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OZET

Bu ¢alismanin amaci siganlarda intestinal iskemi ve iskemi/reperfiizyon hasarina,
intestinal doku ve sistemik kan 1s1 sok proteini (I.S.P.) 32 yanitinin saptanmasidir.

Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanan
calismamizda kontrol grubu (K.G.), iskemi grubu (1.G.) ve iskemi/reperfiizyon grubu
(R.G.) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmis 21 sigan kullanildi. Tiim si¢anlara genel anestezi
altinda laparotomi yapildi ve superior mezenterik demetleri (S.M.D.) hazirland1. K.G.
siganlarinin S.M.D. etrafina 000 ipek yerlestirildi. 1.G. sicanlarinim S.M.D. 000 ipek
fiyonk diigiimle baglandi. R.G. siganlarinin S.M.D.’ ne 000 ipekle fiyonk diigiim konuldu.
Tiim siganlarda iplik uglar1 karin duvarindan ¢ikarilip, karin kapatildi. R.G. si¢anlarinin
karinlarindaki iplikler bir saat sonra zit yonde cekilerek fiyonk diiglimiin acilmasiyla
reperfiizyon saglandi. Sicanlara ilk laparotominin 6. saatinde relaparotomi yapilarak ince
barsaklar ¢ikarildi. Sol ventrikiilden kan 6rnekleri alindi ve sicanlar kardiyak punke¢ir
yontemiyle sakrifiye edildi. Siganlarin ince barsak dokular1 ve kan 6rneklerinde HO-1
(Rat) StressXpress ELISA Kit (Stressgen Technologies, Assay Designs Inc, Ann Arbor,
USA) kullanilarak 1.S.P. 32 6l¢timii yapildi. Sayisal verilerin karsilagtirilmasinda, Kruskal
Wallis veya Wilcoxon Rank Sum test, kategorik verilerin karsilastirilmasinda ki-kare testi
kullanildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 kabul edildi.

I.G. ve R.G. ortanca doku 1.S.P. 32 diizeyleri K.G.’na oranla anlaml1 olarak
yiiksekti (p=0,0017), ancak 1.G. ve R.G. arasinda anlamli bir fark yoktu (p=0,48). 1.G. ve
R.G. ortanca kan [.S.P. 32 diizeyleri ile K.G. ortanca kan 1.S.P. 32 diizeyi arasinda fark
yoktu (p=1).

Sonug olarak, sicanlarda intestinal iskemi ve iskemi/reperfiizyon hasarinda doku
I.S.P. 32 diizeyleri ilk 6 saat i¢inde benzer sekilde artmaktadir. Ancak bu artis sistemik

dolasima yansimamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Is1 sok protein 32, intestinal, iskemi, reperfiizyon



THE HEAT SHOCK PROTEIN 32 RESPONSE TO INTESTINAL ISCHEMIA
AND ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY

SUMMARY

The aim of this study was to clarify tissue and systemic blood heat shock protein
(H.S.P.) 32 response to intestinal ischemia and ischemia/reperfusion injury in rats.

Twenty one rats, divided into control group (C.G.), ischemia group (1.G.) and
ischemia/reperfusion group (R.G.) were used in our study which was approved by Uludag
University Animal Experiment Ethical Committee. Following laparatomy under ether
anesthesia, superior mesenteric bundles (S.M.B.) of the rats were prepared. A silk suture
was placed around the S.M.B. of the rats in C.G. A permanent knot in the 1.G. and a slip
knot in the R.G. were placed on the S.M.B. The free ends of the silk sutures were taken
throughout the abdominal walls and then the laparotomies were closed. Reperfusion was
established by pulling out the free ends of the silk sutures after one hour in R.G.
Relaparatomy was performed to all the rats on the 6" hour of the initial laparatomy and
small intestines were removed. After blood was drawn from the left ventricle, all rats
were sacrificed by cardiac puncture. HO-1 (Rat) StressXpress ELISA Kit (Stressgen
Technologies, Assay Designs Inc, Ann Arbor, USA) was used to measure H.S.P. 32 in
intestinal tissue and systemic blood samples. Quantitative variables were compared by
using Kruskal Wallis or Wilcoxon Rank Sum test and categorical variables were compared
by using chi-square test. P<0,05 was considered to be significant.

Tissue H.S.P. 32 levels were significantly increased in I.G. and R.G. when
compared to the C.G. (p=0,0017). However, there was no difference between I.G. and
R.G. (p=0,48). The median blood H.S.P. 32 levels showed no difference between three
groups (p=1).

As a conclusion, the tissue H.S.P. 32 levels increased similarly following a 6-hour
intestinal ischemia and ischemia/reperfusion in rats; however, this increase did not reflect

to the systemic circulation.

Keywords: Heat shock protein 32, intestinal, ischemia, reperfusion.



GIRIS

Mezenter iskemi klinik olarak yaslilarda goriilen, tiim ince barsaklar1 ve ¢ikan
kolonun 6nemli bir kismini besleyen superior mezenterik arterin tikanmasi sonucu ortaya
¢ikan, ince barsaklarin iskemi ve gecikilirse nekrozuyla seyreden, %56-93 gibi yiiksek
mortalite oranlarina sahip, ciddi, fatal bir hastaliktir (1). Yiiksek mortalitenin en 6nemli
nedeni tanidaki gecikmedir. Erken donemde tan1 koymaya yardimci en 6nemli yontem
mezenterik anjiyografidir. Ancak bu islem uygulamasi kolay olmayan, pahali ve her
zaman ulasilamayan bir yontemdir. Mezenter kan akim1 azalmaya basladiginda bu
olaydan ilk ve en ¢ok etkilenen intestinal mukozal epitel hiicrelerinde Is1 Sok Protein
(I.S.P.) miktarinda belirgin artig goriiliir (2). 1.S.P.’leri, molekiil agirliklar1 100 kDa’dan
daha az olan ve iskemi disinda 1s1 ve toksik ajanlara kars1 da aciga ¢ikan molekiillerdir (2-
4). Sistemik dolasima gegerler ve laboratuar ortaminda 6lgtimleri miimkiindiir (2, 3).
L.S.P. ’lerinin reperfiizyon hasarina cevap olarak ortaya ¢ikabilecegi de gosterilmistir (5).

Iskemiye maruz kalan intestinal mukoza epiteli biitiinliigiinii yitirerek limene
dokiiliir. Mueller ve arkadaslari (6) renal iskemi gelisen deneklerde idrara dokiilen epitel
hiicrelerinden aciga ¢ikan I.S.P.’lerini 6l¢ebilmislerdir. Dolayisiyla mezenter iskemi
olgularinda da liimene ddkiilen epitel hiicrelerinden agiga ¢ikabilecek 1.S.P. dlctilerek
mezenter iskeminin siiresi ve yayginligi hakkinda fikir sahibi olunabilir. Ya da mezenter
iskemi sliphesi bulunan hastalardan alinan kan 6rneklerinde I.S.P. diizeyleri bakilarak
taniya yardimei bir yontem gelistirilebilir. Bu sekilde mezenter iskeminin erken donemde
tanis1 konabilir ya da anjiyografi yapilacak ve bundan fayda gorecek hastalarin
belirlenmesi daha spesifik bir hale getirilip ayn1 zamanda gereksiz anjiyografi gibi islemler
engellenebilir. Bu durum hem hasta sagligi hem de maliyetlerin diisiiriilmesi a¢isindan
Oonem tagimaktadir.

Diger ad1 1.S.P. 32 olan heme oksijenaz (HO), heme’nin biliverdin, karbon
monoksit ve demire yikilmasini saglayan antioksidan bir enzim kompleksidir (3, 5, 7- 9).
I.S.P. 32’nin dokularda iskemi sonrasi arttigina dair bilgi varken (5), reperflizyondan nasil
etkilendigini gosteren bir ¢aligma yoktur. Ayrica [.S.P. 32 artis miktarinin iskemi ya da
reperfiizyon hasarinin siiresi veya genisliginden ne kadar etkilendigi, sistemik dolasima
yanstyan seviyeleri ve en nihayetinde diskiya gecip, gegmedikleri ya da hangi durumda ne
kadar gectikleri ise cevap bekleyen sorulardir. Bu sorular yanitlandiginda belki de klinik

olarak mezenter iskemi siiphesi bulunan hastalarin tanisinda kullanilabilecek, her yerde
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uygulanabilecek, goreceli kolay ve ucuz bir yontem tanimlanabilir. Ancak, I.S.P. 32°nin
klinikte bu amagla kullanilabilmesi i¢in 6ncelikle mezenter iskemi geri dondiigiinde ortaya
cikan reperfiizyon ortamindan doku I.S.P. 32 seviyelerinin nasil etkilendiginin
belirlenmesi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, mezenter iskemi veya iskemi/reperfliizyon hasarinda,
iskemi veya iskemi/reperfiizyon sonrasi doku ve kan I.S.P. 32 diizeylerinin

karsilastirilarak, iskemi ve iskemi/reperfiizyon hasarina I.S.P. 32 yanitinin saptanmasidir.



GENEL BIiLGILER

Ik kez 1962 yilinda tanimlanan 1.S.P.’leri hiicrelerin hipertermiye (42-46°C)
maruz kalmasiyla liretimi artan bir protein grubudur (10). 1.S.P.’lerinin dramatik artisina
yol agan olay ¢ogunlukla Is1 Sok Faktor (I. S.F.) tarafindan diizenlenir ve 1s1 sok cevabi
olarak adlandirilir (11-13). 1.S.P. artigina 1s1 disinda yol acan baska faktorler de vardir.
Bunlar; infeksiyon, inflamasyon, etanol, arsenik, eser metaller ve ultraviyole 151k gibi
birg¢ok toksin, aclik, hipoksi, nitrojensizlik (bitkilerde) ve dehidratasyondur. Bu nedenle
I.S.P.’lerine “stres proteinleri” de denmekte ve stres cevabinin bir komponenti olarak da
gortilmektedirler (10, 11, 14).

Gilinlimiizden yaklasik 30 yil 6nce radyoaktif olarak isaretlenmis aminoasitler ile
protein sentezini takip etmek miimkiin hale gelmistir (10). Bu yontemle fizyolojik
kosullarda hiicrede protein sentezinin olduk¢a degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Ancak
stres kosullarinda normal sartlarda iiretilen tiim proteinlerin sentezinde belirgin bir azalma
yasanirken bir grup protein sentezinin arttig1 goriilmiistiir (12). Iste bu strese kars1 olusan
ve temel deneysel modeli hipertermi oldugu icin I.S.P.’leri olarak adlandirilan proteinler
molekiil agirliklarina gore simiflandirilirlar. 1.S.P.’leri hemen hemen tiim canli
hiicrelerinde biyolojik diizeyde bulunurlar (2, 3, 14).

[.S.P.’lerinin temel olarak hiicrede sitoproteksiyon (fizyolojik ve stres
kosullarinda), ndrodejeneratif bozukluklar, sinyal iletimi ve kanser immiinolojisinde

rolleri vardir.

Sitoproteksiyon

Modern stres cevabi ¢alismalari ilk kez 40 yil 6nce Ritossa (10) ile baslamistir.
Ritossa, Drosophila melanogaster olarak adlandirilan meyve sineklerinde hipertermiye
spesifik olarak saptanan degisiklikler tanimlamistir. Politen bir kromozoma baglanan
binlerce DNA dizininin aktif transkripsiyon alanlarinin 11k mikroskobunda goriilmesine
olanak saglamasiyla normal kosullarda hiicre ¢ekirdeginde bulunan bazi aktif
transkripsiyon alanlarinin stres durumunda kayboldugu, buna karsin yeni transkripsiyon
alanlariin ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir. Ritossa’nin bu ¢alismasi hiicrenin strese bir
cevap lrettigini gosteren ilk ¢aligmadir (10).
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Fizyolojik kosullarda, 1.S.P.’leri protein katlanmasinin dogru yiiriitiilmesinden
sorumludurlar (15, 16). Hiicrede yeni iiretilen proteinlerin dogru bir sekilde katlanmasina
yardimci olan maddelere “molekiiler chaperon” lar denmektedir (17, 18). Prokaryotlarda
posttranslasyonel katlanma (folding) 6n planda iken yiiksek canlilarda katlanma
translasyon esnasinda olusur (19). Bunun sonucunda proteinler sentez asamasinda iken
ozellikle katlanma hatalar1 sonucu hiicrede ¢okerek devre dis1 kalmaya agik hale gelirler.
Molekiiler chaperonlar 6zellikle bu noktada devreye girip yeni iiretilen proteinlerin yanlis
katlanmasini (misfolding) ve kiimelenmesini engeller (18, 19). Katlanma hatalar1 en ¢ok
hipertermi ile fazlalastigindan molekiiler chaperonlarin gogu I.S.P.’leridir (10). Bu
molekiillerin biraraya gelerek yaptiklari proteinlere de “molekiiler chaperonin”
denmektedir (20). Bunlar daha gok 6-9 proteinden olusan yapilardir ve genellikle 400-
1000 kDA agirligindadirlar. Protein sentezi esnasinda yeni iiretilen proteinlerin
kiimelenmeden katlanarak olgunlasmasi ¢ogu I.S.P. olan birgok molekiiliin olusturdugu bir

chaperon agiyla saglanmaktadir (19).

Norodejeneratif Bozukluklar

Son yillarda yapilan ¢alismalarda bir¢ok ndrodejeneratif bozukluga protein
katlanmasindaki sorunlarin yol agtigina dair artan sayida ¢alisma yayimlanmistir. Bunlara
ornek olarak Huntington hastaligi, Kennedy hastaligi, spinoserebellar ataksi, Parkinson,
Alzheimer ve amyotrofik lateral skleroz verilebilir (21-29). Bu hastaliklarda olusan
olgunlasmamig proteinlerin uzaklastirilmasinda ya da olusmasinin engellenmesinde
I.S.P.’lerindeki bir sorun nedeniyle bozukluk oldugu yapilan canli hiicre goriintiileme
calismalariyla gosterilmistir (30).

Norodejeneratif hastaliklar yagsamin ileri sathalarinda goriiliir. Bu yaslarda 1.S.P.
genlerinin indiiksiyonunda bir zayiflama oldugu saptanmistir. Caenorhabditis
elegans’larda I.S.P. cevabinin insiilin sinyal yoluyla Grtiisen bir yol araciligi ile
zayiflatildigi bildirilmistir (31). Bu mikroorganizmalarda I.S.P. cevabinin zayiflamasi
mikroorganizmanin émriinii belirgin olarak kisaltmistir. Ayni etki yine bu
mikroorganizmalarin Daf-16 mutantlarinda da goriilmiistiir. Bu mutantlarda insiilin sinyal
yolunda “forkhead box- O” (FoxO) transkripsiyon faktorii eksiktir. Yani I.S.P.’lerindeki
azalma yaslanmaya kars1 koruyuculugun azalmasina sebep olurken, artmis I.S.P.

organizmalarin yasam siiresini uzatabilir.



Sinyal iletimi ve Kanser immiinolojisi

I.S.P. 90 ve I.S.P. 70, iglerinde NF-kB, p53, v-Src, Raf1, Akt ve steroid hormon
reseptorleri bulunan birgok sinyal iletim yolunda, transkripsiyon faktorleri, sinyal
molekiilleri ve kinazlari regiile ederek etki ederler (15). Tiimor hiicreleri malign olmayan
koken hiicrelerine nazaran asir1 miktarda [.S.P. iiretirler. Bu gézlem tiimor hiicrelerinin
daha ¢ok I.S.P.’nine ihtiya¢ duyduklar1 savin1 giindeme getirmistir (32). Belki de fazla
miktarda bozuk protein iiretimini engelleyerek tiimor hiicresinin dmriiniin kisaltilmasini
onlemek icin buna ihtiyag vardir. Ilging bir nokta da tiimér hiicrelerinin yiizeylerinde
I.S.P. 72 bulunmasidir. Bu hiicreyi natural killer hiicrelerine hedef haline getirmektedir
(312).

Tiimor hiicrelerinden elde edilen ve i¢lerinde I.S.P.’lerinin de bulundugu bazi
molekiillerin, organizmadaki immiin cevabi arttirmasi mantigina dayanarak pasif kanser
asilar tretilmistir (33). Kanserli doku cerrahi olarak rezeke edildikten sonra 24 saat
icinde islenerek kanserli dokunun iirettigi peptidleri tasiyan 1.S.P.’leri piirifiye edilmekte
ve daha sonra bu L.S.P.-peptid kompleksi dokunun alindig1 kisiye geri enjekte
edilmektedir. Kisinin enjeksiyon bdlgesindeki antijen sunan hiicreler bu I.S.P.-peptid
kompleksini alarak T-hiicrelerine sunmaktadirlar. T-hiicreleri boylece kanserli dokuyu
normal dokudan ayirt edebilmekte ve organizmada kalan residii kanser hiicrelerini
taniyarak yok etmektedirler. Bu sayede fibrosarkom, hepatoma, skuamoz hiicreli
karsinom, kolon kanseri, melanomlar, akciger kanseri, lenfoma ve prostat kanserine karsi
basarili sonuglar alindigini bildiren yayinlar vardir (33). Yapilan ¢aligmalar organizmanin
I.S.P.-peptid kompleksinde peptide kars1 cevap iirettigini gdstermistir. Ancak I.S.P.-
peptid kompleksi, peptidlere gore 400 kat daha gii¢lii bir immiin cevap yaratmustir (33).

L.S.P. Regiilasyonu

Normal sartlarda sitoplazmada bulunan L.$.P. 70, I.S.F. i baglayarak inaktive

etmektedir (2, 12). Hiicre i¢inde protein denatiirasyonuna yol agan bir olay oldugunda
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[.S.P. 70 denatiire proteinlere baglanir. Bunun sonucunda I.S.F. inaktivasyonu ortadan
kalkar. Ayrica, aragidonik asit metabolizma iiriinlerinin de I.S.F.’1i aktifledigi
gosterilmistir (11, 31). Bu da inflamasyon ve L.S.P. iiretimi arasinda bir baglant1 oldugunu
gostermektedir.

Insanlarda I.S.F. nin ii¢ subiiniti tantmlanmstir (12). 1.S.P. regiilasyonunda temel
olarak I.S.F. 1 rol oynar (2, 10, 12, 31). L.S.F. I’ler trimer yaparak niikleustaki I.S.P.
geninin promoter bdlgesine baglanir ve I.S.P. liretimi baglar (12). Ayrica hiicre i¢i artan
denatiire proteinler dogrudan I.S.F.1 genini de indiikleyerek daha ¢ok 1.S.F.1 {iretimine yol
acarlar. Yeni Uretilen I.S.P. ler, 6zellikle de I.S.P. 70 hiicre i¢i zararh etkeni (genellikle
denatiire ya da yaslanmis proteini) baglayarak etkisiz hale getirir (10). Bu islem
tamamlaninca artan [.S.P. 70’ler I.S.F.-1’e baglanarak I.S.F. inaktive edilir ve hiicre
fizyolojik konumuna geri doner. Ek olarak I.S.P. -1.S.F.1 kompleksi [.S.F. 1 genine
negatif feedback uygular ve I.S.F. 1 iiretimi de durur (12, 31).

L.S.P.’leri agirliklarina gore dort ana gruba ayrilirlar. Tablo-1’de L.S.P. siniflamasi

Ozetlenmistir.



Tablo-1: I.S.P. siniflamasi (2).

Molekiiler

LS.P. agirh Fizyolojik yerlesim Streste yerlesim Fonksiyon
- L.S.P. 100 100 ER ER Glukoz met.
D
=
= .S.P. 90 86 Sitoplazma Sitoplazma Steroid reseptor
A
o
= L.S.P. 90B 84 Sitoplazma Sitoplazma Aktin
L.S.P. 80 80 ER ER Immiinglobulin
% LS.P.75 75 Mitokondri Mitokondri Glukoz met.
o
N~
A ILS.P.73 73 Sitoplazma Niikleus Protein katlanmasi
&
I.S.P. 72 72 Sitoplazma, niikleus Niikleus Protein katlanmasi
.g
=
e L.S.P. 60 58, 60 Sitoplazma, mitokondri Mitokondri Protein katlanmasi
-
o
o
- L.S.P. 47 47 Sitoplazma, mitokondri Mitokondri, sitoplazma Kollajen spesifik
LD
:. I.S.P. 32 32 Sitoplazma Sitoplazma, niikleus Heme oksijenaz-1
s
% L.S.P.25 25 Sitoplazma Sitoplazma a-kristallin
:Q-
=
~ I.S.P.8 8 Sitoplazma, membran Sitoplazma, membran PDGF

ER: Endoplazmik retikulum.

PDGF: Platelet derived growth factor.




L.S.P. 90 Ailesi

L.S.P. 100 ve L.S.P. 90f: Bu iki molekiil birbirine ¢ok benzer etkiler
gostermektedir. Ayrica bu iki molekiiliin beraber etkinlik gosterdigine dair ¢alismalar
vardir. En iyi bilinen etkileri kalmodulin baglayiciliklaridir (34). Yiiksek
konsantrasyonda ise aktin filamentleri ile etkilesime girerler. Etkilerini gosterebilmeleri
icin Ca*?" a ihtiya¢ duyarlar. Ayrica 1.S.P. 90p’mn glukoz metabolizmasinda da rol aldig:
distiniilmektedir. Bir calismada diyabetiklerde I.S.F. 1 ve I.S.P. 72’nin azaldig1 buna
karsin I.S.P. 90p artis1 oldugu gozlemlenmistir (35). Yine ayni ¢alismada diyabetiklerde
iskemik stresin I.S.F. 1 ve .S.P. 72 diizeylerini etkilemedigi ama egzersizin L.S.F. 1 ve
L.S.P. 72 diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir. Diyabetiklerdeki insiilin direncinin I.S.P. ile
iligkisi su an i¢in ilgi ¢eken bir arastirma konusudur.

L.S.P. 90a:: Gliniimiizde en iyi bilinen 6zelligi timorgenesis ile olan iligkidir (36).
I.S.P. 90 daha ¢ok I.S.P. 70, L.S.P. 40 ve L.S.P. organize edici protein gibi co-
chaperon’larla birlikte multiprotein chaperon kompleksi seklinde bulunur (37). Hiicrelerin
iletisimi ve normal morfolojik yapilarinin korunmasinda 6nemli rolleri vardir. L.S.F. 1 ile
tranksripsiyonu diizenlenir (31). Epidermal growth factor reseptor sinyal iletimi ve Akt
sinyal yolu gibi muhtelif sinyal yollar1 ile apopitotik yollarda gorev alir ve steroid hormon
reseptorlerinin diizenlenmesinde rol oynar (36). Apopitozda birden fazla noktada gorevi
vardir ancak genel olarak antiapopitotik bir role sahiptir (38). Dolayisiyla kanser
hiicrelerinin canliliginin devam etmesine yardimci olur (2). Ozellikle androjenik hormon
reseptorlerinin fonksiyonlarinin ve stabilitelerinin diizenlemesinde etkilidir ve bir¢cok
tiimoriin gelisiminde etkisi olan vascular growth endothelial factor reseptorlerinin
fonksiyon gostermesi I.S.P. 90’a baghdir (36).

Hipertermi ve hipoksi tiimdral hiicrelerde I.S.P. 90 artisina bagl olarak tiimor
direncini arttirir. Bloklanmasi hiicre 6liimiinii hizlandirir. Lenfomalarda biiytimeyi
arttiran simerik protein -anaplastic lymphoma kinase (NMK-ALK), 1.S.P. 90 varliginda
fonksiyon goriir (39). Geldanamycin ile bloklanmasi kemoterapiye destek amach
deneysel olarak kullanilmaktadir. Geldanamycin tiirevlerinin kullanimi ile kanser
hastalarinda belirgin siirvi artig1 bildirilmistir (31).

Uveit gibi bazi inflamatuar hastaliklarda koruyucu rol aldig1 bildirilmistir (40).
Ancak intestinal mukozanin enlamatuar ya da iskemik hadiselere kars1 korunmasinda

etkisi olmadig1 gosterilmistir (2).



L.S.P. 70 Ailesi

I.S.P. 70 tiim 1.S.P.’leri i¢inde lizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis olan molekiildiir
(2, 10, 14, 15). Sitozolik I.S.P. 70 temel olarak iki formda bulunur; stresle artan 1.S.P. 72
(I.S.P. 70 olarak bilinir) ve siirekli tiretilen I.S.P. 73 (2, 10, 15). L.S.P. 70’nin ilging
ozelliklerinden biri de I.S.P. 60’la beraber ekstraseliiler ortamda bulunmalaridir (3).

Protein katlanmasi ile ilgili olarak genis bir etki spektrumlari vardir (15). Yeni
iiretilen proteinlerin katlanmasi, yanhs katlanmis ya da ¢okelti proteinlerin yeniden
katlanmasi, sekretuar proteinlerin membrana translokasyonu ve regulatuar proteinlerin
aktivitelerinin kontrolii en iyi bilinen etkileri arasindadir. Bu anlamda I.S.P. 70 hiicrenin
bekgisidir. Bu etkilerini ATP kullanarak peptidlerin hidrofobik segmentleri ile etkileserek
gostermektedirler. 1.S.P. 70 faaliyetlerinin regiilasyonu I.S.P. 70 gen kontrolii, co-
chaperon iligkileri ve diger chaperon sistemlerle etkilesimleri ile saglanir.

Yeni iiretilen proteinlerin kiimelenmesini co-chaperonu olan J-domain protein
(JDP) ile beraber organize ederler (15). Bu kompleks yeni iiretilen proteini hidrofobik
uglarindan sararak hiicre i¢i etkilesimlerden korur. Bu 6zellik sadece I.S.P. 70 ailesine
mahsustur.

Yapilan ¢alismalarda ¢oken proteinlerin I.S.P. 70-1.S.P. 100 isbirligi ile solubilize
edildigi ve sonra tekrar katlanmaya ugradiklar1 gosterilmistir (14).

Son yillarda 6karyotlarin regiilatuar proteinlerinin biyolojik aktivitelerinin I.S.P.
70 ailesi tarafindan diizenlendigine dair birgok ¢alisma vardir. Bunlar arasinda steroid
hormon reseptorleri gibi niikleer reseptorler, Raf, eIF2a-kinaz gibi kinazlar ve I.S.F., c-
Myc, pRb gibi transkripsiyon faktorleri vardir (31). Bu gorevlerinde 1.S.P. 70’1ere 1.S.P.
90, Cdc37 ve p23 gibi proteinler eslik etmektedirler (15). Bu sayede I.S.P. 70’ler sinyal
iletimi, hiicre siklusu regiilasyonu, differensiasyon ve apopitozda etkili gorevler tistlenerek
onkogenez, norodejeneratif ve otoimmiin hastaliklar, viral infeksiyonlar ve yaglanma gibi
konularda 6nemli rol alirlar (32, 41).

Bakterilerde protein katlanmasinin %10-20’si I.S.P. 70 bagimlidir (42).
Bakterilerde ortalama protein agirligi 35 kDa iken insanlarda 52 kDa’dur (15). Buradan
insanda daha fazla oranlarda protein katlanmasinin I.S.P. 70 bagimli oldugu sonucu ortaya
¢ikar. Ilging olarak mutant proteinler ¢ok daha fazla I.S.P. 70 bagimlidirlar. Bu anlamda

I.S.P. 90’a benzer sekilde mutant proteinlerin varligini stirdiirmesinde oldukga
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onemlidirler (31). Stres gibi I.S.P. 70’lere fazla ihtiya¢ duyulan durumlarda ya da
yaslanma gibi daha az 1.S.P. 70 tiretilen durumlarda mutant proteinler ¢oker (15). Ancak
baz1 SOD1 mutantlar1 gibi mutant proteinlerin ¢okertilmesinde de 1.S.P. 70’e ihtiyag
vardir. Her iki mekanizma da onkogenez (mutant p53), ALS (mutant SOD1 proteini),
Parkinson (mutant a-synuclein) gibi norodejeneratif bozukluklarin ortaya ¢ikmasinda
etkili olabilir (31).

I.S.P. 70 ozellikle 1.S.P. 90 beraber hiicre 6liimi, differensiasyon, proliferasyon ve
hiicre hemoastasisinin devami konusunda gorev alir(15). L.S.P. 70 caspase lizerinden
apopitozu inaktive eder. I.S.P. 70 seviyesinin artmas1 TNFa gibi apopitotik faktorlerin
islevini azaltir (32). Tersine L.S.P. 70 azalmasi apopitozu kolaylastirir.

Gastrointestinal sistemde 1.S.P. 70’nin stresle arttig1 gosterilmis ama bunun
koruyucu bir etkisi goriillememistir (2). Bagka bir ¢calismada (43) 1.S.P. 70’nin intestinal
hiicrelerde koruyucu etkisi i¢in L.S.P. 32’1 co-chaperon olarak kullandig1 6ne stiriilmiistiir.
Kolonda ise I.S.P. 70’nin koruyucu etkileri bildirilmistir (2).

I.S.P. 70’nin renal iskeminin geri doniistimiine olumlu katkilar yaptig1, dolayisiyla
renal transplant sonrasi iyilesme siirecine faydasi oldugu bilinmektedir (10). Bu etkinin
detaylar1 agik olarak aydinlatilamamis olsa da bu etkide hiicre iskelet yapisinin
korunmasinin 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir (44).

Yasla birlikte I.S.P. 70 {iretimi azalmasina ragmen ilging olarak 100 yas lizerinde
L.S.P. 70 tiretimi tekrar artar (15). 1.S.P. 70 ailesi konusunda net olarak bilinen farkl co-
chaperonlarla etkileserek farkl etkiler gosterdikleridir, ancak hangi co-chaperonlarin
hangi I.S.P. 70 iiyesini nasil sectikleri ve sonugta hangi etkilere neden olduklar1 heniiz tam

olarak aydinlatilamamuistir.

LS.P. 60 Ailesi

I.S.P. 60 ailesi daha ¢ok 6-8 molekiiliiniin birlesimine 1.S.P. 10 eklenmesi ile
olusan chaperonin seklinde bulunur (2, 45). E. Coli’de biiyiime i¢in mutlak varlig
gereklidir (GroEL) (46). ATP bagimli bir reaksiyonla polipeptid zincirlerinin
katlanmasini diizenler (45). Bircok hiicrede sitoprotektif etki gosterir. Bu etkileri I.S.P.
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70 ailesine benzer 6zellikler gosterir, ancak farkli mekanizmalarla gergeklesir. 1.S.P. 70
tek basina etki ederken I.S.P. 60 chaperonini, GroES/I.S.P. 10 co-chaperonin ile birlikte
yaklagik 1000 kDa agirliginda bir molekiildiir (18). 1.S.P. 60 chaperoninin en 6nemli
ozelligi mitokondride yer almasidir (2, 18, 20, 45). Mitokondri matriksindeki en 6nemli
protein katlayict molekiildiir (20). Genetik mutasyonlarinda ciddi mitokondriyal
hastaliklar gelismektedir (18). Mitokondrinin hiicresel strese lokal yanitla tolerans
gostermesi I.S.P. 60 sayesinde olur (47).

Hiicrede mitokondri disinda membranda da saptanmistir. Aminoasit transportunda
rolii oldugu diistiniilmektedir (18). Pankreas § hiicre membraninda olmasi ve nonobez
diyabetik ratlarda I.S.P. 60 kaybinin insiilitise eslik etmesi, insiilin sekresyonunda gorevi
oldugunu diisiindiirmektedir (48). Kanser hiicrelerin membranlarinda timoriin
kaynaklandig1 dokunun orijinal hiicrelerinin membranlarina oranla daha fazla 1.S.P. 60
oldugu saptanmustir (49). Serviks ve mesane kanseri gibi bazi kanserlerde 1.S.P. 60
seviyesinin yliksek olusunun kotii prognostik faktér oldugunu gosteren ¢alismalar vardir
(50, 51). Apopitoz ve I.S.P. 60 arasindaki iliski heniiz tam aydinlatilamamistir. L1.S.P.
60°nin apopitozu arttirdigini gosteren calismalar kadar azalttigin1 gésteren ¢aligmalar da
vardir (18).

Dolasima ¢ikan I.S.P. 60 vaskiiler ve myeloid hiicrelerin yiizeyinde adhezyon
molekiilii olugmasini ve bu hiicrelerden proinflamatuar sitokinlerin salinimini arttirir(52).
Ayrica renal ve vaskiiler hastaliklarda dolagimda I.S.P. 60 saptanir. Muhtemelen vaskiiler
yatak gerilime kars1 I.S.P. 60 yanit1 vermektedir. Hipertansiyonlu hastalarda anti-1.S.P. 60
da saptanmustir (3). L.S.P. 60, mitokondriyal rejenerasyonun gostergesi oldugundan,
stirekli rejenerasyon goriilen gastrointestinal sistem hiicrelerinin epitel dokusunda
normalde de 6l¢iilebilir diizeylerde de vardir (20). Stres kosullarinda hem ince barsak hem
kolonda arttig1 gosterilmisken, ne ince barsak ne de kolonda koruyucu etkileri
gozlemlenmemistir (2). Ancak, barsaklarda epitel disinda barsak duvarinda da farkli
hiicrelerde bulunmasi, 1.S.P. 60’ nin barsaklarda daha ¢cok motilite ile iliskili fonksiyonlari

olabilecegini diisiindiirmektedir (2, 20, 52) .

Kiigiik L.S.P. Ailesi

Genel olarak 12-43 kDa agirliginda olan bu grup 6zellikle insan goz lensinde

bulunan a-crystallin ile benzerlik gosterir (53). Her ne kadar bir ¢ok molekiil bu gruba
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dahil olsa da ortak noktalar1 a-crystallin domaini ad1 verilen 100 aminoasitlik ortak bir
yap1 i¢cermeleridir (30). Hiicrenin bir¢ok degisik bolgesinde yerlesmislerdir ve degisik
gorevleri vardir. Daha cok hiicre iskelet yapisi ve membranlarla etkileserek sitoprotektif
olarak gorev yaparlar (53). Chaperon etkilerini ve ¢oziiniirliiklerini molekiillerindeki
serbest karboksil u¢ sayesinde korurlar (53). Yine ayn1 karboksil grup kii¢lik I.S.P.’lerin
birbirine baglanmasini saglar. I.S.P. 60, 70, 90 ve 110’la birlikte galisarak enerji
gerektirmeyen etkileri ile yeni {iretilen proteinlerin kiimelenmesini dnlerler ancak tekrar
katlanma I.S.P. 70 kontroliindedir (15, 54).

Kiigtik I.S.P.’leri 6karyotlarin mikrofilaman, mikrotiibiil ve aktin gibi hiicre iskelet
yapilar1 ve a-crystallin ile etkilesirek bu yapilarin 1s1, oksidatif stres ve kimyasal ajanlara
kars1 korunmasini saglarlar (53, 55). Mycobacterium membraninda bulunan L.S.P. 16.3
oksijen radikallerinin etkilerini bloklayarak mycobacterium un makrofajlardan
korunmasini saglar (56). Gozde katarakt olusumunu engellerler (57). Mutasyona ugramis
formlar1 ise Parkinson ve Alzhemier hastaliginin patofizyolojisinde rol oynar (30).
Kanserlerde tiimoriin agresifligini azaltirlar ancak kemoterapiye direng gelisiminde de rol
oynamaktadirlar (58). Kalp, beyin ve bobrekte iskemi/reperfiizyon hasarina karsi
koruyucudurlar (30). L.S.P. 25 (insanda 27) ve 32’nin intestinal hiicrelerde de
iskemi/reperflizyon hasarina kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (2, 43).

L.S.P. 27, L.S.P. 25, L.S.P. B9 ve .S.P. 20’nin stres durumunda niikleusa gectigi
gosterilmis, ancak bu molekiillerin transkriptik faktor olarak mi1 gorev aldiklari ya da
niikleusu mu koruduklari tam olarak aydinlatilamamustir (53).

Sonug olarak, I.S.P.’leri bilinenden daha fazla gérevi olmasi muhtemel hiicrenin
koruyucu molekiilleridir. I.S.P.’leri konusunda bilgiler arttik¢a sebebi bilinmeyen bir¢ok
hastaligin patofizyolojisi anlasilabilecek ve hatta yeni tedavi imkanlari ortaya ¢ikabilecek

gibi durmaktadir.
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GEREC ve YONTEM

Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 8.01.2008 tarih ve 2008-
1/9 sayil1 onayin takiben, ¢calismamizda, kontrol grubu (K.G.), iskemi grubu (1.G.) ve
iskemi/reperflizyon grubu (R.G.) olmak tizere ii¢ grup olusturuldu. Her bir grupta, yasal
bir tiretici firmadan elde edilen, 12 adet 200-210 gr agirliginda, erkek Wistar-Albino sigan
kullanilmasi planlandi. Ancak ii¢ siganda anestezi indiiksiyonu esnasinda, {i¢ siganda da
deney esnasinda karin dikislerinin agilmasiyla olusan evisserasyon sonucunda mortalite
gelistiginden kalan 30 sicanla deney gerceklestirildi.

Deney oncesi siganlara ortam kosullarina uyum saglamalari i¢in 24 saat siire

tanind1 ve kisitlama olmaksizin yem ve su verildi.

Deney Prosediirii

Deneysel mezenterik iskemi ve iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturmak i¢in superior
mezenterik arter okliizyon modeli kullanildi. Bu modeli olusturmak i¢in siganlara eter
inhalasyon anestezisi uygulandi. Daha sonra si¢anlarin hepsine povidin iyotla saha
temizligini takiben orta hattan laparotomi yapildi. Tiim sicanlarin superior mezenterik
arter ve veni igeren superior mezenterik damar demetinin pankreas altindan ¢ikip ince
barsak mezosuna girdigi noktasi bulunarak superior mezenterik demet prepare edildi
(Sekil-1). I.G. ve R.G. siganlarinin superior mezenterik demeti bu noktada 000 ipekle
fiyonk diigiim atilarak baglandi ve iplik uglar1 karin duvarinin sag ve solundan disart alindi
(Sekil-2 ve 3). K.G. siganlarinda ise ipek siitiir, superior mezenterik demetin etrafina
herhangi bir okliizyon yaratmayacak sekilde, diigiim atilmadan yerlestirilip sag ve sol
karin duvarindan gecildi. Daha sonra sicanlarin karinlar1 00 ipekle, tam kat devamli dikis
konularak, ciltleri ise cilt stapleri ile kapatildi. Karin duvarindan ¢ikan iplikler ile karin
dikislerini ortecek sekilde sicanin govdesine flaster sarildi, sicanlarin deney siiresince sivi
ihtiyacini karsilamak iizere ense derilerinin altina 5 ml subkutan steril serum fizyolojik
injekte edildi ve sicanlar ayllmaya birakildi. Deneyin kalan kisminda sicanlarin sadece su
icmesine izin verildi. Laparotominin yapildig1 an baslangi¢ noktasi kabul edildi. Deneyin
60. dakikasinda tiim sicanlarin flasterleri agildi. Reperfiizyon hasari i¢in, R.G.

sicanlarinin karmn duvarlarindan ¢ikan iplikler fiyonk diigimiin agildig: hissedilene kadar
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zit yonde c¢ekildi ve iplikler tek bir yonde ¢ekilmeye devam ederek karin digina alindi
(Sekil-4). Kontrol grubu ve iskemi grubu si¢anlarinda ise karin duvarindan ¢ikan iplikler
ciltten hemen c¢iktiklar1 noktadan kesildi. Deneyin 360. dakikasinda (6 saat), siganlara
tekrar eter inhalasyon anestezisi uygulandi, karin dikislerinin agilmasi ile yapilan
relaparatomiyi takiben, si¢anlarin superior mezenterik arterlerinde parmakla pulsasyon
kontrol edildi. 1.G. siganlarinda pulsasyon olmas1, K.G. ve R.G. siganlarinda ise
pulsasyon olmamasi ¢alismadan ¢ikarma kriteri olarak belirlendi. Ayrica ikinci
laparotomide karin i¢i kanama ya da baska bir komplikasyon rastlanan sicanlar ¢alisma
dis1 birakildi. Daha sonra Treitz ligamaninin hemen distalinden itibaren tiim ince barsak
anslar1 rezeke edildi. Sol ventrikiilden kan 6rnekleri alind1 ve sicanlar kardiyak punkeir

yontemiyle sakrifiye edildi.

Kan Ornekleri

Sicanlardan alinan kanlar kodlanmig polyprolene kuru tiiplere 2 mL diiz kan olarak
konduktan sonra 30 dk oda sicakliginda pihtilagsmasina izin verecek sekilde bekletilip,
3000 rpm’de 10 dk santrifiij ile serumlarina ayrildi. Serum 6rnekleri daha sonra
calisilmak iizere -20°C'de kii¢iik eppendorf tiiplerine boliinerek saklandi. Serum
orneklerinde 1.S.P. 32 6l¢iimii i¢in, HO-1 (Rat) StressXpress ELISA Kit (Stressgen
Technologies, Assay Designs Inc, Ann Arbor, USA) kullanildi. Tiim serum orneklert,
tiiplerin tizerinde kullanilan kodlarin agilimlarini bilmeyen ayn1 Biyokimya uzman doktoru

tarafindan ayn1 giinde ¢alisildi.

Doku Ornekleri

Sicanlardan eksize edilen doku 6rnekleri fayans zemin lizerine tam olarak yayildi
ve uzunlamasina liimen agildi. Liimen igerigi plastik bir spatula yardimu ile temizlendi.
Ince barsaklar goz karartyla 5 esit pargaya béliiniip, en proksimal ve dérdiincii distal parga
patolojik incelemeye gonderildi, kalan parcalar ise I.S.P. 32 6l¢limii i¢in ayrildi.

I.S.P. 32 6l¢ilimii i¢in, 6rnek alinan doku pargalart hemen sivi nitrojen tiim dokuyu
kaplayacak sekilde dokiilerek donduruldu_ve -70°C’de saklandi. Daha sonra tiim dlglimler

ayn1 giin, ayn1 Biyokimya uzmani tarafindan yapildi. Olgiim yapilacagi zaman donmus
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doku ezilerek toz haline getirildi. Bu toz haline getirilmis dokuya, 0,5 cm® doku basina
HO-1 ELISA Kiti ile gelen 1X Extraction Reagent’ten 1 mL olmak {izere ¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢6zeltinin her 5 mL i¢in yine HO-1 ELISA Kiti ile gelen 5X Extraction
Reagent’in 4°C distile su ile hazirlanmis ¢ozeltisinden 1 mL bu ¢ozeltiye eklendi. Bu son

T™ Protease Inhibitor Tablet,

coOzeltiye bir adet proteaz inhibitdr tableti (SigmaFAS
Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, Missouri, USA) eklenerek sonug karisim polypropylene
bir tiipe alindi. Bu tiip, i¢erigi homojen hale gelene kadar calkaland1 ve daha sonra
4°C’de, 21000 rpm’de 10 dk soguk santrifiij edildi. Supernatant {izeri etiketlenmis baska
bir polypropylene tiipe alindi. Elde edilen bu 6rnekten serum 6rnegi ile ayni sekilde 1.S.P.
32 dl¢iimii yapildi.

Sicanlardan alinan iki parga ince barsak doku 6rnegi, kodlanmis formaldehit
sollisyonu igeren plastik kaplara konularak mikroskobik incelemeye gonderildi. Tim
ornekler ayni giin, kaplarin lizerindeki kodlarin agilimini bilmeyen ayni Patoloji uzman
doktoru tarafindan hemotoksilen+eozin ile boyanarak incelendi ve Chiu tarafindan
onerilen mikroskobik verilere dayali barsak mukoza hasarini derecelendiren skala (59)
(Tablo-2) kullanilarak degerlendirildi. Patolojik skorlamaya gore 4 ya da 5 puan intestinal
mukozal hasar olarak kabul edildi ve I.G ve R.G.’dan mikroskobik olarak mukozal hasar

gozlenmeyen si¢canlar ¢aligma dis1 birakildi.

Istatiksel Degerlendirme

Sonug veriler “the Statistical Package for Social Sciences [SPSS® for Windows
ver. 15.0 (SPSS, Chicago, Illinois, USA)]” bilgisayar programina girilerek
degerlendirildi. Deney gruplarinin sayisal verilerin karsilastirilmasinda, ti¢lii gruplarin
karsilastirilmasi icin Kruskal Wallis, ikili gruplarin karsilastirilmasi icin Wilcoxon Rank
Sum test kullanildi ve sonuglar ortanca (minimum ve maksimum) olarak belirtildi.
Kategorik degerler siklik (%) olarak verildi ve gruplar arasinda kategorik veriler ki-kare

testi kullanilarak karsilastirildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 kabul edildi.
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Sekil-1: Superior mezenterik arter (SMA) ve venin (SMV) hazirlanmasi.
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Sekil-2: Superior mezenterik arterin kokiine fiyonk diigiim konulmasi.

Sekil-3: Siitlir u¢lariin karin yan duvarlarindan disar1 alinmasi ve karnin

kapatilmasi.
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Sekil-4: Siitiir u¢larinin ¢ekilerek fiyonk diiglimiin agilmasi.
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Tablo-2: Barsak mukoza hasarmin mikroskobik olarak derecelendirilmesi — Chiu

skoru (59).

Skor Tamm

0 Normal mukozal villi

1 Villi apeksinde epitelin lamina propriadan hafif¢e ayrilmasi

2 Epitelin lamina propriadan ayrilmasi

3 Epitelin villi alt kisitmlaria kadar lamina propriadan masif olarak ayrilmasi

4 Lamina propriast ortada kalacak sekilde epiteli dokiilmiis villiler ve dilate kapillerler
5 Lamina proprianin biitiinliigiinii kaybetmesi, tilserasyon, hemoraji
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BULGULAR

Sicanlara doku 6rnek alinmasi icin laparotomi yapildiginda R.G.’da iki sicanda
superior mezenterik arterde pulsasyon alinamadigi, bir siganin ise Chiu skoru 1 oldugu
icin, I.G.”da iki sicanda ciddi karim i¢i kanama (bir siganda mezodan, bir siganda diigiim
atilan noktadan), bir sicanda da superior mezenterik arterin yiizeysel baglanmasi nedeniyle
parsiyel iskemi oldugu i¢in, K.G.’da bir si¢anda ipliklere bagli ince barsak strangiilasyonu,
bir siganda ince barsak perforasyonu, bir sicanda da mezodan ciddi kanama nedeniyle
toplam dokuz si¢an ¢alisma dis1 birakildi ve her grupta yediser siganin doku ve kan
ornekleri calismaya alindu.

K.G. siganlarin ortanca agirliklar1 200 (200-210) gr, I.G. siganlarinin ortanca
agirliklar1 200 (200-210) gr ve R.G. siganlarinin ortanca agirliklar1 200 (200-210) gr’du.
Gruplar arasinda siganlarin agirliklari agisindan bir fark yoktu (p=0,68). Gruplarin
makroskopik ve mikroskobik bulgular arasinda belirgin fark vardi (Tablo-3).
Makroskopik olarak, I.G. sicanlarinin eksize edilen barsaklarinda 6dem, konjesyon, renk
degisikligi ve yer yer nekrotik alanlar gozlemlenirken, R.G. si¢anlarinin barsak
orneklerinde 6dem, konjesyon ve yer yer renk degisikligi goriildii. K.G. siganlarinin
eksize edilen barsaklarinda ise belirgin bir morfolojik degisiklik yoktu (Sekil-5, 6 ve 7).
I.G. ve R.G. arasinda Chiu skoru agisindan anlaml1 bir fark yokken, (p=0,10), K.G.
ortanca Chiu skoru her iki gruba gére belirgin olarak diisiiktii (p=0,0004).

Ortanca doku 1.S.P. 32 seviyeleri K.G. i¢in 3,4 (0,5-4) ng/ml, 1.G. i¢in 114,6 (55,2-
125,9) ng/ml ve R.G. i¢in 90,1 (52-116,3) ng/ml ‘ydi (p=0,0011). 1.G. ortanca doku L.S.P.
32 diizeyi K.G. na oranla anlamli olarak yiiksekti (p=0,0017). R.G. ortanca doku I.S.P. 32
seviyesi de K.G. na gére anlamli olarak yiiksekti (p=0,0017). 1.G. ortanca doku I.S.P. 32
seviyesi, R.G. ortanca doku L.S.P. 32 seviyesinden yiiksek olsa da bu fark istatiksel olarak
anlamlilik tasimiyordu (p=0,48).

I.G. ve R.G. ortanca kan 1.S.P. 32 diizeyleri ile K.G. ortanca kan 1.S.P. 32 seviyesi
arasinda fark yoktu (p=1) (Tablo-3).
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Tablo-3: Deney gruplarinin karsilastirilmasi.

K.G. i.G.

R.G. p

Odem, konjesyon,

Odem,

renk degisikligi, konjesyon, yer
Makroskopi Normal i -
yer yer nekrotik yer renk
alanlar degisikligi
Mikroskobi (Chiu skoru) 0 (0-0) 5 (4-5) 4 (4-5) 0,0004*

Agirhik (gr)

200 (200-210) 200 (200-210)

200 (200-210) 0,68

Doku LS.P. 32 (ng/ml)

34(054) 1146 (552-125,9)

90,1 (52-116,3)  0,0011*

Kan L.S.P. 32 (ng/ml)

0,7 (0-3,6) 0,8 (0,4-1)

0,7 (0,1-2,6) 1

*: Kruskal Wallis test.
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Sekil-5: Kontrol grubu siganlarmin ikinci laparotomisinde ince barsaklarin morfolojik

gorinimil.
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Sekil-6: Iskemi grubu siganlarinin ikinci laparotomisinde ince barsaklarin morfolojik

gorunuimul.
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Sekil-7: Reperfiizyon grubu siganlarinin ikinci laparotomisinde ince barsaklarin

morfolojik goriinimii.
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TARTISMA VE SONUC

Deneysel olarak olusturulan superior mezenterik arter okliizyonuna bagh
mezenterik iskemi ve iskemi/reperflizyon hasar1 sonrasi ince barsak dokusu ve sistemik
dolasimda I.S.P. 32 seviyelerinin incelendigi bu ¢alismamizda, hem iskemi hem
iskemi/reperflizyon sonrasi 6 saat i¢inde, ince barsak dokusunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak I.S.P. 32 artig1 saptanmistir. Ancak sistemik dolasimda I.S.P. 32
miktarinda kontrol grubuna goére anlamli bir artis gézlemlenmemistir.

Klinik olarak akut mezenterik iskemi, superior mezenterik arterin emboli veya
trombus ile tikanmasina ya da okliizyon olmadan yaygin vazokonstriksiyon sonucu kan
akiminin azalmasina veya superior mezenterik vendz trombusa bagli olarak gelismektedir
(60, 61). Ancak, venoz trombusa bagli gelisen mezenterik iskemi sadece %10-15 hastada
goriildiigiinden, klinik olarak goriilen akut mezenterik iskeminin ana nedeni (%85-90)
superior mezenterik arter kan akiminin azalmasidir (60-64). Bu sebeple deneysel olarak
mezenterik iskemi ya da iskemi/reperfiizyon hasari olusturmak i¢in optimal yol, superior
mezenterik arterin okliize edilmesidir (65, 66). Superior mezenterik arterin tek basina
izole edilip baglanmasindan ziyade teknik olarak daha rahat ve kolay olan i¢inden superior
mezenterik arter, ven ve lenf damarlarinin gegtigi superior mezenterik demetin (Sekil-1)
klemp ile veya baglanarak okliize edilmesi tercih edilmektedir. Ayrica yapilan
caligmalarda, klinikten farkli olarak deneysel modellerde superior mezenterik venin okliize
edilmesinin mezenterik iskemiye ¢ok az oranda katkist oldugu gosterilmistir (67). Bu
nedenle ¢alismamizda direkt olarak superior mezenterik demetin baglanmasi tercih
edilmistir.

I.S.P. 32°nin bu ¢alismada tercih edilmesinin en 6nemli nedeni;
1. Iskemi ve iskemi/reperfiizyon dahil bir gok oksidatif tehdide kars1 intestinal
adaptasyonda erken dénemde rol oynamasi (43, 68)
2. Antioksidan bir molekiil olmas1 nedeniyle, tiim viicutta goriilebilmesine ragmen
ozellikle oksidatif streste spesifik olarak seviyelerinin artmasi (2, 4, 9, 68)
3. Tiim L.S.P.’lerinin oldugu gibi I.S.P. 32°nin de insan biyolojik 6rneklerinde 6l¢iimiinii
miimkiin kilan kitinin mevcut olmasidir (Human HO-1 ELISA Kit, Assay Designs, Inc.,
Ann Arbor, MI, USA).

Diger [.S.P’lerinden 1.S.P. 60, normal saglikli insanlarin serumunda 6lgiilebilmesi

(52), mezenter iskemili hastalarda sikga goriilen kardiyovaskiiler patolojiler ve
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hipertansiyonun erken déneminde serumda diizeyinin artmasi (3, 69), ve gastrointestinal
sistem mukozasi1 gibi siirekli proliferasyon gdsteren hiicrelerde fizyolojik kosullarda dahi
belirli bir seviyenin iizerinde olmasi nedeniyle akut mezenterik iskeminin tanisinda yararl
olabilecek bir belirte¢ gibi durmamaktadir. I1.S.P. 70’nin intestinal hiicrelerdeki etkilerini
I.S.P. 32 ile birlikte gostermesi (43 ) ve ayrica, I.S.P. 60 ve 70’nin inflamatuar barsak
hastaliklarinda seviyelerinin artmasi (2, 14, 70, 71), I.S.P 70’nin de akut mezenterik
iskeminin tanisindaki potansiyel belirte¢ olma ihtimalini azaltmaktadir. 1.S.P. 90’nin ise
daha ¢ok kanser biyolojisinde rol oynadigi ve intestinal oksidatif stres durumlarinda
bilinen bir roliinlin olmadig1 ¢esitli caligmalarda gosterilmistir (2, 36, 45). Calismamizda
kullandigimiz 1.S.P. 32 disinda kalan kii¢iik I.S.P.’lerinden 1.S.P. 25’nin (insandaki
karsiligi I.S.P. 27°dir (30)) hemen hemen tiim dokularda fizyolojik diizeylerde oldugu ve
stres durumunda hiicre i¢i seviyelerinin hizla arttig1 bildirilmistir (72). 1.S.P. 25’nin temel
gorevi strese karsi hiicre iskelet yapisini stabilize ederek hiicreyi korumaya calismak
oldugundan (30, 72) disk1 veya sistemik dolagimda [.S.P. 25 seviyesinin artmast,
gastrointestinal hiicrelerin biitiinliigliniin bozuldugunun iyi bir gostergesi olabilir. Bu
nedenle ¢alismamiza benzer deneylerde kullanilabilecek en uygun diger aday 1.S.P 25°tir.

Sugiura ve arkadaslari (73) intestinal hiicrelerde indiiksiyon sonrasi I.S.P.
seviyelerinin artmasi i¢in yaklagik 6-8 saat siire gegmesi gerektigini bildirmislerdir. Her
ne kadar onlarin deneyinde I.S.P. 72 (indiikleme ile seviyesi artan 1.S.P. 70) kullanilsa da
tiim I.S.P.’lerinin liretimi i¢in metabolik yol ortaktir (12, 13). Bu nedenle ¢alismamizda 6
saat beklenmesi uygun goriilmiistiir.

Fiyonk diiglim atilarak reperfiizyon uygulamasi1 daha 6nce miyokardiyal
iskemi/reperfiizyon deneylerinde kullanilmistir (74). Ancak bu uygulamanin mezenter
iskemi/reperfiizyon modelinde uygulandigina dair herhangi bir literatiir bilgisi yoktur.
Hedef organ farkli olsa da deneydeki temel mantik benzer oldugundan fiyonk diigiim ile
reperfiizyon hasari yapilmasi bu deney modeli igin uygun gibi gériinmektedir. Ikinci
laparotomiler yapildiginda parmak ile mezenter arter {izerindeki pulsasyonlar kontrol
edilerek ancak pulsasyon hissedildiginde iskemi/reperfiizyon hasari olustugu kabul
edilmistir. Ayrica, hem makroskopik olarak hem de histopatolojik inceleme ile Chiu (59)
skoru kullanilarak reperfiizyon modelinin eksiksiz olusturuldugu teyit edilmistir. Boylece,
pratik ve basit bir yontemle reperfiizyon modeli olusturulmustur. Bu sayede etkisi kisa
stirede gecen eter inhalasyon anestezisi ile deney tamamlanabilmis ve anestezi i¢in
intraperitoneal ila¢ uygulamasinin sistemik I.S.P 32 seviyelerine etkime ihtimali ortadan

kaldirilmistir. Ayrica, reperfiizyon i¢in ek laparatomiye gerek kalmamistir.
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Genel olarak I.S.P.’lerinin oksidatif stres sonrasi arttig1 bilinirken (12) 1.S.P. 70 ile
yapilmis bir ¢alismada (5) I.S.P.’lerinin iskemiden ziyade reperfiizyon sonrasi ortaya
ciktig1 belirtilmistir. Calismamizda ise hem iskemi hem reperfiizyon sonrasi hiicre ici
I.S.P. 32 diizeyinin arttig1 ve bu artisin benzerlik gosterdigi saptanmigtir. Yapilan
histopatolojik incelemelerde iskemi ve iskemi/reperfiizyon sonrasi olusan mukozal hasarin
benzer nitelikte olmasi sonuglarimizin gecerliligini desteklemektedir. Deneyimizin
sonucunda baslangic hipotezimiz dogrulanmis olup, iskemi ve iskemi/reperfiizyon sonrasi
intestinal hiicrelerde benzer sekilde 1.S.P. 32 artis1 gozlemlenmistir. Ancak, sistemik
dolasimda I.S.P. 32 artis1 hi¢bir kosulda izlenmemistir. Daha once hastalardan alinan kan
orneklerinde myokardiyal iskemide seviyeleri yiikselen iskemi-modifiye alboumin (75) ve
diger vendz trombuslarda sistemik dolasimda seviyeleri artan d-dimer 6lgiimii (76) ile akut
mezenterik iskemi tanisinda faydali olabilecek bagka ¢alismalar yapilmistir. Benzer
sekilde kan 1.$.P.32 seviyesi bakilarak akut mezenterik iskemi tanisina yardimci bir
yontem gelistirilebilir. Fakat mevcut deneyde tercih edilen 6 saat bekleme siiresi iskemi
veya iskemi/reperfliizyon sonrasi kan 1.S.P.32 seviyelerinde belirgin bir artig
gozlemlenebilmesi i¢in muhtemelen kisa kalmistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda intestinal iskemi ve iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasi
doku L.S.P 32 miktarinda belirgin artis oldugu saptanmis, ancak kan I.S.P. 32 diizeylerinde
6 saat bekleme siiresi ile benzer bir artis gozlenmemistir. Ciinkii hiicrenin iskemi ya da
baska sebeple biitiinliigliniin bozulup, hiicre i¢i materyalin sistemik dolagima gegmesi i¢in
6 saat yeterli olmayabilir. Daha sonra yapilmasi 6ngoriilen ve bu ¢aligmanin devami
niteligindeki deneylerde bekleme siiresini uzatip (12-24 saat gibi), ayrica gereg ve
yontemin digkida dl¢iim yapmak tizere degistirilerek iskemi ve iskemi/reperflizyon
hasarinda serum ve intraliiminal 1.S.P. 32 6l¢iimii ile akut mezenterik iskemi tanisinin

olabilirliginin arastirilmasi planlanmistir.
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TESEKKUR

Her zaman ve her yerde ictenlikle belirttigim sekilde bir mensubu olmaktan biiyiik
gurur duydugum Uludag Universitesi’ni gelecekte daha iyi temsil edebilmemiz ve bilimsel
acidan daha etkin ve verimli isler yapabilmemiz i¢in son derece 6nemli olan doktora
programimizi diizenleyen, bu konuda emegi gecen herkese ve bu programlarin 6nemli
yapitaslarindan biri olan degerli hocamiz Prof. Dr. Kasim Ozliik’e de tiim ictenligimle
tesekkiir ederim. Kendisine sadece bu olusumun temelinin atildigr donemde doktora
programlarini diizenleyen ve siirdiiren Saglik Bilimleri Enstitiisii miidiirii olarak degil,
ayn1 zamanda doktorami yaptigim Fizyoloji Anabilim Dali’nda hem Anabilim Dali
Bagkani hem bir hocamiz olarak, bizlere gosterdigi sicaklik, giiven, inang ve sonsuz
sabirla her zaman yanimizda, her zaman arkamizda durdugu i¢in, kendi mesaisi disinda
bizlere daha iyi olmamiz i¢in her zaman biiylik emek sarf ettigi i¢in, bizlere hem insan
olarak hem de bir meslektas olarak gercekten deger verdigi i¢in tiim kalbimle tesekkiir
ederim. Yine bu baglamda tez danigmanim Dog. Dr. Nevzat Kahveci ve Fizyoloji
Anabilim Dali hocalarimiza bize ayirdiklar1 zaman, gosterdikleri destek ve bilgi paylagimi
icin tesekkiir ederim. Ayrica tiim Fizyoloji Anabilim Dali ¢alisanlarina doktora
programimiz siiresince bize sanki yillardir oranin bir parcasitymis gibi gosterdikleri sicak
ilgi ve alaka igin tesekkiir ederim.

Fizyoloji doktorasi esnasinda aktif olarak gorev yaptigim Genel Cerrahi Anabilim
Dal1 hocalarima, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda
goreve basladigim giinden itibaren, bana her zaman ve her daim destek veren, doktora
programi i¢in boliimden uzak kalmak zorunda oldugum zamanlarda is yiikiimii benimle
paylasan, destegi olmadan doktora programimi tamamlamamin miimkiin olamayacagi
degerli hocam Prof. Dr. Tuncay Yilmazlar’a ayrica sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez deneyimin gerceklesmesi asamasinda bana yardimlarini esirgemeyen Dr. Ugur
Duman, Dr. Betiil Cam Etoz, Dr. Ela Paksoy ve Dr. Ersoy Tagpinar’a, yaptigi I.S.P.
Ol¢timleri ile deneyin tamamlanmasinda biiyiik katkilar1 olan Biyokimya Anabilim
Dali’ndan Uzm. Dr. Arzu Oral ve histolojik incelemerle katki saglayan Patoloji Anabilim
Dali’ndan Prof. Dr. Omer Yerci ve Uzm. Dr. Berna Calisir’a, sagladiklar1 maddi destek
nedeniyle Biyotest Saglik Hizmetleri Ltd. Sti. sahibi Namik Aynaci’ya tesekkiirlerimi

sunarim.
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Ve ayrica, hem Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndaki gérevimi devam ettirip hem de
Fizyoloji Anabilim Dali’ndaki doktora programima devam ederken neredeyse hi¢ vakit
ayiramadigim ama buna ragmen sikayet etmeden bana siirekli destek veren, sevgisi ve
yasamdaslig1 olmadan bu zorlu siireci gegmeyi basarmamin miimkiin olamayacagi sevgili
esime ve bana bugiinlere gelmem i¢in biiyiik fedakarliklarla katki saglayan aileme en

icten, yiirekten, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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15.Mart.1974 tarihinde Bursa’da dogdum. Ilkdgrenimimi Bursa Osmangazi
[lkokulu’nda, orta ve lise O0grenimimi Bursa Ozel Namik Sozeri Lisesi’nde tamamladim.
Tip Fakiiltesi Egitimi’mi 1992-1998 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi’nde, Tipta Uzmanlik Egitimi’mi 2000-2005 yillar1 arasinda Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda tamamladim. Mezuniyet sonrasi ayni
boliimde Uzman Doktor olarak gorevime devam etmekte olup, 2005 yilindan beri de

Fizyoloji Anabilim Dali’nda doktora yapmaktayim. Evli ve bir ¢ocuk babastyim.
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