 3 kollajendeki artisin istatiksel olarak onemli diizeyde oldugu
(p<0.05) goriilmektedir. ALA ve silymarinin, tip 1 kollajen oranini azalttig1 ancak
istatiksel diizeyde anlamli olmadig1 (p>0.05), ALA’ nin tip 3 kollajen oranini énemli
diizeyde azalttig1 (p<0.05) goriilmektedir.

Yaptigimiz literatiir caligmalarinda; 6zellikle tip 3 kollajen miktarindaki artis
ve diiz kas lifleri arasinda artmis kollajen orani mesane disfonksiyonun temel
nedenidir. Ayn1 zamanda yaslanan mesanede de I/R hasarina bagl olarak benzer
degisimler gelismektedir. Yaptigimiz bu deneysel ¢aligmada literatiir sonuglarina
benzer olarak mesane diiz kas oraninin korundugunu, kollajen artisinin azaldigini
dolayisiyla diiz kas kollajen oranin korundugunu bulduk. MCO’ da kollajen
tiplerinden asil artisin tip 3 kollajende oldugu ve tip 1 kollajende artisin anlamhi
olmadigint gormekteyiz. Dolayisiyla mesane fonksiyonlarindaki bozulmanin asil
nedeninin diiz kas oranindaki azalmanin yani sira tip 3 kollajen oranindaki artistan
kaynaklandigin1 ve tip 1 kollajenin etkisinin olmadigini soyleyebiliriz. MCO’ ya
bagl gelisen I/R hasarinda antioksidanlarin oksidatif hasar1 6nlemesiyle mesane diiz
kas yapisinin korundugunu gordiik. Boylece mesane kompliansi ve kasilabilirlik
fonksiyonlarimin devaminin saglanabilecegini diisiindiik. Calismamizda ALA’nin
silymarine gore diiz kas/ kollajen oraninin korundugunu ve mesane fonksiyonlarimin
devaminda daha etkin oldugunu ve ALA’nin antioksidan 6zellikleri bakimindan
silymarine gore daha gii¢lii oldugunu goérmekteyiz. Silymarin ile ilgili yapilmis
mesane ¢alismast olmamasi nedeniyle silymarinin farkli dozlardaki etkinligi
hakkinda bilgi sahibi degiliz. Silymarinin MCO’da daha yiiksek dozlarda kullanimi
ile ilgili yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Sitokinler, polipeptid yapida olup inflamasyonda en 6nemlileri interlokinler
(IL) ve tiimor nekroz faktdr-alfadir (TNF-a). Ozellikle IL-6 ve TNF-a birgok ortak
biyolojik 6zellikleri paylasir. Her ikisi de aktive monosit, makrofajlar, lenfosit ve
diger hiicre tipleri tarafindan olusturulur ve pro-inflamatuar sitokinler olarak
adlandirilirlar. Notrofil ve endotel hiicre etkilesimleri /R’ ye bagli mikrovaskiiler
hasarin 6nkosuludur. Iskemi sonrasi gelisen reperfiizyon evresinde yapimi artan

SOR, TNF-a, IL-6 ve PAF gibi inflamatuar mediatorlerin notrofil aracili doku hasari
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gelisiminde 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. PNL’ler sitokinler tarafindan
aktive edildiginde yiiksek konsantrasyonda nitrik oksit ve siiperoksit tiretebilirler; bu
da hiicre hasarina neden olur (220). Ayrica nétrofillerin inflamatuar bagirsak
hastalig1, romatoid artrit, kanser ve reperfiizyon hasarinda, hasardan sorumlu major
ajanlar oldugu diisiiniilmektedir.

Sehirli ve arkadaslari, ratlarda ALA’nin bobrek I/R hasarina karsi
koruyuculugunu  arastirirken IL-1, 1IL-6, TNF-o ve MDA diizeyini
degerlendirmislerdir. Pro-inflamatuar mediatérler olan IL-1, IL-6, TNF-o’nin
reperfiizyon asamasinda arttigin1 ve ALA tedavisi sonrasinda ise bu mediatorlerin
azaldigin1 gostermislerdir. Dolayisiyla organ hasarindan sorumlu olan pro-
inflamatuar mediatorler ve oksidatif hasarin Onciisii olan MDA’ nin azalmasi
ALA’nin I/R hasarina karst koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir (221).
Silymarinin belirgin anti-inflamatuar etkinligi en belirgin olarak karaciger dokusunda
tanimlanmistir. Gegmiste yapilan c¢alismalarda, silymarinin etkinligini; nétrofil
migrasyonun inhibisyonu, kupffer hiicrelerinin inhibisyonu, belirgin olarak I6kotrien
inhibisyonu ve prostoglandin sentezini inhibe ederek gostermektedir (222-224).

Bobrek (221), ince bagirsak (225), mide (226), karaciger (227) gibi bir¢ok
organda TNF-o I/R hasarmin bir gostergesi olarak ¢aligilmis. Ancak mesanenin I/R
hasarinda TNF-a ve IL-6 ile ilgili bir ¢calisma bulamadik. Caligmamizda mesanede
I/R hasarinin gostergelerinden biri olarak TNF-a ve IL-6 seviyelerini degerlendirdik.
Kontrol grubuna gore sham grubunda obstrilksiyona bagli gelisen I/R hasar
sonucunda mesane dokusunda ve serumda TNF-a, IL-6 seviyeleri artmistt. MCO +
ALA ve MCO + silymarin gruplarinda doku TNF-a seviyesinin istatiksel olarak
anlaml diizeyde (p<0.01) sham grubuna oranla azaldigini, kontrol grubu seviyelerin
altinda oldugunu gordiik. Serum TNF-a diizeyi ise MCO + ALA ve MCO +
silymarin gruplarinda sham grubuna goére Onemli diizeyde azaldig1 (p<0.05)
goriilmiistiir.  Literatiirlerdeki  farkli organlarda yapilan I/R  caligmalarinin
sonuglariyla bizim sonuglarimiz uyumluydu. IL-6 seviyesi ise kontrol grubuna gore
sham grubunda anlamli diizeyde yiikselmisti, ancak tedavi gruplarinda diisme
olmadig1 ve hatta sham grubuna gore IL-6 seviyesi daha da artmisti. TNF-o, mesane

I/R hasarinda karaciger, bobrek ve bagirsakta oldugu gibi belirte¢ olarak
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kullanilabilir. Antioksidanlarin, pro-inflamatuar mediatorlerin salinimini azaltarak
mesaneyi koruyabilecegini bu ¢calismayla gostermekteyiz.

Programli hiicre oOliimii anlamimna gelen “apoptozis”, hem hiicresel
homeostazisin devamliligi hem de hiicre ¢cogalmasi ve farklilagmasinda ¢ok onemli
olan hiicre eliminasyonu ig¢in gerekli fizyolojik bir islemdir. Apoptotik siireci
baglatan, indiikleyen ve baskilayan bir¢ok faktor tanimlanmistir. Apoptozis ile
organizmada hasar gérmiis veya tehlike potansiyeli olan hiicreler, ¢evreye zarar
vermeksizin ortadan kaldirilir. SOR’ un orta diizeyleri bir¢cok farkli hiicrede
apoptozise neden olur. Mesane I/R hasarina bagli gelisen patolojik progesde
apoptozisin aktif hiicre hasart ve Sliimiinde 6nemli roliiniin oldugu c¢alismalarla
ortaya konmustur (228).

Apopitoz ve mesane kontraktilitesinin incelendigi giincel bir calismada,
Aikawa ve arkadaglar tavsanlara ooferektomi ve Ostrodiol tedavisi uygulayarak
mesane kontraktilitesini ve apoptozis olusumunu arastirmiglardir. Bu ¢alismada,
arastirmacilar, ooferektomize tavsanlarda oOstrodiol uygulamasi ile apopitozun
engellendigini, bunun sonucunda da kontraktilitenin agonistlerle daha etkili olarak
olustugunu ya da korundugunu bildirmislerdir (229).

Saito ve arkadaslarinin rat mesanesinde I/R tarafindan baslatilan apoptozis
tizerine bir nitrik oksit sentaz inhibitorii olan N(G)-nitro-L-arginine methylester (L-
NAME)’nin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada tedavi uygulanan grupta histopatolojik
goriinlimde diizelme ve apoptotik hiicre sayisinda azalma oldugunu bildirilmistir
(228). Yenilmez ve arkadaslarinin Ginkgo Biloba’nin rat mesanesinde I/R hasarina
kars1 koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismada da kontrol grubuna gore I/R grubunda
apoptotik hiicrelerin anlamli derecede arttigimi1 bildirmislerdir. Tedavi grubunda ise
apoptotik hiicre sayilarinin azaldigin1 ve Ginkgo Biloba’nin ani-apoptotik etkinlikte
oldugunu belirtmislerdir (175). Juan ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptiklar
calismada, tavsanlarda MCO ile I/R hasar1 olusturarak antrodia camphorata adl
antioksidan ajanin  koruyucu etkilerini incelemiglerdir. Calismada, mesane
fonksiyonlarinin korundugunu ve apoptozisin kontrol ve I/R gruplarina gére tedavi
verilen grupta daha diisiik oldugunu gostermislerdir (199). 2010 yilinda Emmez ve
arkadaslari, tavsanlarda spinal kord I/R hasari olusturduklar1 ¢alismada ALA’nin

anti-apoptotik etkisini incelemislerdir. Apoptozisin gostergesi olarak caspase-3
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diizeyini immiinohistokimyasal olarak gdstermislerdir. Calismalarinda ALA
tedavisinin spinal kord I/R hasarinda apoptozis iizerine etkisinin olmadigin
sOylemislerdir (230).

Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada ise ALA’nin mesanede anti-apoptotik
etkisinin oldugu ancak silymarinin ayn etkiyi géstermedigini tespit ettik. Ustiiner ve
arkadaslar1 2010 yilinda diabetik ratlarinin mesanesinde antioksidan olan vitamin-E’
nin apoptozis Uzerindeki koruyucu etkisini arastirmiglar. TUNEL yoOntemiyle
apoptozisin degerlendirildigi ¢aligmada vitamin-E’nin anti-apoptotik etkisinin
oldugunu gostermislerdir (206). Bizim yapmis oldugumuz ¢aligmada sham grubunda,
kontrol grubuna gére TUNEL(+) hiicrelerin arttig1 ve bu artisin istatiksel olarak ileri
diizeyde anlamli (p<0.001) oldugu gorilmiistir. ALA ve Silymarin kullanilan
gruplarda TUNEL(+) hiicrelerin azaldigi ancak silymarin grubunda bu azalmanin
istatiksel olarak anlamli olmadigr goriilmiistir. ALA grubunda TUNEL(+)
hiicrelerdeki azalmanin istatiksel olarak ileri derecede anlamli (p<0.001) oldugu ve
ALA’nin antiapoptotik 6zelliginin oldugunu gosterdik.

iINOS (indiiklenebilir Nitrik Oksid Sentaz) biiyiik oranda enflamatuar proges
nedeniyle meydana gelir ancak son zamanlarda elde edilen veriler, iskemik hasarda
da iNOS’un rolii olabilecegi yoniindedir (231). Obstriiksiyona sekonder mesane
disfonksiyonu patogenezinde iskemi primer etiyolojik nedenlerden birisi oldugundan
mesanedeki iINOS seviyesi obstriilksiyondan hemen sonra degisebilir (232). Son
zamanlarda hipoksiye akut cevapta iNOS’un retina, beyin ve kardiyak modellerinde
iskemi sonrasi doku disfonksiyonu gelisiminde roliiniin oldugu gosterilmistir (231,
233,234).

Deneysel olarak I/R sonucu olusan bobrek hasarinda, serbest oksijen
radikallerinin hiicrede direkt hasara yol actig1 ve bu hasarin siddetine gore hiicre ya
apoptoza ya da nekroz ile Oliime gittigi gosterilmistir (235). Vinas ve arkadaslar
bobrek I/R hasarindan sonra apoptoz (+) hiicre sayisinda artis oldugunu gostermistir.
Bunlarm yamisira I/R hasarinda iNOS geninin de olaya karistign bilinmektedir.
Bobreklerde, I/R hasari olusturularak immiinohistolojik caligmalar yapilmis ve
sonugta apoptotik hiicrelere ilaveten iNOS mRNA diizeyinin de arttig1 gosterilmistir
(235). Ancak Mark ve arkadaslar ise yaptiklari ¢alismalarda iskemik ve iskemik

olmayan bobrek dokusunda iNOS gen ifadesinin benzer oldugunu ancak bdlgesel
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birtakim farkliliklar olusturabildigini belirtmislerdir (236). Dolayisiyla I/R ile
olusturulan bobrek hasarinda apoptotik hiicre sayisi artmakla birlikte iNOS gen
ifadesi diizeyinde ¢eliskili bilgiler vardir. NO’ nun gesitli dokularda I/R hasar
siiresince hiicreleri hasardan koruyucu etkisinin oldugu gdsterilmistir (237). Aym
zamanda NO’ya bagl olarak siiperoksit ve peroksinitritin doku ve hiicreler lizerine
ciddi zararli etkisi oldugu da bildirilmistir (238,239). Boylece NO igin ¢eliskili
olmakla birlikte, hiicre ve dokularda hem koruyucu hem de zararl etkisinin oldugu
anlagilmistir. NO’ nun bobrek hasari siirecindeki rolii halen tartigmalidir. Yapilan
caligmalarda NO’ nun bu siiregte hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik etkileri
gosterilmistir (240). Bu yiizden patolojik siirecte NO toksik veya koruyucu bir rol
ustlenebilmektedir.

Bae ve arkadaslarinin 2008 yilinda bobrek iskemi reperfiizyon hasarinda
ALA’ nin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda ALA tedavisi verilen grupta kontrol
ve I/R grubuna goére iNOS’u azaltigi ve bobrekte koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmistir (241). Mesanede yapilan ¢aligmalarda ise iNOS’un inhibe edilmesinin
mesane disfonksiyonunu Onlemede etkili oldugu belirtilmistir. Conners ve
arkadaslar1, parsiyel MCO’ya sekonder gelisen I/R hasarinda, NO’nun rolii ve L-
NAME tedavisiyle bu hasarin ne kadarimi onleyebileceklerini gérmek i¢in tavsanlar
lizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda I/R sonrast NO seviyesinin arttigimi gérmiislerdir.
L-NAME verilen grupta ise NO seviyesinin azaldigini bildirmislerdir. Boylece L-
NAME tedavisinin serbest radikallerin salinimini azaltarak mesaneyi NO salinimina
bagli hasardan korudugunu ileri stirmiiglerdir (242). Lemack ve arkadaslar1 farelerde
MCO siiresince iNOS’un indiiklendigini  belirtmislerdir (243). Felsen ve
arkadaglarinin yapmis olduklari1 ¢calismada, iNOS gen eksikligi olan ratlarda ve iNOS
inhibit6rii olan aminoguanidine tedavisi verilen ratlarda MCO olusturduktan sonra
mesane fonksiyonlarini incelemislerdir. iNOS’un inhibe edildigi gruplarda mesane
fonksiyonlariin korundugunu sistometrik ve histopatolojik olarak gostermislerdir
(244). Bizim yaptigimiz ¢alismada, MCO olusturulan sham grubunda iNOS' un
kontrol grubuna gore ileri diizeyde anlamli (p<0.001) olarak kat yilizdesinin arttig
goriilmektedir. Literatiir verilerine paralel olarak farkli dokulardaki I/R sonrasinda
iNOS diizeyindeki artisin bizim c¢alismamizdaki MCO’ya bagh siklik I/R’de de
arttigim1 gérmekteyiz. Yayinlarda iNOS’la ilgili celigkili bilgiler olmakla birlikte
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bizim yapmis oldugumuz calismanin tim parametrelerini degerlendirdigimiz zaman
iINOS artisinin mesane hasariyla ilgisi oldugunu goérmekteyiz. ALA + MCO
grubunda sham grubuna gore iINOS diizeyindeki kat artisini ALA’nin istatiksel
olarak ileri diizeyde anlamli (p<0.001) olarak oOnledigini tespit ettik. NO’ya bagh
olarak siiperoksit ve peroksinitritin MCO’da doku ve hiicreler iizerinde ciddi zararl
etkisi oldugu ve ALA kullanimi ile bu zararli etkileri Onleyebilecegimizi

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonuclar:

1. Dort hafta siire ile mesane ¢ikim obstriiksiyonu (MCO) olusturulan grupta, mesane
duvar kalinlig1 kontrol grubuna gore artmis olarak goriildii. Diiz kas demetlerinin
arasinda ve tim katlarda bag dokusu artis1 dikkat ¢ekiciydi. Buna karsin diiz kas
miktarinin azalmis oldugu belirlendi. MCO + Silymarin grubunda, sham grubuyla
benzer bulgular oldugu goriildii. Kollajen lifler, diiz kas demetleri arasinda yogun
olarak gbzlendi. MCO + ALA grubunda ise kontrol grubuyla benzer olarak, kollajen
ve diiz kas demetleri arasindaki oranin kismen esit oldugu belirlendi. ALA mesane
diiz kas oranin1 korumakta olup silymarinin ise ayn1 derecede etkinlik géstermedigini
gormekteyiz.

2. Sham grubunda tip 3 kollajen, tip 1 kollajene gore de daha kuvvetli boyandigi
gozlendi. MCO + silymarin uygulanan grupta sham grubuyla benzer sekilde tip 3
kollajen dagilimi goriildii. Silymarinin tip 3 kollajende ki artis1 engellemede yeterli
etkisinin olmadig1 goriildii. MCO + ALA grubunda ise sham grubuna gore daha az
tip 1 ve tip 3 kollajen boyanmasi belirlendi. Ozellikle tip 3 kollajen boyanmasimnin
belirgin olarak azaldigir gozlendi. ALA MCO’da tip 3 kollajen artisin1 onleyerek
mesanenin dekompanzasyon evresine gidigini Onleyebilir.

3. Sham grubunda, kontrol grubuna gére mesane agirligindaki artigin ileri diizeyde
onemli farklhilik (p<0,001) gosterdigi ve mesane agirliginin ortalama 6 kat arttig
goriildii. ALA ve Silymarin gruplarinda mesane agirliklarinin korundugu ve sham
grubuna gore bu farkin ileri diizeyde anlamli oldugu goriilmekte (p<0,001). ALA ve
silymarin mesane duvar kalinligi ve agmhigmi azaltarak siklik I/R hasarim
onleyebilir.

4. Kontrol grubunda diiz kas oran1 ortalama % 45 iken MCO sonras1 sham grubunda
ortalama %27 olup diiz kas orani azalmistir. Azalan diiz kasin yerine kollajen
birikmis olup kontrol grubunda ortalama kollajen oram1 % 18 iken sham grubunda
ortalama % 38’dir. ALA ve silymarin gruplarinda diiz kas yilizdesinin korundugu,
kollajen artisinin azaldigi ve bunun istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli oldugu

gorlilmiistiir (p<0,001). ALA diiz kas/ kollajen oranin1 koruyarak mesane kasilma
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fonksiyonlariin devamini saglamakla birlikte yaslanan mesanelerde zaman iginde
gelisebilecek mesane disfonksiyonlarini 6nleyebilir.

5. Sham grubunda kontrol grubuna gore tip 1 ve 3 kollajen oranlarinin arttig1 ancak
tip 3 kollajendeki artisin istatiksel olarak oOnemli diizeyde oldugu (p<0.05)
goriilmektedir. ALA ve silymarinin tip 1 kollajen oranini azaltti§i ancak istatiksel
diizeyde anlamli olmadig1 (p>0.05), ALA’ nin tip 3 kollajen oranindaki artig1 dnemli
diizeyde oOnledigi (p<0.05) goriilmektedir. Literatiirlerde mesane disfonksiyonun
onemli bileseni olan tip 3 kollajen artist ALA tedavisi ile onlenebilir. Dolayisiyla
mesane fonksiyonlarinin devami saglanabilir.

6. MCO + Silymarin grubunda sham grubuna benzer yerlerde ve sekilde ¢ok sayida
TUNEL (+) hiicreler goriildi. MCO + ALA grubunda ise kontrol grubuna benzer
sekilde az sayida TUNEL (+) hiicreler goriildi. ALA ve Silymarin kullanilan
gruplarda TUNEL(+) hiicrelerin azaldigi ancak silymarin grubunda bu azalmanin
istatiksel olarak anlamli olmadigr goriilmiistir. ALA grubunda TUNEL(+)
hiicrelerdeki azalma istatiksel olarak ileri derecede anlamlidir (p<0.001.) ALA
MCO’da apoptozisi engellemede oldukea etkindir.

7. Kontrol grubuna gore MCO olusturulan sham grubunda doku ve serum MDA
diizeylerinin artis1 ileri diizeyde anlamli olarak goriilmektedir (p<0,001). ALA ve
Silymarin gruplarinda ise sham grubuna gore doku ve serum MDA diizeylerindeki
azalma istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli olarak goriilmiistiir (p<0,001). ALA ve
silymarin I/R da SOR’a bagh lipid peroksidasyonuna bagli hiicre hasar1 gelismesini
onleyebilir. ALA ve silymarin I/R da mesane hasar1 gelismesinde dnleyici olabilir.

8. Doku TNF-a diizeylerinin kontrol grubuna gére sham grubunda arttig1 goriilmekte
ve ALA, silymarin gruplarinda ise istatiksel olarak cok onemli diizeyde azaldigi
(p<0.01) goriilmekte. Serum TNF-a diizeylerinin kontrol grubuna goére sham
grubunda arttig1 ve ALA, silymarin gruplarinda ise azaldig1 ve bu farkin istatiksel
olarak Onemli diizeyde (p<0.05) oldugu goriilmektedir. TNF-o diger dokularda
oldugu gibi mesane I/R hasarini degerlendirmede kullanilabilir. ALA ve silymarin
I/R’de pro inflamatuar sitokinlerin artisim azaltarak mesane hasarin1 5nlemektedir.

9. Doku ve serum IL—6 diizeyleri kontrol grubuna gore sham, ALA ve silymarin
gruplarinda artmigti. Serum IL—6 diizeyindeki artis istatiksel olarak anlamli olmakla

beraber doku IL—6 diizeylerinde gruplar arasinda anlaml farklilik yoktu.
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10. MCO’ da iNOS diizeyinin arttigin1 ve I/R hasarindan sorumlu etkenlerden birisi
oldugunu gormekteyiz. ALA’nin iNOS yiizde kat artisin1 onleyerek (p<0,001)
serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikisin1 azaltmakta ve dolayisiyla MCO’ da
koruyucu etkisinin oldugunu diisiinmekteyiz. Silymarin + MCO grubunda ise iNOS
yiizde kat artisini sham grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde olmasada

azalttigini bulduk

Oneriler:

MCO, mesane yap1 ve fonksiyonlarinda bozulmaya yol agar. Ust iiriner
sistemi etkilemesiyle birlikte azotemi ve enfeksiyon gibi ciddi klinik bir tabloya
neden olabilir. Infravezikal obstriiksiyona sekonder mesane distansiyonu ve
sonrasinda uygulanan kateterizasyonda ve hatta her miksiyon siklusunda I/R hasarina
bagli SOR’lar, dokuda hiicre zedelenmesine neden olabilmektedir. Alfa bloker gibi
medikal veya cerrahi yontemlerle obstriiksiyon nedenleri giderilmeye calisilsa da
siire¢ icerisinde mesanede geri doniisii olmayan hasarlar olusabilmektedir. I/R
hasariyla beraber mesane kasilabilirlik fonksiyonlarinin bozulmasiyla birlikte
dekompanzasyon evresinin gelismesi sonrast MCO’yu gidermeye yonelik cerrahi
girigsimler tatmin edici olmamaktadir.

MCO’ da ALA ve silymarin kullanarak mesane fonksiyonlarin1 I/R hasarina
kars1 korumay1 amacladik. ALA’nin mesane fonksiyonlarini korumada oldukca etkili
oldugunu gordiik. ALA’nin MCO’da cerrahi tedavi Oncesi veya cerrahi agidan
ylksek riski olup cerrahi islem uygulanamayacak hastalarda ve alfa bloker
tedavilerle kombine kullanimi Onerilebilir. Geriatrik hasta grubunda yaslanmaya
bagli mesane fonksiyonlarindaki azalmayr Onlemek i¢in koruyucu olarak
kullanilmasi diisiiniilebilir. Silymarinin mesane fonksiyonlari iizerine etkisiyle ilgili
olarak ilk ¢aligmayi biz yaptik. Silymarinin, mesane fonksiyonlarini korumada yeterli
diizeyde olmadigin1 bulduk. Ancak farkli yiliksek dozlarda silymarinle ilgili
calismalar yapilirsa etkinligi bulunabilir.

Idrar kontinansi, bireyin hayat konforunu ve yasam standardini etkileyen en
onemli faktorlerden birisidir. Ortalama yasam siiresinin arttig1 giinlimiizde BPH

(Benign prostat hiperplazi) gibi infravezikal obstriiksiyonda ve yaslanmayla birlikte
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azalan mesane fonksiyonlar1 sonucu mesane disfonksiyonu sik goriilmektedir.
MCQO’ya bagl olarak mesane dekompanzasyonu, azotemi, detriisor asir1 aktivitesi
(DAA), iiriner enfeksiyonlar gelisebilmektedir. Bu komplikasyon ve hastaliklarin
tedavisi i¢in diyaliz, antikolinerjik, antibiyotik ve siirekli kateter kullanmak
gerekebilir. Saglik giderlerininin azaltilmasimin {ilkemiz ekonomisi agisindan
onemini diisinecek olursak ALA tedavisinin saglik maliyetlerini azaltmas1 yoniinden
onemi daha da artacaktir. Bu nedenle ALA koruyucu veya tedavi amaciyla mesane

disfonksiyonunu dnlemede kullanilabilecek umut verici bir ajan olabilir.
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