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OZET

NERGIZ i: Iskemi/Reperfiizyon (i/R) Hasar1 Olusturulmus Sican Mesane
Dokusunda Rotenon’un Real Time PCR ile Tayin Edilen iNOS ve COX-2
mRNA Diizeyleri Uzerine Etkileri. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2009.
Sicanlarda deneysel olarak olusturulan mesane I/R hasarinda rotenon tedavisinin I/R
hasarim1 6nleyip Onleyemedigini iNOS ve COX-2 mRNA diizeylerini Real-Time
PCR ile calisarak gostermeyi amacladik. Bu deneysel caligmada 18 adet Spraque-
Dawley cinsi albino sican kullanildi. Deney gruplart 6’sar adet sicandan
olusmaktaydi. Grup I (n=6): Kontrol Grubu, Grup II (n=6): I/R Grubu, Grup III
(n=6): Rotenon+I/R Grubu. Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem
uygulanmaksizin alt abdominal kesi ile mesaneleri cikarildi. I/R grubundaki
sicanlara iskemiden 1 saat once intraperitoneal 1,0 cc serum fizyolojik verildi ve
abdominal aorta 1 saat klempe edilerek mesane dokusu iskemiye maruz birakildi.
Iskemi siiresini takiben 1 saat reperfiizyona maruz birakildi. 1 saatlik reperfiizyon
sonucunda mesaneleri ¢ikarildi. Rotenon+I/R grubundaki sicanlara da iskemiye
maruz birakilmadan 1 saat once rotenon 25 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal
olarak verildi. Daha sonra 1 saat iskemiye maruz birakilan mesane dokusu iskemi
stiresini takiben 1 saat reperfiizyona maruz birakildi. Ardindan gruplar arasinda
Real-Time PCR ile COX-2 ve iNOS mRNA diizeylerine bakildi. Mesaneye
uygulanan 1 saat iskemi ve 1 saat reperfiizyondan sonra doku COX-2 diizeylerinin
kontrol grubuna gore yiiksek oldugu gozlendi (p<0.05). Rotenon tedavisi verilen
grupta I/R grubuna gore COX-2 degerleri istatiksel olarak diisiik bulundu (p<0.01).
I/R grubunda iNOS diizeyleri kontrol grubuna gore bir miktar artmasina ragmen,
rotenon uygulamasi ile iNOS diizeylerinin azalmadig1 ve gruplar arasinda anlamh
fark olmadig1 gozlendi (p>0.05). Rotenon tedavisinin COX-2 degerlerini anlamli
olarak diisiirmesi nedeniyle ileride mesane I/R hasarinda klinik kullanima

girebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Rat, Mesane, I/R, Rotenon, Real-Time PCR

Destekleyen Kurum: T.1.C.A.M
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ABSTRACT

NERGIZ i : Effects of Rotenone on iNOS and COX-2 mRNA Levels Detected
by Real Time PCR in the Ischemia/Reperfusion(I/R) Injury in Rat Bladder.
Eskisehir Osmangazi University Medicine Faculty Urology Department Tesis of
Medicine Speciality , Eskisehir , 2009. We aimed to show that whether rotenone
treatment prevents I/R damage, developed experimently, or not in rat bladders by
detecting iNOS and COX-2 levels by Real Time PCR. 18 Spraque-Dawley albino rat
was used in this experiment. Experiment groups consisting of 6 rats.Group I (n=6):
Control Group, Group II (n=6): I/R Group, Group III (n=6): Rotenone + I/R
Group. In the control group rat bladders were removed by lower abdominal incision
without any procedure.qn the I/R group 1 hour before the ischemia 1 cc
physiological serum was given and abdominal aorta clemped for 1 hour to achieve
bladder ischemia. After ischemia 1-hour of reperfusion performed.After 1-hour of
reperfusion bladders were removed. In the rotenone+I/R group rats were treated
with rotenone 25 mg/kg intraperitoneally 1 hour before the ischemia. After that
bladder had 1-hour of ischemia followed by 1-hour of reperfusion. Later iNOS and
COX-2 mRNA levels detected by Real-Time PCR between groups. After 1-hour of
ischemia and 1-hour of reperfusion bladder tissue COX-2 levels were higher than the
control group (p<0.05). COX-2 levels in the rotenone treated group were statisticaly
lower than the I/R group (p<0.01). Although iNOS levels were slightly higher in the
I/R group comparing with the control group, iNOS levels didn't decrease and no
significant difference was observed between groups via rotenone treatment (p>0.05).
We predict that rotenone willl be used clinically in the future for I/R damage

because of lowering effect in COX-2 levels.

Keywords: Rat, Bladder , I/R , Rotenone , Real-Time PCR
Supporting Establishment: T.I.C.A.M.
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1. GIRIS

Dokuda kanlanmanin kesilmesine iskemi denir. iskemi hiicre 6liimii ve organ
yetmezligi ile birliktedir. Reperfiizyon fazinda ise kan akiminin saglanmasiyla
lezyonlar daha da agirlasir (1). /R hasar1 dokularda yeterli oksijen (O»)
saglanamamasinin tetikledigi bir hiicresel olaylar dizisidir, sonugta tiim organlar ve
sistemler etkilenir. Son yillarda iizerinde en ¢ok arastirma yapilan konulardan biridir.
Klinik olarak I/R hasari organ transplantasyonu, travma, vaskiiler ve intestinal
cerrahide 6nem kazanmaktadir (2).

Iskemi sonrasi reperfiizyon, hasarli dokularin iyilesmesi igin bir 6n kosul
olmasma ragmen hasar1 daha da arttirabilmektedir (3). Iskemik dokunun
reperfiizyonu ve yeniden oksijenlenmesi hiicre zarlarinin lipid peroksidasyonuna
neden olur ve hiicre fonksiyonlarimin degisimine sebep olan serbest oksijen
radikallerini (SOR) iiretir (4,5). Reperfiizyon ile iskemik dokuda olusan SOR’nin bu
hasardan sorumlu oldugu ortaya konulmustur (6). Mesanenin asir1 distansiyondan
sonra kateterizasyonun reperfiizyon hasarini baslatigt ve SOR bu hasardaki ana
faktorlerden biri oldugu gosterilmistir (7,8). Bu sebeple iskemi sonrasi gelisen organ
disfonksiyonunu Onlemek icin SOR’nin azaltilmasi ile ilk klinik uygulama
baslatilmastir.

Son yapilan caligmalarda I/R hasarina bagl olarak gelisen SOR ve
peroksinitritinin diiz kas, mukoza ve periferik sinirler gibi mesane bilesenlerini
etkileyerek mesane disfonksiyonuna neden olduklar1 gosterilmistir (7). Mannitol ve
E vitamini gibi serbest radikal temizleyicilerinin mesaneyi, mesane disfonksiyonuna
bagl I/R hasarindan veya parsiyel ¢cikim tikanikligindan korudugu rapor edilmistir
(7,9).

Mesanenin fonksiyonu idrar1 depolamak ve uygun bir zamanda bosaltmaktir.
Mesanenin homeostazi ve uygun fonksiyonun devamliligi igin arteriyel akim
icerisinden yeterli oksijen ve besin destegine ihtiya¢ vardir ve ayni zamanda venoz
drenaj ile de atik {riinlerin uzaklagtirllmast gerekmektedir (4,10,11). Idrar
retansiyonu, aterosklerozis, vazospazm, embolizasyon ve trombozis gibi yas ile
iliskili bozukluklarda da mesanede I/R gozlenmistir (4,9-13). Ayrica genis major

pelvik organ cerrahisinin alt iiriner sistemde siklikla disfonksiyona neden oldugu



bilinmektedir (4,11,). Ateroskleroz ya da travmaya bagl kan akimindaki azalma
sonucunda mesane iskemisi gelisir. Bu durum mesanenin kontraksiyonu esnasinda
kompliyansda bozulmalara ve sonugta mesane disfonksiyonu gelismesine sebep
olabilir. Mesanede artmis duvar kalinliginin her miksiyonda siklik bir /R na aracilik
ettigi gosterilmistir (14). Akut overdistansiyon ya da retansiyon ile ardindan yapilan
dekompresyon veya kateterizasyondan sonra goriilen mesane disfonksiyonuna I/R’un
neden oldugu bildirilmistir (7,15). Organ banyosu teknikleri ve histolojik
calismalarla da I/R’un mesane fonksiyonunu anlaml sekilde bozdugu rapor
edilmistir (12,13).

Siklooksijenaz (COX) izoformlar1 (COX-1 ve COX-2) arasidonik asit
metabolizmasinin baslangic ayagim katalize eder. I/R hasarinda pek cok
fizyopatolojik olay gelisir ve I/R hasarinda cesitli organlarda COX-2 degerleri
yiikselir. Yapilan c¢alismalarda COX-2 inhibitorlerinin I/R hasarindan dokuyu
koruyabilecegi bildirilmistir (16).

Nitrik oksit (NO), cesitli biyolojik fonksiyonlarda rol oynayan, Onemli
endojen diizenleyici bir molekiildiir ve homeostazisin diizenlenmesinde gorev alir.
Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile L-argininden sentez edilir. Doku hasar1 gibi
durumlarda iNOS ile asir1 miktarlarda NO iiretilir (1,17). iNOS ve NO’nun ¢esitli
organ I/R hasarinda apoptozisin bir aracisi gibi rol oynadigi bildirilmistir. Yapilan
calismalarda mesanede I/R sonrasi1 meydana gelen hasarda NO seviyesinin
yiikseldigi ve NO seviyesini diisiirmeye yonelik tedavilerin bu hasar1 onlemede
basarili oldugu vurgulanmistir (18).

Kompleks I enzimi mitokondride elektron transport zincirinde rol oynayan ilk
enzimdir ve mitokondride reaktif oksijen iirlinlerinin olusmasinda Onemli bir
kaynaktir. Mitokondrial elektron transport inhibitdrii olan rotenon, antioksidatif
savunma mekanizmasinda rol alir (19).

Calismamizda sicanlarda deneysel olarak olusturulan mesane I/R hasarinda
rotenon tedavisinin I/R hasarim1 6nleyip 6nleyemedigini COX-2 ve iNOS mRNA

diizeylerini ¢alisarak gostermeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Anatomisi

Mesane, biiyiikliigii ve sekli kisinin yasina, cinsine ve igeriginin miktarina
bagh olarak degisen idrar deposudur. Pelvis boslugunun tabaninda yer alir. Kas ve
zarlardan yapilmistir. Yaklagik 500 ml kadar idrar depolayabilir. Endodermal kaynakli
diiz kas yapisinda detrusor adelesi ve mezodermal kaynakl trigon boliimiinden olusur.
Tabanina fundus vesicae, boyun bolimiine cervix (collum) vesicae, ug kismina apex
vesicae denir. Fundus ile apex arasindaki genis boliimii ise corpus vesicae adini alir.
Cervix vesicae asagida iiretra ile devam eder. Fundus vesicae ayn1 zamanda piramit
seklindeki organin arka-alt yiiziinii olusturur. Apex vesicae ile iliskili olan urakus,
mesaneyi On karin duvarina asar. Bosken pelvis minor icinde yer alan mesane
dolduk¢a oOn-orta hatta yukariya dogru uzanmir. Tam dolu mesanenin {iist simirt
umbilicus’a kadar yiikselebilir.

Tunika seroza organin iist yiiziinii kaplayan peritondur. Diger bir deyisle
mesane peritonun arkasinda kalan retroperitoneal bir organdir. Antero-inferior ve
lateralde mesane retropubik bu 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 uretra 6n vajinal duvara yaslanir. Erkekte ise
mesanenin taban1 rektumla, aralarinda faysa rektovezikalis (Denonviller fasyasi),
seminal vezikiiller ve vaz deferensin ampullasi ile terminal iiretere komsudur. Mesane
boynu pelvik fasyaya siki bir sekilde fiksedir ve prostat ile devam eder. Mesanenin kas
tabakas1 (detrusor), icte ve dista longitudinal, ortada sirkiiler seyirli olmak {iizere ii¢
katmanlidir. Ancak mesanenin iist kisimlarinda bu tabakalar birbiriyle i¢ i¢e ge¢mis
halde bulunan longitidunal ve sirkiiler liflerden olusmaktadir. Parasempatik sistemin
etkisi ile kasilir. Ostium {ireteris’leri birlestiren kivrima plica interureterica denilir.
Mesanenin tabaninda yer alan aciklik ostium wurethra internum adin1 alir. Burasi
tretranin  bagladigr yerdir. Acgiklik c¢evresindeki kas lifleri dairesel bir sekilde
seyrederek m. sphincter vesicae'y1 (sifinkter-biiziicii 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 agsagida mesane boynunda bulunan iiggen trigonum vesicae adin alir.



Mesanenin i¢ yiizeyi doldugunda diiz bir zemin, bosaldiginda ise katlantilar
olusturan transizyonel hiicreli epitelyum ile doselidir. Urotelyum ince bir bazal

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

2.1.1. Mesane Dolasim

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 plexus venosus prostaticus yolu ile v. iliaca interna’ya
dokiiliirler. Lenfatik akimi biiyiik oranda internal iliak lenf diigiimlerine dogrudur. Alt

boliimiiniin lenfatik akimi prostat ¢cevresindeki lenf damarlar ile baglantilidir.

2.1.2. 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
ulastign kabul edilir. Agrt duyusu 6n, dolgunluk hissi omuriligin arka kordonunda
iletilir. Mesanenin agris1 kari 6n duvarimin alt boliimiinde, perinede ve erkeklerde

ayrica penis iizerinde hissedilir (yansiyan agr) (20).

2.2. Miksiyon Fizyolojisi

Normal miksiyon, duyusal bilgi mesanenin doldugunu ilettiginde fiziksel ve
sosyal olarak uygun bir zamanda istemli olarak gerceklesir. Miksiyon depolama ve
bosalma evresi olmak {iizere iki evrede incelenebilir. Depolama evresi boyunca
giderek artan sempatik uyar1 ve baskilanan parasempatik uyart yolu ile mesane ici
basing diisiik tutulur. Uretral sfinkter elektromyografi (EMG) aktivitesi giderek artar.
Normal bir mesanede mesane i¢i basing 0—6 cmH,O olup, 15 cmH,0’yu agmamalidir
(21,22). Sikigma hissi ile birlikte (300 ml) detriisorii gevseten, sfinkteri kasan refleks
yollar aktive olur. Normal mesane kapasitesi 400-750 ml arasinda degiskenlik
gosterebilir. [k doluluk hissi 100—200 ml, doluluk hissi 300—400 ml, acilen bosaltma

gereksinimi ve agr olarak tamimlanabilen “urgency” ise 400-500 ml’de hissedilir



(22). Depolama evresinde diisikk mesane i¢i basinglarda hipogastrik—pudendal
(sempatik) sinirler, yiiksek mesane ici basinglarda (>15 cmH20) pelvik—pudendal
sinirler araciligi ile detriisérun refleks inhibisyonu saglanir (23). Sakral segment arka
boynuzuna gelen afferent aktivite ara noronlar tarafindan baskilanabilir. Kapi—
kontrol teorisi olarak aciklanan, kalin somatik duyusal lifler ile ince mesane
afferentleri (Ad ve C) arasindaki inhibitor etkilesim de buna katkida bulunur.
Bosaltma evresinde mesaneden gelen uyarilar ve dorsolateral pons ve mamiller
cisimlerde giderek artan aktivite iseme esigini diisiiriir (21). Uretral sfinkter EMG
aktivitesi kesilir ve sfinkter basinci diiger. Sfinkter mekanizmasinin sakral iseme
merkezine refleks inhibisyonu ortadan kalkar, sempatik aktivite inhibe olur,
parasempatik yolaklar aktive olur ve sonucta detriisor kasilir. Boylece miksiyon

gergeklesir.

2.3. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

2.3.1. iskemi

Dokularin normal homeostazi i¢in gerekli olan oksijenin taginmasindaki
yetersizlik iskemi olarak tanimlanir. Hiicresel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi igin
gerekli temel yakit oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlar1 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 (24-26).

Iskemiye direng farkli dokularda degiskenlik gosterir. Iskelet kas1 saatlerce
iskemiye maruz kalsa bile normale donebilirken, noronlar ise birka¢ dakikada
irreversible hasara ugrayabilirler (24). Homeostaz i¢in gerekli olan enerji
kaynaklarimin, o©zellikle ATP sentezinin azalmasi (ya mitokondrial oksidatif
fosforilizasyon ya da anaerobik glikoliz yolu ile ) intraselliiler metabolit birikmesine
ve hiicre membraninda iyon dengesizligine yol agar (26,27). Bundan 6ncelikle enerji
gerektiren Na-K pompast etkilenirken, Na® iyonlar intraselliiller alana geger ve

komsu intertisyel boslukta osmotik dengeyi saglamak igin bereberinde su ceker.



Bunun sonucunda K* iyonlar intraselliiler alandan, ekstraselliiler alana kacar. Bu
degisikliklere mitokondriyal fosfolipaz inaktivasyonu eglik eder ve oksidatif
fosforilasyon kaybi ortaya cikar boylece adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durma
noktasina gelir. Iskemik hasara kars1 gelisen erken fazdaki bu degisiklikler zedeleyici
ajan ortadan kaldirilmazsa irreversibl hiicre hasar1 meydana gelir (Sekil 2.1).
Kalsiyum iyon dengesi bozulur, hiicre dis1 Ca™ un plazma membranindan igeriye
akig1 artarak stoplazmada birikir. Bu olaylar sonucunda sirasiyla mitokondriyal hasar,
lizozomlarda sisme, endoplazmik retikulumun dilatasyonu, enzim ve protein kaybi,
hiicresel kompartmanlarin bozulmasi ve otoliz meydana gelir. Bunu asidoz ve
ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik

bulgular takip eder (28).

iskemi

, Y
4+ Na pompasi + Glikolizis Diger
l ! etkiler
4 v 4 i
tcar, I‘le ve 4 Glikojen +pH Ribozomlarin
Ma++ girisi ayriimasi
1 K+ pompasi 1 i
. ¥ ¥
Nukleer + Protein
) ) kromatin sentezi
Hicresel gsigme kiimelesme
mikroviluslarinin
kaybi Lipid
Kabarciklar depolanmasi
ER Sismesi

Sekil 2.1. Iskemide erken fazdaki degisikler.



2.3.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuda kan akiminin normale donmesi ile enerji kaynagmin geri
gelmesi ve toksik metabolitlerin temizlenmesi gibi iki yararhi sonu¢ ortaya cikar.
Bundan dolay1 reperfiizyon iskemik hasarin iyilesmesi icin 6n kosuldur. Ancak
paradoks olarak iskemik dokunun reperfiizyonu daha fazla hasarla sonuglanabilir
(24,29). Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya donmesi ile O, kaynakli serbest
radikallerin I/R hasarinda énemli rol oynadigi birgok calismada gosterilmistir (30—
32).

Dokuda her iskemi peryodu sonrasinda progresif —mikrovaskiiler
obstriiksiyondan dolay1 reperfiizyon siireci gelismeyebilir. No-reflow fenomeni
olarak adlandirilan bu siire¢ tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, mikrovaskiiler
yapmin bozulmasi (endotelde 6dem, trombosit agregasyonu, hizli miyosit édemi
sonucu damarin kompresyonu) sorumlu tutulmaktadir (33). Reperfiizyon siireci
iskemik intervalin uzunlugu ile iligkili oldugu gosterilmistir, 1-3 saat iskemik kalan
kaslar reperfiize edilebilirken, 5 saat iskemiye maruz kalan olgularda %40-50
oraninda no-reflow fenomeni gelismistir (34).

Iskemiye bagl hasarin geri dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak
olmakla birlikte paradoksik olarak, reperfiizyon sonrasi saglanan oksijen ve
metabolitler doku hasarinin artisina neden olur. Bir¢ok ¢alismada, I/R hasarinin
iskemik hasara gore ¢ok daha fazla toksik iiriin olusturdugu gozlenmistir (35).

Iskemik donemde olusan oksidatif fosforilasyon hasari, hem ATP depolarinda
hizli tiikkenme ve hipoksantin artisina, hem de azalmis ATP’ye bagl hiicre ici
kalsiyumda hizli artisa neden olur. Dolayisiyla, hiicre ici kalsiyumun artig hiz1 ve
miktari, hasar1 etkileyen en onemli ve erken mekanizma olup, hiicre nekroz ve
apoptozuyla direkt ilgilidir (36,37). Artmis mitokondriyal kalsiyum, oksijenin suya
olan dordiincii seviyeden rediiksiyonunu engelleyerek birinci derece rediiksiyon ve
radikal olusumuna neden olur (38). Ek olarak, iskemik dokuda ATP’yi daha fazla
azaltip hasar1 derinlestirir (39). Kalsiyumun hiicre i¢i birikimi reperfiizyon siiresince
artarak devam eder. Dolayisiyla doku iskemisi sonucu gelisen hiicre i¢i kalsiyum
artis1 ve ATP azalmas1 birbirlerini indiikleyerek kisir bir dongiiye neden olur. Hiicre
ici kalsiyum birikiminin engellenmesi bu kisir dongiiyii kirarak kalsiyuma bagh

olusan hasarlari azaltir (40).



Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla zedeleyen bir
reaksiyon siirecini baglatir. Reperfiizyon hasari SOR, endotelyal faktorler ve
notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gerceklesir. Hasar asil tetikleyen
olayin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu diisiiniilmektedir (41-44).

[/R’da doku hasarinin olusmasinda rol oynayan faktorler sunlardir;

I- Ksantin Oksidaz
II- Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) aktivasyonu
[II- Endotelyal faktorler
1-Arasidonik asit metabolitleri
a)-Prostasiklin (PGI,)
b)-Tromboksan A; (TxA;)
¢)-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
kaynag1r ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim “dehidrojenaz” ve ‘“oksidaz”
aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Calismalarda iskemi sirasinda ksantin
dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz katalizorliigiinde 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 aciklayici
olmaktadir. Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu serbest radikallerin olusumuna yol

acar (Sekil 2.2) (23,45-47).



ATP Ksantin dehidrogenaz
iskemi APF‘ Proteaz Cat+2
Afenﬂzm Ksantin oksidaz
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Sekil 2.2. Iskemik dokularda ksantin oksidaz yolu ile serbest oksijen radikali iiretimi.

I1. Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) Aktivasyonu

PNL ile endotel hiicre iliskisi 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 Iokositlerde bulunan adhezyon
molekiilleri araciligi ile olur (41). PNL’ler de endotel hiicreleri gibi SOR iiretme
kapasitesine sahiptir. I/R hasarinda PNL’in rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri
siriilmiigtiir. Bunlar; 1- Mikrovaskiiler okliizyon 2- SOR salinmasi 3- Sitotoksik

enzim salinmasi 4- Vaskiiler permeablite artis1 ve 5- Sitokin saliniminda artistir (48).

I11. Endotelyal Faktorler
Vaskiiler endotelyal ¢eper pek ¢ok lokal hormon ve otakoid salgilayarak

vaskiiler diiz kas tonusunu diizenler (23,49).
1. Arasidonik asit metabolitleri
a) Prostasiklin (PGI,): Endotel hiicrelerinden serbestlenen ilk vazoaktif ajan

olan PGI, endotelyal yiizeylerde trombosit agregasyonunu oOnleyen giiclii bir

vazodilatatordiir. Prostasiklinler membran fosfolipidlerindeki fosfolipaz Aj;’nin
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etkisiyle  arasidonik  asit olusumuyla  baslar, siklooksijenaz  yoluyla
prostaglandinlerden olusur (49,50).

b) Tromboxan A, (TxA;): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile
olusan TXA, trombositleri agrege eder ve vazokonstritktor etkisi vardir.
Reperfiizyon, prostaglandin iiretiminin en potent uyaramidir. TXA,, [/R’da
endotelyuma notrofil adhezyonunu indiikleyen giiclii bir kemotaktik maddedir (50).

¢) Lokotrien By (LBy): Lokotrienler, I/R boyunca endotelyal disfonksiyonda
onemli rol oynayan ve lipooksijenaz yoluyla olusan arasidonik asit metabolitleridir.
LB4 notrofil yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanir. Adezyon molekiillerinin
aktivasyonunu, endotelyal hiicrelere yapismayi, SOR’nin ve proteazlarm iiretimini
saglar. 3 saatlik iskemik periyodu mukozal LB4 seviyelerini degistirmezken,
reperfiizyonun izledigi ayn siireli iskemi mukozal LB, seviyelerinde %200 ila 600

oraninda artisa yol agmaktadir (29,51).

2. Nitrik Oksit (NO) (2.5.2’de bahsedilecektir)

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

konsantrasyonda (nanomolar/pikomolar) bulunur (50).

IV. Komplemanlar
Komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu, anaflatoksin C3a ve CS5a’nin
tiretimine yol agar. Notrofiller iizerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele adezyonun

artis1, serbest oksijen radikallerinin iiretim ve salinmasini saglamaktir (24,49).

V. Sitokinler

I/R hasarin takiben dolasimda proinflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve
TNF-a belirir. TNF-a konak¢i cevabinin olusumuna yol acan ilk ve en giigli
mediyatorlerden biridir. TNF-o sentezinin kaynagi, periton ve splanknik dokularda
¢ok bulunan monositler, makrofajlar ve T hiicreleridir. Yar1 omrii 15-18 dk.

olmasina ragmen TNF’nin kisa siireli ortamda bulunmasi bile énemli metabolik ve
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hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin
aktive olmasina neden olur (52).

TNF-a ve IL-1B notrofilleri aktive ederler ve komsu endotelyal hiicreleri
hasara ugratan degisik inflamatuar etkenlerin salgilanmasina yol acarlar. Bu
sitokinler aynm1 zamanda hiicre yiizey adezyon molekiillerinin ortaya cikisini arttirmak
icin endotelyal hiicreleri de aktive ederler, bu da aktif 16kositlerin endotel hiicrelerine
yapismasina ve daha fazla hasarin olusmasina yol acar (53).

TNF-a, endotel hiicrelerine nétrofil agregasyon ve adezyonuna, siiperoksit
anyon olusumuna, notrofilik fagositoz ve sitotoksik aktivitesinin artmasina neden
olur (54). TNF-o’'nin diger fonksiyonlart koagiilasyonun aktivasyonu, prostaglandin
E2, platelet aktive edici faktor (PAF), glukokortikoidler ve eikozanoidlerin
saliniminin arttiritlmasi saglar. Ayrica lenfositteki IL-2 iiretiminin ve hiicrelerin IL-2

ye cevabin arttirarak sok benzeri bir tabloya da neden olur (55).

VI. Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

Fosfolipaz A;’nin etkisiyle endotel hiicreleri tarafindan membran
fosfolipidlerinden {iretilir. Cok c¢esitli inflamatuar reaksiyonda (ARDS, Akut
pankreatit, inflamatuar barsak hastaligi, Glomeruler hasar vs.) etkin oldugu gozlenen
bir substrattir (24,56). Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna ve graniil
iceriginin salinmasina yol acan olduk¢a kuvvetli bir ajandir. Ek olarak PAF kuvvetli
bir noétrofil kemoatraktan ve aktivator bir maddedir ayrica TNF-q tiretiminde 6nemli
bir rol oynar. Dokularm reperfiizyonu sonucu lokositlerin aktivasyonuna,
adhezyonuna ve aymi zamanda vaskiiler permeabilite artisina yol agar. Pek cok
calisma PAF’1n in vitro ve in vivo ortamda lokositlerin mikrovaskiiler endotele
adezyonunu arttirdigim1  gostermistir.  PAF’1in  reperfiizyon sonucu gerceklesen

kemotaksisin bir diizenleyicisi oldugu diisiiniilmektedir (24,57).

2.3.3. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)
Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron iceren atom, atom grubu veya
molekiiller serbest radikal olarak tamimlanirlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii

(katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak notral olabilirler. Molekiiler
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oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede serbest oksijen
radikali (SOR) olusturma egilimindedir. Kisa omiirlii ve anstabil molekiillerdir (58).

SOR normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit
radikali (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH")dir. Oksijenin
rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir
ara iiriin olan siiperoksit radikali (O;,") olusur. Siiperoksit radikalinden enzimatik
yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara iiriin olan hidrojen peroksit radikali
(H20,) olusur. Daha sonra ozellikle 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
zararli oksijen tiirleri de olusabilmektedir. Serbest oksijen radikallerinden en aktif
olan1 OH™ radikalidir (58).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin (O;")
dismutasyonu ile olur (Sekil 2.3). Bu reaksiyonda, radikal olmayan iiriinlerde
meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir

ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.

20, "+ 2H T MR 3 O,

Sekil 2.3. Dismutasyon reaksiyonu.

Hidrojen peroksit (H,O,) bir serbest radikal olmadig1 halde serbest oksijen
radikalleri (SOR) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol
oynar. Ciinkii Fe™ veya diger gecis metallerinin varliinda 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 2.4).
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Sekil 2.4. Fenton reaksiyonu 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™ igeren membranlarda hasar olusturabilir.

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim 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 gruplan ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak
yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (59). Bu hasarlanma o6zetle su

mekanizmalarla olur;

Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
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peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
olduk¢a zararhidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid
peroksit radikallerinin (LOQO’) olugsmasi, SOR’nin neden oldugu hiicre hasarimin
onemli bir 6zelligi 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 acarken kendileri de ac¢iga ¢ikan
hidrojen atomlarim alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve boylece olay
kendi kendini katalizleyerek devam eder. Olusan membran hasar1 hiicre duvarini
etkileyebilecegi gibi hiicre i¢i organellerin membranlarim1 da ilgilendirmektedir.
Lizozom membraninin hasari sonucu serbestlesen lizozomal enzimler hiicre
hasarinin artmasina neden olur (60).

Lipid peroksitleri yikildiginda cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki

alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.

Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baghidir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren 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 fonksiyonlarin1 yerine getiremezler. Prolin ve lizin SOR iireten reaksiyonlara
maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi
hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle

oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O;7) veya hidrojen peroksitle (H,0,)

reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur (61,62).
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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 acar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan

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

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

(63,64).

2.4. i/R Hasarma Kars1 Olusan Savunma Mekanizmalari

SOR olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek icin bir¢cok
savunma mekanizmalar1 vardir. Antioksidan olarak da adlandirilan bu savunma
mekanizmalarinin etkileri dort ayr sekilde olur;

1) Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici etkidir.

2) SOR’ni baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etki zincir
kiria etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

3) SOR’yle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya
inaktif sekle doniistiirme bastirier etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler.

4) SOR’ni etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile ¢evirme
toplayic1 etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kii¢iik molekiiller
bu tip etki gosterirler.

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.

2.4.1. Endojen Antioksidanlar
Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa
ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar
1) Siiperoksit dismutaz (SOD)
2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
3) Glutatyon S-Transferazlar (GST)
4) Katalaz (CAT)

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
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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

2.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Vitamin olan eksojen antioksidanlar: 1) o-tokoferol (vitamin E) 2) B-
karoten 3) Askorbik asit (vitamin C) 4) Folik asit (folat).

ilac olarak kullamlan 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)

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 adezyon inhibitorleri
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9) Sitokinler (TNF ve IL-1)
10) Barbitiiratlar
11) Demir selatorleri (Sekil 2.5)

I/R hasarma karsi bashca korunma mekanizmalarom 3 grupta
toplayabiliriz

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

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

3- Fiziksel: Iskemik prekondiisyon, hipotermi.

Endoplazmik retikulum
* P-450 ve b5 oksidoz

_ Mitokondri
~" + P-450 ve b5 oksidozlar
= Solunum zincir oksidasyonu

Plazma membrani
« NADAH oksidoz

Sitozol
« Ksantin oksidaz
* Metallerin gegisi (Cu, Fe)

0; =——p

Nukleus

¥ - Peroksisomlar
= Birgok oksidazlar

Lizozomlar (Makrofajda)
* Miyeloperoksidaz

g . = NO sintaz _
0y, Hy0,, OH', NO 0,5, H,0,, OH', NO
0.
o
Fe+2 Fenton Fe3
: SOD
Membran lipid 07 —>H0, T———> OH' +OH Bitin membran
peroksidasyonu Katalaz Glutasyon X * Vitaminler E ve A
/ﬁ\ peroksidaz H0 A B-Karoten
GSSG 2GSH ]
H.0 Glutasyon
redaktitaz Mitokondri
» SOD

* Glutasyon

Sitosol peroksidoz

+ SOD Peroksidozom

i - y i§ + Vitamin C + Katalaz
% / it e * Glutasyon
eyt \; - peroksidaz
DNA Protein baglanmasi + Fenitin
fregmentasyonu ve fragmantasyon + Serulopazmin )
B. SERBEST RADIKALLERIN HUCRE ZEDELENMESI C. SERBEST RADIKALLERIN NOTRALIZASYONU-HUCRE ZEDELENMESI YOK

Sekil 2.5. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve antioksidan mekanizmalar.
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2.5. Iskemi / Reperfiizyon Hasarinda COX-2 ve iNOS’mn Rolii

2.5.1. Siklooksijenaz-2 (COX-2)

Siklooksijenaz (COX) enzimleri hiicre icerisinde aragidonik asitten
eikosanoidlerin olusumunda gorevli enzimlerdir. Iyi bilinen iki tip izoformu
mevcuttur. COX-1 ve COX-2. Son zamanlarda COX-3 diye isimlendirilen bir
iclincii formu daha bulunmussa da heniiz islevi {izerinde caligmalar devam
etmektedir. COX-1 ve COX-2 enzimleri 6nce kararsiz yapida prostoglandin PGH2
iretimi yaparlar, daha sonra hiicreye 6zgiil olarak kararli PG'lerin yapimini saglarlar.
COX-1, tromboksan (Tx)A2 sentezini saglar. Cogu viicut hiicrelerinde bulunur ve
gastrik mukozal korunmada 6nemli rolii vardir. COX-2 ise her dokuda bulunmaz ve
ancak bazi uyaranlarla sentezi artar. COX-2 normal olarak beyin, testis ve trakeada
bulunur. Hiicre dis1 uyaranlar; biiyiime faktorleri, sitokinler, hormonlar, tiimor
promotorlari, peroksizomal proliferatorler, hipoksi, iyonize radyasyon ve bazi
karsinojenler COX-2 sentezini arttirir (65,66).

COX-1 ile COX-2 arasindaki en 6nemli fark COX-1’in esas olarak yapisal
olmas1 yani iiretildigi hiicrelerde siirekli sentezlenmesi nedeniyle daima var
olmasidir. Bu iki enzimin biiyilk oranda yapisal benzerligi vardir. Viicutta
predominant olan form COX-1"dir, fizyolojik uyarilarla aktive olur. COX-2 uyarimi
transkripsiyon artist ve COX-2 mRNA’sinin stabilizasyonuna yol acar. COX-1 ve
COX-2 enzimleri her ikisi de endoplazmik retikulumda bulunur. 72 ve 74 kDa
agirligindadirlar. Hiicre i¢indeki bir¢ok sinyal iletimi ve metabolik yolaklarda 6nemli
yerleri olan COX sisteminin, bircok fizyolojik ve patolojik olusumda yer almalar
sasirtict  degildir. Ozelikle hemostaz, trombosit agregasyonu, bobrek ve mide
fonksiyonlarinda, bagisiklik sisteminde, kemik metabolizmasinda, iireme ve
hormonal sistemde, inflamasyon ve kanserde aktif rol alirlar. Ayrica COX enzim
sistemi, hiicre ic¢inde enerji transfer sistemi oksidasyon reaksiyonlarim1 da aktive
eder. NSAI ilaglarin yaygm kullammindan dolay1r epidemiyolojik calismalar
neticesinde bircok hastalik patogenezinde COX sisteminin roliiniin oldugu
gosterilmistir (67,68).

Siklooksijenaz yolunda PGE2, PGD2, PGF2, PGI2 ve TxA2 bulunur.

Bunlarin her biri spesifik bir enzim etkisi ile meydana gelir. Bu enzimlerin
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bazilarinin dokulardaki dagilimi simirlidir. Ornegin, trombositlerde tromboksan
sentetaz enzimi vardir. Dolayisiyla giicli bir trombosit agregan ajan ve
vazokonstriiktor olan TxA2 ana prostaglandin iiriin olarak bu hiicrelerde bulunur.
Diger yandan endotel, tromboksan sentetaz icermez ancak PGI2 olusumunu saglayan
prostasiklin sentetaz icerir. PGI2 giiclii bir trombosit agregasyon inhibitdrii ve
vazodilatatordiir. PGD2, COX yolunun mast hiicrelerindeki ana metabolitidir. PGE2
ve PGF2 (daha yaygin) ile birlikte bulunurlar ve PGD2 vazodilatasyona neden olur,
O0demi arttirir. Aspirin ve ibuprofen gibi nonsteroid antiinflamatuar ajanlar, proksimal
COX aktivitesini inhibe ederek prostaglandin sentezini tiimilyle inhibe ederler. Bu
antiinflamatuar ajanlar lipooksijenaz yolunu etkilemez (69).

I/R hasarinda pek cok fizyopatolojik olay gelisir ve yapilan calismalarda I/R
hasarinda cesitli organlarda COX-1/COX-2 orani degisir. Dupouy ve arkadaslari
COX-2 inhibitorlerinin I/R hasarindan dokuyu koruyabilecegini bildirmislerdir (16).

2.5.2. Nitrik Oksit (NO)

Endotel tiirevli ve ¢ok onemli bir endojen vazodilator olan nitrik oksitin
biyolojik sistemler iizerinde cesitli fizyolojik ve patolojik etkisi bulunmaktadir.

NO enzimatik olarak NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-argininin

terminal guanido nitrojen atomunun oksidasyonu ile yapilir (Sekil2.6).

NOS
L- Arginin + NADPH + H+ — » NO-+L-Sitrulin + NADP+

|

Guanilat Siklaz

l

GTp ——mmm cGMP

Sekil 2.6. Nitrik oksit sentezi
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NOS’un molekiil agirliklart 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 icinde diisiik veya orta derecede yapilan NO, daha cok fizyolojik
amacgh olaylarda etkilidir. ¢ctNOS denildiginde, kalsiyum bagimli eNOS (endotel
hiicresi) ve nNOS (sinir hiicresi) izoformlar1 kastedilir. 2-Indiiklenebilir NOS
(AINOS): Sitokinler ve enzimlere maruz kaldiktan sonra, 6zellikle makrofajlarda NO
yapimindan sorumludur. Ca™ ve kalmoduline gereksinim gostermez. Bu enzim daha
cok sitotoksik ve immiinomodiilator etkilerden sorumlu, uzun siirede fazla miktarda
NO yapm ile iligkilidir. iNOS aktivasyonu gen transkripsiyonu gerektirdiginden,
NO yapimu1 birkag saat sonra goriiliir ancak birkac giin devam edebilir. 3-Ugiincii tip
NOS: Notrofillerde bulunur, kalsiyuma bagimhidir ancak kalmoduline gereksinim
gostermez (70).

NO, bazal durumlarda vaskiiler endotel tarafindan salinan bir maddedir.
Asetilkolin, ATP ve bradikinin gibi vazodilatatorler, reseptor aracilh Ca™ iyonunun
hiicreye akisimi saglayarak endotelden NO’in iiretimini ve ekstraselliiler salinimini
tetikler. NO, vaskiiler diiz kas ve trombositlerde ¢oziinebilen guanilat siklazi stimiile
eder ve intraselliiler siklik Guanozin Monofosfat (¢cGMP) iiretimini artirir. Artmis
cGMP diizeyi, vaskiiler diiz kasta relaksasyonu baslatir ve plateletlerin endotele
agregasyon ve adezyonunu inhibe eder (71).

NO’e bagl direk ve indirek etkiler mevcut olup, doku NO yogunluguna gore
farklilik gosterir. Direk etkiler diisiik doku yogunluklarinda, indirek etkiler ise
yiiksek doku yogunluklarinda gozlenir. NO’e bagh indirekt etkiler, NO’in oksijen ve
siiperoksit ile etkilesimi sonucu ortaya cikan reaktif nitrik asit tiirleri (dinitrite
dioksit, peroxynitrite) aracilifiyla gerceklesir. NO’in direkt etkinligi cNOS izoformu
tarafindan tayin edilirken, indirek etkinlik iNOS izoformuna baghdir (72).

NO’in doku koruyucu ozellikleri; vaskiiler tonus kontrolii, platelet
agregasyonunun engellenmesi, 16kosit-endotel etkilesiminin azaltilmasi, dolagimdan
serbest radikallerin temizlenmesi, se¢ici damarsal gecirgenligin diizenlenmesi, diiz
kas hiicre proliferasyonunun engellenmesi, bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve
endotel hiicre rejenerasyonunun uyarilmasidir. Aym1 zamanda iskemik dokularda

SOD aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir (73).



21

I/R hasarina bagl gelisen endotel hiicre disfonksiyonunda NO sentezinde
azalma olusarak I/R hasari derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagli NO azalma
mekanizmasi hala tam olarak gosterilememistir. Doku reperfiizyonuyla birlikte SOR
olusumunda patlama, NO seviyesinde azalma ve SOD / katalaz enzim aktivitelerinde
diisme gerceklesir. Boylelikle, siiperoksit ve NO arasindaki denge superoksit lehine
kayar. Bu denge kaybi NO bagimh vazodilatasyonda azalma ve noétrofil-endotel
adezyonu ile platelet agregesyonunda artisa ikincil “no-reflow” fenomenine egilim
olusturur. Buna ek olarak NO yoklugunda superoksit-hidrojen peroksit doniisiimii
kolaylagsarak inflamatuar aracilarin (PAF ve LTB4) sentezinde artis olusur.
Hem iskemi hem de reperfiizyonu takiben zarar goren endotelyumda NO sentezi
belirgin derecede azalir. NO gibi inhibitor etkisi ¢ok kuvvetli bir ajanin eksikligi
notrofil aktivasyonunun kolaylagsmasina 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 uyarlabilir NOS (NOS) “up
regiilasyonu’’ ile iligkili oldugu belirtilmektedir. NO diizeyindeki bu gecikmis artig
doku hasarinin daha da artmasina neden olur (74).

NO sentezini birgok farmakolojik ajan inhibe eder. Floraprotein, kalmodulin
hem baglayicilari, substrat analoglari ve tetrahidrobiopterini azaltan ajanlar, NO
inhibitorlerinin baslicalaridir. Kullanim kolayligi ve bulunabilirlik agisindan substrat
analoglar1 en sik kullanilan NO sentez inhibitorleridir. L-arjininin yapisal analoglar
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 (75).

2.6. Mitokondri ve ETS

Mitokondri, oksidatif fosforilasyon yoluyla hiicreye ATP saglar. Cift zar
yapisina sahip olup, i¢ zar elektron tagima zinciri 6gelerini icerir. Uzun siireli iskemi,
elektron tasima komplekslerinin tiim alt iinitelerinde fonksiyonel ve yapisal hasara

yol acmakla birlikte, iskemik hasara en hassas olan alt iiniteler NADPH
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dehidrogenaz ve ubiquinol cytochrome c¢ reductase sistemleridir. Doku
reperfiizyonuyla birlikte elektron tasiyici komplekslerde hasar artarak hiicre ici ve
digina elektron sizintist olusur. Mitokondri aynm1 zamanda hidrojen peroksit igin

onemli bir kaynak olusturur.

2.6.1. Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi)

Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi), i¢ mitokondriyal membrana
gomiilmiistiir. NADH baglayan yeri matriks tarafindadir ki burasi matrikste olusan
NADH ile etkilesebilir. Kompleks I, elektronlarin NADH’den ubikinona (UQ)

transferini katalize eder (Sekil 2.7).

Intermembrane Inner mitochondrial Matrix
space membrane
EMN — NADH

. ——=NAD"
2 R

2 Fe-S 2 Fe-S
(FEE+'} [F'F}3+J

Complex [ —

2 Fe-S5 2 Fe-5
(Fe®) (Fe?") 2 Ht
ﬁ

UQH uQ

Sekil 2.7. Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi)
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Elektron transport zincirine kompleks I {izerinden giren NADH’deki
elektronlar, ubikinona (UQ, koenzim Q) aktarilirlar. Ubikinonun tamamen

indirgenmis formu olan UQH,, membranda kompleks I’den kompleks IIIe diffiize
olur. Kompleks Ill'te de UQH, okside form olan UQ formuna oksitlenecektir.

Elektronlarin kompleks I yoluyla kompleks III’e akisi, protonlarin mitokondriyal

matriksten membranlar arasi bosluga hareketiyle eslesmistir ki bdylece bir proton

gradienti olusur, bu proton gradienti de mitokondriyal ATP sentezi icin 6nemlidir.
Kompleks I, bir barbitiirat olan amytal (amobarbital), bir insektisit olan

rotenon ve bir antibiyotik olan piericidin A tarafindan inhibe edilir.

2.7. Rotenon

Bitkisel kokenli insektisid olarak kullanilan rofenon boceklerde hem kontakt
hemde mide zehiri olarak etki gostermektedir. Hemen 6ldiirmese bile bocegin agiz
kaslarim felg ederek beslenmeyi durdurmaktadir. Oliimiin olugmasi ise daha yavas
bir seyir gostermekte ve cogunlukla solunum metabolizmasinda elektron tasima
zincirinin engellenmesi seklinde olugsmaktadir.

Mitokondride elektron transport zincirinde rol oynayan ilk enzim kompleks I
enzimidir. Bu enzim mitokondride reaktif oksijen iiriinlerinin olusmasinda 6nemli
bir fonksiyona sahiptir. Kompleks I’de olusan NAD’dan FMN’ye iki elektron
transferi reaksiyonunu katalizler. Kompleks I elektron transfer enerjisi tarafindan
yonetilen bir proton pompasi gibi ¢alisir. Bu ilk basamagin inhibe olmasi elektron
transport sisteminin fonksiyonlarinin aksamasina yol acar. Mitokondrial elektron
transport inhibitorii olan rotenon, bir antibiyotik olan antimisin-A, barbitiiratlardan
amital ve siyanid gibi oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek antioksidatif savunma
mekanizmasinda rol alir (19).

Rotenon antioksidan olarak cesitli organ hasarlarinda kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda intestinal mukozada (76), hepatositlerde (77) ve kardiyomiyosit

hiicrelerinde (78) oksidatif hasar1 azalttig1 belirtilmistir.
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2.8. Real-Time PCR

Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, DNA amplifikasyonu ile es
zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin Olgiilmesi ile kantitatif sonug
verebilen bir PCR yontemidir.

Bilim ve tip alanindaki ¢aligmalarda niikleik asit miktar1 belirleme analizleri
icerisinde en etkili teknigin Real-time PCR oldugu ortaya konmustur. Bu teknik
seksenli yillarin ortasinda Kary Mullis ve calisma arkadaslar tarafindan gelistirilen
PCR’1n ileri bir versiyonudur. Klasik PCR ile ¢cok karmasik bir 6rnekten herhangi bir
niikleik asit dizisini analiz etmek i¢in ¢ok sayida dongiisel islemle istenilen miktarda
cogaltmak miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak tiriin miktar
hakkinda bilgi saglamamakla birlikte sonrasinda da {iiriin miktarim1 net olarak
belirlemek oldukga giigtiir. Ciinkii klasik PCR baslangigta var olan DNA miktarindan
bagimsiz olarak bir iiriin miktan ortaya ¢ikar. Higuchi ve arkadaglar1 1992 yilinda
Real-Time PCR’1 gelistirmislerdir. Real-Time PCR teknigi ile DNA dizileri es
zamanl olarak ¢ogaltilmis ve belirlenebilmis, reaksiyon siiresi boyunca olusan
iriiniin - miktarinm1  Real-Time PCR sirasinda gozlemek miimkiin olmustur.
Amplifikasyonun her basamagimin takip edilebilmesi Real-Time PCR’1 6zel kilan en
onemli Ozelligidir. Amplifikasyon egrileri iizerinde tiim amplifikasyon profili
gozlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe 6zgii

florasan isaretli problar ile saglanir (79,80).

2.8.1. Kantitatif Real-Time PCR Metodlar:

Mutlak Kantifikasyon (Absolute Quantification): Hedefin konsantrasyonu
mutlak degerler olarak ifade edilir. Mutlak kantifikasyon konsantrasyonlar1 6énceden
bilinen seri olarak diliie edilmis eksternal standartlarin kullanimiyla olusturulan
standart bir egri yardimiyla yapilir. Konsantrasyonlari bilinmeyen Orneklerin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi crossing points (Cp) degerlerinin belirlenmesi ile
saglanir. (Cp degeri, PCR igindeki her egriye ait PCR iirtinii miktarim gosterdigi
varsayilan bir 6rnegin PCR amplifikasyonuna basladig1 noktay1 ifade eder).

Rolatif Kantifikasyon (Relative Quantification): Hedefin konsantrasyonu

hedefin belli bir referansa oram olarak ifade edilir. Bu metod ile hedef ve referans
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genin konsantrasyonlarim belirleyebilmek icin her ikisine ait standart egrilerin

kullanimina ihtiyac¢ duyulur (81).

2.8.2. Real-Time PCR i¢in Kullanilan Problar

Tiim Real-Time PCR sistemleri reaksiyondaki PCR {iriinii miktar ile sistem
icerisnde kullanilan belirleyici bir floresan boyadan alinan boya miktar1 arasindaki
orant1 esasina dayali olarak calisir. Belli bir diziye bagli kalmadan tiim ¢ift iplikli
DNA molekiiline baglanan fléresan boyalar yada belirlenmis bir PCR iiriinii
tizerindeki spesifik bir diziye baglanabilen oligoniikleotid hibridizasyon problari
kullantlir.

Dizi spesifik olmayan floresan boyalar: Bu tip boyalar c¢ift iplikli DNA’nin
tamamina baglanabilme 6zelligi tasiyan etidyum bromid benzeri boyalardir. Real-
Time PCR sistemlerinde kullanilan boya SYBR Green’dir. SYBR Green 1, onun
emisyon 6zelligini 6nemli 6l¢iide arttiran bir soliisyon igerisinde bulundugunda DNA
molekiiliine baglanir. PCR boyunca amplifiye olan iiriin miktar1 ile dogru orantil
olarak SYBR Green’in sinyali artacaktir.

Dizi spesifik floresan problar: Oldukga yiiksek hassasiyete sahip floroforlar
ile isaretli dizi spesifik problardir. Reaksiyon igerisinde sadece spesifik hedef mevcut
ise floresan artig1 gozlenir.

Simple Probe Format: Tek isaretli problar, mutasyon ve tek niikleotid
polimorfizmlerinin taranmasinda kullanilan basitce dizayn edilmis hibridizasyon
problarinin 6zel bir tipidir.

Fluorescence Resonance Energy Trasfer (FRET):. Floresan ile isaretli bir
molekiiliin enerjisinin, bir diger komsu floresan molekiile aktarilmasi prensibine
dayanur.

Hibridizasyon Probe Format: Bu yontemde PCR {iriiniine yan yana hibridize
olabilen iki prob kullanilir.

Hydrolysis Probes(TagMan): Bu yontemde 5° ve 3’ ucuna bagh iki farkh
renkte florokrom bulunan prob kullanilir.

Kantitatif Real-Time PCR teknolojisi, gen diizeyinin Ol¢timiinde rutin olarak
kullanilan, uygulamasi kolay, kesin sonuclar veren, hassasiyeti iyi olan bir

uygulamadir. Farkl diliisyon oranlarinda hazirlanmis standart egrilerin kullanimu ile
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ornekler ve deneyler arasinda karsilastirma imkani saglayan, internal standartlar
yardimi ile baslangi¢ miktar1 farkliligindan kaynaklanacak problemlere son veren

yiiksek verimde sonuglar elde edilen bir yontemdir (82).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Calismada Kullanilan Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1. Cerrahi Malzemeler

Bisturi

Cerrahi makas

Portegu

Hemostatik pens

Penset

Steril igneli 5/0 ipek cerrahi dikis malzemesi

Bulldog klemp

3.1.2 Cihazlar:
Real-time PCR Cihaz1 (Corbett Rotor Gene 6000)
Spektrofotometre (Wealtec Spectro Art 200)
Spektrofotometre Kiivetleri (Wealtec Spectro Art 200)
Mikro Pipet takimi (Gilson)
Mikrosantrifiij (Hermle)
Thermal cycler (Corbett Palm Cycler)
Vorteks (Heidolph)
Tissue-Lyser II (Qiagen VX350 Series 2 WPS 3601C12)
Pipet uglar1 (10’1uk, 100’liik ve 1000°1ik)
Deep-freeze (Jouran)
Buzdolabi (Arcelik)
Santrifiij tiipleri (Greiner Bio-One)

Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Malzemeler:
Ketalar (Pfizer 50 mg/ml)
Romphun (Bayer %?2)

Rotenone (Sigma)

RNA later (Qiagen)
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B-mercaptoethanol (Sigma)
Buffer RLT (Qiagen)

% 70 lik Etanol (Merck)
Buffer RW1 (Qiagen)

Buffer RPE (Qiagen)

RNAse Free Water (Qiagen)

10X Buffer RT 2 pg (Qiagen)
dNTP Miks 2 pg (Qiagen)
Oligo-dT Primer (10 uM) 2 ug (Qiagen)
RNase inhibitor ( 10 tinite/ul) 1ug (Qiagen)
Omniscript Reverse Transcriptase 1pg (Qiagen)

RNase Free Water (Qiagen)

Distile su

3.2. Deney Protokolii
Bu deneysel calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilimdali laboratuvarinda 26.03.2008 tarihli 44/2208 sayili etik kurul karariyla
yapilmistir. Calismada TICAM (Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi)’dan temin
edilen 5-6 aylik, agirliklar1 250-300 gr. arasinda degisen her iki cinse ait Spraque-
Dawley tiirii siganlar kullanilmigtir. Sicanlar standart sanayi yemi ve musluk suyu ile
beslenmistir. Calismada 3 grup olusturulmus ve her bir gruptan 6 adet siganda Real-

Time PCR calismalar i¢in olmak {izere toplam 18 adet si¢an kullanilmistir.

Grup I. Kontrol Grubu (n=6)
Grup II. Iskemi/Reperfiizyon Grubu (n=6)
Grup IIL Rotenon +iskemi/Reperfiizyon Grubu (n=6)

Sicanlara 50 mg/kg ketamin ile birlikte 20 mg/kg romphun intraperitoneal
olarak uygulandi. Sigcanlar uyutulduktan sonra operasyon masasina alinarak

abdominal median laparotomi uygulandi.
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Grup 1: Kontrol Grubu
Bu gruptaki siganlara abdominal median laparotomi uygulandiktan hemen

sonra herhangi bir islem uygulanmaksizin mesaneleri ¢ikarildi.

Grup 2: i/R Grubu

Bu gruptaki sicanlara iskemiden 1 saat Once intraperitoneal olarak 1,0 cc
serum fizyolojik uyguland1 ve abdominal aorta non-travmatik mikrovaskiiler klemp
(bulldog klemp) ile 1 saat klempe edilerek mesane dokusu iskemiye maruz birakildi.
Bu iskemi siiresinde laparatomi kesisi 3/0 ipek ile kapatildi. Iskemi siiresini takiben
laparotomi kesisi tekrar acilip abdominal aortadaki klemp c¢ikarilarak 1 saat
reperfiizyona maruz birakilmak iizere laparotomi kesisi tekrar siitiire edilerek

kapatildi. 1 saatlik reperfiizyon sonucunda mesane dokular ¢ikarildi.

Grup 3: Rotenon + i/R Grubu

Bu gruptaki siganlara da abdominal aortaya klemp konularak iskemiye maruz
birakilmadan 1 saat once rotenon 25 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal olarak
verildi. Daha sonra abdominal insizyonla laparotomi yapilarak abdominal aorta non-
travmatik mikrovaskiiler klemp ile 1 saat klempe edilerek mesane dokusu iskemiye
maruz birakildi ve laparotomi kesisi 3/0 ipek ile siitiire edilerek kapatildi. Iskemi
siiresini takiben laparotomi kesisi tekrar acilip klemp cikarilarak 1 saat reperfiizyona
maruz birakilmak iizere laparotomi kesisi tekrar siitiire edilerek kapatildi. 1 saatlik

reperfiizyon sonucunda mesane dokular1 ¢ikarildi.

Rotenon
Deneyde kullanilan rotenon 25 mg/kg olacak sekilde iskemiden 1 saat dnce

intraperitoneal olarak verildi.

3.3. Dokularin Alinmasi ve RT-PCR
Deney siiresi sona erdiginde laparotomi kesisi agild1 ve mesane dokular1 hizli
bir sekilde cikarildi. Ardindan si¢anlara servikal dislokasyon uygulandiktan sonra

dokular Real-Time PCR ile COX-2 ve iNOS genlerinin mRNA miktar tayini igin
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RNA later soliisyonu i¢ine alinarak 24 saat oda 1sisinda ve sonra calisilacagi giine

kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.3.1. RNA izolasyonu

1. Mesane dokusu eppendorf tiip icerisine 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 igerisinden c¢ikartilarak 600 pl Buffer RLT+6 ul -
mercaptoethanol (B-ME) soliisyonu ile birlikte igerisinde 1 adet steril ¢elik bilye
bulunan plastik tiiplere konuldu ve Tissue Lyser homojenizasyon cihazi ile 2 dk 30
Hz olacak sekilde homojenize edildi.

3. Homojenizasyon isleminden sonra siipernatant yeni bir ependorf tiip
icerisine alind1 ve 3 dk 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

4. Santrifiijden sonra siipernatan yeni bir eppendorf tiipe alind1 ve iizerine 600
ul %701ik etanol eklendi. Daha sonra pipetle dikkatli bir sekilde karigtirildi.

5. Ependorf tiipii i¢erisindeki siipernatanin 700 pl’si kolonlara (RNeasy mini
spin colon 2 ml) yiiklendi. Daha sonra 20 sn 8.000 g’de santrifiij edildi ve altdaki
toplama tiipiinde kalan siiziintii dokiildii. Stipernatanin geri kalam tekrar kolonlara
yiiklendi ve yeniden 20 sn 8.000 g’de santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonras1 alttaki toplama tiipii degistirildi, kolonlara (RNeasy mini
spin colon) 700 ul Buffer RW1 eklendi. Boylece kolon istenmeyen pargalardan
temizlenmis oldu. Sonra 20 sn 8.000 g’de santrifiij edildi.

7. Alttaki toplama tiipti dokiildii ve kolon iizerine 500 ul Buffer RPE eklenip
20 sn 8.000 g’de santrifiij edildi.

8. Ayni iglem tekrarlanarak 2 dk 8.000 g’de santrifiij edildi.

9. Alttaki toplama tiipii dokiildii ve kurumasi icin 1 dk max hizda santrifiij
edildi.

10. Alttaki toplama tiipii atildi ve kolon yeni temiz ependorf tiipii igcerisine
yerlestirildikten sonra iizerine 40ul RNAse Free Water tam orta kistma gelecek
sekilde dikkatlice eklendi ve 1 dk 8.000 g’de sanrifiij edildi.

11. Ependorf tiipii igerisinde elde edilen RNA -80° C de saklandi.
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3.3.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi
RNA’nin miktar1 ve safligim belirlemek amaciyla 995 pl distile su + 5 pl

RNA olacak sekilde vortekslenerek karistirildi ve spektrofotometride 260 nm dalga

boyunda optik dansite 6l¢iilerek hesaplandi.

3.3.3. cDNA Sentezi
cDNA sentezi i¢in, asagidaki tabloda gosterildigi gibi toplam hacim 20 ul

olacak sekilde reaksiyon hazirlandi ve cDNA sentez islemi asagidaki kosullarda

gercgeklestirildi (Tablo 3.3.1 ve Tablo 3.3.2):

Tablo-3.3.1. cDNA sentezi i¢in kullanilan miks icerigi.

Miks Miktar( ul )
10X Buffer RT 2
dNTP Miks 2
Oligo-dT Primer (10 uM ) 2
RNase inhibitor (10 tinite/pl) 1
Omniscript Reverse Transcriptase 1
RNase Free Water *
RNA *
Toplam 20

Tablo 3.3.2. Thermal cycler kosullari.

Is1 Zaman

65° C 5dk
37°C 60 dk
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3.3.4. Real-Time PCR
Real-Time PCR i¢in toplam 25 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda

gerceklestirildi (Tablo 3.3.3):

Tablo-3.3.3. Real-Time PCR icin miks igerigi.

Miks Miktar (pul )
Primer Miks (COX-2, iNOS veya GAPDH) 1.25
2 X Miks 12.5
H,O 6.25
cDNA 5
Toplam 25

95° C’de 15 dakika bekletilerek DNA’nin denatiirasyonu saglandi. DNA’nin
cift sarmal yapis1 birbirinden ayrilarak tek iplikli hale geldi. Sonra hibridizasyon
basamag ile primerler baglandi ve amplifiye edilecek bolgeyi kesti. Ardindan
polimerizasyon basamaginda ise sentez gergeklestirildi. Hibridizasyon ve
polimerizasyon basamagi 50 dongii devam ettirildi (Burada 95° C’de 15 saniye
kalmasinin sebebi sentezi yapilan kisma tekrar primer baglanmasi i¢in denatiire
olmasimi saglamaktir). 50 dongii sonunda orneklerin amplifikasyon kalitelerini
anlamak i¢in (kag iiriin amplifiye oldugunu gormek i¢in) 55° C’den 95° C’ye hizh

bir sekilde 1sitilarak melt analizi yapilda.
95° C’de 15 dk

95° C’de 15s

} 50 dongii
60° C’de 60 s

55°C’de 1 dk
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3.3.5. Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

SYBR Green, 6zgiil gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla kullanilan bir
tekniktir. PCR tiipiinde polimerize olan ¢ift zincirli PCR iiriiniine katilan ve interkale
edici bir floresan boya olan SYBR Green boyasinin iiriin miktari ile orantili floresans
vermesi prensibine dayanmaktadir. SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu
kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en 6nemli noktadir. Bu teknigin basariyla
uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin sadece 6zgiill cDNA’ya baglanmasi, primer-
dimer veya 0Ozgiil olmayan amplifikasyon {iiriinii vermemesi gereklidir. Benzer
sekilde RNA izolasyonu sirasinda siklikla gdzlenen genomik DNA kontaminasyonu
SYBR Green tekniginin basarisin1 etkileyen bir diger durumdur. cDNA
amplifikasyon primerlerinin farkli ekzonlardan se¢ilmesi, amplikon uzunluklarinin
kisa tutulmasi (120-250 baz), primerlerin baglandig1 ekzonlarin uzak secilmesi PCR
reaksiyonu kosullarinin olas1 bir DNA kontaminasyonunda DNA dizisini
cogaltmamasi i¢in optimize edilmesi gereklidir (elongasyon siiresinin kisitl
tutulmasi). Bu prensipler goz Oniine alinarak kullanilan primerler, NCBI Gene

veritabani erisim numaralar ve amplikon uzunluklar1 Tablo 3.3.4’de verilmistir.

Tablo-3.3.4. COX-2 ve iNOS primerlerinin dizileri, Tm dereceleri.

Gen No Oligoniikleotid Dizisi Tm

Sense GTTAAAAACCGACGCAATCCC 56,7

COX-2 | NM_DQ673912.1

Anti-Sense | ATGGGTATGAAGCTGTGATTTGA 56.9

Sense CACCACCCTCCTTGTTCAAC 56.7

iNOS NM_012611

Anti-Sense CAATCCACAACTCGCTCCAA 56,5
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3.4. Degerlendirme

3.4.1. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler
[statistiksel degerlendirmede SPSS (Statistical Package for Social Sciences)

v10.0 paket programi kullanildi.

3.4.2. Real-Time PCR Bulgularin Degerlendirilmesi

Elde edilen sonugclar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi ile
degerlendirildi. Elde edilen veriler ortalama ve standart hata (ort £ std) olarak ifade
edildi.

[statistiksel yonden p < 0.05 degeri anlamh olarak kabul edildi ve anlamlilik

ifadesi *p<0.05 anlamli, **p<0.01 ise dnemli derecede anlamli olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. COX-2 ve iNOS Geninin Kantitatif Analizi:

Kontrol, I/R uygulanan ve rotenon tedavisi uygulamp I/R yapilan mesane
dokusu orneklerinde, COX-2 ve iNOS gen ifade diizeyleri Real-Time PCR teknigiyle
analiz edilmis ve referans gen olarak kullanilan GAPDH ile normalize edilmistir.
Floresan boya olarak kullanilan SYBR Green DNA dizisine 6zgiil olmayan bir
sekilde baglandigindan dolay1r primer se¢imi ve deneylerin optimizasyonu cok
dikkatli yapilmistir. Yapilan analizlerde COX-2 ve iNOS gen primerleri ile elde
edilen amplifikasyon {iriinlerinin beklenen iiriin ile uyumlu oldugu, primer-dimer
olusturmadig1 ve 6zgiil olmayan amplifikasyon iiriinii vermedigini gostermistir.

Standart egrilerin cizilebilmesi icin her grupta bir adet mesane 6rneginden

1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 ve 1/100000 oranlarinda seri diliisyonlar hazirlanmistir.

4.1.1. COX-2 Gen ifadesi Bulgular

Real-Time PCR cihazinda amplifikasyon miktarin1 belirleyebilmek icin
standartlar olugturmamiz gerekmektedir. Bu standartlar1 olusturabilmek i¢in secilen
ornekler COX-2, iNOS ve GAPDH i¢in 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000
oraninda diliie edildi. Bu standartlarlardan elde edilen konsantrasyonlar ile bir dogru
olusturuldu. Yapilan dilisyonlar sonucu COX-2 i¢in olusturdugumuz standartlar

Sekil 4.1°de lacivert, 6rneklerin konsantrasyonlari ise kirmizi renkte gosterilmistir.
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Sekil 4.1. COX-2 Standart Curve Egrisi
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Real-Time PCR’da istedigimiz spesifik gen bolgelerini tanimlayip amplifiye
etmek icin primerler kullaniriz. Bu primerler bizim istedigimiz gen bolgelerine 6zel
olarak secilir. Kullandigimiz 2X miks ile birlikte primerler istedigimiz gen
bolgelerini logaritmik olarak (2" (n=dongii sayis1)) amplifiye ederler. Amplifikasyon
grafigi bize iiriinlerimizin kaginct dongiide amplifiye oldugunu ve ne kadar 1sima
oldugunu gosterir. Bizim deneyimizde buldugumuz COX-2 geni amplifikasyon

sonuglart Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. COX-2 Amplifikasyon Grafigi

Real-Time PCR cihazinda kullanmis oldugumuz SYBR Green boyasi1 6zelligi
geregi cift sarmal yapiya (DNA) baglandiginda 1s1ma vermektedir. SYBR Green
boyast melt analizi yapilan ¢alismada farkli iiriinlerin amplifiye edilip edilmediginin
anlasilmasi icin kullanilmaktadir. Cift sarmal yap1 hidrojen baglariyla birbirlerine
baghdir ve yeterli 1s1 verildiginde bu baglar kopar. Melt analizi ile orneklerde
55°C’den 95°C’ye kadar 1s1 yiikseltilir ve baglar kopmaya baslar. SYBR Green
boyasi ¢ift sarmal yapiya bagli oldugunda 1s1ma verdiginden baglar kopunca 1s1ma
olmayacaktir. Eger bizim primer dimerlerimiz olsaydi normal DNA’dan daha az
sayida bag icereceginden dolay1 normal iiriinlerimizden daha diisiik bir 1sida baglari

kopacakti ve 151ma olmayacakti ve melt analizinde biz bunu erken bir peak olarak
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gorecektik. Bizim COX-2 geni melt analizi sonuglarimizda ikinci bir peak
goriilmemesi bize farkli bir iriiniin (istedigimiz bolgelerin disinda) amplifiye

olmadigini gosterdi (Sekil 4.3).

dF T
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Sekil 4.3. COX-2 Melt Curve Grafigi

4.1.2. iNOS Gen Ifadesi Bulgular:
Yapilan diliisyonlar sonucu iNOS i¢in olusturdugumuz standartlar Sekil

4.4°de lacivert, orneklerin konsantrasyonlar1 ise kirmizi renkte gosterilmistir.
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Sekil 4.4. iNOS Standart Curve Egrisi
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Real-Time PCR’da istedigimiz gen bolgelerini tanimlayip amplifiye etmek
icin kullandigimiz primerler sonucunda amplifikasyon grafigi tiriinlerimizin kaginci

dongiide amplifiye oldugunu ve ne kadar 1s1ma gerceklestigini gosterdi (Sekil 4.5).

Morm. Fluoro

=1
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1

Sekil 4.5. iNOS Amplifikasyon Grafigi

Bizim iNOS geni melt analizi sonug¢larimizda da ikinci bir peak degerinin

goriilmemesi bize farkli bir iirtiniin amplifiye olmadigim gosterdi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. iNOS Melt Curve Grafigi

4.2. GAPDH Gen ifadesi Bulgular
Yapilan diliisyonlar sonucu GAPDH ic¢in olusturdugumuz standartlar Sekil

4.7°de lacivert, orneklerin konsantrasyonlari ise kirmizi renkte gosterilmistir.
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Sekil 4.7. GAPDH Standart Curve Egrisi

Kullandigimiz primerler sonucunda referans genimize (GAPDH) ait

amplifikasyon dongiisii ve 1s51ma miktar1 Sekil 4.8’de oldugu gibi gerceklesmistir.
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Sekil 4.8. GAPDH Amplifikasyon Grafigi

GAPDH geni melt analizi sonuglarinda da COX-2 ve iNOS genleri melt
analizi grafilerinde oldugu gibi ikinci bir peak degerinin goriilmemesi bize farkli bir

tiriiniin amplifiye olmadigin1 gosterdi (Sekil 4.9).

251

20

60 65 70 7% 80 85 20 9%

Sekil 4.9. GAPDH Melt Curve Grafigi
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Tablo 4.1. Hedef ve referans gene ait kantitatif degerler kullanilarak ortalama gen

konsantrasyonlarinin hesaplanmasi

Relatif konsantrasyon Relatif konsantrasyon
Gruplar
COX-2 (Ort. £ Std.) iNOS (Ort. + Std.)

0.02180830 0.00031670

Kontrol + +
0.00835834 0.00044008
0,03524506 0,00540505

iR + +
0,08073077 0,00726777
0,00508830 0,00629175

Rotenone + I/R + +
0,00106779 0,00700650

Bizim ¢alismamizda da hedef gen olan COX-2 ve iNOS sentezinin GAPDH
ile oranlanarak hesaplanmasinin sebebi COX-2 ve iNOS sentezinin I/R’da degisiklik
gostermesi ve ortalama deger ve standart sapmalarina bakilabilmesi i¢in bunlarin
referans bir genle normalize edilebilmeleri gerekliligidir. Bu yiizden COX-2 ve
iNOS’m ekspresyonu hiicrelerde sabit olan referans bir gene oranlanmasi
gerekmektedir(Housekeeping gen). COX-2 i¢in; kontrol grubu relatif konsantrasyonu
0.0218083 + 0.00835834, I/R grubu relatif konsantrasyonu 0.0352450 + 0.08073077,
rotenon+1/R grubu relatif konsantrasyonu 0.0050883 + 0.00106779 olarak bulundu.
iNOS icin; kontrol grubu relatif konsantrasyonu 0.0003167 + 0.00044008, I/R grubu
relatif konsantrasyonu 0,0054050 =+ 0,00726777, rotenon+i/R grubu relatif
konsantrasyonu 0,0062917 + 0,00700650 olarak bulundu (Tablo 4.1).
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4.3. COX-2 ve iNOS mRNA Diizeyleri Arasindaki Kat Artisi iliskileri

4.3.1. COX-2 mRNA Diizeyleri Kat Artis1 iliskisi

Calismamizdan elde ettigimiz COX-2 sonuglarinin tek yonlii varyans analizi
ile incelenmesi sonucunda p=0,008 oldugu icin gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmustur (**p<0.01). Gruplar kendi igerisinde birbirleri ile Tukey
HSD ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirildiklarinda ise kontrol ve I/R grubu
arasinda p=0,049, I/R grubu ile tedavi grubu arasinda p=0,007, kontrol ve tedavi
gruplar1 arasinda ise p=0,606 bulundu. Bu sonuclara bakilarak I/R uygulamasinin
COX-2 degerlerini anlamli derecede arttirdigim (*p<0.05), I/R’ den 6nce rotenon
verilmesiyle COX-2 degerlerinin artmadigini, aksine kontrol grubu diizeylerinin de

altina diistiigiinii gozlemledik (**p<0.01) (Sekil 4.10).
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Kontrol IR Rotenone + I/R

Sekil 4.10. COX-2 mRNA Diizeyleri Kat Artis1 liskisi
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4.3.2. iNOS mRNA Diizeyleri Kat Artisi iliskisi

Calismamizdan elde ettigimiz iNOS sonuglarinin tek yonlii varyans analizi ile
incelenmesi sonucunda p=0,194 oldugu icin gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Gruplar kendi icerisinde birbirleri ile Tukey
HSD ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirildiklarinda kontrol ve I/R grubu arasinda
p=0,314, I/R grubu ile tedavi grubu arasinda p=0,916, kontrol ve tedavi gruplart
arasinda ise p=0,212 olarak bulundu. Bu sonuglara bakilarak I/R uygulamasinin
iNOS degerlerini istatiksel olarak anlamli olmasa da arttirdigimi (p>0.05), I/R’dan
once rotenon verilmesiyle iNOS degerlerinin azalmadigini, hatta I/R diizeylerinin de

izerine ¢iktigim gozlemledik (p>0.05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. iNOS mRNA Diizeyleri Kat Artisi iliskisi
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5. TARTISMA

Dokuda kanlanmanin kesilmesine iskemi denir. Hiicre o6lumii ve organ
yetmezIigi ile birlikte olan iskemi genellikle dokunun oksijen ve diger metabolitlere
olan ihtiyacinin dolagim tarafindan saglanamamasi ve olusan artik iiriinlerin yine
dolasim tarafindan uzaklagtirnlamamasi sonucu olusur. Sonugta akut hiicresel sisme,
intertisyel Odem ve hiicresel disfonksiyon meydana gelir. Tekrar dokunun
kanlanmas1 saglanamazsa sonunda hiicresel 6liim gerceklesir. Kan akiminin yeniden
saglanmasi yani reperfiizyon, iskemik dokunun iyilesebilmesi icin 6n kosuldur.
Ancak iskemik dokunun reperfiizyonu bir taraftan iskemi sirasinda kaybolan bazi
fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken bir taraftan da hiicre kayb1 devam ederek
daha ileri hasarlara neden olmaktadir. Bu durum I/R hasar olarak adlandirilan
onemli bir klinik olaydir (24,29). I/R hasarinin yaygin bir nekroz araciligiyla
olustugu diisiiniiliir. Bu olayin mekanizmasi heniiz tam aydinlatilamamis olmakla
beraber arterlerin tikanmasi ve reperfiizyonu sonucunda hasar mekanizmasinda rol
oynayan lokal ve sistemik kaynakli serbest oksijen radikalleri, NO, transkripsiyon
faktorleri, serotonin ve pankreatik proteazlar gibi sitotoksik metabolitler salinir ve
notrofil ile endotel hiicreler arasindaki etkilesim artar (1).

[/R’a bagli doku hasarimi baglatan en 6nemli faktor SOR’dir. Aerobik canlilar
metabolizmalar1 sirasinda fizyolojik olarak oksidatif strese maruz kalirlar. Dokularin
tilkettigi oksijenin biiyiik bir kismi (%95) aerobik metabolizma i¢in kullanilirken,
%5'inin SOR'ne cevrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden iiretilen en 6nemli reaktif
tiirler arasinda siiperoksit anyonu (O;"), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali
(OH"), peroksinitrit anyonu (ONOQ~) vardir. Bu radikaller membran hasari, DNA
yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve
nekrozla sonuglanan hiicre 6liimii meydana getirmektedirler (83).

Oksijen hiicre fonksiyonlar icin kritik bir dneme sahiptir. Oksijen yoklugu,
anaerobik metabolizma ve lokal laktik asit konsantrasyonunun artisina neden olur.
Meydana gelen asidoz, normal enzim kinetiklerini degistirerek daha az sayida yiiksek
enerjili fosfat bagi olusumuna neden olur ve sonugta hiicre homoeostazini devam
ettirebilmek icin gerekli olan enerjiden yoksun kalir (84). Dokular hipoksiye farkli

sirelerde dayanmiklik gosterirler. Cizgili kaslar saatler siiren iskemiden
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etkilenmezken, noronal hasar iskemi olusumundan sadece dakikalar sonra meydana
gelmektedir (85). Onceki yapilan ¢alismalar incelendiginde iskemi ve reperfiizyon
sireleri farklilik gostermektedir. Korosec ve Jezernik farkli iskemi siirelerini
uygulayarak rat mesanesinde meydana gelen erken selliller ve ultrastriktiirel
degisiklikleri arastirdiklar1 bir ¢alismada, 30 dk iskemi sonucu iirotelyumda sadece
siiperfisyel hiicrelerde tek tek ayrilma, 120 dk iskemi sonrasi ise dokuda irreversibl
degisiklikler meydana geldigini bildirmislerdir. 40 dk iskemi ve sonrasinda 60 dk
reperfiizyon uygulandiginda ise iirotelyumda hasarin daha belirgin oldugunu ve bu
hasarin da reperfiizyon uygulanan gruplarda daha fazla oldugunu saptamislardir.
Ayrica 1 saat iskemi uygulanmasinin mesanedeki hiicrelerin ATP iceriginde %80
azalmaya neden oldugunu belirtmisglerdir (86).

Mesanenin iskemisi ve sonrasinda reperfiizyonu idrar retansiyonu,
ateroskleroz, vazospazmlar, emboli ve tromboz gibi yasla iliskili bozukluklarda
goriilebilir. Bu hastaliklar sonrasi gelisen I/R, mesane disfonksiyonuna neden olabilir
(10,87). Parsiyel mesane ¢ikim obstriiksiyonunda mesane duvarindaki kan akiminda
(iskemi) ve oksijen basincinda (hipoksi) azalma oldugu ve mesanede artmis duvar
kalinliginin her miksiyonda siklik bir I/R’na aracilik ettigi gosterilmistir (14,88).
Bununla beraber akut overdistansiyon veya retansiyondan sonra yapilan
dekompresyon ya da kateterizasyondan sonra goriilen mesane disfonksiyonunun
[/R’a bagh oldugu bildirilmistir (7,8).

Giiler ve arkadaslar1 akut idrar retansiyonunda mesanede olusan I/R hasarinin
reaktif oksijen metabolitleri iizerine olan etkilerini degerlendirmek ve farkl
antioksidan ajanlarla bu etkilerin ne kadarinin Onlenebilecegini gormek igin
yaptiklar1 deneysel calisma sonucunda, retansiyon grubunda dekompresyon sonucu
mesanede hasar olustugunu ve bu hasarda lokositlerin de roliiniin oldugunu
gostermislerdir. Endojen antioksidan ajanlardan hem allopurinol’iin  hemde
verapamil’in bu hasar1 6nlemede etkili oldugunu bildirmislerdir (89).

Saito ve arkadaslari mesane I/R hasarinda mikrosirkiilasyondaki riiptiiriin
sonucu olarak siddetli eritrosit ekstravazasyonu ve lokosit infiltrasyonu gibi
histopatolojik degisikliklerin 6zellikle diiz kas ve submukozal alanda goriildiigiinii
fakat mukozada goriilmedigini, L-NAME tedavisiyle de I/R hasarina bagh gelisen bu

histopatolojik degisikliklerin onlendigini bildirmislerdir (15). Tavsan mesanesinin
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mukoza ve diiz kas tabakasinin anoksiye verdigi cevabin karsilastirnildigi bir bagka
calismada, anoksik/iskemik hasara mukozanin diiz kas hiicrelerinden daha duyarl
oldugu rapor edilmistir (90). Yenilmez ve arkadaglari tarafindan mesanenin I/R
hasarina karsi Ginkgo biloba’nin koruyucu etkisinin arastinldigi calismada,
mukozada olugan histopatolojik degisiklikleri tammmlamislardir ve Ginkgo biloba’nin
I/R hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir (91). Benzer olarak Toklu
ve arkadaslar1 tarafindan rat mesanesinde I/R hasari sonrasi histopatolojik olarak
tirotelyumda (mukoza) iilsere alanlar, iirotelyal hiicre kaybi1 ve siddetli inflamatuar
hiicre infiltrasyonu oldugunu, resveratrol tedavisinin bu hasar1 diizelttigini
bildirmislerdir (92).

Matsumato ve arkadaslar1 akut idrar retansiyonu sonras1 meydana gelen I/R
sonras1 olusan mesane disfonksiyonunda lipid peroksidasyonunun 6nemli rol
oynadigimi  gostermiglerdir. Burada olusan mesane disfonksiyonu ve lipid
peroksidasyonunun bir antioksidan olan edaravone verilmesiyle Onlenebilecegini
belirtmislerdir. Edaravone gibi serbest radikal temizleyicilerinin ve diger noron
koruyucu ilaglarin akut ve kronik retansiyonlu hastalarda meydana gelen hasarin
onarilmasinda etkili olabileceklerini gostermislerdir (93).

Mesane I/R hasarinda ¢esitli antioksidan ajanlar kullamlmasina karsin,
rotenon kullanilan bir ¢alismaya literatiirde rastlayamadik. Biz de sican mesanesi I/R
hasarinda antioksidan olarak rotenon kullandik ve rotenon’un etkisini
degerlendirmek icin Real-Time PCR analizi ile COX-2 ve iNOS gen ifadelerine
baktik.

Bir antioksidan ajan olarak rotenon cesitli organlarin /R hasarinda
kullamlmustir. Ichikawa ve arkadaslar1i intestinal mukozada I/R hasarini
degerlendirdikleri ¢calismalarinda rotenon tedavisi alan grupta biyokimyasal analizler
sonucunda hasar1 meydana getiren iiriinlerin iskemi grubuna oranla belirgin
azaldigim1 gostermisler ve rotenon’un bu olumlu etkisini lipid peroksidasyonunu
inhibe ederek ve mukozal inflamasyonu azaltarak gosterdigini belirtmislerdir (76).
Ilan ve arkadaslar1 ratlarda hepatositlerdeki oksidatif stresi baslatan ajanlar iginde
NO’in ¢ok onemli rolii oldugunu vurgulamislardir. Antioksidan tedavi ile hiicre ici
serbest oksijen radikallerinin anlamli derecede diisiiriilebilecegini gosterdikleri

calismalarinda, antioksidan olarak rotenon ve buthiocine vermisler ve NO sentezinin
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azaldigim belirtmislerdir. Bu etkiyi de serbest oksijen radikallerini arttirarak NOS
enzimleri tizerindeki “down regiilasyon’’ sayesinde yaptiklarimi bildirmislerdir (77).
Vanden Hoek ve arkadaslari kardiyomyosit hiicrelerinde oksidatif stres sonucu
meydana gelen hasar1 komplex 1 inhibitorleriyle azaltmaya ¢alismislar ve bu amacla
rotenon, siyanid ve antimisin kullanmiglar, sonugta rotenon’un diger ajanlara gore
daha etkili oldugunu gostermislerdir (78). Biz de benzer olarak sicanlarda mesane
I/R hasarinin rotenon tedavisiyle azaldigim gozlemledik.

I/R hasarini belirlemek icin Real-Time PCR ile COX-2 ve iNOS degisik
organlarda calisilmasina ragmen, mesanede calisilmadigim tespit ettik. Dupouy ve
arkadaslar1 deneysel tek tarafl1 alt ekstremite I/R hasari modelinde COX-1 ve COX-2
diizeylerini arastirmislar ve I/R grubu iskelet kass1 COX-2 mRNA diizeylerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigin1 ve COX-2 inhibitorlerinin dokuyu bu
hasardan koruyabilecegini belirtmislerdir (16). Hiratsuka ve arkadaslar1 ise deneysel
mide I/R hasar1 modelinde, I/R grubu mezenkimal hiicre COX-2 diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamlhi derecede arttigimi bildirmislerdir (94). Yapilan bir diger
calismada, karaciger I/R hasari modelinde Trolox’un damar diizenleyici gen
ifadesine etkisi calisiimis ve I/R grubu karaciger doku 6rneklerinde COX-2 mRNA
ifadesinin RT-PCR yontemiyle kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
oldugu saptanmistir (95). Matsuyama ve arkadaslar1 bobrek I/R hasar ile ilgili
calismalarinda COX-2’nin organ ve doku homeostasisinde ¢ok Onemli bir rol
oynadigini ve bobrek I/R hasarinda COX-2 inhibitorlerinin kullamlmasinin faydali
olacagi one siirmiislerdir (96). Kotani ve arkadaslar1 yaptiklarn ¢alismalarinda mide
I/R hasarinda yukaridaki calismalara benzer olarak COX-2 mRNA diizeyinin
arttigim bildirmislerdir (97). Bizim ¢alismamizda da I/R ile COX-2 mRNA relatif
konsantrasyonuna (GAPDH referans gen ile oranina) bakildiginda COX-2 mRNA
diizeyinin arttigin1 ve rotenon tedavisi sonrasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldigin1 gozlemledik (p<0.01).

Real-Time PCR ile iNOS gen ifadesi retina dokusunda ¢alisilmis ve hipoksik
grupta iNOS mRNA diizeyinin artis gosterdigi bildirilmistir (98). Conners ve
arkadaslar1 parsiyel mesane ¢ikim tikanikligina sekonder gelisen I/R hasarinda NO’in
rolii ve L-NAME tedavisiyle bu hasarin ne kadarimi onleyebileceklerini gormek igin

tavsanlar iizerinde yaptiklar1 caligmalarinda I/R sonrast NO seviyesinin arttigini
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gormiislerdir. L-NAME verilen grupta postop 3. ve oOzellikle de 7. giinde NO
seviyesinin azaldigin1 bildirmislerdir. Boylece L-NAME tedavisinin serbest
radikallerin salinimini azaltarak mesaneyi NO salinimina bagli hasardan korudugunu
ileri stirmiislerdir (18). Chen ve arkadaglar1 olfaktor epitel dokusunda yaptiklar
calismada stimiilasyon ile iNOS diizeyinin ¢ok kisa bir siire yiikseldigini ancak bunu
takiben hizla diisiis gosterdigini bildirmislerdir (99). Biz de calismamizda Real-Time
PCR ile yapilan iNOS gen (hedef gen) ifadesi analizlerinde, kontrol grubunda
olgiilemeyecek kadar diisiik diizeylerde olan iNOS gen seviyesinin I/R gibi bir
stimiilasyonla arttigin1 gdzlemledik. Ancak bunun relatif konsantrasyonuna (GAPDH
referans gen ile oranina) bakildiginda ise /R grubundaki artigmn istatistiksel olarak
anlamli olmadigim bulduk (p>0.05) ve rotenon tedavisiyle /R grubuna gore iNOS
diizeyinin azalmadigini aksine bir miktar daha arttigin1 gézlemledik (p>0.05). Bizim
calismamizda da iNOS diizeyi, /R sonucunda ¢ok kisa bir siire yiikselmis ve sonra
hizla diismiis olabilir. Boylece I/R grubunda iNOS diizeyi yiikselmekle birlikte ¢cok
kisa siirede diistiigii icin istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamis olabilir.
I/R hasarinda dokuda GAPDH oraninin zaten artmis oldugu ve referans gen olarak
da GAPDH kullamldig1 i¢in iNOS/GAPDH oraninin I/R grubunda kontrol grubuna
gbre artmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik kosullarinda olmadigi
soylenebilir. Tanaka ve arkadaslar1 beyin I/R hasarinda immiinositokimyasal olarak
GAPDH birikimine bakmis ve I/R ile GAPDH oraninin arttigini tespit etmisler yani
GAPDH’mn iskemik hasarin gelisiminde kritik bir rol oynadigini belirtmislerdir
(100).

Sonu¢ olarak sican mesane dokusu I/R hasarinda rotenon tedavisinin
oksidatif stres ile iliskili COX-2 diizeylerini azaltabilecegini gozlemledik. Ancak
rotenon tedavisinin gesitli durumlarda gelisen mesane I/R hasarinda tedavi amach

kullaniminin olabilmesi i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonuclar
Mesaneye uygulanan 1 saat iskemi ve 1 saat reperfiizyondan sonra doku
COX-2 degerleri kontrol grubuna gore yiikseldi. Tedavi grubundaki sicanlara

iskemiden 1 saat once rotenon 25 mg/kg olarak verildi.

[/R’dan once rotenon verilmesiyle COX-2 degerlerinin I/R grubuna gére anlamh

derecede azaldigim gozlemledik (p<0.01).

I/R grubunda iNOS diizeyleri kontrol grubuna gore bir miktar artmasina ragmen,
rotenon uygulamasinin iNOS diizeylerini azaltmadigin1 ve gruplar arasinda fark

olmadigin1 gézlemledik (p>0.05).

Oneriler

I/R hasari hiicre zedelenmesine neden olan 6nemli bir siirectir. ilerleyen yasla
birlikte, infravezikal obstriiksiyon sonucu ortaya ¢ikan idrar retansiyonuna sekonder
gelisen mesane distansiyonu ve bu durum sonrasi uygulanan kateterizasyonda ve
normal miksiyon siklusunda I/R hasarina bagli ortaya ¢ikan SOR gibi birgok faktor
dokuda hiicre zedelenmesine neden olabilmektedir. Rotenon da bir¢ok antioksidan
ajan gibi ozellikle COX-2 diizeyini diisiirmeye yonelik etkilerinden dolayr mesane

I/R hasarim ortadan kaldirmak amaciyla klinik kullanima girebilir.
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