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1. OZET

Pamuk C.S. Akut Ekstremite iskemisine Maruz Birakilan Sicanlarda Nikardipinin

Iskemi/Reperfiizyon Hasarim1 Engellemedeki Rolii.
Tipta Uzmanhk Tezi. Istanbul, 2021.

Amag: Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de sik goriilen ekstremite iskemisi onemli
mortalite ve morbidite sebeplerinden biridir. Iskemi ve reperfiizyon siirecinde hasarin biiyiik
boliimiinlin reperfiizyon siirecinde olustugu ve reaktif oksijen radikallerinin dokularin

hasarlanmasinda biiyiik rol oynadig: bilinmektedir.

Bu calismada bir kalsiyum kanal blokorii olan Nikardipinin vazodilatasyon ve
kalsiyum blokaj etkisinin akut ekstremite iskemisine maruz birakilan siganlarda iskemi ve

reperfiizyon hasarini engellemedeki rolii aragtirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu ¢alismada ortalama agirliklar1 200-400 gr olan 24 adet erkek
Wistar Albino cinsi si¢an rastgele 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu(n=6) siganlara sadece deri
alt1 kesi yapildi. Iskemi-reperfiizyon (IR) grubu(n=6) siganlarda infrarenal abdominal aort 60
dk siireyle klemplenerek iskemi olusturuldu, sonra klempler kaldirilarak 120 dk reperfiizyon
yapildi. Iskemi-reperfiizyon (IR)+diisiik doz nikardipin(n=6) (10 mg/ml) grubu siganlara
cerrahi islemden 4 giin once baslanilarak her giin tek doz intraperitoneal yolla nikardipin
uygulandi. Iskemi-reperfiizyon (IR)+yiiksek doz nikardipin(n=6) (20 mg/ml) grubu siganlara
cerrahi islemden 4 giin 6nce baglanilarak her giin tek doz intraperitoneal yolla nikardipin
uygulandi. Nikardipin tedavisi tamamlandiktan sonra siganlarda infrarenal abdominal aort 60
dk siireyle klemplenerek iskemi olusturuldu, sonra klempler kaldirilarak 120 dk reperfiizyon
yapildi. Reperfiizyon siiresi bitince kontrol grubu dahil olmak iizere tiim siganlar sakrifiye
edilerek uygun kan Ornekleri alindi, kas ve aort dokusu patolojik degerlendirme igin

cikarilarak uygun kosullarda saklandi.

Incelemeler serum ve doku materyalleri iizerinde yapildi ve 6zellikle prooksidan-
antioksidan sistem ve inflamasyon ile ilgili monoklonal antikorlardaki degisimler arastirildi.
Bu ¢ercevede HIF-1 alfa antikoru, ICAM-1 Antikoru, VCAM-1 Antikoru, MMP 3 ve MMP9
antikoru, Rat myeloperoxidase (MPO), Rat signal transducer and activator of Transcription 1
(STAT1), Rat mitogen activated protein kinase (MAPK), Glutathione Peroksidaz (GSH-PX),

reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA), proteinlerin ileri oksidasyon {iriinleri



(AOPP) antioksidan aktivite (FRAP), Total-SH, Stiperoksit dismutaz (SOD) ve Katalaz
calisildi.

Bulgular: Biyokimyasal incelemelerde iskemi/ reperfuzyon modeli olusturulan
sicanlarin serumlarinda SODs, GSH-Px ve katalaz enzimlerinde kontrol grubuna bir farklilik
gostermedigi, MPO aktivite diizeylerinin ise iskemi de anlamli artip, tedavi gruplarinda
anlamli olarak azaldigi goriildii. MAPK ve STAT1 diizeylerinde ise iskemi uygulamasiyla
anlamli artig, tedavi ile anlamli azalma tespit edildi. Serum ROS, MDA, Total SH ve AOPP
diizeyleri iskemi uygulamasi ile anlamli artis, FRAP diizeylerinde de diistis goriildii. Tedavi
gruplarinda ise MDA ve FRAP anlamli olarak azalirken, ROS, Total SH ve AOPP de
degisiklik goriilmedi. HIF-1 alfa antikoru, ICAM-1 Antikoru, VCAM-1 Antikoru, MMP-3 ve
MMP-9 antikoru iskemik grupta pozitif boyanma gosterirken, tedavi grubunda daha zayif
boyandig1 goriildii.

Sonug¢: Sonug olarak, IR grubunda alt ekstremitede iskemi- reperfiizyon hasart
olustugunu ve nikardipin tedavisinin bu hasara karst koruyucu etkisinin oldugunu

sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: iskemi-reperfiizyon, nikardipin



2. ABSTRACT

Pamuk C.S., The role of nicardipine in preventing ischemia/reperfusion damage in rats

exposed to acute extremity ischemia, Istanbul 2021

Objective: Limb ischemia, which is as common in our country as in the whole world,
is one of the important causes of mortality and morbidity. It is known that most of the damage
during ischemia and reperfusion process occurs during the reperfusion process and reactive

oxygen radicals play a major role in tissue damage.

In this study, the role of the vasodilation effect of Nikardipine, a calcium channel
blocker, in preventing ischemia and reperfusion injury in rats exposed to acute limb ischemia

was investigated.

Materials and Methods: In this study, 24 Wistar Albino rats with an average weight
of 200-400 g were randomly divided into 4 groups. Only subcutaneous incisions were made in
the control group (n = 6) rats. Ischemia was induced by clamping the infrarenal abdominal
aorta for 60 minutes in ischemia-reperfusion (IR) group (n = 6) rats, then reperfusion was
performed for 120 minutes by removing the clamps. Ischemia-reperfusion (IR) + low dose
nicardipine (n = 6) group rats were initiated 4 days before the surgical procedure and
administered a single dose of nicardipine daily intraperitoneally. Ischemia-reperfusion (IR) +
high-dose nicardipine (n = 6) group rats were started 4 days before the surgical procedure and
administered a single dose of nicardipine daily intraperitoneally. After the nicardipine
treatment was completed, ischemia was created by clamping the infrarenal abdominal aorta
for 60 minutes in rats, then reperfusion was performed for 120 minutes by removing the
clamps. When the reperfusion period was over, all rats, including the control group, were
sacrificed and appropriate blood samples were taken, quadriceps muscle tissue was removed

for evaluation and stored under appropriate conditions.

Investigations were made in serum, muscle tissue and aorta; changes in monoclonal
antibodies related to prooxidant-antioxidant system and inflammation are investigated in
particular. In this context, HIF-1 alpha antibody, ICAM-1 Antibody, VCAM-1 Antibody,
MMP-3 and MMP-9 antibody, Rat myeloperoxidase (MPO), Rat signal transducer and
activator of Transcription 1 (STAT1), Rat mitogen activated protein kinase (MAPK) ,
Glutathione Peroxidase (GSH-PX), reactive oxygen species (ROS), malondialdehyde (MDA),



advanced oxidation products of proteins (AOPP) and antioxidant activity (FRAP), Total-SH,

Superoxide dismutase (SOD) and Catalase were studied.

Results: In the biochemical examinations, it was observed that there was no difference
in SODs, GSH-Px and catalase enzymes in the sera of rats for which ischemia/reperfusion
model was created. While the MPO activity levels increased significantly in ischemia and it
also decreased significantly in the treatment groups. A significant increase in MAPK and
STAT1 levels with ischemia and a significant decrease with treatment were detected. Serum
ROS, MDA, Total SH and AOPP levels increased significantly with ischemia, and FRAP
levels decreased. In the treatment groups, while MDA and FRAP decreased significantly,
ROS, TotalSH and AOPP did not change.

Conclusion: In conclusion, we were able to create ischemia-reperfusion injury in the
lower extremity in the IR group and we can say that nicardipine treatment has a protective

effect against this damage.



3. GIRIS

Iskemi, doku ve organlarm arteriyel kanlanmadan faydalanamamalar1 sonucu ortaya
cikan ve artik metabolik liriinlerin uzaklastirilamamasi ile hiicresel hasar meydana gelmesine
neden olan durumlardan biridir. iskemi sonucunda olusan hasarin siddeti, yetersiz
perfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti,

kan ihtiyac1 ve metabolizmasina gore farklilik gostermektedir. (1)

Dokunun yeniden kanlanmasi anlamina da gelen reperflizyon, hiicre hasarini
engellemede 6nemli bir rol oynasa da iskemik hasarin sitokin salinimi ve hidroksil radikal
(OH ), stiperoksit radikali (O2 ) ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve kompleman sisteminin aktivasyonu ile tehlikeli etkilerini de artirmaktadir. (2)

Hiicresel sisme, hiicre iskeleti degisiklikleri ve seg¢ici mikrovaskiiler gegirgenlik kaybi

reperfiizyona bagli hasarin karakteristik 6zelliklerindendir.

Iskemi reperfiizyon (IR) hasari; koroner anjioplasti, transplantasyon, kardiyopulmoner
bypass, anevrizma cerrahisi, periferik arter cerrahisi gibi girisimlerin sonucunda gelisebildigi
gibi aterosklerotik tikayicit hastalik, arteriyel tromboz veya emboli gibi hastaliklarla da

prezente olabilen bir klinik tablodur. (3,4)

Bir dihidropiridin kalsiyum kanal blokeri olan Nikardipin arteriyolar vazodilatordiir.
Kardiyak miyositlerine oranla vaskiiler diiz kasta L-tipi kalsiyum kanallar1 i¢in segicidir.
Nikardipin kullanim olarak, malign arteriyel hipertansiyon ve hipertansif ensefalopatinin
tedavisinde tek basina, aort diseksiyonu vakalarinda kisa etkili beta bloker tedavisi uygun
olmadiginda veya tek basina beta blokajin etkili olmadigi durumlarda beta blokerle
kombinasyon halinde, siddetli preeklampside diger intravendz antihipertansif ajanlar
onerilmediginde veya kontrendike oldugunda ve siklikla ameliyat sonrasi hipertansiyon

tedavisinde kullanilmaktadir.

Yapilan yeni ¢alismalarda Nikardipinin antiaterosklerotik etkisinin olabilecegi ortaya

¢ikarilmis, calismamiza da ilham kaynagi olmustur. (5)

Caligmamizda nikardipinin akut iskemiye maruz birakilan sicanlarda iskemi/
reperflizyon hasar1 iizerindeki roliiniin aydinlatilmasi planlanmistir. Sicanlardan alinan kan
ornekleri ile serumda oksidatif stres markerlar1 arastirilarak, I/R hasar1 azaltmasinin miimkiin
olup olmadig: tespit edilmeye caligilmistir. Monoklonal antikorlarla aort dokusu ve cizgili kas

dokusu tizerinde ¢alismalar yapilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Hiicre Zedelenmesi

Hiicre; fiziksel, kimyasal ya da mikrobiyolojik ajanlar gibi dis uyaranlara karsi
adaptasyon yaniti gosterir. Hiicrenin adaptasyon mekanizmasinin kapasitesinin asilmasi

durumunda hiicre zedelenmesi gelisir.
4.1.1. Hiicre Hasan

a) Reversible Hasar: Hiicre adaptasyon mekanizmalari ile hasarin geri doniisiimlii

olarak dizenlenmesi durumudur.

N\

NORMAL HUCRE Stres ADAPTASYON Reversibl Hasar

Hasar Yanity
Gecici hasar,

HUCRE HASARI

l Hlerfeyici hasar,

Irreversible Hasar

Nekroz «— Hucrzolomy —> Apopitoz

Sekil 1: Hiicre Hasar1 Mekanizmalari

Geri doniisli hiicre hasarinda, hasara yol acan uyaran ortadan kalktiginda meydana
gelen morfolojik ya da fonksiyonel degisiklikler geri doniisliidiir. Agir membran hasar1 ya da

cekirdek hasar1 gerceklememistir.

b) Irreversibl hasar: Meydana gelen hasarin siiresinin uzamasi durumunda hiicredeki
hasar geri doniissiiz duruma gelir ve hiicre 6liimii gerceklesir. Hiicre 6liimii nekroz ve

apopitoz mekanizmalar ile gergeklesir.

Hiicre hasar1 nedenleri oksijen eksikligi, kimyasal etkenler, enfeksiyon etkenleri,
genetik  faktorler, fiziksel etkenler, beslenme dengesizlikleri ve yaslanma olarak
belirlenmistir. (1.) Hiicre hasarinin ana hedefi; mitokondriler ve patolojik kosullarda bu

organellerin ATP ve ROT (reaktif oksijen tiirevleri olusturabilme kabiliyeti, kalsiyum



homeostazinda bozukluk, membranlarin hasar gérmesi ve DNA hasar1 sonucu proteinlerin

yanlis katlanmasidir. (1)

Aerobik oksidatif solunumunu etkileyerek hiicre 6liimiine sebep olan etkenler arasinda
en Onemlisi hipoksidir. Hipoksinin en sik sebebi dokuya gelen arteriyel kan akiminin

kesintiye ugramasi sonucu gelisen iskemidir.
4.1.2. iskemi Patofizyolojisi

Iskemi, dokularin fonksiyone olmalari igin gerekli olan oksijen ve diger metabolitlerin
dolasim sistemi tarafindan saglanamamasi sonucunda ortaya c¢ikan durum olarak

tanimlanabilir.

Dokuya azalmis oksijen sunumu, mitokondriyal enerji iiretiminin (adenozin trifosfat
sentezi, oksidatif fosforilazasyon) azalmasina ve bunun beraberinde glikoliz iiretiminin
artmasina karsin hiicre enerji stokunun azalmasina neden olmaktadir. Yetersiz enerji deposu
hiicresel iyon hemostazimin (intraselluler ve ekstraselluler Na+, Ca++ ve K+ dengesi)
saglanamamasina neden olarak, hidrolazin aktivasyonuna ve hiicre membran gec¢irgenliginin
artmasina neden olmaktadir. Enerji liretiminin anaerob glikoliz {izerinden devam edebildigi
hipoksinin aksine iskemide, gelen kan miktarinin azalmis olmasi nedeniyle, glikoliz i¢in
gerekli maddelerin saglanmasinda da sorun vardir. Buna bagli olarak, dokuya ulasabilen
potansiyel substratlar tiikendiginde ya da glikoliz olayi, normalde vendz kanla dokudan
uzaklastirilan metabolitlerin  birikmesi nedeniyle inhibisyona wugradiginda, iskemik
dokulardaki anaerob enerji iiretimi de engellenir. Iskemiye bagl doku hasari bu nedenle

hipoksi nedenli doku hasarindan daha ¢abuk gelisir ve genellikle daha siddetlidir. (2)

Iskeminin siiresine ve derecesine bagli olarak hidrolaz aktivasyonu ve iyon
hemostazinin diizensizligi logaritmik olarak artar. ATP {retiminin diismesi ile hiicresel
lizozomlar hidrojen iyonlart sizdirmaya, hiicreler glikolitik yolagin kullanimini artirmaya
baglarlar. Asidozun artmasi Na-K-ATPaz iyon pompasmin ve hiicresel iyon hemostazinin
saglanmasinda gorevli enzimlerin fonksiyonunu bozar. Bu beraberinde hiicre i¢indeki Na+ ve
Ca++ konsantrasyonlarinda artmaya neden olur. Ca++ diizeyinin artmasi fosfolipazlar

(6zellikle fosfolipaz A2) ve hiicre hasarindan sorumlu preoteazlari aktive eder. (Sekil 2)

Doku iskemisi, vaskiiler endotelyal faktér (VEGF) sentezini tetikler. Hipoksi
sonucunda mRNA kendi stabilizasyonunu saglama amaciyla yikimi azaltip, m RNA {iretimini

artirir. Hipoksiye bir cevap olarak protein sentezi genel olarak dursa da VEGF m RNA etkili



bir bigimde proteine dontstiiriiliir. VEGF protein sentezinin baslangig basamaklari VEGF
geninin 5’transkripsiyonel baslangicindaki hipoksiye cevap alanina hipoksi-inducible factor
(HIF) baglanmasina baglidir. HIF-1 basit bir protein olup 2 subuniteden olusur: HIF 1 alfa ve
HIF-1 beta. HIF-1 alfa proteini normal kosullarda ubikinon ve proteosom tarafindan down
regiile edilir. Hipoksik durum gelistiginde HIF-1 alfa protein seviyesi dramatik bir sekilde
artmaya baslar. HIF 1 alfanin niikkleer akiimiilasyonu HIF 1 beta ile dimerizasyonunu tetikler.
Bu iki dimerin birlegsmesi ile DNA sekanst VEGF {iretimini ve diger hedef gen iiretimini

transkripsiyonel olarak baslatir. (3)

Doku hipoksisi notrofillerin interstisyuma mobilize olmasi ile sonuglanir ve bu durum
doku reperfiizyonu tizerinde hem yararli hem de yikici baz1 durumlar1 da beraberinde getirir.
Hipoksi adaptif yoluna bagli olarak nétrofil ve makrofajlar inflamasyon alanina migre eder.
Aktive olan notrofiller ¢6ziilebilen mediyatorlerden olan glutamat ve adenin niikleotidlerini
ortama birakir. Bu mediyatorler iskemi aninda vaskiiler endotelyal yilizeyinde adenozine
doniisiirler. Adenozin, nétrofil transmigrasyonundan sonra endotelyal hiicre, hiicre iletisimini
tekrar kurarak mikrovaskiiler endotelyal bariyeri korur. Polimorf ¢ekirdekli nétrofiller ayni
zamanda endotelyal bariyere zarar veren bazi faktorler tireterek yikici 6zellik de gosterirler.
(2.3)

ISKEMi
l Proteaz aktivasyonu
v
Doku Hipoksisi ATP azalir —
T Defeksians ivon pompasi
HIF1 ___ VEGF m-RNA, protein artar
L,

Sekil 2: Iskemi hasari

Iskemi esnasinda gergeklesen bu anahtar olaylar, reperfiizyonda durumun daha da
kotiilesmesine neden olabilmektedir. Ornek verilmesi gerekirse; ksantin dehidrojenazin

ksantin oksidaza dontisiimi.



Ksantin dehidrojenaz oksidize nikotinamid diniikleotidi (NAD+) ksantin ve
hipoksiksantinin oksidasyonunda kullanir. Is1, proteoliz, siilfidril birlesimlerinin sayica
azalmasi ksantin dehidrojenazi oksidaz formuna doniistiiriir ve bu form NAD+in bir elektron

alicis1 olarak kullaniminin 6niine geger. (Sekil 3)

Bu siiregle birlikte siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit olusumu artar. Stiperoksit
anyonlarin hidrojen peroksit ile etkileseme girmesi siiperoksit anyondan daha reaktif bir form
olan hidroksil radikaline doniismesine neden olur. Bu reaksiyon Weiss reaksiyonu olarak da
bilinmekte ve normoksik kosullarda yavas ilerlemesine karsin, hipoksik kosullarda ¢ok hizli
seyretmektedir. Olusan radikaller anstabil ve oldukga reaktiftirler. Proteinler, lipidler, niikleik
asitler ve polisakkaritlerle etkilesime girmekte ve hiicre membraninda da bir pargasi olan bu
molekiillerle olan reaksiyonu sonucunda membran biitiinliigii saglanamay1p hiicresel biitiinliik

ve fonksiyon kaybi ile sonug¢lanmaktadir. (3)

Ksantin + H202 + NAD+ | Ksamiin_Dehidioienaz Urik Asit+NADPH+2H
Ksantin + H202 + 20 Ksantin Qksilenaz Urik Asit + 202- + 2H

Sekil 3: Serbest radikal olusumu
4.1.3. Reperfiizyon

Iskemik dokuda, hiicrenin rejenerasyonu ve toksik metabolitlerin temizlenmesi igin,
kan akiminin yeniden saglanmasi gereklidir. Reperfiizyon hasar1 iskemiden sonra yeniden
kanlandirilan dokunun buna verdigi kompleks cevap olarak tanmimlanabilir. Reperfiizyon
hasarinin metabolik, trombotik, enflamatuvar komponentleri bulunmaktadir. Reperfiizyon
sonrast doku biitinliigiiniin saglanmasi ya da iskemik hasarin daha da siddetlenmis olmasi
primer olarak iskemi siiresine baghdir. Yeniden kanlandirma sonrasi olusan hasarin iskemik
hasara nazaran daha fulminant olusu paradoksaldir. Bununla beraber, reperfiizyon yapilmadigi
takdirde hayati organlarimizda (beyin, bagirsak, kalp ya da ekstremiteler) geri doniisiimsiiz
hasarlar olusabilmektedir. Dokunun reperfiizyona verdigi cevapta en major rolii vaskiiler

endotel tabakasi oynamaktadir. Azalan endotelyal ATP seviyeleri damar duvarindaki
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endotelyal tabakanin permeabilitesinin daha gegirgen olmasia yol agmaktadir. Reperfiizyon
sirasinda dokuda nétrofil infiltrasyonu, kompleman sisteminin aktivasyonu, kalsiyum aracili
proteazlarin aktivasyonu, arasidonik asit (AA) metabolizmasi gibi pek ¢ok sistem, serbest

radikal (SR) olusumunu artirarak, hasara neden olmaktadir. (1,4)

Reperfiize olan dokuya bir takim inflamatuvar mediyatorler (makrofajlar, lenfositler,
notrofiller, mast hiicreleri, plateletler) yollanir. Kompleman sistemi, reaktif oksijen
radikalleri, NO, inflamatuvar ve non inflamatuvar sitokinler gibi hiicre dis1 elementlerin de

reperfiizyon hasarindaki kompleks yapiy1 olusturdugu diisiiniilmektedir.
4.1.4. iskemi/Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmasi
Iskemi reperfiizyon hasarinda fizyopatolojik degisikliklere yol acan faktorler (4)
a) Serbest oksijen radikalleri,
b) Polimorf niiveli 1okositler
C) Kompleman sistemi,
d) Endotel hiicreleridir.
a) Lokositler:

Reperfiizyon esnasinda notrofil kemotaksisinde artar ve nétrofil-endotelyal hiicre
adezyonunda logaritmik artma gozlemlenir. Iskemi esnasindaki statik durumdaki yavas
transendotelyal nétrofil migrasyonunun aksine reperfiizyon esnasinda akimla birlikte nétrofil-
endotel iligkisi artar. Reperfiizyondaki transendotelyal migrasyon; Rolling (yuvarlanma),
adherans ve transendotelyal migrasyon basamaklariyla gergeklesmektedir. Ilk basamak
yiizeydeki endotelyal P-selektin (CD62P) iiretiminin artmasi ile baglamaktadir. CD62P 16kosit
ligand: P-selektin glikoprotein ligand 1 (PSGL-1) ile baglanir ve l6kosit yuvarlanmasi
(rolling) baslar. Néotrofilin adheranst 2 integrinler Cd11a/CD18 ve CD11b/CD18 in
endotelyal interselluler adezyon molekulu-1 (ICAM-1) ile baglanmasi sonucu
gerceklesmektedir. Lokositlerin  transmigrasyonu ise platelet- endotelyal cell adezyon
molekulu-1 (PECAM-1) ile saglanmaktadir. Interstisyuma girer girmez lokositler toksik
reaktif oksijen molekiillerini, proteazlar ve elastazlar: ortama birakirlar. Salinan bu maddeler
artmig mikrovaskiiler permeabilite, 6dem, tromboz ve parenkimal hiicre 6liimii ile iliskilidir.
(3.9)
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b) Sitokinler:

Enflamasyon alaninda bulunan multipl biiylime faktoérleri ve sitokinler inflamatuvar
yanitin nasil olacagimi belirlemekte en Onemli role sahiptirler. Damar duvarinda

proinflamatuvar ve anti-inflamatuar sinyal aligverisi stirekli olmaktadir. (Tablo 1)

Tablo 1: Pro/Anti inflamatuar Sinyaller

PROINFLAMATUAR SINYALLER ANTI-INFLAMATUAR SINYALLER

Interferon Y Transforming Growth Faktor-f3

Tumor Nekrosis Faktor (TNF) IL-10

Interlokin-1 (IL-1) Interlokin Reseptor Antagonisti (IL-RA)
IL-4 IL-13

IL-13 I- KB

Makrofaj inflamatuar protein-2 (MIP-2)
NF-KB

Nukleer Faktor Kappa B (NF- KB) iskemi/reperfuzyon da dahil olmak iizere uyarinin
cesidine gore inflamatuvar ve apopitotik genleri aktive eden ¢ok 6nemli bir transkripsiyon
faktoridiir. NF- KB normalde inhibitdr preoteinlere (I- KB) baglh olarak inaktive formda
sitoplazmada bulunmaktadir. NF- KB nin aktivasyonunda I- KB dan dissosiasyonu en énemli
basamaktir. NF- KB nin klasik yoldaki aktivasyonu I- KB kinaza baghdir. I- KB kinaz I- KB
a baglanarak inflamatuvar ve antiapopitotik genlerin transkripsiyonunu tetiklemektedir.
Alternatif yolda ise farkli bir kinaza (IKKa) baglh olarak aktive olmaktadir. IKKa B hiicre
maturasyonunda ve lenfoid organ gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir.
Klasik yolagin I/R hasarina neden olan gesitli sitokinlerin (IL-8) ve Toll-like reseptorlerin
aktivasyonundan sorumlu olduguna inamlmaktadir. iskelet kaslar1 ve intestinal I/R {izerine

yapilan ¢alismalarda NF- KB nin aktivasyonu bloke edildiginde hasarin azaldig1 gozlenmistir.
(1,6)

Karaciger ve iskelete kasinda gelisen iskemi/reperfuzyon hasarinin lokal ve sistemik
sitokinlerin seviyesinin artmasi ile olusan lokal ve sistemik hasara bagli olarak olustugu
diisiniilmektedir. TNF ve Makrofaj Inflamatuvar Protein-2 (MIP-2) seviyeleri
iskemi/reperfuzyona maruz birakilan alt extremitelerde belirgin sekilde arttig1 not edilmistir.
(7) Direk sitokin antagonistlerinin (reseptdr antagonistleri ve antisitokin antikorlari),

metabolik kurtarici ajanlarin ve antiinflamatuar molekiillerin; hayvanlara ekstremite I/R



12

uygulandiginda iskemik kas hasarin1 ve dokudaki proinflamatuar sitokin seviyelerini

diisiirdiigii calismalarda gosterilmistir.
c) Serbest Oksijen radikalleri:

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektron yer alan ve bu yapilari
nedeniyle asir1 kararsiz olduklarindan, diger kimyasallarla kolayca tepkimeye girmektedirler.
(Tablo 2) Hiicre igerisinde olusma durumunda hiicredeki ¢esitli lipid ve proteinlere saldirarak
yapilarini kararl hale getirmeye g¢alisirlar. Bunu yaparak reaksiyona girdikleri molekiillerin de

serbest radikallere doniismesine yol agarak hiicredeki hasarin biiylimesine neden olurlar. (1,3)

Tablo 2: Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest Oksijen Radikalleri:
Stiperoksit Radikal ( O2-)

Hidroksil radikal (OH-)
Alkoksil radikal (LO-)
Peroksil radikal (LOO-)

4.1.5. Mitokondriyal hasar

Mitokondri hiicredeki en biiyiik organeldir ve i¢ ve dis membranlari ile iki biiyiik
kompartmana sahiptir. Oksidatif fosforilizasyonla iligkili proteinler elektron transport
zincirinin - dort multipl-subunit enzim kompleksini (Kompleks [I; 1V) ATP sentazi
(KompleksV) ve adenin niikleotid translokatorunu igerir. Mitokondriyal membrandaki
elektron akisi sayesinde adenozin difosfat (ADP) enerji iiretiminde 6nemli bir rol oynayan

adenozin trifosfata (ATP) doniisiir.

Iskemiye maruz kalindiginda mitokondriyal enzim kompleksleri bu durumdan
etkilenir ve biitiin elektron transportu durur. Iskemik hasardan en ¢ok etkilenenler ise
Kompleks I ve Ill dur. Myokardiyal reperfiizyonda Kompleks I tamamen iyilesmez ve bu
durum elektron kagagina ve inefektif oksidatif fosforilizasyona neden olur. Elektron transport
sisteminin ayrigmasi, iskemik oksidasyona ve sepsistekine benzer reaktif oksidan iiriinlerin

olusmasina neden olur.
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4.1.6. Nitrik Oksit

Nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi ile endotelde sentezlenen serbest radikalden biridir.
Ug farkli NOS enzimi vardir. Endoteliyal, ndronal ve enflamasyon veya enfeksiyon
durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan indiiklenebilen NOS (iNOS)’dur. NO,
stiperoksit anyon radikali ile hizla reaksiyona girebildiginden hiicre koruyucusu olarak
diistintilebilir. (6) Nitrik oksit vaskiiler tonusun fizyolojik diizenlemesi ve normal vaskiiler
gecirgenligin devami, 16kosit adezyonunun engellenmesi, trombosit agregasyonunun
inhibisyonu, oksijen kaynakli serbest radikallerin temizlenmesi, diiz kas proliferasyonunun
engellenmesi, immun savunmanin gii¢lendirilmesi, endotel hiicrelerinin rejenerasyonu gibi
birgok olayda etkili olmaktadir. (9) Ayrica iskemik dokularda siiperoksit dismutaz aktivitesini
etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir (10) Fizyolojik derisimde iiretilen NO,

oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3 -) oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir.

Oksijen radikallerindeki durumun aksine, normal vaskiiler fizyolojide NO; vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin gevsemesine ve trombosit adezyon ve agregasyonunda inhibisyona
neden olur. Diger yandan lipit peroksit radikalleri ile reaksiyona girerek antioksidan ve
antiaterosklerotik etki olusturur. Siperoksit radikalleri ile etkilesimi, damar diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmesi, santral sinir sisteminde norotransmitter gorevi
tasimasi, vazodilatator tonusun devamliliginin saglanmasi diger 6nemli 6zelliklerindendir.
Patolojik olaylarda ise; 6dem olusumunda, makrofajlarin antimikrobial ve tlimorosidal
aktivitelerinin diizenlenmesinde pro- ve anti-inflamatuvar iriinler gibi davranmaktadir. En sik
olarak lipid yapilarla olmak {iizere organizmada pek cok tiirde serbest radikal olusabilir.
Doymamis yag asitlerinin agil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipid radikali meydana gelir.
Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksit (LOO-) radikalini olusturur.
Iskelet kasi lipid radikallerinin en onemli kaynagidir (11). Lipid peroksit radikali, diger
lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve lipit hidroperoksitler (LOOH) olusur. Ortamda bulunan
demir ve bakir iyonlar1 lipid peroksidasyonunu hizlandirir. Lipid radikaller yiiksek derecede
sitotoksik triinlere doniisebilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen iirin aldehid grubundan

malondialdehittir (MDA). (12)

Neredeyse biitiin cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunu takip
eden bir reperfiizyon periyodu bulunmaktadir. Daha 6nce de belirtildigi gibi iskemik
dokularin reperflizyonu, toksik serbest oksijen radikali (SOR) olusumuna neden olmaktadir.

Bunlar siiperoksit anyonlar (O2 ), hidroksil radikalleri (OH ), hipoklorik asit (HOCI),
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hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir. Siddetli iskemiye ugramis
bir iskelet kasinin reperfiizyonu K, H iyonlari ile lipid peroksidasyonu iirinlerinin
serbestlesmesi sonucunda miyokardiyal, pulmoner ve renal fonksiyonlarinda bozulmaya yol
acabilir. Bu fonksiyon azalmalar1 reperfiizyon sendromu olarak bilinmektedir ve iskeminin

tedavi edilmis olmasma ragmen yiilksek oranda mortalite ve morbiditeye Kkatkida

bulunmaktadir. (6)

4.1.7. Antioksidan Sistem

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu engellemekteyken, bir kismi
ise olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini onlemektedir. Bu islevi yapan maddelere

“‘antioksidanlar’’ denilmektedir.
a) Endojen Antioksidanlar:

Endojen antioksidanlar, enzim yapisindakiler ve enzim yapisinda olmayanlar olmak tizere

iki sinifa ayrilirlar.

1) Enzim yapisinda olan endojen antioksidanlar;
e Katalaz
e Siiperoksit dismutaz (SOD),
e Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
e Glutatyon S-Transferazlar (GST),
e Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,

e Hidroperoksidaz.

i) Enzim olmayan endojen antioksidanlar;
e Albiimin
e Bilirubin
e Melatonin
e Seruloplazmin,
e Transferin
e Miyoglobin
e Hemoglobin

e Ferritin
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e Glutatyon
e Sistein,

e Metiyonin
e Urat

e Laktoferrin

e Albiimin
b) Eksojen Antioksidanlar;
Vitamin E,A,C, Folat ve demir selatorleri 6rnek olarak verilebilir.

4.1.8. Kalsiyum Kanal Blokerleri

Kalsiyum kanal blokerleri, hiicre ig¢ine kalsiyum girisini bloke ederler. Etkilerini

genellikle diiz kas ve miyokard hiicreleri izerinde gosterirler.

K+
ATP

1

20 _
Ca ** - Kalmodulin kompleksi CAMP

+

MHZK® MiyOmezi )k)'llﬂz e MHZK(POy4);

Miyozin
hafif Zincirler =————————p MiyOzin-HZ-PO, s Miyozin-HZ

i ] |

Kontraksiyon Gevieme

\ Vaskiiler diiz kas hicresi /

Sekil 4: Kalsiyum Kanal Blokerlerinin Etki Mekanizmas1 ve Diiz Kas Kontraksiyonunun
Kontrolii(13)
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Kimyasal yapi1 bakimindan ii¢ ayr1 grupta toplanirlar:

1. Papaverin Grubu: Verapamil, Gallopamil, tiapamil

2. Benzotiazepin grubu: Diltiazem

3. Dihidropiridin grubu: Nifedipin, Nikardipin, nitrendipin, isradipin, amlodipin,
felodipin, nimodipin, nisoldipin, niludipin

Endikasyonlari:
e Hipertansiyon
e Angina pektoris
e Akut koroner sendrom

e Supraventrikuler tasikardiler

e Idiopatik ventrikuler tasikardi

Farmakodinamik

—

Diiz kas ve kalp kas1 kasilmasi i¢in membrandan kalsiyum girisinin gerekli oldugunun
bilinmesi; kalp kas1 ve ¢esitli dokulardaki kalsiyum kanalinin kesfini beraberinde getirmistir.
Bu kanallarin kesfi kalsiyum bloke edici ilaglarin gelistirilmesini miimkiin kilmstir. (Tablo3)
Kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in klinik kullanimda olan blokerler L-tipi kalsiyum kanali
blokerlerdir.

Voltaj kapili L-tipi kalsiyum kanali, kalp kasinda ve diiz kasta baskin olan tip oldugu
ve ¢esitli ilag reseptorlerini igerdigi bilinmektedir. a-1 (en biiyiik olani, delik bigiminde alt
iinite), a-2, B, y ve 6 alt linitelerinden olugsmaktadir. Nifedipin ve diger dihidropiridinlerin a-1
alt linitesinin bir bolgesine bagladig: gosterilmisken, verapamil ve diltiazem, ayni alt {initenin

bir bagka bolgesindeki, es olmayan ama yakin iliskili olan reseptorlerine baglanmaktadir.

Bu ilaglar membranin i¢ tarafinda etki gostermekte ve inaktive kanallara daha etkin
baglanmaktadirlar. Ilacin baglanmasi, depolarizasyon yaniti olusturarak kanalin agilma
sikligini azaltir. Sonug olarak, transmembran kalsiyum akiginda belirgin azalma olusur. Bu da
diiz kasta uzun siireli gevseme (Sekil 4), kalp kasinda ise kasilmada azalma, siniis diigiimii
pacemaker hizinda diisme ve atriyoventrikiiler diigiimde ileti hizinda azalma ile sonuglanir.

(13)
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Tablo 3: Kalsiyum Kanal Blokerleri

ILAC ORAL YARI OMUR ENDIKASYON
BIYOYARARLANIM (%) | (saat)
Amlodipin 65-90 30-50 Angina, Hipertansiyon
Felodipin 15-20 11-16 Hipertansiyon,
Reynaud Fenome ni
Isradipin 15-25 8 Hipertansiyon
Nikardipin 35 2-4 Angina, Hipertansiyon
Nifedipin 45-70 4 Angina, Hipertansiyon<
Reynaud fenomeni
Nisoldipin <10 6-12 Hipertansiyon
Nitrendipin 10-20 5-12 Arastirmada
Diltizem 40-65 3-4 Angina, Hipertansiyon,
Reynaud fenomeni
Verapamil 20-35 6 Angina, Hipertansiyon,
Aritmiler, Migren

i) Kalsiyum Kanal Blokerlerinin Organlar Uzerindeki Etkileri
1. Diiz kas:

Diiz kasin bir¢ok tipi dinlenme tonusu ve kasilma yanitlan igin transmembran
kalsiyum girisine bagimlidir. Bu hiicreler kalsiyum kanal blokerleri ile gevser (Sekil 4).
Vaskiiler diiz kas bu yanita en hassas olmakla birlikte benzer gevseme bronsiyoler,
gastrointestinal ve uterus diiz kasinda goriilebilmektedir. Vaskiiler sistemde, arteriyoller
venlerden daha hassastir, bu baglamda ortostatik hipotansiyon sik goériilen bir istenmeyen etki
degildir. Kan basinci tiim kalsiyum kanal blokerleri ile diisiiriilebilir. Kadinlar erkeklere gore
diltiazemin hipotansif etkisine daha duyarli olabilirler (13). Periferik vaskiiler direngteki
azalma, efor anginasi olan hastalarda, bu ilaglarin yarar saglayacagi mekanizmalardan biridir.
Varyant angina hastalarinda, koroner arter spazmin azaldigi bilinmektedir. Kalsiyum kanal
blokerleri arasinda vaskiiler secicilikte 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. Kalsiyum kanal
blokerlerinin bir grubu olan dihidropiridinlerin, diltiazem ve verapamile gore, kardiyak
etkileri ile iligkili olarak daha yiiksek oranda vaskiiler diiz kas etkileri vardir. Verapamilin
vazodilatasyon iizerine goérece daha az etkisinin olmasi, vaskiiler diiz kastaki potasyum
kanallarinmn blokaji sonucu olabilir. Ote yandan dihidropiridinler farkli vaskiiler yataklarda
potenslerine gore degisiklik gosterebilirler. Ornek olarak, nimodipinin &zellikle serebral kan
damarlarina selektif oldugu iddia edilmektedir, a 1 kanal alt iinitelerinin yapindaki ek

varyantlar1 bu degisiklikler i¢in sorumlu oldugu diistiniilmektedir. (13)
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2. Kalp kast:

Kalp kasi, normal fonksiyonunu gergeklestirebilmesi i¢in her aksiyon potansiyelinde
kalsiyum girisine bagimhidir. Sinoatriyal nodda uyari tiretimi ve atriyoventrikiiler nodda
iletimi tiim kalsiyum kanal blokerleri tarafindan azaltilabilir veya bloke edilebilir. Tiim kalp
hiicrelerinde eksitasyon-kontraksiyon eslemesi kalsiyum girisi gerektirmektedir, boylece bu
ilaglar doz bagiml sekilde kardiyak kontraktiliteyi diisiiriirler. (13) Bazi1 vakalarda kardiyak
output da azalabilir. Kalbin mekanik fonksiyonlarindaki bu azalma, kalsiyum kanal
blokerlerinin, anginasi olan hastalarda oksijen gereksinimini azaltarak agriyr azaltmasini
aciklayan bir mekanizmasidir. Piyasada bulunan kalsiyum kanal blokerlerinin aralarindaki
onemli degisiklikler onlarin kardiyak iyon kanallari ile etkilesim detaylarindan, diiz kas ve
kalp kas1 etkileri arasindaki farklarindan kaynaklanmaktadir. Verapamil ile sodyum kanal
blokaj1 orta derecede, diltiazem ile daha az belirgindir. Nifedipin ve diger dihidropiridinlerde

ise 6nemsenmeyecek derecededir.
3. Iskelet kas1

Iskelet kasi kalsiyum kanal blokerleri ile deprese olmaz bunun en Snemli sebebi
iskelet kas1 eksitasyon-kontraksiyon eslesmesi i¢in hiicre i¢i kalsiyum havuzunu kullanmasi

ve transmembran kalsiyum girisine gereksinim duymamasidir.
4.Subaraknoid kanamay: takiben serebral vazospazm ve enfarkt

Dihidropiridin grubu kalsiyum kanal blokerlerinden nimodipin, serebral kan
damarlarina yiiksek afiniteye sahiptir ve subaraknoid kanamadan sonra morbiditeyi diisiirdiigii
diistiniilmektedir. (13) Nikardipinin benzer etkileri vardir ve inme ile iliskili serebral
vazospazmi Onlemek ic¢in intravendz ve intraserebral arteriyel inflizyon ile kullanilir.
Verapamil de vazoselektivite eksikligi disinda, inmede intaarteriyel yol ile kullanilir. Bazi
kanitlar kalsiyum kanal blokerlerinin ayrica tromboembolik inmeden sonraki serebral hasari

ve infarkt alanin1 da azaltabilecegini 6ne siirmektedir. (13)
5. Diger etkiler:

Kalsiyum kanal blokerleri, degisik dokulardaki kalsiyum kanal tiplerindeki farklari
nedeniyle, salgi bezlerindeki ve sinir uclarindaki uyari-sekresyon eslesmesi ile minimal
diizeyde etkilesir. Verapamilin insanlarda insulin salintmini inhibe ettigi gosterilmistir, ancak
angina ve diger kardiyovaskiiler durumlarin tedavisinde kullanilandan daha yiiksek dozlar

gereklidir. (13) Onemli bir kisim kanit &ne siirmektedir ki, kalsiyum kanal blokerleri in vitro
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olarak trombosit agregasyonu ile etkilesebilir ve hayvanlardaki ateromatdz lezyonlarin
gelisimini engeller veya azaltir. Ancak, klinik ¢alismalar insandaki kan pihtilasmasi ve
aterosklerozdaki roliinii heniiz saptamamistir. Verapamilin kanser hiicrelerinden (ve diger
hiicrelerden) bir¢ok yabanci ilacin tasinmasi ile sorumlu olan P-glikoproteini bloke ettigi
gosterilmistir (13) diger kalsiyum kanal blokerleri benzer etki gosteriyor gibi goriinmektedir.
Verapamilin in vitro olarak kanser hiicrelerinin bircok kemoterapdtik ilaca karst direncini
kismen geri cevirdigi gosterilmistir. Hayvan c¢alismalari, kalsiyum kanal blokerlerinin;
osteoporoz, iireme bozukluklari, immiin modiilasyon ve hatta sistozomiyazis tedavisinde

gelecekteki olasi rollerini 6ne siirmektedir. (13)

i)  Toksisite

Kalsiyum kanal blokerlerinin bilinen en 6nemli toksik etkileri, onlarin terapdtik etkisi
ile baglantilidir. Kalsiyum giriginin uzamis inhibisyonu; bradikardi, artriyoventrikiiler blok,
kardiyak arrest ve kalp yetersizligi gibi ciddi kardiyak depresyona neden olabilir. Bu etkiler
klinik kullanimda nadir goériilmektedir. Yavas salinimli ve uzun etkili dihidropiridin grubu
kalsiyum kanal blokerleri genellikle iyi tolere edildigi bilinmektedir. Ote yandan
dihidropiridinlerin, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri ile kiyaslandiginda,
diyabeti olan veya olmayan hipertansiyon hastalarinda, istenmeyen kardiyak olay riskini
artirdig1 saptanmistir. Bu sonuglar, ¢abuk salinimli nifedipin gibi gorece kisa etkili kalsiyum
kanal blokerlerinin, istenmeyen kardiyak olay riskini artirma potansiyeli oldugunu ve
bunlardan kac¢imilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Minor yan etkileri ise flushing, bas
donmesi, bulanti, konstipasyon ve periferik 6demdir. Konstipasyon oOzellikle verapamil

kullaniminda sik rastlanmaktadir.

Kalsiyum kanal Dblokerleri miyokardiyal kontraktil giici disiirtirler, bu da
miyokardiyal oksijen gereksinimini azaltir. Arteriyel diiz kastaki kalsiyum kanal blokaji,
arteriyel ve intraventrikiiler basinci azaltir. Bu 6zellikle periferik vazodilatasyona katkida
bulunabilen bir nonspesifik etkiye de sahiptir. Bu etkilerine bagli olarak, sol ventrikiil duvar
gerimi azalir ve bu miyokardiyal oksijen gereksinimini diigiiriir. Verapamil veya diltiazem
kullanimi ile azalan kalp hiz1 da miyokardiyal oksijen isteginde daha fazla azalmaya yol agar.
Kalsiyum kanal bloke edici ajanlar ayrica, varyant anginada fokal koroner arter spazmlarini
rahatlatir ve onler. (13) Bu ajanlarin kullaniminin, angina pektorisin en etkili profilaktik
tedavisi oldugu anlasilmaktadir. Temelde kalsiyum bagimli yavas yanitli hiicrelerden olusan
sinoatriyal ve atriyoventrikiiler nod dokulari; belirgin olarak verapamilden, orta derecede

ditiazemden ve ¢ok daha az olarak dihidropiridinlerden etkilenir. Bu nedenle, verapamil ve
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diltiazem atriyoventrikiiler iletiyi azaltir ve supraventrikiiler reentry tasikardi tedavisinde ve
atriyal fibrilasyon veya flutterda ventrikiil yanitlarini azaltmada ¢ogu kez etkilidir. (13)
Nifedipin atriyoventrikiiler iletiyi etkilemez. Hipotansiyona yanit olarak oOnemli refleks
tasikardi ¢ogunlukla nifedipin ile daha az siklikla diltiazem ve verapamil ile olusur.
Farmakolojik etkilerdeki bu farklar, angina tedavisi i¢in kalsiyum kanali bloke edici ajanlar

segilirken degerlendirilmektedir.
iv) Klinik Kullanim

Angina tedavisi ile beraber kalsiyum kanal blokerlerinin hipertansiyonda ve
supraventrikiiler tasiaritmilerde kanitlanmis etkinlikleri vardir. (13) Bunlar ayrica, hipertrofik
kardiyomiyopati, migren ve Raynoud fenomeni gibi tiirlii bagka durumlarda da orta derecede
etki gosterir. Kalsiyum kanal blokerlerinin spesifik etkileri bilinerek buna uygun olarak klinik
kullanim1 yapilmalidir. Nifedipin atriyoventrikiiler iletiyi diisiirmez ve bu nedenle
atriyoventrikiiler iletim anormalliklerinde verapamil ve diltiazeme oranla daha giivenli olarak
kullanilabilir. Verapamil veya diltiazemin B blokerler ile kombinasyonu, atriyoventrikiiler
blok ve ventrikiil fonksiyonunun depresyonuna neden olabilir. Kalp yetersizligi varliginda,
tim kalsiyum kanal blokerleri, negatif inotropik etkilerinin sonucunda, yetersizlikte daha da
kotiilesmeye neden olabilir. Diisiik kan basinci olan hastalarda, dihidropiridinler basingta daha
fazla istenmeyen diisiise neden olabilirler. Verapamil ve diltiazem daha az hipotansiyon
yapmalar1 nedeniyle bu durumlarda daha iyi tolere edilebilirler. Atriyal tasikardi, flutter ve
fibrilasyon hikayesi olan hastalarda; verapamil ve diltiazem, antiaritmik etkileri nedeniyle
klinik kullanimlar1 daha siktir. Dijital alan hastalarda verapamil yine dikkatli kullanilmalidir,
farmakokinetik etkilesim yoluyla digoksinin kan seviyelerini yiikseltebilir. Stabil olmayan
angina hastalarinda, orta salinimli kisa etkili kalsiyum kanal blokerleri istenmeyen kardiyak
olay riskini artirabilirler ve bu nedenle kontraendikedirler. Ancak Q dalgasiz miyokard

enfarktiisiinde, diltiazem MI sonras1 angina sikligin1 azalttigindan kullanilmaktadir.

Sonug olarak 6zetlemek gerekirse; kalsiyum kanal blokerleri hipertansiyon ve angina
pektoris tedavisinde baslica kullanilmaktadir. Verapamil ve diltizem supraventikiiler
tagikardilerin ve bir grup idiopatik ventrikiiler tasikardilerin kullaniminda da yer
almaktadirlar. Nikardipin plazma eliminasyon yari omrii kisa bir dihidropridin tiirevi bir
kalsiyum antagonistidir. Vaskiiler spesifitesinin daha fazla negatif inotropik etkisinin daha az

oldugu iddia edilmektedir.
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V) Nikardipin:

Bir dihidropiridin kalsiyum kanal blokeri olan Nikardipin, bir arteriyolar
vazodilatordiir. Kardiyak miyositlerine oranla vaskiiler diiz kasta L-tipi kalsiyum kanallar
icin secicidir. Nifedipine gore daha vazoselektif olmasi nedeniyle bu 6zelligi ile ondan ayrilir.

Nikardipin koroner ve serebral vazodilator aktiviteye sahiptir. (Sekil 5,6)

Sekil 5: Nikardipin preparati

Sekil 6: Nikardipin kloriir kimyasal formiilii

a) Farmakokinetik ozelligi:

Intravendz uygulanan nikardipin, baslangig siiresinin 5-15 dakika arasinda degistigini
gosteren calismalarla hizla emilir ve genis bir konsantrasyon araliginda insan plazmasinda

yiiksek oranda proteine baglanir. Sitokrom P450 3A4 tarafindan metabolize edilir.
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Klinik 06ncesi giivenlilik verilerinde nikardipinin emziren hayvanlarin siitiine gectigi
gosterilmistir.  Bu ilacin hamileligin son trimesterinda yiiksek dozda uygulandigi hayvan

deneylerinde fetal 6liimlerde artig, anomaliler, diigiik dogum agirlig1 bildirilmistir.

b) Terapotik endikasyonlari:

e Malign arteriyel hipertansiyon / Hipertansif ensefalopati

e Aort diseksiyonu vakalarinda kisa etkili beta bloker tedavisi uygun olmadiginda
veya tek basina beta blokajin etkili olmadigi durumlarda beta blokerle kombinasyon
halinde

e Siddetli preeklampside diger intravendz antihipertansif ajanlar Onerilmediginde
veya kontrendike oldugunda

e Ameliyat sonrasi hipertansiyon tedavisinde

c) Kontrendikasyonlari

e Etkin maddeye veya yardimci maddelerden herhangi birine asir1 duyarlilik
e Siddetli aort darlig

e Arteriyovendz sant veya aort koarktasyonu durumunda

e Unstabil anjina

e Miyokard enfarktiisiinden sonraki 8 giin i¢inde

e Nadir kalitimsal fruktoz intoleransi problemi olan hastalar

d) Doz ayarlamasi:

Baglangi¢ dozu olarak tedaviye 15 dakika siireyle 3-5 mg / saat hizinda siirekli
nikardipin uygulamasiyla baslanmalidir. Gereklilik halinde her 15 dakikada bir 0,5 veya 1
mg'lik artiglarla artirilabilir. Infiizyon hizi 15 mg / saati gegmemelidir. Idame dozu olarak ise
hedef kan basincina ulasildigi takdirde terapotik etkinligi siirdiirmek igin doz asamali olarak,
genellikle 2 ila 4 mg / saate disiirilmelidir. Giinde 3 dozda 60 mg / giin dozunda oral
nikardipin 20 mg kapsiillere veya 2 giinliik dozda 100 mg / giin dozda nikardipin 50 mg
uzatilmig salimli tabletlere gecis yapilabilir. (13)
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5. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi,
Tibbi Biyokimya ve Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Patoloji Anabilim Dallari
tarafindan Subat-Haziran 2021 tarihleri arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yapildi. Calisma Oncesinde, Bezmialem Vakif
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (B.V.U. HADYEK), 22.02.2021 tarihli
oturumunda onay alindi (Ek-1). Calisma icin Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimi kapsaminda destek saglanmigtir (BAP Proje I1D:37679).
5.1. Deney Hayvanlari

Bu proje igin ortalama agirliklar: 200-350 gr olan toplam 24 adet erkek Wistar Albino
cinsi si¢an kullanildi. Siganlar rastgele ve kontrol grubu 6, hastalik 6 ve tedavi grubu 12
olmak tizere toplam 24 adet olacak sekilde dort gruba ayrildi. Siganlar deney Oncesi 7 giin
stire ile tel kafeslerdel2 saat giindiiz 12 saat gece sirkadyen ritimde, ortam sicakligi 24-26
santigrat derece ve nem orant %50-60 olacak sekilde tutuldu. Siganlarin beslenmesinde
standart ticari pellet yemi ve sehir igme suyu Kullanildi. Tim si¢anlarin bakimlari, Tibbi
Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bicimlendirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim
Prensipleri 'ne ve Laboratuvar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan yeniden diizenlenen

‘Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi i¢in Kilavuzu’na uygun olarak yapildi.

5.2. Deney Modeli

Toplam 24 adet Wistar Albino si¢an 4 gruba ayrildu.

A Grubu: Kontrol Grubu, 6 adet

B Grubu: Alt extremite iskemisine maruz birakilip, reperfiize edilen sigan grubu, 6
adet

C Grubu: islemden 4 giin once diisiik doz Nikardipin (10 mg/ml) tedavisi
baslanildiktan sonra alt extremite iskemisine maruz birakilan sigan grubu, 6 adet

D grubu: Islemden 4 giin 6nce yiiksek doz Nikardipin (20 mg/ml) tedavisi

baslanildiktan sonra alt extremite iskemisine maruz birakilan sigan grubu, 6 adet



Sekil 7: hassas terazide sicanlarin tartilmasi
5.3. Anestezi ve Cerrahi prosediir

Tiim sicanlar deney Oncesi hassas terazide tartilip, agirliklart kayit altina alinda.
(Sekil7) intraperitoneal 50-60 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Parke-Dawis, Pfizer
Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun®, Bayer AG, Leverkusen,
Almanya) uygulamasi sonrasi anestezi derinligi her 15 dakikada bir, ekstremiteden agri
verilerek degerlendirildi. Bu dozun 1/3’ii gerektiginde intramuskuler olarak tekrarlandi.
Cerrahi girisim, enjeksiyonlar ve kan alinmasi anestezi altinda yapildi. Anestezi siiresince
denekler, solunum destegine ihtiya¢ duymadan, oda havasinda izlenip, cerrahi girisim deney
sirasinda geligebilecek hipoterminin geligmesini 6nlemek amaciyla, 1sitict lamba altinda

yapilmis ve viicut sicakligi rektal termometre ile dlgiilerek 37°C civarinda tutulmustur.

Sicanlar supin pozisyonda ameliyat masasina yatirildi, (Sekil 10) Sonra karin orta hatti
tirag edildi (Sekil 9) ve operasyon bolgesi dezenfekte edildikten sonra median laparotomi

insizyonu yapildi. (Sekil 11)
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Sekil 8: Nikardipinin intraperitoneal Olarak Uygulanmasi

Sekil 9: Islem Oncesi Cerrahi Alanin Tiraslanmasi
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Sekil 10: Siganlarin Supin Pozisyonunda Ameliyat Masasina Alinmast

Grup A’daki siganlara A grubunda bulunan siganlar (kontrol grubu) anestezi verilerek
sadece deri alti1 kesi + laparotomi insizyonu yapildi. Hayvanlar cerrahi stres altinda
birakildiktan sonra laparotomi, cilt ve ciltalt1 insizyonlar1 kapatildi ve cerrahi stres sonrasi

sakrifiye edildi.

B grubunda bulunan siganlara yiizeyel mikrodisseksiyon yapildiktan sonra derin
mikrodisseksiyon ile retroperitonal bolgede infrarenal abdominal aorta bulundu,
serbestlestirildi ve ipek siitiir ile doniildii. (Sekil 13) (iskemi-reperfiizyon grubu) Infrarenal
abdominal aortalar1 60 dk siireyle klempe edilerek alt ekstremitede iskemi olusturuldu. (Sekil
14) Sonra klempler kaldirilarak 120 dakika siire ile reperfiizyon gergeklestirildi. Aortik
iskemi; klempleme islemi sirasinda distal aortada pulsasyonun kaybolmasiyla, aortik
reperfiizyon ise; klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortada pulsasyonun yeniden
goriilmesiyle onaylandi. Klemp konulmasi ve kaldirilmasi sonrast donemlerinde, peritoneal
bosluga serum fizyolojik uygulanip, batin insizyonu gegici olarak kapatildi. (Sekil 15)

Siganlar reperflizyon sonrasi sakrifiye edildi.
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C grubunda bulunan si¢anlara (diisiik doz nikardipin+iskemi-reperfiizyon grubu) islem
oncesi intraperitoneal yolla 10 mg/ml dozda nikardipin (Ninax®,Haver Pharma ilag,
Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) 4 giin boyunca her giin tek doz olarak uygulandi. Son dozu
islem Oncesi verildi. Siganlarin anestezi sonrasi infrarenal abdominal aortalar1 60 dk siireyle
klempe edilerek alt ekstremitede iskemi olusturulup klempler kaldirilarak 120 dakika stire ile

reperflizyon gergeklestirildi.

D grubunda bulunan siganlara (yiiksek doz nikardipin+iskemi-reperfiizyon grubu)
islem Oncesi intraperitoneal yolla 20 mg/ml dozda nikardipin (Ninax®,Haver Pharma ilag,
Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) 4 giin boyunca her giin tek doz olarak uygulandi. Son dozu
islem Oncesi verildi. Siganlarin anestezi sonrasi infrarenal abdominal aortalari 60 dk siireyle
klempe edilerek alt ekstremitede iskemi olusturulup klempler kaldirilarak 120 dakika siire ile
reperfiizyon gerceklestirildi. Siganlar reperfiizyon sonrasi sakrifiye edildi. Tim gruplarda
bulunan si¢anlarin sakrifiye edilmesinden sonra uygun kan 6rnekleri alindi. Quadriceps kas
dokusu ve aort dokusu patolojik degerlendirme i¢in ¢ikarildi, formol soliisyonunda bekletildi.

Serum eldesi i¢in kan 6rnekleri 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Sekil 11: Cerrahi alanin hazirlanmasi
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Sekil 12: Infrarenal Abdominal Aortun Bulunmasi

Sekil 13: Aortun Ipek Sutur ile Doniilmesi
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Sekil 15: Cerrahin Alanin Kapatilip 60 dak Iskemi Siiresinin Beklenmesi
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5.4. Biyokimyasal Incelemeler

5.4.1. Gerecler

a. Spektrofotometre (Ultrospec 2000 / Pharmacia Biotech)

b. Mikrosantrifiij (Biofuge / Heracus Instruments)

C. Masaiistii sogutmali santrifiij (Megafuge 1.0 R / Heraeus Instruments)
d. Thermo Electron Corporation Fluoroskan Ascent FL

e. pH metre (H1 9321 micropressor pH meter)

f.  Su banyosu (Electromag)

g. Vorteks (Ika MS2 Minishaker)

h. Manyetik karigtirict ve 1sitici (Ika Labortechnik)

i. Hassas terazi (AND HR-120)
J. ELISA mikroplaka okuyucusu (Bio-tek EIX-800 ve pQuant)
k. Pipet takimi1 (Eppendorf)

5.4.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Sodyumdodesil siilfat (SDS)

Sodyum hidroksit

Sodyum klortir

5,5'-Dithio-bis 2-nitrobenzoikasid (DTNB)
Triklorasetik asit

Tiyobarbitiirik asit

Hidroklorik asit

1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP) standardi
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19. Glasiyal metafosforik asit

20. Absolii metanol

21. 100 mM Tea-Dea Tamponu Trietanolamin-dietanolamin (pH 7.4)
22.7.5 mM NADH

23.100mM/50mM EDTA/MnCI,

24. Amonyum Molibdat

5.4.3. Serumda yapilan incelemeler

ROS ol¢iimii (14) Bu metod 2,7-diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-DA)’in
esterazlar ile 2,7-diklorodihidrofloresein (DCFH)’e doniismesi ve olusan bu tiriiniin ortamdaki

ROS tarafindan floresans veren 2,7-diklorofloresein (DCF)’e oksitlenmesi prensibine dayanir.
Ayiraclar:

e Tamponlanmis tuzlu su (PBS) (pH: 7.4): 17.6 mL 0.5 M KH,PO, ve 60.8 mL K,;HPO,
karistirlldi, pH’s1 7.4’e ayarlanarak distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi (0.05 M
fosfat tamponu). Bundan 100 mL alind1 ve iizerine 1000 mL % 0.9 NaCl eklenerek
PBS hazirlandi.

e DCFH-DA: 5 mM’lik ana ¢ozelti % 99 DMSO ile hazirlandi ve -20°C’de saklandi.
Caligsma oncesi 1 mM olacak sekilde PBS ile sulandirildi.

Islem:

0.2 mL 10 kez sulandirilmis serum &rnegi alindi. Uzerine 0.02 mL 1mM DCFH-DA
cozeltisi eklendi. Calkalayic1 su banyosunda 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ayrica deney
korii hazirlamak i¢in, ayni miktar sulandirilmis serum iizerine 0.02 mL PBS eklendi ve ayni
kosullarda inkiibe edildi. Siire bitiminde deney korii ile deney tiiplerinden alinan 0.2 mL’lik
ornekler koyu renkli mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi ve hizla florometrik mikroplaka
okuyucuda (Aeksitasyon:485 nm, Aemisyon:538 nm) okundu (Thermo Electron Corporation

Fluoroskan Ascent FL). Sonuglar rolatif floresan iinite (RFU) olarak verildi.

MDA diizeyleri tayini (15): Tiyobarbitiirik (TBA) asit kullanilarak asit ortamda TBA
ile MDA’ nin olusturdugu kompleks spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Ayrraclar:
e Buege-Aust ayiract: 375 mg TBA bir miktar distile suda eritildi. Uzerine 15 mL
%100’liik triklorasetik asit ve 2.1 mL derisik hidroklorik asit (HCI) eklendi, karistirild

ve hafifce 1sitilarak ¢oziindiikten sonra distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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o 1,13,3-tetractoksipropan (TEP) standardi: 22 mg TEP 10 mL distile suda ¢dziinerek
10 mM’lik ana standart hazirlandi. Daha sonra bu ana standart 1000 kez sulandirilarak

10 uM’lik ¢alisma standardi hazirlandi.
Islem:

0.5 mL serum tizerine 0.50 mL PBS ve 2 mL Buege-Aust ayiract eklendi. Kaynar su
banyosunda 15 dakika tutuldu. Soguduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
elde edilen silipernatantin absorbansi kore karst okundu. Ayrica kor ve standart tiipler
hazirlandi. Sonuglar ekstinksiyon katsayisi (e=1,56x10° M™ cm™) ve standardin absorbansi

degerlendirilerek hesaplandi.

AOPP diizeyleri tayini (16): Baslica ditirozin i¢eren ¢apraz bagli protein lriinleri
olan AOPP tayini i¢in serum Orneklerinin sitrik asit igceren asit ortamda verdigi absorbanslar
340 nm.’de okundu. Sonugclar kloramin-T ile potasyum iyodiiriin (KI) oksidasyonuyla olusan

trityodid ile standardize edilerek karsilastirildi.

Ayrraclar:

e 0.2 Mssitrik asit

e 116 MKI

e Kloramin-T stok standardi (100 mM): 227.6 mg kloramin-T 10 mL’de ¢oziildii ve
sulandirilarak 25, 50 ve 100 uM’lik ¢alisma standartlar1 hazirlandi.

Islem:

Mikroplaka kuyucuklarina 0.04 mL serum ve 0.16 mL 0.2 M sitrik asit konuldu
(deney). Ayrica 0.190 mL 0.2 M sitrik asit ve 0.01 mL 1.16 M potasyum iyodiir igeren (kor)
ve 0.190 pl kloramin-T (25, 50 ve 100 pM; 0.2 M sitrik asitte hazirlandi) ve 0.01 mL 1.16 M
KI iceren (standart) kuyucuklar hazirland1 ve 2 dakika sonra kor tiipe karsi deney ve
standardin absorbanslar1 340 nm’de pQuant mikroplaka okuyucuda belirlendi. Sonuglar

pumol/L kloramin-T esdegeri olarak verildi.
Total SH diizeyleri tayini (17):

Plazma total tiyol seviyesi glutatyon, sistein, albiimin ve diger protein yapilardaki SH
gruplar1 tarafindan olusturulmaktadir. Bu tiyol gruplar viicudu oksidatif stresten korumaya
calisan dogal antioksidanlardir ve oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. -

SH gruplart DTNB reaktifi ile alkali ortamda kromojen bilesik meydana getirmektedir. Bu
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bilesigin 412 nm’de verdigi absorbansin 6rnek koriine karst okunmasiyla total-SH diizeyi

belirlenmektedir.

Islem: Islem asagida Tablo 3.4.3’te gosterildigi gibi gergeklestirildi. Her bir 6rnek igin
ayri kor yapildi. Tim tipler karistirildiktan sonra agizlart kapatildi ve 15-20 dk oda
sicakliginda bekletildi. 3000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant 412 nm’de kore karsi
okundu.

Tablo 4: Total SH diizeyleri tayini

Tablo 4.islem

Kor Deney

Plazma 0,1 ml 0,1 ml

Tampon 0,3ml 0,3ml

DTNB - 0,02 ml

Absolii metanol 1,6 ml 1,58 ml
Ayiraclar:

» 10 mM DTNB (5,5-Dithio-bis 2-nitrobenzoikasid): 4 mg DTNB 1 ml absoli
metanolde ¢oziildii.

» 0,25 M Tris-HCI, 3mM EDTA tamponu (pH:8.2): 30,275 g Tris 7,445 g EDTA
800 ml distile suda ¢oziiliir HCl ile pH 8,2’ye ayarlanir ve 1 litreye tamamlanir.

» Absolii metanol

Hesap: Sonuglarin hesaplanmasinda ekstinksiyon katsayist (¢ =13,6x103 M-1 cm-1)

kullanildi. Sonuglar pumol/ml serum olarak verildi.

Antioksidan kapasite (Ferric Reducing Antioxidant Power; FRAP) (18): Bu
yontemin prensibi Fe**ii F e+2’ye indirgeyen antioksidan giiclin 6l¢iilmesine dayanir. Sonuglar

askorbik asidin indirgeme potansiyeli ile karsilastirarak hesaplanda.
Ayrraclar:

e 40 mM HCI
e 300 mM Asetat tamponu (pH 3.6): 3.1 g Na-asetat (3H,0) 100 mL kadar distile suda

eritildi, 16 mL asetik asit eklendi ve ayiracin pH’1 3.6’ya ayarlandi ve distile su ile

litreye tamamlandi.
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e 10 mM 24,6-tripridil-s-triazin (TPTZ): 31.2 mg TPTZ tartildi ve 10 mL 40 mM
HCI’de eritildi.

e 20 mM FeCl; (6H20): 54 mg FeCl; (6H,0) 10 mL distile suda ¢dziindii.

e Askorbik asit standartlari: 500 ve 1000 pM (sudaki ¢ozelti)

e FRAP ayiract: Asetat tamponu, TPTZ ve FeCls ayraglart sirast ile 10:1:1 olacak
sekilde karistirilarak hazirlandi.

Islem:

Mikroplaka kuyucuklarina 0.01 mL serum ve 0.3 mL FRAP calisma ayiract konuldu,
37°C’de 4 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda 593 nm’de absorbanslar
okundu. Ayrica 0.01 mL askorbik asit (500 ve 1000 uM) ve 0.2 mL FRAP ¢alisma ayiraci
iceren standartlar hazirlandi. 1 mM askorbik asidin FRAP degeri 2000 olarak kabul edilerek

sonuglar uM olarak verildi.

SOD aktivitesinin dl¢iimii (19) Bu reaksiyonun prensibi siiperoksit radikali araciligi
ile NDH 1 oksidasyonuna dayanir. EDTA, Mn, merkaptoetanoliin uygun

konsantrasyonlarinda koenzim oksidasyonu meydana gelir.
Ayrraclar:

e 100 mM Tea-Dea Tamponu Trietanolamin-dietanolamin (pH 7.4)

e 7.5mM NADH

e 100mM/50mM EDTA/MnCI,

e SOD (100 IU/mL) standardi: Sigma firmasindan saglanan SOD standardir 100 IU/mL
olacak sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Daha sonra bu ana standarttan deney
ortaminda 1 ve 0,5 IU SOD standardinin bulunmasi saglandi.

e 10mM Merkaptoetanol

Islem:
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Tablo 5: SOD aktivitesinin 6l¢timii

Tablo 5. islem
Kor Standart Deney
Havuz 0,865 mL
0,865 mL 0,865 mL
Standart 0,100 mL
Serum ornegi 0,100 mL
Merkaptoetanol 0,100 mL 0,100 mL 0,100 mL

340 nm de absorbans degisimi takip edildi. Sonuglar IU/ml olarak verildi.

GSH-Px aktivitesinin ol¢iilmesi (20) GSH-Px aktivite tayini birbirini izleyen iki
reaksiyona dayanir. Birinci reaksiyonda H,O, veya organik hidroperoksitler (ROOH), GSH-
Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH oksitlenmis GSH’a (GSSG) déniisiir. Ikinci
reaksiyonda GSSG, GSH- rediiktaz (GSH-R) etkisi ile tekrar GSH’a, NADPH ise NADP"’ye
oksitlenmektedir. Bu doniisiim 340 nm’de absorbansda azalma olarak izlenir, NADPH 340

nm’de bir absorbans verdigi halde, NADP" bu dalga boyunda absorbans vermemektedir.

GSH-P
ROOH + 2GSH —> % _» 2ROH + GSSG

GSSG + NADPH — 3R 55sH + NADPY

Islem:

GSH-Px aktivitesi, 1 mL’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM sodyum azid, 0.2 mM NADPH, 1 mM GSH, 0.5
IU/mL glutatyon rediiktaz (GSH-R), 1.2 mM kumen hidroperoksit ve enzim kaynagi icerecek
sekilde hazirlanmig ortamda 37°C’de tayin edilmektedir.

Bu amagla 20 mL potasyum fosfattamponu (125 mM, pH 7.0), 2.5 mL sodyum azid
(130 mg/dl), 2.5 mL Na,-EDTA (744 mg/dL), 5 mL NADPH (8.3 mg/5 mL), GSH (15.3
mg/5 mL) igeren bir havuz hazirland1 ve bu havuzdan 0.14 mL alinarak iizerine 0.02 mL
GSH-Re (0.5 TU) ve 0.02 mL 10 kez sulu serum 6rnegi eklendi. Daha sonra 0.02 mL 12 mM

kiimen hidroperoksit ilavesi ile reaksiyon baslatildi ve absorbans azalmasi 340 nm’de izlendi.
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Sonuglar NADPH’in ekstinksiyon katsayisi olan 6.22x10°M™*x cm™°den yararlanilarak
hesaplandi ve nmol NADPH /dakika/ml olarak belirtildi.

Katalaz aktivitesinin ol¢iilmesi (21):

H, O; in amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturmasi esasina dayanir. Once
serum H, O, ile inkiibe edilir. Katalaz H, O, in dekompozisyonuna neden olur. Reaksiyon
amonyum molibdat ile durdurulur ve residiiel H, O, amonyum molibdat ile sar1 renkli bir

kompleks olusturur. Bu kompleks 405 nm de okunur.

Ayrraclar:

60 mM Sodyum-potasyum fosfat tamponu pH:7.4
65 mM Hidrojen peroksit
32.4 mM Amonyum Molibdat

Tablo 6: Katalaz aktivitesinin 6l¢iimi

Blank 2 Blank3 Deney Blank1
Serum 0,01 mL Substrat 0,1 mL
Substrat 0,1 mL 0,1 mL Molibdat 0,1 mL
Tampon 0,02 mL 0,120 mL 0,01 mL Serum 0,01 mL
Molibdat 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL

405 nm de okunur. Sonuglar kUL olarak verildi.

5.4.4 Elisa ¢alismasinda kullanilan malzemeler

1. MPO ELISA kiti MyBiosource marka
2. MAPK ELISA kiti MyBiosource marka
3. STAT 1 ELISA kiti MyBiosource marka
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a) Serum MPO Diizeyinin Olciilmesi

Serum &rneklerinin MPO diizeyleri istanbul Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda
sandvi¢ ELISA prensibine dayanan MyBiosource marka (San Diego, USA, katalog no: MBS265515)
ticari kitler ile Eon-Biotek marka (Winooski/USA) mikroplaka spektrofotometre cihazinda
Olciilmiistiir. Sonuglar ng/ml olarak verilmistir. Kullanilan ticari kit igin iiretici firma tarafindan

sensitivite 0,5 ng/ml, intra assay:CV: <8% ve inter assay CV: < 12% olarak bildirilmektedir.
b) MAPK Diizeyinin Ol¢iilmesi

Serum 6rneklerinin MAPK diizeyleri Istanbul Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda
sandvi¢g ELISA prensibine dayanan MyBiosource marka (San Diego, USA, katalog no: MBS267271)
ticari kitler ile Eon-Biotek marka (Winooski/USA) mikroplaka spektrofotometre cihazinda
Olciilmiistiir. Sonuglar ng/mL olarak verilmistir. Kullanilan ticari kit i¢in iiretici firma tarafindan

sensitivite 0,05 ng/ml, intra assay:CV: <8% ve inter assay CV: < 12% olarak bildirilmektedir.
C) STAT 1 Diizeyinin Olciilmesi

Serum &rneklerinde STAT1 diizeyi Istanbul Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda
sandvi¢ ELISA prensibine dayanan MyBiosource marka (San Diego, USA, katalog no: MBS2703652)
ticari kitler ile Eon-Biotek marka (Winooski/USA) mikroplaka spektrofotometre cihazinda
Olciilmiistiir. Sonuglar ng/mL olarak verilmistir. Kullanilan ticari kit i¢in {iretici firma tarafindan

sensitivite 0.117 ng/mL, intra assay:CV: < 10% ve inter assay CV: < 12 % olarak bildirilmektedir.
Yontemin prensibi

Yontem, ELISA prensibine dayanmaktadir. Bu yontemde ilgili parametrelere 6zgii spesifik
antikorla kaplanmig kuyucuklar kullanilmaktadir. Hasta 6rneklerinde bulunan analit, kuyucuklardaki
spesifik antikorlara baglanir. Daha sonra biotinle isaretlenmis antikor eklenir ve analite baglanir.
Boylece antikor-antijen-antikor sandvig kompleksi olusur. Streptavidin-HRP isaretli antikorlar ortama
eklenir ve biotinle isaretlenmis olan antikorlara baglanir. Kulugka siiresinden sonra yikama yapilarak
ortamdaki baglanmamis Streptavidin-HRP uzaklastirilir. Ortama HRP substrati eklenir. Gergeklesen
enzimatik reaksiyon sonucu olusan renkli iiriin miktar1 6rnekteki analit yogunlugu ile dogru orantilidir.

Asidik durdurma ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulur. 450nm’de absorbans degerleri lgiliir.

5.5. Histolojik Analiz
5.5.1. Doku takibi ve Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Tiim gruplardaki sicanlardan alinan aort ve ¢izgili kas dokular1 %10’luk tamponlu

formaldehit icinde 72 saat boyunca fiske edildi. Iki saat boyunca akan su altinda yikandiktan
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sonra doku ornekleri yar1 otomatik Leica TP 1050 cihazinda asagidaki sira ile doku takibi
gerceklestirildi:

1. Distile suda 2 saat yikama.

2. Dehidratasyon

a) %50 alkolde 2 saat bekletme.
b) %70 alkolde 1 saat bekletme.
) %80 alkolde 1 saat bekletme.
d) %96 alkolde 1 saat bekletme
e) %100 alkolde 1 saat bekletme
) %100 alkolde 1 saat bekletme.
3. Seffaflagtirma

a) Ksilol (15 dakika)

b) Ksilol (15 dakika)

¢) Ksildl (15 dakika)

4. Infiltrasyon

a) Parafin | (46-48 oC; 1 saat)
b) Parafin 11 (56- 58 oC; 2 saat)

Infiltrasyon isleminden sonra, dokular manuel olarak eriyik parafin icinde blokland: ve
donmaya birakildi. Her bir bloktan 3 mikron kalinliginda Kesitler, Leica RM 2145 mikrotom
cihaz1 ile alindi. Histopatolojik degerlendirme yapmak i¢in, Hematoksilen-Eozin boyama

islemi asagidaki sekilde gergeklestirildi:
1. Ksilende 15 dak. bekletme
2. Ksilende 5 dak. bekletme
3. Ksilende 5 dak. bekletme
4. %100’lik Alkolde 5 dak. bekletme

5. %9611k Alkolde 5 dak. bekletme
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6. %80°lik Alkolde 5 dak. bekletme

7. %70lik Alkolde 5 dak. bekletme

8. Cesme suyunda 1 dak. yikama

9. Hemotoksilen boyasinda 2 dak. bekletme
10. Asit-Alkol igine daldirip ¢ikarma

11. Eozin soliisyonunda 1 dak. bekletme

12. %96°lik Alkolde 5 dak. bekletme

13. %100°lik Alkolde 5 dak. bekletme

14. Ug farkli ksilen serisinde 5 dak. bekletme

Entellan ile kapatma islemi gerceklestirilen kesitler kurumaya birakildi. Boyanan doku
kesitleri, tizerine kamera monte edilmis Olympus BX60 (Olympus, Tokyo, Japan) marka 151k

mikroskobunda incelendi ve fotograflar ¢ekildi.

Aort dokularinin incelenmesinde media tabakasindaki diiz kas hiicrelerinde fokal
vakuolizasyon, yaygin vakuolizasyon, diiz kas hiicrelerinin seyirlerinde diizensizlik,
dejenerasyon ve lamina elastika diizensizligi ve nekroz kriter olarak alindi. Her bir kritere 1

puan verilerek toplam skor elde edildi.
Cizgili kas incelemesinde ise
0- Normal
1- Fokal 6demli alanlarin bulunmasi
2- Yaygin 6dem
3- Odem ve iltihap hiicresi infiltrasyonu
4- Nekroz ve yogun iltihap
kriter olarak alind1 ve degerlendirildi.
5.5.2. Immunohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal boyamalar, HIF-1Alfa, ICAM, VCAM, MMP-3, MMP-9

antikorlarin  diizeyini 151k mikroskobik diizeyde incelemek amaciyla Ventana
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BENCHMARK GX otomatik immiinohistokimya boyama cihazinda, asagida verilen
protokole gore yapildi.

1. 75 °C’de 4 dakika inkubasyon.
2. EZPRep 4 dakika uygulama.

3. Reaction buffer ile yikama.

B~

. EZPRep’de 4 dakika inkubasyon.

ol

. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

(2]

. EZPRep ile 4 dakika inkubasyon

~

. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

8. 75 °C 4 dakika uygulama.

9. Reaction Buffer ile 1 kez yikama.

10. CC 1, 95 °C, 8 dakika yikama.

11. EZPrep / CC 1, 100 °C, 30 dakika uygulama.

12. EZPrep / CC 1, 100 °C ,60 dakika uygulama.

13. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

14. °C, 2 dakika inkubasyon.

15. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

16. UltraView inhibitor (3% H202) ile 4 dakika inkubasyon.
17. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

18. 32 dakika antikor uygulamasi.

19. Reaction Buffer ile 1 kez yikama.

20. UV HRP, UNIV MULTI ile 8 dakika inkubasyon.
21. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

22. UV DAB ve UV DAB H202 ile 8 dakika muamele

23. Reaction buffer yikama.
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24. UV Copper ile 4 dakika inkubasyon.
25. Reaction buffer ile 1 kez yikama.

26. Hematoksilen ile 8 dakika uygulama.
27. Reaction buffer ilel kez yikama.

28. Bluing reagent ile 4 dakika inkubasyon.

29. Reaction buffer ile 1 kez yikama. Bu asamadan sonra cihazdan cikarilan

preparatlar asagidaki islemlere tabi tutulur:
30. Deterjanli su ile 2 kez yikama.
31. Distile su ile 2 kez yikama.
32. 100 ‘liik etanolden 2 kez gecirme.
33. Ksilenden 2 kez gegirme.
34. Entallan ile kapatma.

Bu amagla kullanilacak olan Anti-HIF-1Alfa (Santa Cruz, 1 pg/ul, Kat No: SC-
13515), Anti-ICAM-1 (Santa Cruz, 1 ug/ul, Kat No: SC-8439), Anti-VCAM-1 (Santa Cruz, 1
pg/ul, Kat No: SC18864), Anti-MMP-3 (Santa Cruz, 1 ug/ul, Kat No: SC-21732), Anti-
MMP-9 (Santa Cruz, lpg/ul, Kat No: SC393859), primer antikorlari {ireticinin 6nerdigi
standart protokole uygun olarak diliie edilerek uygulandi. Immiinohistokimyasal
degerlendirmeler; bilgisayar destekli ve kamera atagmanli 151k mikroskobu (Olympus Bx60,

Tokyo, Japan) altinda degerlendirildi ve fotograflar ¢ekildi.
5.6. Istatiksel Incelemeler

Calismada verilerin istatistiksel analizi igin SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) programinin 21.0 versiyonu (IBM, Armonk, NY, USA) kullanild1.

Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin (Ortalama,
Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran, Minimum, Maksimum) yani sira verilerin dagilimi
Levene’s Testi ile degerlendirilmistir. Niceliksel verilerin normal dagilim gostermeyen ii¢ ve
tizeri grubun karsilastirmasinda Kruskall-Wallis testi; normal dagilim gostermeyen iki grup
karsilagtirmasinda Mann-Whitney U Testi kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeylerinde
degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Serumdan Elde edilen Bulgular

Calismamizda alt ekstremitede iskemi reperfiizyon modeli olusturulan sicanlara
uygulanan Nikardipin tedavisinin serumdaki oksidan ve antioksidan gostergeler iizerindeki
etkileri arastirildi. Bu amagla ROS, MDA, AOPP diizeyleri ile birlikte GSH ve FRAP,Total
SH diizeyleri, SOD ve GSH-Px, Katalaz ve MPO aktiviteleri incelendi. Bununla beraber
hangi yolakile etki ettigini gostermek amaci ile MAPK ve STAT1 diizeyleri incelendi.

Iskemi reperflizyon modeli olusturulan si¢anlarin serum ROS, MDA, Total SH
diizeylerinde iskemi uygulamasiyla anlamli bir artis oysa FRAP diizeylerinde anlamli olarak
azalma goriildi. AOPP diizeylerinde anlamli bir degisiklik bulunmadi. Nikardipin 1 ve
Nikardipin 2 uygulamasiyla MDA, diizeylerinde anlamli olarak azalma goriilirken ROS,
Total SH ve AOPP diizeylerinde anlamli olarak bir degisiklik goriilmedi. FRAP diizeyleri ise
anlamli olarak azaldi (Tablo 7, Sekil 16,17,18,19,20).

Tablo 7: Iskemi olusturulan sicanlarda Nikardipin uygulamasinin serumda reaktif oksijen
tirleri (ROS), malondialdehit (MDA), proteinlerin ileri oksidasyon iiriinleri (AOPP)ve
antioksidan aktivite (FRAP) ve Total SH diizeyleri iizerine etkisi (Ortalama+SD)

n |ROS MDA AOPP FRAP Total SH

(RFU) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L)

Kontrol 6 (203.2+t15.5 2.95+0.67 146.0+18.50 304.6+79.5 19.6£1.72
iskemi 6 [258.7+48.7* 4.41+0.83* 137.7+27.2 197.9+34.0* 14.7+£1.60%

iskemi+Nikardipin1|6 |247.9+23.9* 3.26+0.58" 134.1£14.6  259.5+34.2° 11.4%1.55"

iskemi+Nikardipin2|6 |234.4+12.34% 2.79+0.31° 141.4+14.8  288.6+46.8° 12.3+1.55

4p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastirildiginda;

Gruplara gore ROS degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p=0,016; p<0,05) Kontrol grubunun ROS degerinin iskemi+tedavi 1 ve iskemittedavi 2
degerlerine gore diisiik olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu deger tedavi

grubunda azalma gostermekle beraber istatiksel olarak anlamli bulunmamastir.
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2p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilagtirildiginda;

Sekil 16: Iskemi ve Nikardipin tedavisi uygulanan siganlarda serum 6rneklerinde reaktif

oksijen tiirleri (ROS) diizeyleri iizerine etkisi (Ortalama+SD)

Gruplara gére MDA degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p=0,019; p<0,05). iskemi grubunun MDA degerinin kontrol, iskemi+tedavi 1 ve
iskemittedavi 2 degerine gore yiiksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Tedaviye yanit olarak MDA degerleri istatiksel olarak anlamli azalma gdstermistir.

MDA pmol/L
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2p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastirildiginda;

Sekil 17: Iskemi ve Nikardipin tedavisi uygulanan siganlarda serum &rneklerinde

Malondialdehit (MDA) diizeyleri {izerine etkisi (Ortalama+SD)
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Gruplara gore AOPP degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir

(p>0,05).
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4p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastinldiginda;

Sekil 18: Iskemi ve ozon tedavisi uygulanan siganlarda serum drneklerinde Proteinlerin ileri

oksidasyon iiriinleri (AOPP) diizeyleri {izerine etkisi (Ortalama+SD)

Gruplara gore FRAP degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p=0,008; p<0,01). Iskemi grubunun FRAP degerinin kontrol, iskemi + tedavi 1 ve iskemi +
tedavi 2 gruplarina gore diislik olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedaviye yanit

olarak iskemi grubuna kiyasla tedavi gruplarinda istatiksel olarak anlamli artis gézlenmistir.
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p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastirldiginda;
Sekil 19: Iskemi ve Nikardipin tedavisi uygulanan siganlarda serum drneklerinde antioksidan

aktivite (FRAP) diizeyleri iizerine etkisi (Ortalama+SD)
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Iskemi grubunun total SH degerinin iskemi+tedavil ve iskemi+tedavi2 gruplarina
gore yiiksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi gruplarinda iskemi

grubuna kiyasla istatiksel anlamli artis gosterilememistir.
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p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastirildiginda;
Sekil 20: Iskemi ve Nikardipin tedavisi uygulanan siganlarda serumda (Total SH) diizeyleri

iizerine etkisi (Ortalama+SD)

b) Iskemi reperfiizyon modeli olusturulan sicanlarm serum MAPK ve STATI1
diizeylerinde iskemi uygulamasiyla anlamli bir artis, Nikardipin 1 ve Nikardipin 2
uygulamasiyla MAPK ve STAT1 diizeylerinde anlaml1 olarak azalma saptandi (Tablo 8, Sekil
3).

Tablo 8: Iskemi olusturulan siganlarda Nikardipin uygulamasinin serumda MAPK, STATI
diizeyleri lizerine etkisi (Ortalama+SD)

n MAPK STAT1
(ng/ml) (ng/ml)
Kontrol 6 2.61+x1.97 0.64+0.16
iskemi 6 [9.19+4.13° 1.62+0.53°
iskemi+Nikardipin 1|6  |2.12+0.90" 0.90+0.28°
Iskemi+Nikardipin 2|6 3.49+2.09° 0.60+0.47°

4p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastinldiginda;
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Gruplara gore MAPK degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p=0,043; p<0,05). Iskemi grubunun MAPK degerinin kontrol, iskemi+tedavil ve
iskemi+tedavi2 gruplarina gore yliksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Tedaviye yanit olarak iskemi grubuna kiyasla tedavi gruplarinda istatiksel anlamli azalma

gbzlenmistir.
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p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastirldiginda;

Sekil 21: Iskemi ve Nikardipin tedavileri uygulanan siganlarda serumda Mitojen activated

kinaz (MAPK) diizeyleri iizerine etkisi (Ortalama+SD)

Gruplara gore STAT-1 degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir
(p=0,006; p<0,01) Iskemi grubunun STAT-1 degerinin kontrol, iskemi+tedavil ve
iskemi+tedavi2 gruplarina gore yliksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Tedaviye yanit olarak iskemi grubuna kiyasla tedavi gruplarinda istatiksel anlamli azalma

gozlenmistir.
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p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastirildiginda;

Sekil 22: Iskemi ve Nikardipin tedavileri uygulanan siganlarda serumda STAT-1 diizeyleri
iizerine etkisi (Ortalama+SD)

a)iskemi reperfiizyon modeli olusturulan siganlarin serum SOD, GSH-Px ve katalaz
enzim aktivitelerinin iskemi reperfiizyon modelinde kontrol grubuna gore bir farklilik
gostermedigi, Nikardipin 1 ve Nikardipin 2 gruplar arasinda da anlamli bir fark olmadigi
saptandi. MPO aktivite diizeylerinde ise iskemi reperfiizyon modelinde anlamli olarak arttigi,
Nikardipin 1 ve Nikardipin 2 uygulamasi ile bu diizeylerin iskemi reperfiizyon grubuna gore

anlamli olarak azaldig gortildi. (Tablo 9, Sekil 23,24,25,26).

Tablo 9: iskemi olusturulan siganlarda Nikardipin uygulamasinin serumda SOD, GSH-Px ve
Katalaz ve MPO aktiviteleri iizerine etkisi (Ortalama+SD)

n |SOD GSH-Px KATALAZ MPO
(U/ml) (nmol/ml) (kU/L) (ng/mL)
Kontrol 6 |8.04+1.51 494.4+49.71 60.57+19.56 4.38+0.94
iskemi 6 |10.7+4.41 597.5499.6 65.36+19.67 9.74+4.39%
Iskemi+Nikardipin 1 [6 [8.76+1.06 503.5+58.1 54.02+18.24 6.90+0.87°
Iskemi+Nikardipin 2 |6 [8.04£1.51 527.0+94.0 62.89+25.0 7.99£0.90 "

p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastirildiginda;
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Sekil 23: Iskemi ve Nikardipin tedavileri uygulanan sicanlarda serumda SOD diizeyleri
iizerine etkisi (Ortalama+SD)
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Sekil 24: iskemi ve Nikardipin tedavileri uygulanan sicanlarda serumda GSH-Px diizeyleri

iizerine etkisi (Ortalama+SD)
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Sekil 25: Iskemi ve Nikardipin tedavileri uygulanan siganlarda serumda Katalaz diizeyleri

iizerine etkisi (Ortalama+SD)

Gruplara goére MPO degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilhik gdstermektedir.
Kontrol grubunun MPO degerinin iskemi, iskemi+tedavil ve iskemi+tedavi2 gruplarina gore
diisiik olmasu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedaviye yanit olarak iskemi grubuna

kiyasla tedavi gruplarinda istatiksel anlamli azalma g6zlenmistir.
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p<0.05 kontrol grubu ile; ®p<0.05 iskemi grubu ile karsilastinldiginda;

Sekil 26: iskemi ve Nikardipin tedavileri uygulanan siganlarda serumda MPO diizeyleri
iizerine etkisi (Ortalama+SD)
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6.2. Histopatolojik Bulgular

Siganlardan alinan aort ve ¢izgili kas dokular1 histopatolojik olarak incelendi.

Sekil 28: I/R grubunda aort- diiz kas hiicrelerinin seyrinde diizensizlik. Elastik lifler
secilmiyor (H&Ex200)



Sekil 29: Diisiik doz Nikardipin tedavisi grubu Aort kesiti. Media tabakasindaki diiz kas
hiicreleri tedavi almayan gruba gore daha diizenli. Elastik lifler dogala yakin seyir gosteriyor.

(H&EX200)

Sekil 30: Yiiksek doz Nikardipin tedavisi alan grupta media hiicreleri diizgiin seyirli, elastik

lamina dogal goriiniimlii, mediada yer yer miksomatdz goriiniim. (H&Ex200)



Sekil 31: Tedavi uygulanmayan I/R grubunda MMP-9 pozitif boyanan diiz kas hiicreleri
(MMP9x400)

Sekil 32: Tedavi uygulanmayan I/R grubunda diffuz zayif boyanma gosteren aort kesiti
(ICAMX400)
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Sekil 33: Tedavi uygulanmayan I/R grubunda diffuz zayif boyanma gdsteren aort kesiti
(MMP-3X400)

Sekil 34: Tedavi uygulanmayan I/R grubunda HIF-1a ile zayif diffuz boyanma (HIF-1ax400)
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Sekil 35: Tedavi uygulanmayan I/R grubunda zay:f diffuz boyanma (VCAMx400)

Sekil 36: Dogal yapida ¢izgili kas dokusu (H&Ex400)
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Sekil 37: Tedavi olmayan I/R grubunda 6demli, ¢izgilenme kayb1 gosteren kas lifleri
(H&EXx200)

Sekil 38: Tedavi olmayan I/R grubunda kas lifleri ¢evresinde az sayida lenfosit ve nétrofil
polimorf infiltrasyon (H&Ex400)
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Sekil 39: Diisiik doz Nikardipin tedavi grubunda hafifce 6demli ¢izgili kas dokusu
(H&EX200)

Sekil 40: Yiiksek doz Nikardipin tedavi grubunda dogala yakin goriiniimde ¢izgili kas dokusu
(H&Ex200)
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Sekil 41: Tedavi uygulanmayan I/R grubunda a) HIF 1a b) ICAM ¢) MMP3 pozitifligi

gosteren ¢izgili kas dokusu
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7. TARTISMA

Iskemi; azalan kan akimina bagli olarak yetersiz gelisen organ perfiizyonu sonucu
hiicrelerin oksijen ve gerekli metabolitler ile beslenememesi olarak tanimlanabilir. Iskeminin
gelismesi sonucunda toksik metabolitler hiicre igerisinde birikerek hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. Dokunun yeniden kanlanmasina reperfiizyon denilmektedir. Doku diizeyindeki
hasara bagli olarak zedelenmenin geri dontisimli olup olmadigi belirlenebilir. Geri
doniistimlii zedelenmede hiicre fonksiyonlarini tekrar kazanir ve isleyisine devam eder. Cesitli
hiicre tiplerinin hipoksiye olan toleransi, dokunun metabolik hizina ve adaptif

mekanizmalarina bagl olarak farklilik gosterir.

Reperfiizyon hasart konsepti ilk olarak ge¢ 1970 ve erken 1980’lerde Buckberg ve

daha sonralar1 Braunwald ve Kloner tarafindan ortaya atilmistir. (22)

Iskemi/Reperfiizyon hasarmmn iki biiyiik komponenti hiicresel hipoksi ve

reoksijenizasyon olarak goriilmektedir. (23)

Reperfiizyon, erken iskemik hasarin sitokin salimimi ve hidroksil radikal (OH ),
stiperoksit radikali (O2 ) ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
kompleman sisteminin aktivasyonu ile tehlikeli etkilerini artirir. Bu radikaller etkilerini
sarkolemma fosfolipidlerinin oksidasyonu ve bunun sonucunda membran biitlinliigliniin
bozulmas: ile gostermektedirler. SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan

enzimlerin iskemi sonrasinda miktarlarinin azalmis oldugu bilinmektedir.

Aktive noétrofiller vaskiiler reperfiizyon hasarina katkida bulunur, ancak posthipoksik
hiicresel hasar, reaktif oksijen (ROS) veya nitrojen tiirlerini iceren mekanizmalar yoluyla
inflamatuar hiicrelerin yoklugunda meydana gelir. Hiicresel hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilir
faktor-1 (HIF-1), aktivator protein 1 (AP-1) ve bazi mitojen aktive edici protein kinaz
yolaklar1 (MAPK) da dahil olmak iizere transkripsiyonel diizenleyicileri aktive eden dnemli
bir sinyal gibi goriinmektedir. Bu radikaller etkilerini sarkolemma fosfolipidlerinin
oksidasyonu ve bunun sonucunda membran biitiinliigiiniin bozulmasi ile gostermektedirler.
SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin iskemi sonrasinda

miktarlarinin azalmis oldugu bilinmektedir.

Reoksijenizasyon sirasinda hasara zemin hazirlayan doku hipoksisinin belirgin
ornekleri arasinda dolasim soku, miyokardiyal iskemi, fel¢ ve organ transplantasyonu yer alir.

Iskemi/reperfiizyon hasar1 kaynakli doku hasari; akut iskemi sonras1 ya da periferik arter
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hastaliklarinda alt ekstremite revaskiilarizasyonu, abdominal aort cerrahi gibi prosediirlerden

sonra karsilasilan 6nemli bir problemdir.

Iskeminin gelismesini takiben hiicre igerisinde ATP iiretimi oksidatif fosforilasyonun
azalmasi takiben azalacak, bu durumda Na+ pompasi azalacak ve hiicre igerisinde Cat,
H20 ve Na+ girisinin artmasma neden olacaktir. Artmis hiicre i¢i kalsiyum ¢esitli
mekanizmalarla hiicre hasarina neden olmaktadir; mitokondri permeabilitesini artirarak ATP
iretimini bozar, kaspazlar1 direk aktive ederek ve mitokondri permeabilitesini artirarak
apopitozu uyarir. Membran hasarina yol acan fosfolipazlar, hiicre igi protein iskeletinin
yikimina neden olan proteazlar, DNA ve kromatin parcalanmasina neden olan endoniikleazlar
ve ATP azalmasina neden olan ATPaz enzimleri hiicre i¢i kalsiyum artisi ile aktive olmakta

ve hiicre hasarma neden olmaktadirlar.

Kalsiyum kanal blokerleri hiicre igine kalsiyum girisini bloke ederler. Etkilerini
genellikle diiz kas ve miyokard hiicreleri {izerinde gosterirler. Hipertansiyon, anjina, periferik
vaskiiler bozukluklar ve bazi aritmiler gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilirlar. Damar diiz kas hiicresine Ca++ girisini engelleyerek kalsiyumun diiz kas

hiicresinde olusturdugu konstriiksiyonu engellerler.

Iskemi reperfiizyon hasar1 6zellikle majér vaskiiler cerrahilerden sonra gelisen en
onemli mortalite ve morbidite sebeplerindendir. Sadece iskemiye maruz birakilan dokular
degil ayn1 zamanda akciger, bobrek, kalp, iskelet kasi, santral sinir sistemi ve gastrointestinal

sistem iskemi reperflizyon hasarindan etkilenmektedirler. (24)

Bu sebeple ¢alismamizda si¢anlarda akut ekstremite iskemisi modelini gelistirerek
iskemi/reperfuzyon hasarmi engellemede rolii olabilecek bir ajan olarak Nikardipinin
etkilerini incelemek istedik. Nikardipinin dihidropiridin tiirevi bir kalsiyum kanal blokeri

olarak gevsetici etkisi gli¢liidiir. Vazospastik anjinada 6zellikle kullanilmaktadirlar.

Calismamizda alt ekstremite iskemi/reperfiizyon modeli olusturmak amaci ile 60 dk
stireyle infrarenal abdominal aorta klempe edildi ve 120 dakika sonrasinda klemp kaldirilarak
reperfiizyon gerceklestirdik. Islemden 4 giin 6nce baslamilarak diisiik ve yiiksek dozda
Nikardipin enjeksiyonu yapildi. Iki farkli doz secilmesinin sebebi, antioksidan etkisinin doz

bagimli olup olmadiginin arastirilmastyda.

Aort cerrahisinde ya da her iki alt extremite vaskiiler bypass cerrahisinde islemin

gerceklestirilebilmesi igin damar iizerine gegici klemp konulmakta, deklempaj sonrasi
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yeniden kanlandirilma beraberinde ¢ogu zaman iskemi/ reperfuzyon hasarin1 da getirmektedir.
Ozellikle major aort cerrahisi ile bobrekler hedef organ konumundadir ve bu durum mortalite

ve morbidite agisindan olarak postoperatif siiregte dnemlidir. (25.)

Koksal ve ark. (26) Ekstremite iskemi modeli olusturarak bir ajanin I/R hasarimi

engellemedeki roliinii arastirmis, dokudaki lokal ve sistemik hasar1 incelemiglerdir.

Biz de calismamizda 24 adet Wistar Albino si¢anlarinin infrarenal abdominal
aortlarin1  klempe edip extremitede iskemi-reperflizyon modeli olusturarak, iskemi-
reperflizyon Oncesi nikardipin uygulanan sicanlarda serum Orneklerinde oksidan ve
antioksidan sistem etkilerini arastirdik. Sicanlar, fizyolojilerinin ve vaskiilarizasyonlarinin
insana yakin olmasindan dolayr alt ekstremitede iskemi modelinin olusturulmasinda tercih
edilmektedir. Maliyet, kolay bakim ve ulagim gibi avantajlart nedeniyle sican modelini

tarafimizca da segildi.

Bir dihidropiridin tiirevi olan Nikardipin, antihipertansif bir ajan olarak malign
hipertansiyon tedavisinde, aort diseksiyonu vakalarinda kisa etkili beta bloker tedavisi uygun
olmadiginda veya tek basmna beta blokajin etkili olmadigi durumlarda beta blokerle
kombinasyon halinde, siddetli preeklampside diger intravendz antihipertansif ajanlar
onerilmediginde veya kontrendike oldugunda (27) ve ameliyat sonrasi hipertansiyon

tedavisinde (28) ve (29) kullanilmaktadir.

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda nikardipinin akut iskemik inmelerde serebral
nekrozu engelledigi, subaraknoid kanamalardan sonra gelisen cerebral vazospazmi engelledigi

belirtilmistir. (30)

Habibzadeh ve ark. No-reflow fenomenine bir ¢oziim bulmak adina safen ven
greftlerinin i¢ine nikardipin vererek arastirmalarinda olumlu sonuglar elde etmis, safen ven

greftlerine yapilacak girisim oncesi bu ilacin kullanimini dnermislerdir. (31)

Kouoh ve ark., nikardipinin insan ve tavsan nétrofilleri tizerindeki antioksidan ve anti-
elastaz aktivitesini Olgerek, potansiyel bir antiaterosklerotik ajan olabilecegi iddiasin1 ortaya

cikarmislardir. (5)

Masso ve ark yaptiklari arastirmada iskemik inme gegiren hastalarda nikardipin

kullaniminin Serebral enfarkti azalttigini ortaya koymuslardir. (32).
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Biz de bu calismalarin 1s1ginda nikardipinin serebral infarkti azalmadaki basarisi,
antiaterosklerotik 6zelliginin olabilecegi, neo-intima olugumunu geciktirmedeki giicii

sebebiyle ¢aligmamizda Nikardipin kullandik.

Bir lipid peroksidasyon {irlinii olan Malondialdehit (MDA), hasarlanmis hiicre
membranindaki yag asit radikalleri ile etkileserek lipit peroksidasyon reaksiyonunu artirir. Bu
sayede MDA diizeyi Olglimii ile membran hasar1 derecesi hakkinda fikir sahibi

olunabilmektedir. Oksidatif stres durumlarinda biyomarker olarak MDA kullanilir (33)

Kiris ve ark. (34) infrarenal aortik iskemi / reperfiizyon modeli olusturup renal hasari
arastirmiglar, uyguladiklar1 islemde 30 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon ile uzak
organlarda I/R hasarinin olustugunu, dokuda MDA diizeyi ve antioksidan enzim

aktivitelerinin artiginin tespiti ile gostermislerdir.

Calismamizda alinan serum Orneklerinde incelenen MDA diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda IR grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Nikardipin tedavi gruplarinda MDA diizeyini istatiksel olarak anlamli distirdigiini

sOoylememiz miimkiindiir.

Hazzaa ve ark, siganlarda akut spinal iskemi modelini olusturup, atorvastatin ve I-
karnitininin reperfiizyon hasarimi engellemedeki roliinii inceleyip bu calismalarinda AOPP,
GSH-Px,, MDA ve katalaz enzim aktivitelerini incelediklerinde kullandiklar1 ajanlarin
oksidan ve antioksidan enzim sistemleri {izerinde anlamli sonuglar bulmuslardir. (35) Biz de
calismamizda bu enzimlerin aktivitelerini 6l¢mek istedik. Serum orneklerinde Katalaz, SOD
ve GSH-Px enzim diizeylerinde de istatiksel anlamli bir fark tedavi gruplarinda
saptanmamistir. Degerlere bakildiginda ise azalma egiliminde oldugu net bir sekilde
goriilmiistiir. Bu durum nikardipin uygulamasinin siiresinin uzatilmasi: durumunda sonuglarin

degisebilecegini diisiindiirmektedir.

Plazma total tiyol seviyesi glutatyon, sistein, albiimin ve diger protein yapilardaki SH
gruplar tarafindan olusturulmaktadir. Bu tiyol gruplar1 viicudu oksidatif stresten korumaya
calisan dogal antioksidanlardir ve oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
Total Silfidril igerigi (tSH) oksidasyon zincirini kirma o&zelligine sahip giicli
antioksidanlardandir. iskemi grubunun total SH degerinin iskemi+tedavil ve iskemi+tedavi2
gruplarina gore yiliksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi gruplarinda

iskemi grubuna kiyasla istatiksel anlamli artis gosterilememistir. Savunma mekanizmasi
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olarak da belirtilebilen tSH in hala aktive oldugu, tedavinin suresinin uzatilmasi1 durumunda

olumlu sonug alinabilecegi diistiniilmektedir.

Antioksidan giiciin bir baska gostergesi de FRAP seviyesinin olgumu ile belirlenebilir.
FRAP diizeyini 6l¢me prensibi Fe*®ii Fe*®ye indirgeyen antioksidan giiciin dl¢iilmesine
dayanmaktadir. Calismamizda iskemi grubunun FRAP degerinin kontrol ve tedavi gruplarina
gore diisiik olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedaviye yanit olarak iskemi
grubuna kiyasla tedavi gruplarinda istatiksel olarak anlamli artis gézlenmistir. Nikardipin bu

antioksidan giicii artmistr.

Miyeloperoksidaz (MPO) enzimi, oksidatif strese yanit olarak 16kositlerden salgilanan
lizozomal bir enzimdir. Lokositlerde bolca bulunan ve reaktif oksidan tiriinler olusturan
miyeloperoksidaz enzimi aterosklerotik reaksiyonlarda bulunarak katalitik aktiviteyi

gostermektedir.

Sun ve ark (36) yaptiklar1 ¢alismada iskemi/reperfuzyon hasarina bagl olarak yapilan
flap rekonstruktif cerrahi de Sodyum Ferulat molekiiliiniin bu hasar1 engellemedeki roliinii

incelemis, MPO ve MDA diizeylerinin anlamli azalmast ile bu tezlerini desteklemislerdir.

Caligmamizda ise gruplara gore MPO degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir. Kontrol grubunun MPO degerinin iskemi, iskemi+tedavil ve iskemi+tedavi2
gruplarina gore diisiik olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedaviye yanit olarak

iskemi grubuna kiyasla tedavi gruplarinda istatiksel anlamli azalma gozlenmistir.

Mitojenle aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) hiicre proliferasyonunu, apopitotik
aktiviteyi, inflamasyon mekanizmasini regiile etmektedir. Apopitotik aktiviteyi tetikleyen Ras
ve Raf proteinleri bu yolag: tetikleyerek apopitotik enzimlerin salinmasina ve sonucunda
hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Zhang ve ark nikardipin ile yaptiklar1 ¢alismada kalsiyum
antagonistlerinin kardiyomiyosit hiicrelerinin hasarindaki protektif giiciinii arastirmis, MAPK

yolagi ile bunun gergeklestigini ortaya koymuslardir. (37)

Bizim galisgmamizda bu sav gii¢lendirilmis olup MAPK aktivitesi tedavi gruplarinda

I/R grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Nikardipin MAPK aktivitesini azaltmistir.

Signal transducer and activator of transcription (STAT-1) proteini, salinan sitokinlerle

aktive olmakta ve hiicre yasamasinda kilit rol oynamaktadir.
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Xu ve ark (38) sicanlar tizerinde miyokardiyal iskemi/reperfuzyon hasarini
engellemede Baicalin in roliinii inceledikleri calismada JAK-STAT aktivitelerini incelemis ve

basarili sonuglar elde etmislerdir.

I/R sonucunda salinan sitokinler ile aktive oldugu ¢alismamizda gdzlenmis, nikardipin
tedavisine anlamli olarak yanit vererek azalmistir.  Temel olarak hipoksi tarafindan
ekspresyonu kontrol edilen HIF-1 proteinin etki ettigi mekanizmalar, ¢ok sayida genin
transkripsiyonunun diizenlenmesi, hiicrelerinde diferansiyasyonu, vaskiilarizasyon, otokrin
bliyiime faktorii tretimi, proliferasyon, invazyon ve metastaz, metabolik yeniden
programlanma ve tiimor biliyiimesinin artmasi olarak siralanabilir. (39-40-41) Wang ve
arkadaslar1 (42) serebral iskemi modeli galistiklar1 siganlarda hiperbarik oksijen tedavisinin
HIF-1 o geninin regiilasyonu sagladigini ¢alismalarinda gostermislerdir. Terada ve arkadaglar
(43) siganlarda calistiklar1 miyokardiyal iskemi/reperfiizyon modelinde akut hipobarik ve
hipoksik sartlanmanin hasar1 artirdigini gostermek i¢in HIF-1 o ekspresyonu degerlerine
bakmiglardir. Matsushima ve arkadaslari (44), HIF-I o nin kardiyak fibroblastlar1 apopitozdan
koruyabildigini ve hipoksik hasar1 takiben kalbin yeniden sekillenmesi i¢in potansiyel bir
terapotik hedefi temsil ettigini gostermislerdir. Nataraja ve arkadaglari (45) miyokardiyal

iskemi reperfiizyon modelinde HIF-1 alfanin roliinii aragtirmiglardir.

Biz de kendi deneyimizin immunohistokimyasal c¢aligmasinda HIF-1 alfa nin
antikorlarmin doku diizeyindeki degerlerini dlcerek nikardipinin hasar1 engellemede bu genin
aktivasyonu iizerinden rolii olup olmadigimi gérmek istedik. Calismamizin sonunda tedavi

gruplarinda HIF-1 alfa degerlerinin artis gosterdigini gézlemledik.

ICAM-1 (CD54); Endotel hiicresi, lenfositler, monositler, diiz kas hiicreleri ve
makrofajlarda eksprese edilen Ig siliper ailesinin bir iiyesidir. (46) Endotel hiicrelerinde,
ICAM-1 yapisal olarak az miktarlarda eksprese edilmektedir. IL-1 (Interlokin-1), TNF-a
(Tiimdér Nekroz Faktor), IFN-y (interferon), LPS (Lipopolisakkarit) gibi mediyatorlerle
endotel hiicrelerinin uyarilmasi sonucu ICAM-1 ekspresyonu artmaktadir (47). Bu artis akut
ve kronik inflamasyon alanlarinda ve tiimoral hiicrelerde daha ¢ok belirgindir (48). Zhang ve
arkadaglar1 (49) Fisetinin serebral iskemi reperfiizyon hasarinda noéroprotektif etkisini

degerlendirmek i¢in ICAM-1 adezyon molekiiliinii 6lgmiislerdir.

VCAM molekiilleri, damar endotelyal duvarinda 16kositlerin gb¢ii ve adezyonunu
saglarlar (50). ICAM-1 ve VCAM-1I"in her ikisi de immun yanit ve iltihap durumlarinda

hayati rol oynamaktadirlar. Maruyama ve arkadaslar1 (51) renal iskemi/reperfiizyon da



64

Tadalafil in notrofil tizerine etkisini gostermek icin VCAM degerlerini 6l¢lip ve bu maddenin

VCAM degerlerini azaltarak pozitif etki sundugunu ortaya ¢ikarmiglardir.

Hiicre matriks etkilesmeleri, ekstraselliiler matriks bilesenlerinin hidrolizinden
sorumlu olan enzimler tarafindan diizenlenir. Bu proteolitik enzimler ekstraselliiler matriks
yapisinin biitiinliigiinii diizenleyerek matriks molekiilleri tarafindan olusturulan sinyallerin
denetlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apopitozisinde temel rol oynar. Bu enzim
sistemlerinin iginde Matriks Metalloproteinazlar (MMP) onemli bir yer tutar. (52) Liu ve
arkadaglar1 (53) farelerde serebral iskemi molekiilii calismiglar ve CD147 antagonistik Peptid-
9'un nanopartikiil iletiminin farelerde akut iskemik beyin hasarina ve TPA'nin indiikledigi
intraserebral kanamalara karst korudugunu ortaya c¢ikarmak i¢in MMP-3 ve MMP-9
molekiillerini degerlendirmeye almislardir. Owolabi ve arkadaslar1 (54) akut aterotrombotik
miyokardiyal hasar oncesi ve sonrasinda MMP-3 ve MMP-9 seviyelerini 6l¢iip, MI da artis

gosterdigini belirtmislerdir.

Giagtzidis ve arkadaglar1 (55) periferik arter hastaligi nedeniyle alt ekstremite
endovaskiiler girisim yapilan hastalarda dolasimdaki matriks metalloproteinazlarin profilini
incelemisler ve Matriks metalloproteinazlarin aterosklerotik vaskiiler hastaligin gelisiminde

ve ilerlemesinde dnemli bir rol oynadigini net bir sekilde ifade etmislerdir.

Biz de calismamizda immunohistokimyasal olarak aort dokusu ve ¢izgili kas
dokusunda MMP-3 ve MMP-9 seviyelerini 6lgtiik. Nikardipin uygulanan siganlarda oldukga

azalmis oldugunu gozlemledik.
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8. SONUC

Bu calisma vaskiiler cerrahi sonrasinda gelisebilen reperflizyon hasar1 nedeniyle artis
gosteren morbidite ve mortaliteyi azaltma asamasinda basarili olabilecek bir ajanin ortaya

cikarilmast amaciyla yapilmistir.

Sonug¢ olarak, elimizdeki bulgular, iskemi-reperfiizyon modeli calismamizin
sonucunda biyokimyasal ve histopatolojik olarak IR hasarinin olustugunu; verilen nikardipin

tedavisinin bu hasara kars1 koruyucu etki gosterdigini sdyleyebiliriz.

Bu yararli etkinin hangi mekanizmalar araciligi ile olustugunu tam olarak

aydinlatabilmek i¢in yeni deneysel calismalara gereksinim vardir.
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« Etik k\.xrglunmzdnn onam alan her proje igin, ¢alisma baglamadan {i¢ ay 6nce caligilacak hayvan
rezervinin uygunluunu (tir, yas, cinsiyet) belirlemek amaciyla Deney Hayvanlan
Laboratuvanina bagvurulmalidir,



