T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Fizyoloji Anabilim Dah

APELIN'IN ISKEMI REPERFUZONA BAGLI MIDE
ULSERIi OLUSUMUNDA VE IYILESMESINDEKI ROLU

Burcu GEMICi

Doktora Tezi

Antalya, 2013



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Fizyoloji Anabilim Dah

APELIN'IN ISKEMI REPERFUZONA BAGLI MIDE
ULSERIi OLUSUMUNDA VE IYILESMESINDEKI ROLU

Burcu GEMICi

Doktora Tezi

Tez Danismani
Prof. Dr. V. Nimet UYSAL

Calisma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi
Tarafindan Desteklenmistir (Proje No: 2010.03.0122.005)

“Kaynakga Gosterilerek Tezimden Yararlanilabilir”

Antalya, 2013



Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirligi’ne;

Bu caligma, jiirimiz tarafindan Fizyoloji Anabilim Dali, Fizyoloji
Programinda Doktora tezi olarak kabul edilmistir. 27/06/2013

Tez danismani: Prof. Dr. V. Nimet UYSAL
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Uye: Prof. Dr. Aysel AGAR
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Uye. Prof. Dr. Umit Kemal SENTURK

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dal1

Uye: Prof. Dr. Inci SULEYMANLAR
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dalt

Uye: Prof. Dr. Abdurrahman SERMET
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

ONAY:

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki juri tyeleri
tarafindan uygun gériilmiis ve Enstitii Yénetim Kurulunun .... / .... / 2013 tarih ve
...... /...... sayili karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ismail USTUNEL
Enstitii Mudiirii



Saghk Bilimleri Enstitiisii Kurulu ve Akdeniz Universitesi Senato Karari

Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin 22/06/2000 tarih ve 02/09 sayili enstitli kurul
karar1 ve 23/05/2003 tarih ve 04/44 sayili senato karar1 geregince “Saglik Bilimleri
Enstitiilerinde lisansiistii egitim goren doktora dgrencilerinin tez savunma sinavina
girebilmeleri i¢in doktora bilim alaninda SCI tarafindan taranan dergilerde en az bir
yurtdist yayin yapmast gerektigi” ilkesi geregince yapilan yayinlarin listesi
asagidadir (orjinalleri ekte sunulmustur).

1. Gemici B, Tan R, Ongiit G, Izgiit-Uysal VN. Expressions of inducible nitric oxide
synthase and cyclooxygenase-2 in gastric ischemia-reperfusion: role of angiotensin
I1. J Surg Res. 2010 Jun 1;161(1):126-33.



OZET

Calismamiz, apelinin iskemi-reperfiizyon (I/R)’a bagli mide hasari olusumu ve
iyilesme mekanizmalarindaki roliinii gostermek amaciyla yapilmistir. Bu amagla 1. Kontrol
grubu, 2.Sham grubu, 3. I/R gruplari (3a. I/R’dan hemen sonra, 3b. I/R’dan 24 saat sonra, 3c.
I/R’dan 72 saat sonra, 3d. [/R’dan 120 saat sonra, 3e. [/R’dan 240 saat sonra feda edilen grup
) 4. F13A (150pg/kg/giin) + /R grubu, 5. I/R+F13A gruplan (5a. /R’dan 24 saat sonra, 5b.
I/R’dan 72 saat sonra, 5c. I/R’dan 120 saat sonra, 5d. I/R’dan 240. saat sonra feda edilen
grup) olusturulmustur. Tiim gruplarda mide mukozal kan akimi ve lezyon indeksi, MPO ve
HO aktivitesi, 4-HNE-MDA, NOx, PGE,, TNF-o miktari, apelin, VEGF, HO-1 protein
ekspresyonlar1 ile Nrf2, HIF-1a ve VEGF immiinreaktivitesi 6l¢iilmiistiir. I/R uygulanan
deneklerin midesinde lezyon olusumu goézlenmis, I/R’dan &nce uygulanan F13A’nin
mukozal tahribati arttirdigr gozlenmistir. I/R’u takiben F13A uygulanmasi, iyilesmenin
gecikmesine neden olmustur. Mukozal kan akimi I/R gruplarinda azalmis, iyilesme
siirecinde kontrol degerine ulasmustir. F13A uygulanan tiim gruplarda mukozal kan
akimlarmin diisiik oldugu gozlenmistir. I/R’a bagli olarak MPO aktivitesindeki artis iyilesme
stirecinin 24. saatinde belirginlesmis, 72. saatinde ise azalmaya baslamistir. F13A uygulanan
I/R gruplarinin iyilesme siirecinde MPO aktivitesi yiiksek bulunmustur. I/R etkisi ile 4-HNE-
MDA artis1 olmus, iyilesme siirecinde kontrol seviyesine diismiistiir. I/R’u takiben F13A
uygulanan gruplarda fark tespit edilmemistir. I/R’a bagli olarak artan doku NOx miktar
iyilesme siirecinde kontrol seviyesine diigsmiis, ancak F13A uygulanan gruplarin iyilesme
siirecinde NOx miktar1 yiiksek tespit edilmistir. I/R’a bagli olarak azalan PGE, miktarinin
iyilesme siirecinde artarak kontrol seviyesine ulastigi, ancak F13A uygulanan iyilesme
gruplarinda bu artisin daha ge¢ oldugu gozlenmistir. Doku TNF-a diizeyi I/R’a bagl olarak
artmusg, iyilesme siirecinde azalmistir. F13A uygulanan gruplarda TNF- a diizeyinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Nrf2 immiinreaktivitesinin I/R sonrasinda midenin kas ve
stroma bdlgelerinde bir miktar azaldigi, diger bolgelerde degismedigi tespit edilmistir. /R ve
iyilesmenin 24. saatinde yiiksek olan HO aktivitesi, iyilesmenin 120. saatinden itibaren
azalmig, F13A uygulanan iyilesme gruplarinda fark tespit edilememistir. Aktivite ile benzer
sekilde HO-1 protein ekspresyonunun I/R ile arttig1 ve iyilesme siirecinde kontrol seviyesine
distiigii tespit edilirken, F13A uygulamasi HO-1 ekspresyonuna etki etmemistir. I/R
uygulamasina bagli olarak artan HIF-la immun reaktivitesi iyilesme siirecinde azalmus,
F13A uygulanan gruplarda azalmanin daha belirgin oldugu gozlenmistir. I/R apelin
ekspresyonunda artisa neden olmustur. VEGF ekspresyonu I/R sonunda degismemis, I/R’u
takiben 120. ve 240. saatte artis tespit edilmistir. F13A iyilesme siirecindeki VEGF
ekspresyounundaki artig1 baskilamustir.

Sonug olarak; Apelin, I/R’a bagli lezyon olusumunu engelleyici ve iyilesmeyi
hizlandiric1 etkiye sahiptir. Apelin’in mide mukozasi iizerine olan olumlu etkileri mukozal
kan akimmi artiric1 6zelligine, TNF-a yapimini azaltici, PGE, yapimim ve VEGF
ekspresyonunu artirici etkisine baglanabilir.

Anahtar Kelimeler:  Apelin, F13A, Iskemi Reperfiizyon, Ulser lyilesmesi, Mide Mukozal
Bariyeri



ABSTRACT

The aim of the study was to determine the possible role of apelin on formation and
healing mechanisms of ischemia reperfusion (I/R) induced mucosal lesions. For this purpose,
1.Control group, 2.Sham group, 3.I/R groups (for this group, the animals were sacrificed at
five different time points following the I/R. 3a. immediately, 3b. 24 hours later, 3c. 72 hours
later, 3d. 120 hours later, 3e. 240 hours later I/R.) 4. F13A (150ug/kg/day) + I/R group, 5.
I/R + F13A groups (for this group, the animals were exposed to the I/R and taken apelin
antagonist then were sacrificed at four different time points following the I/R. 5a. 24 hours
later, 5Sb. 72 hours later, 5c. 120 hours later, 5d. 240 hours later.). Gastric mucosal blood
flow, lesion index, MPO, 4-HNE-MDA, NOx, PGE,, TNF-a, HO activity apelin, VEGF,
HO-1 protein expressions and immunoreactivities of Nrf2, HIF-lo. and VEGF were
measured. Mucosal lesion formation was observed in animals, which are exposed to I/R. It
was observed that F13A application before I/R increased mucosal injury. The application of
F13A following I/R caused a delay in healing process. Mucosal blood flow decreased in I/R
groups, and reached into control levels in healing groups but lower blood flow was observed
in all F13A applicated groups. Increased gastric MPO actvity due to I/R was greater in 24
hours later I/R and started to decrease in 72 hours later I/R. High MPO activity was
determined in healing process of F13A applicated I/R groups. I/R application caused to
increase in 4HNE-MDA levels but 4-HNE-MDA levels reached into control leves in healing
groups. No significant difference was detected between F13A aplicated and non applicated
healing groups. NOx levels increased due to I/R and decreased even reached into control
levels during healing process. However high NOx levels were established in all F13A
applicated healing groups. It was observed that decreasing PGE, levels due to I/R, reached
into control levels in healing groups but this increase delayed in F13A applicated healing
groups. TNF-a levels in gastric tissue increased due to I/R and decreased gradually in
healing groups. Higher TNF-a levels were determined in F13A applicated healing groups
compared to non F13A applicated healing groups. Nrf2 immunreactivity decreased due to
I/R in muscle and stroma areas of the stomach, no alteration was detected in the other areas.
High levels of HO activity and HO-1 protein expression levels were determined in I/R group
and 24™ hour of healing proces, and levels started to decrease at 120" hour of healing
process. No significant difference was detected in HO activities and HO-1 protein levels
between F13A aplicated and non applicated healing groups. The increased levels of HIF-1a
immun reactivity due to I/R, decreased in healing process. Greater decrease was established
in F13A applicated groups. I/R application caused to increase in Apelin protein expression.
VEGF protein expression did not changed due to I/R but an increase was detected at 120"
and 240" hours following I/R. F13A depressed the increase of VEGF expression in healing
groups.

In conclusion Apelin has a preventing effect on mucosal lession formation and
accelerating effect on healing process. Positive effects of Apelin on gastric mucosa can be

explained by the feature of increasing gastric mucosal blood flow, PGE, production and
VEGF expression and also decreasing TNF-a, levels.

Key words: Apelin, F13A, Ischemia Reperfusion, Gastric Healing, Gastric Mucosal Barrier
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GIRIS

Mide liimenindeki zararli etkilere kars1t mukozay1 koruyan ¢esitli savunma
mekanizmalart bulunmaktadir. Zararli faktorler ile savunma mekanizmalari
arasindaki denge mukoza biitlinliigiintin kalicilig1 i¢in gereklidir. Kronik hastaliklar,
sok, travma ve stres gibi durumlarda mide mukozasinda tahribat gelisebilmektedir.
Lezyon olusumundaki temel sebep, mukozada mikrodolasimin bozulmasi olarak
belirtilmistir. Mide mukozasinin tahribati, mukoza iskemisine bagli olarak besin ve
oksijen ulasiminin kesintiye ugramasi ya da tamamen engellenmesi sonucu olusan
doku nekrozu ve bolgede serbest radikal veya zararli atiklarin birikimi ile gelisen
patolojik bir durumdur [1].

Mide mukozal kan akiminin, otonom sinir sistemi, vazoaktif ajanlar,
kapsaisine duyarli afferent noronlar gibi pek cok faktdr tarafindan diizenlendigi ve
zararh etkilere kars1t mukozanin korunmasi ile iliskili oldugu bilinmektedir [2].

Giliniimiizde mide mukozasinda lezyon olusumunun temellerini anlamaya
yonelik calismalarda, iskemi reperfiizyon (I/R) [3-6] asetik asit [7] hidroklorik asit
[2], etanol [8] ve yiiksek doz nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglarin uygulanmasi [9]
gibi deneysel lezyon modelleri kullanilmaktadir. Mide lezyonlarinin olusumu ile
ilgili mekanizmalar; mukoza kan akiminin azalmasi [10-11], mide asit
sekresyonunun artmasi [10], asit molekiillerinin mide mukozasina geri difiizyonu
[12], mukozada prostaglandin yapiminin azalmasi [13], mukus ve bikarbonat iyonu
salgisinin azalmasi [14], oksidatif strese bagli olarak lipid peroksidasyon iiriinlerinin
artmasi [15] ve mukozaya nétrofil gogii [16] olarak 6zetlenebilir.

Arteriyel kan desteginin emboli, vs sebebi ile tamamen durmasi ya da
kesintiye ugramasi, buna bagl olarak organin metabolik kan ihtiyaci ile gelen kan
arasinda ciddi dengesizlik sonucu doku hipoksisi olusmaktadir. Kan akiminin kesinti
sonras1 yeniden saglanmasi (yeniden oksijenlenme), cogunlukla doku hasarinin daha
da kotiilesmesine ve derin inflamatuvar yanit olusumuna sebep olmaktadir
(reperfiizyon hasari). Iskemi reperfiizyonun sebep oldugu lezyon alaninda gelisen
derin inflamatuvar yanit, mukozaya nétrofil gogiinden sorumlu oldugu bilinen
proinflamatuar sitokinlerin artis1 ile karakterizedir. Mide mukoza lezyonlarinda
nekrozlu dokudan salinan 16kotrien B, makrofaj ve lokositleri uyararak inflamatuar
yanit1 baslatmaktadir. Inflamatuar hiicrelerin uyarilmast TNF-a, IL-1a, IL-1pB, IL-6
gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salinimina sebep olmaktadir [1]. inflamasyonun
gostergesi olan bu peptidler, iyilesme siirecinde gorevli vaskiiler endotelyal biliyiime
faktorii (VEGF) ve apelin, gibi proteinlerin ekspresyonlarindan sorumlu oldugu
bilinen transkripsiyon faktorii hipoksi ile indiiklenen faktér la (HIF-la)’nin da
uyaranidir.

Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonu, mide
mukozasindaki tahribatin olusumunda O6nemli rol oynamaktadir. I/R'a bagh



inflamatuvar yanit sirasinda, mukozaya go¢ eden noétrofillerin iirettikleri siiperoksit
anyonlart hiicresel lipidleri yikima ugratarak malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenol (4-HNE) gibi reaktif kisa zincirli aldehitlerin olusumuna sebep olur.

Mide iilserinin olusumu ve iyilesme siirecleri birbirleri ile iliskilidir.
Fizyolojik sartlarda diisiik konsantrasyonda 4-HNE’nin, oksidatif stres kosullarinda
birikerek lezyon olusumunu tetikledigi bilinmektedir. 4-HNE’nin sublethal
konsantrasyonlarda ise, hemoksijenaz-1 (HO-1), gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarini uyararak adaptif yanit olusmasini saglayan, iyilesme siirecini
tetikleyen bir sinyal molekiilii olarak gorev yaptigr gosterilmistir [2]. 4-HNE, bu
stimulasyonu antioksidan genlerin ekspresyonlarindan sorumlu niikleer faktor eritroit
2 ile iligkili faktor-2 (Nrf-2) isimli transkripsiyon faktoriiniin nukleusa
translokasyonunu uyararak yapmaktadir. Nrf-2 aracili savunma yanit1 ad1 verilen bu
yolakta, Nrf-2 uyaran olmadiginda sitoplazmada Keap-1 isimli proteine bagli olarak
bulunur. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) birikimine
bagli olarak artan oksidan stres durumunda Nrf-2, Keap-1 den ayrilarak niikleusa
transloke olmakta ve niikleusta antioksidan yanit elementi (ARE) bolgesine
baglanarak antioksidan enzimlerin ekspresyonlarini uyarmaktadir. [2, 17-18].

HO-1, hemin karbon monoksit (CO), biliverdin ve serbest demire
dontlistimiinde gorevli, ayrica adaptif yanit olusumundan sorumlu Onemli bir
antioksidan enzimdir. HO-1’in transkripsiyonal seviyede primer regiilasyonu Nrf-2
araciligi ile olmaktadir.

Mide mukozal lezyonlarinin iyilesme siireci, ¢cok sayida biiylime faktori
tarafindan modiile edilen karmasik bir siire¢ olup, anjiyogenez, bu karmasik siirecin
en kritik bileseni olarak bilinmektedir. Mide mukozasi iyi kanlanan bir dokudur.
Kanlanmayi artiran faktorler, hasarli bolgeye besin ve oksijen saglanmasi agisindan
iyilesme siirecini olumlu yénde uyarmaktadir [19]. Inflamasyonda arttigi bilinen
proinflamatuar sitokinlerden TNF-o’nin, HIF-1a aktivitesini indiikledigi, HIF-1a’nin
hedef genleri arasinda Apelin’e ek olarak anjiyogenik faktorlerin bulundugu
bilinmektedir [20]. Bu faktorler arasinda endotel hiicrelerinde proliferasyonu,
migrasyonu ve tlip olusumunu uyaran VEGF’de bulunmaktadir. VEGF iyilesmenin
en temel basamagi kabul edilen anjiyogenezde rol almaktadir [1]. Son yillarda
yapilan calismalar Apelin’in de anjiyogenik peptidler arasinda oldugunu
gostermektedir [21].

Mide iilserlerinin iyilesme mekanizmalarin1 agiklamaya yonelik yolaklar,
TNF-0 nin indiikledigi proinflamatuar yolak, VEGF ve Apelin’in dahil oldugu
anjiyogenik peptidler aracili yolak, prostaglandinler (PG), nitrik oksit (NO),
kalsiyum geni ile iliskili peptid (CGRP) gibi vazodilatator etkili molekiillerin gérev
aldig1 vazodilatatér yolak gibi ayr1 ayr1 isimlendirilmis olsalar da bu yolaklar
birbirleri ile iligkilidir. Vazodilatator yolagin {irlinli olan ve Apelin tarafindan yapimi
indiiklenen NO’in, vazodilatator etkisine ek olarak, Nrf-2/Keap-1 yolagini aktive
ederek Nrf-2’nin niikleusa translokasyonunu ve transkripsiyonel aktivitesini uyardigi
bilinmektedir [19]. Hipoksik sartlarda ya da aktivitesi artan HIF-1’in, mide mukoza
biitiinliiglinlin ~ saglanmasindan ve korunmasindan sorumlu oldugu, ayrica



vazodilatator  etkili olan PGE, tarafindan, stabilizasyonunun, niikleer
translokasyonunun uyarildigi ve aktivitesinin modiile edildigi gosterilmistir [22].

Apelin ilk kez 1998 yilinda sigir midesinden elde edilmis bir peptid olup, G
proteini ile eslesen Apelin reseptorii (APJ)’ne baglanarak etki gostermektedir. 36
aminoasitlik bir peptid olan Apelin, 77 aminoasitlik prekiirsor molekiil olan
preproapelin’den olusmaktadir. Preproapelin’den olusan diger iiriinler, Apelin 13’iin
proglutamillenmis formu ([Pyr1]-Apelin-13) ve Apelin 17 siganda daha ¢ok bulunan
ve APJ’e afinitesi ¢cok fazla olan tiriinlerdir [23]. Sindirim sistemi, de dahil olmak
tizere pek cok dokuda bulundugu gosterilen Apelin-APJ kompleksinin, kan basinci,
istah, susama mekanizmalarini regiile ettigi, bagisiklik yanitinin olusumu, mide asit
sekresyonu, hiicre motilitesi ve proliferasyonu, apoptozis gibi olaylarda rolii oldugu
gosterilmistir. [24].

Apelin ve APJ ekspresyonunun sindirim sistemide hipoksi ve inflamasyon
ile indiiklendigi gosterilmistir [24-25]. Cox ve arkadaslar1 Apelin peptidinin, bir
transkripsiyon faktorii olan HIF-1’in hedef geni oldugunu, hipoksik kosullarda HIF-
lo’nin, Apelin geninin ilk intronuna baglanarak Apelin ekspresyonunu artirdigini
gostermislerdir. HIF-1a aktivitesinin, hipoksi disinda normoksik kosullarda IFN-13
ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan da artirildigi bilinmektedir. Han
ve arkadaglarinin ¢aligmasinda ise proinflamatuar sitokinlerden IL-6 ve IFN-y’nin
enterik apelin ekspresyonunu aktive ettigi, bu aktivasyonun Jak/Stat sinyal yolu
aracilt Apelin’in promoter aktivitesinin artis1 ile gergeklestigi gosterilmistir [24].
Daviaud ve arkadaslarinin ¢alismast ise TNF-o’nin adipoz dokuda apelin
ekspresyonunu artirdigin1  gostermektedir [26]. Bu veriler, hipoksi ile birlikte
inflamatuar uyaranlarin etkisi ile de apelin ekspresyonunun arttiginin kanitidir.

Apelin ve reseptoriiniin ekspresyonlarinin gastrointestinal sistemde hipoksi ve
inflamasyon ile indiiklendigi gosterilmistir. Hipoksi ve IFN-1B, TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinler HIF-l1a aktivitesini, HIF-loo da Apelin yapimini
artirmaktadir. HIF-1o’nin aktivasyonuna bagli olarak ekspresyonu artan Apelin bir
yandan vazodilatator etkili NO yapimini artirirken, bir yandan da vaskiiler endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu artirarak anjiyogeneze yol ag¢maktadir. Hipoksik
kosullarda veya proinflamatuar sitokinlerin etkisi ile aktivitesi artan HIF-1o’nin mide
mukoza biitlinliigliniin saglanmasindan ve korunmasindan sorumlu ve vazodilatator
etkiye sahip PGE, tarafindan stabilizasyonunun, niikleer translokasyonunun
uyarildigy, aktivitesinin artirildigi gosterilmistir.

Apelin’in, mukozal lezyon iyilesme siirecinin en kritik bileseni kabul edilen
anjiyogenezi hem invivo hem invitro sartlarda olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir
[20]. Hipoksi veya hipoksiden bagimsiz yol olarak tanimlanan inflamatuar uyaranlar
etkisi ile ekspresyonu indiiklenen Apelin peptidinin endotel hiicresinin
proliferasyonunu uyardigi ve rejeneratif anjiyogenezde rolii oldugu bilinmesine
ragmen, literatiirde Apelin’in I/R ile indiiklenen mide mukozal lezyonlarinin olusum
ve iyilesmesindeki rolii ile ilgili bilgiye rastlanmamugtir.

Calismamiz, Apelin’in  I/R'a bagli mide hasart olusumu ve iyilesme
mekanizmalarindaki roliinii géstermek amaciyla yapilmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Mide Mukoza Bariyeri ve Ulser Yapic1 Faktorlerin Tetikledigi Hasara

Kars1 Savunma Mekanizmalari

Mide, hidrojen iyonu, pepsinojen, mukus, intrinsik faktér ve bunun yani sira
mukozal biiyiime ve biitiinliiglin korunmasi ile iligkili ¢esitli endojen mediyatorlerin
yapimindan sorumlu 6nemli bir organdir. Tiim bu 6nemine ragmen, mide yasam
boyu vazgecilemez bir organ degildir. Midenin alinmasi durumunda yerine
konulmasi gereken tek madde, eritropoezin siirdiiriilebilirligi i¢in gerekli olan B12
vitamininin bagirsaktan emilimini saglayan intrinsik faktordiir [27-29].

Mide sadece alinan besinleri depolayip kismen sindirmekle kalmaz, aymi
zamanda besinlerle birlikte alinan bakteriler, bakteri toksinleri, ilaglar etanol gibi pek
cok irritanin sebep olabilecegi hasara kars1 mukoza biitlinligiinii koruyarak, zararl
ajanlar i¢in bariyer olusturmaktadir [30].

Mide mukozas1 hidroklorik asit (HCI), pepsin, duedonumdan mide liimenine
geri akan safra asitleri gibi endojen maddelerin de i¢inde bulundugu zararl faktorlere
maruz kalmasina ragmen, yapisal biitiinliigiinii devam ettirmektedir. Konu ile ilgili
ilk hipotezler Hunter tarafindan 1772’de ve Virchow tarafindan 1853’de ortaya
konmustur. Bu arastirmacilarin hipotezlerine gore midede mukozal savunma
mekanizmasi, bazik 6zellikteki kanin mukozal kan damarlarinda siirekli dolasimi ve
asidi notralize etmesine dayandirilmagtir.

Mide mukozasinin savunma mekanizmalari mukus bikarbonat (HCOj5")
sekresyonu, mukozal hidrofobisite, kan dolagimi, koruyucu prostaglandin (PG)'lerin
yapimi, mukozal siilfidrillerin varligi, nitrik oksit (NO), hidrojen siilfit (H,S) ve
karbon monoksit (CO) gibi gaz mediyatorlerin salinimi, aktif duysal afferent
sinirlerden kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP) gibi vazoaktif néropeptidlerin
salgilanmasi gibi ¢esitli mukozal savunma hatlarini icermektedir.

Mukoza hiicrelerinin korunma mekanizmalarinin tanimlanmasi, PG'lerin kesfi
ile hiz kazanmistir. Arasidonik asit metabolizmasinin en énemli iiriinii olan, PG’ler
siklooksijenaz (COX) yolag araciligi ile olugsmaktadir. Mide mukozal savunma
mekanizmalar ile ilgili olarak doniim noktasi kabul edilen bulgulardan biri, Vane ve
arkadaslarinin, aspirin ve steroid olmayan anti inflamatuar ilaglar (NSAID) 1in
iilserojenik etkilerinin temel mekanizmasi olarak PG sentezinin inhibisyonunu
gostermeleri olmustur [31]

1976’da sonunda Andre Robert tarafindan, mikrogram dozunda ekzojen
PGE;'nin ya da sentetik analoglarinin hiperosmolar soliisyonlar, etanol, giiclii asitler,
konsantre safra ve kaynar su gibi ¢esitli iilserojenik ve nekrotize edici ajanlara karsi
mide mukozasint etkili sekilde korudugu gosterilmistir [32]. Bu bulgular mide
mukozal savunma mekanizmalarina olan ilgiyi yeniden canlandirmistir. Sonradan



gelen calismalar, bir dizi mukozal savunma mekanizmasinin mukoza biitiinliigiiniin
devamliligint sagladigini ve hasar ya da filser olusumuna karst korudugunu
gostermistir [33].

Midede, PG’ler araciligi ile saglanan hiicre koruyucu etkinin temel
mekanizmasi, PG’lerin mide mukozal savunma mekanizmalarini giiclendirmesi
esasia dayandirilmistir. Ancak Konturek ve arkadaslari, ilk defa PG’lerin hiicresel
korunma mekanizmasinda primer mediyatér olmayabilecegini ortaya koymuslardir
[34-35]. Mukozal savunma hatlarina epidermal biiylime faktorii (EGF)’nii de
eklemiglerdir. Sonraki caligmalarinda, mukozal NO biyosentezindeki degisimlere
bagli olarak tiikiiriik bezlerinin trofik bir hormon olan EGF’1i salgiladigini, EGF gibi
tikiiriik bezi kaynakli olan biiylime faktorlerinin, NO ile etkilesime girerek mukozal
kan akimimi artirmak yolu ile mide mukoza biitiinliiginin devamliligini
saglayabilecegini ortaya koymuslardir [36]. Yapilan ¢alismalarda biliylime faktorleri
(6zellikle EGF)'nin, aspirin gibi NSAID’lerin sebep oldugu PG inhibisyonuna bagh
mukozal hasara kars1, koruyucu etkili oldugu gosterilmistir [30].

Normal sartlar altinda, mukoza biitiinliigiiniin devami, savunmanin ilk hattt
olan preepitelyal faktorler (mukus-bikarbonat bariyeri) ve savunmanin ikinci hatti
olan epitel bariyer (sik1 ve gevsek baglantilar ile birbirlerine baglantili, araliksiz
yilizey epitel hiicrelerinin olusturdugu, HCO;", mukus, fosfolipit, PG'ler ve sok
proteinlerini {ireten tabaka) tarafindan saglanmaktadir. Mide mukozasinin diger
onemli savunma mekanizmalar1 ise biiylime faktorleri, PGE, ve anti apopitotik bir
protein olan survivin tarafindan regiile edilen progenitdr hiicrelerin proliferasyonu ile
stirekli epitel hiicre yenilenmesi, mukozal mikro damarlar araciligi ile kesintisiz kan
akimi, duysal innervasyon, NO ve H,S’in iiretimi olarak siralanabilir [37].

2.1.1. Mukus-Bikarbonat Bariyeri

Mukozal savunmanin ilk basamaginda yer alan mukus-bikarbonat-fosfolipid
bariyeri, mukus jeli, HCOs™ iyonlar1 ve giiclii hidrofobik 6zelliklere sahip surfaktan
fosfolipidlerden olusmakta ve mukozanin luminal yiizeyini kaplamaktadir [38-40].
Bu jel yapidaki katman, ylizey epitel hiicreleri tarafindan salgilanan HCO;3™1
yapisinda barindirarak mukozal yiizeydeki mikrogevrenin nétralizasyonunu (pH:7.0)
saglamakta ve pepsinin dokuya girisini engellemektedir.

Mukozadaki yiizey epitel hiicreleri tarafindan salgilanan mukus, yapisinda
%95 su, %5 miisin glikoproteinleri ve miisin geni iirlinlerini kapsar. Mukus diisiik
molekiil agirlikli trefoil faktor ailesine ait peptit (TFF)’ler ile birlikte salgilanir.
Mukus sekresyonu, aralarinda gastrin ve sekretin’in de bulundugu mide-bagirsak
hormonlari, PGE; ve kolinerjik ajanlar tarafindan stimiile edilmektedir [39]. Aspirin
ve safra tuzlar gibi iilser olusturucu maddelerin mukus jeli ve fosfolipid katmanin
zarar gérmesine neden oldugu ve bdylece asit geri difiizyonuna ve mukozal hasarlara
yol actig1 bilinmektedir [39, 41].

Liimen ve epitel arasindaki tek preepitelyal bariyer, mukus HCOs  bariyeridir.
Bu bariyerin diger bileseni olan HCO3;in mukus tabakasina sekresyonu, mide ve
duodenum’un epitel yiizeyinde pH gradienti olusumuna neden olmakta ve bdylece
luminal asite karsi ilk mukozal savunma hatt1 olusmaktadir [39-40]. EP1 reseptorii



aracilig ile etki eden PGE;’ nin yam sira, luminal asit, kortikotropin salgilatici faktor
(CRF), melatonin, uroguanilin ve oreksin-A HCOj; sekresyonunu stimule eden
faktorlerdir. Asit salgilayan mide mukozasinin ylizey epiteli asit sekresyonunun
sadece %10’u kadar bir oranda HCO5" salgilamaktadir. Mukus jeli HCO3;’1n luminal
kaybini en aza indirerek apikal hiicre ylizeyinde noétral pH diizeyini korumaktadir.
Bazolateral membranda Na® ve HCO;’in birlikte tasinmas1 HCO;’in alimi igin en
onemli mekanizmadir.

2.1.2. Epitel Bariyeri

Mukozal savunmanin bir sonraki basamagi, yiizey epitel hiicrelerinin
olusturdugu stirekli ve kesintisiz katmandir. Bu katmani olusturan epitel hiicreleri,
mukus-HCO;, PG’ler, 1s1 soku proteinleri (HSP)’ler, trefoil ailesi faktorleri
(TFF)’ler ve katelisidinleri salgilamaktadir. Yiizeylerindeki fosfolipidler nedeniyle
hidrofobik olan epitel bariyer, asit ve suda ¢oOziinebilen zararli ajanlari uzak
tutmaktadir [38]. Siki baglantilar ile birbirine baglanmis olan yiizey epitel hiicreleri,
asit ve pepsin’in geri diflizyonunu Onleyici bir “bariyer” olusturmaktadirlar [39, 42].
Yiizey epitel hiicreleri gevsek baglantilar araciligi ile metabolik ve elektriksel
iletisimi saglarlar. Mide epitel hiicreleri tarafindan iiretilmekte olan HSP’ler, artan
sicaklik, oksidatif stres ve sitotoksik ajanlar gibi stres faktorlerine yanit olarak
tiretilmekte ve protein denatiirasyonunu engelleyerek, hiicreleri hasara karsi
korumaktadirlar [43-44].

Epitel tabaka, progenitor hiicrelerin iyi koordine edilmis kontrolli
proliferasyonu ile siirekli yenilenmektedir. Mukozal progenitor hiicreler araciligr ile
olan siirekli hiicre yenilenmesi, mukozanin yapisal biitiinliigliniin korunmasina katki
saglamaktadir. Progenitdr hiicrelerin proliferasyonu biiylime faktorleri tarafindan
diizenlenmektedir. Midedeki progenitdr hiicreler iizerinde bulunan en Onemli
bliylime faktorii reseptorii epitelyal biiylime faktorii reseptoriidiir (EGF-R). Bu
reseptOrii aktive eden en Onemli mitojenik biiylime faktorleri transforme edici
bliylime faktorii-alfa (TGF-a) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1(IGF-1)’dir. PGE,;
ve gastrin EGF-R aracilig1 ile mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolagini
tetikleyerek hiicre proliferasyonunu uyarirlar ve boylece trofik etkileri gergeklesmis
olur. Mide yiizey epitelinin tamamen yenilenmesi genellikle 3-7 giin siirerken,
glandular hiicrelerin yenilenmesi i¢in gereken siire ise aylar1 bulabilir. Mide
bezlerinde tek bir kok hiicre boliinmeye ugrayarak progenitor hiicreleri olusturur. Bu
hiicreler farklilagarak olgun epitel hiicresi tiplerine donlismektedir [45].
Kok/progenitér hiicre kiimesi, proliferasyona ve farklilasmaya ugrayan epitel
hiicreleri ve onlar1t c¢evreleyen mezensimal hiicrelerden olusmaktadir [46].
Mezensimal hiicreler biliylime faktorlerini tireterek mezensimal hiicreler ile epitel
hiicreler arasinda c¢apraz iletisim ve sinyalizasyon saglanmasma katkida
bulunmaktadirlar. Yiizeysel hasarlardan sonra ylizey epitelinin eski haline donmesi,
mide bezlerinin boyun kisminda bulunan ve korunmaya alinmis olan epitel
hiicrelerinin gogii ile dakikalar icinde gergeklesmektedir. Bu hiicre gocii dnciildiir ve
progenitér  hiicrelerin  proliferasyonundan  bagimsizdir.  Progenitér  hiicre
proliferasyonun hasar olusumundan saatler sonra gerceklestigi bilinmektedir [47].



2.1.3. Endotel Hiicre Bariyeri

Mide mukozasindaki preepitelyal faktorler ve epitel bariyere ek olarak,
mukozal mikro damarlarin ¢eperindeki endotel hiicreleri {i¢lincii savunma hattini
olusturmaktadir. Endotel hiicrelerin olusturdugu bariyerin mukozal savunmada ve
Ozellikle hasardaki rolleri heniiz tam olarak ag¢iklanmamis olmakla birlikte son
donemde konuyla ilgili cok sayida yayin bulunmaktadir.

Sindirim sistemi mukozas1 da dahil olmak tizere, dokularda mikro damarlar
(kapilerler, arterioller, toplayict veniiller) araciligiyla kan akimi dokunun
biitiinliiglinlin ve fonksiyonunun siirdiiriilebilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir [37, 48].
Mikro dolasimin 6nemli olmasmin sebebi, tim dokulara besin ve oksijenin
getirilmesi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasinin saglanmasidir [49]. Damar
gorlintiilleme caligmalart mide mukozasi boyunca yogun bir kapiler ag bulundugunu
gostermistir [50]. Mide mukozasinda muskularis mukoza seviyesinde, kapiler mikro
damarlar submukozal arterlerden dallanirlar. Lamina propria'nin iist boliimlerinde
glandlarin proksimalinde ve toplayicit venlere yaklasildiginda, lamina proprianin
liimene en yakin bolgesinde mukozal savunmada 6nemli rolleri olan yiizey mukus
hiicreleri bulunmaktadir. Toplayici veniiller kan1 submukozal venlere tasirlar. Mikro
dolagimin, arteriyo-vendz santa kaymasi durumunda ciddi mukozal hasar olusumu
gozlenir [51].
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Mikro damarlarda yaklagik 0,5-1 um kalinliginda tek katli endotel hiicre
tabakas1 bulunmaktadir. Endotel tabakasini olusturan hiicreler ¢ogunlukla bazal
membrana yapisik veya bazen de perisitler gibi mikro damarlara yapisik hiicrelere
bitisik olarak konumlanmistir [52]. Endotel hiicreleri siki baglant1 tipinde adezyon
baglantilar1 ile birbirine baglanmakta, epitel bariyere benzer sekilde hiicreler arasi
difiizyonu engelleyen endotel bariyerini olusturmaktadirlar

Mikro damarlardaki endotel hiicreleri sadece soliitlerin, oksijenin,
karbondioksit (CO;)'in ve besinlerin gegisine izin vermekle kalmaz, ayn1 zamanda
metabolik aktif bir organ gibi davranarak koagiilasyonla iliskili vazoaktif
maddelerin, prostanoidlerin, hormonlarin ve biiylime faktorlerinin yapimini
saglamaktadir [53].

Mide endotel hiicrelerinin karakteristik yapis1 incelendiginde bariyer boyunca
madde transportu ile iliskili ¢ok sayida pinositotik vezikiil ve fenestralar1 icerdigi
gozlenmistir. Endotel hiicrelerinin yapisinda bulunan Weibel-Palade parcaciklari
olarak isimlendirilmis vezikiiller von Willebrand faktor gibi kan koagiilasyonunda
onemli rolii olan faktorleri, P-selektin gibi 16kositlerin endotel yiizeyine tutunma ve
ekstravaskiiler bosluga ¢ikip, hasar ya da enfeksiyon alanina goclerini kolaylastirici
faktorleri icermektedir [54]. Weibel-Palade vezikiillerinin diger bilesenleri,
kemokinler, interlokin 8 (IL-8) ve eotaksin-3, endotelin-1, anjiopoietin-2 ve
osteoprotegerindir. Sitokin uyarisina cevaben bu vezikiillerin endotel hiicresinin
liiminal membranina yapismasi ve igeriklerini hiicre ylizeyine bosaltmasi, otokrin
veya parakrin etkilere sebep olmaktadir [55].

Endotel hiicreleri, kan basincindaki degisimleri, oksijeni, hipoksiyi ve kan
akimin1 heniliz ¢ok iyi anlagilamamis mekanizmalarca algilayabilen hiicrelerdir.
Mikrovaskiiler endotel, oksijen besinler, PG’ler, 16kotrienler, pro-koagiilan faktorler
NO, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), temel fibroblast kdkenli biiyiime
faktori (bFGF), anjiyopoietin-2, endotelin, kollajenin spesifik tipleri ve plazminojen
gibi pek c¢ok maddenin transportunu kolaylastirmakta ve etkin sekilde iligki
kurabilmektedir [53]. Uyarilmamis endotel normalde kandan madde diflizyonuna
gecirimsizdir. Bu sayede damar liimeni ve damar etrafindaki doku arasinda selektif
bir bariyer gorevi istlenerek, dokunun sivi, lokosit, besin ve metabolik atik
degisimlerini regiile etmekte ayrica, dolagimdan gelebilecek patojenlere ve
hasarlayict materyallere karsi dokuyu korumaktadir. Lokal uyariya cevaben endotel
hiicreleri, endotelin ve 16kotrien C4 gibi gliglii vazokonstriktér, NO ve prostasiklin
(PGIL,) gibi giiclii vazodilator 6zellikteki diiz kas tonusunu etkileyen, vazoaktif
maddeleri salgilamaktadir [56].

Endotel hiicreler koruyucu fonksiyonlarin1 NO, PGL, prostaglandin E,
(PGE,), CO, doku plazminojen aktivator (t-PA), VEGF ve bFGF faktorlerinin
yapimina ve salmimina aracilik ederek gosterirler. Bu endotelyal mediyatorler,
trombositlerin ve Idkositlerin aktivasyonlarim1 azaltarak trombus olusumunu
engellemekte, trombolizisi destekleyip, doku perfiizyonunun devamliligini
saglamakta ve mikrovaskiiler duvar1 akut hasara kars1 korumaktadirlar[57].



Endotel bariyeri lokal ¢evredeki degisimlere hizlica adapte olabilmektedir.
Yaralanma, enfeksiyon ya da zararli uyaranlar endotel hiicresini aktive ederek
onksiyonlarini1 degistirirler. Histamin veya serotonin gibi faktorlerin etkisi altinda
endotel hiicreleri  aralarindaki  siki  baglantilarin1  kaybederler.  Endotel
permeabilitesinin artmasi sonucu sivi ve proteinler damar digina lamina propria'ya
difiize olur ve bu alanda 6dem gelisir [58]. Hiicreler aras1 baglantilarin hizlica ve geri
dontistimlii  sekilde yeniden organize olmasi birka¢ dakika alir. Endotel
permeabilitesinin en Onemli regiilatorii baslangicta vaskiiler endotel permeabilite
faktorii olarak tanimlanmis olan VEGF'diir. Pedram ve arkadaslari, VEGF'lin kiiltiire
edilmis vaskiiler aortik endotel hiicre hattinda Src, ekstraseliiler sinyal ile regiile
edilen kinaz (ERK), Janus Kinaz (JNK) ve fosfatidil inozitol 3 kinaz/AKT
(PI3K/AKT) sinyal yolaklar1 aracilif ile aktin ve zonula okludens-1 ve okliidin gibi
sik1 baglant1 proteinlerinin fosforilasyonunu ve yeniden diizenlenmesine sebep
olarak, endotel hiicre bariyer yapisinin kaybolmasi sonucu vaskiiler permeabilite
artisina sebep oldugunu gostermislerdir [59].

Endotel hiicrelerinin birbirlerine ve ekstraseliler matriks (ECM)’e
tutunmalari, integrin, katherin gibi hiicre adezyon molekiilleri araciligi ile
olmaktadir. Vaskiiler endotel (VE) ve Katherin, endotel hiicresinin hemen
komsulugundaki diger endotel hiicresi ile kalsiyum bagimli etkilesimlerine aracilik
etmektedir. Bu baglantilar, endotel hiicreler arasindaki sizinti i¢in mekanik bir
bariyer olusturmaktadir. VE-Katherin a, B, ve y-Katenin ile etkilesime girerek bir
kompleks olusturur bu kompleks, hiicre iskeletinin bilesenleri olan a-aktinin ve
vinculin ile etkilesime girer Bu sayede VE-Katherin-Katenin kompleksi aktin hiicre
iskeleti ile baglantili hale gelir [60]. VE-Katherin VEGFR-2 ile ortaklasa, PI3K/Akt
bagimli endotel hiicresinin sag kalim yolagini uyarirlar [61]. Ayrica endotel hiicreler
yiizeylerindeki heterodimerik integrinler araciligi ile ECM'e de tutunurlar. ECM
proteoglikan ve glikoprotein komplekslerini igeren yogun kollajen ve elastin agidir.
Integrinlerin ECM'e baglanmasi fokal adezyon molekiillerini ve fokal adezyon kinaz
(FAK)"1 aktive eder. Aktive olan FAK, Src ve diger sinyal molekiillerini uyarir.
Endotel hiicreler icin diger sag kalim sinyalleri VEGF ve reseptorii VEGFR-2
aracilign ile ve angiopoietin-1 ve reseptorii Tie-2 araciligr ile olusturulmaktadir.
VEGF ve angiopoietin-1'in her ikisi de endotel hiicrelerin ECM'den kopmalari
durumda apoptozisten kagisina (anoikis) olanak saglar. NO, PGE,, PGI,, VEGEF,
bFGF ve ghrelin endotel hiicresinin korunmasinda ve sag kaliminda 6nemli rolleri
olan ajanlardir [33, 62-63].

Sitoplazmada sag kalim sinyalleri VEGF tarafindan ve PI3K/AKT ve
ERK1/2 yolaklar1 araciligl ile baglatilir [64]. Ayrica diisiik konsantrasyonda reaktif
oksijen tiirlerinin endotel hiicresinin korunmasinda ve sag kaliminda roli oldugu
gosterilmistir [65]. ROS iiretimi, endotel hiicre sinyalizasyonunu ve hiicrenin
hipoksiye karst yanitin1 belirlemektedir [66]. Endotel hiicrelerindeki mitokondri,
ozellikle sitokrom C oksidaz (CcO) kompleksi oksijen tiiketiminin, oksidatif
fosforilasyonun ve ATP iiretiminin merkezidir. NO'in CcO aktivitesini regiile ettigi
gosterilmistir. Yiiksek oksijen konsantrasyonunda CcO okside durumdadir, oksijeni
tilketir ve NO'l metabolize eder. Diisiik oksijen konsantrasyonlarinda ise CcO
indirgenmis durumdadir ve O2 ve NO CcO'a baglanmak i¢in yarisirlar ve NO
metabolize edilemez ve birikir [67].



2.1.4. Midede Mikrovaskiiler kan Akiminin Regiilasyonu ve Haraplayici

Faktorlere Kars1 Kan Akimm Yamti

NO ve PGI, gibi giiclii vazodilator ajanlar, mide mukozasini gesitli irritan
maddelere ve l6kotrien C4, tromboksan A2 ve endotelin gibi giiglii
vazokonstriktorlerin mukozay1 hasarlayici etkilerine karst korumaktadir [68]. Mide
mukozasi irritana maruz kaldiginda ya da asit geri diflizyonu oldugunda, limendeki
HCl/irritan1 ortamdan uzaklastirmak ya da diliie etmek amaciyla mukozal kan
akiminda hizli ve belirgin bir artig goriiliir. Bu hiperemik yanit en 6nemli mukozal
savunma mekanizmast olup, mekanik olarak kan akiminin kesintiye ugramasi
nekrozise sebep olur. Holzer bu hiperemik yanittan sorumlu mekanizmalari
karakterize etmis ve bu yanitin duysal afferent sinirler araciligi ile gelistigini
gostermistir [69-71]. Genis submukozal damarlara yakin bulunan gastrik duysal
sinirler CGRP ve substance P gibi norotransmitterleri salgilarlar. Duysal afferent
sinirlerin kronik ve yiliksek doz capsaisin tedavisi ile hasarlanmasi, hiperemik yaniti
bozmakta ve mide mukozasinin hasara kars1 hassasiyetini artirmaktadir [69-70].

2.1.5. Norohormonal Koruma Mekanizmalarinin Mide Mukoza Biitiinliigiiniin
Korunmasindaki Onemi
Mukozal savunma mekanizmalarinin duysal innervasyon, vagal stimulasyon,
CRF, tirotropin-salgilatici faktor (TRF), melatonin, gastrin, kolesistokinin (CCK),
ghrelin, adrenal kortikostreroidler siilfidriller ve biiyiime faktorleri (EGF) tarafindan
regiile edildigi bilinmektedir.

Duysal liflerin gesitli uyaranlarin olusturdugu hasara karsi koruma ile iliskili
oldugu ve bu koruma mekanizmasinda kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP)’ nin
potansiyel bir mediyatdr oldugu bilinmektedir [72-73]. CGRP, kapsaisine duyarl
duysal liflerden salinan, gastrointestinal sistemde genis yayillim gosteren bir
norotransmitterdir. CGRP’nin sentezi ve salinimi, transient reseptdr potansiyel
vanilloidl (TRPV1) tarafindan regiile edilmektedir [74]. TRPV1, kapsaisine olan
yiiksek duyarliligindan dolay1 kapsaisin reseptorii olarak da bilinmektedir. Adenozin,
substance P ve asetilkolin gibi giiclii vazodilator ajanlardan 100 -1000 kat daha giiglii
vazodilatasyona sebep oldugu bilinen CGRP [75], mide mukozasindaki koruyucu
etkisini, mukozal kan akimini1 diizenlemek, mide asit sekresyonunu inhibe etmek,
hiicre apopitozisini ve oksidatif hasar1 engellemek yolu ile gostermektedir [54-55].

Merkezi vagal stimulasyon, sigan midesinde mukus iiretimini ve ylizey
hiicrelerde hiicre i¢i pH diizeyini artirmaktadir [76]. Merkezi CRF’nin ve periferal
CRF-iliskili mekanizmalarin sindirim sistemi motilitesi ve mukozal fonksiyonlarda
stresin neden oldugu degisimlerde etki oldugu bilinmektedir [77-78]. CRF2
reseptOriinlin insan midesinde bulundugu ve apoptosisi inhibe ederek koruyucu bir
rol {istlendigi rapor edilmistir [77]. CRF’nin ya da {irokortin’in periferal
enjeksiyonunun mide bosalimini ve motilitesini CRF2 reseptorleri yoluyla inhibe
ettigi, bunun tersine, periferik olarak verilen CRF antagonistlerinin stresin neden
oldugu gecikmis mide bosalimini engelledigi gosterilmistir.

Glukokortikoidlerin mukozal savunmayi kolaylastirici rolii oldugu [79-81] ve

stres esnasinda miktar1 artan kortikosteronun, strese karsi iiretilen hormonal cevabin
giiclii bir koruyucu bileseni oldugu bilinmektedir [82]. Glukokortikoidlerin koruyucu
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etkilerinin; glukoz homeostazisini, mide kan akimin1i ve mukus sekresyonunu
stirdiirebilmesi ve ayrica artmig mide motilitesini ve mikrovaskiiler permeabiliteyi
azaltmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir [81]. Spesifik bir glukokortikoid
reseptOriiniin  antagonistinin (RU-38486) uygulanmas1 stres kaynakli lezyonlarin
siddetini artirirken, stres sirasinda glukokortikoidlerin midedeki koruyucu roliinii
destekler niteliktedir [79].

Ghrelin’in, NO {iretimi ve duysal afferent sinirlerin capsaisin ile stimiilasyonu
yoluyla mide mukozal kan akimini artirarak, mukozayr koruyucu ve hasarlar
tyilestirici rol tistlendigi periferal etkilerinin de oldugu bilinmektedir [82].

2.1.6. Prostaglandinlerin Mide Mukoza Biitiinliigiiniin Korumasindaki Onemi

PG’ler arasidonik asitten COX enziminin 2 farkli izoformu (COX-1 ve COX-
2) aracilig ile iiretilmektedir [56-57]. PG’lerin sindirim sisteminin tamaminda asit
sekresyonu, HCO;3;™ sekresyonu, mukus yapimi, mukozal kan akimi, motilite gibi
onemli fonksiyonlarda rolleri oldugu ayrica, PG uygulamasinin mide mukozasini
stres, nekrotize edici ajanlar, steroid olmayan anti inflamatuvar ajanlar gibi
tilserojenlere kars1 korudugu bilinmektedir [59].

Mukoza biitiinliigliniin devamliliginin saglanmasinda ve sindirim sisteminin
sistemin cesitli fonksiyonlarinda 6nemli rolleri olan endojen PG’ler hiicre igi
etkilerini her biri G proteini ile eslesen 4 farkli reseptdr aracilig ile olusturmaktadir.
EP1°den EP4’e kadar siniflandirilmis olan bu reseptor alt tiplerinin dagilimi PG’lerin
sindirim sisteminde ve diger dokulardaki farkli, ¢oklu etkilerini agiklamaktadir.
Prostanoid reseptorlerinden yoksun fareler ile yapilan ¢alismalarda EP reseptorii alt
tiplerinin  gastrointestinal koruma ve iyilesme siiregleri ile iliskili oldugu
belirlenmistir [60-61].

PGE, sindirim sisteminde en etkili olan PG tipidir. PGE;'nin asitin sebep
oldugu 06zofajit, etanol ve indometazine kars1 hiicre koruyucu etkili oldugu
bilinmektedir. PGE;’nin bu etkileri EP1 reseptor agonistleri tarafindan taklit
edilebilirken, indometazin gibi hafif irritanlara karsi olusturulan adaptif hiicre
koruyucu yanit EP1 reseptor antagonisti uygulamasi ile azalmaktadir. PG’lerin
kapsaisin aracili koruma mekanizmasina katkida bulundugu bilinmektedir. Kapsaisin
aracilt koruma mekanizmasinin, indometazin uygulamasi veya duysal liflerin
kesilmesi ile azaldig1 goézlenmistir. Kapsaisine duyarli duysal liflerin kesilmesinin
midedeki PGE, seviyesini azaltmadigi veya bu liflerin kapsaisin ile uyarilmalari
halinde midedeki PGE, seviyesinin artmadigi, koruyucu etkinin endojen PGE,
tarafindan saglandig1 belirtilmistir. Benzer sekilde, PGE,;’nin EP1 reseptdriinden
yoksun farelerde hiicre koruyucu roliinii gosteremedigi, ancak bu hayvanlarda
kapsaisinin indiikledigi korumanin gozlendigi rapor edilmistir.

EP3 reseptoriinden yoksun hayvanlarda asit perfiizyonu duedonumda hasara
yol agmaktadir. PGE, nin indometazin ile indiiklenen bagirsak hasarindaki koruyucu
etkisi EP3 ve EP4 reseptor agonistleri ile taklit edilebilmektedir. PGE; nin mide
tilserlerinde ve intestinal lezyonlarda iyilesmeyi artirict etkisi EP4 reseptorii araciligi
ile olmaktadir.
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PGE;’nin mide, duedonum ve ince bagirsaktaki koruyucu etkilerinin
mekanizmasinda farkli reseptor alt tipleri yer almaktadir. PGE, mide koruyucu
etkisini EP1 reseptorii araciligr ile mide kontraksiyonlarini inhibe ederek ve mukus
sekresyonunu uyararak gdstermektedir. Duedonumdaki koruyucu etki ise PGE; nin
EP3/EP4 reseptorleri araciligl ile duodenal HCO;3™ sekresyonunu stimule etmesi ile
aciklanmistir. PGE;’nin bagirsak koruyucu etkisi EP4 reseptorii aracilidir. PGE,
bagirsakta intestinal kontraksiyonlar1 inhibe ederek bakteriyel invazyonu
baskilamakta ve EP3/EP4 reseptorleri araciligi ile mukus sekresyonunu
artirmaktadir. Ulser iyilesmesini uyarici etkisi ise VEGF ekspresyonunu artirarak
anjiyogenezi stimule etmesine baglanmistir. Ekzojen PGE, hiicre koruyucu etkisini
EP1 reseptorii araciligi ile gostermekte ve bu etki EP1 antagonisti olan ONO-AE-829
kullanimi1 ile tamamen bloke edilmektedir [63]. Hafif irritanlarin midede endojen
PGE, yapimni uyardigi ve adaptif hiicre koruma yanit1 olusumuna katildig
bilinmektedir. Bu etki EP1 reseptdr antagonisti ile bloke edilmesinin yani sira
indometazin ile de bloke edilmektedir.

Indometazin gibi steroid olmayan anti inflamatuvar ilaglar midede ciddi
hasara sebep olmaktadir. Bu ilaglar COX aktivitesini inhibe ederek endojen PG
yokluguna sebep olmaktadirlar. PG yoklugu mide mukozasi i¢in major patojenik
faktordiir. PGE2’nin indometazin ile indiiklenen mide mukozal hasarma karsi
koruyucu roliinii EP1 reseptorii araciligi ile yaptigi gosterilmistir [63].

2.1.7. Endojen NO'in Mide Mukoza Biitiinliigiiniin Korunmasindaki Onemi

NO ikincil haberci olarak kabul gormiis, tiim sistemlerde Ozellikle
kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemlerde vazodilator etkili, gaz yapisinda bir
molekiildiir. NO’in enzimatik biyosentezi ve biyoyararliligi NO sentezinden sorumlu
olan NOS izoformlarinin ekspresyonlar1 ve aktiviteleri ile kontrol edilmektedir.
Vazodilatasyon biiylik bir kismi NO bagimli olarak gergeklesen oOnemli bir
inflamatuvar sinyaldir. Giliglii vazodilatér ajanlar olarak bilinen histamin ve
bradikininin neden oldugu vazodilatasyonun mekanizmasinda da endotelden salinan
NO bulunmaktadir [64].

Yar1 omrii sadece birka¢ saniye olan NO, endotel hiicresinin liiminal ve
bazolateral kisimlarindan difiize olabilir. Diiz kasa difiize olan NO, solubl guanilat
siklaz1 aktive eder. Bu aktivasyon, diiz kas hiicresinde cGMP artigina sebep olur.
NO, oksihemoglobin ile etkilesime girerek hizlica inaktif hale gelir.

NO, mukoza biitlinliigliniin korunmas1 ile ilgili énemli bir mediyatordiir.
Wang ve arkadaslarinin c¢alismalarinin  sonuglarina goére, mukozada normal
kosullarda hasar olusumuna sebep olmayan hafif irritanlar, indometazin
uygulamasina benzer sekilde, nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii olan L-NNA
uygulamasini takiben midede lezyon olusumuna sebep olmuslardir. Bu sebeple, NO
adaptif hiicre koruyucu mekanizma ile iliskilendirilmis, NO’nun adaptif hiicre
koruyucu mekanizmaya katkisinin endojen PG’ler aracili oldugu diistintilmiistiir [33].

Son yillarda yapilan ¢aligmalar NO’in pek ¢ok fizyolojik bilesigin koruyucu

etkisine aracilik ettigini gostermektedir. Melatonin gibi hipofiz bezinin 6nemli
endokrin salgilari, etanol veya aspirin gibi mukozal hasar olusumuna sebep olan
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ajanlara karst PG’lerden bagimsiz bir mekanizma ile NO/NOS sistemini aktive
ederek giiclii mide koruyucu etki gostermektedirler. Melatoninin mide mukozasi i¢in
koruyucu etkisi, stres karsit1 etkisi ve iilser iyilesmesine katkis1 sadece giiglii
antioksidan ozelligi ile iligkili degildir. Melatonin, antioksidan &zellikte bir bilesen
olmasimin yam sira, mikrodolagimi PG’lerden bagimsiz sekilde NO/NOS sistemini
aktive etmek sureti ile uyarmaktadir. Ayrica, melatoninin, kapsaisine duyarl afferent
duysal sinirlerden olan CGRP salinimini uyardig1 da gosterilmistir [65, 67].

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, 6zellikle leptin, ghrelin ve oreksin gibi
bazi hormonlarin mide mukozasinin savunma mekanizmalar ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Intraperitoneal ya da intraserebral ghrelin uygulamasinin, etanol ya
da iskemi/reperfiizyonun neden oldugu mide hasarim1 hafiflettigi, bu koruyucu
etkinin L-NAME uygulamasi ile ve fonksiyonel duysal afferent liflerin kesilmesi
sonucu ortadan kalkmasi nedeni ile gerek vaskiiler endotelden salinan, gerek duysal
afferent liflerden salinan NO’nun, istah hormonlarinin mide koruyucu etkisinde en
onemli mediyator oldugunu dogrulamaktadir [69]. Ozellikle hasar alaninda ghrelin
mRNA’sinda belirgin artis olmast bu hormonun lokal etki gostererek NO/NOS
sisteminin aktivasyonu gibi ¢esitli koruyucu mekanizmalar1 aktive etmek sureti ile
mukozal toparlanma/iyilesme siirecine katiliyor olabilecegini diisiindiirmektedir [66].

2.1.8. Endojen H,S'in Mide Mukoza Biitiinliigiiniin Korunmasindaki Onemi
Uzun zaman boyunca endiistriyel kirlilik, cevresel bir toksin olarak

nitelendirilen H,S giinlimiizde viicut tarafindan iiretilen, pek ¢cok organ ve dokuda

onemli fonksiyonlara etki eden gaz mediyator olarak nitelendirilmektedir [70].

H,S sindirim sisteminde gii¢lii anti-inflamatuvar etkiler gostermektedir. Kan
akimi, diiz kas tonusu, epitel hiicre sekresyonlarmin diizenlenmesine katkida
bulunmakta ve iilser iyilesmesini tesvik etmektedir. H,S'in pek ¢ok etkisi, fizyolojik
onemi acikliga kavusmadan once H,S ile benzer sekilde kirlilik ve toksin olarak
tanimlanmis bir diger gaz mediyator olan NO ile 6rtiismektedir [71].

H,S, NO ile benzer sekilde mide mukoza savunmasinin 6nemli bir
mediyatoriidiir [71]. Endojen H,S sentezinin inhibe edilmesi, NSAID'a karsi mide
mukozanin hassasiyetini artirmaktadir. Diger yandan ekzojen H,S donérlerinin mide
mukozasimin hasara karst direncini artirdifi gézlenmistir. Mide mukozasinda
hasarlanmay1 takiben sentezi artan H,S hasarli dokunun iyilesmesini destekler [72].
Deneysel modellerde H,S dondrii uygulamast iilser iyilesmesini hizlandirmaktadir.
Mard ve arkadaglari, iskemi reperfiizyon uygulamasindan hemen o6nce H,S
uygulamasinin doza bagli sekilde mideyi iskemi reperfiizyonun sebep oldugu
hasardan korudugunu gostermislerdir. Aym1 koruma H,S onciilii L-sistein verilerek
de saglanmistir. Endojen H,S sentezinin propargylglycine ile baskilandiginda mide
hasarinda asir1 artis gézlenmis olmasi, mukoza biitlinliigliniin korunmasinda H,S'in
esas rolii tstlendigini gostermektedir. H>S uygulamasimin mide hasarimi azalttigini
gosteren Mard ve arkadaslarinin ¢alismasinda, H,S'in bu etkisi, HCO;3™ sekresyonu,
mukozal kan akimi gibi mukozal savunma mekanizmalarinin bilesenlerine
baglanmstir [83].
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Iskemi reperfiizyon hasarinin patogenezinde en onemli olaylardan biri
16kositlerin vaskiiler endotele aderensidir. Bu olay, iskemik periyot sonrasinda azalan
doku perfiizyonunun azalmasina sebep olmaktadir. H,S'in koruyucu etkisinin, NO
gibi vaskiiler endotele 16kosit aderensini baskilayici etkisi ile iligkili olabilecegi
distiniilmiistiir. Post kapiler veniillerde H,S'in etkisi ile post iskemik Idkosit
aderensinin azalmasi sonucu kan akiminin daha az bozulacagi, buna bagl olarak,
daha az doku hasar1 olusumu gozlenebilecegi rapor edilmistir [74].

2.1.9. Endojen CO'in Mide Mukoza Biitiinliigiiniin Korunmasindaki Onemi

2.1.9.1. Hemoksijenaz Sistemi

Hemoksijenaz (HO) hem katabolizmasinda, serbest hemin oksidatif
yikiminm katalizleyerek, biliverdin (BV), serbest demir ve CO'e ayristiran, bu
sayede hiicre i¢ci hem seviyelerinin regiilasyonunda merkezi rolii olan hiz
kisitlayici bir enzimdir. Hem katabolizmasi sonucu olusan BV, biliverdin
rediiktaz (BVR) aracilig1 ile bilirubin (BR)'e metabolize olur [84]. Serbest demir
ferritin tarafindan tutulur. Hem degradasyonu araciligr ile tiretilen CO ve BV'in
koruyucu oldugu, asirt CO ve BV birikiminin potansiyel toksik etkileri
olabilecegi bildirilmistir.

HO sistemine ait, HO-1, HO-2 ve HO-3 olmak tizere 3 farkli HO
izoformu bulunmaktadir. HO izoformlar1 farkli genlerin {iriinii olup, dokulara
gore dagilimlar1 ve ekspresyon modelleri birbirinden farklidir [85].

HO-1 32-kDa agirliginda, stres proteinleri siiper ailesinin bir iiyesi olup
indiiklenebilir HO izoformudur. Pek ¢ok doku ve hiicrede bu proteine ait bazal
ekspresyon seviyelerinin diisiik oldugu gdzlenmistir. Sadece substrat1 olan hem
tarafindan degil, ayn1 zamanda UV 151k, lipopolisakkarit (LPS) gibi oksidatif stres
uyaranlari, hidrojen peroksit (H,O;) gibi reaktif oksijen tiirevleri, vazo aktif
bilesenler, sitokinler belirgin HO-1 artisina sebep olmaktadir. HO-1’in diger
giiclii uyaranlar1 arasinda agir metaller, siilfidril reaktif ajanlari ve hipoksi
sayilabilir. HO-1’in indiiklenmesi, genellikle oksidatif stresin toksisitesine karsi
olusturulan adaptif hiicre koruyucu yanit olarak degerlendirilmektedir [86].

HO-2 ise 36-kDa agirliginda bir protein olup, temel HO izoformudur ve
stirekli eksprese olmaktadir. Dokulara gore ekspresyon seviyeleri incelendiginde,
beyin ve testis dokusunda yiikksek seviyede oldugu gozlenmistir. HO-2
ekspresyon diizeyi metabolik veya reseptor aracili uyaranlar ile regiile
edilmemektedir [87]. HO-3 ise son klonlanan HO izoformu olup, insanlarda
ekspresyonu yoktur.

HO-1 ve HO-2 hemin alfa-meso karbon kopriisiinii kirarak hemi ayristirir.
Bu ayrnistirma, bakir protoprfirin (Zinc protoporphyrin, ZnPP) ya da kalay
prortoporfirin (Tin protoporphyrin, SnPP) gibi ¢esitli metalloproteinler tarafindan
inhibe edilir.

HO enzim aktivitesinin spesifik olarak arttigi durumlarda, kompleman
bagimli inflamasyonun azaldigi gozlenmistir[88]. HO-1'den yoksun farelerde
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sadece kronik inflamasyon gelisimine degil, ayn1 zamanda klasik proinflamatuvar
mediyator olan endotoksin ile indiiklenen deneysel sepsise karsi asir1 hassasiyet
gozlenmistir. HO-2'den yoksun farelerde ise bagisiklik yanitinin saglam oldugu
gbzlenmis, fakat merkezi ve otonom sinir sistemlerinde gelisimsel defektlere
rastlanmistir [89].

HO sistemine ilginin sebebi, yiliksek derecede oksidatif olan hemi
parcalayarak hiicre i¢ci hem metabolizmasin1 regiile etmesi olsa da, son
zamanlarda yapilan c¢alismalar, Hem/HO sisteminin ve altindaki efektor bu
sistemde yer alan molekiillerin, hiicresel strese temel adaptasyon cevabi, hiicre
korunmasi, apoptozis ve inflamasyon gibi pek cok fizyolojik ve pato-fizyolojik
stireclerin regiilasyonu ile iliskili oldugunu gostermistir.

Hemoksijenaz-1

HO-1 ekspresyonu transkripsiyonel olarak, ¢ok sayida farmakolojik ajan
tarafindan, ayni1 zamanda 1s1 soku proteinleri, hiicre i¢i veya hiicre dis1 stres gibi
durumlarda da uyarilmaktadir. Insan hiicrelerinde HO-1 ekspresyonu termal stres,
hipoksi ya da interferon gama tedavisi uygulanirken baskilanir. Bu baskilanma,
zararli HO-1 yapimin1 engelleyici bir regiilasyon mekanizmasidir [90].

HO-1 ekspresyonu ile iliskili ¢ok sayida transkripsiyon faktorii ve sinyal
molekiilii tanimlanmistir. Bu molekiiller arasinda MAPK ’lar, niikleer faktor E ile
iliskili faktor 2 (Nrf2), Bach1 (bric-a-brac, tramtrac and broad complex and cap'n'
collar homology 1), protein kinaz C (PKC), protein kinaz A (PKA), PI3K/ Akt,
aktivator protein-1 (AP-1) niikleer faktor kappa B (NF-kB), siklik adenozin
monofosfat yanit elementini baglayan protein (CREB), rediiktaz (BVR), aktive
transkripsiyon faktorii-2 (ATF-2) sayilabilir. Bu molekiiller arasindaki
etkilesimin sonucu olarak HO-1 ekspresyonu gerceklesir.

HO-1 yapimina neden olan en az 1 veya daha fazla kinaz1 (MAPKs, PKC,
PKA ) ya da transkripsiyon faktorlerinden birini (NF-kB, Nrf-2, CREB) aktive
eder. Normal sartlar altinda, transkripsiyon faktorleri sitozolde ya da niikleusta
bulunmaktadir. Uyariy1 takiben transkripsiyon faktorlerinin aktive olan formlari,
niikleusa transloke olur ve hoc-1geni transkripsiyonuna yol agan spesifik DNA
sekansina baglanir. Normal sartlar altinda Bach1/small MAF kompleksi hoc-1gen
promoter1 olan MARE' ye siirekli baglanarak, hoc-1 gen'i transkripsiyonunu
inhibe eder. Serbest hem ya da reaktif oksijen tiirleri (ROS)'ne cevaben, Nrf2,
Keapl ve Bachl etkilesir. Bach1 niikleustan ¢ikarak, ubiquitinlenir ve parcalanir.
Bu sayede transkripsiyonel baskilama durur. ROS, Keapl ubiquitinasyonuna
neden olur, ubiquitinlenen Keapl pargalanir, boylece niikleusta Nrf2 birikimine
izin verilmig olur. Nrf2/small MAF kompleksi MARE' ye baglanir ve hoc-1 geni
transkripsiyonunu uyarir.

Hemoksijenaz-1 ve Anjiyogenez

Vaskiiler sistemin gelisimi, bir grup kemik iligi kdkenli hiicre ile baslar.
Bu hiicreler, damarlarin ilk damar pleksusunu sekillendirirler, bu siirece
vaskiilogenezis denir. Hemen devaminda, endotel hiicrelerinin migrasyonu ve
proliferasyonu ile tiip benzeri yapilar olusturmalar1 sonucu yeni damar olusumu
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gozlenir. Bu olayin tamamina anjiyogenez denir. Yeni damarlar olusurken,
endotel tabaka doku ve kan arasinda, kandan tiim hiicrelere besin ve oksijen
gecisinin  kontroliinii saglayabilecek Onemli bir ara yiiz olusturur. Endotel
hiicreleri oksijen gerimine, HO-2 ve endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) gibi
cesitli oksijen algilayict mekanizmalar araciligi ile adapte olmaktadir [91].
Oksijen algilayict mekanizmalar, damar yapimini endotel hiicrelerin akibetinden,
vaskiilogenez ve anjiyogeneze kadar ¢esitli seviyelerde regiile ederler.

HO-1 indiiksiyonu, anjiyogenez i¢in kritik bir olaydir. HO-1'in katalitik
reaksiyonu sonucu sentezlenen CO, hem gelisimsel hem de patolojik
anjiyogenezde temel faktor kabul edilen VEGF ile IL-8 ve stromal hiicre kokenli
faktor-1 (SDF-1) gibi anjiyogenik mediyatorlerin yapimini indiiklerken diger
taraftan, solubl VEGFI1 reseptorii, solubl endoglin gibi antianjiyogenik
mediyatorlerin yapimini azaltir. Sonug¢ olarak endotel hiicre proliferasyonu,
migrasyon ve anti-apoptotik yanmit gelisir [92-93]. BV'in, insan keratinosit
hiicrelerinde, VEGF, IL-8 gibi pro-anjiyogenik faktorleri stimule ettigi
gosterilmistir.

Genetik ve gen transferi ¢alismalari, HO-1'in anjiyogenez ve endotel
disfonksiyonundaki farkli rollerini aydinlatmistir. Genetik olarak HO-1'in asir1
eksprese edilmesi, VEGF sentezini ve vaskiiler kapiler damar olusumunu
artirmakta, iskemik dokularda kan akimini diizeltmektedir. Bu etki HO
aktivitesinin ZnPP ile inhibe edilmesiyle tamamen ortadan kalkmaktadir. Bir
baska arastirma grubunun c¢alisma sonuglarina goére, VEGF'nin endotel
hiicrelerinde HO-1'1 indiikledigi ve bu indiiksiyonun VEGF aracil1 anjiyogenezde
elzem oldugu, HO-1 aktivitesi SnPP veya ZnPP ile inhibe edildiginde kan damar1
olusumunun tiimiiyle ortadan kalktigi gosterilmistir [94]. HO-1 yoksunu
farelerde, endotel hiicrelerin bulunduklar1 ortamdan hasar alanina gdglerinde
boylece tamiri kolaylastirmada rol alan, bir kemokin olan SDF-1'e cevaben,
kapiler filizlenmeyi yapamadiklari, bu eksikligin karbon monoksit salgilatici
molekiil (CORM) tedavisi ile tamamen diizeltildigi gosterilmis, HO-1'in VEGF
ve SDF-1 aracili anjiyogenez, vaskiiler remodeling ve yara iyilesmesindeki
fonksiyonel 6nemi dogrulanmistir [95-96].

Anjiyogenez prenatal ve postnatal donemlerde goriilmekledir.
Fonksiyonel HO-1 geninden yoksun farelerde diisiik sag kalim g6zlenirken (%20)
[97], fonksiyonel VEGF yoksunu fare embriyolarinda embriyonik gelisimin 8,5
veya 9,5. gilinlerinde 6liim gozlenmistir [98] Bu bulguya ek olarak, tavuk
embriyosunda VEGF tedavisinin embriyonel gelisim sirasinda anjiyogenezi ve
HO-1 ekspresyonunu artirdigi gozlenmis, bu etki HO inhibitorii mezoporfirin ile
anlamli derecede azaltilmistir [99]. Bu verilerden yola ¢ikarak, VEGF ve HO-1 in
prenatal anjiyogenezde karsilikli etkilesimleri oldugu ve 6ne stiriilmiistiir.

Diger yandan HO-1 aktivitesi SnPP ile inhibe edildiginde ya da genetik
olarak HO-1 yoksunlugu yaratilan yetiskin hayvan modellerinde, yarali dokularda
yeni damar olusumu baskilanmakta, yaranin kapanmasi gecikmektedir [100]. Bu
veriler HO-1'in postnatal yeni damar olusumu ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Tim bu bulgular, HO-1 yolaginin prenatal ve postnatal
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anjiyogenez slirecine katildiginin gostergeleri olarak kabul edilmektedir.

Hemoksijenaz-1 ve Endotel Hiicreler

Endotel, periferal kan akimi ve inflamasyonlu doku arasinda bariyer
vazifesi gordiigli i¢in inflamatuvar reaksiyonlarin regiilasyonunda merkezi
roldedir. Endotel tabakasi notrofiller ya da T lenfositler gibi immiinolojik olarak
aktif kan hiicrelerinin inflamasyon alanina gecislerini regiile etmektedir [101].
Hayashi ve arkadaslari, polimorfoniikleer l6kositler ve endotel hiicreleri
arasindaki etkilesimi HO-1in regiile ettigini rapor etmislerdir. Hayashi ve grubu,
sicanda deneysel oksidatif stres modelinde, arrtmig HO enzim aktivitesinin mikro
damar endotelinde 16kosit adezyonunu azalttigini gostermislerdir [102]. Farkli
aragtirma gruplarinin verilerine gore, endotelyal HO-1 aktivitesi, deneysel
inflamasyon modelinde, spesifik olarak, inflamasyon boélgesine 16kosit birikimini
modiile etmektedir [103]. Streptozotocin ile indiiklenmis deneysel diyabet
modelinde HO-1’in asir1 yapimi oksidatif strese bagli olarak gelisen endotel
hiicre hasarin1 azaltmaktadir [104]. HO-1’in anti-inflamatuvar endotel koruyucu
etkisinin, HO-1’in, tiimdr nekrozis faktor-alfa (TNF-o)'nin indiikledigi cesitli
adezyon molekiillerini azaltma 0&zelliginden kaynaklaniyor olabilecegi One
stirlilmiistiir.

Hemoksijenaz-2

Fizyolojik sartlar altinda HO-2 ekspresyonu pek cok dokuda ozellikle
testis ve beyinde gosterilmistir. HO-2 ekspresyonu transkripsiyonel olarak
kortikosteroidler tarafindan modiile edilebilir ancak HO-1 ekspresyonunu belirgin
sekilde artiran g¢evresel stres tarafindan modiile edilemez [87]. Goreceli olarak
sabit ekpresyon seviyesinde olan HO-2 aktivitesinin protein fosforilasyonu gibi
post-transkripsiyonel modifikasyonlar aracilig1 ile dinamik olarak regiile edildigi
rapor edilmistir. HO-1'den farkli olarak HO-2, 3 adet sistein rezidiisii
icermektedir. Her bir sistein rezidiisii, sistedin dipeptidi ve prolin igermekte ve
hem baglayic1 bolge olarak fonksiyon gostermektedir. Bu 6zelliginden dolay1
HO-2'nin hiicre i¢ci hem seviyesinin diizenlenmesine aracilik ettigi kabul
edilmektedir [90].

HO-2'nin bir diger 6zelligi oksijen sensorii olmasidir [105]. Ayrica, HO-
2'nin endotel hiicre homeostazisinde rol aldigi bilinmekte, HO-2’den yoksun
farelerde oksidatif stres, inflamasyon ve anjiyogenez durumlarinda asir1 endotel
hiicre aktivasyonu tespit edilmistir [106]. Yine HO-2 yoklugu, HO-1 yapiminda
bozulmalara sebep olmakta ve antijen ile olusturulan deneysel peritonitte akut
inflamatuvar  yanitin ~ sonlandirilmasini  ve  onarict  yanitin  olusumunu
engellemektedir [107]. HO-2 'den yoksun olan farelerin HO-2 kayiplarin1t HO-1
ekspresyonlarini artirarak kompanse edemedikleri gozlenmistir [108]. Bu durum,
HO-2min HO-1 ekspresyonu i¢in oOnemli oldugunun gostergesi olarak
yorumlanmustir.

2.1.9.2. Hem Katabolizmasimin Uriinleri

HO sisteminin koruyucu etkileri pek ¢ok deneysel modelde dogrulanmig
fakat koruyucu etkilerinin mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamuigtir.
Hem, biyolojik sistemlerdeki pek cok enzimin temel prostetik grubu olsa da,
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hiicre i¢inde proteinlerden ayrildiginda, yapisi, gere§i hiicre icin tehlikeli
olmaktadir. Serbest hem'in asir1 hidrofobik yapist bu molekiiliin hiicre
membranina girisine izin verir, bu durum hiicrenin oksidan aracili hasara karsi
daha hassas olmasina ve reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminde artiga sebep olur.
Aktif lokositler tarafindan yapilan H,O,, hiicre membraninda bulunan hemin
yapisindaki hem halkasini ayirir ve hiicre iginde ROS yapimini katalizleyen
serbest redoks aktif demir salinir [84, 109]. Bu durumda serbest hemin HO
tarafindan parcalanmasi doku korumasinda ilk adimdir. Hem katabolizmasinin
tirinleri CO, ferr6z demir, BV ve BR olarak tanimlanmustir.

CO toksik bir gaz olarak bilinse de, son donemde yapilan caligsmalar
CO'in 6nemli bir sinyal molekiilii oldugunu gostermektedir [110]. Fizyolojik
dozdaki CO'in hiicre ici sinyal siireclerinde anti-inflamatuvar, antiproliferatif ve
anti-apoptotik etkilerinin yan1 swa [111], ndrotransmisyon, koagiilasyon,
vazodilatasyon gibi onemli fizyolojik olaylara aracilik ettigi gozlenmistir [112-
113].

CO, NO ile benzer sekilde, solubl guanilat siklaz (sGC)'in hem kismina
baglanir. Bu baglanma sGC'in uyarilmasina ve devamimna cGMP seviyelerindeki
artisa ve koruyucu vaskiiler relaksasyona sebep olur [110]. CO, sGC'a baglandig1
gibi diger hemoproteinlerin de hem kisimlarina baglanarak bu proteinlerin
enzimatik aktivitesini etkiler. Bu sekilde CO'in COX aktivitesini stimule ettigine
dair bilgiler mevcuttur [114]. Sican hipotalamusunda ve sigan hipotalamik
astrosit kiltiiriinde, HO'm substrati olan hemin, COX enzimini uyararak PGE2
yapimini stimule ettigi, bu etkinin HO inhibitdrii olan mezoporfirin-IX ve CO
stipiirticiisii olan hemoglobin tarafindan engellendigi gosterilmistir [115].

CO, MAPK aracili proinflamatuvar sitokin iiretimini azaltarak anti-
inflamatuvar doku korunmasini saglar. CO'in anti-apoptotik ve antiproliferatif
etkileri MAPK yolaklarinin modiilasyonu ile iliskilendirilmigtir [116-117].

CO'in koruyucu etkisinin yan1 sira zararl etkisi de olabilir. Hiicre tipine,
CO konsantrasyonuna ve dokuya spesifik sinyal iletim yolaklarina bagli olarak
degismektedir [109]. CO, sigan hipotalamusunda ve hipotalamik astrosit
kiltiirlerinde COX' u aktive ederek, proinflamatuvar PG yapimini artirmaktadir.
CO'in hiicresel antioksidan seviyesini azalttigi, mitokondriyal ROS iiretimini,
kompleks IV' deki sitokromlara baglanarak artirdigi bu sayede oksidatif hiicre
hasar1 olusumuna sebep oldugu gosterilmistir [118-119].

Demir HO enziminin hem'i par¢alamasi sonucu olusan iiriindiir. Ferroz
demir redoks bagimli enzim reaksiyonlarinin temel bileseni ve asir1 derecede
prooksidatif bir molekiildiir. Serbest hem katabolizmas1 sonucu olusan demirin
sebep oldugu toksisiteye karsi koruyucu mekanizmada kilit rol, hiicre i¢inde
eksprese olan, hiicre i¢i demiri etkili sekilde ayirarak ferr6z demirin prooksidan
kapasitesini sinirlamakla sorumlu protein yapidaki ferritindir [110, 116].

BV ve BR endotel hiicrelerin o6liimiinii engelleyerek endotel hiicre

biitiinliglinii koruyan metabolitler olup, viicut tarafindan tretilmis giiclii anti-
oksidanlar olarak tanimlanmiglardir [116]. BV ve BR, ROS siipiiriicii 6zellikleri
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ile serbest radikal NO ile ve oksidan peroksinitrit ile etkilesime girmektedirler.
BR, serbest radikal iireten NADPH oksidaz aktivitesini giiclii sekilde baskilar
[114-115]. Hayvanda deneysel inflamasyona kars1t HO kokenli BR'in koruyucu
oldugu gosterilmistir. Kemirgenlerde deneysel astim modelinde BR’in 6zellikle
16kosit transmigrasyonunu, vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ile
etkilesimini engelleyerek azalttig1 gosterilmistir [120].

2.1.10. HO/CO ve NOS/NO Yolaklar arasindaki Karsihikh Etkilesim

CO ve NO, HO ve NOS tarafindan katalitik reaksiyonlar sonucu
tiretilmekte ve benzer ozellikleri paylasmaktadirlar. Bu 6zellikler; a) CO ve NO
birer retrograd habercidir ve yiiksek oranda difiize olabilirler. b) GMP yapiminin
artis1 ile norotransmitterler gibi etki gosterirler. ¢) Komsulugundaki hiicreleri
ylizey reseptoriinii aktive etmeden etkilerler. d) Kisa dmiirliidiirler. Bu 6zellikleri
dolayistyla CO ve NO hiicreler aras1 haberciler olarak etki etmektedirler.

Dokularda pro-oksidan sartlardaki Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ekspresyonu ve buna bagli HO-1 aktivasyonu, HO-1'in NO'yu
algiladigimi  boylece ROS'a karst koruyucu etkisi gosterdigi fikrini
desteklemektedir. iNOS ve HO-1'in ekspresyonlarini birbirini takip eden tarzda
oldugu gosterilen calismada, aortik vaskiiler hiicrelerde, NO’nun HO-1
ekspresyonunu indiikledigi, NOS inhibitorleri varliginda NO iiretimi ve HO-1
ekspresyonunun her ikisinin de baskilandig1 saptanmistir [121].

NO'in koruyucu etkileri, HO-1'in de dahil oldugu 100'den fazla hiicre
koruyucu genin indiiksiyonundan sorumlu Keapl/Nrf2/ARE yolagimin
transkripsiyonel aktivasyonu aracilii ile gerceklesmektedir. Keapl/Nrf2/ARE
yolaginin aktivasyonu, c¢esitli stres durumlarina kars1 hizli adaptasyona Onciiliik
eder ve hiicre sag kalimini1 destekler [122].

Endotel kokenli CO ve NO anjiyogenez aracilifi ile dokulara oksijen
destegi i¢in 6nemlidir. HO kokenli CO, anjiyogeneze sadece VEGF, SDF-1 gibi
anjiyogenik faktorlerin artisin1 saglayarak degil, ayn1 zamanda bu faktorlerin
endotel hiicreleri ile etkilesimini saglar [123-124]. CO'in VEGF ekspresyonu
lizerine olan etkisi Marti ve Risau tarafindan gosterilmistir. Arastirmacilar
hayvanlar1 6 saat siiresince %0,1 CO igeren atmosferde tutmuslar, pek cok
organda VEGF ekspresyonunun indiiklendigini gézlemislerdir [125]. Ayrica HO-
1'in genetik olarak asir1 ekspresyonu endotel hiicrelerinde VEGF ekspresyonunun
uyarilmasina sebep olmaktadir [123]. Giiglii anjiyogenik etkili VEGF de endotel
hiicrelerinde HO-1 ekspresyonunu [126] ve eNOS kokenli NO yapimini
uyarabilir [127] ve sonug olarak anjiyogenezi indiikler, ¢iinkii HO-1 ekspresyonu
endotel onciilii hiicreleri oksidatif hasara karsi korumakta ve bu 6nciil hiicreleri
hasarli bolgeye yerlesmeleri yoniinde uyarmaktadir. CO ile uyumlu sekilde NO
de anjiyogenezi HO-1, VEGF, IL-8 gibi pro-anjiyogenik mediyatdrleri artirarak
indiiklemektedir [123]. Endotel hiicreleri NO donorii ile muamele edildiklerinde
HO-1, VEGF, IL-8 protein seviyelerinin artisina neden olmasi yine endotel
hiicrelerinde VEGF' nin eNOS kokenli NO yapimini1 uyarmasi, anjiyogenezin
reglilasyonunda NO-HO-1/CO-VEGF aksinin 6nemini vurgulamaktadir [128].
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HO-1/CO, SDF-1'in pro-anjiyogenik etkileri ile yakin iliskilidir.
Anjiyogenik bir faktor olan SDF-1'in lokal gen transferinin yapildig1 in-vivo bir
caligmada, iskemi reperfiizyonun indiikledigi vaskiilogenez ve anjiyogenezin
arttig1 gézlenmistir [124]. Bu artisa sebep olarak, VEGF ekspresyonunda ve NO
yapimindaki artig gosterilmis ve SDF-1'in uyardigi vaskiiler yapilanmada
VEGF/eNOS yolagimin énemi vurgulanmistir. Bu bulgular, HO-1/CO, eNOS,
VEGF ve SDF-1 arasinda pozitif bir baglanti oldugunu ve bu baglantinin
yetiskinlerde iskeminin indiikledigi yeni damarlanma i¢in yeni bir yol oldugunu
ve ayrica HO-1 ve iirtinii CO'in endotel Onciilii hiicrelerin mobilizasyonlarini
artirmak yolu ile vaskiiler tamirde yasamsal rolii oldugunu gostermektedir.

HO-1/CO'in eNOS/NO 'e bagli anjiyogenik olaylarla iligkili olmas1 ya da
tam tersi eNOS/NO'in HO-1/CQO'e bagl anjiyogenik olaylarla iliskilendirilmesi
oldukca ilgingtir. NO, HO-1'1 ve CO yapimim artirir [129], yiiksek seviyedeki
CO ise, NOS aktivitesini ve NO serbestlenmesini inhibe eder [130]. Diisiik
konsantrasyondaki CO, NO serbestlenmesini eNOS' u stimule ederek uyarir
[131]. Tiim bu veriler HO-1/CO ve eNOS/NO vyolaklar1 arasinda karmasik,
adapte olabilen, karsilikl1 bir iliski oldugunu gostermektedir.

2.2. iskemi Reperfiizyon

Iskemi ve reperfiizyon, organda kan desteginin kesintiye ugramasi ile
baslayan, devaminda kan desteginin yeniden saglanmasi (yeniden oksijenlenme) ile
karakterize olan patolojik bir durumdur.

Arteriyel kan desteginin emboli, vs sebebi ile tamamen durmasi ya da
kesintiye ugramasi, buna bagli olarak organin metabolik kan ihtiyaci ile gelen kan
arasinda ciddi dengesizlik sonucu doku hipoksisi olusmaktadir. Kan akiminin kesinti
sonrasi yeniden saglanmasi, organin yeniden oksijenlenmesi, ¢ogunlukla doku
hasarinin daha da koétiilesmesine ve derin inflamatuvar yanit olusumuna sebep olur
(reperfiizyon hasar1) [132]. Iskemi ve reperfiizyon hasari; kardiyak arrest ve diger
travma cesitleri, ¢oklu organ iskemisi gibi pek ¢ok patolojik durum ile beraber
anilmaktadir. Uyku apnesi sirasinda, hava yolundaki tikanikliklar hipoksiye sebep
olur ve devaminda yeniden oksijenlenme gozlenir [133]. Benzer sekilde orak hiicre
hastalig1 olan kisilerde, periyodik agrili damar tikaniklig1 dongiileri ve devamindaki
reperfiizyon Ozellikleri bakimindan iskemi ve reperfiizyon ile benzerlik
gostermektedir [134].

Tek bir organin iskemi ve reperfiizyona ugramasi, diger organlarda da
inflamatuvar reaksiyona sebep olmaktadir [135]. Bilinen patolojik siireglerin biiyiik
bir kismi iskemi-reperfiizyon ile iliskili doku hasar1 olusumuna katkida bulunurlar.
Ornegin iskemik siirecte gozlenen oksijene ulagimin sinirli olmasi durumu yani,
hipoksi, bozulan endotel hiicre bariyer fonksiyonu ile iliskilidir, bu durum adenilat
siklaz enzim aktivitesinin ve cAMP miktariin azalmasi, beraberinde vaskiiler
permeabilitenin ve sizintinin artmasina yol acar [136-137]. Ek olarak, iskemi ve
reperfiizyon apoptozis (niikleer fragmantasyon, plazma membraninda kabarcik
olusumu, hiicrenin biiziilmesi, mitokondri membran biitlinliigliniin ve mitokondri
membran potansiyelinin bozulmasi ile karakterize), otofaji ile iliskili hiicre 6limii
(sitoplazmik vakuolizasyon, organel kaybi ile karakterize) ve nekrozis (hiicrelerin ve
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organellerin sigsmesi, hiicre membraninda yer yer pargalanmalar, proteazlarin ve
lizozomlarin ekstraseliiler bosluga sizmalari ile karakterize) hiicre Oliim
programlarinin aktivasyonuna sebep olmaktadir [138].

Iskemik kosullar, transkripsiyonel yeniden programlanmaya neden
olmaktadir. Ornegin; iskemi, kofaktdr olarak oksijeni kullanan, prolilhidroksilaz
(PHD) enzimlerin inhibisyonuna yol ag¢maktadir. Hipoksiye bagli olarak PHD
enzimlerinin inhibe olmasi, hipoksi ile indiiklenen faktor (HIF) ve niikleer faktor
kappa B (NF-kB)’ nin stabilitesini kontrol eden sinyal yolaklarin1 aktive etmektedir
[139]. Iskemi ve reperfiizyon tipik olarak steril ¢evrede olusmasina ragmen, iskemi
reperfiizyon sirasinda Toll benzeri reseptorler (TLR) gibi patern taniyici reseptorlerin
aktivasyonu ve hasarli organa inflamatuvar hiicre gocii gibi dogustan ve adaptif
immiin yanitlarin olusmasi hasar olusumuna katkida bulunmaktadir [140-141].

2.2.1. Iskemi-Reperfiizyon ve Immiin Aktivasyon

Intestinal hasar sonrasi bakteriyel translokasyon gibi bir kag istisna haricinde
iskemi ve reperfiizyon tipik olarak steril bir ¢evrede gergeklesir. Bununla birlikte,
iskemi reperflizyonun sonuglart mikroorganizmalarin sebep oldugu immiin yanit ile
fenotipik paralellikler gostermektedir. Bu steril immiin yanitta, TLR gibi patern
tantyan molekiiller aracili1 ile baslayan sinyal, dogal ve adaptif immiin sisteme ait
immiin hiicrelerin aktivasyonlarina, bolgede birikmelerine ve kompleman sistemin
aktivasyonuna sebep olmaktadir [141]. Bu yanitlarin ¢esitli yan etkileri oldugu igin
iskemi reperflizyonun sebep oldugu hasarin tedavisinde immiin aktivasyon onemli
bir terapdtik kavram olarak kabul edilmektedir.

2.2.1.1. iskemi-Reperfiizyon ve Dogal Iimmiin Yanit Olusumu

Canlida mikroorganizmalara karsi yanit olusturan reseptorler, iskemi
reperfiizyon sirasinda olusan steril inflamasyonda da 6nemlidir [141]. Ornegin,
TLR'lere ligandin baglanmasi, NF-kB, MAPK ve gibi TLR reseptoriiniin altindaki
sinyal yolaklarinin aktive olmasina ve proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin
olusmasina sebep olur. Bu reseptorler ayrica mikroorganizma olmaksizin, iskemi
reperflizyon sirasinda gergeklesen hiicre hasar1 sonucu ortaya ¢ikan endojen
molekiiller tarafindan da aktive edilebilirler. Bu ligandlar hasarla iliskili molekiiler
paternler (DAMP) olarak adlandirilmaktadir. High Mobility Group Box1 (HMGB1)
protein ya da ATP gibi ligandlar normalde hiicre i¢inde tutulmaktadir, fakat doku
hasarii takiben bu molekiiller ekstraseliiler kompartmana salinirlar ve immiin yanit
olusumunu aktive ederler [142]. Bununla birlikte hiicre disinda, katabolizma sonucu
olusmus ya da salinmig hasar ile iligkili molekiiler paternler bulunmaktadir.
Katabolik DAMP'lar; TLR aracili sinyal yolagini, immiin yanit olusumunu ya da
fonksiyonunu veya hasarlayict immiin yaniti kisitlamak ve iskemi reperflizyon
sirasinda doku biitiinliigiinii saglamak icin de aktive edebilirler [143].

En ¢ok calisilan patern taniyici reseptdr, gram negatif bakteriye karsi
inflamatuvar yanit olusumundan sorumlu olan TLR4’diir. TLR4 aktivasyonu iskemi
reperfiizyon sirasinda olusan oksidatif stres ile artabilir [144]. Hemorajik sok ve
resiisitasyona maruz kalmis kemirgenlerden elde edilen alveolar makrofajlar
incelendiginde, makrofaj yiizeyinde TLR4 ekspresyonunun artmis oldugu,
antioksidan olan N-asetil sistein varliginda inhibe oldugu gozlenmistir. Ayrica,
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makrofaj Kkiiltiirlerine H,O, ilavesi, benzer sekilde makrofaj yiizeyinde TLR4
ekspresyonunun artisina sebep olmustur [144]. Sadece TLR4 degil diger TLR'lerin
de zararli etkileri oldugu bilinmektedir. Viral RNA taninmasindan sorumlu olan
TLR3, viral aktivasyondan bagimsiz olarak, nekrotik hiicrelerden salinan RNA'lar1
da tanimaktadir. TLR3'e kars1 notralize edici antijen uygulamasinin intestinal iskemi
reperfiizyon hasarina karsit koruyucu oldugu gosterilmistir [145]. Epitelde TLR2
ekspresyonu hipoksi ya da inflamasyon ile indiiklenmekte ve renal TLR2
sinyalizasyonu iskemi reperfiizyon sirasinda olusan akut bobrek hasarina katkida
bulunmaktadir [146]. Tiim bu ¢alismalar gostermektedir ki, TLR sinyalizasyonunun
inhibe edilmesi, iskemi reperflizyon ile indiiklenen steril inflamasyonun tedavisinde
etkili olabilir

Iskemi reperfiizyon sirasinda gelisen steril inflamasyon, inflamasyon
bolgesinde inflamatuvar hiicrelerin  birikimi ile karakterizedir. Ozellikle
reperflizyonun erken fazinda dogal bagisiklik hiicreleri, infiltratin hiicresel
kompozisyonunda baskin olan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin fonksiyonel katkilart agik
degildir. Inflamasyonun patolojik olarak aktive edilmesinden, kollateral doku
hasarindan ya da tam tersine hasarin rezoliisyonundan sorumlu olabilirler. Son
donemde yapilan bir calismada; monositler splenik bir rezervuarda toplanan
monositlerin ve miyokardiyal iskemi reperfiizyon sonrasinda, iyilesmeye katkida
bulundugu gosterilmistir [147]. Klasik dendritik hiicrelerin yoklugu, hepatik iskemi
reperfiizyon sonrasinda olusan inflamasyon ve doku hasarini artirir [148]. Dendritik
hiicre aracili koruma bu hiicrelerin anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10 yapimlarina,
azaltilmis TNF-a, IL-6 ve ROS miktarlarina baglidir. ROS, iskemi reperfiizyona
bagli doku hasar1 olusumu ile iligkilidir [149]. ROS, toksik molekiiller olup, hiicresel
proteinlerin, lipitlerin riboniikleik asitlerin degisimine ve sonug¢ olarak hiicrede
fonksiyon bozukluguna ya da hiicre dliimiine onciilik eder. NADPH oksidaz, tiim
inflamatuvar hiicrelerde eksprese olur ve sitotoksik ROS, peroksinitrit ve H,O,
yapimina katkida bulunur. Peroksinitrit ve diger reaktif tiirler, oksidatif DNA
hasarmma ve devaminda, niikleer enzim olan Poli-ADP-Riboz-Polimeraz (PARP)
enzimlerinin en yaygin izoformu olan PARP-1 aktivasyonuna sebep olmaktadir. Bu
sebeple PARP inhibitorleri de iskemi reperfiizyon hasarinin klinik tedavisinde
gelisim agamasindadir [150].

Steril inflamasyon alaninda grantilositlerin toplanmasi kontrol edilmesi
gereken bir olaydir. Cok az miktarda graniilosit toplanmasi yeterli doku tamirine
olanak vermezken, c¢ok fazla miktarda graniilosit birikimi ise kontrolsiiz
inflamasyona ve doku hasarina sebep olmaktadir [151]. Miyeloid progenitdr hiicre
farklilasmasinin inhibe edilmesinin, steril inflamasyonun sebep oldugu doku hasarina
kars1 koruyucu terapdtik bir strateji olabilecegi 6ne siiriilmektedir.

2.2.1.2. iskemi-Reperfiizyon ve Adaptif immiin Yamt Olusumu

Iskemi reperfiizyon, T lenfositler ile birlikte diger hiicre tiplerini de kapsayan
giiclii bir adaptif immiin yanit olusturulmasina sebep olur. Steril inflamasyon
sirasinda antijene spesifik olarak aktive olan T lenfositlerin aktivasyon
mekanizmalart heniliz ¢ok iyi anlasilamamistir. Fakat yeni ortaya c¢ikan kanitlar,
aktivasyonda hem antijene spesifik hem de antijenden bagimsiz mekanizmalarin
katkis1 oldugunu gostermektedir [152-153].
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Iskemi- reperfiizyon dokuda T lenfosit birikimine neden olmaktadir. Ornegin,
iskemik beyinde T hiicreler reperfiizyonun 24. saati i¢inde infarkt alaninin sinir
bolgesinde lokalize olmaktadir. Reperfiizyondan sonra 3. ve 7. giinde devam eden
hiicre birikimi  14. giinde azalmaktadir [154]. Lenfositlerin  spesifik
popiilasyonlarindan yoksun olan fare hatlari ile yapilan ¢alismalara gore, beyin, kalp
ve bobrek iskemi reperfiizyonunda CD4+ ve CDS8+T hiicrelerinin zararli rolleri
belirlenmistir [155-157]. Yakin zamanda yapilan bir baska calismada, beyinde
iskemi reperfiizyon hasarinda gd-T hiicreleri tarafindan yapilan interldkin-17 (IL—
17)'nin rolii gosterilmistir. IL-17'nin ana kaynagi olarak ozellikle gd-T hiicreleri
tanimlanmis ve bu hiicrelerin iskemik felgte terapdtik bir hedef olabilecegi
dogrulanmistir [158].

Tam tersine T-reg hiicreler iskemi reperflizyonda koruyucu role sahiptirler.
Deneysel fel¢ modeli uygulanan bir ¢alismada, T-reg hiicrelerinin yoklugu ciddi
anlamda artan beyin hasarina ve fonksiyon bozulmasina yol agmistir. Yabanil ve IL—
10 eksikligi olmayan T-reg hiicrelerin transferi iskemik beyin hasarini azaltmistir.
Buna gore arastirmacilar, T-reg aracili interlokin-10 (IL-10) yapiminin erken
zamanda artan TNF-o’y1 azalttigin1 6ne siirmiislerdir [159].

2.2.2. Iskemi-Reperfiizyon ve Hiicre Oliimii

Nekrotik hiicreler yiiksek oranda immiin stimiilasyona sebep olan hiicrelerdir.
Inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna ve sitokin yapimma sebep olurlar [138].
Apoptozis, hiicrenin ve niikleusun biiziilmesi, siirecin sonlarina dogru hiicre
membrani biitiinliigliniin bozulmasi ile karakterize olup, hiicrenin 6liimii i¢in gerekli
kisimlar1 igeren planl bir kaspaz sinyal kaskadi aktivasyonunu igermektedir [141].
Son yillarda yapilan ¢alismalarda, apoptotik hiicrelerden ekstraseliiler alana ¢ikan
ATPhnin panneksin hemi kanallar1 aracilig1 ile "bul beni" sinyali gonderdigini ve
fagositozu tetikledigi gosterilmistir [ 160].

Apoptozisin inhibe edilmesi iskemi reperfiizyon hasar1 igin terapotik bir
strateji olabilir. Ornegin; akut bobrek hasart modeli uygulanan fareler ile yapilmis bir
calismada, matriseliiler bir protein olan trombospondin 1(THBS1 veya TSP-1)'in
proksimal tiibiil hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi, Thbs—17" farelerin ise hasardan
korundugu gozlenmistir [161]. Diger calismalar ise giiglii bir néron koruyucu
trombosit kokenli bliylime faktorii-CC (PDGF-CC) iistline odaklanmistir. Bu faktor,
noron koruyucu etkisini glikojen sentaz kinaz-3b (GSK-3b) aktivitesini modiile
etmek suretiyle yapmaktadir [162]. PDGF-CC geni ya da proteini iskemi ile
indiiklenen felg¢ gibi deneysel noronal hasar modeli uygulanan hayvanlarda, néronlari
hem retinada hem de beyinde apoptozisten korumustur. Bilindigi gibi Ser9
fosforilasyonu apoptozisi inhibe etmekte, Tyr216 fosforilasyonu ise apoptozisi
artirmaktadir. Calismada PDGF-CC uygulamasi GSK-3b’nin Ser9 fosforilasyonunu
artirmis, Tyr216 fosforilasyonunu azaltmistir [163].

Bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB iskemi reperflizyon sirasinda
apoptozisi modiile eder. Siurlt oksijen varligi, hipoksiye bagli oksijen sensorlerinin
inhibisyonunu igeren bir mekanizma ile NF-kB aktivasyonuna sebep olur [164]. NF-
kB aktivasyonu i¢in esansiyel olan inhibitdr kappa kinaz (IKK)'in katalitik subiiniti
olan IKK-b'nin enterositlerde yoklugu, intestinal iskemi reperfiizyon g¢alismasinda
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azalmis inflamasyona, ayn1 zamanda reperfiize mukozada siddetli apoptozise sebep
olmustur. Bu sebeple NF-kB inhibisyonu "iki ucu keskin bicak" olarak ifade edilir.
Bu durum NF-kB inhibisyonunun sistemik inflamasyona kars1 koruyucu iken lokal
hasari artirict etkili olmasi ile iligkilidir [165].

Bir hiicre 6liim sekli olan otofajinin subletal strese karsi olusturulan adaptif
bir yanit olduguna dair veriler mevcuttur [138]. Bir transkripsiyon faktorii olan HIF,
hipoksik cevabin diizenlenmesinde merkezi bir mediyatdér olmanin yani sira otofajiyi
de regiile etmektedir. Hipoksi ile indiiklenen mitokondrial otofaji HIF'e bagli otofajik
genlerin ekspresyonunu gerektirir [166]. Bu durum, hipoksik ya da iskemik
dokularin siirli oksijen varligindaki metabolik adaptasyonlarinda HIF' in 6éneminin
gostergesidir.

2.2.3. Iskemi-Reperfiizyon ve Mikrovaskiiler Fonksiyon Bozuklugu

Iskemi reperfiizyonda, vaskiiler permeabilite artis1, endotel hiicre
inflamasyonu, vazodilatér ve vazokonstriktdr faktorler arasindaki dengesizlik,
koagiilasyon ve kompleman sistemlerin aktivasyonu ile karakterize bir vaskiiler
fenotip gozlenmektedir.

Kompleman sisteminin aktivasyonu, lokosit-endotel hiicre adezyonu,
trombosit-16kosit agregasyonu, mikro vaskiiler fonksiyon bozuklugu reperfiizyon
sonrasinda hasar1 daha da agirlastirmaktadir [167] Reperfiizyondan sonra azalan
vaskiiler gevseme, infarkt alaninda tikanan kan damarinin yeniden agilmasi
sonrasinda mikro vaskiiler kan damarinda artan diren¢ (akim yok fenomeni) ile
sonuglanabilir [132]. Deneysel iskemik beyin hasari modeli uygulandiginda, orta
serebral arterin bagari ile yeniden agilmasina ragmen iskeminin mikro damarlarda
devam eden perisit kontraksiyonunu indiikledigi gosterilmistir [168]. Oksidatif ve
nitratif stresin baskilanmasi, perisit kontraksiyonunu hafifletmekte, eritrosit tuzagini
azaltmakta, mikro vaskiiler aciklig1 onarmakta ve doku sag kalimimi artirmaktadir.
Iskemi reperfiizyonun indiikledigi mikro vaskiiler disfonksiyonun sebebi olan oksijen
ve nitrojen radikallerinin major kaynagt mikro damar duvaridir.

2.2.4. Iskemi Toleransim Artirmaya Yonelik Metabolik Stratejiler

Iskemi sirasinda, dokularin yasayabilirliklerini daha uzun siire devam
ettirebilmeleri i¢in enerji metabolizmas1 yag asidi oksidasyonundan, oksidasyonun
daha verimli oldugu glikolize kayar. Bu metabolik kayma direk olarak bir
transkripsiyon faktorii olan ve oksijen seviyesi diistiigiinde stabil olan ve glikolitik
enzimlerin indiiksiyonundan sorumlu olan HIF'in kontrolii altindadir [139, 169].
HIF'in stabilizasyonu, oksijen sensorii olan 3 izoformu bulunan (PHDI1-PHD2-
PHD3) PHD enzimleri tarafindan regiile edilir.

HIF'in en 1yi bilinen hedef geni eritropoietin (EPO), eritrosit hiicre iiretiminin
major regiilatorii olan, yapimi ve sekresyonu doku oksijen seviyesi tarafindan regiile
edilen ve eritropoietini kodlayan gendir [169]. Eritrosit yapimini stimule edici roliine
ek olarak, pre-klinik calismalar eritropoietinin dokuyu metabolik adaptasyona
ugratarak iskemi reperfiizyon hasarina kars1 apoptozisi inhibe etmek, proliferasyonu
stimule etmek yolu ile korudugunu gostermistir [170-173]. Ayrica iskemi
reperflizyon sirasinda goriilen metabolik adaptasyonda mitokondriyal aldehit
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dehidrogenaz—2 (ALDH2)’nin aktivasyonunun sigan modelinde gii¢lii kalp koruyucu
oldugu, farmakolojik olarak ADLH2 aktivitesinin artirilmasinin, koroner by-pass
cerrahisi gibi kardiyak iskemi hastalarinda iskemi toleransini artirict ve koruyucu
olabilecegi gosterilmistir [174]. Diger ¢alismalar enerji tireten ve enerjiyi harcayan
yolaklarin regiilasyonundan sorumlu olan ve aktivasyonu kalbi iskemik hasara karsi
koruyucu olan AMP- ile aktive olan protein kinaz (AMPK) iizerine odaklanmistir
[175-176]. AMPK aktivasyonu endojen koruyucu bir mekanizma olarak
goriilmektedir. Iskemi ile yapimi uyarilan makrofaj migrasyon inhibitdr faktor
(MIF), AMPK'y1 aktive eder boylece glikoz alimi ve kardiyak koruma desteklenmis
olur [175].

2.2.5. Iskemi reperfiizyon ve Sindirim Sistemi

2.2.5.1. Midede I/R’a Bagh Mukozal Hasar Olusumu ve iyilesme Siireci

Cesitli zararli etkenlerin varh@inda yilizeyel erozyon veya muskularis
mukozay1 i¢ine alan derin mukozal lezyonlar goriilmektedir. Colyak arterin 30 dk.
klemplenmesi ile olusturulan iskemi ve klempin alinmasini takiben reperfiizyon
periyotlarindan olusan deneysel I/R modeli uygulanan deney hayvanlarinda
reperflizyondan 1 saat sonra midede goriilen yiizeyel lezyonlar, 3 saat sonra
belirginlesmeye baslamaktadir [177-178]. Iyilesme siireci lezyon olusumunu takiben
baslamaktadir. Olusan lezyon alanlarinin, reperfiizyonu takiben 12. saatte maksimum
diizeye ulastig1, 3.giinde lezyonlarin azaldig1 fakat 12. saatteki lezyonlara gore daha
derinlestigi gozlenmistir. 5.giin ise lezyonlardaki azalmanin en belirgin oldugu giin
olarak belirlenmistir. Bu bakimdan 5.giin iyilesme siirecinde oldukc¢a Onemlidir.
Reperfiizyonu takiben 10.giinde ise derin iilserlerin tamamen iyilestigi rapor
edilmistir [178].

Mukozal lezyonlar, serbest radikal birikimi, besin ulagiminin kesintiye
ugramasi ya da tamamen engellenmesi sonucu olusan doku nekrozu sebebiyle veya
mukozal iskemi reperfiizyon sonucu gelisen patolojik bir durumdur [1].

Iskemik fazda, oksijene bagimli hiicrelerde (6r: mukozadaki epitel hiicreleri)
anoksik hasar gelismektedir. Mitokondride enerji yapiminin azalmasi ile baslayan
anoksik hasar, hiicrelerin enerji igeriginin azalmasina baglh olarak, hiicrede iyon
homeostazisinin bozulmasina, hidrolazlarin aktivasyonuna ve hiicre membraninda
patolojik porlarin olugmast ile permeabilite artisina neden olmaktadir ATP yikimi,
glikolitik iz artist ve muhtemelen parcalanan lizozomlardan salinan H"a bagl
olarak, hiicre i¢i pH azalmakta, ph azalisina paralel olarak iyon homeostazisinin
bozuldugu, Na'/K" ATPaz aktivitesi azalirken, Na/Ca"™ degistirici mekanizmanin
aktivasyonunun arttig1, sonug olarak sitozolik Na" ve Ca’ konsantrasyonlarinin
arttig1 bilinmektedir [179].

Sitozolik Ca'™" konsantrasyonundaki artig, hidrolazlari, fosfotazlar1 ve
proteazlar1 aktive etmekte, hiicre iskeletini olusturan proteinlerde calpain aracilt
proteolizis goriilmektedir. Hiicre i¢inde sitozolik Na® konsantrasyonunun artmasi,
hiicrenin sigsmesine neden olmaktadir. Mitokondriyal permeabilite artisina baglh
olarak mitokondri membran potansiyeli degisimi ve mitokondri matriksinde Ca™"
birikimi goriilmektedir. Sitozolik ATP, mitokondriyal ATPaz tarafindan yikilmakta,
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bu durum hiicrenin sentez yetenegini azaltmakta ve anoksik tahribat ¢ogunlukla
hiicre 6liimii (nekroz) ile sonuglanmaktadir[179].

Reperfiizyon fazinda, inflamatuar yolaklar aktive olmaktadir. Inflamatuar
siiregte, makrofajlar, endotel hiicreleri, notrofiller, lenfositler, trombositler,
parankimal hiicreler gibi c¢esitli hiicre gruplar1 ile ROS, NO, proinflamatuvar ve
antiinflamatuar sitokinler ve mediyatorler etkilidir. Tahrip olmus hiicreler, bu
hiicrelerden salinan maddeler ve bozulmus doku matriksinin tetikledigi inflamatuvar
yanit olusumuna, oksijenlenmeye bagli olarak goriilen metabolik degisimler sonucu
aktive olan endotel hiicreleri, nétrofiller, makrofajlar ve trombositler gibi hiicre
gruplart katilmaktadir. Aktif makrofajlar, notrofiller, endotel hiicreleri trombositler
ve tahrip olmusdoku hiicrelerinden ortama ROS salinmaktadir. Makrofajlar,
lenfositler, notrofiller ve endotel hiicreleri tarafindan yapilan sitokinler ve
kemokinler, diger hiicrelerin aktive olmalarina neden olmaktadirlar. Mide mukozal
hasar1 olusumunda nekrozlu dokudan l6kotrien B (LTB) salinimi, makrofaj ve
16kositleri uyararak inflamatuvar yamitin tetigini ¢ekmektedir. Inflamatuvar
hiicrelerin uyarilmasit TNF-q, interlokin-1 alfa (IL-la), interlokin-lbeta (IL-1p),
interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuar sitokinlerin salininmina sebep olmaktadir [1,
180]. Reaktif oksijen tiirlerinin ve lipid peroksidasyonunun, mukozal lezyon
olusumunda 6nemli rol oynadigir bilinmektedir. Mukozal hasar olusumu sirasinda
mide mukozasina infiltre olan nétrofillerin iirettikleri siiperoksit anyonlari, hiicresel
lipidleri yikima ugratarak malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenol (4-HNE) gibi
reaktif kisa zincirli aldehitlerin olusumuna neden olmaktadir. Mukozal hasar
sirasinda olusan 4-HNE lipid peroksidasyonunun son firiinlerinden olup, oksidatif
stresin gostergesidir [17].

Reperfiizyonun erken doneminde olusan hiicre tahribatinin, iskemik fazda
olusan hiicre ici degisikliklere bagli oldugu bilinmektedir. Ornegin, iskemik fazda
mitokondri solunum zincirinde bulunan ve elektron transfer eden enzimler proteolitik
parcalanmaya ugramaktadirlar. Reperfiizyon fazinda ise yasamini siirdiiren bu
hiicrelerde O,’e elektron transferi yapilmasi sonucu ROS olusmaktadir. Olusan bu
metabolitler hiicre 6liimiine neden olmaktadirlar.

Lezyon olusumundaki temel sebep, mikrovaskiiler perfiizyonun bozulmasi
olarak belirtilmistir. Artmis veya azalmig NO yapimi, artmis endotelin-1 ve kan
koagiilasyonu mikrovaskiiler perflizyonun bozulmasina neden olmakta, reperfiizyon
fazinda olusan mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu nedeniyle anoksik hiicre tahribati
gelismekte ve inflamatuar yanitin siddetlenmesine neden olmaktadir.

Midede iilser olusumu ve iyilesme siirecleri birbirleri ile iliskilidir. Fizyolojik
sartlarda konsantrasyonu 0,1 — 0,3 uM olan 4-HNE’nin, oksidatif stres kosullarinda
birikerek 10 uM-5 mM’a kadar ulastigi, yiiksek konsantrasyonda DNA ve
proteinlerin yapisin1 bozdugu, lezyon olusumunu tetikledigi bilinmektedir. 4-
HNE’nin sublethal konsantrasyonlarda ise, HO-1, peroxiredoxin-1 gibi antioksidan
detoksifiye edici enzimlerin ekspresyonlarini uyararak adaptif yanit / antioksidan
yanit olugsmasini saglayan, iyilesme siirecini tetikleyen bir sinyal molekiilii olarak
gorev yaptigr gosterilmistir [2]. (Sekil 2.2.) 4-HNE, bu stimulasyonu antioksidan
genlerin ekspresyonlarindan sorumlu Nrf2 isimli transkripsiyon faktoriiniin nukleusa
translokasyonunu uyararak yapmaktadir. Nrf2 aracili savunma yanit1 adi verilen bu
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yolakta, uyaran olmaksizin sitoplazmada Keap-1 isimli proteine bagli olarak bulunan
Nrf-2, ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) birikimine bagli olarak artan oksidan
stres durumunda Keap-1 den ayrilarak niikleusa transloke olur. Niikleusta
antioksidan yanit elementi (ARE) bolgesine baglanarak antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarini uyarmaktadir [2, 17-18, 181-182].

Deneysel Gastrik Ulser Modeli
iskemi / Reperfiizyon

N

PGE, Hipoksi Proinflamatuar sitokinlerin salinimi
\\ v
l_ ............. > HIF-1a € TNE-a
! /\
! APELIN VEGF v
[ l l 4-HNE
I
i Vaskiiler endoteliyal hiicrelerde v
i proliferasyon [ Nrf-2
I A\ 4 I
i NO ___________ \ f ____________ A 4
Anii
njiyogenez HO-1
v \
—> Kanlanma artiyi «<—— CO v Ferritin
Bilirubin
v
iyilesme

Sekil 2.2. Deneysel I/R ile olusturulan mukozal lezyonlarin olas1 iyilesme mekanizmalari

Hem’in CO, BV ve serbest demire doniisiimiinde hiz kisitlayici enzim
olmasmin yani sira adaptif yanitta gorevli onemli bir antioksidan enzim olarak
tanimlanan HO-1’in primer regiilasyonu transkripsiyonal seviyede, Nrf2 araciligi ile
olmaktadir. Bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2 niikleusa transloke olduktan sonra
HO-1 enziminin promoter bolgesine baglanarak ekspresyonunu saglamaktadir.

Mide iilserlerinin iyilesme siireci ¢ok sayida biliylime faktorii tarafindan
modiile edilen karmasik bir siire¢ olup, anjiyogenez, iilser iyilesme siirecinin en
kritik bileseni olarak tanimlanan 6nemli bir fizyolojik olaydir. Mide mukozasi iyi
kanlanan bir dokudur. Kanlanmayi artiran faktorler, hasarli bolgeye besin ve oksijen
saglanmasi agisindan iyilesme siirecini olumlu yonde uyarmaktadir

Inflamatuar sartlarda arttig1 bilinen pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-o’nin,
HIF-1a aktivitesini indiikledigi, HIF-1a’nin hedef genleri arasinda Apelin’e ek
olarak anjiyogenik faktdrlerin bulundugu bilinmektedir [20]. Bu faktorler arasinda
anjiyogenezde temel rol aldigi bilinen VEGF de bulunmaktadir. Endotelyal
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hiicrelerde proliferasyonu, migrasyonu ve tiip olusumunu uyaran pro-anjiyogenik
ajan olarak tanimlanan VEGF, iyilesmenin en temel basamagi kabul edilen
anjiyogenezde rol alir [1]. Son yillarda yapilan ¢aligmalar Apelin’in de anjiyogenik
peptidler arasinda oldugunu gostermektedir [21].

Midede mukoza lezyonlarinin iyilesme mekanizmalarini agiklamaya yonelik
yolaklar, TNF-a nin indiikledigi pro-inflamatuar yolak, VEGF ve Apelin’in dahil
oldugu anjiyogenik peptidler aracili yolak, PG’ler, NO, CGRP gibi vazodilatator
etkili molekiillerin gorev aldig1 vazodilatatér yolak gibi ayr1 ayr1 isimlendirilmis
olsalar da bu yolaklar birbirleri ile iligkilidir. Vazodilatator yolagin iiriinii olan ve
Apelin tarafindan yapimi indiiklenen NO, vazodilatator etkisine ek olarak, Nrf-
2/Keap-1 yolagimmi aktive ederek Nrf2’nin niikleusa translokasyonunu ve
transkripsiyonel aktivitesini uyardigi bilinmektedir [19]. NO’nun HIF-1 aktivitesini
artirir, gastrointestinal sistemde koruma ve tamir mekanizmalarinda rol alan Trefoil
faktor familyasina (TFF) ait genleri uyararak koruyucu peptidler olarak tanimlanan
trefoil faktorlerin olusumunu sagladigi gosterilmistir [183-184]. TFF1, TFF2 ve
TFF3 olarak tanimlanmis bu peptidler, gastrointestinal sistemde mukoza epitelinde
sentezlenmekte ve salgilanmaktadir. Miisinle etkilesime girerek mukus bariyerini
olusturmakta, mukozal hasar olusumuna karsi savunma ve tamir mekanizmalarinda
rol almaktadirlar [184]. Hipoksik sartlarda aktivitesi artan HIF-1’in, mide mukoza
biitlinliigiiniin  saglanmasindan ve korunmasindan sorumlu oldugu, ayrica
vazodilatator  etkili olan PGE, tarafindan, stabilizasyonunun, nikleer
translokasyonunun uyarildig1 ve aktivitesinin modiile edildigi gosterilmistir [22].

2.3.  Apelinerjik Sistem

ODowd ve arkadaslar1 1993 yilinda anjiyotensin tip-1 reseptoriine ¢ok
benzerlik gosteren bir gen tanimlamiglardir [185]. APJ reseptorii olarak
isimlendirilmis olan bu reseptoriin spesifik selektif ligand1 1998 yilinda ve apelin
olarak Tatemoto ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir [ 186].

Apelin ve reseptorii organizmada pek ¢ok dokuda yaygin olarak
bulunmaktadir [187-188]. Apelin kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve bagisiklik
yanitlarinin  diizenlemesi, ayrica kemik fizyolojisi, viicut sivi homeostazisi ve
embriyonal gelisim ile iligkilidir [189-190]. Yakin zamanda yapilan g¢alismalar
apelinerjik sitemin, yiiksek tansiyon, kalp yetmezligi, obezite, glukoz intoleransi, tip
2 diyabet, HIV enfeksiyonu, diabetes insipidus, osteoporoz gibi yiiksek prevelansa
sahip patolojiler ile de iliskili oldugunu gostermektedir [189-190].

2.3.1. APJ Reseptorii

377 aminoasitten olusan, G proteini ile eslesen, 7 transmembran domaini olan
APJ reseptorii ve AT-1 reseptorii arasinda yiiksek oranda homoloji vardir. Aminoasit
icerigi olarak total sekansin %30 (115 aminoasit) ve transmembran bolgenin de %54
i anjiyotensin II tipl (AT-1) reseptorii ile ortaktir [185]. Ayrica her iki reseptoriin
dokulardaki ekspresyonlar1 da yiiksek oranda benzerlik gostermektedir [191]. Ancak
yilksek oranda homoloji gostermelerine ragmen, APJ reseptoriiniin bilinen tek
endojen ligandi olan apelinin AT-1 reseptoriine, AT-1 reseptoriiniin ligand1 olan
anjiyotensin II'nin APJ reseptoriine baglanmadig gosterilmistir [192].
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Farelerde, siganlarda ve insanlarda APJ reseptoriiniin dagilimi belirlenmis,
buna gore APJ reseptoriiniin periferal dokularda 6zellikle akciger ve kalpte, merkezi
sinir sisteminde ise pek ¢cok bolgede fazlaca eksprese oldugu gozlenmistir [185, 187-
188, 191, 193]. Cok sayida calisma APJ reseptoriiniin kardiyovaskiiler sistemde
Ozellikle endotel hiicrelerinde, renal, pulmoner ve adrenal damarlarda, vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde, adipoz doku ve pankreatik adaciklarda eksprese oldugunu
gostermektedir [188]. Stres, glukokortikoidler [194], tuz yiiklemesi, susuzluk [194]
ve yliksek yaglh diyet [195] ile beslenme gibi cesitli faktorlerin APJ ekspresyonunu
artirdig1 kaydedilmistir.

APJ reseptorii hiicre i¢i sinyal kaskadlar1 araciligi ile hizli hiicresel yanitlarin
olusumuna veya niikleer seviyede kronik ya da gecikmis yanit olusumuna
katilmaktadir. APJ reseptorii inhibitér G proteini (Gi) ile eslesmekte [196] ve PKC
aracilig1 ile Ras'dan bagimsiz hiicre dis1 sinyal ile regiile edilen kinazlart ERK aktive
etmektedir [197].

APJ reseptoriiniin uyarilmasi umblikal endotel hiicreleri i¢in mitojeniktir. Bu
etkiyi, PI3K-Akt yolagi ve ERK yolag1 araciligi ile p70s6 kinazi aktive ederek
gosterir [198]. Ayrica Apelinin APJ reseptdriine baglanmasi ve devaminda PI3K-Akt
bagimli eNOS fosforilasyonu, apelinin indiikledigi endotel bagimli vazodilatasyon
mekanizmasinda oldukg¢a 6nemlidir [199].

2.3.2. Apelinerjik Peptidler

APJ reseptorii, sigir mide ekstraktindan 36 aminoasitlik peptid olan apelini
izole edinceye kadar yetim reseptor olarak kalmistir [186]. 77 aminoasitlik bir peptid
olan Pre-proapelin’i kodlayan gen insanlarda Xq25-26,1 olup 1726 baz ciftinden
olugmakta ve 3 ekzon igcermektedir.

Apelin ile ilgili ilk caligmalar, apelinin Apelin-36 (apelin 42-77), Apelin-17
(apelin 61-77) ve Apelin-13 (apelin 65-77) gibi farkli izoformlar1 oldugunu
gostermistir. Piroglutaminlenmis Apelin-13 ([Pyrl]-Apelin-13), N terminalinde
glutamat rezidlisii bulunan formdur. Piroglutaminlenme, apelin-13’i enzim
degradasyonuna kars1t korumaktadir. Apelinin biyolojik olarak aktif olabilmesi igin
12 C terminalindeki aminoasitlerin bulunmasi1 gerekmektedir. Apelinin N-terminal
sekans1 ligand ve reseptor etkilesimi i¢in gereklidir.

Apelinin kisa izoformlarinin ¢ogunlukla gii¢lii kardiyovaskiiler etkilerinin
oldugu, daha uzun apelin peptidlerinin ise reseptore daha fazla baglanma afinitesi
gosterdigi [189] ve apelin-36’nin HIV enfeksiyonunu bloke edilmesinde rolii oldugu
bilinmektedir. Apelin-36 sinirli biyolojik aktiviteye sahip olup dnciil molekiil olarak
bulunmakta, ihtiya¢ aninda proteolize olup, post translasyonel modifikasyonlara
ugrayarak, biyolojik olarak daha aktif peptidlere, en ¢ok da [Pyrl]-Apelin-13’e
dontismektedir.

Lee ve arkadaglar1 Apelin-13’iin C terminalindeki fenilalanini alanin rezidiisii
ile degistirerek APJ antagonisti elde etmislerdir [200]. Apelinin doku dagilimi ile
ilgili yapilan c¢alismalar peptidin sigan dokusunda pre-propeptid formunda
bulundugunu gdstermistir. Insanlarda ise preproapelin mRNAs1 merkezi sinir
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sisteminde, plasentada, bobrekte, kalpte, akcigerde ve meme bezinde bulunmustur
[186, 201]. Miyokard, kardiyak endotel, biiylik damarlarin, kiiciik venlerin ve
arterlerin endoteli apelinin biyolojik olarak aktif oldugu bdlgeler olarak
tammlanmustir. Insan dolasimindaki apelin peptidinin kaynag: ise magnoseliiler
ndronlar, gastrointestinal sistem ve adipositler olarak tanimlanmistir. Insan
plazmasinda fizyolojik apelin konsantrasyonu 10-1000 fmol/mL olarak tayin edilmis,
apelinin degradasyonunda anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)’nin rol aldigi,
ACE2’nin bu degradasyonu apelinin C terminalindeki fenilalanin rezidiisiinii
kopararak yaptig1 gosterilmistir [202].

Apelinin kardiyak etkileri incelendiginde, giiclii inotropik etkili oldugu
gozlenmistir  [203]. Apelin inotropik etkisini, intraseliler Ca™u artirarak
yapmaktadir. Ca artisi, fosfolipaz C ve PKC aktivasyonuna sebep olmakta, Ca™
tastyic1  proteinlerin  ekspresyonlarimin  artisi  sonucu hiicre i¢i Ca™ artigi
goriilmektedir. Ca™ iyonunun troponin C'ye baglantisi, aktin miyozin eslesmesi ve
devaminda daha etkili miyokardiyal kontraksiyonlar ile sonug¢lanir [191, 203].

2.3.3. Apelinerjik Sistemin Patofizyolojik Rolleri

2.3.3.1. Apelinerjik Sistem ve Kardiyovaskiiler Sistem
Yapilan c¢alismalar insan kalbine odaklanmis, fakat apelin ve APJ
reseptoriiniin kardiyovaskiiler sistemdeki rolil heniiz netlik kazanmamistir.

Apelin tanimlanmig en gii¢lii endojen inotropik ajanlarin arasinda yer
almaktadir. In vitro sartlarda, ekzojen apelin atrial striplerde [204] ve tiim kalpte
[203] sub nanomolar konsantrasyonlarda kontraktiliteyi artirmakta ve tek bir
sarkomerin kisalmasint %140’a kadar artirmaktadir [205]. Saglikli kemirgenlerde,
akut apelin infiizyonu miyokardiyal kontraktiliteyi, yiikleme sartlarindan bagimsiz
olarak artirmaktadir ve mevcut inotropik ajanlar icinde kronik dozu sol ventrikiil
hipertrofisini uyarmadan kardiyak outputu artirdigi kabul edilen tek ajandir [206].

Son ¢alismalar, endojen apelin-AJP reseptorii sinyalizasyonunun kardiyak
fonksiyonlara katkida bulundugunu dogrulamaktadir. Apelin ve APJ reseptoriiniin
her ikisinden de yoksun fareden elde edilen izole ventrikiiler miyositlerde sarkomerik
fonksiyon bozulmasi goézlenmis, miyositlerde kontraktilite azalisi kaydedilmistir
[207].

Apelinin inotropik etkilerinin Ang-II, endotelin-1, katekolaminler ve NO
salinimindan bagimsiz oldugu gosterilmistir [203]. Her ne kadar bazi veriler
tartigmal1 olsa da apelin ¢ogunlukla hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artirmanin
disinda mekanizmalar araciligi ile etki etmektedir [208]. Saglam si¢an kalbinde,
apeline verilen inotropik yanit, sarkolemmal sodyum hidrojen iyon degistiricisi
(NHE)nin selektif inhibisyonu ile belirgin sekilde azaltilabilmektedir. NHE"in
uyarilmasi, hiicre ici alkalinizasyona ve kardiyak miyoflamentlerin hiicre ici
kalsiyuma duyarli olmalarina sebep olmaktadir. Bu ve diger benzer calismalarda
apelinin kalsiyum iyonunda gecici degisimlere etki etmedigi gosterilmistir [203].
Ayrica, apelin/APJ reseptoriinden yoksun farelerden elde edilmis izole
kardiyomiyositlerde, kontraktil fonksiyonda bozulma gozlenirken, hiicre i¢i kalsiyum
iyonunda degisim olmadig gbsterilmistir [207].
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Fizyolojik olarak, apelin akut gii¢lii inotrop etki olusturmaktadir. Bu etkiyi,
PLC, PKC sarkolemmal Na"/H" ve Na'/ Ca** degistirici mekanizmalarin (NCX)
aktivasyonunu saglayarak yapmaktadir [203].

Kronik kalp yetmezligi olan hastalarda apelinin plazma seviyelerindeki
farklilik, miyokardiyal ekspresyon diizeyi ve lokasyonu incelenmistir [209]. Bu
hastalarda ve kalp yetmezligine sekonder gelisen koroner arter hastaligi (CAD) veya
idiyopatik dilate kardiyomiyopati tanist almis hastalarda apelin ekspresyonunun
birka¢ kat arttigi gbézlenmis [210], plazma apelin seviyelerine bakildiginda, kalp
yetmezliginin erken donemlerinde arttigi, ilerleyen donemlerde ise azaldigi
gbzlenmistir [209]. Bu azalmanin endoteldeki fonksiyon bozuklugu ile iligkili
olabilecegi One siiriilmiistiir [210]. Kalp yetmezliginde apelin seviyeleri gibi APJ
reseptorliniin yogunlugu da hastaligin gelisim siirecine gore farklilik gostermektedir.
Hastaligin erken donemlerinde APJ yogunlugu artarken, ilerleyen donemde
azalmaktadir [211].

Kan basincinin diizenlenmesi konusunda apelin-APJ reseptoriiniin etkileri
tartismalidir. Apelin uygulamasindan sonra ortalama kan basincinin arttigini [212] ve
diistiigiinii [199, 213] gosteren pek ¢ok caligsma bulunmaktadir. Literatiirde birbiriyle
celigkili sonuglar, arastirmacilarin farkli deneysel hayvan modelleri kullanmig
olmalar1 ve apelini uygulama tarzlarindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
seklinde yorumlanmistir. Tartismali sonuglara ragmen, aragtirmacilarin ortak bulgusu
apelinin vaskiiler etkisinin endotel biitiinliigiine bagl olmasidir [213-214].

Apelin invivo sartlarda, endotel biitiinliigiiniin korundugu durumlarda NO'i ya
da prostanoid salinimimi modiile ederek endotel bagimli vazodilatasyona sebep
olmaktadir [214]. Ancak endotel disfonksiyonu varsa, apelin, diiz kas hiicrelerine
etki ederek vazokonstriktif yanit olusturmaktadir [212].

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmaya gore, hipertansif si¢anlarda gdzlenen
kardiyo vaskiiler apelin/APJ sistemindeki yetersizlik, uzun siireli yiizme egzersizi
uygulanmasi ile engellenebilir [215]. Bu veri, fiziksel egzersizin kan basinci
disiirtici  faydali etkisinin Apelinerjik sistemdeki asir1  ekspresyona bagh
olabilecegini ortaya koymustur.

Apelinerjik sistemin tam roliinii ortaya koymaya yonelik olarak transgenik
hayvanlarin  kullanmildig1 ¢esitli calismalar bulunmaktadir. ik ¢alismalarin
sonuglarina gore, APJ knockout (KO) fareler embriyonik gelisme ya da histolojik
anormallikler gostermezler [216]. Ancak sonraki ¢aligmalar bu farelerin erigkinlige
kadar kalp dokusu gelisimlerinin normal oldugu fakat yaslanma ile birlikte veya
kronik  basing yiiklemesi oldugunda kalp fonksiyonlarinin  koétiilestigini
gostermektedir. Iki hafta siiresince devamli apelin-13 infiizyonu yapilan yash
farelerde, yaslanmaya bagli kontraktilite azalisinda diizelme tespit edilmistir [217].
Ayrica bu farelerde Ang-II' ye verilen vazopressor yanitta artis gézlenmis ve apelinin
kan basinc1 regiilasyonundaki rolii 6ne siiriilmiistiir [216].

2.3.3.2. Apelinerjik Sistem, Vaskiiler Yapi, Anjiyogenez ve Neoanjiyogenez

Apelin ¢aligilan insan iletim arterlerinde [204], diren¢ damarlarinda [214] ve
venlerde [204] vazodilatasyona sebep olmaktadir. Sicanlarda i.v uygulandiginda,
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ortalama arter basincini [199-200, 213, 216], sistemik venoz tonusu [213], kardiyak
on yikil ve ard yiikii diisiirmektedir [206]. Apeline kars1 vazodilatasyon endotel
bagimhidir, ancak endoteli siyrilmis damarlarda, apeline karsi vazokonstriksiyon
yanit1 gelismektedir [204, 212]. Endotel bagimli vazodilatasyon biiylik ¢ogunlukla
nitrik okside bagimli yolaklar aracihigi ile gerceklesmektedir. In vitro sartlarda,
apelin endoteliyal NO sentazin transkripsiyonunu [218] ve fosforilasyonunu [216]
stimule etmekte, plazma nitrit nitrat konsantrasyonlarini artirmaktadir [199]. Ayrica
NO sentazin inhibisyonu, apeline verilen vazodilatdr yanitlar1 azaltmaktadir [214].

Apelin anjiyogenezin Onemli bir regiilatoriidiir. Yiiksek seviyede APJ
ekspresyonu ilk Oonce embriyonik damarlarin endotelinde [193], sonra retinal
damarlarin endotel tabakasinda [219] ve matrigel plaklarinda gozlenmistir [220].
APJ ekspresyonu retinal damarlar olusurken artmakta, damarlar stabil hale geldikten
sonra azalmaktadir [219]. Apelin giicli anjiyogenik bir faktordiir. Kidoya ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismanin sonuglarina gére, APJ anjiyogenez siiresince kan
damari ¢capini regiile etmektedir [221].

2.3.3.3. Apelinerjik sistem ve Iskemi-Reperfiizyon

Adipoz doku enerji deposu olmasinin yani sira, giinlimiizde endokrin organ
olarak tamimlanmistir. Adipoz dokudan salinan peptitler, adipokinler olarak
isimlendirilmekte, otokrin, parakrin veya endokrin etkiler ile pek ¢ok biyolojik
fonksiyonu degistirmektedirler. Bu peptidler TNF-a, plazminojen aktivator
inhibitori (PAI), IL-6, apelin ve visfatin olarak siralanabilir [222].

Iskemi-reperfiizyon sonucu olusan hasarin azaltilmasi 6zelikle kardiyak
iskemi sonrasinda hastalarin toparlanmasi ve sag kalimlari agisindan 6nemlidir. Bu
durum reperfiizyon hasar ile iligkili kurtarici kinaz yolaginin (RISK pathway)
aktivasyonuna baglidir. Sag kalim kinazlar1 olan Akt/Protein Kinaz B (PI3K-Akt) ve
p44/42 MAPK yolaklarinin aktivasyonu ile MPTP inhibisyonunu igeren RISK
yolaklar1 beyaz adipoz dokudan salinan peptitler olan adipokinler tarafindan aktive
edilebilmektedir [223].

Olgun adipositler tarafindan tiretilen ve sekrete edilen adipokinlere dahil olan
apelin peptidinin, RISK yolag1 bilesenlerinden olan P44/42 ve PI3K/Akt yolaklar1 ile
ve p70S6 kinaz1 aktive ettigi gosterilmistir [198]. Iskemi reperfiizyon ya da hipoksi-
yeniden  oksijenlenme  sonrasinda  kardiyak = miyositlerde  apelin/APJ
ekspresyonlarinin arttigi rapor edilmis, yiiksek doz isoproterenol ile olusturulmus
miyokard hasarinin apelin uygulamasi ile hafifledigi gosterilmistir [224].

Endoplazmik retikulum (ER) stresinin iskemi reperfiizyon siiresince arttig1 ve
apopitozisi indiikledigi i¢in iskemi reperfiizyon hasar1 olusumuna katkida bulundugu
bilinmektedir [225]. ER stresinin indiikledigi apopitozisin azaltilmasinin kalbi iskemi
reperflizyon hasarina karsi korudugu bilinmektedir. Apelin uygulamasini takiben
PI3K/Akt, eNOS, AMPK ve ERK aktivasyonu sonucu ER stresinin indiikledigi
apopitozisin azaldigi, boylece kalbin iskemi reperfiizyona kars1 korundugu rapor
edilmistir [226].
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2.3.3.4. Apelinerjik Sistem ve Bobrek

Bobrek ve kardiyovaskiiler hastaliklar birbirleri ile iliskili, 6liimciil, yiiksek
epidemiye sahip patolojiler olmalarina ragmen, renal Apelinerjik sistem ve bobrek
metabolizmasinda apelinin rolii detayl: sekilde arastirilmamastir.

Malyszko ve arkadaslari, diyaliz hastalarinda apelin-36 seviyesini diisiik
bulmuglardir [227]. Bu hastalarda apelin seviyeleri diisiik olmasina ragmen koroner
arter hastaligi (Coroner Artery Disease, CAD) gozlenmistir. Daha sonra aym
arastirma ekibi, CAD tanis1 alan ve bobrek nakli olan hastalarda apelin seviyesinin
anlaml azaldigimi gostermislerdir. Apelin seviyesindeki bu diislisiin CAD varligi,
endotel hasar1 ya da inflamasyon sebebiyle olabilecegi ongoriilmiistiir [228].

Saglikli hayvanlara apelin uygulandiginda, Ang-II'ye bagli olarak
vazokonstriksiyon gozlenen efferent ve afferent renal arteriollerin damar ¢aplarinda
artis gozlenmistir. Endoteldeki APJ reseptoriiniin aktivasyonu eNOS' un serin 1177
bolgesinden fosforilasyonuna sebep olur, NO salimimi ile birlikte ve Ang-II'nin
indiikledigi hiicre igi Ca™ artis1 inhibe edilir [229]. Bu sonuglar, apelinin pre-
postglomerular mikrovaskiiler yatakta renal hemodinamikleri regiile eden etkileri
oldugunu gostermektedir [230].

2.3.3.5. Apelinerjik Sistem, Diyabet, Obezite ve Besin Alimi

Adiposit kokenli hormonlar ve adipokinler (leptin, adiponektin ve resistin)
yag depolama, gelisim, metabolizma, yeme davranisi gibi olaylarin fizyolojik
regiilasyonu ve tip-2 diyabet, hipertansiyon gibi obezite ile iligkili hastaliklarda
onemli oldugu gosterilmistir [222].

Sorhede Winzell ve arkadaslari, APJ reseptoriiniin pankreatik adaciklarda
eksprese oldugunu ve apelin-36 uygulamasinin glukozun uyardigi insiilin salinimini
inhibe ettigini invivo ve in vitro sartlarda gostererek, pankreatik adaciklarin apelin
i¢in bir hedef oldugunu ortaya koymuslardir [231]. Bununla beraber apelinin insanda
[232], farede ve sicanda [191, 201] adipositlerde eksprese oldugu gosterilmistir.

Boucher ve arkadaslari, apelin ekspresyonunun aglikta giiclii sekilde
azaldigini, yeniden beslenme ile apelin miktarindaki azalmanin normal seviyeye
ulastigini, ekspresyon diizeyinin beslenme durumuna ek olarak, ayni zamanda
insiilinin adipositler iistiine olan dogrudan etkisi ile de degistigini gostermislerdir
[232].

Apelin ekspresyonunun direk insiilin tarafindan regiilasyonu PI3K, PKC ve
MAPK aktivasyonu ile modiile edilmektedir [232]. Hiperinsiilinemiye bagli deneysel
obezite modeli uygulanmis farelerde ve hiperinsiilineminin indiikledigi obezite tanisi
almis hastalarda, yag hiicreleri incelendiginde, apelin ekspresyonunda asir1 artis ve
plazma apelin seviyelerinde yiikselme gozlenmistir. Hipoinsiilinemik, streptozotocin
tedavisi uygulanan farelerde, insiilin eksikligi, adipositlerde apelin ekspresyonu
azalmasi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Normal ve obez farelere 14 giin boyunca
intraperitoneal apelin uygulamasi yapildiginda, farelerde besin alimi etkilenmezken,
viicut yag kitlesinde azalma, insiilin, leptin ve trigliserit seviyelerinde azalma,
adiponektin seviyelerinde ve uncoupling protein ekspresyonunda artma gdzlenmistir
[233].
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Apelinin  diyabetik  kardiyomiyopatide, kardiyovaskiiler fonksiyonun
regiilasyonunda rol aliyor olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Ciinkii diyabetik farelere
apelin tedavisi uygulandiginda, asetilkoline verilen PI3K/Akt/eNOS yolag1 aracili
vazodilatér yanitta artis gozlenmistir [234]. Bu sonuglara gore, insiilinin
adipositlerdeki apelin yapimii regiile ettigi, obezite ile iligkili ¢esitli insiilin
duyarliligi durumlar ile potansiyel baglantisindan yola ¢ikilarak apelinin endokrin
adipokin oldugu ortaya konmaktadir [232, 235].

2.3.3.6. Apelinerjik Sistem, Merkezi Sinir Sistemi ve Viicut S1ivi Homeostazisi

Apelinerjik sistem, merkezi sinir sisteminin arjinin vazopressin (AVP)
sentezi ve salinimi ile iliskili temel alanlarinin yani sira hipotalamusun magnoseliiler
ndronlari, sitkumventrikuler alanlar ve hipofiz bezi gibi igme davranisinin kontrolii
ile iliskili yapilarda eksprese olmaktadir [236-237].

Apelin ve APJ reseptorii beyinde genis yayilim gdstermekte, viicut sivi
homeostazisi ile ilgili alanlar olan supraoptik niikleus ve paraventrikiiler niikleusta
fazla miktarda bulunmaktadirlar [192, 194, 196]. Bu bdlgede apelin sentezi ve
sekresyonunun vazopressin tarafindan regiile edildigi gosterilmistir. Bundan baska,
beyinde apelin ve APJ reseptorii ile angiotensinojenin biiyiikk oranda beraber
bulunmasi apelinerjik sistemin sivi homeostazisindeki olasi fonksiyonel roliiniin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. APJ knockout farelerin anlamli derecede daha
az su ictikleri ve yabanil tip farelere gore idrar1 konsantre etme yeteneklerinin daha
az oldugu saptanmustir [238]. Bu bulgu APJ reseptoriiniin su alimi ve sivi tutma
mekanizmalarindaki fizyolojik roliinii ortaya koymustur.

Apelin ve APJ reseptdriiniin paraventrikiiler niikleusta bulunmasi apelinerjik
sistemin strese karsi olusturulan endokrin yanit ile iligkili olabileceginin gdstergesidir
[192]. Takip eden g¢alismalarda, apelinin CRH ve AVP salinimini1 uyardigi, akut ve
kronik stresi takiben siganlarin paraventrikiiler niikleuslarinda APJ reseptor
ekspresyonun arttig1 gosterilmistir [ 194].

2.3.3.7. Apelinerjik Sistem ve immiin Sistem

Kandaki mononiikleer fagositlerin uyarilmalarini takiben APJ reseptoriinii
eksprese etmeleri, apelinin aktif T lenfositlerde 6nemli etkisi olabilecegini ortaya
koymustur [239-240]. CD3 ile aktive edilmis fare dalak hiicrelerine apelin-36
uygulandiginda sitokin yapiminin etkilendigi gozlenmistir [196]. APJ reseptoriiniin
de iglerinde bulundugu pek ¢ok GPCR tiirli, HIV enfeksiyonu i¢in olasi yardimei
reseptor olarak tanimlanmistir. APJ reseptorii ekspresyonunun NT2N insan beyin
hiicrelerinde, T hiicrelerinde ve CD4 pozitif hiicrelerde saptanmig olmasi, APJ
reseptOriinlin yardimci reseptor fonksiyonu olabilecegini akla getirmistir [239, 241].
Apelin AJP reseptoriine baglandiginda, HIV’in CD4 ve APJ reseptoriinii beraber
eksprese eden insan hiicre hattina girisi bloke olmaktadir [242]. Blokajin derecesi,
peptidin molekiiler agirligi ile negatif korelasyon gostermektedir [242-243].

2.3.3.8. Apelinerjik Sistem ve Gastrointestinal Sistem

Apelin ilk olarak mide ekstraktindan izole edilmis [186] ve en yiiksek oranda
eksprese oldugu bolge midenin fundus bolgesi olarak belirlenmistir [244]. Histolojik
caligmalar apelinin midede degisik hiicre tiplerinde yapildigini ortaya koymustur.
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Apelin pozitif hiicreler daha ¢ok midenin glandular epitel hiicrelerinde bulunmakla
birlikte, boyanan bazi hiicrelerin enteroendokrin hiicresi olabilecegi rapor edilmistir
[244]. Bu sebeple, apelin lokalizasyonunun fizyolojik rolii hakkinda ipucu
olabilecegi diislinlilerek pek c¢ok arastirmact gastrointestinal sistem iistiine
odaklanmustir.

Apelinin reseptoriine baglanmasit sonucu endotel hiicre proliferasyonunu
uyardigi, hiicre i¢i Ca™ sinyal yolagim kullanmadan, MAPK yolag: aktivasyonu
araciligi ile enteroendokrin hiicre hattindan kolesistokinin sekresyonunu destekledigi
gosterilmistir [244]. APJ reseptoriiniin merkezi sinir sisteminde besin alimi ile ilgili
alanlarda tespit edilmis olmasi, apelin peptidleri ve istah iliskisinin yeni bir arastirma
konusu  olarak  belirlenmesine sebep olmustur. [lk  calismalarda
intraserebroventrikiiler (icv) olarak [Pyrl]-Apelin-13 uygulandiginda besin aliminda
artis gozlenmis [245], bir baska arastirmact grubunun caligmasina gore intravenodz
apelin-13 uygulamasi besin alimina etkisiz, a¢ ve tok siganlarda apelin-13'iin icv
uygulanmasi besin aliminda azalmaya sebep olmustur [246].

Apelinerjik sistem sadece gastrointestinal sistem fizyolojisi ile ilgili degil,
ayni zamanda inflamatuvar siirecle karakterize olan bazi gastrointestinal hastaliklarla
da iligkilidir. Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBD)’ndan muzdarip hastalarinin kolon
epitelinde apelin immiin boyamasinin arttig1 tespit edilmistir [247]. Aym1 arastirma
grubu bir sonraki ¢alismalarinda, hipoksi ve inflamasyonun apelin ekspresyonunda
artisa sebep oldugunu, muhtemelen hipoksi ile indiiklenen faktorlerin artisi ile hiicre
proliferasyonunu uyardigini gostermislerdir.

Apelin-apelin reseptor kompleksinin gastrointestinal sistemde hipoksi ve
inflamasyon ile indiiklendigi gosterilmistir [24-25]. Cox ve arkadaglart Apelin
peptidinin, bir transkripsiyon faktorii olan HIF-1’in hedef geni oldugunu, hipoksik
kosullarda HIF-lo’nin  Apelin geninin ilk intronuna baglanarak Apelin
ekspresyonunu artirdigini gostermislerdir [248]. HIF-1a aktivitesi, hipoksi disinda
normoksik kosullarda interferon-1beta (IFN-1B) ve TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinler tarafindan artirilmaktadir. Song ve ark.’nin ¢alismasinda ise proinflamatuar
sitokinlerden IL-6 ve IFN-y’nin enterik Apelin ekspresyonunu aktive ettigi, bu
aktivasyonun Jak/Stat sinyal yolu aracili Apelin’in promoter aktivitesinin artigi ile
gerceklestigi gosterilmektedir [24]. Daviaud ve ark.’nin ¢alismasi da TNF-o’nin
insanda ve farede adipoz dokuda Apelin ekspresyonunu artirdigini gostermektedir
[26]. Bu veriler, hipoksi ile birlikte inflamatuar uyaranlarin etkisi ile de Apelin
ekspresyonunun arttiginin kanitidir.

Apelin ve reseptoriiniin ekspresyonlarinin gastrointestinal sistemde hipoksi ve
inflamasyon ile indiiklendigi gosterilmistir. Hipoksi ve IFN-1B, TNF-o gibi pro-
inflamatuar sitokinler HIF-1a aktivitesini, HIF-1a’nin da Apelin yapimint artirdigi
gosterilmistir. HIF-1o’nin aktivasyonuna bagli olarak ekspresyonu artan Apelin bir
yandan vazodilatator etkili NO yapimini artirirken, bir yandan da vaskiiler endotel
hiicrelerinde proliferasyon yaparak anjiyogeneze yol agmaktadir. NO vazodilatator
etkisine ek olarak, HO-1 yolaginda yer alan Nrf-2 nin niikleusa translokasyonunu ve
transkripsiyonel aktivitesini artirarak gastrointestinal sistemde koruma ve tamir
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mekanizmalarinda rol alan trefoil faktor familyasina ait genleri uyararak trefoil
faktorlerin olusumunu saglamaktadir. Hipoksik kosullarda veya proinflamatuar
sitokinlerin etkisi ile aktivitesi artan HIF-lo’nin mide mukoza biitiinliigliniin
saglanmasindan ve korunmasindan sorumlu ayrica vazodilatator etkiye sahip PGE,
tarafindan stabilizasyonunun, niikleer translokasyonunun uyarildigi, aktivitesinin
artirlldigl gosterilmistir.

Apelin’in, anjiyogenezi hem invivo hem invitro sartlarda olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir [20]. Hipoksi veya hipoksiden bagimsiz yol olarak
tanimlanan inflamatuar uyaranlar etkisi ile ekspresyonu indiiklenen Apelin peptidinin
endoteliyal hiicre proliferasyonunu uyardig1 ve rejeneratif anjiyogenezde rolii oldugu
bilinmesine ragmen Apelin’in I/R’a bagli olarak mide mukozasinda meydana gelen
degisimlerdeki rolii ile ilgili literatiirde bilgi bulunmamaktadir.

2.4. Hipotez
Apelinin mide mukozasinda I/R'a bagli hasar olusumu ve iyilesme mekanizmalarinda
rolii vardir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuarlari,
Deney Hayvanlar1 Unitesi ve Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuarlari’nda gergeklestirilen ¢alismamizda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Unitesi'nden temin edilen eriskin, erkek 250-300 g agirliginda
235 adet Wistar sigan kullanilmistir. Siganlar tel kafeslerde standart laboratuar yemi
ve musluk suyu ile beslenmis, deneye baslamadan dnce her sigan tartilarak, canli
agirhigi kaydedilmistir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii

Siganlar biitiin gruplarda 18 saatlik aglik periyodundan sonra deneye
alimmustir. Bu siire i¢inde su alimi serbest birakilmistir. Calismamizda, apelin etkisini
ortadan kaldirmak i¢in apelin reseptor antagonisti (F13A) kullanilmistir. Apelin’in
mide iilseri olusumundaki roliinlin belirlenmesi i¢in FI3A I/R’den hemen once,
apelinin mide iilserinin iyilesmesindeki roliiniin belirlenmesi i¢in antagonist I/R’den
hemen sonra intravendz (i.v.) olarak kuyruk veninden uygulanmuistir.

Daha onceki ¢aligmamizda, F13A'nin 15 pg/kg/giin, 75 pg/kg/giin ve 150
ng/kg/glin dozlarinin mide lezyon indeksi ve mide mukozal kan akimi {izerine olan
etkileri belirlenmis etkin F13A dozunun 150 pg/kg/giin olduguna saptanmis,
calismamizda 150 pg/kg/glin F13A dozu kullanilmistir.

3.1.1. Deney gruplar
Her gruptaki 6 denek immunohistokimyasal parametreler i¢in, 12 denek ise
kalan parametreler i¢in kullanilmigtir. Denekler normal yem ve su ile beslenmistir.

1) Kontrol Grubu (n=18): Hayvanlar xylazine-ketamine (10 mg/kg xylazine+ 90
mg/kg ketamine, i.p) anestezisi altinda iken, orta hat kesisi ile mideleri agiga
c¢ikarilarak, mukozal kan akimlar1 6l¢iilmiistiir.

2) Sham Grubu (n=10): Bu gruptaki hayvanlara kuyruk veni aracilig ile fizyolojik
serum uygulanmistir. Hayvanlar anestezi altinda iken, herhangi bir islem yapilmadan
orta hat kesisi ile ¢oliak arter agiga ¢ikarilmis ve mukozal kan akimlari 6l¢iilmiistiir.

3) Iskemi-Reperfiizyon Grubu (n=90): Bu gruptaki 90 deney hayvani kendi i¢inde
5 ayr1 gruba ayrilmistir.

I/R uygulamasindan hemen sonra feda edilen grup (n=18)

I/R uygulamasindan sonra 24. saatte feda edilen grup (n=18)

I/R uygulamasindan sonra 72. saatte feda edilen grup (n=18)

I/R uygulamasindan sonra 120. saatte feda edilen grup (n=18)

I/R uygulamasindan sonra 240. saatte feda feda edilen grup (n=18)

PROFTS
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Hayvanlar anestezi altinda iken c¢oliak arterin klemple kapatilmasi ile 30 dk
iskemi ve klemp alindiktan sonra 3 saat reperfiizyon uygulanmistir. I/R uygulamasi
sonunda, hayvanlara kuyruk veninden i.v. olarak fizyolojik serum verilmistir. A
grubu hayvanlarin I/R uygulamasindan hemen sonra, b grubu hayvanlarin I/R
uygulamasindan 24 saat sonra, ¢ grubu hayvanlarin I/R uygulamasindan 72 saat
sonra, d grubu hayvanlarin I/R uygulamasindan 120 saat sonra ve e grubu
hayvanlarin I/R uygulamasindan 240 saat sonra, anestezi altinda iken mukozal kan
akimlar1 6l¢iilmiistiir.

4) F13A + Iskemi-Reperfiizyon Grubu (n=18): Bu gruptaki hayvanlara I/R
uygulamasindan hemen once 150 pg/kg/giin dozda F13A fizyolojik serum iginde
hazirlanarak kuyruk veninden i.v. olarak verilmistir. /R uygulamasindan hemen
sonra anestezi altinda hayvanlarin mukozal kan akimlar1 6l¢tilmiistiir.

5) iskemi-Reperfiizyon + F13A Grubu (n=72): Bu gruptaki deney hayvanlar 4
ayri alt gruba ayrilmistir.

a. I/R + F13A uygulanan ve 24. saatte feda edilen grup (n=18)
b. I/R + F13A uygulanan ve 72. saatte feda edilen grup (n=18)
c. /R + F13A uygulanan ve 120. saatte feda edilen grup (n=18)
d. I/R + F13A uygulanan ve 240. saatte feda edilen grup (n=18)

Hayvanlar anestezi altinda iken I/R uygulanmistir. I/R uygulamasi sonunda
hayvanlara 150 pg/kg/giin dozda F13A verilmistir. A grubu hayvanlarin, /R
uygulamasindan 24 saat sonra, b grubu hayvanlarin I/R uygulamasindan 72 saat
sonra sonra, ¢ grubu hayvanlarin I/R uygulamasindan 120 saat sonra, d grubu
hayvanlarin I/R uygulamasindan 240 saat sonra anestezi altinda iken mukozal kan
akimlar ol¢iilmiistiir.

Biitiin gruplarda; kan akimi 6lglilen hayvanlar abdominal aortlarindan kan
almarak feda edildikten sonra mideleri, buzda bekletilen fizyolojik serum igine
alinmistir. Disan ¢ikarilan midenin lezyon indeksi tesbit edildikten sonra fizyolojik
serum ile yikanarak uygun biiyiikliikte parcalara ayrilmistir. EDTA’ll tiipe alinan
kandan plazma ayrilarak doku ve plazma numuneleri analiz yapilincaya kadar -80°C
de saklanmustir.

3.2. Parametrelerin Tayini

3.2.1. Mide Mukozal Kan Akim Ol¢iimii
Mukozal kan akimi 6l¢iimii i¢in Lazer Doppler Akimolgeri (LDF 100C,
Model TSD145, Biopac) kullanilmistir [249].

Prensip: LDF’nin temel prensibi; dokuya gonderilen monokromatik lazer
1sinlarinin dokudan yansidiktan sonra toplanan boliimiine ait spektrum degisimlerinin
analiz edilmesidir. Akimolcerde yer alan optik fiberlerden biri 635 nm dalga
boyundaki lazer 1518311 dokuya gonderir ve hareketli kan hiicreleri tarafindan geri
sacilan 1sinlar alict fiber tarafindan toplanir. Dalga boyundaki degisimin biiyiikligi
ve frekans dagilimi hareketli hiicrelerin hizinin degerlendirilmesini saglar.
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Yontem: Hayvanlar xylazine-ketamine anestezisi altinda iken, orta hat kesisi
ile mideleri agiga ¢ikarilmistir. Biiyiik kurvatiir boyunca kesilen mide, mukozal kan
akiminmi Olgmek i¢in fizyolojik serum ile yikanmistir. Kan akimi Ol¢limiiniin,
hayvanin solunum hateketlerinden etkilenmemesi amaci ile mide 6zel bir aparata
yerlestirilmistir. Lazer doppler probu bir mikromanipiilator araciligr ile sabit hale
getirilmis ve mide mukoza yiizeyine 0,5 mm uzaklikta konumlandirilmistir. Optik
prob ile oksintik mukoza lizerindeki dort farkli noktadan I'er dakikalik kayit
alimmistir. MP100 software programi ile voltaj sinyali olarak alinan kayitlarin
ortalamas1 bir hayvan i¢in kan akim hizi degeri olarak belirlenmistir. Sonuglar kan
perfiizyon {initesi (BPU) olarak ifade edilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Lazer doppler akimdlger sistemi, optik prob ile mide mukozal kan akim1 kaydinin alinmast.

3.2.2. Lezyon Indeksinin Tayini

Yontem: Kan akimi Olciildiikten sonra deneklerin mideleri c¢ikarilmastir.
Mideler biiyiik kurvatur boyunca agilmis ve mukoza yiizeyi liste gelecek sekilde
dondurulmus parafin iizerine tespit edilmis ve doku iizerini kaplayacak sekilde soguk
serum fizyolojik ilave edilmistir. Mukoza yiizeyinin fotografi alinarak bilgisayara
aktarilmistir. "Spot Advanced Analiz Program1” kullanilarak mukozal lezyon alanlar
(smirlan belirgin hemorajik alanlar) Sl¢iilmiistir. Lezyon indeksi mm? olarak ifade
edilmistir [250].

3.2.3. Mide lezyonlarinin histolojik olarak degerlendirilmesi

Prensip: Mide lezyonlarinin histolojik olarak incelenmesi, standart doku
takibi sonrasinda alinan kesitlerin hematoksilen-eozin boyasi ile goriiniir hale
getirilmesi ve 151k mikroskobu ile incelenmesi esasina dayanmaktadir.

Yontem: Her bir deney grubuna ait 6 adet sican immiinohistokimyasal
degerlendirmeler i¢in sakrifiye edilmis ve midelere rutin doku takibi yapilmistir.
Sakrifikasyonun hemen ardindan alinan mideler %4’liik formalin icerisinde yaklasik
25 saat fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi dokular yaklasik 3 saat boyunca musluk
suyunda yikanmistir. Daha sonra sirasiyla %70, 80 ve 90’lik etanol serilerinde 24
saat boyunca tutulmustur. %100’liikk etanolde 4 saat tutulduktan sonra ksilol
igerisinde yaklasik 6 dakika seffaflastirma islemi gergeklestirilmistir. Seffaflastirilan
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dokular 3 saat boyunca 56°C’lik etiivde bulunan parafin igerisinde birakildiktan
sonra parafin iceren kaliplara konmus ve oda sicakliginda parafinin donmasi
saglanmistir. Parafine gomiilii mideler tahta kaliplar {izerine yapistirilarak bloklar
hazirlanmistir. Bloklar mikrotoma yerlestirilerek 5 mikrometre kalinliginda alinan
kesitlerin su banyosuna konulup diizlesmesi saglandiktan sonra siiperfrost lamlar
tizerine aktarilmistir. Kesitler gece boyunca oda 1sisinda kurutulmustur.
Hematoksilen eozin boyasi ile yapilan boyama isleminden sonra 50X, 100X ve 200X
biiyiitme ile 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.2.4. Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Tayini

Prensip: Unite enzim aktivitesi, 1dk da olusan iiriin miktar1 ile ifade
edilmektedir. Tetrametilbenzidin, miyeloperoksidaz enzimi ve H,O,’nin bulundugu
ortamda oksitlenir. Oksidasyon {iriinii olarak mavi renkli bilesik olusur. Yontem,
mavi renkli bilesigin neden oldugu absorbans degisiminin 1 dk siiresince 655 nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi esasina dayanir [3].

Reaktifler ve kimyasallar:
1. Fosfat tamponu: 50 mM phospate buffer saline (PBS, invitrogen-00-3002),
1 N hydrochloric acid (HCI, Merck-101834) ile pH: 6.0’ya ayarlanir.

2. Homojenizasyon tamponu: %] oraninda hexadecyltrimethyl ammonium
bromide (HTAB, Sigma, H-5882) icerir ve 50 mM PBS ile hazirlanir.

3. Reaksiyon tamponlar:

* 1 mM hydrogen peroxide (H,O,, Sigma-H10009)

* 20 mM tetrametilbenzidin soliisyonu (tetramethylbenzidine, Sigma, T-

2885-1G ve Dimetilformamid, (Dimethylformamide, Applichem A-3676) ile

hazirlanir.)

* 80 mM sodium phosphate (NaH,POj,, Sigma S-9638)

Yontem: 1 g doku/10 mL olacak sekilde homojenizasyon tamponu igine
konulan mide dokusu homojenize edilmis, (Pro 200, Pro Scientific Inc.Oxford CT,
USA.) ardindan 30 saniye buz icinde sonikasyon yapilmistir (Bandelin Sonopuls,
UW 2070). Elde edilen homojenatlar, analiz yapilincaya kadar -80°C’de
saklanmigtir. Analiz Oncesinde homojenat 15.000 rpm’de, 4°C’de 5 dk santrifiij
edilmis, alman siipernatanin protein miktari, protein kiti (Pearce-comasie plus-
23236) ile belirlendikten sonra, 50 pl alinarak ve tizerine 790 pl, 80 mM NaH;POy,
100 pl, 1 mM H,0,, 60 ul, 20 mM tetrametilbenzidin soliisyonu eklenip, kiivet alt
iist edildikten sonra spektrofotometrede 655 nm’de 1 dk siiresince okunmustur.
MPO enzim aktivitesi i¢in spektrofotometrede 655 nm'de 1 dk siiresince okunan
absorbans degisimi belirlenmistir. Absorbans degisimi, {iriiniin molar absorblama
katsayisina oranlanarak enzim aktivitesi hesaplanmistir. MPO enzim aktivitesi,
hesaplanan protein degerleri ile normalize edilerek sonuglar mU/mg protein olarak
ifade edilmistir.
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3.2.5. 4-Hydroksinonenal- Malondialdehit (4HNE-MDA) Miktarinin Tayini
4HNE-MDA miktar1 lipid peroksidasyonunu dOlgen kolorimetrik kit
(OxisResearch-Bioxytech-LPO-586) kullanilarak 6l¢tilmiistiir [251].

Prensip: Bu yontem ile hiicresel hasarin, oksidatif stresin gostergesi olan
lipid peroksidasyonu 6l¢iilmektedir. Ticari kit iginde bulunan kromojenik ayirag (N-
methyl-2-phenylidole (R1)), MDA ve 4-hydroxyalkenaller ile 45°C'de reaksiyona
girer. 1 molekiill MDA ya da 4-hydroxyalkenal, 2 molekiil R1 ayiraci ile birleserek
586 nm'de maksimum absorbans veren stabil kromofor olusturur. Renkli bilesigin
586 nm'de dlgiilen absorbansi total MDA ve 4HNE miktarin1 vermektedir.

Reaktifler ve kimyasallar:

1. Homojenizasyon tamponu: 20 mM phospate buffer saline (PBS,
invitrogen-00-3002), pH:7.4

2. 0.5 M Butylated hydroxytoulene (BHT, Sigma-B1378): Acetonitrile
(Merck, 100029) ile hazirlanmistir.

Yontem: Mide dokusundan alinan mukoza 6rnekleri, 1 g doku/10 mL olacak
sekilde homojenizasyon tamponu ile homojenize edilmis, homojenat, hizlica test
tiiptine alinarak, orneklerin oksidasyonunun 6nlenmesi i¢in, 1 mL doku homojenatina
10 uL 0.5 M BHT (butylated hydroxytoluene)/acetonitrile eklenmistir. 3000 g’de
4°C’de 10 dk santrifiij edildikten sonra ayrilan silipernatan ependorf tiipiine
alinmistir. 600 pL supernatan iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ticari kit
prosediiriine uygun olarak o6nce 650 pL RI1 ajam ile muamele edilmis,
vortekslendikten sonra 150 pL R2 ajanmi ilave edilmistir. Karigim 45° C de 60 dk
inkiibe edildikten sonra 15.000 g’de 10 dk santrifiij edilmis, temiz supernatan elde
edilmistir. Elde edilen supernatan 586 nm’de okunmustur. 586 nm’de 4HNE-
MDA’nin artan konsantrasyonlarinin absorbanslar1 okunarak, 4HNE-MDA standart
grafigi elde edilmistir. Numunelerin 4HNE-MDA igerigi standart grafige gore
hesaplanmistir. Sonuglar protein degerleri ile normalize edilerek, 4HNE-MDA
miktar1 uM/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.2.6. Nitrit/Nitrat (NOx)Tayini
Toplam nitrit (NO;") ve nitrat (NOs’) miktar1 (NOx) Griess metodunu esas
alan ticari kolorimetrik kit (Cayman 780001) aracilig1 ile 6l¢iilmiistiir [178].

Prensip: Dokuda bulunan total nitrik oksit (NO) miktari, in vivo son iirlinleri
NO;ve NO;3  miktarmin toplami olarak ifade edilmektedir. Nitrit ve nitrat oranlari
degiskendir ve mutlak 6l¢iimleri miimkiin degildir. Bu nedenle total NO iiretimi
NO; ve NO;~ miktarlarinin toplami olarak ifade edilmektedir. NO o6l¢iimii i¢in
kullanilan kit iki agamali bir yontemle total nitrit/nitrat kosantrasyonunu 6l¢mektedir.
[k basamakta nitrat rediiktaz enzimi ile NO3", NO,’e doniistiiriiliir. Ikinci basamakta
ise ortama eklenen Griess reaktifleri NO,’i koyu mor renkli bir azot bilesenine
cevirir. Renkli bilesenin 540 nm’de Olgiilen absorbansi total NO,  miktarini
vermektedir.
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Reaktifler ve kimyasallar:
1) Homojenizasyon tamponu: 10 mM phospate buffer saline (PBS, invitrogen-
00-3002) pH:7,4

Yontem: 1g doku/10 mL olacak sekilde fosfat tamponu i¢ine konulan mide
dokusu buz icinde homojenize edilmistir (Pro 200, Pro Scientific Inc.Oxford CT,
USA.). Homojenatlar 10.000 g'de 20 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen
stipernatanlar 30 kDa’luk, ultrasantrifiij i¢in uygun filtreler kullanilarak 100.000 g’de
1 saat daha santrifiij edilmistir. NOs;™nin bilinen konsantrasyonlarinin 540 nm'deki
absorbans degerleri kullanilarak nitrit standart grafigi elde edilmistir. Filtre edilen
ornekler ile diliisyon c¢alismast yapilarak, numunelerin standartlara ait
konsantrasyon-absorbans grafiginin simirlar1 i¢inde oldugu dogrulandiktan sonra
plate’e alinarak nitrat rediiktaz enzimiyle oda 1sisinda 3 saat inkiibasyona
birakilmigtir. 3 saat sonunda plate’e Griess reaktifleri eklenmis ve 10 dk oda 1sisinda
bekletildikten sonra 540 nm’de spektrofotometrik olarak okunmustur. Numunelerin
NO; igerigi standart grafigine gore hesaplanmistir. Sonuglar protein degerleri ile
normalize edilerek NOx miktar1 pM/g protein olarak ifade edilmistir.

3.2.7. Prostaglandin E, (PGE;)Miktarimin Tayini
PGE; miktar1 spesifik enzim immiinoassay (EIA) kiti (Cayman 514010)
kullanilarak olgtilmustir [3].

Prensip: Bu yontem, sinirli miktarda PGE, antikoru i¢in numunedeki PGE,
ve PGE;-asetilkolinesteraz (AChe) konjugatinin (PGE, tracer) yarigmasi esasina
dayanir. Numunedeki PGE; ve PGE, traceri, spesifik monoklonal PGE, antikoru ile
yarigmact olarak eslesir. PGE, tracer miktar1 sabit tutularak numunedeki PGE,
miktarina yaklagim yapilmaktadir. Eslesen antikor-PGE, kompleksi kuyucuklardaki
poliklonal anti-mouse IgG'ye baglanir. Yikamalar ile baglanmayan kompleksler
uzaklagtirilir. Ortama AChe substratini igeren Ellman's ayiraci eklendiginde sar1 renk
olusur. Kuyucukta olusan sari rengin 405 nm'de Olgililen absorbansi, kuyucuga
baglanan PGE, tracer miktarini verir, dolayl olarak numunedeki PGE, miktarinin da
gostergesidir. Renk yogunlugu numunedeki PGE; konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Reaktifler ve kimyasallar:

1. Homojenizasyon tamponu: 0.1 M phospate buffer saline (PBS,
invitrogen-00-3002), pH:7.4, 1 mM ethylenediamine-tetraacetic acid
(EDTA, Sigma EDS-100), 10 uM indomethacin (Sigma-17378).

Yontem: 250 mg /mL olacak sekilde homojenizasyon tamponu i¢ine konulan
mide mukoza kazintis1 buz iginde homojenize edilmistir (Pro 200, Pro Scientific
Inc.Oxford CT, USA). Homojenatlar 8.000 g'de 10 dk santrifiij edilerek siipernatan
elde edilmistir. Siipernatanlarin protein Ol¢limii yapilmistir. PGE;'nin bilinen
konsantrasyonlarinin 450 nm'deki absorbans degerleri kullanilarak PGE, standart
grafigi elde edilmistir. Numuneler ile dilusyon ¢aligmasi yapilarak, numunelerin
standartlara ait konsantrasyon-absorbans grafiginin smirlar1 icinde oldugu
dogrulandiktan sonra numuneler kite uygulanmistir. Numunelerin PGE, igerigi
standart grafigine gore hesaplanmistir. Sonuglar protein degerleri ile normalize
edilerek PGE, miktar1 pg/mg protein olarak ifade edilmistir.
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3.2.8. Tiimor Nekrozis Faktor-o (TNF-o) Miktarimin Tayini
TNF-a miktar1 spesifik solid phase Enzyme Linked-Immuno Sorbent Assay
(ELISA) kiti (Diaclone-865.000.192) kullanilarak 6l¢iilmiistiir [178].

Prensip: Bu yontem numunedeki TNF-a miktarinin spesifik antikorlar
aracilig ile saptanmasi esasina dayanir. Ticari kit ile sunulan plate sigana spesifik
poliklonal TNF-a antikoru ile kaplidir. Numune kuyucuklara uygulandiginda
numunede bulunan TNF-o antijeni kuyucuklardaki spesifik poliklonal TNF-a
antikoruna baglanir. TNF-a'ya spesifik biyotinli poliklonal deteksiyon antikoru
ortama ilave edildiginde, numunedeki TNF- o antijenine baglanir. inkiibasyon siiresi
sonunda yikama islemi ile baglanmamis igerik uzaklastirilir. Enzim bagl sekonder
antikor ortama ilave edildiginde (streptavidin-HRP), sekonder antikor deteksiyon
antikoruna baglanir. Son olarak ortama sekonder antikora spesifik substrat
eklendiginde (TMB), substrat sekonder antikora bagli enzim ile reaksiyona girerek
renkli bilesige doniisiir. Renkli bilesigin 450 nm'de 6lgiilen absorbansi, numunedeki
TNF-o miktarinin ~ gostergesidir.  Renk  yogunlugu numunedeki TNF-a
konsantrasyonu ile orantilidir.

Reaktifler ve kimyasallar:

1. Homojenizasyon tamponu: 10 mM Tris HCI (Sigma,T5941) pH: 7.5

Yontem: Mide dokular1 1 g/mL olacak sekilde homojenizasyon tamponunda
(10 mM Tris Cl pH: 7,5) homojenize edilmistir. Homojenatlar 15.000 g'de 20 dk.
santrifiij edilerek siipernatan ayrilmis ve protein miktar1 belirlenmistir. Uretici
firmanin talimatlart dogrultusunda standart g¢aligmast yapilmis, konsantrasyonu
bilinen TNF-a standartlarin verdigi absorbans degerleri ile standart grafigi elde
edilmistir. Numuneler ile dilusyon ¢alismasi yapilarak, numunelerin standartlara ait
konsantrasyon-absorbans grafiginin sinirlar1 i¢inde oldugu dogrulanmis, numuneler
plate'e uygulanmistir. Numunelerin TNF-a igerigi standart grafigine gore
hesaplanmistir. Sonuglar protein degerleri ile normalize edilerek TNF-o miktari
pg/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.2.9. Mide dokusundaki Niikleer Faktor Eritroid-2 ile iliskili Faktor 2 (Nrf-2),
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) immunoreaktivitesinin
immunohistokimyasal yontemle Tayini

Prensip: Numunedeki ilgili proteinin immunoreaktivitesinin belirlenmesi, bu
proteine spesifik antikor ile protein deteksiyonu esasina dayanmaktadir. Standart
doku takibi sonrasinda alinan kesitler proteine spesifik primer antikor ile inkiibe
edildiginde, primer antikor numunedeki spesifik antijenine baglanir ve antijen-
antikor kompleksi olusur. Ortama enzim konjuge sekonder antikor eklendiginde,
sekonder antikor, antijen-antikor kompleksine baglanir. Sekonder antikora konjuge
enzimin substrati ortama eklendiginde ise enzim kromojenden renk olusumunu
katalizleyerek antijen-antikor kompleksinin yerinin belirlenmesini saglar.

Yontem: Mide dokusu %4’lilk formalin igerisinde yaklasik 25 saat fikse
edilmistir. Fiksasyon sonrasi dokular yaklasik 3 saat boyunca c¢esme suyunda
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yikanmig, daha sonra sirastyla %70, 80 ve 90°lik etanol serilerinde 24 saat boyunca
tutulmustur. %100°liik etanolde 4 saatlik inkiibasyonun ardindan doku ksilol
icerisinde yaklasik 6 dakika tutularak seffaflastirma islemi gerceklestirilmistir.
Seffaflastirilan dokular 3 saat boyunca 56° C’lik etiivde bulunan parafin igerisinde
tutulduktan sonra, parafin igeren kaliplara konulmus ve oda sicakliginda parafinin
donmas1 saglanmigtir. Parafine gémiilii mideler tahta kaliplar tizerine yapistirilarak
bloklar hazirlanmistir. Bloklar mikrotoma yerlestirilerek 5 mikrometre kalinliginda
alinan kesitlerin su banyosuna konulup diizlesmesi saglandiktan sonra ++ (double
plus) siiperfrost 6zel lamlar {izerine aktarilmis, kesitler gece boyunca oda 1sisinda
kurultulmustur. Immiinohistokimya ydntemi uygulanmadan &nce kesitler 56 ° C’lik
etiivde bir gece bekletilmistir. Deparafinizasyon i¢in iki kere 10’ar dakika ksilol
serilerinde tutulan kesitler, 5’er dakika sirasiyla %100, 90, 80 ve 70’lik etanol
serilerinde bekletilerek dehidrate edilmistir. Daha sonra, distile suda ¢alkalanmis ve
fosfat tamponlu tuz soliisyonunda (PBS, pH 7.4) ii¢ kere 5’er dakika yikanmustir.
Kesitler, antijenik maskelemenin giderilmesi i¢in mikrodalga firinda 0.01 M’lik sitrik
asit tamponu (pH 6.0) i¢cinde 7 dakika boyunca kaynatilmigtir. Tampon 20 dakika
oda 1sisinda sogutulduktan sonra kesitler 10 dakika boyunca distile suda (dH,O)
yikanmistir. Ardindan kesitlerin ¢evresi hidrofobik kalemle ¢izilerek 3 defa 5’er
dakika PBS’te yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in kesitler
% 3’liikk hidrojen peroksit (H,0,) ile 15 dakika inkiibe edilmistir. Kesitler 3 defa 5’er
dakika PBS’te yikandiktan sonra oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan
immiinoglobulin baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile 7 dakika
muamele edilmistir. Serum uzaklastirildiktan sonra antikor diliie edici soliisyon
icerisinde hazirlanan 1:200 anti-VEGF, 1:400 anti-Nrf2 primer antikorlar1 kesitlerin
tizerini kapatacak sekilde damlatilmistir. Kontrol kesitlerine primer antikordakiyle
esit miktarda immiinoglobulin igeren fare IgG ya da tavsan serumu uygulanmistir.
Kesitler + 4°C’de nemli ortamda gece boyu inkiibe edilmis, ertesi giin PBS ile ii¢
defa 5’er dakika yikanmigtir. Daha sonra kesitler, anti-VEGF ve anti-Nrf2 antikorlari
icin biyotinle isaretlenmis 1:400 anti-tavsan sekonder antikorlar1 ile 45 dakika
muamele edilmistir. Kesitler PBS ile li¢ defa 5’er dakika yikanmistir. Ardindan
kesitler streptavidin—peroksidaz kompleksi ile 25 dakika inkiibe edilmis, tekrar PBS
ile 3 defa 5’er dakika yikanmistir. Bu islemlerden sonra kesitlere di-aminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) kromojeni uygulanmis ve 151k mikroskobu altinda her kesit
icin esit siire olacak sekilde kahverengi reaksiyon gozlenene kadar beklenmistir.
Kesitler artan (%70, 80, 90, 100) etanol serilerinden gegirildikten sonra ksilol i¢cinde
bekletilmis ve ardindan kapatma soliisyonu ile kapatilmistir. Calisilan tiim proteinler
icin her deney grubundan 6 farkli mide kesitinde immiinohistokimya yontemi
gergeklestirilmistir.

Isik mikroskopik gozlemler

Immiinohistokimya yontemi uygulanan kesitler Axioplan (Zeiss, Almanya)
151k mikroskobunda degerlendirilmistir. Tiim o©rneklerde pozitif immiinoreaktif
hiicrelerin immiinoboyanma yogunluklar1 da semikantitatif olarak [0: negatif; (+):
zayif pozitif; +: pozitif, ++: kuvvetli pozitif, +++: cok kuvvetli pozitif |
degerlendirilmistir. Her gruba ait kesitlerden X100 biiylitmede fotograflar
cekilmistir.
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3.2.10. Hemoksijenaz (HO) Enzim Aktivitesinin Tayini

Prensip: Unite enzim aktivitesi 1dk da olusan iiriin miktar1 ile ifade
edilmektedir. HO enzim izoformlari (HO-1 ve HO-2) hiicre ve dokularin mikrozomal
fraksiyonlarinda bulunur. Bu enzimler, hemi biliverdine doniistiiriir. Biliverdin ise
BVR (Biliverdin Rediiktaz) varliginda bilirubine indirgenir. Tam doniisiimiin
olabilmesi i¢in ortamda kofaktoér olarak NADPH bulunmalidir. Bu yontemde, total
HO (HO-1 ve HO-2) enzim aktivitesi, 1 dk da olusan son iirlin olan bilirubin'in
miktarini 6lgme esasina dayanir. Enzim aktivitesi sonucu olusan bilirubin'in neden
oldugu absorbans degisimi, tarayic1 6zellikli spektrofotometrede 400-700 nm dalga
boylar1 arasinda Olgiliiliir. Bilirubin'in 414 nm (maksimum absorbans) ve 610 nm
(minimum absorbans) dalga boylar1 arasindaki fark alinir. Bu fark, blirubinin 414
nm'deki molar absorblama katsayisina oranlanarak, inkiibasyon siiresi boyunca
olusan bilirubin miktar tespit edilir [252].

Reaktifler ve kimyasallar:

1. Homojenizasyon tamponu: 10 mM TrisHCI (Sigma,T5941), pH:7.5, 250
mM siikroz (Merck-5737)

2. Resiispansiyon tamponu: 200 mM Tris-HCI (Sigma,T5941) pH:7.5, 20%
gliserol (Sigma-G-7757), 0.04% Triton X-100 (10% v/v) (Bohm&Hass Co.
T-6878) ve 1| mM EDTA (ADR grup-60708).

3. Hemoksijenaz aktivite tamponu: 25 mM KH,PO, (Sigma-P-5379), 75 mM
K,HPO,4 (Sigma-P-3786), 1 mM ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA,
Sigma EDS-100), pH: 7.4

4. NADPH: 2.75 mM (Calbiochem-481973) taze hazirlanir.

5. BVR: Sigan bobrek sitozolik fraksiyonu BVR kaynagi olarak kullanilmagtir.
Taze alinan bobrek, 1 g/mL olacak sekilde homojenizasyon tamponu iginde
homojenize edilmistir. Homojenatlar 15.000 g'de 20 dk. santrifiij edilerek
siipernatan ayrilmistir. Ayrilan slipernatanlar ultra santrifiij tiipline alinarak
100.000 g'de 1 saat 2. defa santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen
siipernatan, bobrek sitozolik fraksiyonudur ve BVR kaynagi olarak
kullanilmastir.

6. Hemin soliisyonu: 1 mM heme (Calbiochem-3741)
7. Kloroform: (Chloroform, Merck-822265)

Yontem: Mide dokular1 1 g/mL olacak sekilde homojenizasyon tamponunda
homojenize edilmistir. Homojenatlar 15.000 g'de 20 dk. santrifiij edilerek siipernatan
ayrilmistir. Ayrilan siipernatanlar ultra santrifiij tiiptine alinarak 100.000 g'de 1 saat
2. defa santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi siipernatan sitozolik fraksiyon olarak
ayrilmis, kalan pellet ise ayrilan siipernatan hacminde resiispansiyon tamponu ile
resuspense edilerek, 30 sn buzda sonike edilmis ve mikrozomal fraksiyon elde
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edilmistir. HO enzim aktivitesi tayini i¢in numunelerden elde edilen mikrozomal
fraksiyonlar kullanilmistir. Mikrozomal fraksiyonlarin protein tayinleri yapilmistir.
150 pL test numunesine, 60 pL 2.75 mM NADPH ve 600 pL reaksiyon tamponu (9
puL 1 mM hemin soliisyonu, 50 pL sican bobrek sitozolik fraksiyonu (BVR kaynagi),
541 uL HO aktivite tamponu soliisyonu) eklenerek 37° C de 20 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda test tiipine 1200 uL kloroform ilave edilmis ve
vortekslenmistir. 15.000 g de 1 dk santrifiijlden hemen sonra siipernatan ayrilarak,
tarama Ozellikli spektrofotometrede 400-700 nm arasinda tarama yapilmistir.
Bilirubinin maksimum absorbansi 414 nm'de minimum absorbansi ise 610 nm'de
belirlenmistir. Her bir numuneye ait maksimum absorbans ve minimum absorbans
farklar1 hesaplanmis, elde edilen fark, 414 nm'de bilirubinin molar absorblama
katsayist (34095 cm'/M)na oranlanmak sureti ile olusan bilirubin miktar
hesaplanmigtir. 1 dk da olusan bilirubin miktar1i HO enzim aktivitesi olarak
tanimlanmis, belirlenen bilirubin miktar1 20 dk olan inkiibasyon siiresine oranlanarak
1 dk.da olusan bilirubin miktar1 tespit edilmistir. Sonucglar protein degerleri ile
normalize edilerek bilirubin miktart nmol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.2.11. Mide dokusundaki Apelin, VEGF, HO-1 Protein Ekspresyonlarinin
Western Blot ile Tayini

Prensip: Western blot yontemi ile protein ekspresyonlarinin tayini, ilgili
proteine spesifik primer antikor ile inkiibasyon sonucu klasik antijen-antikor
kompleksi olusumu ve bu kompleksin enzim konjuge spesifik sekonder antikor
tarafindan tanmarak goriiniir hale getirilmesi ve goriintiiniin hiperfilme aktarilmasi
esasina dayanmaktadir.

Yontem: Mideden alinan Ornekler western blot analizi i¢in analiz giiniine
kadar sivi nitrojen tankinin i¢inde saklanmistir Mide dokusu, tartim sonrasinda her
0.2 g doku icin 600 pL lysis buffer ve 10 pL proteaz inhibitér kokteyli igeren
ependorf tiiplerde homojenize edilmistir. Homojenizasyonu takiben 15.000 g'de 10
dk 4°C’de santrfiij edilen numunelerin siipernatanlar1 alinarak yeni tiiplere
aktarilmistir. Numunelerin total protein igerigi Bradford yontemine gore tesbit
edildikten sonra, numuneler, proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrigmalar igin
SureLock-iBlot-BenchPro (Tam otomatik blotlama sistemi) sistemlerine uyumlu
%10 lik gradient-NuPage-Bis-Tris jellere yliklenmistir. Her kuyucuga 50 pg total
protein yiiklenmistir. Yiikleme isleminden sonra jeldeki proteinler, 45 dk siiresince
200 mV'da SureLock ile elektroforez edilmistir. 45 dk sonrasinda molekiil
agirliklarina gore ayrisan proteinler iBlot sistemi ile 7 dakikada nitroseliiloz
membrana transfer edilmistir. Membran BenchPro sistemine yerlestirilerek sistemde
uygun program se¢ilmis (60 dk bloklama, 2 dk 1. Yikama, 60 dk primer antikor, 32
dk 2. Yikama, 60 dk sekonder antikor, 32 dk 3. yikama) membran uygun
dilusyonlardaki primer ve sekonder antikor solusyonlari ile otomatik olarak muamele
olmustur. BenchPro sisteminden c¢ikarilan membranlar, ECL ile 5 dk. muamele
edilerek, membran goriintiisii hyperfilme aktarilmistir. Scanner ile taranan hyperfilm,
bilgisayar ortamina aktarilmis, protein ekspresyonunun gostergesi olan bant
kalinliklar1 "image J " bilgisayar paket programi yardimi ile analiz edilmistir. Her
proteinin ekspresyonu, B-aktin protein ekspresyonu ile normalize edilerek VEGF,
Apelin ve HO-1 proteinlerinin ekspresyonlar1 hesaplanmaistir.
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3.2.12. Hipoksi ile Indiiklenen Faktor-1alfa Immiin Reaktivitesinin Belirlenmesi

Standart doku takibi sonrasi immiinohistokimyasal tekniklerle HIF-la
antikoru ile isaretlenmis preparatlar 6zel bir skala yardimi ile Axioplan
mikroskobunda (Zeiss, Almanya) degerlendirilmistir. Her preparatta 10 bolge HIF-
la ile boyanmis hiicre yogunlugu temel alinarak 0 (boyanma yok), 1+ (zayif fakat
kontrole gore goriilebilir), 2+ (boyanma belirgin), 3+ (boyanma yogun) seklinde
skorlanmistir. Degerlendirme yiizde olarakyapilmis, S=skor, Pi= hiicrelerin yiizde
degeri olmak tlizere, HSCORE = SPi (i + 1), esitliginden her bir bolge igin ayr1 H-
SCORE degeri hesaplanmustir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS (PASW statistics 18) paket programi
kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar icin Kruskal-Wallis Varyans
Analizi ve gruplarn ikili karsilastirilmalarinda Mann-Whitney U Testi kullanilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir. Biitiin analizlerde
p<0.05’1 saglayan degerler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calismamizin tim parametreleri istatistiksel agidan degerlendirilmis, kontrol
ve sham gruplar1 arasinda fark tespit edilmemistir.

4.1. Lezyon indeksi

30 dk iskemi ve 180 dk reperfiizyonu takiben deneklerde lezyon alan1 3.72 +
0.56 mm” olarak hesaplanmistir. /R uygulamasi sonrasinda iyilesme siirecinde 24.
saatten itibaren lezyon alani1 azalmis, 120 ve 240. saatlerde lezyon alaninin tamamen
tyilestigi gézlenmistir (p<0.05).

I/R’dan 6nce uygulanan F13A, I/R grubuna gore lezyon alaninda artisa neden
olmustur (5.84 + 0.62 mm’, p<0.05). I/R’u takiben iyilesme siirecinde F13A
uygulanan 72, 120 ve 240. saat gruplarinda, lezyon alaninin, FI3A uygulamasi
yapilmayan kontrollerine gore daha fazla oldugu gozlenmis, iyilesme siirecinde
F13A uygulanan 72 ve 120. saat grubunda F13A uygulanmayan kontroliine gore
lezyon alan1 anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (Sekil 4.1.).

Mide Lezyon indeksi (mm?)
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Sekil 4.1. Lezyon Indeksi

p<0.05 Kontrol’den fark.
p<0.05 I/R’dan fark.
p<0.05 I/R+72den fark
p<0.05 I/R+120’den fark

O@@Iﬂ: *
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4.2. Mide Lezyonlarimin Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

Hematoksilen eozin ile boyanmis histolojik preparatlarda, mide dokusundaki
lezyonlarin histolojik goriintiisii 10X biiyiitme ile incelenmis ve lezyon indeksi
bulgularima paralel bulgular elde edilmistir. I/R uygulamasinin, epitel doku
biitlinliigiiniin bozulmasina neden oldugu gézlenmistir. I/R’dan sonra iyilesme grubu
hayvanlaria ait preperatlarda I/R’u takiben 72 saatte yer yer epitel dokiintiisiine
rastlanmig, 120. ve 240. saatlerde ise, epitel biitiinliiglinlin tamamen saglandigi
gozlenmistir.

I/R’dan 6nce F13A uygulandiginda mide mukozasinda I/R’a bagli olusan
tahribatin daha fazla oldugu goézlenmistir. I/R’u takiben iyilesme siirecinde F13A
uygulanmasi, epitel dokuda ciddi haraplanmaya ve iyilesme siirecinin gecikmesine
neden olmustur. (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2.1. Mide Lezyonlariin Histolojik Olarak Degerlendirilmesi
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FI13A+I/R

I'R+F13A+24

IR+F13A+72

LIR+F13A+120|

LR+F13A+240

Sekil 4.2.2. Mide Lezyonlariin Histolojik Olarak Degerlendirilmesi



4.3. Mide Mukozal Kan Akim

Kontrol grubunda 406 + 72 BPU olarak saptanan mide mukozal kan akimu,
I/R uygulanan grupta 126 + 49 BPU diizeyine diismistiir (p<0.001). I/R'u takiben 72.
ve 120. saatte mukozal kan akim1 6nemli 6l¢iide artarak (p<<0.001) sirasiyla 252 + 61
ve 331 + 62 BPU olarak tespit edilmis, 240. saatte kontrol grubu seviyesine ulastigi
gbzlenmistir (430 + 41 BPU p<0.001).

I/R’dan 6nce uygulanan F13A mukozal kan akimini I/R grubuna gore daha da
azaltmistir (74 + 30, p<0.05). Mukozal tahribatin iyilesme siirecinde I/R’u takiben
F13A uygulanan tim gruplarin mide mukozal kan akimlarinda, FI3A uygulamasi
yapilmayan I/R gruplan ile karsilastirildiginda anlamh diisiis gézlenmistir. (I/R’u
takiben 24. saatte; 116 + 46, p<0.05, 72.saatte; 143 + 63 p<0.01, 120. saatte;143 + 63
p<0.001, 240.saatte; 226 + 72 p<0.001). (Sekil 4.3.)
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Sekil 4.3. Mide Mukozal Kan Akimi

oo p<0.001 Kontrol’den fark

# p<0.05 I/R’dan fark
HiHt p<0.001 I/R’dan fark
& p<0.05 I/R+24’den fark

@@  p<0.01 I/R+72’den fark
§8§ p<0.001 I/R+120’den fark
oo p<0.001 I/R+240’dan fark
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4.4. Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi

Mide dokusunda nétrofil infiltrasyonunun gostergesi olan MPO enziminin
aktivitesi kontrol grubunda 31.9 + 8.6 mU/mg protein olarak oOl¢iilmiistiir. I/R
grubunda enzim aktivitesi 62.2 = 16.7 mU/mg protein degerine ulagmistir (p<<0.01).
I/R uygulamasindan 24 ve 72 saat sonra enzim aktivitesinde I/R grubuna gore
anlamli dl¢iide artis gézlenmis, sirastyla 273.2 = 77.9 mU/mg protein, p<0.001 ve
158.6 = 41.3 mU/mg protein, p<0.001 olarak 6l¢iilmiistiir. I/R’dan sonra 120. saatte
enzim aktivitesi kontrol seviyesine donmiistiir.

I/R uygulamasindan hemen Once verilen FI3A, enzim aktivitesinde I/R
grubuna gore fark yaratmamistir. I/R’dan sonra iyilesme siirecinde F13A uygulanan
gruplardan 24 ve 72. saat gruplarinda, FI3A uygulanmayan kontrollerine gore
anlaml Olgiide diisilk enzim aktivitesi Ol¢iiliirken (104 + 27.6 mU/mg protein,
p<0.001, 105.6 = 43.6 mU/mg protein, p<0.05), 120 ve 240. saat gruplarinda ise,
F13A almayan kontrollerine gore daha yiliksek enzim aktivitesi tespit edilmistir
(102.6 £ 38.6 mU/mg protein, p<0.01, 100.9 + 33.0 mU/mg protein, p<0.01). (Sekil
44))
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Sekil 4.4. MPO Aktivitesi

wk p<0.01 Kontrol’den fark
HiHt p<0.001 I/R’dan fark
&&& p<0.001 I/R+24°den fark
@ p<0.05 I/R+72’den fark
§§ p<0.01 I/R+120’den fark
oo p<0.01 I/R+240°dan fark
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4.5. 4-Hydroksinonenal-Malondialdehit (4HNE-MDA) Miktari

I/R uygulanan grupta bulunan hayvanlarin mide dokusundaki 4HNE-MDA
miktar1 (223.2 + 38.6 nM/mg protein), kontrol grubuna gore (175.4 = 19.8 nM/mg
protein) onemli Ol¢lide artmustir (p<<0.001). /R uygulamasina bagli olarak artan
4HNE-MDA miktari, mukozal tahribatin iyilesme siirecinde 24. saatten itibaren, 72,
120 ve 240. saatlerde anlamli olarak azalmistir (sirasiyla 115.9 + 40.8 nM/mg
protein, 116 £ 40.5 nM/mg protein, 138 + 38.9 nM/mg protein, 95.7 £ 49.21

p<0,001).

I/R’dan o6nce F13A uygulamasi, I/R’un sebep oldugu 4HNE-MDA
miktarindaki artigin tlimiiyle baskilanmasina neden olmustur (80.13 + 24.6,
p<0.001). /R’u takiben F13A uygulanan gruplar ve F13A uygulanmayan iyilesme
siireci gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilmemistir. (Sekil 4.5.)

4-HNE-MDA Miktar:
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Sekil 4.5. 4AHNE-MDA Miktar1

skokk

Hitt

p<0.001 Kontrol’den fark
p<0.001 I/R’dan fark
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4.6.  Nitrit/Nitrat (NOx) Miktar1

Mide dokusunda bulunan NOx miktar1 kontrol grubunda 0.297 + 0.098
uM/mg protein iken, I/R uygulamasi NOx miktarinda énemli artisa neden olmustur
(1.050 £ 0.151 pM/mg protein, p<0.001). I/R uygulamasini takiben iyilesme
siirecinde 24. saatten itibaren NOx miktar1 anlamli Ol¢lide azalarak kontrol
seviyesine ulagsmistir. (I/R’u takiben 24. saatte; 0.408 + 0.113 uM/mg protein, 72.
saatte ; 0.401 = 0.116 uM/mg protein, 120. saatte; 0.404 £ 0.126 uM/mg protein,
240. saatte 0.329 = 0.065 uM/mg protein, p<0.001).

I/R’dan 6nce F13A uygulamasi, /R grubuna gore fark yaratmamigstir (0.926 +
0.163 uM/mg protein). I/R’u takiben iyilesme siirecinde F13A uygulamasi yapilan
tiim gruplarda NOx miktari, F13A uygulamasi yapilmayan kontrollerine gére anlaml
Olciide yiliksek bulunmustur (sirasiyla 0.609 £ 0.168 uM/mg protein, p<0.05, 0.562 +
0.091 uM/mg protein, p<0.05, 0.588 + 0.081 pM/mg protein, p<0.01, 0.469 + 0.059
uM/mg protein, p<0.01). (Sekil 4.6.)
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Sekil 4.6. NOx Miktari

oAk p<0.001 Kontrol’den fark
it p<0.001 I/R’dan fark

& p<0.05 I/R+24’den fark
@ p<0.05 I/R+72’den fark
§§ p<0.01 I/R+120°den fark
oo p<0.01 I/R+240’dan fark
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4.7. Prostaglandin E, Miktari
I/R uygulanan hayvanlarin mide dokusundaki PGE; miktarinin (135.7 + 31.04

pg/mg protein), kontrol grubuna gore (290.4 + 50 pg/mg protein) dnemli Olglide
azaldig1 gozlenmistir (p<0.001). I/R uygulamasindan sonra 240. saatte tekrar kontrol
seviyesine ulagsmistir (208 + 43.2 pg/mg protein, p<0.01).

I/R’a bagh olarak azalan PGE, miktarinin, I/R’dan 6nce FI13A uygulamasi
yapildiginda daha da azaldigi gozlenmistir (29.7 + 8.3 pg/mg protein, p<0.001).
I/R’u takiben iyilesme siirecinde F13A uygulamasi yapilan gruplarda PGE, miktari,
FI13A uygulamasi1 yapilmayan kontrolleri ile karsilastirildiginda 24. saatte anlaml
Olciide diisiik iken, 72 ve 240. saatlerde ise anlamli fark bulunamamistir. (Sekil 4.7.)
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Sekil 4.7. PGE, Miktari

oAk p<0.001 Kontrol’den fark
#H# p<0.01 I/R’dan fark

it p<0.001 I/R’dan fark
&& p<0.01 I/R+24’den fark

§ p<0.05 I/R+120’den fark
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4.8. Timor Nekrozis Faktor-o (TNF-a) Miktari

Mide dokusundaki TNF-o miktar1 kontrol grubunda 3.82 + 0.62 pg/mg
protein olarak bulunmus, I/R uygulamasi TNF-a miktarinda énemli bir artisa neden
olmustur (7.67 = 1.86 pg/mg protein, p<0.001). I/R’un neden oldugu artis, iyilesme
siirecinde 24. saatten itibaren 72, 120 ve 240. saatlerde anlamli olarak azalmistir
(swrastyla 4.06 + 1.03 pg/mg protein, 3.60 + 0.62 pg/mg protein, 3.71 £+ 0.54 pg/mg
protein, 4.18 £ 0.99 pg/mg protein, p<0.001).

F13A, I/R’dan 6nce uygulandiginda, I/R’un sebep oldugu TNF-a artisin1 daha
da artirmistir (17.58 £+ 3.19 pg/mg protein, p<0.001). I/R’u takiben iyilesme
siirecinde F13A uygulanan 24 ve 72. saat gruplarinda F13A uygulamasi yapilmamis
kontrollerine gore anlamli Olglide TNF-a artis1 gézlenmistir (6.41 £ 1.60 pg/mg
protein, 4.96 £+ 1.03 pg/mg protein p<0.01). (Sekil 4.8.)

25 4
20 -
15

10 -

H#HiH
EEE
28
ee
1 ' - - - ﬁ [ j - i
& & a> ;\“y N Ak ;\"‘a o K
_Q.o &x \Q» ",?‘x \E‘_x R ‘\ ’{",

TNF-o Miktar: (pg/mg protein)

0 -
3 g
< & & : - ¥
& N § & & <& {Sg ? &
+ ¥ & & &

Sekil 4.8. TNF-o Miktari

oAk p<0.001 Kontrol’den fark
it p<0.001 I/R’dan fark
&& p<0.01 I/R+24’den fark
@@  p<0.01 I/R+72’den fark

57



4.9. Niikleer Faktor Eritroid-2 ile iliskili Faktor 2 (Nrf2) immiin Reaktivitesi

Mide limen epitelinde Nrf2 reaktivitesi saptanmamis olmasina karsin,
midenin bez, endotel ve kas dokusunda yogun pozitif, stromada ise pozitif reaksiyon
gozlenmistir. /R ve I/R sonrasi kas ve stroma disindaki diger bolgelerde Nrf2
ekspresyonunun degismedigi gézlenmistir. I/R sonrasinda kas ve stroma bodlgesinde

Nrf2 immiin reaktivitesinde bir miktar azalma tespit edilmistir.

F13A verilen ve I/R olusturulan siganlarda bez ve stroma disindaki bolgelerde
Nrf2 ekspresyonunda degisiklik gézlenmemistir ( Tablo 4.1. ve Sekil 4.9.)

GRUPLAR
F13A F13A F13A F13A
. I/R /R I/R I/R + + + +
11;4..'1""’] N vonrot | ur | + + + FB3A iR IR IR IR
olgelert ontro 24 72 120 | 240 | o + + + +
saat saat saat saat 24 72 120 240
saat saat saat saat
Epitel 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bez ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
Endotel ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Kas ++ 0 +) (G 0 ++ + 0 0 + +
Stroma + ) + ) ) ) + ) ) ) )

Tablo 4.1. Nrf2 Immiin Reaktivitesinin Semi-Kantitatif Degerlendirilmesi

0
()
+
++
+H+

: negatif

: zayif pozitif

: pozitif

: yogun pozitif
: ¢ok yogun pozitif
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Sekil 4.9. Nrf2 Immiinreaktivitesi Fotograflar1 (Biiyiitme 100X)
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4.10. Hemoksijenaz (HO) Aktivitesi

Total HO enzim aktivitesi kontrol grubunda 0.162 + 0.041 nmol bilirubin/mg
protein olarak oOlclilmiis, I/R grubunda enzim aktivitesi 0.269 =+ 0.066 nmol
bilirubin/mg protein degerine ulagmistir (p<<0.01). I/R uygulamasindan 24 saat sonra,
enzim aktivitesinde I/R grubuna gore anlamli 6lciide artig gézlenirken (0.377 + 0.071
nmol bilirubin/mg protein, p<0.01), I/R'dan sonra 120. saatte aktivitenin kontrol
seviyesine indigi ve 240. saatte kontrol seviyesinde oldugu gozlenmistir (sirasiyla
0.174 + 0.063 nmol bilirubin/mg protein, p<0.01, 0.157 + 0.056 nmol bilirubin/mg
protein, p<0.01).

I/R’dan once verilen F13A, enzim aktivitesinde I/R grubuna gore fark
yaratmamistir. I/R’dan sonra iyilesme siirecinde F13A uygulanan gruplar ile F13A
uygulamasi yapilmayan kontrolleri arasinda anlamli fark tespit edilememistir. (Sekil
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Sekil 4.10. HO Aktivitesi

wk p<0.01 Kontrol’den fark
## p<0.01 I/R’dan fark
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4.11. Hemoksijenaz-1 (HO-1) Protein Ekspresyonu

Mide dokusundaki HO-1 protein ekspresyonunun [-Aktin protein
ekspresyonuna orani1 kontrol grubunda 0.425 + 0.106 iken, I/R uygulamasit HO-1
ekspresyonunda 6nemli bir artisa neden olmustur (1.014 £+ 0.235, p<0.05). I/R’un
neden oldugu artis, iyilesme siirecinde 72. saatten itibaren azalmaya baslamis, 120 ve
240. saatlerde anlamli olarak azalmistir (sirasiyla 0.457 + 0.062, 0.373 + 0.128,

p<0.05).

I/R’dan once verilen F13A, HO-1 protein ekspresyonunda I/R grubuna gore
fark yaratmamistir. I/R’dan sonra iyilesme siirecinde F13A uygulanan gruplar ile
F13A uygulamasi yapilmayan kontrolleri arasinda anlamli fark tespit edilememistir.
(Sekil 4.11.)
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Sekil 4.11. HO-1 Protein Ekspresyonu

* p<0.05 Kontrol'den fark.
# p<0.05 I/R’dan fark.
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4.12. Hipoksi ile Indiiklenen Faktor-1a (HIF-1a) Immiin Reaktivitesi

Mideden alinan kesitlerde kontrol grubunda HIF-lo immiin reaktivitesi
gozlenen hiicre sayis1 7.8 £ 5.9 hiicre iken, I/R uygulamasi HIF-la immun
reaktivitesinde anlamli artisa sebep olmustur (54 + 14.5 hiicre, p<0.001). I/R’un
neden oldugu artis, iyilesme siirecinde 24.saatten itibaren azalmis, I/R’dan sonra 72,
120 ve 240. saatlerde anlamlilik tespit edilmistir (sirasiyla 40 + 5.8, p<0.05, 23 +
11.8, p<0.001, 13.5 + 12.9 p<0.001).

I/R’dan 6nce F13A uygulamasi I/R grubuna gore reaktivitede azalmaya neden
olmustur. (35.5 = 8 p<0.01). I/R’dan sonra F13A uygulanan 24, 72 ve 120. saat
tyilesme gruplarinda immiin reaktivitenin, FI13A uygulamasi yapilmayan
kontrollerine gore anlamli dl¢lide azaldig: tespit edilmistir (sirasiyla 29.5 + 10.7,
p<0.05, 10.5 + 8.6 p<0.001, 9.5 + 9.3 p<0.05). (Sekil 4.12.1.)

80 -
70
a0 -

50 -

EE
#
a4 -

10 - P

20 @e@ §

0 . ] . ' i i . e | .

© & o N A ) & A £ - ®
& & N & & W o W > =

&
¢ ¢

HIF-1e H Skoru

c A el g
b R > ‘x ﬁ-\ Q\ﬁ’
X

0"3&
*® & &

Sekil 4.12.1. HIF-1a Immiin Reaktivitesi

oAk p<0.001 Kontrol’den fark

# p<0.05 I/R’dan fark

it p<0.001 I/R’dan fark

& p<0.05 I/R+24’den fark
@@@ p<0.001 I/R+72’den fark
§ p<0.05 I/R+120'den fark.
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Sekil 4.12.2 HIF-10 Immiinreaktivitesi Fotograflar1 (Biiyiitme 100X)
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4.13. Apelin Protein Ekspresyonu

Mide dokusundaki apelin proteininin B-Aktin proteinine oranit kontrol
grubunda 0.474 £+ 0.113 iken, I/R uygulamasi apelin proteininin ekspresyonunda
onemli bir artisa neden olmustur (0.899 + 0.300 pg/mg protein, p<0.05). I/R’un
neden oldugu artis, iyilesme siirecinde 24. saatten itibaren 72, 120 ve 240. saatlerde
azalmis ancak I/R grubuna gore istatistiksel fark tespit edilememistir (sirasiyla 0.842
+0.127,0.744 £ 0.058, 0.648 = 0.107, 0.523 £ 0.123).

I/R’u takiben iyilesme siirecinde FI13A uygulanan 24. saat grubunda F13A
uygulamasi yapilmamis kontroliine gore anlamli 6l¢iide apelin ekspresyonu azalisi
gozlenmistir (0.417 + 0.094, p<0.05). (Sekil 4.13.)
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* p<0.05 Kontrol'den fark.
& p<0.05 I/R+24'den fark.
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4.14. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Protein Ekspresyonu

Mide dokusundaki VEGF proteininin ekspresyonunda kontrol grubu (0.323 +
0.095) ve I/R grubu (0.455 £+ 0.172) arasinda fark tespit edilememistir. I/R grubu ile
karsilagtirildiginda I/R'dan sonra iyilesme gruplarinda VEGF ekspresyonunda artis
gozlenmis, 120. ve 240. saatlerdeki artis anlamli bulunmustur (sirasiyla 0.796 +
0.113,0.828 + 0.095, p<0.05).

I/R'dan sonra iyilesme siirecinde F13A uygulanan gruplarda F13A
uygulamasi yapilmamis kontrollerine gore azalma egilimi gézlenmis, 120. ve 240.
saatlerde anlaml 6l¢iide azalma tespit edilmistir (sirasiyla, 0.452 + 0.065, 0.569 +
0.05, p<0.05). (Sekil 4.15.2).
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# p<0.05 I/R’dan fark.
§ p<0.05 I/R+120'den fark.
o p<0.05 I/R+240'dan fark.

65



4.15. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Immiinreaktivitesi

Sican midelerinde gerceklestirilen VEGF immiinohistokimyasi sonuglarina

gore sicanlarin mide liimen epitelinde VEGF reaktivitesi gostermemistir. Kontrol ve
I/R gruplarinda VEGF ekpresyonu benzer sekilde, bez ve endotelde pozitif, kas ve
stromada zayif pozitif reaksiyon gozlenmistir. I/R’dan sonra 24. saatte ise bezler ve
stromadaki reaksiyonda artis gozlenmistir. /R’dan sonra 72., 120. ve 240. saatte

bezlerdeki apelin reaksiyonunda artis saptanmustir.

stromadaki reaksiyon azalmistir. (Tablo 4.2.)

F13A verilen ve I/R olusturulan grupta bezlerdeki reaksiyon artmis, kas ve

GRUPLAR
F13A F13A F13A F13A
. I/R I/R I/R I/R + + + +
gl' lld el i kontrol I/R M M + M f 1A UR VR UR VR
olgelert 24 72 120 240 R + + + +
saat saat saat saat 24 72 120 240
saat saat saat saat
Epitel 0 0 (1} 0 0 0 0 0 0 0 0
Bez + + ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Endotel + + + + + + + ) + + )
Kas ) ) ) + + + 0 ) + ++ ++
Stroma ) () + + + + + () + + 0

Tablo 4.2. VEGF Immiin Reaktivitesinin Semi-Kantitatif Degerlendirilmesi

0
)
+

++
+++

: negatif
: zayif pozitif
: pozitif
: yogun pozitif
: cok yogun pozitif
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Sekil 4.15. VEGF Immiinreaktivitesi Fotograflar1 (Biiyiitme 100X)
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TARTISMA

Apelin’in mide mukozasinda I/R’a bagli hasar olusumundaki koruyucu
etkisini ve iyilesme mekanizmalarindaki roliinii belirlemek amaciyla yapilan
calismamizda, 30 dakika iskemi ve 180 dakika reperfiizyon modeli uygulanmas,
apelinin etkisini ortadan kaldirmak i¢in APJ reseptor antagonisti F13A kullanilmistir.
Calismamizin sonucunda, apelinin I/R hasarina karsi mide mukozasini korudugu
gosterilmis olup, APJ reseptdr antagonistinin kullanildigi gruplarda, mukozal
lezyonlarin tamamen iyilesmesi i¢in gegen siirenin daha uzun oldugu gézlenmistir.

I/R hasar1 hipoksi ve proinflamatuar yolaklarin aktivasyonu ile ortaya c¢ikan
akut mide lezyonlar1 i¢in iyi bilinen bir modeldir. Coliak arterin kapatilmasi ile
olusturulan iskemi mitokondrideki ATP yapiminin azalmasi, hiicresel iyon
homeostazisinin bozulmast ve hiicre membraninin selektif permeabilitesinin
bozulmasi ile anoksik hiicre tahribatina neden olmaktadir. Boylece zayiflamis olan
mide mukozal bariyeri, asit geri emilimini engelleyemedigi i¢in mukoza daha kolay
tahrip olabilir hale gelmektedir. Reperfiizyona bagli olarak dokunun yeniden
kanlanmasi durumunda aktive olmus hiicrelerden salinan ¢esitli mediatorler ve
reaktif oksijen radikalleri lipid peroksidasyonunu arttirip, inflamatuar ve apopitotik
siirecleri baslatarak hiicre Oliimiine ve mukozal hasara neden olmaktadirlar.
Reperfiizyonun baglangicinda yiizeyel olusan lezyonlar, dokuda nétrofil birikimi ile
birlikte iilserlesmis lezyonlar haline doniismektedir.

Qiao ve ark.lan tarafindan yapilan ¢alismada, midede I/R’a bagl siddetli
lezyonlarin reperfiizyonun baslangi¢c asamasinda olustugu, reperfiizyonun 1. saatinde
en fazla miktarda saptandigi bildirilmistir. Reperfiizyondan sonra siire uzadikca
lezyonlar azalmakta ve 72. saatte tamamen iyilesme goézlenmektedir [253]. Bizim
calismamizda da lezyon indeksi bulgularimiz bu bulgulara paralel nitelikte olup, en
fazla lezyon I/R'dan sonra tespit edilmis, I/R’dan sonra 120. ve 240. saatlerde hasarin
tamamen iyilestigi dikkati ¢cekmistir. Mide mukozasinin hasarlanma sonrasi kendi
kendini tamir etme 6zelligi ¢ok iyi gelismistir. Bu 6zelligin, I/R hasar1 sonrasinda
muhtemelen proliferatif hiicrelerin miktarinin artmasi ve apopitozisin inhibisyonuna
bagli olabilecegini belirten arastirmacilar bulunmaktadir [253]. Reperfiizyonun
baslangi¢ asamasinda hizli apopitotik degisiklikler olurken, hiicrelerin proliferasyonu
baskilanmaktadir. Reperflizyonun siiresi uzadikg¢a apopitozis azalmakta, hiicre
proliferasyonu artmakta ve bodylece mukoza tamir edilmektedir [253]. Mukozal
hasarin iyilesmesinde hiicre proliferasyonunun Onemli bir yeri vardir. Mide
mukozasinda hiicre proliferasyonunu ve ayni zamanda midenin egzokrin ve endokrin
fonksiyonunu etkiledigi bilinen apelinin iyilesme siirecinde rol alabilecegi
diistiniilmiistiir. Liu ve ark.lar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada apelinin, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu fosfo-ERK ' ekspresyonu araciligr ile
arttirdig1 ve apopitozisi inhibe ettigi gosterilmistir [254]. Bu diisiinceden yola ¢ikarak
yaptigimiz ¢alismada, apelin reseptdr antagonisti F13A'nin uygulanmasimin, I/R'a
bagli hasarlanmanin daha da siddetlenmesine neden oldugu gosterilmistir. F13A
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tyilesme siirecinde de etki gostermis, mukoza iyilesmesini geciktirmis, I/R sonrasi
240. saatte bile lezyon tespit edilmistir. Apelin etkisinin ortadan kaldirilmas: halinde
daha fazla mukozal hasar goriilmekte ve hasar iyilesmesi gecikmektedir.

Mide mukozasinin hasara karsi korunma mekanizmasinda ve iyilesme
stirecinde mukozal kan akimi 6nemli bir yer tutmaktadir. Mukozanin kanlanmasi,
oksijen ve besinin hiicrelere ulasmasi, zararli maddelerin de ortamdan
uzaklagtirllmasi1 i¢in gereklidir. Zararli etkenle karsilagilmasit halinde, mide
mukozasindan salgilanan bazi mediatorler araciligi ile mukozal kan akiminin arttigi
bilinmektedir. Zararli etkenlerin varlifina bagli olarak kan akimi artisinin
saglanamamas1 nekroza yol agmaktadir. Bulgularimiz, I/R sonrasinda % 68,66
oraninda azalan mide mukozal kan akiminin, iyilesme siiresince artarak kontrol
grubu diizeyine ulastigini gostermektedir. F13A, mukozal kan akimindaki I/R’a bagh
azalmay1 daha belirgin hale getirmistir. F13A kullanimi, I/R sonrasindaki iyilesme
siirecindeki mukozal kan akimi artisini baskilamistir. Mide mukozal kan akiminin
diizenlenmesinde apelinin rolii oldugunu gosteren bu bulgulara dayanarak, apelinin
mide mukozasindaki hasarlanma sonrasinda kan akimini arttirarak iyilesmeye
katkida bulundugu soylenebilir. Apelinin iletim arterlerinde, diren¢ damarlarinda ve
venlerde endotel bagimli vazodilatasyona neden oldugu bilinmektedir. Bu etki eNOS
fosforilasyonunun ve transkripsiyonunun stimiilasyonuna baglidir. NOS aktivitesinin
inhibisyonu apelinin vazodilatér etkisinin baskilanmasina neden olmaktadir [255-
256]. Ayrica insan meme arterlerinde apelinin prostasiklin araciligl ile
vazodilatasyon yaptigi gosterilmistir [257]. Son yillarda yapilan c¢alismalarda
apelinin koroner damarlarda da vazodilatasyon yaptig1 ve miyokard iskemisine karsi
koruyucu etkisinin buna bagli oldugu ileri siiriilmiistiir [258]. Apelinin etkisinin,
reseptor antagonisti kullanilarak inhibe edilmesi sonucu mukozal kan akiminin
azalmasi lezyon iyilesmesinin gecikmesine paralel olup, bu bulgumuz diger istah
diizenleyici peptidler ile yapilan ¢alismalarla uyumludur [259-260].

Mukozal kan akiminin azalmasmin yani sira, ndétrofil aktivasyonu ve
mukozaya go¢ eden bu hiicrelerin olusturdugu siiperoksit radikali (O,"), midede I/R
hasarimin 6nemli bir nedenidir [179]. /R sonucu salgilanan ¢esitli mediatorlerin
etkisi ile aktive olan nétrofiller mikrovaskiiler permeabilitenin artisina bagli olarak
mukozaya go¢ etmektedirler. Hiicreler icerdikleri NADPH oksidaz enzimi yardimi
ile sentezledikleri reaktif oksijen radikallerini ortama salarak hiicresel lipidlerin
peroksidasyonuna yol ag¢makta ve iilserojenik lezyonlarin olusumuna katkida
bulunmaktadirlar. Notrofiller azurofilik primer graniillerinde miyeloperoksidaz
enzimi icermekte ve bu enzimin aktivitesi dokudaki noétrofil infiltrasyonunun
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Deneysel I/R hasar1 olusturulmus mide
dokusunda MPO aktivitesinin arttig1 ¢esitli ¢alismalara paralel olarak ¢alismamizda
da gozlenmistir. Daha 6nceki ¢alismalar1 [4] destekler nitelikte, reperflizyonun 24.
saatinde maksimal diizeyde saptanan MPO aktivitesi, azalarak reperflizyonun 120.
saatinde kontrol degerine donmiistiir. F13A, I/R periyodunun hemen arkasindan
saptanan MPO aktivitesi artisina etki etmemis, ancak 24. saatteki maksimal notrofil
infiltrasyonunu engellemistir. Bu durum, apelinin bazi kemotaktik faktdrlerin
salimini arttirdigimi diistindiirmiistiir. F13A kullanilan gruplarda iyilesme siirecinde
dokudaki MPO aktivitesinin azalmamas1 notrofil aktivasyonunun ve inflamatuar
siirecin devam ettiginin bir gostergesidir. F13A kullanilan gruplarda lezyon
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iyilesmesinin gecikmesi bu bulgu ile iliskilendirilebilir. iskemi sonrasinda reperfiize
edilen mide dokusunda reperflizyonun 24. saatinde gozlenen maksimal MPO
aktivitesinin, FI3A kullannomina bagli olarak baskilandigin1 goésteren bulgumuz,
apelinin, nétrofil infiltrasyonunda gorevli adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
arttirict - 0zelligini  akla getirmektedir. Apelinin NF-kB/JNK sinyal yolagin
kullanarak VCAM-1 ve ICAM-1 gibi adezyon molekiillerinin ekpresyonunu
arttirdigi  bilinmektedir. VCAM-1 ve ICAM-1 endotel hiicrelerine 16kosit
adezyonunu artirmaktadir. Adezyon artis1 notrofil infiltrasyonu ile sonug¢lanmaktadir
[261]. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, apelin etkisinin 6nlenmesi sonucu, VCAM-1 ve
ICAM-1 ekspresyonunun baskilanmasi ile dokuya notrofil gociiniin  azaldig
sonucuna varilmistir.

Dokuda lipid peroksitler (4HNE-MDA)’in varligi oksidatif stresin
gostergesidir. Oksidatif strese neden olan serbest oksijen radikallerinin, I/R hasarinda
anahtar rol oynadig1 bilinmektedir [17]. Bizim ¢alismamizda da I/R etkisi ile lipid
peroksidasyonunun arttig1, reperfiizyonun 24. saatinden itibaren lipid peroksitlerin
miktarinin azaldigr goézlenmistir. F13A, lipid peroksitlerin I/R’a baglh artigini
engellemis ve lezyonlarin iyilesme siirecinde de herhangi bir degisiklik
saptanmamistir. Zeng ve arkadaglari tarafindan yapilan bir calismada [262], hipoksi
ve reoksijenasyon uygulanmis kardiyomiyositlerde, apelinin reaktif oksijen radikali
yapimin1 ve MDA miktarini azalttigi gosterilmis olmasina karsin, bulgularimiz bu
calismay1 desteklememektedir. Buna karsi ¢alismamizda elde etti§imiz, apelin
etkisinin ortadan kaldirilmast ile doku MPO aktivitesi ve MDA miktarindaki
azalmay1 gosteren bulgularimiz birbirini destekler niteliktedir.

Mide mukozasindaki nitrit/nitrat konsantrasyonu (NOx) NOS aktivitesine
bagli NO yapiminin bir gostergesi olarak kabiil edilmektedir. Ciinkii dokuda NOS
etkisi ile yapilan NO hizla nitrit ve nitrata parcalanir [263-264]. Calismamizda
beklentimize uygun sekilde I/R uygulanan mide dokusunda NOx miktarmin arttigi,
tyilesme silirecinde 24. saatten itibaren azaldigi tespit edilmistir. NOS
izoformlarindan, eNOS ve nNOS Ca ’a bagh yapisal formlar olup, doku
homeostazisinden sorumludur. Ca’’a bagl olmayan indiiklenebilir NOS formu ise
INOS’tur [265-266]. Yapisal NOS'lar normal kosullarda dokularda az miktarda
(pmol/L diizeyinde) NO sentezi yaparlar. Sindirim sisteminde nNOS ile olusan NO
diiz kaslarin gevsemesini kontrol ederken, trombositler ve endotel hiicrelerinde
bulunan eNOS, mukozal kan akimi, epitel sekresyonu ve bariyer fonksiyonunu
diizenleyerek mukoza biitiinliiglinlin korunmasinda rol oynamaktadir. eNOS kokenli
NO’in 16kosit, trombosit ve mast hiicre adezyonunun inhibisyonuna neden olugu
bilinmektedir [266]. iNOS izoformunun aktivitesi, sitokinler gibi uyarici faktorlerle
transkripsiyonel diizeyde regiile edilmektedir. iNOS aracili NO yapimi nmol/L
diizeyinde olup, iNOS I/R gibi sindirim sistemini etkileyen patolojik olaylarda biiyiik
miktarda NO yapimina neden olmaktadir [267-268]. iNOS araciligi ile yapilan
yilksek konsantrasyonda NO, ONOO™ radikalini olusturarak IR hasarinin
patogenezisinde rol oynamaktadir. Oysaki iyilesme doneminde eNOS araciligi ile
yapilan az miktardaki NO, mukus HCOs  yapimini arttirip, mukozal kanlanmay1
diizenleyerek ve endotel tabakasina I6kosit adezyonunu engelleyerek sindirim
sistemi mukozasinda olusan tahribatin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol

70



oynamaktadir. Ayn1 zamanda hiicre koruyucu ve antiinflamatuar ajan olarak, midede
PG’lerin etkisini giiclendiren bir mediatordiir [269].

Apelin  Ozellikle eNOS ekspresyonunu arttirarak  vazodilator — etki
gostermektedir [270]. Bu nedenle APJ reseptoriiniin bloke edilmesi sonucu NO
yapiminda hafif bir azalma gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmamuistir. Apelinin I/R'a bagli iNOS aracili NO etkilememesi nedeni ile bu
sonucun elde edildigi diistiniilmiistiir.

Prostaglandinler mide mukozasinin savunma mekanizmasinda yer alan
onemli bir bilesendir. Mide mukozasinda nekroza neden olan iilserojenik etkenlere
kars1 siirekli olarak yapilan PGE, ve PGI, mukoza biitiinliigiiniin kalicilig1 i¢in
esastir [109, 261]. PGE;'nin mide asit salgisin1 inhibe ettigi, mukozal kan akimini
arttirdigi, mukus HCOj5™ tabakasimi giliclendirdigi, epitel tamiratim1 hizlandirdigr ve
mukozal iyilesmeye katkida bulundugu bilinmektedir [109]. I/R’a maruz kalan mide
dokusunda PGE, miktarinin azaldigi daha onceki caligmalarda gdosterilmistir [3].
Bizim calisgmamizda da I/R'a bagli olarak midenin PGE, miktarin1 azalmis ve
tyilesme siiresince artarak reperfiizyonun 10. gliniinde kontrol diizeyine ulagmustir.
FI3A, I/R’a bagli PGE, miktarindaki azalis1 daha belirginlestirmistir. Ancak iyilesme
siirecindeki PGE, artis1 daha hizli olmustur. Apelinin PGE, yapimina etkisi ile ilgili
herhangi bir litaratiir bilgisine rastlanmamistir. Ancak HIF-la'nin COX aktivitesini
artirdigr bilinmektedir. Apelinin HIF-la iizerine olan artirict etkisi géz Oniine
alindiginda F13A kullanimina bagli olarak PGE, miktarindaki azalisin HIF-1a ile
iliskilendirilebilecegi diisliniilmiistiir.

I/R sirasinda inflamasyon cevabim1 dilizenleyen mediyatorler epitel
hiicrelerinden veya lamina propriada bulunan lenfosit, mast hiicreleri gibi hiicreler
tarafindan yapilmaktadir. Bu hiicrelerin mukozal savunma mekanizmasinin
bilesenlerini etkilerledigi bilinmektedir. IL-1B ve TNF-a inflamasyonun erken
evresinde salinan sitokinlerdir. TNF-a mide mukoza hasar1 olusurken salgilanan bir
sitokin olup, mukozal hasarin bircok basamaginda anahtar rol oynamaktadir [261,
271]. Mide mukozasinda I/R hasar1 inflamatuvar bir siire¢ olup, TNF-a salinimina
neden olmaktadir. Bu nedenle I/R’a bagh olarak mide dokusunda TNF-a diizeyini
artmig olarak bulmamiz diger aragtirmacilarin ¢alismalarini destekler niteliktedir
[272]. I/R’a maruz kalmig mide dokusunda TNF-a miktarinin reperfiizyonun 24.
saatinden itibaren kontrol diizeyinde oldugu saptanmistir. TNF-o’nin epitel hiicre
proliferasyonunu artirarak mukozal tamirat1 gii¢lendirdigi gosterilmistir. Ancak, asiri
miktarda artan TNF-a, hiicrelerde apoptotik siireci tetiklemektedir [273] APJ
reseptOr antagonistinin kullanilmasi, mide dokusundaki TNF-a’nin 4.5 kat artmasina
neden olmugstur, ancak iyilesme siirecinde azalarak reperflizyonun 120.saatinden
itibaren kontrol diizeyine ulagsmistir. Elde ettigimiz sonuglar apelinin TNF-a
miktarini azalttigin1 ve TNF-a miktarindaki F13A’ya bagh asir1 ylikselmenin, lezyon
olusumuna ve iyilesmenin gecikmesine katkida bulunmus olabilecegini
diistindiirmektedir.

Hemoksijenazin indiiklenebilir formu olan HO-1’in, oksidatif strese karsi
koruyucu etkiye sahip oldugu bilinmektedir. HO-1 antioksidan etkisi nedeni ile
mukozal dokunun rejenerasyonunu saglamakta ve oksidasyona karst direnci
artirmaktadir. HO-1’in inhibisyonu mide dokusunda lezyonlarin artisina neden olur
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[180]. HO immiin reaktivitesi, 4-HNE immdiin reaktivitesi ile birlikte ayn1 bolgede
bulunmaktadir. Calismamizda I/R’a maruz kalan mide dokusunda HO-1
ekspresyonunun ve aktivitesinin, 4-HNE-MDA konsantrasyonundaki artisa eslik
ettigi gozlenmistir. HO aktivitesindeki artis reperflizyonun 24. saatinde daha belirgin
olarak saptanmustir. reperfiizyonun 120. saatinden itibaren HO-1 ekspresyonu ve HO
aktivitesi  kontrol degerine donmiistiir. Apelin  reseptor  antagonistinin
kullanilmasmin, I/R uygulanan mide dokusundaki HO-1 ekspresyonu ve HO
aktivitesine ilave bir etkisi olmamigtir. Elde ettigimiz bulgu, apelinin mide mukozasi
koruyucu etkisinde HO yolaginin roliiniin olmadigin1 gotermektedir.

Inflamasyonda rol oynayan sitokinler veya hipoksi tarafindan aktivitesi
artirtlan HIF-1a’nin VEGF, apelin gibi genleri regiile ettigi bilinmektedir.

Calismamizda, I/R uygulanan mide dokusunda HIF-la ekspresyonunun,
apelin  ekspresyonuna paralel olarak arttigi, iyilesme siirecinde azalarak
reperfiizyonun 240. saatinde her iki protein ekspresyonunun kontrol degerine ulastigi
gozlenmistir. VEGF ekspresyonu ise reperflizyon sirasinda artmis, bu artis,
reperfiizyonun 120. ve 240. saatlerinde anlamli bulunmustur. F13A uygulanmasi
HIF-1a ekspresyonundaki I/R’a bagli artisin daha az olmasina neden olmustur.
Apelinin HIF-1a ekspresyonunu artirma o&zelligine sahip oldugunu gosteren bu
bulgumuz literatiirle de uyumludur. VEGF ekspresyonunun I/R’dan sonra 120.
saatten itibaren ortaya g¢ikmasi, iyilesmenin erken doneminde mide dokusundaki
reaktif oksijen radikallerinin varligina bagli olabilir. Konturek ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢aligmada reaktif oksijen radikallerinin VEGF yapimini azalttig
gosterilmistir [260]. F13A’nin apelin ekspresyonuna etkisiz oldugu goézlenmistir.
Mide dokusunda I/R uygulamasindan sonra 120. ve 240. saatte gozlenen VEGF
ekspresyonundaki artis, F13A uygulamasi ile ortadan kalkmistir. Bu bulguya gore
tyilesme siirecinde gozlenen VEGF artisinin apelin etkisi ile olustugu diisiiniilebilir.
Apelinin etkisinin ortadan kaldirilmast VEGF’deki artis1 engellemistir. Buna gore
apelinin VEGF aracilig1 ile anjiyogenik etki gosterdigi ve mide mukozasindaki I/R
hasarinin iyilesmesine bu nedenle katki sagladigi diistiniilmiistiir.
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SONUCLAR

1. 150 pg/kg/giin dozunda uygulanan APJ reseptor antagonisti F13A’nin I/R’a bagh
hasarin daha da siddetlenmesine neden odugu, mukoza iyilesmesini geciktirdigi
tespit edilmistir.

2. Mukozal kan akiminda I/R'a bagli azalmanin, apelinin etkisinin ortadan
kaldirilmas: ile daha belirgin hale gelmesi ve I/R’u takiben iyilesme siirecinde kan
akimindaki toparlanmanin F13A varliginda baskilanmasi, apelinin mukozal kan
akimini artiricr etkisi oldugunu gdstermistir.

3. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, apelinin I/R hasarmma karst mide
mukozasini koruyucu ve iyilesmeyi hizlandirici etkisinin, mide mukozal kan
akiminin yani sira, mukozal bariyerin bir komponenti olan PGE, miktarin
artirmasina, yiikksek miktarda bulundugu zaman apopitozisi tetikleyen,
proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a miktarin1 azaltmasia ve anjiyogeneziste rol
oynayan Onemli bir faktér olan VEGF miktarin1 artirmasina bagli olabilecegi
sonucuna ulagilmistir.
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