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1. OZET
Sicanlarda miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasari Uzerine tacrolimus
(FK506)’un koruyucu etkisinin patolojik olarak arastiriimasi.

Hakan Comakli, Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kalp ve Damar
Cerrahisi Anabilim Dali, izmir.

Miyokarda oksijen sunumu ve ihtiyacl arasindaki dengesizlik sonucu olusan
miyokardiyal iskemi, dokuda hizli bir metabolik ve yapisal bozulmaya yol acar. iskemi
sonrasi reperfliizyonla beraber aerobik metabolizmaya tekrar gegis ile ortaya ¢ikan
subsratlar zincirleme olaylari baslatarak doku hasarina neden olur. Bu olaya “iskemi
reperflizyon hasari “ denir. Kalp cerrahisinde uygulanmakta olan anestezi teknikleri
miyokard koruma ybéntemleri ve cerrahi tekniklerdeki gelismelere ragmen, miyokardiyal
iskemi reperflizyon hasari mortalite ve morbiditenin halen en énemli nedenlerinden
biridir.

iskemi reperfiizyon hasarinin molekiiler olaylari ve mekanizmalari karmasiktir.
OlasI mekanizmalar serbest oksijen radikalleri, hiicre i¢i asiri kalsiyum birikimi ve nétrofil
basta olmak Uzere inflamatuar cevap kaskadidir.

Deneysel miyokard iskemi reperflizyon hayvan modelinde tacrolimusun i/R
hasarindaki koruyucu etkisi arastirildi. Bdlgesel miyokard iskemi modelinde LAD
koroner arteri 45dk oklide edildi ve daha sonra oklizyon kaldirilarak (¢ saat
reperflizyonda tutuldu. Calismada deney hayvani olarak kullanilan Wistar Albino tipi
erkek siganlar; iskemi (n=4), sham (n=4), kontrol (n=7), tacrolimus (n=7) olmak Uzere
doért gruba ayrildi. Tacrolimus reperflizyonun ilk 15dk’ da juguler venden 100ugr/kg
dozunda verildi. Hemodinamik parametreler kaydedildi. Biyokimyasal parametre olarak
CK-MB degeri iskeminin 0. ve 45.dk’da, reperflizyonun 60.dk ve 180.dk ‘da alinan
kanda bakildi. Miyokardiyal enfarkt alani triphenyltetrazolium chloride(TTC) boyama
teknigi ile 6lgulda.

iskeminin 0.dk ve 45.dk ‘da hemodinamik parametrelerde tim gruplarda
istatistiksel anlamh fark yoktu. Tacrolimus grubunda reperfizyonun 60.dk’daki sistolik
kan basinci ortalamasi 85mmHg olarak élgilen bu deger, sham ve kontrol grubuna gére
daha yiiksekti. istatistiksel olarak anlamli fark (p=0.004) bulundu. Tacrolimus grubunda
reperflizyonun 60.dk’daki kalp hizi ortalamasi 224/dk idi, bu deder sham ve kontrol
grubuna gdre disikti. Istatistiksel olarak anlamli fark (p=0.047) bulundu.



Tacrolimus grubunda ortalama enfarkt alani/tim alan orani kesitlerde K1=0.182
(p=0.025), K2=0.212 (p=0.018), K3=0.264 (p=0.013), K4=0.227 (p=0.015) kontrol
grubuna gdre daha diisiikti. istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.

PNL infiltrasyon derecesi kontrol grubunda 1.6, tacrolimus grubunda 0.7 bulundu.
iki grup arasinda fark istatistiksel olarak (p=0.045) anlamli bulundu.

Veriler incelendiginde tacrolimus grubunda enfarkt alani/tim alan orani ve PNL
infiltrasyon derecesi daha diisiktl. Bu durum tacrolimusun miyokard iskemi reperflizyon

hasarinda koruyucu etkisi olabilecegini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: tacrolimus, miyokard, iskemi reperflizyon hasari.



2. SUMMARY
Pathologic investigation of the effect of tacrolimus(FK506) on the
myocardial ischemia-reperfusion injury of rats.

Hakan Comakli, Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Department of
Cardiovascular Surgery , izmir.

Myocardial ischemia, appearing as the consequence of imbalance between
oxygen supply and demand, causes a rapid metabolic and structural impairment within
the tissue. After ischemic period, sudden onset of reperfusion causes a transition to the
aerobic metabolism within the living cells. Emerging substrates initiate a chain of
reactions leading to tissue injury. This situation is called “ischemia reperfusion injury”.
Despite all the technical advances in anesthesia, myocardial protection and cardiac
surgical techniques, we still face the clinical reflections of ischemia reperfusion (I/R)
injury.

Molecular background of the I/R injury is a bit complicated. As it was shown
previously, free oxygen radicals, excessive intracellular calcium deposition and a
cascade of inflammatory responses - particularly neutrophils — are the possible
mechanisms.

The protective effect of tacrolimus on I/R injury in an animal model of
experimental myocardial ischemia and reperfusion was investigated. In the regional
myocardial ischemia model LAD was occluded for 45 minutes and then reperfused for
three hours. Male Wistar-Albino rats were used as subjects and were allocated into four
groups: ischemia (n=4), sham (n=4), control (n=7), and tacrolimus (n=7). Tacrolimus
was administered via jugular vein at the dose of 100 pg.kg™ during the first 15 minutes
of reperfusion. Haemodynamic parameters were recorded. CK-MB was measured at the
onset and at the 45" minutes of ischemia and at the 60™ and 180™ minutes of
reperfusion as a biochemical parameter. Myocardial infarct area was measured using
triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining technique.

No statistical significance was observed among all groups in haemodynamic
parameters recorded at the onset and the 45" minute of ischemia. Systolic arterial
pressure was increased in the tacrolimus group (85 mmHg) when compared with sham
and control groups at the 60" minute of reperfusion. A statistical significance was



observed (p=0.004). Heart rate was decreased in the tacrolimus group (224 bpm) when
compared with sham and control groups at the 60" minute of reperfusion. A statistical
significance was observed (p=0.047).

Mean infarct area/whole area ratio in cross-sections K1=0.182(p=0.025),
K2=0.212(p=0.018), KB83=0.264(p=0.013), K4=0.227(p=0.015) were Ilower in the
tacrolimus group than the control group. A statistical significance was observed.

PNL infiltration degree was 1.6 in the control group and 0.7 in tacrolimus group. A
statistical significance was observed between the two groups (p=0.045).

When the data were observed, infarct area/whole area ratio and PNL infiltration
degree were lower in the tacrolimus group. This indicates that tacrolimus may have a

preventive effect in myocardial ischemia reperfusion injury.

Key Words: Tacrolimus, Myocard, ischemia reperfusion injury.



3. GIRIS ve AMAC

Kalp cerrahisi genellikle kalbin kansiz ve hareketsiz oldugu kosullarda yapilr. Bu
kosullar global miyokardiyal iskemi ile saglanmaktadir. Kuskusuz global miyokardiyal
iskemiyi saglarken olumsuz etkilerde ortaya ¢ikmaktadir. Kan akimi kesildikten sonra
20dk igerisinde geriye dénulmez miyokard kasari (iskemik nekroz) olusur(1). Histolojik
calismalarda enfarktiisden ortalama dért saat sonra miyokardiyumda koagllasyon
nekrozu, 6dem ve noétrofil infiltrasyonu saptanir. Hicre 6lim0i hem iskemi sirecinde
hem de iskemi sonrasi vaskller yataga kan akiminin yeniden saglanmasi olan
reperflizyon sirecinde olusur. Bu slreclerde gelisen hiicre hasari aritmi, miyokardiyal
stunning ve doku hasarinin biyimesi (enfarkt) gibi ciddi klinik sonuglara neden olur.
Miyokard hasari cerrahinin erken déneminde hastanin kaybi ile sonuglanabilen disik
kalp debisine neden olur(2).

iskemi reperfiizyon hasarinin olusumundaki temel mekanizmalar; serbest oksijen
radikallerinin meydana gelmesi, miyositlerde Ca*® dengesinin bozulmasi, endotel
hidcrelerinden yada makrofajlardan salinan sitokin ve interlékinlerin, notrofil
akimulasyonunu ve adhezyon molekilli olugsumunu stimile etmesidir(3,4).

Tacrolimus (FK506), vyiksek lipofilik &zelliginden dolayr hlcre ylzey
reseptérlerinden bagimsiz olarak intraselliler aralia hizla geger. Sitozolik baglayici
proteini immunofiline (FKBP) baglanarak kalsinérin-kalmodulin (CaN-CaM) kompleksini
bloke eder. Tacrolimusun kalsindrinin katalitik aktivitesini (NF-AT, NF-xB ve AP-1’in
fosforilasyonunu) bloke etmesi adhezyon molekilleri ve sitokin UGretimini regile eden
gen transkripsiyonu baskilar. Bu durum iskemi reperflizyon hasarinda inflamatuvar
hicresel cevabi, platelet aktivasyonunu, nétréfil adhezyon ve agregasyonunu
azaltir(5,6,7,8).

Bu calismanin amaci, miyokardiyal iskemi reperflzyon modelinde;
immunosupresif ajan olan tacrolimusun koruyucu etkisini biyokimyasal, hemodinamik ve

histopatolojik verilerle ortaya koymaktir.



4. GENEL BiLGILER

4.1 iskemi ve iskemi / Reperfiizyon Hasarinin Mekanizmasi

Miyokard iskemisi, miyokardin metabolik gereksinimlerine gbére, yetersiz kan
akimi ile karakterize bir durumdur. Miyokarda oksijen sunumu ve ihtiyaci arasindaki
dengesizlik sonucu olugsan iskemi, dokuda hipoksi ve anaerobik metabolizmaya yol
acar(9).

Miyokard iskemisi, aterosklerotik koroner arter hastaliginin major sonuglarindan
biridir ve koroner arter hastaligiyla iligkili ¢esitli klinik sendromlara yol agar. Anjina
pektoris ve miyokard enfarktist bunun iki klinik gdstergesidir.Miyokard iskemisi agiri
egzersiz, kalp cerrahisi, kardiyak transplantasyonlar, perkitan transliminal koroner
anjioplasti gibi ¢esitli durumlarda da karsimiza ¢ikmaktadir(2,10).

iskemi sirasinda miyokardin enerji dengesi ¢abucak bozulur. ATP (adenozin
trifosfat) dlzeyi azalir, ADP (adenozin difosfat) dizeyi artar. Hicreler ATP Gretimini
devam ettirebilmek icin glikojeni kullanarak glikoliz yapar. Anaerobik sartlarda glikolizin
son Uriinii olan pirlivat, laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi ile laktata cgevrilir. iskeminin
uzamasi enerji balansini daha da bozar. ADP adenosin ve kiglik oranda inosine kadar
hidrolize ugrar. Bu islem sirasinda blytk oranda proton uretilir. Hicre pH'nin azalmasi
glikolizi inhibe eder. Ciddi ve uzun sireli iskemi ile ATP depolarinin %80 ve daha fazlasi
kaybolursa, hlcrenin hacim ve iyon butinligini idame ettirme kabiliyeti kaybolur.
Koroner kan akimi yeniden baslamazsa geriye dénisimsiz miyokard hasari (nekroz)
son noktadir(11,12).

Miyokardiyal iskemi icin kritik zaman 20 dk olarak kabul edildiginden bundan
daha kisa sureli iskemilerden sonra saglanan reperflizyon durumunda doku hasarinin
kaniti bir bulgu saptanmamistir. 20 dakikadan daha uzun sire devam eden iskemi
durumlarinda olusan reperflizyon hasari, birbiriden bagimsiz etiolojiler sonucunda
olmaktadir. Reperfliizyonun dakikalar ile saatler arasindaki déneminde nekroz ve
apoptosis nedeniyle hicre 6limandn artigi gibi farkh nedenler miyokard hasarinin
artmasina neden olmaktadir(3,13,14). Uzamis iskemiden sonra kalp kasinin
reperflzyonu, reperflizyon aritmilerine, mikrovaskuller hasara, miyokardiyal stunninge ve

miyokardiyal hibernasyona neden oldugu saptanmistir.(Sekil 1)



Miyokardiyal stunning, iskemi epizodu veya epizodlar sonrasinda olusan
kontraktil disfonksiyondaki uzamadir. Bu durum reperflizyon sonrasi irreversibl hasar
olmamasina ve perflizyonun normal veya normale yakin olmasina ragmen devam eden
mekanik disfonksiyonu ifade eder.

Miyokardiyal hibernasyon, disik kan akimi ile seyreden uzamis kontraktil
disfonksiyonun bir formudur. Yapilan klinik gbézlemler, viabilitenin korunmasi ve ener;ji
gereksiniminin azaltiimasi, azalmis perflizyona uyum saglamak igin  miyokardiyumun
kontraktilitesini azaltarak kronik iskemiye adapte oldugunu gdstermistir. Klinik olarak
koroner arter bypass cerrahisi sonrasi bozuk ventrikil fonksiyonun gelisme gdsterdigi
rapor edilmistir. iskeminin siresi, ciddiyeti, hibernasyon bélgesindeki miyositlerdeki
etkilenme derecesi iyilesme slresini belirler. Fonksiyonun ani iyilesmesi, hibernasyonun
akut oldugunu, glnlerden haftalara kadar olan iyilesmeler subakut hibernasyonu,
aylardan yillara kadar olanlar ise kronik hibernasyonu dastndurtr(15,16).

Miyokardiyal stunning, ilk kez Heyndrickx ve ark. Tarafindan 1975 yilinda
kdpeklerde kisa koroner oklizyonla ilgili olarak tanimlanmigtir. Bununla ilgili yapilan
calismalar kabaca 6 kategoride gruplandiriimigtir.

1. Orijinal olarak Heyndrickx ve ark. Tarafindan tanimlanan tek ve tamamiyla
reversbl in vivo iskemiyi takiben olugan stunning.

2. in vivo, tamamiyla reversibl rejionel multipl iskemi periyodlarini takiben olugan
stunning. (Orn. Kdpeklerde tekrarlayici 510 dk koroner okliizyonu takiben).

3. Kismen reversible, kismen irreversibl in vivo rejional iskemi epizodlarini
takiben olusan stunning. Bu kategori trombolizis tedavisi alan veya anjioplasti gegiren
akut myokard infarktlsli hastalarin durumunu temsil eder ve kurtarilmig dokularin
fonksiyonunu, gecikmis iyilesmesini gosterir.

4. In vitro global iskemi sonrasi stunning. (Ornegin izole kalp preparatlari)

5. In vivo global iskemiyi takiben stunning. (Ornegin kardioplejik arrest)

6. Egzersize bagli iskemi sonrasi stunning. (Ornegin yiiksek akimli iskemi)
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Sekil 1 iskemi ve iskemi/Reperfiizyon hasarinin klinik yansimalari.

Reperflizyon hasarinin molekiler olaylar karmasiktir. Birgok calisma, serbest
oksijen radikalleri (SOR) ve kalsiyum (Ca*?)’un reperflizyon hasarinin patogenezindeki

iki ana faktér oldugunu géstermistir. Molekuler oksijenin yiksek oksidasyon potansiyeli

olmasina ragmen, organik bilesikleri hizli okside edemez. Hucreler oksidatif



fosforilasyonla enerji Gretirken mitokondriyal elektron transport sisteminde oksijen suya
(H20) indirgenir. Respirasyon sirasinda oksijen mitokondriyada kompleks-1V icerisindeki
sitokrom C oksidazla bir seri elektron kaybina ugrar. Bdylece superoksit radikal,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve su meydana gelir(17,18).

0;°_ 07 &+2H p,0,e +H one +H | H,0

H.O

Normal sartlar altinda oksijen yaklasik %2-3 arasinda yetersiz rediksiyona
ugrayarak superoksit radikallerini (O2") ve hidrojen peroksidi (H>-O5) olusturur.

20 +2H" H.02 + O3

Bu reaksiyon kendiliginden gelisir fakat superokside dismutaz (SOD) gibi
enzimlerle katalizlendiginde daha da hizlanmaktadir. Serbest radikal tanimlamasi,
herhangi bir ortam veya molekllin bagimsiz olarak dis orbital yapisinda bir veya daha
fazla ciftlesmemis elektron icermesiyle ortaya ¢ikar. Bu atom veya molekil relatif olarak
unstabil ve genel olarak asir reaktifdir.

Hidrojen peroksitin kendisi gucli reaktive bir molekil degildir. Bununla beraber
Haber-Weiss Reaksiyonu ile gugli reaktif hidrojen radikallerini olusturur.

O +HO, ___ ,  0O2+0H+OH

Demir ve bakir gibi metal iyonunun katalizorliglnde hidroksil radikali olusum hizi
artmaktadir. Bu Fenton Reaksiyonu olarak bilinir.
Fe*® + Oy Fe*? + O,

Fe* Fe*® + OH + OH'

+ H202 I

SOR, biyolojik membranlar igin tehlikelidir. Lipid peroksidasyonuyla memranlarin
yapisini  bozar ve okside eder. Bu malondialdehid (MDA) olusumu ile
degerlendiriimektedir. Oksidasyon reaksiyonlarinda ilk lipid peroksid radikalleri (LOO")
olusur, daha sonra hidroksilipid peroksidler (LOOH) olusur. Bunlar DNA oksidasyonu ve



protein capraz baglantilari yaparak sonucta hicresel disfonksiyon ve hicre élimane yol
acar(19).
Reperflizyon hasarina yardim eden diger bir olasilik da peroksinitrit (ONOQO)

serbest radikallerinin olugsumudur.

02 + NO » ONOO

izole kalplerde peroksinitritin ortaya cikmasi reperfiizyon sonrasi miyokard
disfonksiyonuna yardimci olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda reperfizyonun ilk 15dk’da
verilen L-NAME (NO sentez inhibitdrl) peroksinitrit olusumunu engelleyerek kalp
fonksiyonlarini korumaktadir.

Slperoksid (O27), cok toksik olmayan bir serbest radikaldir. Diger oksijen
bilesiklerinin olusumunda anahtar rol oynar.

Hidrojen peroksid (H205), metal iyonlarinin yoklugunda stabil, zayif oksidan, uzun
dmurll reaktif oksijen bilesigidir.

Hidroksil (OH), asiri reaktif ve kisa 6murliddr, hiicrede olustugu yerden daha
uzaga gidemez. Cevresinde oldukga biylk hasara yol acar.

Hidroperoksil (HOy'), slperoksid radikalinin protonlanmasiyla olusur ve daha
reaktifdir. Biyolojik membranlari kolay gecmesi ve yag asidleri ile direkt etkilesime
girebilmesi ydéninden énemlidir.

iskemik dokunun reperflizyonu sonuc olarak hasarli dokuda hizli bir nétrofil
kimelenmesine yol agmaktadir. Deneysel hayvan modellerinde serbest radikal olusumu
reperflizyonun basinda hizli bir bicimde olmaktadir. Nétrofillerin endotele adhezyonu ve
sonrasinda transmigrasyonu, canhligini slrddrebilir dokularda proteolotik enzimleri
salarak serbest oksijen radikalleri olusturur.

Miyokardiyal i/R hasarinda SOR olusumuna yardimci olan birgok intraselliiler
enzimatik mekanizmalar vardir. Bunlardan bazilari; ksantin oksidaz, mitokondrial
sitokrom oksidaz vyolu, siklooksigenaz, lipooksigenaz yolu, katekolaminlerin
oksidasyonudur(20,21,22).

Organizmada yukarida saydigimiz metabolik olaylar sirasinda sirekli olarak
serbest radikaller olusur ve endojen antioksidanlar adi verilen molekiller tarafindan
etkisizlestirilir. Bu korunma glutatyon peroksidaz, siperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz
gibi enzimler ile olusur. Serbest radikaller belirli dizeyin Gstliine ciktiginda ve
antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldiginda hicrenin bazal yapi taslarini hasara
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ugratir. Bu asamada vicudun diger dogal savunma sistemi olan tamir islevi, hasarli
biyomolekulleri ortadan kaldirnir. Hasarh nikleik asidler spesifik enzimler tarafindan tamir
edilir, okside proteinler proteolitik sistem tarafindan ortadan kaldirir(23,24,25,27)

Adenin trifosfat (ATP) 0Grlnleri ksantin dehidrogenaz (KD) enzimiyle Ureye
cevrilmektedir. Bununla beraber iskemik durumda Ca* ile aktive edilen ve “kalpein”
olarak tanimlanan sitozolik proteaz enzimi ile ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza
(KO) doénusmektedir. Ayrica iskemik dokuda sulfhidril oksidasyonu bu déntsimu
hizlandinr. Bu da iskemik dokuda asin hipoksantin ve SOR birikimine neden olur.
(Sekil 2)

ISKEMI REPERFUZYON

ANP serbest Oksijen Radikallen
\ HUCRE HASARI
ADENOZINE

INOSINE Superoksit anyonu

|

URE + KSANTINE «——HIPOK SANTIN —— - UREAT + KSANTINE

/ iSKEMI

Ksantin Dehidrogenaz »  Ksantin Oksidaz

Mormal Hipoksantin Metabolizmasi Eeperfiizyonla Beraber Hipoksantin
IMetabolizmas:

Sekil 2 Hipoksantin metabolizmasi ve SOR olugumu.

iskemi sirasinda intraseliller serbest Ca*® miktarinin hizla artmasi, plazma
memranindaki fosfolipaz A,’yi aktive ederek reperflizyon sirasinda ortamda bol miktarda
arasidonik asit birikimine neden olur. Siklooksigenaz veya lipooksigenazlarla da
metabolize edilir. Siklooksigenaz aktivitesi arasidonik asidi prostoglandin G, (PGG>)’ye
cevirir. PGH, hcre tipine spesifik farkli prostoglandinler igin prokirsérdir. PGGz'den
PGHy'ye dénlsim sirasinda superoksid radikal olugsumu gdsterilmistir. Arasidonik asidin
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5-lipooksigenaz ile oksidasyonu 5-hidroperoksitetraenoik asit (5-HPETE) olusturur. Bu
daha sonra l6kotrienlere cevrilir.(Sekil 3) Bu reaksiyon sirasinda stperoksid radikalleri
olugur. LTB4Un nétrofillerden H>O, ve elestaz salinnminda rol oynadigi, ayrica
noétrofillerin in vitro ve in vivo olarak endotelyal gecirgenligini arttirmasinda potent bir
stimUlatér oldugu gdsterilmistir. Lokotrienler ve tromboksaninar ayrica mikrovaskuler
yatakta vazokonstriktér etki ile reperflzyon sonrasi koéti kapiller akima yol
acar(23,26,28).

Fostolipid
l Fosfolipaz A
Aragidonik Asit
/ Lipoksijenaz
Siklooksijenaz PGD, 5-HPETE
PGH2 * PGE; l
Tromboksan sentaz / \ Prostosiklin sentaz  PGFza LTAs

TX A; PGL ! \LTB.;

N g

Tx Bz 6-keto-PGFla LTDs

v

LTE,
Sekil 3 Aragidonik asid ve metabolitlerinin olusumu.

Arasidonik asit ayni zamanda myoglobinin katalizledigi hidrojen perokside
bagimh peroksidasyon mekanizmasiyla okside olarak, nétrofiller icin kuvvetli kemotaktik
artnleri meydana getirir.

Uzamis iskemiden sonra reperfizyonda sitozolik kalsiyum konsantrasyonun
artmasi ciddi myokardial hasarla iligkilidir. Burada Na'/H" pompasi dnemli bir role
sahiptir. iskemi sirasinda proton miktarinin artmasi ki bu asidoza yol acar, Na‘/H*
pompasini inhibe eder. Reperfliizyonla beraber bu inhibisyon ortadan kalkar ve hlicre ici
sodyum miktari artar. Bu Na*/Ca* pompasini aktive ederek hiicre ici kalsiyum miktarini
artarir. Na/H pompa inhibitdrleri kullaniminin; intraselliler Na* ve Ca*? artisini
durdurarak reperfiizyon hasarini azalttiyi gésterilmistir(29,30). Ayrica iskemiyle beraber
hiicre ici asidotik ortam, fizyolojik pH'da proteinlere bagl olan kalsiyumunda serbest
kalmasina neden olarak hiicre ici Ca* arttinr. Sonu¢ olarak miyokard kontraktil
elemanlarin kalsiyuma karg! duyarlihdr azalir ve miyosit kontraktilitesinin depresyonu ile
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sonuclanir . intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu kritik bir gdstergedir. Cunki
fosfolipaz, proteaz, endonlkleaz gibi bazi enzimlerin aktivasyonuyla iligkili ikincil haberci
gibi davranir ki bu hicre 6liminde degradasyon yolunu ve inflamatuar kaskadi
baslatir(4,31,32).

Adhezyon molekulleri IR hasarinda inflamatuar cevabin baskilanmasinda ve
devaminda kése tasi gibi rol oynar. Bu adhezyon molekdilleri G¢ grupta incelenir.

1. Selektinler

2. B-integrinler

3. imminoglobulin stiper ailesi

Selektin adhezyon molekdlleri, endotel ile nétrofiller arasindaki iligkinin
kurulmasindan sorumludur. L-selektin; nétrofil ve monosit hiicre ylzeyinde olusur. E ve
P-selektin; damar endotelde ve platelet ylzeyinde olusur. P-Selektin endotelial
hiicrelerde de sentez edilir ve Wiebel Palad cisimciklerinde depolanir. inflamatuar
cevapta ortamdaki mediatérlerle endotel ylzeyine hizlica mobilize olur. Reperflizyonun
10-20 dakikasinda hilcre ylzeyinde pik konsantrasyona ulasir. Reperfizyon dénemi
uzadiginda konsantrasyonda belirgin disme goéralUr.

B2 integrinler (CD11-CD18), heterodimerik glikoproteinlerdir ve bunlar nétrofil
ylzeyinde eksprese olur. PAF gibi sitokinler CD11-CD18 kompleksinin ekspresyonunu
arttirir.

immuinoglobilin stiper ailesi: “ICAM-1, ELAM-1, VCAM-1, GMP-140” bu ailenin
dyelerindendir. IR hasarinda plateletlerin vaskiler yataga adhezyonu ICAM-1
(intercellular adhesion molecule) vasitasiyla olur. Endovaskiler temastan sonra
plataletler aktive olur ve ortama inflamasyonda rol oynayan PAF gibi sitokinleri salgilar.
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), ELAM-1 (endothelial leucocyte adhesion
molecule), GMP140 (granule membrane protein) endotel I6kosit adhezyonunda rol
oynayan diger molekdillerdir.

Yapilan calismalarda E-Selektin ve ICAM-1’e karsi gelistirilen antikorlarin, I/R
hasarinda mikrovaskuler hasari ve apoptozisi azalttigr bulunmustur(33).

Sitokinler, IR hasarinin olusumunda &nemli rol oynayan diger mediatérlerdir.
Etkilerini tek basina veya birbirlerinin etkilerini arttirarak gdsterir. inflamasyonun cok
farkh yollari, hangisinin anahtar konumda oldugunu saptamayi guglestirir.(Sekil 4)
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inflamasyonda dnemli olan bazi sitokinler IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-ydir(34).

IL-1: Diger sitokinlerin salinimini baslatir, fizyolojik etkileri TNF-a’ya benzer.

IL-2: En 6nemli fonksiyonu T-hlicre proliferasyonudur.

IL-6: Endotoksine hassastir. B-hlcre proliferasyonuna ve onlarin plasma
hlcrelerine dénlisimine neden olur. Hepatositlerden akut faz reaktanlarin salinimini
indUkler.

IL-8: Notrofil hareketlerini stimile eden gugli bir kemokindir.

TNF-a: inflamatuvar yanitta ¢ok énemli rol oynar. Proinflamatuvar sitokinlerin
prototipidir. Ortamda prokoagulanlarin ve, adhezyon molekdillerinin aktivitesini, IL-1, IL-8
ve LTB4 salinigini arttirir.

IFN-y: T-lenfositleri tarafindan salinir. Ozellikle endotel hiicrelerinde major
histokompatibilite antijen MHC-Sinif Il ekspresyonunu, endotel-lenfosit adhezyonunu ve

antijen prezentasyonunu arttirir.

L-slektin

Integrin

v

ICAM

P-slektin E-sle ktin

Sitakinler

Sitokinler
SOR

Histamin

Trombin

Sitokinler

Sekil 4 /R hasarinda sitokin ve adhezyon molekdillerinin roli.

Miyokardiyal iskemi reperflizyonda miyokardiyal doku igine nétrofillerin gbgu
enfarkt alaninin genisligi ve iskemi siresiyle iligkilidir. Doku hasari polimorfonikleer
l6kositlerin birikimiyle beraber lokalize inflamatuvar yanit olusturur. Nétrofiller, C5, IL-8,
TNF-B gibi kemotaktik faktorler tarafindan inflamasyon alanina ydnlendirilirler. Aktive
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notrofiller IL-1, IL-3, IL-5, PAF ve TNF-a gibi énemli proinflamatuvar sitokinlerin
kaynagidir. Platelet aktive edici faktdér (PAF), en sik iskemi sonrasi perflizyonda
aritmilere neden olur. Reperflizyonun ilk ¢ saati icinde polimorfonlkleer I6kositlerin
birikimi baglar. Deneysel /R modellerinde ve acik kalp cerrahisi sirasinda I6kositlerin
tiketilmesinin faydali etkileri oldugu belirtiimektedir(35,36).

Bir transkripsiyon faktdri olan NF-xB (nUkleer faktér kappa B) sitokinlerin,
kemokinlerin, imminoreseptérlerin ve hicre adhezyon molekillerinin I/R hasari
sirasinda erken gen ekspresyonuna aracilik etmektedir. NF-kB’nin selektif blokajl
(proline dithiocarbomate) ciddi iskemik stres sonrasi repeflizyonun erken fazinda
belirgin koruma sagladigi yapilan calismalarda gdésterilmistir. Tacrolimus, NF-kB’nin
erken aktivasyonunu inhibe eder. Sigan akciger IR hasari modelinde disuk doz
tacrolimus verilmesiyle NF-kB’nin inaktivasyonu saglanmis, bdylece IL-1, IL-2, IL-3, IL-5,
TNF-a, y-IFN dlUzeylerinde azalma ile doku hasar azaltilmistir(37,43,44,45).

iskemi reperfiizyon hasarinin mekanizmasi karmasik ve zincirleme bir
reaksiyondur. Ortaya ¢ikan doku hasari esas olarak; serbest oksijen radikalleri, hiicre ici
Ca*? dengesinin bozulmasi ve inflamatuvar kaskatin aktivasyonuyla olusur.

4.2. Tacrolimus (FK506)

Tacrolimus (FK506), genellikle transplantasyon sonrasi tedavide kullanilan 822
daltonluk (monohidrat) lipofilik makrolid bir antibiyotikdir(38). (Sekil 5) Dogal bir Grin
olup antinomycete, Streptomyces tsukubaensis’den elde edilir. Bu organizma ilk defa
1984 yilinda Japonya’da Tsukaba dagi cevresindeki toprak érneklerinde bulundu.(--)*
FK506’nin  kendisi siklosporinle (kalsinérin inhibisyonu yoluyla etki eden bir
immunosupresant) karsilastirildiginda yaklasik 100 kat daha aktiftir ancak toksisitesi
daha azdir(39,40).

Tacrolimus sitozolik hedef proteini FKBP (FK506- binding protein)’e ylksek
afinite ile, 6zellikle FKBP-12’ye, baglanarak kalsinérini (CaN) bloke eder.

Kalsinérin, kalmoduline(CaM) ve Ca*? ile kontrol edilen bir protein fosfotazdir,
heterodimerik bir yapiya sahiptir ve iki alt Gniteden olusur.(Sekil 6) Kalsinérin A: katalitik
ve kalmodulinin baglandigi béliim, kalsinérin B: Ca*?un baglandigi bélim. Sitokin gen
aktivasyonunu artiran transkripsiyon faktérleri (6rnegin; Nucleer factor activating T-
lenfosit (NF-AT), NF-xB, Aktive protein-1(AP-1), AP-3 ) kalsinérinin direkt yada indirekt

substratlarndir. Tacrolimusun kalsindrini inhibe etmesi, immun ve inflamatuar cevapta rol
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oynayan sitokinlerin, lenfokinlerin (iL-2, iL-3, iL-4, TNF-a, IFN) ve adhezyon
molekdallerinin olusumunu baskilar(41,42).

Sican renal ve karaciger iskemi reperflizyon hasari ¢alismalarinda tacrolimusun
koruyucu etkileri gdsterilmistir.

FK506 yuksek lipofiliktir, farmakokinetik 6zelligi kisinin yag doku oranina gore
degisir. Oral biyoyaralanimi %22’dir ve pik konsantrasyona bir ile dért saatte ulasir(46).
Karaciger metabolik sisteminde CYP-3A (sitokrom-3A) enzim ailesi ile ilk gegis
eliminasyonuna ugrar ve metabolitleri safra ile atilir, ancak %1-3 kadar idrarda
bulunur(47,48).

Yan etkileri dozla iligkilidir. Baglica yan etkileri nefrotoksisite, ndérotoksisite,
hipertansiyon, DM ve anormal glikoz intoleransidir. Nefrotoksisite afferent arterioler
vazospazmina bagh renal kan akiminda azalma ile olusur. Kalsiyum kanal blokdéri ve
anjiotensin reseptdr blokérd ile bu yan etki azaltilabilir. Nérotoksisite %8-20 oraninda;
temor, bas agrisi, uykusuzluk, daha nadiren afazi, konflizyon, ve psikoz bigiminde
ortaya cikar. DM ve/veya glikoz intoleransi %10-20 oraninda g6ralir(49,50). Filler ve
ark. yaptigi calismada pankreas adacik hicrelerinde vakuolizasyon, degranilasyon gibi
morfolojik  degisikliklerin  tacrolimus aliminin  kesilmesinden sonra duzeldigi
gbsterilmistir(51).

Tacrolimus e J
M -~ .
CyHgNOy  HyO _,-LH o [| H
20 4
o CH,
OH
H,C, -,
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J H
-
H
H.—"
Heo H OCH

Sekil 5 Tacrolimus (FK506)’un yapisal sekili.
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Sekil 6 Kalsinérin — Kalmodulin kopleksinin aktivasyonu ve inaktivasyonu.
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5. GEREC VE YONTEM

Calismada Dokuz Eyliil Universitesi Multi Disiplin laboratuarlarinda yetistirilen 24
adet erkek Wistar Albino tipi sican kullanildi. Genel fizyolojik bilgileri Tablo 1‘de
verilmigtir. Miyokardiyal iskemi reperfiizyon modellerinde kullanilmasi ve miyokardiyal
koroner kollateral dolagiminin az olmasi nedeniyle, deney hayvani olarak sican
secilmistir(52,53).

Siganlar oda sicakhginda, bir kafeste bes tane olmak Uzere temiz bir ortamda,
standart laboratuar kosullarinda, pellet yem kullanilarak bakildi. Cerrahi islemden 12
saat 6nce yeme islemi kesilerek su serbest birakildi. Deneyin sonunda si¢canlar sakrifiye
edildiginden postoperatif bakim gerekmedi.

Tablo 1 Siganlarin fizyolojik degerleri.

Ortalama yasam 3-4 yil

Agirlik 200-300gr

Beden isis 375°C

Solunum sayisi 100-150/ dk

Kan basinci 80-130mmHg

Kan hacmi Vicut agirhginin 1/20° sidir
Kalp ritmi 200-360(240)/dk
Hemoglobin 16-19

Hematokrit 0.1gr/100ml
Sodyum 320mgr/100mg
Potasyum 17.5-22.0 mgr/100ml

5.1 Deney Gruplari

Grup-1 (4 adet): Sadece iskemi yapilan grup. Deneklerde uygulanan girisim ve
cerrahi islemden sonra kalpte iskemi olusturuldu, fakat reperflizyona izin verilmedi.

Grup-2 (4 adet): Sham grubu. Deneklere uygulanan girisim ve cerrahi islemden
sonra LAD (left anterior descending) koroner arteri intramiyokardiyal gecilen sitlr, sner
ile oklide edilmedi.

Grup-3 (7 adet): Kontrol grubu. Cerrahi islem sonrasi LAD koroner arteri oklide
edildi. 45dk’hk iskemiden sonra reperflizyonun ilk 15 dakikasinda serum fizyolojik (SF)

intravenoz verildi.
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Grup-4 (7adet): Tacrolimus grubu. Cerrahi islem sonrasi LAD koroner arteri
oklide edildi. 45dK’lik iskemi sonrasi reperfizyonun ilk 15 dakikasinda tacrolimus
intravendz verildi.

Deneklere uygulanan tam girisim ve cerrahi iglemlerin calismada bakilan
hemodinamik, biokimyasal ve patolojik verilere etkisini sham denek grubu kullanarak
néturledik.

5.2 Anestezi ve Monitorizasyon

Deneklerin anestezisi 35mg/kg ketamin (Ketalar® flakon 100mg/ml Alfasan

International Holland) ve 5mg/kg Ksilazine (Alfazyne® 20mg/ml alfasan International

Holland) verilerek saglandi. Gerektiginde doz tekrarlandi.

Boyun ve gdgis 6n duvari tiras edilip cerrahi saha %10’luk povidon-iyot (isosol
Solisyonu Merkez Labaratuvari A.§) solisyonu ile boyandi. Boyun insizyonu ile
trakeostomi acilarak entlibe edildi. 60 solunum sayisi/dk, %100 oksijen desteginde, 15
ml/tidal hacimde mekanik hayvan respiratériine (Ugo Basile S.r.. Rodent Ventilator
italy) baglandi.

Devamli basin¢g monitérizasyonu igin karotis arteri, intravenéz (IV) SF ve
tacrolimusun verilmesi igin de juguler ven 24G brandl ile kateterize edildi.(Sekil 7)

Entlbasyondan 15dk sonra kan gazi parametrelerinin degerlendirilmesi icin 0,2cc
arteriyel kan alindi. Kalp hizi ve kan basinci deneyin sonuna kadar EKG-Basing
monitériinden siirekli takip edildi. iskeminin 0.dk ve 45.dk’sinda ve repefiizyonun 60.dk
ve 180.dk’da kaydedildi.

.

EKG-Basing monitérii

AD koroner arteri

Kan akimi

Sekil 7 Operasyon sahasinin sematik cizimi.
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5.3 Cerrahi iglem

Kalbe ulagsmak icin sol torakotomi yapildi. Toraksa 4.interkostal araliktan girildi.
Mini toraks ekartdérQ ile cerrahi maniplasyon sahasi genisletildi ve perikard kesilerek
kalbe ulasildi.(Resim 1) 6-0 10mm’lik atravmatik igneli prolen satdr; sol ana koroner
arterin interventrikller septumda devam eden LAD dali, diagonal yan dali vermeden
proksimalinden, intramiyokardiyal gegildi.

15dk’lik dengelenme dbéneminin baglangicinda koroner arterde tromboz

olusumunu dnlemek amaciyla 6001U/kg heparin (Nevparin® flakon 5000i0/m| Mustafa

Nevzat ila¢g San. A.S.) intravendz verildi. Bu slirenin sonunda siitiiriin igneleri plejittan
gegcirildi ve Uzerinden sner yardimiyla, LAD tavmasini engellemek ve tam oklizyonu
saglamak icin satdrin ipleri sikildi ve iskemi saglandi.(Resim 2) Sner sikmadan énce
kardiyak enzim (CK-MB) igin 0,5ml kan alindi. Sivi uygulamasi, islem sirasinda
kaybedilen kanin 3 kati olacak bicimde Ringer laktat ile replase edildi. 45 dk iskemi
déneminde ortaya cikan aritmiler kaydedildi. Bu sidrenin sonunda sner gevsetilerek
iskemik bdlgenin reperflizyonu saglandi. Reperflzyonla birlikte grup-4'de 100ugr/kg

tacrolimus (Prograf® amp Fujisawa Pharmaceutical Co. Japan) inflizyonu, grup 3'de

ayni hacimde serum fizyolojik inflzyonu verildi.

Deney havyani 3 saat respiratére bagl kalarak reperflizyonda tutuldu. Bu sire
icerisinde insensibl kaybi azatlamak icin torakotomi insizyonu gecici prolen sitirle
birbirine yaklastirildi. Ug saatin sonunda sicanin kalbi gikarilarak bos patoloji kabina
kondu. Patoloji kabi soguk su-buz karisimi icerisinde zaman kaybetmeden (3-4dk

icerisinde) Patoloji Anabilim Dali Laboratuarina gétaralda.
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Resim 1 Trakeostomisi ve Torakotomisi yapilmis denek.

Resim 2 Reperflizyon sonrasinda ana damar ve perikard baglantilan kesilerek
¢ikartilan denek kalbi.
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5.4 Enfarkt Alaninin Hesaplanmasi

Patoloji laboratuvarinda kalp semifrozen hale gelmesi igin buzdolabinda
-20°C’de 30dk bekletildi. Bu sire icerisinde %1’lik, pH’si 7.4 olan TTC fosfat tampon
sollsyonu hazirlandi. Bu sekilde sollisyonun enzimatik aktivitesi korunmus oldu.

Enfarkt alaninin  hesaplanmasi amaciyla Klein ve ark. bildirdigi
triphenyltetrazolium chloride (TTC) boyama teknigi kullanildi(54). Miyokardiyal enfarkt
alaninin gross incelemesinde 12 saatten énce bir degisiklik gérilmezken bu yéntemle
nekrotik alan 2-3 saat sonra doku kesitlerinde gortndr hale geldi. Canlihgini strdiren
hiicreler dehidrogneaz aktivitesine sahip oldugu icin TTC ile reaksiyon girerek doku
koyu kirmiziya boyanir. iskemik nekrotik alanlarda dehidrogenaz enzimi, hiicre memran
hasarindan dolayi hlicre digina sizar ve enzim aktivitesi azalir. Enrfarkt alaninda TTC ile
enzimetik reaksiyon gerceklesemediginden doku renksiz kalir.

Sag ventrikilden atrioventikller groova paralel olacak bigcimde kalp apeksten
tabana dogru 3mm kalinhkta dilimlendi. Bu dilimler serum fizyolojik igerisinde 15 dk
bekletilerek dokudan kanin uzaklastiriimasi saglandi. Daha sonra SF’'de bekletilen
kesitler alinarak TTC fosfat tampon soliisyonda 37°C’de 30dk inkiibe edildi. inkiibasyon
sirasinda dokularda renk farki yavas yavas ortaya ¢ikti. islem sonrasi kesitlerdeki renk
farkini fikse etmek igin 20dk’da %10 formalin solisyonda bekletildi ve fotograflar ¢ekildi.
Dokuz Eylil Universitesi Patoloji Laboratuarinda bilgisayar ortaminda planimetri

programi ile alan hesaplamalari yapildi.
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¢ 8 B BB BEN

Resim 3 Enfarkt alani igermeyen miyokard kesitleri.

Resim 4 Enfarkt alani olan (okla gésterilmis) miyokard kesitleri.
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5.5 Biyokimyasal Ol¢limler

Kardiyak enzim kreatinin kinaz-MB (CK-MB) 6&lgim0 icin, koroner arter
okliizyonundan 6nce (0.dk) ve sonra (45.dk), reperflizoynu takiben birinci ve tglncl
saatlerde denekten kan alindi.

Kan 4°C’de 2400g'de 15dk santirfiij edildi. Serum kisimi alinarak -71°C’de

saklandi. Tim hayvan gruplarindan biyokimyasal ¢alisma igin 6rnekler alindiktan sonra
Dokuz Eyliil Universitesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda Immulite® Turbo CK-MB
(EURO/DPC Ltd. UK) kiti kullanilarak élgtimler yapildi.

5.6 Histopatolojik inceleme

Enfarkt alan hesaplamalari icin apeksten tabana dogru 4 parcaya dilimlenen ve
%10 formol solisyonunda bekleyen kesitler hematoksilen-eozin boyasinda boyanarak
ISIk mikroskobunda miyokardiyal 6dem, myositolizis, fokal hemoraji ve PNL infiltrasyonu
incelendi.

Patolojik skorlama

0-yok

1-hafif

2-orta

3-siddetli

5.7 istatistiksel Yéntem

istatistiksel analizin yapilimasinda SPSS 13.0 for Windows programi kullanild.
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirma icin Kruskal-Wallis Testi, istatistiksel fark
ciktiginda Mann-Whitney U Testi ve grup i¢i degerlerin bazal degere goére farklarini
karsilastirmada Wilkcoxon Signed Ranks Testi kullanildi. p<0.05 (%95 gliven arahgi)

olan istatistiksel sonuclar anlamli olarak kabul edildi.
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Resim 5 Miyokardiyal hafif hemoraji.

Resim 6 Miyositolizis.
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Resim 7 Miyokardiyal 6dem.

Resim 8 Polimorfonlkleer lenfosit(PNL) infiltrasyonu.
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6. BULGULAR

Tablo 2 Gruplara gére hemodinamik parametreler.

iskemi 0.dk iskemi 45.dk Reper.60.dk  Reper.10.dk
KB(mmHg) KH(dk) KB KH KB KH KB  KH

Iskemi-1 90/50 220 | 70/45 210

Iskemi-2 80/50 170 | 80/50 220

Iskemi-3 90/70 170 | 75/45 190

Iskemi-4 90/60 240 | 65/40 230

Sham -1 80/60 180 | 65/40 250 | 80/40 240 | 75/50 280
Sham-2 70/45 250 | 70/45 260 | 75/40 275 | 70/40 290
Sham-3 80/45 170 | 65/50 190 | 60/40 250 | 70/50 260
Sham-4 90/50 200 | 65/40 220 | 60/40 260 | 65/40 275
kontrol-1 90/65 240 | 70/45 210 | 70/40 300 | 60/40 320
Kontrol-2 95/60 175 | 80/50 260 | 60/50 275 | 55/35 280
Kontrol-3 70/50 185 | 65/45 210 | 55/40 240 | 50/30 215
Kontrol-4 85/55 150 | 75/45 250 | 75/40 250 | 75/50 290
Kontrol-5 80/60 170 | 60/40 220 | 50/30 240 | 50/30 280
Kontrol-6 90/70 200 | 65/45 195 | 55/30 250 | 50/35 290
Kontrol-7 90/60 240 | 65/50 240 | 50/30 280 | 70/30 230
Tacrolimus-1 | 75/45 150 | 75/40 155 | 85/50 170 75/45 195
Tacrolimus-2 | 80/50 200 | 75/40 180 | 80/40 200 65/40 230
Tacrolimus-3 | 90/60 286 | 60/40 260 | 90/40 270 55/30 260
Tacrolimus-4 | 100/60 220 | 70/45 234 | 70/35 250 60/35 240
Tacrolimus-5 | 90/70 230 | 70/50 230 | 100/50 235 60/35 250
Tacrolimus-6 | 100/80 170 | 85/55 220 | 100/80 235 90/70 230
Tacrolimus-7 | 97/60 170 | 90/70 195 | 80/40 210 75/50 230

Tlm gruplar da iskeminin 0.dk ve 45.dk sistolik / diyastolik kan basinci ve kalp hizi
degerleri agisindan anlamli fark yoktu. (Kruskal-Wallis Testi)
p (sistol 0.dk KB)=0.830

p (diyastol 0.dk KB)= 0.243

p (sistol 45.dk KB)=0.244

p (diyastol 45.dk KB)=0.885
Sham, kontrol ve tacrolimus grubunda reperfizyonun 60.dk ve 180.dk sistolik /
diyastolik kan basinci ve kalp hizi degerleri agisindan anlamh fark 60.dk da vardi.
(Kruskal-Wallis Testi)
p (sistol 60.dk KB)=0.004
p (diyastol 60.dk KH) =0.047 27
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Grafik-1 Calisma gruplarinin hemodinamik sistolik KB ortalamasi
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Grafik-3 Calisma gruplarinin hemodinamik kalp hizi ortalamasi
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Tablo 3 Gruplara gére kan gazi degerleri.

pH PCO2 PO2 Htc O satiiras.(%)

Iskemi-1 7.35 38 120 26 97.5
Iskemi-2 7.38 40 200 39 99
Iskemi-3 7.52 28 250 33 -
Iskemi-4 - - - - -
Sham-1 7.44 |28 168 27 -
Sham-2 7.35 40 110 37 95
Sham-3 7.35 38 106 35 95
Sham-4 - - - - -
Kontrol-1 7.47 24 230 24 99
Kontrol-2 7.50 |25 110 35 98
Kontrol-3 7.52 28 220 31 -
Kontrol-4 7.43 29 217 34 99
Kontrol-5 7.41 38 90 34 97
Kontrol-6 734 |32 290 31 -
Kontrol-7 7.43 30 224 32 99
Tacrolimus-1 | 7.37 30 134 43 99
Tacrolimus-2 | 7.55 28 260 34 -
Tacrolimus-3 | 7.54 | 32 110 32 98
Tacrolimus-4 | 7.51 31 200 32 99
Tacrolimus-5 | 7.42 32 212 28 99
Tacrolimus-6 | 7.35 34 145 28 99
Tacrolimus-7 | 7.48 32 127 30 98

TOm gruplarda kan gazi parametreleri olarak pH=7.3-7.5 arasinda, PCO2 <
45mmHg ve PO2 > 90mmHg degerleri saglandi. (iskemi ve Sham grubunun 4.
deneklerinden alinan kan gazi &6rnekleri 6lgim sirasinda kan gazi 6lgim cihazi

kalibrasyona girdigi icin élgilemedi)

TOom gruplarda kan gazi parametreleri pH, PCO2, PO2 ve 02 satirasyonu
degerleri acgisindan istatistiksel olarak anlamh fark yoktu.(Sirayla p=0.486, p=0.307,
p=0360, p=0.104) (Kruskal-Wallis Testi)
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Tablo 4 Gruplara gére kardiyak enzim (CK-MB) degerleri
iskemi 0.dk iskemi 45.dk Reper. 60.dk Reper.180.dk

Iskemi—1 0.86 1.28 - -
[skemi—2 0.948 1.48 - -
Iskemi-3 0.84 1.18 - -
Iskemi—4 0.993 0.894 - -
Sham-—1 1.50 1.62 2.14 1.54
Sham-2 1.49 1.77 2.20 1.32
Sham-3 0.983 1.60 1.08 0.85
Sham—4 0.72 0.778 1.39 1.06
Kontrol-1 1.11 1.65 1.93 1.42
Kontrol-2 0.99 1.82 2.32 1.26
Kontrol-3 1.12 1.45 2.14 1.03
Kontrol-4 1.16 1.25 1.54 1.14
Kontrol-5 0.809 0.839 1.69 1.12
Kontrol-6 1.17 2.18 2.22 1.81
Kontrol-7 1.04 1.07 1.40 1.08
Tacrolimus—1 0.580 0.713 1.20 0.904
Tacrolimus—-2 | 0.997 1.26 2.31 0.805
Tacrolimus—3 1.49 2.31 2.05 0.853
Tacrolimus-4 0.830 1.56 1.61 1.44
Tacrolimus—5 1.07 1.19 2.07 1.80
Tacrolimus—6 1.02 1.55 2.09 1.20
Tacrolimus—7 1.13 1.52 1.76 1.24

Tlm gruplar da iskeminin 0.dk ve 45.dk da 6élgilen CK-MB degerleri agisindan
anlamh fark yoktu.(Sirayla p=0.439, p=0.645) (Kruskal WallisTesti)

Sham, kontrol ve tacrolimus grubunda reperfiizyonun 60.dk ve 180.dk da CK-MB
degerleri agisindan anlamli fark yoktu.(Sirayla p=0.800, p=0.830) (Kruskal WallisTesti)
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Tablo 5 Gruplara gére miyokard kesitlerinde enfarkt alani (piksel),

Tim alan Enfarkt alani
Kesit-1 Kesit-2 Kesit-3 Kesit-4  Kesit-1 Kesit-2 Kesit-3 Kesit-4

iskemi 1 69.563 | 56.612 | 40.801 | 16.737 - - - -
iskemi 2 65.566 | 53.739 | 44.586 | 37.188 - - - -
iskemi 3 47.482 | 43.602 | 33.908 | 14.880 - - - -
iskemi 4

Sham 1 35.220 | 33.209 | 26.598 | 7.454 - - - -
Sham 2 50.365 | 49.643 | 47.895 | 16.542 - - - -
Sham 3 36.088 | 35.218 | 29.308 | 14.129 - - - -
Sham 4 71.447 | 54.848 | 54.063 | 29.002 - - - -
Kontrol 1 41.787 | 34.557 | 26.021 | 12.863 8.951 6.893 2.789 | 1.776
Kontrol 2 52.399 | 44.811 | 26.494 | 14.337 6.511 | 11.354 6.722 | 4.012
Kontrol 3 75.235 | 72.775| 62.713 | 32.301 3.688 | 10.742 6.806 | 6.342
Kontrol 4 68.415 | 64.789 | 45.965| 22.714 | 15620 | 12.939| 21.438 | 9.292
Kontrol 5 79.745 | 65.083 | 30.927 -| 14.083| 11.199 9.820 -
Kontrol 6 50.279 | 53.758 | 45.895| 39.787 | 17.829 | 18.257 | 17.249 | 9.632
Kontrol 7 84.280 | 80.648 | 60.224 | 36.591 | 10.711 | 13.046 | 13.515| 3.539
Tacrolimus1 | 73.256 | 67.684 | 54.415 | 25.978 1.974 1.655 1.569 260
Tacrolimus2 | 63.628 | 59.314 | 45.782 | 31.588 2.644 1.581 2.105 | 1.024
Tacrolimus3 | 67.364 | 53.339 | 61.047 | 35.929 3.908 3.653 6.577 | 2.872
Tacrolimus4 | 61.320 | 47.552 | 47.261 | 26.668 7.549 3.872 2.632 752
Tacrolimus5 | 43.798 | 39.356 | 35.522 | 18.699 2.899 4.632 3.595 | 3.069
Tacrolimus6 | 41.784 | 35.595 | 31.095 | 21.261 6.462 | 10.981 4.864 | 3.034
Tacrolimus7 | 54.129 | 47.898 | 18.880 | 4.992 6.591 2.085 2.571 421
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Tablo 6 Kontrol ve tacrolimus grubunda miyokard kesitleri enfarkt alani/tim alan

oranlari.

Kesit-1  Kesit-2  Kesit-3 Kesit-4

Kontrol-1 0.214 0.199 0.107 0.138
Kontrol-2 0.124 0.253 0.254 0.280
Kontrol-3 0.049 0.148 0.109 0.196
Kontrol-4 0.228 0.200 0.466 0.409
Kontrol-5 0.117 0.172 0.318 0.242
Kontrol-6 0.355 0.340 0.376 0.097
Kontrol-7 0.117 0.162 0.224 -

Tacrolimus-1 | 0.027 0.024 0.029 0.010
Tacrolimus-2 | 0.042 0.027 0.046 0.032
Tacrolimus-3 | 0.058 0.068 0.108 0.080
Tacrolimus-4 | 0.123 0.081 0.056 0.028
Tacrolimus-5 | 0.066 0.118 0.101 0.164
Tacrolimus-6 | 0.155 0.308 0.156 0.143
Tacrolimus-7 | 0.122 0.136 0.136 0.084

Kontrol ve tacrolimus grubunda miyokard kesitlerinde enfarkt alani/tim alan

orani karsilastirildiginda, tacrolimus grubunda oran kontrol grubuna gére daha disukta,

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. (Sirayla Kesit-1 p=0.025, Kesit-2 p=0.018,
Kesit-3 p=0.013, Kesit-4 p=0.015) (Mann-Whitney UTesti)
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Tablo 7 Tum gruplarin histopatolojik derecelendiriimesi.

Miyokar.odem Miyositolizis Fokal hemoraji ~ Pnl infiltrasyonu

Iskemi-1

Iskemi-2

Iskemi-3

Iskemi-4

Sham-1

Sham-2

Sham-3

Sham-4

Kontrol-1

Kontrol-2

Kontrol-3

Kontrol-4

Kontrol-5

Kontrol-6

Kontrol-7

Tacrolimus-1

Tacrolimus-2

Tacrolimus-3

Tacrolimus-4

Tacrolimus-5

Tacrolimus-6

—_— O == = = N = N == = = = = | = | O DN = = | =

Tacrolimus-7
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iskemi grubu, Sham grubu, Kontrol grubu ve Tacrolimus gruplarinda;

Miyokardiyal 6dem (p=0.303)
Miyositolizis (p=0.458)
Fokal hemoraji (p=0.300)
PNL infiltrasyonu (p=0.045)
istatistiksel olarak anlamli
(MannWhitney U Testi)

fark sadece PNL

infiltrasyonunda  bulundu.
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7. SONUCLAR-TARTISMA

Miyokardiyal iskemi reperflizyon hasari igin gecici iskemik ataklar; ciddi koroner
arterlerin spazmi esnasinda, aterosklerotik plak riptirl veya eforda karsilanamayan O2
ihtiyaci sirasinda ortaya c¢ikabilmektedir(2). Trombolitik tedavi, eforun durdurulmasi,
kardiyopulmoner bypass sonrasi kardiyak dolasimin saglanmasi veya koroner arter
spazminin  ¢b6zUlmesi durumlarinda oldugu gibi miyokardin sistolodiyastolik
fonksiyonunun saatler hatta gunler icerisinde eski durumuna dénmesine “miyokardiyal
stunning” denir. Miyokardiyal stunning uzayan dasik debili kalp sendromlariyla iliskilidir
ve kalp yetmezligini presipite eder(10,12.13).

iskemi reperfiizyon hasarinin molekiiler olaylari kompleks ve multifaktériyeldir.
Bir ¢cok ¢alismada serbest oksijen radikalleri, hicre ic¢i asiri kalsiyum birikimi ve nétrofil
basta olmak U(zere inflamatuar cevap kaskati olasi mekanizmalar olarak
g6sterilmektedir(5,15,17,18).

Miyokard iskemi reperflizyon hasarini 6nlemeye ydnelik deneysel calismalarda
bircok ajan kullaniimistir. Bunlardan baslicalari; Ca kanal blokerleri, ACE inhibitorleri,
prostoglandinler, glutatyon, N-asetilsistein, pentoksifilin, anestezik ajanlardir.

imminosupresif ajanarin, iskemi reperfiizyon hasari lizerine etkisiyle ilgili daha
énce yapllmis calismalar vardir.immiinosupresif ajanlarin son vyillarda apoptosis ve
iskemi reperflizyon hasarinin dnlenmesi ile ilgili konularin arastiriimasinda kullanimi
giderek artmaktadir. Tavsanlarda miyokardiyal iskemi yapilan bir ¢alismada 45 dk ‘lik
iskemi ve 6 saat reperflizyonda tutulan deneklere tacrolimus reperfiizyondan 5 dk sonra
verilmigtir.

Wakabayoshi ve ark.’nin karaciger iskemi modelinde, sicak iskemiden 30dk 6nce
verilen tacrolimusun perihepatik mikrosirkilasyonu cok hizli dizelttigini lazer doppler ve
histolojilk calismalarla gésterdi. Bu calismada, tacrolimus etkisini potent bir
vazokonstriktér olan endotelin 1 expresyonunu inhibe ederek yaptigi gosterildi(55).

Sarc ve arkadaslari yaptigi bir calismada sicanlarda karaciger iskemi ve
hepatektomi modelinde iskemiden énce verilen tacrolimusun surviyi uzattigi ve hepatik
ATP igeriginin restorasyonunu dizelttigini bildirmistir(56).

Zini ve ark. sigcan beyin iskemi modelinde mitokondri {zerinde yapilan
arastirmalarda tacrolimusun elektron transport zincirinde iki farkli kompleksi (kompleks 3
ve kompleks 5) inhibe ettigini gdsterdi. Bunlar serbest oksijen radikal olusumundan
sorumludur(57).
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iskemi sirasinda hiicre ATP igeriginin hizla azalmasi intraselliler ve ekstraselliiler
kompartmanlar arasindaki elektrolit gradiyentini tehlikeye sokar. intraselliiler Ca*? kritik
bir gbstergedir. Dhar ve ark. yaptiklari ¢calismada kdpek karaciger iskemi modelinde
reperflizyon sonrasi tacrolimus vererek, intraselliiler Ca*? birikiminin ve hepatoselliler
hasarin azaldigini gésterdi(58).

Bir kalsinériin inhibitéri olan tacrolimus; hiicre ATP igeriginin restorasyonunu
saglamasi, NF-kB’ nin erken aktivasyonunu inhibe ederek sitokinlere bagli inflamatuar
cevabi baskilamasi, interselliler adhezyon molekullerinin gen ekspresyonunu azaltmasi
iskemi reperflizyon hasarinda koruyucu etki olusturmaktadir.

Cahsmada 250-300gr arasinda degisen Wistar Albino tipi erkek sicanlar
kullanildi. Deney hayvani olarak siganlarin secilmesinin nedeni; Dokuz Eylil Multi
Disiplin laboratuarinda yetistiriliyor olmasi, miyokardiyal koroner kollateral kan akiminin
az olmasi ve iskemi reperflizyon modellerinde kullaniliyor olmasindan dolayidir.

Calismada tacrolimus 100pgr/kg dozunda reperfiizyonun ilk 15 dakikasinda iV
inflzyonla verildi. Kontrol grubunda ise, tacrolimis ile esit hacimde %0.9 NaCl sollsyonu
verildi. Hemodinamik parametreler (kan basinci, kalp hizi) iskemi ve reperfiizyonun
belirli agsamalarinda kaydedildi. Tacrolimus grubunda 60. dakikada ortalama sistolik KB
(86.4mmHg) kontrol grubuna gére daha yiksekti. Ayni sekilde 60. dakikada ortalama
kalp hizi (224/dk) kontrol grubuna gére disUktl. Bu sonug tacrolimusun erken dénem
miyokardiyal fonksiyonu korudugu veya tacrolimus verildiginde hipertansif yan etkisinin
ortaya c¢iktigiyla iligkili olabilir.

Biyokimyasal incelemeler icin iskemi ve reperflizyonda, hipovolemiye neden
olmamak igin olan en az hacimle (0.5cc) kan belirli zamanlarda alindi. Bu eksilen kan
hacmi IV olarak Ringer laktat ile karsilandi. Sham, kontrol ve tacrolimus grubunda
reperfizyonun 60.dk da kardiyak enzim CK-MB dizeyi pik degerlere ulasti. Sirayla
ortalama pik CK-MB degerleri 1.7ng/ml, 1.89ng/ml, 1.87ng/ml idi. Bununla beraber tim
zamanlarda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Miyokard enfarktisiinde morfolojik dedisiklikler en az 4-12 saatte belirgin hale
gelirken, TTC boyama teknigiyle enfarkt alani 2-3 saat sonrasinda doku kesitlerinde
g6rindr hale gelerek élgilimesi mamkin oldu. Kontrol grubunda miyokardiyal kesitlerde
enfarkt alani/tim alan orani sirayla K1=0.182, K2=0.210, K3=0.264, K4=0.227 iken bu
oran tacrolimus grubunda sirayla K1=0.084, K2=0.095, K3=0.090, K4=0.077 &l¢lldl ve

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.
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Miyokard kesitleri hematoksilen-eosin boyasinda boyanarak, i1sik mikroskobunda
miyokardiyal 6dem, miyositolizis, fokal hemoraji ve pnl infiltrasyonu derecelendirildi.
Kontrol grubunda pnl infiltrasyon derecesi 1.6, tacrolimus grubunda 0.7 élculdi.
istatistiksel olarak sadece pnl infiltrasyonunda anlamli fark bulundu.

Tacrolimus ile yapilan sinirh sayidaki c¢aligsmalarda miyokardiyal iskemi,
reperflizyon hasarinda tacrolimusun koruyucu etkisi ilgili yolaklarda biyokimyasal veriler
agirhklidir. Bu calismada tacrolimus reperflizyon asamasinda verilerek kan basinci
hemodinamik degerleri korumasi, mikroskopik incelemede PNL infiltrasyonunu
azaltmasi ve makroskopik gérintlide enfarkt alani/tim alan oranini azaltmasi iskemi
reperflzyon hasarinda tacrolimusun koruyucu etkisi olabilecegini g&stermistir
Yaptigimiz calismanin bu konudaki verilere mikroskobik ve makroskobik verileri
ekleyerek 1sik tutacagi distincesindeyiz.

iskemi reperflizyon hasari olusumu birbiri icine gegen, birbirini tetikleyen
kompleks bir mekanizma oldudu igin tacrolimus ve diger etken maddelerle daha fazla ve

detayl ¢alismalara ihtiyag vardir.
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