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GIRIS VE AMAC

Cok hiicreli canhlarda hayatin devamu igin zorunlu fonksiyonlan bulunan kan
dokusu, bu fonksiyonlarini en ideal sekliyle ancak sirekli bir hareket halinde iken
gergeklestirebilir Bir yandan, hicrelere yagamlarimi surdiirebilmeleri igin gerekl
organik molekiillerin ve oksijenin sunumu; diger yandan, bu hicrelerin agifa

cikardiklar: metabolik artiklarin uzaklagtiriimasi, bu kogulda miumkindir

Onceden kan akimimmin simrlandign bir dokuda kan akiminim  yeniden
saglanmasi (reperfiizyon) sirasinda, molekiiler oksijenin sunumu sonucu geri
donisiimsiiz bir hiicre zedelenmesi meydana gelitr {13,39) Bu tablo “iskemi-
reperflizyon hasan” olarak tanimlanmisty (36). Bir dokunun gereksinimini
kargilayamayacak olgiide yetersiz kan akimu ile beslenmesi (iskemi) hali, basta
miyokard ve beyin dokusunu etkilemek lzere tromboembolik olaylarda, karaciger,
babrek, barsak, akciger dokusunda transplantasyon sirasinda, sok ve sepsis hallerinde

ise birden ¢ok organ ve sistemde karsilasilan bir durumdur (2,11,30,39,49, 84)

Iskemi-reperfiizyon tablosunun beyin, kalp, bobrek, mide ve barsak gibi
cesitli dokulardaki etkisi genig olarak incelenmis goriinmektedir Ozellikle miyokard
dokusundaki iskemi-reperfizyon hasar1 ile ilgili 6nemli bir literatir birikimi

bulunmaktadr (87,93) Bunu karsihik, genel olarak iskemiye direngli olarak kabul




edilen iskelet kasinda reperflizyon hasarimin mekanizmasi acikiik kazanmamistir

(2%;'42’46,59,100,106) Aragtirmacilar akut arteriyel tikanmay: takip eden yeniden

kanfanma sonrasinda iskelet kasinda odem, kontraktil fonksiyon bozuklugu ve
: 'fﬁé:tabolik diizensizlik oldugu konusunda bir fikir birligi igindedir (41,53,54,122),
-f__b.ksijen serbest radikalleri olusumunu sinirlayan girigimlerin iskelet kas reperfliizyon
'.'..'H::a.sarml azalttifi gosterilmigtir (100) Oksijen serbest radikallerinin parankimal
3 hiicrelerde mitokondri ve sarkoplazmik retikulum gibi kaynaklardan, endotel
hcrelerinde ksantin oksidaz ve nétrofillerde NADPH oksidaz gibi enzimatik
kaynaklardan koken alabilecegi bilinmektedir McCord, iskemi sirasinda miyosit
iginde ksantin dehidrogenaz enziminin ksantin oksidaza doniigmemesi nedeniyle
iskelet kasinin reperfiizyon hasarina karg: direngli olabilecegini savunmustur (69)
Buna kargin Korthuis ve arkadaslar ise, iskemi-reperflizyonu takiben izlenen artmig
vaskiiler gegirgenligin Allopurinol, katalaz (CAT) ve superoksit dismutaz (SOD) 6n
uygulamasi ile anlamli olarak geriletilebildigini gostermigler ve ksantin oksidazm

oksijen turevi serbest radikaller igin primer kaynak oldugunu savunmuglardu (57)

Iskemi-reperfuzyon hasari gibi dokuda oksidatif strese neden olabilen bir
tablo eritrositierde  dnemli yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol acabilir
(8,12,62,63,68,116) Dolagim mekanizmasimin  yapisal ve fonksiyonel 6zelligi
nedeniyle, doku perfiizyonunun herhangi bir nedenle bozulmas: halinde bir dizi
hemoreolojik mekanizma aktive olur ve eritrosit deformabilitesi (sekil degistirebilme

yetenegi) basta olmak tzere kanin gesitli reolojik ozelliklerinde giderek biyuyen

anormalliklerin olusumuyla sonuglanan bir kisir déngl ortaya gikar (23)
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Oksidatif denaturasyona olduk¢a yatkin olan doymamis yag asitlerinden
:i;ngin bir lipid kapsamina sahip olmalari, serbest radikal zincir reaksiyonlarini
.'.i'c..ofaylastlr'an transizyonel (gegis) metalleri (demir gibi) bol miktarda bulundurmalar

ve oksijen igerigi yoniinden zengin olmalan eritrositlerin oksidan hasara yatkin

e

'élmaiarml saglar Oksidatif hasar eritrositlerde hemoglobin oksidasyonu, lipid

——

peroksidasyonu  artig,  membran  proteinlerinde  denatirasyon,  katyon
" permeabilitesinde ve mekanik ozelliklerde degisikliklerle kendisini  gosterir

' (4,5,6,7,8,43,56,116)

Eritrositierin yapisal ve fonksiyonel ozelliklerindeki degisiklikler, kan
dokusunun akigkanligini, dzellikle de kanin mikrodolagimdaki davranigim yakindan
ilgilendirdiginden organizmadaki butiin dokularin perfuzyonu agisindan énem tasir
Bu agidan, belirli bir dokuda ortaya ¢ikan iskemi-reperflizyon tablosunun, o doku
disindaki etkilerinden eritrositlerin reolojik ve diger fonksiyonel ozelliklerindeki
degisikliklerin de sorumlu olabilecedi diistiniilebilir Bu tablo i¢inde kan dokusunun,
ozellikle de eritrositlerin ne sekilde etkilendigi sorusu, literatir bilgileriyle
cevaplandirilabilir durumda degildir Bu galisma ile, sigan arka bacaginda akut
iskemi-reperfuzyon modeli kullanilarak, iskemi-reperfiizyon-hemoreoloji iligkisinin
ayrintilarina 151k tutmak lzere eritrositlerdeki yvapisal ve fonksiyonel degisikliklerin

incelenmesi amaglanmigtir




GENEL BILGILER

Doku dizeyinde oksijen eksikligi (hipoksi) durumu genel olarak dort

- kategoride incelenir: 1) Hipoksik hipoksi: Arteriyel kandaki parsiyel oksijen basmc

.' (POz)min azaldigt durumdur 2) Anemik hipoksi: Arteriyel kan PO, diizeyt

normaldir, fakat oksijen tasiyacak hemoglobin diizeyi azalmistir 3} Stagnant
(durgun) veya iskemik hipoksi: Normal diizeyde bir PO, ve hemoglobin yogunlugu
bulﬁnmasma kargiik dokuya ulagan kan akimi ok dusuk oldugundan veterli oksijen
sunumu yoktur 4) Histotoksik hipoksi: Dokuya tasinan oksijen miktan yeterlidir,
ancak toksik bir ajamin etkisi nedeniyle doku hicreleri kendilerine ulasan oksijenden

yararlanamazlar (32)

Nedene bagli bu smiflandirma iginde iskemik hipoksinin ayri bir Ozelligi
vardir Ciinku bu tip hipoksinin etkileri, etkilenen dokuya baghdir Bir baska deyisle;
arteriyel kan akiminin kesintive ugramasi (iskemi)’ nin boyut ve suresine bagli olarak
organizmadaki organ veya sistemlerde farkli derecelerde doku tahribat geligimi soz
konusudur  Bir takim organlar iskemiye diger bazilarina nazaran daha 1yl
déyamkhllk sergilerter (85.89.100) Dolasim ya\aslamasma bagli hipoksi, gok
sirasinda kalp ve bobrek gibi organlarda bir sorun olusturus Konjestif kalp

yetmezliginde karaciger ve muhtemelen beyin iskemik hipoksi nedenisle olumsuz
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....e.tki}eni[" Akcigerlere olan kan akimi ise normalde ¢ok biiyiiktiir ve 6nemli

i.yét olusmast igin uzun sureli hipotansiyon gerekir (32)

: : Iskemi sirasinda, hiicreler iyonik gradiyentlerini ve homeostazi korumak igin
.lhtlyégslar‘l olan enerjiden yoksun kalrlar Ilk bakista iskemik bir dokunun yeniden
.k_aﬂianmasmm (reperfizyonun) bu dokunun hayatiyetini surdiirmesi igin gerekli
dugu dustiniilebilir. Ancak, ilk olarak tammlandigi yillardan bu yana yapilan
_' ¢aligmalarla, reperflizyonun tek bagina iskeminin neden oldugundan daha fazla bir
_llldloku yikimina yol actift agik olarak gosterilmistir (3) Granger ve arkadaglari, dort
::.s.aat siren barsak iskemisinin G¢ saatlik bir iskeminin ardindan bir saat siireyle
uygulanan reperfuzyondan daha az bir hasar olugturdugunu gostermislerdir (39)

Diger taraftan bu hasarin sadece lokal etkiyle sonuglanmadigl, bazi durumlarda
* birden ¢ok organ yetmezligine uzanabilen sistemik etkilere (uzak organ hasarma) de

yol actif bildirilmigtir (39)

Vaskuler endotelyal hiicreler, hasarin mekanizmasinda anahtar roli oynayan
metabolik iglevlere sahip, gok aktif yapilardir (80) Hasarlanan vaskiiler endotelyum
bir yandan reaktif oksijen metabolitleri tretebilirken, diger yandan fonksiyonu
kapsamindaki bir ¢ok ajanin salgilanmast etki altinda kalabilir Nitrik oksit (NO),
endotelin (ET), aktive olan kompleman urinleri, sitokinler ve adezyon molekulleri
gibi faktorlerin hemen hemen timi iskemi reperfiizyon hasarinin olusumunda rol

oynayabilirler (21,78,82)
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" Notrofillerin iskemi-reperfizyon siirecindeki gerek lokal gerek sistemik

asardan  sorumlu  olduklarina  inanmaktade  Bu hiicrelerin -~ dolasimda

altilmalarinin permeabilite degisimini ve 6dem olusumunu etkin bigimde onledigi

‘gosterilmistir (20,37,44,51,83,85)
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erfiizyon hasarinin modelleri ve mekanizmalan

Reperfiizyon hasarinda rol oynayan hiicresel olaylar agiklayan en énemli iki
mekanizma asu1 kalsiyum  yuklenmesi ve serbest radikal hasaridir (114)

R:eper‘ﬁjzyonun htcrenin kalsiyum igerigi iizerindeki etkilerine iliskin ilk ¢aligmalar

. arterin reperflizyonu  sirasinda  dokulardaki katyon degisikliklerinin koroner
- oklizyonun surdirildugii durumdakine gore ¢ok daha belirgin oldugu saptanmigtu

Reperfizyonun, olasilikla kalsiyum fosfatin depolandig intramitokondriyal yogun

cisimciklerin olusumu ile hiicre icine kalsiyum girisinde on kathk bir artmaya neden

oldugunu belirtmislerdir (50) Bu fenomenin garpici bir bi¢imde kalsiyum

paradoksuna benzedigini ve reperflizyonun sitozole agin kalsiyum alim ile

mitokondrilerde  kalsiyum yuklenmesine ve ATP olusturma veteneklerinin

bozulmasina neden oldugunu bildirmislerdir

[zole organ modelleri kullanilan, reperfuzyonun reoksijenasyondan aynildig

deneylerde hasarin biyuk bir kisminin akimin yeniden saglanmasina bagli olmayip,

dokuya yeniden oksijenin ulagmasi ile ilgili oldugu saptanmistrr (30,36.39,57) Bu

nedenle “reperfuzyon hasar” terimi tam olarak dogru degildir ve miyokard




n’dekl':.fa.u etkiyi tanimlamak igin “oksijen paradoksu” terimini kullaniimigtir

:r;doksu, kalsiyum paradoksuna ¢ok benzer morfolojik ozellikleri olan ve
a_-'-(;o!{:"yakmdan iigili bir fenomendir Aniden reoksijene olan mitokondriler
ﬁ'ﬁda'.n:. hizli ve agir kalsiyum alimi enerji kaybina, sitozolik kalsiyum
{)‘r_i_irol nun bozulmasina, sarkolemmal zedelenmeye ve intraselliller enzimlerin

tverilmesine neden olur (39) Gunumuzde, ani reoksijenasyonun serbest oksijen

radikalferi olusumunu artirarak doku hasarina neden oldugu kabul edilmektedir

(2.69,81,86)

Substratin olmadigs hipoksi sirasinda elektron transport zincirinin sitokrom
'C.l'.":'e yakin Ofelerinde azalma, mitokondriler tarafindan superoksit radikallerinin
olusumuna olanak saglar Ayrica dokularda serbest radikallerin etkilerine kars:
E;oruyucu antioksidan sistemin pargalari olan indirgenmis glutatyon, glutatyon
._'-':peroksidaz ve superoksid dismutazin sitoplazmik dizeylerinde kayiplar mevcuttur
(100,106) Bu kosullarda hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikalinin (OH")

olusumu igin uygun ortam hazirlanir
iskemi-reperﬁizyon hasarinda reaktif oksijen metabolitlerinin olusumu

Stabil molekiillerin ¢ogunun dis ysrungesinde biri digerine zit yonde dénen
elektron ¢iftleri vardir Bu elektron ciftleri molekuliin kararli kalmasmi saglar Dig
yoringelerinde en az bir adet eslesmemis elektron iceren atom veya molekiile serbest

radikal denir (86) Serbest radikaller oldukga reaktiftirler ve elektronu giftlemek icin
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(Ij_.lus.ur Bu olusum iskemi-reperflizyon hasari gibi patolojik durumlarda artar

(19,106,107
Reaktif oksijen metabolitlerinin agiga ¢tkmas: gesitli yollarla olur Bunlar;

a Oksidatif' fosforilasyon: Mitokondride oksidatif fosforilasyonla ATP
olusurken, molekuler oksijenin tetravalen (dért degerli) reaksiyonu ile su clusur
Ancak, oksijenin vaklagik % 1-5°1ik kismu sitokromiarla katalizlenen bu yoldan digan
sizarak suya indirgenir ve nonkatalitik univalan indir genmeye ugrar Ara iirlin olarak

superoksid radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali salinir (92)

b Purinlerin iki basamakli reaksiyonu: Postiskemik dokularda superoksid
radikalinin ana kaynagi ksantin oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyondur Bu
enzim, superoksid radikalinin ilk bildirilen biyolojik kaynagidir Ozellikle barsak,

akciger, karaciger. bobrek gibi dokularda bulunur ve ksantin dehidrogenaz (Tip D)

Antioksidan savunmanin yetersiz kaldigi durumlarda doku harabiyeti olugur

¢




13;’-;;]{;‘ eﬁfézlenir' Enzimin bu tipi saglikll bir dokuda total aktivitenin % 907ins

r .'Dehidrogenaz, siperoksid olusturmak dzere elektronlann molekiiler

oksl

ene ¢ransfer edemez Fakat nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD™) agagidaki

ekilde indirger (48,70):

B Lo ST

...'.',Ksantin +Hy0 +NAD® ——— P Urik asid + NADH + H

Oksidaz ise, NAD™ yerine molekiiler oksijeni kullanir ve asagidaki sekilde

iiperoksid olugturur:
Ksantin + HyQ0 +20; ————— Urikasid + 20," + 2H’

Dokularda kan akiminin, ATP olusumu igin gerekli oksijeni saglayamayacak
kadar azalmasi, Tip D aktivitesinin, Tip O aktivitesine doniigimiine yol agar
Hiicrelerin enerji kaynagi azaldiginda, membramin her iki yanindaki iyon gradiyenti
saglanamaz Bunun sonucu, sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun arti§l, enzimin
dehidrogenaz formunu oksidaz formuna gevirecek bir proteaz: (kalpain) aktive eder
(39) Hucre ATP duzeylerinin azalmasi, AMP konsantrasyonunun artmasina neden
olur AMP ise swrasiyla adenozin, inozin ve hipoksantine katabolize olur
Hipoksantinden, ksantin yolu ile urat olusurken, dehidrogenaz enziminin O-formu
ofan oksidaz kullamidiginda superoksid radikali olusur (57) Sonug olarak. iskemi
sirasinda, dokularda iki ¢nemli degisiklik olur: Birincisi, yeni bir enzim aktivitesi
belirir Ikincisi, bu enzimin jki substratindan biri ortamda hazir hale gelir Tip O

aktivitesi igin gerekli ikinci substrat olan molekiiler oksijen, dokunun reperflizyonu
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'smdé temin edilir. Bu olaylar sonucunda siiperoksid radikali olusumunda bir artiy
ur(sekal 1). Sigan ileumunda Tip D aktivitesinin Tip O’ya gevrilisi 10 saniyede
“ ff_'Diger' dokularda da aym sekilde, fakat yavas bir seyirde gelisir Kalpte,
Q;,}_g az icerigi, iskeminin sekizinci dakikasinda iki katina gikar Karaciger, dalak,
. .-ci.gér ve bobrekte ise ayni artiglar 30 dakikay: gerektirir (69,87) Bir grup

}1: tirmaclya gore biitun dokular i¢inde sadece iskelet kasi dokusunda iskemi,

Reperfiizyon hasarina reaktif oksijen metabolitleri disinda, endotel ve
nétrofillerin - etkilegimleri de aracilik eder (98,112) Ancak nétrofiller bazi
: sistemlerde oksijen setbest radikallerinin olusumunda énemli olabilirlerse de, iskemi-
reperfiizyon sirasinda serbest radikallerin olusumu icin her zaman gerekli degildirler
Notrofillerin bulunmadig: soliisyonlarla perfiize edilen izole kalplerin kullantldig in
vitro modellerde de oksijen serbest radikalleri saptanmustir (30,64,123) Ayrica, in
vivo galigmalarda doku nekrozunun ve nétrofil hiicumunun olmadigr 15 dakikalik
kisa bir iskemi ve reperflizyon déneminden sonra serbest radikaller belirlenmistir
Dolayisiyla bu sonuglar, uzun sureli iskemi ve reperfiizyon donemleri sonrasinda
granulositlerin, vaskuler tkanma ve geri dénigimlu doku hasarmm baslica kaynag
olmalarina kargin, kisa streli iskemi sonrasi fonksiyon bozukluklukiart olusumunda

btk bir rol oynamadiklarini ortaya koymustur (39,44.61)

10
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Stimiile edilmemis notrofiller ile endotel hucrelerinin temast, genellikle 2:1
-3oiz;r:1. ksantin dehidrogenazin, ksantin oksidaza oramn: degistirmez Bununla birlikte,
.;érzlfote! hiicreleri N-formil Methionine-Leucine-Phenylalanine (fMLP) gibi forbol
:e.'s.t.érleri ile temas ettifinde bu oran 1:2’ye déner Bu donusim gerl cevrilemez ve
SOD ile CAT varliginda bloke ediimez Son yillarda yapilan ¢alismalar, donigtiiriicii
”féktc'irun l6kositik elastaz oldugunu ortaya koymaktadir (51,85,124) Ciinkii elastaz
-'.inhibitérleri, notrofillerce kséntin dehidrogenazin ksantin oksidaza dénigimiini

- -.bloke etmektedir

Endotel hicrelerinde ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza doéniigiimii
timor nekrozis faktor-alfa (INF-o), C5, veya kemotaktik oligopeptit tMLP’nin

huicre ile temas: sonucu da gergeklesir (99)

¢ Aragidonik asit yolu: Hiicre membraminda bulunan birgok potansiyel
oksijen radikali kaynagindan biri arasidonik asitlerdir Bu yolda ara peroksi
bilesikleri ve hidroksil radikalleri meydana gelir Bu, lipid peroksidasyonunun ilk
uriinleri olan hidro ve endo peroksitler, daha sonra yeni zincitleme reaksiyonlan

baslatabilecek radikal trunleri meydana getirebilir (11,46,47,86,94)

d Demir ile katalizlenen reaksiyonlar: Siperoksid anyonu ve hidroksil
r‘adii(ali diger molekilierden elektron gekebildikleri igin oksidleyici ajanlar olarak
kabul edilirler Siiperoksid anyonu aym zamanda bir indirgeyici ajan olarak da etki
gosterebilir  Stperoksid anyonunun bir diger ozelligi sulu (akoz) ortamda fazla

reaktif olmamasidir Bu nedenle intakt hiicre membranlarindan kolayca gecebilir
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Oiasili!&a iyon kanallar aracthig ile intraselliler kaynagindan disariya diffuze
-1ab|.illlr' Hidroksil radikali ise agin reaktif ve kisa omurlu (yan omru; 6-10 saniye)
.ékstraselliiler alana gecemez Bu radikal, serbest demir iyonunun yardimiyla
h]drojen peroksid ve superoksid anyonunun birbirleri ile reaksiyona girmeleri

Haber—Welss reaksiyonu) sonucu olugurlar (40):

Q; + H,O, » O, +OH+OH

Bununla birlikte fizyolojik pH’da bu reaksiyonun hiz sabiti, demir tarafindan

" katalizlenen asagiidaki iki basamakli reaksiyon ile karsilagtirnildiginda ¢ok yavagtir

(1) O, + Fe™ > Fel+0,

(2) Fe™ + H,0, > Fe™+ OH + OH"

Ferrik Fe (Fe™) 6nce superoksid anyvonu ile reaksiyona girerek ferroz demire
(Fe'?) indirgenmekte ve ferroz demir ardindan hidroksil radikali olusturmak i¢in
yeniden Hy0; ile oksidlenmektedir Bu iki basamakh reaksiyon “Fenton reaksiyonu”
olarak adlandinlir Hemoglobinin in vitro olarak oksidan strese maruz kaldiginda
katalitik demiri salivererek bir biyolojik fenton reaktifi olarak etki gdsterebilecegi

bilinmektedir (63)

Otuz yili askin bir siire 6nce doku perfiizyon yetersizligi ile plazmada artmig

demir diizeylerinin ortaya ¢ikigt arasinda iliski oldugu anlagilmigtir Bunun lzerine
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sonrast doku hasarimin  patogenezinde demirin ol

iskemi-reperfiizyon
.é,éfefoksamin ve diger demir baglayici ajanlarin doku hasarint gerilettiginin

g tenlmem ile agiklik kazanmigtir (27) Smith ve arkadaslar da desferoksamin ve

:apotransferrm adindaki demir baglayict bilesiklerin, sican iskelet kasi iskemi-
‘reperfiizyon  modelinde  mikrovaskiller  permeabilitedeki artigt  ve  lipid

"bér‘oksidasyonunu zayiflattigim géstermiglerdir (107,108)

e. Solunumsal patlama (respiratory burst): Nbétrofiller, monositler,
__-_3: makrofajlar ve eozinofiller, ¢esitli uyaranlar ile sensitize olarak siiperoksid radikali,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve hipokloroz asit (HOCI) salinimina neden
" olurlar Nétrofillerin hiicre membramindaki NADPH bagimli oksidaz sistemi,
stiperoksid radikali olugturan 6nemli bir kaynaktir Normalde inaktif formda olan bu
enzim, bakteri, mitojen ajan, sitokinler, opsonize partikiiller, immiin kompleksier,
C5,, formillenmig peptitler, lektinler, aragidonik asit metabolizma iriinleri
(ckosanoidler) gibi etkenlerle aktive olur; oksijeni hidrojen peroksit ve siiperoksid

radikaline katalizler Bu fenomene solunumsal patlama (respiratory burst) denir (92)

Nétrofillerde, primer granullerde bol bulunan miyeloperoksidaz (MPO)
enzimi ile hidrojen peroksit ve klor iyonlarindan hipokloroz asit olusumu
ka;alizlenir Hipokloroz asidin kendisi ve bu asidin endojen aminlerle olan reaksiyon
urunleri kuvvetli oksidan ajanlar olup nétrofil toksisitesinin buyuk boliminden

sorumludur Bu reaksiyonlar hiicre membraninda gergeklesir (11,38)

HzOz +Cl+H' » HOCI] + H,0
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Hipokloroz asit ve bu ajamin endojen aminlerle olan reaksiyon iriinleri
;do;r'gi'udan hucreleri zedeleyebilmeleri yaninda nétrofillerde elastaz, jelatinaz ve
.:(':;l'Iejenaz gibl proteazlan aktive etmek suretiyle dolayll olarak doku hasar

lusturabilirter (85,124) (Sekil 1)
'(.)ksijen serbest radikallerinin yaratacag hasarlar

Kaynag: ne olursa olsun olusan oksijen serbest radikalleri ve diger toksik
- metabolitler; ozellikle silfhidril igeren aminoasit ve doymamis yag asitleri ile
etkileserek proteinlerin denaturasyonuna, membran fostolipidlerinin
~ peroksidasyonuna, kemotaktik  faktorlerin  olusumuna, kollojen  sentezinin
bozulmasina, polisakkaritlerin  depolimerizasyonuna, deoksiruboniikleotidlerin
yikimina, yapisal hticre proteinlerinin siilthidril gruplarinin oksidlenmesine ve gapraz
koprulerin  kurulmasina, proteolitik enzimlerin aktivasyonuna, proteoglikan ve

glikozaminoglikan molekullerinin oksidatif hasarima yol acarlar (19)

Bu genel etkilerin yanisira, siiperoksid anyonu giicli bir trombosit adezyon
inhibitori olan nitrik oksiti tahrip eder Bu indirekt etkisi yaninda, trombositler:
aktive edici direkt etkisi de mevcuttur Trombositlerin siiperoksid anyonu ile
inkiibasyonu, serotonin sekresyonunu ve trombin ile olusan aktivasyonunu
articmugtir - Serbest radikaller, iskemi sirasinda ATP’nin yvikim  drimu olan
vasodilatasyon. nétrofilerin adezyonu ile aktivasyonunda inhibisyon ve adrenerjik
uyarmnin baskilanmasi gibi etkilere sahip, sonugta hasara karg: dogal bir savunma

roli bulunan adenozinin uretimini inhibe ederler Diger yandan inozine olan
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getimiinit artirabifirler Bunu dogrulayan sonuglar kalpte adenozin monofosfat:
AMP) adenozine doniigturen 5 niikleotidaz enzim aktivitesinin azaldigr ve
en(.)z'i'ni inozine doOnugtiren adenozin deaminaz enzim aktivitesinin arttif

lismalardan elde edilmigtir (105)

kemi-reperfiizyon hasari ve lokositler

Gegici de olsa hafif derecede bir iskemi notrofil aktivasyonuna yol acar
iskémi periyodunu takip eden reperfiizyondan once, 1okositlerin dolagimdan cesitli
ﬁiltemler'le uzaklagtirilmas: (hidroksitire gibi sistemik notrofil azaltan ajan
ﬁsrgulanma51) veya lokosit yizeyindeki f, integrin gibi adezyon reseptorlerinin

- spesifik monoklonal antikorlarla blokaji doku hasarini sinirlandirabilir (49,64)

Iskeminin ardindan gelisen reperfuzyon sirasinda bazi kemotaktik peptit ve
*. kemoaktivator faktorlerin (Aragidonik asit metabolitleri olan l6kotrienler ve dzellikle
de iglerinde en potent kemotaktik olan LTB, PAF. Cs, Csa, ve oksijen serbest

radikalleri tarafindan aktive edilen diger maddeler) dolasgimdaki dizeyleri artar

(52,55,58) (Sekil 2) Tipk: inflamatuar bir hadisedeki gibi bu faktorler reperfiize olan

dokuya polimorfontikleer Iokositlerin toplanmasina ve aktivasyonuna yol acarlar

Aktive olan lokositler dzellikle postkapiller \enillerde birikerek fonksiyonel ve

morlfolojik agidan bozulmus endotelden goge zorlanir (29.37.4 1.42,88) Diger yandan

ilk olarak Ames ve arkadaslar1 tarafindan, degisen vizkoelastik 6zellikleri nedeniyle

aktive lokositlerin kapillere ait limeni tikamak suretiyle, kan akiminin yeniden

gergeklesmesiyle mikrodolagim perfiizyonunu bozdugu one surulmiistiir (3,73,74)
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-Aktive lokositlerin hasar olusturmaya yoénelik etkileri basiica; membrana

Ei‘iﬁdsitlerde oksidatif stres

Eritrositler iginde bulunduklart ortam dolayisiyla oksidatif hasara acik
_:u¢r'éler'diri Eritrosit membraninin  poliansatiire yag asidi igerigi yiiksektir
Eri r:ositler' surekli olarak yiiksek yogunluklarda oksijene maruz kalirlar Hiicre
";iglﬁdeki hemoglobin, demir igerigi sayesinde oksidatif reaksiyonlarda katalizor
. go'i'evi yapar. Substrat ve katalizorlerin bu denli yogun olarak bir arada bulunmalart,
:'é'é'r'best oksijen radikallerinin olugmasma uygun bir ortam hazrlar Olusan
-_'ré.dikallerin eritrositlerde ortaya ¢ikardify hasarin  hiicrelerin  yaglanmas: ve

. dolagimdan uzaklastiriimasindan sorumlu oldugu bilinmektedir (4)

-Hemoglobinin oksidasyonu: Deoksi formunda, hem demiri dig kabugunda
dordii gifilesmemis elektronlardan altisina sahip olarak ferroz (Fe'") seklindedir
Molekiil oksijeni baglayinca, giftlesmemis elektronlardan biri demiri ferrik formda
(Fe“*’) birakarak kismi olarak oksijen molekiiline transfer olur Oksijent kendisine

bagh bir siiperoksid anyon haline gevirir (4)

Hb(Fe )+ 0O, > Hb(PeJrH )[0’%
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Sekil 2 Iskemi-reperfizyon hasart NO nitrik oksit, PGly: prostasiklin. TXA;:
tromboksan Aj, LTB.: Lokotrien B4, PAF --ombosit aktive edici faktor, IL: interlokin.
INF: tamér nekrosis faktor, ICAM: interse. uler adezyon molekiilu, ELAM: endotelyal

1okosit adezyon molekiilu.




Oksijen hemoglobinden aynlirken, paylasilan elektron genelde hem
mirinde kalir ve onu ferréz forma tekrar donugturur Ancak. elektronun oksijene

bagh olarak kalmasi da miimkundiic Bu kez serbest bir stiperoksid anyon radikali ve

ferrfk demirli bir hem agiga ¢ikar (15)

Hb(Fe )0, + H;0 p Hb(Fe HH,0+ 0y

Bu hemoglobin iriini methemoglobin olarak adlandirthir  Bu tipte
hemoglobin olusumu, eritrosit intraseliler mesafesi iginde serbest radikalleri ortaya
“gikardigindan hucresel oksidan denge igin 6nemlidir Bunun disinda methemoglobin,

* stiperoksid anyonunun oksihemoglobin iizerine olan etkisiyle;
Hb(Fe™™ 0, + 0"+ H,0  ————— Hb(Fe" )H;0 + 0, + 0y’

Diger yandan hidrojen peroksidin deoksihemoglobin uzerine olan etkisiyle de

olugabilir;
2Hb(Fe )+ H,0;, ——% 2Hb(Fe" L0+ 0O,

SOD enzimi etkisiz kalirken hidrojen peroksidi pargaiayan CAl enziminin
hem hemoglobin oksidasyonunu hem de lipid peroksidasyonunu azaltmasi, hidrojen

peroksidin bu reaksiyonlarda rolt bulundugunu dusindirmustur (1,121)
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-Lipid peroksidasyonu: Eritrosit sitoplazmasinin major bileseni olan
-ogl_bbin, lipid peroksidasyonunun baslamasi ve yayilimi igin giicli bir katalizor
W gémr Lipid peroksidasyonu, karbon atomunda ciftiesmemis bir elektronu
'ak'arék, genellikle ¢ifte bir baga baglanmis bir metilen grubundan bir hidrojen
_mu_... .(;..1karan serbest radikal ile baslatlir Molekiler bir dizenlemeden sonra bir
k jen? molekiilii bu karbon radikaline eklenir ve bir peroksil radikali olusur Bu

ad cal hidrojen atomlarint gikararak diger lipid radikalleri ife hidroperoksitieri

-tj_u'stilrur‘ (39,46). Lipid hidroperoksitleri gecis metalleri ile iligkiye girmedikce

Staﬁildirt Gegis metalleri varliginda ise, hemolitik yikimla daha ¢ok radikal uretir

Eritrosit membran: eritrosit membran iskeleti olarak adlandirilan ézel bir

pfotein ag ile desteklenmis ¢ift katmanli bir lipid tabakadan olusan o6zel bir yapiya

~sahiptir (14,26) Bu protein agl membramn yapisal bittinligi kadar bikonkav diskoid

“seklinin korunmasindan sorumludur (45,75,76,101,103). Buna ilave olarak, eritrosit

“membran iskeletinin, hiicreye ait reolojik ¢zelliklerin dizenlenmesinde biiyuk bir rol

oynadigi da bilinmektedir (75,101)

Membran iskeletinin ana komponenti olan Spektrin, o ve 3 alt birimlerden

olusmus ve ¢ift katmanli lipid tabakanin stoplazmik yuziinde bir ag seklini almistir

Bu ana ag yap igine kenetlenip birlegen diger birkag protein; aktin, tropomyozin,

band 4 proteinleri ve ankirin (band 2 1)’dir (14,65,103) Bu ag, membran integral

proteinlerine belli etkilesimler vasitasiyla baglanti saglar Spektrin bas kismindan

ankirine baglanir  Ankirin aym zamanda spektrint band 3 (anyon-Cl/HCOQ; -

exchanger) proteinine baglar Kuyruk kisminda ise spektrin, F-aktin molekiillerine




i

-'.'Baglamr: Bu baglantiya protein 4 1’in de katiimasi bu bolgedeki baglari guglendiris

(14,76)

Oksidatif hasar genelde fosfolipidlerde baslar, fakat kolaylikla membran
iskeletini  kapsayan proteinlere  yayilabilir  Spektrinin  sulfhidril ~ gruplan
aminofosfolipidlerin poliansatiire yag asitlerine ok yakin yerlesmis durumdadir ve
onlar1  ozellikie oksidan hasara vyatkin kilacak gekildedir (4,35) Ornegin,
fosfatidilserin membranda protein 4 1’in tutundugu bolgelerden biridir (101)
Oksidan hasar spektrin birimlerini disiiifit baglar ile gapraz bagh hale getirebilir
Spektrin molekiliiniin disa agik siilfhidril gruplarinin, aminofosfolipidlerin igindeki
poliansatiire yag asitlerine gok yakin olarak yerlesmis olmas, neden spektrinin

oksidan hasara en agik iskelet proteini oldugunu ortaya koyar (4)

Malonildialdehit gibi lipid peroksidasyon uranleri de amino gruplan igeren

membran komponentlerine gapraz baglanabilir Boyle bir ¢apraz baglanti membran
yapilan ile siirh kalmaz Stoplazmik protein olan hemoglobin de spektrine ¢apraz
baglanti vyapabilir Ancak hemoglobin-spektrin komplekslerinin olusmas lipid
peroksidasyonundan bagimsiz olarak gorulmektedir Hemoglobin oksidasyonu
sirasinda  spektrin-hemoglobin  komplekslerinin  meydana  gelmesi eritrosit

deformabilitesini azaltir (8,68,103,113)

Oksidan stres altinda izlenen ve lipid peroksidasyonu ile direkt olarak iligkihi
olmayan bir diger degisim de artmis katyon gegirgenligidir Artmis pasif katyon

(5zellikle K*) gegirgenligine membran silfhidril (SH) gruplarinin oksidasyonun yol

21 i




J4s1 olasidir (110,113,116) Diger yandan lipid peroksidasyonu, hemoglobine bile

:geclr'g.éﬂ olabilen porlarm olusumuna neden olan membran hasani meydana

etl

tirebilir (92) Bu biyokimyasal ve yapisal degisimlerin onemli fonksiyonel
orucian  vardu Eritrositin  fizyolojik agidan bagimli  oldugu protein olan

;h-e_m'dgiobin, oksidan hasar ile nonfonksiyonel hale gelebilir (117)

‘Eritrosit mekanigi ve akaskanhk

Fiziksel olarak hiicresel elemanlarin plazma i¢indeki siispansiyonundan ibaret
‘olan kan dokusunun akigskanligi, Oncelikli olarak eritrosit kitlesi ile plazmanin
zelliklerine ve bu iki fazin birbirine oramina baglidir (67). Ancak kanin gerek
_:mikroreolojik gerekse makroreolojik davramgi lizerinde eritrositlerin reolojik i
::ﬁzellikleri belirleyici bir rol oynar Zira normal eritrositlerden olusan sispansiyonlar -
eritrositlerle aym boyutlara sahip rijid pargaciklar igeren siispansiyonlardan iki kat
fazia yogunlukta bir hacimde bulunmalari halinde dahi akigkanliklarin
koruvabilmektedirler (118,119) Eritrosit siispansiyonlarinin bu farkli davranmigi, bu
hiicrelerin sekil degistirebilme yetenekleriyle agiklanabilir Ayrica gesitli yontemlerle
bu vetenekleri degistirilen eritrositlerden olugan sispansiyonlarin  reolojik
ozelliklerinin, normal eritrosit siispansiyoniarindan oénemli olgiide farkh oldugu
bildirilmigtir (104). Bu nedenle gerek biiyuk damarfardaki kitle halinde kan akimi
igin gerekse kapiller damar yatagindaki dolagim igin son derece onemli olan eritrosit

deformabilitesi, bitin olarak dolagim sisteminin reolojik ozellikleri uzerinde

belirleyici bir rol oynar Bir baska deyisle, eritrositlerin sekil degistirme yeteneginin
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l.sln{rlar icinde korunmast dolagim fonksiyonunun yerine getirilmesi yoniinden

"':c;)'neme sahiptir (17,101).
itrosit deformabilitesi

. Eritrositlerin  sekil  degistirebilmeleri sahip olduklann  6zel  yapisal
..organléésyonla yakindan iliskilidir Solunum gazlanimin tasinmasi ig¢in gerekli
fonkzs..:iyonel yapilarla bu yapilarin en uvgun sekilde islev gormelerini saglayan
iéte'l;ller'den olusmus sade organizasyon, eritrositlerin  benzersiz reolojik

avraﬁlslnln temelini olusturmaktadir (75 76,77)

Higbir dis kuvvetin etkisi yokken bikonkav disk geklinde olan eritrositlerin
bu "'geometn'k yapis: en yuksek yuzey alani-hacim oranimt saglayarak hem solunum
gazlarmin degisimi i¢in onemli bir avaniaj olusturur hem de gekil degigtirmelerini
k.élaylastmr (75,101) Eritrositlerin sekil degistirebilme yeteneginin, kuresel bir

_Iy'ap:ya dondiikce azaldigi bildirilmigtir (76)

Diger yandan, eritrosit membrani elastik yapist sayesinde eritrositlerin etkisi
| altinda kaldigi kuvvetleri hicrenin butun boliimlerine dagitarak, hemen sadece bir
hemoglobin suspansiyonundan olusmus eritrosit sitoplazmasimn akigkanliginin 6n
plana ¢tkmasini saglar (45) Bu yizden eritrosit sitoplazmasmin akigkanhig da
eritrositlerin reolojik davranisini etkiler Sitoplazmanin akigkanhigmi ise, kapsaminin
buyik bir boliimunii olusturan hemoglobin konsantrasyonu belirler (75,76,77)

Normal bireylerde eritrositlerin hemoglobin konsantrasyonlari hiicrenin yagina bagls
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olarak degigmek lizere 27-37 @/dL arasmdadir. Bu aralikta sitoplazmik viskozite ise

:_centipoise kadardir (67) Bu smirlarda hemoglobin konsantrasyonu ile

S(toplézmik viskozitenin eritrosit deformabilitesine olan etkisi ihmal edilebilirken, bu
nsantrasyonlarin izerinde sitoplazmik viskozitede biyik artiglara neden olur
ica olgun eritrositlerde hemoglobin sentezi ve yikimi olmadigindan,

konsantrasyon degisimleri hemen daima hicrelerin su kapsamindaki degigimlere

' baghdir
Membran viskoelastisitesinin etkisi

Eritrositlerin gekil degistirmesine neden olan kuvvetlerle akim sirasinda
dogrudan karsi kargiya kalan bolimu membrandir Membranin esnek yapisi
-sayesinde hiicre disaridan etki eden kuvvetleri sitoplazmaya aktararak, adeta
- sitoplazmanin akima katilmasim saglar (28,96,97) Eritrositlerin gosterdikleri sekil
degistirme yetenegi yaninda, buna neden olan kuvvetin ortadan kalkmasi ile kisa
sirede normal bikonkav diskoid seklini kazanmasini saglayan bir baska fizyolojik
ozelligi de membranin elastik yapisidr Bu ozelligin buyik oOlgide membran
iskeletine bagl olduguna inamlmaktadir (26,75) Ileri derecede akigkan bir yapiya
sahip iki katmanli lipid tabakanin bu 6zelliginin lipid kompozisyonuna bagli olarak
degisebildigi bilinmekie birlikte, bu degiskenligin membranin butin olarak
viskoelastik davranisi uzerinde onemli bir etkisi gozlenmemistir (17) Dolayisiyla
membranin viskoelastik karakterinin birinci planda eritrosit membran iskeletiyle

ilgili oldugu anlasilmigtir (14.103)
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Eritrositlerin sekil degistirme yeteneklerinin tek bagina bu hiicreleri olusturan
'atefyalin fiziko-kimyasal ozelliklerinden kaynaklanmayip, membranda yer alan

niifnler'in rbl oynadifi aktif mekanizmalar tarafindan da kontrol edildigi

pildirilmistir (77)
Okéidanlarm deformabiliteye etkisi

Eritrosit deformabilitesi oksidan stres tarafindan etkilenen duyarh bir
parametredir  Sekil deistirme yetenedi iizerinde oksidan saldiimn sonuglan
inierati‘xrde genis olglide tartiglmugtir (71,113,115,116) Ksantin oksidaz-hipoksantin
..'sistemi tarafindan ekzojen olarak iiretilen siiperoksit anyonlarimin ve hidrojen
peroksitin in vitro kogulda eritrosit membran rijiditesini artirabilecegi gozlenmistir
- (4.8,71) Bunun temelinde, membran iskelet proteinlerinin yapisinda veya bunlarin
- birbiriyle iligkilerinde ortaya ¢ikan degigimlerin eritrosit deformabilitesini etkiledigi
fikri yatmaktadir (75,76,103) Agiga ¢ikan sonuglarin iskelet proteinleri arasinda,
iskelet proteinleri ile hemoglobin arasinda veya membran lipidleri ile protein yapilar
arasinda olusan gapraz baglarla, ayrica lipid peroksidasyonu artisi ve hemoglobin
oksidasyonu gibi  biyokimyasal degisimlerle ilgili oldugu  bildirilmistir
(22,34,110,116) Bu konuda ortaya konan bir diger sonu¢ oksidanlann etkisi altinda

eritrosit deformabilitesinde izlenen bu bozulmanin doz bagimli oldugudur (60,115)
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“Fritrosit agregasyonu

Akimi saglayan kuvvetler azaldik¢a eritrositler genis diskoid yizeylerinden
birbirlerine yaklasarak kiimelenirler ve i¢ boyutlu agregatlar meydana getirirler
(66,90). Yeterli kayma kuvveti varliginda, eritrositlerin plazma iginde bir sivi
damlast gibi davranmalarina kargilk, akim hizinin yavaglamasi halinde boyle
agregatlar olugmasi kan akimi iginde sivi tabakalari arasindaki sirtinme kuvvetini
artinit ve kamt daha viskoz nitelikli bir hale donusturur (111) Entrosit
agregasyonunun kan akimini yavaglatmasina paralel olarak agregasyon daha da

hizlamr Bu yiizden bazi kogullarda bir kisir déngti meydana gelir (23,24,111)

Agregasyona etkili faktorler

Eritrosit agregasyonu gerek plazmamn gerekse eritrositerin  gesith
ozefliklerindeki degisimlerden etkilenir Plazma fibrinojen konsantrasyonu eritrosit
agregasyonu uzerinde ¢ok onemli bir rol oynar (90,120) Plazma globulin
fraksiyonlarindaki degigimler, osmolarite ve pH degisiklikleri gibi faktorler de
eritrosit agregasyonunu etkiler (7,66,101) Hematokrit degerindeki artig, eritrosit
membranmin fiziko-kimyasal ozelliklerindeki {(membran yuzeyinin konformasyonu
ve yizey yuku) degisimler, hucre sekli, eritrosit 1gi kalsiyum konsantrasyonu ve
eritrositin sekil degistirme yetenegi de erntrosit agregasyonunu etkileyen hucresel

faktorler arasinda sayilabilir (23.31,72.91, 101,1 04)
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ks;danlar:n agregasyona etkisi

Bu konuda yapilan in vitro ¢aligmalar oksijen serbest radikallerinin etkisiyle
-ertt'fositlerin yizey ozelliklerinin degisebildiini ortaya koymugtur (6,3,113)

punla birlikte bu ¢aligmalarda oksidatif hasarin, ekinositik gekil degisikligine,

? bl'aylsiyla eritrosit agregasyonunun inhibisyonuna yol agabilecegi bildirilmigtir

'('1'13)

Reaktif oksijen metabolitlerinin eritrosit agregasyonu uzerindeki etkisinin, bu
'.oksidanlarm hiicre i¢inden veya disindan kaynak almasina bagimh olarak degistigi
:gf)sterilmigtir (8). Hucre iginde sitoplazmik hidrojen donorlerini  kullanarak
siiperoksit tireten bir madde olan phenazine methosulfate (PMS) ile hiicre diginda
- siiperoksit ureten ksantin oksidaz-hipoksantin sistemini kullandiklan bir galismada
Baskurt ve arkadaslan, PMS ile inkiibe edilen eritrositlerde agregasyon ve agregatlar1
birarada tutan kuvvetin derecesini yansitan kayma hizi dizeylerinde bir degisiklik
izlemezken, ksantin oksidaz-hipoksantin igeren suspansiyonda inkiibe edilen
eritrositlerin  agregasyon indekslerini anlamh sekilde azalmig, agregatlarn
saglamligini yansitan kayma hizi degerini ise 2-3 kat artmig olarak bulmuglardir Bu
¢alismalarinda ortaya koyduklari bir diger bulgu ise, agregasyon yeteneginin tersine,
eritrosit  deformabilitesi  tzerinde PMS’in  etkilerinin  ksantin  oksidaz-

hipoksantininkinden daha baskin olmasidir (8)
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Agregasyon ve deformabilitenin kan akimmna olan etkileri

Kan reolojik ozellikleri yoniinden non-Newtonian davranig gosteren bir sivi
sistemidir (66) Bu nedenle kayma hiz1 ile kayma gerilimi arasinda dogrusal bir iligki
...yokturx Kayma hiz1 arttik¢a kanin viskozitesi azalir (shear thinning) (23,66) Kamn
: Eu sekilde bir akim ozelligi sergilemesinde etken rol oynayan iki onemli faktor
eritrositlerin agregasyon ve sekil degistirme yetenekleridir (101) Zira dustik akim
hizlarinda meydana gelen agregasyon kan viskozitesini artirrken, yiksek akim
lzlarinda eritrositlerin sekil degistirme yetenekleri sayesinde kan viskozitesi azalir
(23) Bir bagka ifade ile, digik akim hizlarinda kanin akiskanligini belirleyen faktor
eritrosit agregasyonu iken, yiksek akim hizlarinda eritrositlerin deformabilitesi
belirleyici rol oynamaktadur Bununla birlikte agregat olusumu suasinda eritrositier
birbirine paralel yuzeyler olugturmak tizere gekil degisimine ugradiklarindan, eritrosit
deformabilitesinin  azalmasi  agregasyonu da  azaltu  Sonugta, eritrosit
deformabilitesinin azalmast yiiksek kayma hizlarinda gozlenen etkinin tersine, dusuk

kayma hizlarinda kan viskozitesinin diismesine neden ofur (118)

Biiyitk damarlarda sivi akigt, Newton'un tanimladig gibi sonsuz sayidaki sty
tabakalarinin birbiri tizerinde kaymasi olarak kabul edilirse (laminer akim), bir siv1
tabakasinin digeri uzerinde kaymasim saglayan kuvvet, sivimin i¢ direncini yani
viskozitesini yansitir (66) Laminer akim swasinda sivi tabakalar1 sispansiyon
icindeki pargaciklarin gevresinde yogunlagir Bunun sonucu sivi tabakalan arasindaki
surtinme artarak viskozite viikselir Eritrosit gibi sekil degistirme yetenegi olan

pargaciklar soz konusu olunca, hiicre biitun kapsamiyla sivi tabakalannin hareketine
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a{,ld;gmdan bu i¢ direng artigt en az oranda gergeklesir (28,96,119) Bu durum,

ritrdsitlerin sahip olduklar1 esnek yapt nedeniyle kendilerini akim ¢izgilerine oriente
smeleri geklinde de degerlendirilebilir. Ancak agregat olugumunun artmasi partikal
apimi biiyiiterek laminer akim gizgilerini distorsiyona ugratir ve tabakalar arasindaki

uftﬁnmenin artmasina neden olur

Eritrositlerin reolojik ozellikleri mikrodolagimda da énemli rol oynar Ciinki
anun kiguk caplt damarlarda, daha bilyiik ¢apa sahip damarlara oranla daha iyi
aktigimin ortaya konmustur. Bunun nedeni kan akimi iginde eritrositlerin akim
izinin en yiiksek oldugu merkezde toplanma egilimlerinin olmasi ve sonug olarak
- gepere yakin kisimda hicre konsantrasyonunda azalma ile kapiller yataga giden
" kanin hemodilisyona ugramasidur (66). Diger taraftan, akimin gergeklestigi damarin
boyutlari kanmn sekilli elemanlarinin boyutlarna yaklaginca, bu elemanlarin laminer
akim gizgilerini distorsiyona ugratmalari nedeniyle ortaya gikan, sivi tabakalari

arasindaki direnci artirici etki en aza inmig olur (23,67)

Eritrositler agregatlarnini dagitan kayma hizi degerinde artig bir risk faktoru
teskil ederek, ozellikle venoz sistem gibi dolagim sisteminin diisiik kayma hizina
sahip kistmlarinda eritrosit agregatlarimn olugmasina olan egilimi daha da buyutir
Vendz sistemde artmis agregasyon sirastyla kan viskozitesini ve akim direncini
artirarak kan akiminda bolgesel bir azalmaya neden olur (16,9511 1) Bu nedenle
iskemi-reperfiuzyon fenomeninde oldugu gibi dokuda agiga ¢ikan oksidanlara
eritrositlerin maruz kalmasi, eritrosit agregatlannin olugumunu artirarak  doku

perfiizyonunun daha da olumsuz yonde etkilenmesine neden olabilir (118) Ancak,
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jskemi-reperfiizyon hasarinda agiga ¢ikan oksijen serbest radikallerinin eritrosit
::-reolojik ozelliklerini ne sekilde etkiledigi ve dolayistyla doku perflizyonundaki
"bozulmaya olan katkis1 literatirde heniiz agikhk kazanmamig bir konudur Bu bilgiye
‘ulagsmayt simirlayan engellerin baginda iskemi-reperfuzyon, oksidan hasar ve eritrosit
..r'eolojik ozelliklerindeki degisiklikler arasindaki iligkinin mekanizmasim in vivo

."kosullarda beliriemenin zorlugu gelmektedir
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GEREC VE YONTEMLER

Akdeniz  Universitesi Tip  Fakiltesi Fizyoloji  Anabilim Dah
aSoratuvarlarmda gerceklestirilen bu galigmada agirhklan 250-350 g arasinda
_dégisen 34 adet disi albino sigan kullamlmistir Deneyler iki asamali olarak
.yliiratulmusttir. Asagidaki sekilde gosterilen deney protokolu ile on’ar adetten olusan
.ik.i grup hayvan ilk kisim deneyler igin kullanilmistr Bu deneyde iskemi-
_"r'eperﬁizyon hasarinin  eritrosit reolojik ¢zelliklerini ne sekilde degistirdigi
a;rastmimlstlr 14 siganin kullamldig: ikinci kisim deneylerde ise bu degisikliklerin

eritrosit metabolizmast ile olan iligkisi incelenmistir

10 dk 15 dk

i : Reperflizyon

Kontrol —»

Sekil 3 Deney protokolu

Hayvanlarin hazirlanmasi

intraperitoneal iretan (I g/kg) anestezisi altinda sag karotid artere
yerlestirilen polietilen katater (24 gauge) bir basing transduserine (MAY TCI-201)
baglanmigtir Deney stresince sistolik, diastolik ve ortalama arteriyel kan basinglar:

fizyolojik bir kayit sistemi (BIOPAC; Model MP 100) kullanilarak kaydedilmistir
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eneye baglamadan once 20 dakika sireyle hayvanin bu konumda stabilizasyonu

ag anmi§tir
skemi-reperfiizyon modeli olusturulmasi ve kan drneklemeleri

Stabilizasyonu takiben hayvanlarin her iki arka bacagi uyluk i¢ yiziinden
"_f_émoral arter ve venlerine ulasilmistir Arter ve ven arasindaki bag dokulan dikkatli
bir sekilde diseke edildikten sonra karotid arterden 24 gauge igne ile 0.5 mli’lik
_fbaslangig: kan ornegi (B) almmustir. Birinci grup hayvanda sag bacak inguinal
igamentin altimndan gegtigi kismina yakin bir noktadan femoral arteri hemostatik bir
“klamp (Dieffenbach, Dimeda) yardimiyla stkistirmak  suretiyle iskemik duruma
getirilmistir.  Sol bacak ise kontrol olarak kullanilms ve herhangi bir iglem
| uygulanmamgtur 10 dakika stirdirilen iskemi sonrasinda klamp gevsetilerek her iki
bacak femoral venlerine 24 gauge ignelerle es zamanh olarak girilip ikinci kan
orneklemeleri (Iskemik-postiskemi:IPI ve Noniskemik-postiskemi:NIPI) yapilmig ve
deney sonlandiriimistir Tkinci grupta hayvanlar iskemi sonlandirildiktan sonra kan
rneklemesi yapiimadan 15 dakika siireyle reperfizyon dénemi igin bekletilmis ve
kan orneklemeleri bu sirenin sonunda yapilarak (Iskemik-reperfiizyon:IR  ve

Noniskemik-reperflizyon:NIR} deney sonlandirilmigtir

[Ikinci agama deney igin kullanian hayvanlarin femoral venlerine biri kranial
digeri kaudal yon dogrultusunda polietilen kanuller (22 gauge) takilmistir Bu iki
kaniil arasina “y” seklinde konnektor kismi bulunan bir set (% enisystem, Abbott) i¢i
heparinize serum fizyolojik ile (150 U/ml) doldurularak yerlestirilmigtir Basing

takibi yapilarak stabilizasyonun saglanmasimn ardindan karotid arterden 1 ml lik




as}éng;g kan ornegi alinmigtir Bir bagka hayvandan alinan ayn miktarda kan yavas
ir .nﬁizyon hzinda geri verilmistic Bu kez gerek iskeminin hemen ardindan
eperfiizyon baslatildiktan sonraki, gerekse reperfiizyon déneminin sonundaki kan
rﬁéklemeleri (toplam 4 ml) aynt hayvandan gergeklestirilmistir. Bu 6rneklemeleri
.takiben yine her seferinde alinan hacim kadar kan yerine konmustur Gerek donér

gerekse deney hayvanlarindan kan oOrnekleri ethylene diamine tetra aceticacid

(EDT A) (1 5 mg/ml) kullanilarak alinmagtir

Hematolojik parametreler

Tum kan Orneklerinde elektronik hematoloji analizérii (Cell-Dyn 3500R,
. Abbott) kullanilarak hematokrit (HCT), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ve ortalama

eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) tayin edilmistir

Eritrosit mekanigi

-Eritrosit agregasyonunun degerlendirilmesi

15 mg/ml EDTA icerecek sekilde alinan kan &rmneklerinin hematokrit
degerleri saptanmis, daha sonra otolog plazma ilave edilerek veya ¢ikantarak 04
L/L’ye ayarlanmigtir Bu numunelerden eritrosit agregasyonunu gosteren indeks (MI)
oda sisinda (20 = 2 °C) dijital bilgisayar kontrollu bir fotometrik agregometre cihazi
kullamlarak tayin edilmistir (9) Agregometrenin kayma kuvveti uygulayan pargasi,
aralarinda 300 um’lik bir agiklik bulunan birbirine paralel iki cam diizlemden
olusmustur  Bilgisayar tarafindan kontrol edilen bir stepper motor bu cam

duzlemlerden birini déndiirmek suretiyle belli bir kayma hizt olusturur Infrared igik
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g@nderen bir diot ile bir fototransistor, amplifikator ve A/D gevirici yardimiyla kan
Ofneginin 151k gecirgenligi zamana karg1 kaydedilmistir Bunun igin kan drnegi cam
diizlemler arast bogluga konmug ve oncelikle eritrosit agregatlanm dagitmak igin 10
saniye sureyle 500 s Iik bir kayma hizi uygulanmistit  Ardindan motorun aniden
dhrma& ile ornegin infrared 15181 gecirgenligi 10 saniyelik stirede dlgiimiistiir Ozel
: geligtirilmig bir yazilim sayesinde monitdrde gegirgenligi yansitan bir grafik elde
edilmigtir ve bu grafigin altinda kalan alan bilgisayar tarafindan hesaplanarak
eritrosit agregasyonunun 6lgisi olan M indekst (MI) seklinde tammlanmigtir (9) Her

:. omek ii¢ kez galisilmig ve bu ti¢ 6lglimin ortalamasi: degerlendirilmeye ahinmigtir

-Eritrosit deformabilitesinin degerlendirilmesi

Bu amagla eritrositlerin 5 um ¢apta ve 15 um uzuniukta porlara sahip bir
filtreden gecis sureleri (TT) Cell Transit Analyzer cihazi kullanilarak tayin edilmistir
(10). Bu cihaz iki rezervuar arasina yerlestirilmis 30 kadar silindirik por igeren filtre
ife bir AC iletkenlikolgerden olugsmustur. Iletkenlikélger 100 KHz'lik bir akim
kullanarak rezervuarlara verlestirilmig elektrodlar arasindaki elektriksel direnci
olgmektedir  Rezervuarlardaki sivi  dizeyleri ayarlanarak, dilie eritrosit
siispansiyonunu {% 0 04, pH:7 4 izotonik fosfat tamponu i¢inde) filtredeki porlardan
akmaya zotlayacak sekilde 3 cocm H;O duzeyinde bir basing gradiyenti
olusturulmugtur Bir eritrositin pordan gegigi iki rezervuar arasinda bir direng
degisikligi ile sonuglanir Boylece iletkenlikolger devresinin gikisinda o eritrositin
pordan gegisi hakkinda bilgi veren bir puls olusturulur Bu sinyal daha sonra dijital
bir bilgisayar yardimi ile analiz edilir ve eritrositin pordan gegis siresi (TT, msn)’'ne

karsilik gelen bu pulsin genisligi belirlenit Her numune igin 1000 eritrositin gegis
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siireleri  Olgilmis ve bunlann  ortalamasi eritrosit deformabilitesini  temsilen
@llamlmxsﬂr Bu teknikte artmus bir gecig siresi eritrosit deformabilitesinde

| azalmay isaret eder. Tim olgiimler oda 1sisinda (20 + 2)°C’de yapilmistir

. Biyokimyasal parametreler

_Eritrosit sitozolik serbest kalsiyum konsantrasyonu olgimii

Hiicre ici kalsiyum konsantrasyonlan yikanmig intakt eritrositlerde Fura2-
AM floresan probu kullanilarak David-Dufilho ve arkadaslarinin bildirdigi modifiye
bir metoda gore olgiilmislerdir (25) Eritrositler bir dansite gradienti kullamlarak
(Histopaque-1071, Sigma Chemical Co, St Louis, MO) lokositlerden armdinilmig ve
iki kez izotonik fosfat tamponu ile bir kez de HEPES tamponu (123 mM NaCl, 5
mM KCI, 1 mM MgClL6H,0, 13 mM CaCl;, 10 mM Glukoz, 25 mM HEPES,
pH:7 4) ile yikanmiglardir Daha sonra eritrositler HEPES tamponu ile hematokriti
%1 olacak sekilde diliie edilmis ve bu eritrosit siispansiyonu 10 nM konsantrasyonda
Fura 2-AM (Sigma Chemical Co) varliginda 37°C’de 25 dk sureyle inkube
edilmistir Ekstraseliiler Fura 2-AM’yi elimine etmek igin sispansiyon 5 dk sireyle
350 X g de santrifij edilmis ve eritrositlerden tekrar izotonik fosfat tamponu
solisyonunda 10 hiicre/ml konsantrasyonda siispansiyonu hazirlanmigtir - Bir
spektrofluorometre cihazi (Shimadzu RE-5000, Tokyo, Japan) kullamlarak 335-385
nm eksitasyon araliginda, 510 nm’lik bir emisyon dalga boyunda floresans
6k;t1!rr;u$ti‘1r Bu sekilde Fura 2-Ca’* kompleksi ve selat olugturmamg Fura 2’nin
floresans  yogunluklari arasindaki oran  (F335/F385) sitozolik  kalsiyum

konsantrasyonlarini yansitmaktadir

-
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Lipid peroksidasyonu tayini

Eritrosit membranindaki lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak

‘thiobarbituric acid reactive substance (TB ARS) diizeyleri, Stocks ve Dormandy’ nin
'.:y(‘jntemine gore tiobarbitiirik asit reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle
.'.belirienmesiyie saptanmistir (110) Enrtrositler (0.6 ml) ii¢ kez izotonik fosfat
tamponu (0 15 M NaCl, 05 M KH2PO4. 05 M K2HPO4) ile yikandiktan sonra
iizerine 2 4 ml bu tampondan ilave edilerek sulandirilmistir. Uzerine 15 ml %30’luk
triklorasetikasit ilave edilerek karistirilmis ve 2000 rpm 'de 10 dakika santrifij
edilmistit ~ Siipernatan bagka bir tipe alinarak uzerine 075 ml %l’lik
tiobarbitiirikasit eklenmis ve 15 dakika sicak su banyosunda kaynatilmuigtir Tupler
sogutularak, 532 nm dalga boyunda absorbans degerleri spektrofotometrik olarak
olgiilmugtiir Drabkin ¢ozeltisi ile Hb degerleri olgiildiikten sonra kan TBARS

diizeyleri nmol/gHb cinsinden hesaplanmigtir

Sonuglarin degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglari degerlendirmek amaciyla gruplara ait verilerin
istatistiksel karsilagtirilmas: ‘esli t-test” kullanslarak yapilmigtr Degerler ortalama +

standart hata seklinde gosterilmistir



BULGULAR

“Kan Basmci Degerleri
Tablo 1'de deney siiresince farkli dénemlerde dlculen sistolik, diastolik ve

ortalama arteryel kan basinci degerleri gosterilmistir Degerler arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik saptanmamigtir (n=7)

B Sistolik basing Diastolik basing Ortalama basing
Baslangig 10911+ 804 81 86+923 8831708
Iskemi sonu 10212+ 3 26 7459 43 28 83 99+ 5 54
Reperfiizyon sonu 10579+£720 7322+521 8534+624

Tablo 1. Farkli dénemlere ait sistolik, diastolik ve ortalama arteryel kan basinc

degerleri (mmHg)

Hematolojik Parametreler

Tablo 2’de her iki bacaktan gesitli dénemlerde olmak tizere alman kan
orneklerine ait hematolojik parametreler gosterilmigstir Reperfiizyon donemi sonunda
her iki bacaktan alinan kanlarda hematokrit degerleri baslangi¢ degerine gore anlamls
olarak dusuk bulunmustur (p<0.05) Ortalama eritrosit hacmi, iskemi uygulanan
bacakta reperfiizyon dénemi sonunda iskemi uygulanmas an bacaktaki reperflizyon
sonu degerine gore anlamh bir sekilde dusuk bulunurken; ortalama eritrosit

hemoglobin konsantrasyonu, iskemi uygulanan bacakta reperfiizyon dénemi sonunda
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B IPI IR NIPI NIR

HCT 1042£0018 10390016037 +£0015* |039+0014 | 037+0018*
(L/L)

MCV | 4987176 151214144 | 4892+195f 50114123 | 5159+089
(L)

MCHC 3274758 32134483328 1+467f (3246392 3194+204
(gm/L)

Tablo 2 Farkli donemlere ait hematolojik parametreler (n=7)
B: Baslangig, IPI: Iskemik-postiskemik, IR: Iskemik-reperflizyon,
NIPI: Non-iskemik-postiskemik, NIR: Non-i skemik-reperfuzyon

* Baglangi¢ degerinden fark; p<0 05 t Kontrol bacaktan fark; p<0 05
Eritrosit mekanigi

-Eritrosit agregasyonu (MI)
Eritrosit agregasyonu iskemi uygulanmasinin hemen ardindan (372+100 /

2 8010 49) baslangi¢ degerlerine gore (3 42+0 74 / 2 32+0 61) her iki bacakta da
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[statistiksel olarak onemli olgide farkl bulunmazken (Sekil 4), reperfuzyon donemi
sonunda gerek iskemi uygulanan bacakta (1 30+0 40) gerekse iskemi uygulanmayan
bacakta (1 53+0 48) baglangig degerlerine gore istatistiksel olarak Gnemli olgiide

'.ﬁzaimm olarak bulunmustur (p<0 01 Sekil 5).

5_
4 - |
T

=

2 - |

1

0 -
B IPY NIPI |
L 1

Sekil 4 Iskemi sonrasinda eritrosit agregasyonu (n=10)

B: Baslangig, IPL: Iskemik-postiskemik, NIPI: Non-iskemik-postiskemik

B IR
L.

Sekil 5. Reperfiizyon dénemi sonrasinda eritrosit agregasyonu (n=10)

— . R e

B: Baslangi¢, IR: Iskemik-reperfuzyon, NIR: Non-iskemik-reperfiizyon

(n=10) *: Baslangi¢ degerinden fark; p<0 Ol
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.'En.iltrosit deformabilitesi

| Gerek iskemi uygulanmasimn bitiminden hemen sonra alinan ornekler
(1 662007 / 26620 13), gerekse reperfizyon donemi sonunda alinan 6rnekler
(32,:65;*0 19 / 2670 09) baslangig degerlerine gore (2 7310 08 / 2 8240 19) onemli

ir fark olusturacak olgiide dedisiklik gostermemislerdir (Sekil 6 ve 7)

[\
o o]
I

TT
R SR
NC Y N
{ { [
g

B IPY NIPI

Sekil 6 Iskemi sonrasinda eritrosit transit zamanlan (n=10)

B: Baglangig, IPI: Iskemik-postiskemik, NIPI: Non-iskemik-postiskemik

Biyokimyasal parametreler

-Hiicre i¢i kalsiyum degerleri

Hem kontrol bacakta hem iskemi uygulanan bacakta iskemi sonrasinda hucre
ig1 kalsiyum degerleri (1 64+0 05 / 1 7140 05) baslangi¢ degerine gore (1 54+0.06)
istatistiksél olarak oneml: bir arttig gostermistir (p<0,05) Ayrica iskemi uygulanan
taraftaki artis (1 71£0 05) kontrolden de (1 64%005) o&nemli olarak farkli
bulunmugtur (p<0,05) Her iki bacakta da izlenen bu degisiklikler reperfiizyon

doneminin ardindan geri dénmiistur (Sekil 8)
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Sekil 7. Reperflizyon donemi sonrasinda eritrosit transit zamanlari (n=10)

B: Baslangig, IR: Iskemik-reperfiizyon, NIR: Non-iskemik-reperfiizyon

1,75 -

1,65 -

1,55 -

 F335/F385
[
{

>

1,45 -

B IP1 IR NIPI NIR

Sekil 8 Farkli donemlere ait hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu degerleri (n=7)
B: Baglangig, IPI: Iskemik-postiskemik, TR iskemik-reperfuzyon,
NIPL: Non-iskemik-postiskemik, NIR: Non-iskemik-reperfiizyon

* Baglangig degerinden fark; p<0 05 }; Kontrol bacaktan fark; p<0 05
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_TBARS degerleri

Gerek kontrol gerekse iskemi uygulanan bacakta iskemi bittikten hemen
sonra (24 0+2 67 / 28.2+5 24) ve reperflizyondan sonra (25443 40 / 27 813 70)
.'6lgulen TBARS degerleri baglangig deferine gore (22 614 14) istatistiksel olarak
Snemli bir fark ortaya koymamistir Yine kontrol bacak ile iskemi uygulanan

bacaktan alinan rnekler arasinda da bir fark bulunmamistir (Sekil 9)

35 -
= 30 -
e
& 25 - _
£ 20 -
5]5_
% 10 -
= 5 |
fomt
0 | ,
K P I IR NIPIL |

Sekil 9 Farkl: donemlere ait thiobarbituric acid reactive substance (IBARS)
degerieri (n=7). B: Baglangig, IPl: Iskemik-postiskemik, IR: Iskemik-
reperfizyon  NIPI: Non-iskemik-postiskemik, NIR: Non-iskemik-

reperiizyon
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TARTISMA

Iskemi-reperfiizyon hasarinin gelisiminde oksidatif stresin rolii bugtine kadar
basta kalp dokusu olmak iizere degisik dokularda yapilan in vitro ve in vivo
galigmalarla ortaya konmugtur (36,39,57,69,81,100) Oksidatif stresi doguran oksijen
serbest radikalleri, iskemi swasinda tetiklenen bir mekanizmayla reperfiizyon
sirasinda endotel hicrelerinde ksantin oksidaz-hipoksantin reaksiyonu sonucu agiga
gikabilecekleri gibi (38,70,108), aktive olmus notrofillerden de kaynaklanabilirler
(29,39,44,123) Oksijen serbest radikallerinin iskemi-reperfiizyon hasarinda rol
oynadiklart gorugini destekleyen énemli bir kantt, iskemiye ugramis dokularda
reperfizyon sonrasinda oksidatif denaturasyon irinlerinin (lipid peroksidasyon
urunleri, okside glutatyon gibi) artmis bulunmasidir (46,94,106) Gerek doku
kaynakli gerekse dokuda aktive olan nétrofillerin aciga gikaracaklart oksijen serbest
radikalleri, oksidatif strese yatkin olan bir takim 6zellikleri nedeniyle eritrositlerde
yapisal ve fonksiyonel degigiklikler olusmasma yol acarak doku perflizyonunu

olumsuz yonde etkileyebilir (5,6,8,12,68,113.115.1 16)

Bu gahigmann ortaya koydugu en belirgin sonug, hem iskemi uygulanan hem
de uygulanmayan bacakta reperfiizyon siiresinin sonunda alinan kan &rneklerinde
Olgulen agr'egasyon parametresinin baglangi¢ degerine gére anlamli sekilde azalmis
olarak bulunmasidir (Sekil 5) Bu azalma iskemi uygulanan tarafta %44, kontrol

kabul edilen tarafta ise %34 dolayinda bir oranla gerceklesmistir
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Bugiin mekanizmasimin gegerliligi konusunda henuz kesin bir sonuca
variimamis farkl iki hipotez (koprileme hipotezi ve kemiosmotik hipotez)
bulunmasina karsin, eritrosit agregasyonun kismen suspansiyon —ortaminin
bilesimine, kismen de hiicresel faktorlere bagh olarak degisen bir fenomen oldugu iyi
bilinmektedir (67,90,120) Hicresel faktorler simfinda en onemli faktor olarak
er‘itr‘osijt membran yiizey yiikii bulunur Bu yiki olusturan yapilar i¢inde en dnemlisi,
membranin dis yizeyine yerlesmis olan sialik asit molekulleridir Bu yap: hiicrelerin
birbirinden aynlmasini artiran, boylece agregasyonu azaltan itici bir kuvvet
olusturur  Bu nedenle eritrositlerin enzimatik iglemlerle (néraminidaz, tripsin,
kimotripsin, pronaz gibi) muamele edilmeleri onlarin elekiriksel yuzey
ozelliklerini ve agregasyon seklini degistirebilir (91) Bu calismada, reperflizyon
siresi sonundaki agregasyon parametrelerinde baslangic deferine gore izlenen
onemli 6lcude azalma, Bagkurt ve arkadaglarmin eritrosit reolojik ozelliklerini
degisik paternlerde etkilediklerini digsinerek, hiicre iginde veya diginda superoksid
anyonu olusturan iki farkli mekanizmayr model olarak kullandiklar: ¢aligmanin
bulgulari ile uyumludur (8) Iskemi-reperfliizyon hasari gibi eritrositin diginda olugan
oksijen serbest radikallerinin, eritrosit yiizeyinde bir etkiyle eritrosit agregasyonunu
etkilemis olabilecegi duginilebilir Ayrica iskemi uygulanmayan bacaktan alinan
sineklerde de baslangic degerine oranla agregasyonda bir inhibisyon izlenmis
olmasi, bu ¢ahigmada Iokosit aktivasyonu yada lokositlerden salinan proteolitik

enzimlerin (elastaz gibi) de rol oynamis olabileceklerini destekleyici bir bulgudur

Eritrositlerde oksidatif hasarin biyokimyasal sonuglari baglica; membran

lipidlerinin peroksidasyonu, hemoglobinin oksidasyonu sonucu methemoglobin
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' lJusumunda artma, membran proteinleri iginde ve/veya membran proteinleri ile
lr.lemoglobin arasinda ¢apraz baflantilar olusumu ve protein yikimi seklinde
'.sualanabilir' (4.8,113). Oksijen serbest radikal hasanimin eritrositlerde doguracag;
- fonksiyonel sonuglar ise pasif katyon gegirgenliginde artma, buna karsin
] deformabilitede azalmadir (34,68,113,115,116) Bu ¢aligmanin bulgularina gore
eritrosit deformabilitesinde, her iki bacaktan alinan orneklerde gerek iskemi
sonlandlr‘lldlktén sonra, gerekse reperflizyon doneminden sonra yapilan 6lgtimler
sonucu baslangig deferine oranla anlamli bir degisiklik izlenmemis olmas: literatiire
zit diisen bir tablo gibi goriinmektedir (Sekil 6,7) Ancak eritrosit deformabilitesini

dlgmek igin kullandigimiz yontemin, eritrositlerin kendi gaplarindan daha kiiguk

¢aptaki mikrokanallara sahip filtreden gegis siiresini 6lgme esasina dayandig: dikkate
alinirsa, eritrositin hacmindeki bir degisikligin deformabilite degisikligini baskilamis
olabilecegi soylenebilir Ayrica bu galismada eritrosit deformabilitesinde bir
degigikligin izlenmemis olmasi, Uyeseka ve arkadaglarinin oksidan hasarin etkisi
altinda eritrosit deformabilitesindeki bozulmanin doz bagimli oldugunu bildirdikleri
¢alismanin sonuglariyla uyumludur (115) Ote yandan Baskurt ve arkadaglannin
eritrosit deformabilitesi  degisikliginin serbest radikalin olusum sekline bagh

oldugunu gosterdikleri galisma, bu galigmanin negatif bulgularim agiklayabilir (8)

(aligmamizin ortaya koydugu bir diger sonug, iskemi sonlandirtldiktan sonra
alinan Orneklerde iskemik bacaktaki ortalama eritrosit hacmi azalmasi ve buna
parelel ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu artisidir. Bu durum, pasif
kayon gegirgenliginde ve buna bagli olarak sivi gikiginda arti oldugunu gosterir

Kupinski  ve arkadaglarimin  iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon  hasarinin
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mikrovaskiiler protein gegirgenliginde gecici bir artia yol agtigini gosterdikleri
calismanin sonuglan da goz onune alindiginda ekstraseliler stvi osmolalitesindeki
degisime cevap olarak da boyle bir degisikligin meydana gelmis olabilecegi

diisiiniilebilir (59)

Normal eritrositlerde sitoplazmik viskozitenin belirli simriar iginde sabit
tutulmasi bilyiik olglide hilcrenin katyon ve su kapsaminin kontroluvla gergeklesir
(77,101) Hijcrenin su kapsaminin kontrolu ayni zamanda ylizey alan-hacim
iligkisinin korunmasi igin de zorunludur Eritrosit metabolik aktivitesinin sagladig
enerjinin énemli bir bolumi bu kontrolu saglayan aktif iyon pompalan tarafindan
kullaniimaktadir Eritrosit membraninda yer alan iki ¢énemli aktif pompa (Na-K
ATPaz ve Ca-ATPaz) sitoplazmanin digiik sodyum, yiksek potasvum ve dusik
kalsiyum konsantrasyonlarim fizyolojik sinirlar icinde korurlar (77) Hicre igi
kalsiyum dizeyi artinca, kalsiyum bagmli potasyum kanallann aktive olarak
hilcreden potasyum ve buna bagh sivi kaybr gergeklesir Bu durum “Gardos etkis1”
olarak bilinir (33) Baéyle bir sonug eritrosit sekil degistirme yetenegini bozar Hatta,
ATP nin tikenmesi ile ekinositik sekle donisiim gorilebilir (18,71 102) Bununla
birlikte kalsiyum artigi ile transglutaminaz aktivasyonu sonucu membran proteinleri
arasinda ozellikle glutamin ve lizin aminoasitleri baglantilan ile ¢apraz baglantilar
geligtigi bildirilmistir (109) Bir bagka ¢aligmada ise bu degisikliklerin kalmodulin
inhibitorleri ile onlendiginin gosterilmiy olmasi eritrosit iskelet protein agmin
dinamik vapisimn dizenlenmesinde ve boylece sekil degistirme yeteneginin
kontroliinde hiicre igi kalsiyumunun anahtar rol oynadigina iliskin onemli kanitlar

elde edilmigtiv (79) Calismamizin verileri iskeminin sonlandinlmasinin hemen
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ardindan alman kan orneklerinde yaptlan olgiim  sonucu hiicre i¢i kalsiyum
degerlerinin baslangic degerine oranla iskemi uygulanan tarafia daha belirgin olacak
sekilde arttigini gostermektedir (Sekil 8) Bu degisiklife paralel olarak, iskemi
uygulanan bacaktan alinan orneklerde olgiilen ortalama eritrosit hacmi degerlerinin
uygulanmayan bacaktan alman orneklerde olglen degere gore dusuk bulunmasi

Gardos etkisini dogrular niteliktedir

Sonug olarak bu galigmanun verileri, iskemi-reperfizyon hasarinin oncelikli
sekilde eritrosit agregasyon yetenegini degistirdigini ortaya koymustur Ancak,
gdzlenen bu hemoreolojik degisimin doku perﬁizyonunu ne Olglide etkileyecegi
konusunda yorum yapmaya yetecek delil elde edilememistir Buna ragmen iskemi-
reperfiizyon hasarint Onlemeye yonelik klinik uygulamalar igerisinde eritrosit
mekaniginin Gnemini ortaya gikaracak ileri diizeyde galigmalara ihtiyag oldugu

anlagilmistir
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OZET

Bu caligma, iskemi-reperfiizyon hasarinda eritrosit yapisal ve fonksiyonel
szelliklerinin ne sekilde etkilendigini incelemek iizere planlanmigti. Akut arka
. bacak iskemi-reperfiizyon modeli uygulanan deneylerde 34 adet disi albino sigan
kullanilmistin Bir bacak femoral arterinde 10 dk. iskemi uygulamanin ardindan 15
dk. siireyle reperfiizyon saglanirken, diger bacak kontrol olarak kabul edilmigtir, Her
iki femoral venden reperfiizyon dénemi sonunda alinan kan Srneklerinde eritrosit
agregasyonu, baslangi¢ degerine gore Snemli dlgiide azalmig olarak bulunmustur
(p<0.01) Eritrosit deformabilitesi ve tiobarbitiirik asit reaktif tirlin diizeylerinde ise
bir degisiklik izlenmemistir. Iskemi sonlanduildiktan sonra, kontrol bacaga gore
iskemik tarafta ortalama eritrosit hacmi diigiikk, ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasonu ise artmis olarak bulunmugtur. Buna ilave olarak, bu dénemde her iki
tarafta da eritrosit igi kalsiyum diizeylerinin baslangic degerine gore dnemli Olgiide
yitksek bulunmus olmast galigmamizin ortaya koydugu bir diger bulgudur. Bu
calisma sonug olarak, iskemi-reperfiizyon fenomeninin bagta agregasyon olmak
{izere eritrosit reolojik ozelliklerini etkiledigini gdstermistir Deformabilitede bir
degisiklik yokken bdyle bir sonucun ortaya ¢tkmug olmasi, diger hiicresel faktorlerin
(eritrosit “yiize} yiikii gibi) 18kosit aktivasyonu ve oksidan stres gibi dig kaynakh

faktsrlerden etkilenmis olabilecegini diiglindiirmiigtiiz
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SUMMARY

The effects of ischemia-reperfusion injury on the functional and structural propetties
of erythmcytes has been investigated in a rat hindlimb model Thirtyfour female
albino rats were used in the study. Ten minutes of ischemia and fifteen minutes of
reperfusion petiods were applied to one of the hindlimbs, while the other was
accepted as control Erythrocyte aggregation was significiantly decreased in both
hindlimbs compared to baseline value after the reperfusion (p<0 01) No alteration
was found in neither erythrocyte deformability nor thiobarbituric acid reactive
substance levels. After the ischemia period, mean corpuscular volume was found to
be significiantly lower and mean corpuscular hemoglobin concentration was found to
be significiantly higher in ischemic hindlimb, compared to control. Additionally,
cytoplasmic calcium concentrations were significiantly higher in both hindlimbs
compared to baseline value. In conclusion, this study suggested that ischemia-
reperfusion phenomenon could effect primarily erythiocyte aggregation. While no
alteration was found in deformability and thiobarbituric acid reactive substance
levels, the inhibition of aggregation suggested that other cellular factors (ie
ervthrocyte surface charge) could be effected by external sources such as leukocyte

activation and oxidant stress.
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