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DM   diyabetes mellitus 
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İ/R   iskemi/reperfüzyon 

İCAM-1  intercellular adhesive molecule-1 

İL   interlökin 

KD   ksantin dehidrogenaz 

KO   ksantin oksidaz 

LAD   left anterior descending 

LDH   laktat dehidrogenaz 

LTB4   lökotrien B4 

NF-AT  nucleer factor of aktivated T lympocyte 

NF-κb   nucleer factor-κB 

PAF   platelet activating factor 

PGH2   Prostoglandine H2 

PGG2   Prostoglandine G2 

RBC   red blood cell 

SOR   serbest oksijen radikali 

TxA2   tromboksan A2 

TNF-α   tumor necrosis factor-α 

TTC   tripheniytetrazolium chloride 

VCAM-1  vascular cell adhesion molecule-1 

γ-IFN   γ- interferon 

ii 
 



ŞEKİL LİSTESİ 

 

Şekil 1 İskemi ve İskemi/Reperfüzyon hasarının klinik yansımaları. 

Şekil 2 Hipoksantin metabolizması ve SOR oluşumu. 

Şekil 3 Araşidonik asid ve metabolitlerinin oluşumu. 

Şekil 4 İ/R hasarında sitokin ve adhezyon moleküllerinin rolü.  

Şekil 5 Tacrolimus (FK506)’un yapısal şekli.  

Şekil 6 Kalsinörin – Kalmodulin kopleksisin aktivasyonu ve inaktivasyonu. 

Şekil 7 Operasyon sahasının şematik çizimi. 

 

TABLO LİSTESİ 

 

Tablo 1  Sıçanların fizyolojik değerleri. 

Tablo 2  Gruplara göre hemodinamik parametreler. 

Tablo 3  Gruplara göre kan gazı değerleri. 

Tablo 4  Gruplara göre kardiyak enzim(CK-MB) değerleri. 

Tablo 5  Gruplara göre miyokard kesitlerinde enfarkt alanı ölçümleri. 

Tablo 6 Kontrol ve tacrolimus grubunda miyokard kesitleri enfarkt alanı/tüm alan 

oranları                                                                              

 

RESİM LİSTESİ 

 

Resim 1 Trakeostomisi ve Torakotomisi yapılmış denek. 

Resim 2 Reperfüzyon sonrasında ana damar ve perikard bağlantıları kesilerek 

çıkartılan denek kalbi. 

Resim 3 Enfarkt alanı içermeyen miyokard kesitleri. 

Resim 4 Enfarkt alanı olan (okla gösterilmiş) miyokard kesitleri. 

Resim 5  Miyokardiyal hafif hemoraji. 

Resim 6 Miyositolizis 

Resim 7 Miyokardiyal ödem 

Resim 8 Polimorfonükleer lenfosit (PNL)  infiltrasyonu 

   

 

 

iii 
 



GRAFİK LİSTESİ 

 

Grafik-1 Çalışma gruplarının hemodinamik  sistolik KB ortalaması. 

Grafik-2 Çalışma gruplarının hemodinamik diyastolik KB ortalaması.                       

Grafik-3 Çalışma gruplarının hemodinamik kalp hızı (KH) ortalaması.  

Grafik-4 Tüm çalışma grubunda kan gazı PCO2 (ortalama) değerleri.   

Grafik-5 Zamana göre ortalama CK-MB düzey değişimi 

Grafik-6 Kontrol ve tacrolimus grubunda ortalama enfarkt alanı/tüm alan oranı. 

Grafik-7 Kontrol ve tacrolimus grubunda ortalama PNL infiltrasyon derecesi.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iv 
 



ÖNSÖZ 

 

 

Asistanlık eğitimim boyunca bilgi ve deneyimleri ile eğitimime katkıda bulunan 

hocalarım Prof. Dr. Ünal Açıkel, Prof. Dr. Öztekin Oto, Prof. Dr. Eyüp Hazan, Prof. Dr. 

Baran Uğurlu, Doç. Dr. O. Nejat Sarıosmanoğlu, Doc. Dr. Erdem Silistreli, Yard. Doç. 

Dr. A. Cenk Erdal, Yard. Doç. Dr. Ahmet Önen, Yard. Doç. Dr. Aydın Şanlı’ya; 

 

Tez çalışmamın her aşamasında bilgi ve deneyimleri ile büyük katkıda bulunan 

Doç. Dr. Hüdai Çatalyürek  ve Yard. Doç. Dr. Özalp Karabay’a;  

 

Multidisiplin laboratuarı sorumlusu Doç. Dr. Osman Yılmaz’a ve Biyolog Dürdane 

Kaya’ya;  

 

Geçirdiğimiz güzel anılarla dolu yıllar boyunca kendileri ile tanışmaktan dolayı 

şanslı olduğumu hissettiğim, iyi ve kötü günlerimi paylaştığım değerli asistan 

arkadaşlarıma ve tüm klinik çalışanlarımıza; 

 

Uzakta olmama rağmen beni hiç yalnız bırakmayan aileme sonsuz teşekkürlerimi 

sunuyorum. 

 

 

 

                                                                                Dr. Hakan Çomaklı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

v 
 



1. ÖZET 

Sıçanlarda miyokardiyal iskemi reperfüzyon hasarı üzerine tacrolimus 

(FK506)’un koruyucu etkisinin patolojik olarak araştırılması. 

 

Hakan Çomaklı, Dokuz Eylül Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Kalp ve Damar 

Cerrahisi Anabilim Dalı, İzmir.   

 

Miyokarda oksijen sunumu ve ihtiyacı arasındaki dengesizlik sonucu oluşan 

miyokardiyal iskemi, dokuda hızlı bir metabolik ve yapısal bozulmaya yol açar. İskemi 

sonrası reperfüzyonla beraber aerobik metabolizmaya tekrar geçiş ile ortaya çıkan 

subsratlar zincirleme olayları başlatarak doku hasarına neden olur.   Bu olaya ’’iskemi 

reperfüzyon hasarı ‘’ denir. Kalp cerrahisinde uygulanmakta olan anestezi teknikleri 

miyokard koruma yöntemleri ve cerrahi tekniklerdeki gelişmelere rağmen, miyokardiyal 

iskemi reperfüzyon hasarı mortalite ve morbiditenin halen en önemli nedenlerinden 

biridir. 

İskemi reperfüzyon hasarının moleküler olayları ve mekanizmaları karmaşıktır. 

Olası mekanizmalar serbest oksijen radikalleri, hücre içi aşırı kalsiyum birikimi ve nötrofil 

başta olmak üzere inflamatuar cevap kaskadıdır. 

Deneysel miyokard iskemi reperfüzyon hayvan modelinde tacrolimusun İ/R 

hasarındaki koruyucu etkisi araştırıldı. Bölgesel miyokard iskemi modelinde LAD 

koroner arteri 45dk oklüde edildi ve daha sonra oklüzyon kaldırılarak üç saat 

reperfüzyonda tutuldu. Çalışmada deney hayvanı olarak kullanılan Wistar Albino tipi 

erkek sıçanlar; iskemi (n=4), sham (n=4), kontrol (n=7), tacrolimus (n=7) olmak üzere 

dört gruba ayrıldı. Tacrolimus reperfüzyonun ilk 15dk’ da juguler venden 100µgr/kg 

dozunda verildi. Hemodinamik parametreler kaydedildi. Biyokimyasal parametre olarak 

CK-MB değeri iskeminin 0. ve 45.dk’da, reperfüzyonun 60.dk ve 180.dk ‘da alınan 

kanda bakıldı. Miyokardiyal enfarkt alanı triphenyltetrazolium chloride(TTC) boyama 

tekniği ile ölçüldü. 

İskeminin 0.dk ve 45.dk ‘da hemodinamik parametrelerde tüm gruplarda 

istatistiksel anlamlı fark yoktu. Tacrolimus grubunda reperfüzyonun 60.dk’daki sistolik 

kan basıncı ortalaması 85mmHg olarak ölçülen bu değer, sham ve kontrol grubuna göre 

daha yüksekti. İstatistiksel olarak anlamlı fark (p=0.004) bulundu. Tacrolimus grubunda 

reperfüzyonun 60.dk’daki kalp hızı ortalaması 224/dk idi, bu değer sham ve kontrol 

grubuna göre düşüktü. İstatistiksel olarak anlamlı fark (p=0.047) bulundu. 
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Tacrolimus grubunda ortalama enfarkt alanı/tüm alan oranı 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 göre daha düşüktü. İstatistiksel olarak anlamlı fark bulundu. 

PNL infiltrasyon derecesi kontrol grubunda 1.6, tacrolimus grubunda 0.7 bulundu. 

İki grup arasında fark istatistiksel olarak (p=0.045) anlamlı bulundu. 

Veriler incelendiğinde tacrolimus grubunda enfarkt alanı/tüm alan oranı ve PNL 

infiltrasyon derecesi daha düşüktü. Bu durum tacrolimusun miyokard iskemi reperfüzyon 

hasarında koruyucu etkisi olabileceğini göstermektedir. 

 

Anahtar kelimeler: tacrolimus, miyokard, iskemi reperfüzyon hasarı.    
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2. SUMMARY 

Pathologic investigation of the effect of tacrolimus(FK506) on the 

myocardial ischemia-reperfusion injury of rats. 

 

Hakan Çomaklı, Dokuz Eylül University, Faculty of Medicine, Department of 

Cardiovascular Surgery , İzmir.   

 

 

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 µg.kg-1 during the first 15 minutes 

of reperfusion. Haemodynamic parameters were recorded. CK-MB was measured at the 

onset and at the 45th minutes of ischemia and at the 60th and 180th 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 45th minute of ischemia. Systolic arterial 

pressure was increased in the tacrolimus group (85 mmHg) when compared with sham 

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

compared with sham and control groups at the 60th 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), K3=0.264(p=0.013), K4=0.227(p=0.015) were lower 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, İschemia reperfusion injury. 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Kalp cerrahisi genellikle kalbin kansız ve hareketsiz olduğu koşullarda yapılır. Bu 

koşullar global miyokardiyal iskemi ile sağlanmaktadır. Kuşkusuz global miyokardiyal 

iskemiyi sağlarken olumsuz etkilerde ortaya çıkmaktadır. Kan akımı kesildikten sonra 

20dk içerisinde geriye dönülmez miyokard kasarı (iskemik nekroz) oluşur(1). Histolojik 

çalışmalarda enfarktüsden ortalama dört saat sonra miyokardiyumda koagülasyon 

nekrozu, ödem ve nötrofil infiltrasyonu saptanır. Hücre ölümü hem iskemi sürecinde 

hem de iskemi sonrası vasküler yatağa kan akımının yeniden sağlanması olan 

reperfüzyon sürecinde oluşur. Bu süreçlerde gelişen hücre hasarı aritmi, miyokardiyal 

stunning ve doku hasarının büyümesi (enfarkt) gibi ciddi klinik sonuçlara neden olur. 

Miyokard hasarı cerrahinin erken döneminde hastanın kaybı ile sonuçlanabilen düşük 

kalp debisine neden olur(2). 

 İskemi reperfüzyon hasarının oluşumundaki temel mekanizmalar; serbest oksijen 

radikallerinin meydana gelmesi, miyositlerde Ca+2 dengesinin bozulması, endotel 

hücrelerinden yada makrofajlardan salınan sitokin ve interlökinlerin, nötrofil 

akümülasyonunu ve adhezyon molekülü oluşumunu stimüle etmesidir(3,4). 

Tacrolimus (FK506), yüksek lipofilik özelliğinden dolayı hücre yüzey 

reseptörlerinden bağımsız olarak intrasellüler aralığa hızla geçer. Sitozolik bağlayıcı 

proteini immünofiline (FKBP) bağlanarak kalsinörin-kalmodülin (CaN-CaM) kompleksini 

bloke eder. Tacrolimusun kalsinörinin katalitik aktivitesini (NF-AT, NF-κB ve AP-1’in 

fosforilasyonunu) bloke etmesi adhezyon molekülleri ve sitokin üretimini regüle eden 

gen transkripsiyonu baskılar. Bu durum iskemi reperfüzyon hasarında inflamatuvar 

hücresel cevabı, platelet aktivasyonunu, nötröfil adhezyon ve agregasyonunu 

azaltır(5,6,7,8).  

Bu çalışmanın amacı, miyokardiyal iskemi reperfüzyon modelinde; 

immünosupresif ajan olan tacrolimusun koruyucu etkisini biyokimyasal, hemodinamik ve 

histopatolojik verilerle ortaya koymaktır.    
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4. GENEL BİLGİLER  

 

4.1 İskemi ve İskemi / Reperfüzyon Hasarının Mekanizması 

 

Miyokard iskemisi, miyokardın metabolik gereksinimlerine göre, yetersiz kan 

akımı ile karakterize bir durumdur. Miyokarda oksijen sunumu ve ihtiyacı arasındaki 

dengesizlik sonucu oluşan iskemi, dokuda hipoksi ve anaerobik metabolizmaya yol 

açar(9). 

Miyokard iskemisi, aterosklerotik koroner arter hastalığının major sonuçlarından 

biridir ve koroner arter hastalığıyla ilişkili çeşitli klinik sendromlara yol açar. Anjina 

pektoris ve miyokard enfarktüsü bunun iki klinik göstergesidir.Miyokard iskemisi aşırı 

egzersiz, kalp cerrahisi, kardiyak transplantasyonlar, perkütan translüminal koroner 

anjioplasti gibi çeşitli durumlarda da karşımıza çıkmaktadır(2,10).  

 

İskemi sırasında miyokardın enerji dengesi çabucak bozulur. ATP (adenozin 

trifosfat) düzeyi azalır, ADP (adenozin difosfat) düzeyi artar. Hücreler ATP üretimini 

devam ettirebilmek için glikojeni kullanarak glikoliz yapar. Anaerobik şartlarda glikolizin 

son ürünü olan pirüvat, laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi ile laktata çevrilir. İskeminin 

uzaması enerji balansını daha da bozar. ADP adenosin ve küçük oranda inosine kadar 

hidrolize uğrar. Bu işlem sırasında büyük oranda proton üretilir. Hücre pH’nın azalması 

glikolizi inhibe eder. Ciddi ve uzun süreli iskemi ile ATP depolarının %80 ve daha fazlası 

kaybolursa, hücrenin hacim ve iyon bütünlüğünü idame ettirme kabiliyeti kaybolur. 

Koroner kan akımı yeniden başlamazsa geriye dönüşümsüz miyokard hasarı (nekroz) 

son noktadır(11,12). 

Miyokardiyal iskemi için kritik zaman 20 dk olarak kabul edildiğinden bundan 

daha kısa süreli iskemilerden sonra sağlanan reperfüzyon durumunda doku hasarının 

kanıtı bir bulgu saptanmamıştır. 20 dakikadan daha uzun süre devam eden iskemi 

durumlarında oluşan reperfüzyon hasarı, birbiriden bağımsız etiolojiler sonucunda 

olmaktadır. Reperfüzyonun dakikalar ile saatler arasındaki döneminde nekroz ve 

apoptosis  nedeniyle hücre ölümünün artışı gibi farklı nedenler miyokard hasarının 

artmasına neden olmaktadır(3,13,14). Uzamış iskemiden sonra kalp kasının 

reperfüzyonu, reperfüzyon aritmilerine, mikrovasküler hasara, miyokardiyal stunninge ve 

miyokardiyal hibernasyona neden olduğu saptanmıştır.(Şekil 1) 
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Miyokardiyal stunning, iskemi epizodu veya epizodları sonrasında oluşan 

kontraktil disfonksiyondaki uzamadır. Bu durum reperfüzyon sonrası irreversibl hasar 

olmamasına ve perfüzyonun normal veya normale yakın olmasına rağmen devam eden 

mekanik disfonksiyonu ifade eder. 

 Miyokardiyal hibernasyon, düşük kan akımı ile seyreden uzamış kontraktil 

disfonksiyonun bir formudur. Yapılan klinik gözlemler, viabilitenin korunması ve enerji 

gereksiniminin azaltılması, azalmış perfüzyona uyum sağlamak için   miyokardiyumun 

kontraktilitesini azaltarak kronik iskemiye adapte olduğunu göstermiştir. Klinik olarak 

koroner arter bypass cerrahisi sonrası bozuk ventrikül fonksiyonun gelişme gösterdiği 

rapor edilmiştir. İskeminin süresi, ciddiyeti, hibernasyon bölgesindeki miyositlerdeki 

etkilenme derecesi iyileşme süresini belirler. Fonksiyonun ani iyileşmesi, hibernasyonun 

akut olduğunu, günlerden haftalara kadar olan iyileşmeler subakut hibernasyonu, 

aylardan yıllara kadar olanlar ise kronik hibernasyonu düşündürür(15,16).  

Miyokardiyal stunning, ilk kez Heyndrickx ve ark. Tarafından 1975 yılında 

köpeklerde kısa koroner oklüzyonla ilgili olarak tanımlanmıştır. Bununla ilgili yapılan 

çalışmalar kabaca 6 kategoride gruplandırılmıştır. 

1. Orijinal olarak Heyndrickx ve ark. Tarafından tanımlanan tek ve tamamıyla 

reversbl in vivo iskemiyi takiben oluşan stunning.  

2. İn vivo, tamamıyla reversibl rejionel multipl iskemi periyodlarını takiben oluşan 

stunning. (Örn. Köpeklerde tekrarlayıcı 5–10 dk koroner oklüzyonu takiben). 

3. Kısmen reversible, kısmen irreversibl in vivo rejional iskemi epizodlarını 

takiben oluşan stunning. Bu kategori trombolizis tedavisi alan veya anjioplasti geçiren 

akut myokard infarktüslü hastaların durumunu temsil eder ve kurtarılmış dokuların 

fonksiyonunu, gecikmiş iyileşmesini gösterir.  

4. İn vitro global iskemi sonrası stunning. (Örneğin izole kalp preparatları) 

5. İn vivo global iskemiyi takiben stunning. (Örneğin kardioplejik arrest) 

6. Egzersize bağlı iskemi sonrası stunning. (Örneğin yüksek akımlı iskemi)  
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                         Geçici koroner oklüzyon                                                İnkomplet koroner oklüzyon             
                                                                                                                                                      
                         Kısa iskemi(dakika)                                                      İskemi/ Metabolizmada   
                                                               yavaşlama(haftalar-aylar)  
                               
                                
                             Reperfüzyon.                                                              Reperfüzyon 
 
         
                              Nekroz yok.                                         Nekroz yok  
 
 
                      İskemik miyokardiyumun                                               Miyokardiyal koruma 
                             tam korunması. 
   
          
 
         Kasılma fonksiyonu        İskemi sonrası kontraktil           Kontraktil fonksiyonunda toparlanma 
              korunmuş.                           disfonksiyon.  
                                                (Uzamış tam toparlanma)   
 
         
             Normal miyokardiyum      Miyokardiyal stunning               Miyokardiyal hibernasyon   

                            

 

 

                                     Koroner oklüzyonun devamı 

          

                                         Devam eden iskemi 

 

                                         Reperfüzyon yok 

 

                                         Transmural nekroz 

 

                                     Miyokardiyal koruma yok 

 

                                 Kasılma fonksiyonunda bozulma 

 

 

                                        Miyokardiyal enfarkt 

 

Şekil 1 İskemi ve İskemi/Reperfüzyon hasarının klinik yansımaları. 

 

Reperfüzyon hasarının moleküler olayları karmaşıktır. Birçok çalışma, serbest 

oksijen radikalleri (SOR) ve kalsiyum (Ca+2)’un reperfüzyon hasarının patogenezindeki 

iki ana faktör olduğunu göstermiştir. Moleküler oksijenin yüksek oksidasyon potansiyeli 

olmasına rağmen, organik bileşikleri hızlı okside edemez. Hücreler oksidatif 

8 
 



fosforilasyonla enerji üretirken mitokondriyal elektron transport sisteminde oksijen suya 

(H2O) indirgenir. Respirasyon sırasında oksijen mitokondriyada kompleks-IV içerisindeki 

sitokrom C oksidazla bir seri elektron kaybına uğrar. Böylece superoksit  radikal, 

hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve su meydana gelir(17,18).  

 

O2
-e  O2

-  H2O2  OH  H2O  

 

      H2O 

 

Normal şartlar altında oksijen yaklaşık %2–3 arasında yetersiz redüksiyona 

uğrayarak superoksit radikallerini (O2
-) ve hidrojen peroksidi (H2O2) oluşturur. 

 

2O2
- + 2H+   H2O2 + O2 

 

Bu reaksiyon kendiliğinden gelişir fakat superokside dismutaz (SOD) gibi 

enzimlerle katalizlendiğinde daha da hızlanmaktadır. Serbest radikal tanımlaması, 

herhangi bir ortam veya molekülün bağımsız olarak dış orbital yapısında bir veya daha 

fazla çiftleşmemiş elektron içermesiyle ortaya çıkar. Bu atom veya molekül relatif olarak 

unstabil ve genel olarak aşırı reaktifdir. 

Hidrojen peroksitin kendisi güçlü reaktive bir molekül değildir. Bununla beraber 

Haber-Weiss Reaksiyonu ile güçlü reaktif hidrojen radikallerini oluşturur.  
 

O2
- + H2O2   O2 + OH + OH- 

 

Demir ve bakır gibi metal iyonunun katalizorlüğünde hidroksil radikali oluşum hızı 

artmaktadır. Bu Fenton Reaksiyonu olarak bilinir. 

Fe+3 + O2
-   Fe+2 + O2 

 

Fe+2 + H2O2   Fe+3 + OH + OH- 

 

SOR, biyolojik membranlar için tehlikelidir. Lipid peroksidasyonuyla memranların 

yapısını bozar ve okside eder. Bu malondialdehid (MDA) oluşumu ile 

değerlendirilmektedir. Oksidasyon reaksiyonlarında ilk lipid peroksid radikalleri (LOO.)  

oluşur, daha sonra hidroksilipid peroksidler (LOOH) oluşur. Bunlar DNA oksidasyonu ve 

e- + 2H e- + H+ e- + H+ 
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protein çapraz bağlantıları yaparak sonuçta hücresel disfonksiyon ve hücre ölümüne yol 

açar(19). 

Reperfüzyon hasarına yardım eden diğer bir olasılık da peroksinitrit (ONOO-) 

serbest radikallerinin oluşumudur. 

 

O2
- + NO   ONOO- 

 

İzole kalplerde peroksinitritin ortaya çıkması reperfüzyon sonrası miyokard 

disfonksiyonuna yardımcı olmaktadır. Yapılan çalışmalarda reperfüzyonun ilk 15dk’da 

verilen L-NAME (NO sentez inhibitörü) peroksinitrit oluşumunu engelleyerek kalp 

fonksiyonlarını korumaktadır.  

Süperoksid (O2
.-), çok toksik olmayan bir serbest radikaldir. Diğer oksijen 

bileşiklerinin oluşumunda anahtar rol oynar. 

Hidrojen peroksid (H2O2), metal iyonlarının yokluğunda stabil, zayıf oksidan, uzun 

ömürlü reaktif oksijen bileşiğidir.   

Hidroksil (.OH), aşırı reaktif ve  kısa ömürlüdür, hücrede oluştuğu yerden daha 

uzağa gidemez. Çevresinde oldukça büyük hasara yol açar. 

Hidroperoksil (HO2
.), süperoksid radikalinin protonlanmasıyla oluşur ve daha 

reaktifdir. Biyolojik membranları kolay geçmesi ve yağ asidleri ile direkt etkileşime 

girebilmesi yönünden önemlidir.   

İskemik dokunun reperfüzyonu sonuç olarak hasarlı dokuda hızlı bir nötrofil 

kümelenmesine yol açmaktadır. Deneysel hayvan modellerinde serbest radikal oluşumu 

reperfüzyonun başında hızlı bir biçimde olmaktadır. Nötrofillerin endotele adhezyonu ve 

sonrasında transmigrasyonu, canlılığını sürdürebilir dokularda proteolotik enzimleri 

salarak serbest oksijen radikalleri oluşturur.  

Miyokardiyal İ/R hasarında SOR oluşumuna yardımcı olan birçok intrasellüler 

enzimatik mekanizmalar vardır. Bunlardan bazıları; ksantin oksidaz, mitokondrial 

sitokrom oksidaz yolu, siklooksigenaz, lipooksigenaz yolu, katekolaminlerin 

oksidasyonudur(20,21,22).  

Organizmada yukarıda saydığımız metabolik olaylar sırasında sürekli olarak 

serbest radikaller oluşur ve endojen antioksidanlar adı verilen moleküller tarafından 

etkisizleştirilir. Bu korunma glutatyon peroksidaz, süperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz 

gibi enzimler ile oluşur. Serbest radikaller belirli düzeyin üstüne çıktığında ve 

antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldığında hücrenin bazal yapı taşlarını hasara 
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uğratır. Bu aşamada vücudun diğer doğal savunma sistemi olan tamir işlevi, hasarlı 

biyomolekülleri ortadan kaldırır. Hasarlı nükleik asidler spesifik enzimler tarafından tamir 

edilir, okside proteinler proteolitik sistem tarafından ortadan kaldırılr(23,24,25,27) 

Adenin trifosfat (ATP) ürünleri ksantin dehidrogenaz (KD) enzimiyle üreye 

çevrilmektedir. Bununla beraber iskemik durumda Ca+2 ile aktive edilen ve “kalpein” 

olarak tanımlanan sitozolik proteaz enzimi ile ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza 

(KO) dönüşmektedir. Ayrıca iskemik dokuda sülfhidril oksidasyonu bu dönüşümü 

hızlandırır. Bu da iskemik dokuda aşırı hipoksantin ve SOR birikimine neden olur.   

(Şekil 2)  

 

 

Şekil 2 Hipoksantin metabolizması ve SOR oluşumu. 

İskemi sırasında intraselüler serbest Ca+2 miktarının hızla artması, plazma 

memranındaki fosfolipaz A2’yi aktive ederek reperfüzyon sırasında ortamda bol miktarda 

araşidonik asit birikimine neden olur. Siklooksigenaz veya lipooksigenazlarla da 

metabolize edilir. Siklooksigenaz aktivitesi araşidonik asidi prostoglandin G2 (PGG2)’ye 

çevirir. PGH2 hücre tipine spesifik farklı prostoglandinler için prokürsördür. PGG2’den  

PGH2’ye dönüşüm sırasında superoksid radikal oluşumu gösterilmiştir. Araşidonik asidin 
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5-lipooksigenaz ile oksidasyonu 5-hidroperoksitetraenoik asit (5-HPETE) oluşturur. Bu 

daha sonra lökotrienlere çevrilir.(Şekil 3) Bu reaksiyon sırasında süperoksid radikalleri 

oluşur. LTB4’ün nötrofillerden H2O2 ve elestaz salınımında rol oynadığı, ayrıca 

nötrofillerin in vitro ve in vivo olarak endotelyal geçirgenliğini arttırmasında potent bir 

stimülatör olduğu gösterilmiştir. Lökotrienler ve tromboksanlnar ayrıca mikrovasküler 

yatakta vazokonstrüktör etki ile reperfüzyon sonrası kötü kapiller akıma yol 

açar(23,26,28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3 Araşidonik asid ve metabolitlerinin oluşumu. 

 

Araşidonik asit aynı zamanda myoglobinin katalizlediği hidrojen perokside 

bağımlı peroksidasyon mekanizmasıyla okside olarak, nötrofiller için kuvvetli kemotaktik 

ürünleri meydana getirir.  

Uzamış iskemiden sonra reperfüzyonda sitozolik kalsiyum konsantrasyonun 

artması ciddi myokardial hasarla ilişkilidir. Burada Na+/H+ pompası önemli bir role 

sahiptir. İskemi sırasında proton miktarının artması ki bu asidoza yol açar, Na+/H+ 

pompasını inhibe eder. Reperfüzyonla beraber bu inhibisyon ortadan kalkar ve hücre içi 

sodyum miktarı artar. Bu Na+/Ca+ pompasını aktive ederek hücre içi kalsiyum miktarını 

artarır. Na/H pompa inhibitörleri kullanımının; intrasellüler Na+ ve Ca+2 artışını 

durdurarak reperfüzyon hasarını azalttığı gösterilmiştir(29,30). Ayrıca iskemiyle beraber 

hücre içi asidotik ortam, fizyolojik pH’da proteinlere bağlı olan kalsiyumunda serbest 

kalmasına neden olarak hücre içi Ca+2 arttırır. Sonuç olarak miyokard kontraktil 

elemanların kalsiyuma karşı duyarlılığı azalır ve miyosit kontraktilitesinin depresyonu ile 
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sonuçlanır . İntrasellüler kalsiyum konsantrasyonu kritik bir göstergedir. Çünkü 

fosfolipaz, proteaz, endonükleaz gibi bazı enzimlerin aktivasyonuyla ilişkili ikincil haberci 

gibi davranır ki bu hücre ölümünde degradasyon yolunu ve inflamatuar kaskadı 

başlatır(4,31,32).  

Adhezyon molekülleri IR hasarında inflamatuar cevabın baskılanmasında ve 

devamında köşe taşı gibi rol oynar. Bu adhezyon molekülleri üç grupta incelenir. 

1. Selektinler 

2. β-integrinler 

3. İmmünoglobulin süper ailesi  

Selektin adhezyon molekülleri, endotel ile nötrofiller arasındaki ilişkinin 

kurulmasından sorumludur. L-selektin; nötrofil ve monosit hücre yüzeyinde oluşur. E ve 

P-selektin; damar endotelde ve platelet yüzeyinde oluşur. P-Selektin endotelial 

hücrelerde de sentez edilir ve Wiebel Palad cisimciklerinde depolanır. İnflamatuar 

cevapta ortamdaki mediatörlerle endotel yüzeyine hızlıca mobilize olur. Reperfüzyonun 

10-20 dakikasında hücre yüzeyinde pik konsantrasyona ulaşır. Reperfüzyon dönemi 

uzadığında konsantrasyonda belirgin düşme görülür. 

β2 integrinler (CD11-CD18), heterodimerik glikoproteinlerdir ve bunlar nötrofil 

yüzeyinde eksprese olur. PAF gibi sitokinler CD11-CD18 kompleksinin ekspresyonunu 

arttırır. 

İmmünoglobülin süper ailesi: “ICAM-1, ELAM-1, VCAM-1, GMP-140” bu ailenin 

üyelerindendir. IR hasarında plateletlerin vasküler yatağa adhezyonu ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule) vasıtasıyla olur. Endovasküler temastan sonra 

plataletler aktive olur ve ortama inflamasyonda rol oynayan PAF gibi sitokinleri salgılar. 

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), ELAM-1 (endothelial leucocyte adhesion 

molecule), GMP140 (granule membrane protein) endotel lökosit adhezyonunda rol 

oynayan diğer moleküllerdir.  

Yapılan çalışmalarda E-Selektin ve ICAM-1’e karşı geliştirilen antikorların, I/R 

hasarında mikrovasküler hasarı ve apoptozisi azalttığı bulunmuştur(33).  

Sitokinler, IR hasarının oluşumunda önemli rol oynayan diğer mediatörlerdir. 

Etkilerini tek başına veya birbirlerinin etkilerini arttırarak gösterir. İnflamasyonun çok 

farklı yolları, hangisinin anahtar konumda olduğunu saptamayı güçleştirir.(Şekil 4)                                                      
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İnflamasyonda önemli olan bazı sitokinler IL-1, IL-2, IL-6,  TNF-α,  IFN-γ dır(34). 

IL-1: Diğer sitokinlerin salınımını başlatır, fizyolojik etkileri TNF-α’ya benzer. 

IL-2: En önemli fonksiyonu T-hücre proliferasyonudur. 

IL-6: Endotoksine hassastır. B-hücre proliferasyonuna ve onların plasma 

hücrelerine dönüşümüne neden olur. Hepatositlerden akut faz reaktanların salınımını 

indükler. 

IL-8: Nötrofil hareketlerini stimüle eden güçlü bir kemokindir. 

TNF-α: İnflamatuvar yanıtta çok önemli rol oynar. Proinflamatuvar sitokinlerin 

prototipidir. Ortamda prokoagülanların ve, adhezyon moleküllerinin aktivitesini, IL-1, IL-8 

ve LTB4 salınışını arttırır. 

IFN-γ: T-lenfositleri tarafından salınır. Özellikle endotel hücrelerinde major 

histokompatibilite antijen MHC-Sınıf II ekspresyonunu, endotel-lenfosit adhezyonunu ve 

antijen prezentasyonunu arttırır. 

 

 

Şekil 4 İ/R hasarında sitokin ve adhezyon moleküllerinin rolü. 

Miyokardiyal iskemi reperfüzyonda miyokardiyal doku içine nötrofillerin göçü 

enfarkt alanının genişliği ve iskemi süresiyle ilişkilidir. Doku hasarı polimorfonükleer 

lökositlerin birikimiyle beraber lokalize inflamatuvar  yanıt oluşturur. Nötrofiller, C5a, İL-8, 

TNF-ß gibi kemotaktik faktörler tarafından  inflamasyon alanına yönlendirilirler. Aktive 
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nötrofiller lL-1, IL-3, IL-5, PAF ve TNF-α  gibi önemli proinflamatuvar sitokinlerin 

kaynağıdır. Platelet aktive edici faktör (PAF), en sık iskemi sonrası perfüzyonda 

aritmilere neden olur. Reperfüzyonun ilk üç saati içinde polimorfonükleer lökositlerin 

birikimi başlar. Deneysel İ/R modellerinde ve açık kalp cerrahisi sırasında lökositlerin 

tüketilmesinin faydalı etkileri olduğu belirtilmektedir(35,36).   

Bir transkripsiyon faktörü olan NF-κB (nükleer faktör kappa B) sitokinlerin, 

kemokinlerin, immünoreseptörlerin ve hücre adhezyon moleküllerinin I/R hasarı 

sırasında erken gen ekspresyonuna aracılık etmektedir. NF-κB’nin selektif blokajı 

(proline dithiocarbomate) ciddi iskemik stres sonrası repefüzyonun erken fazında 

belirgin koruma sağladığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Tacrolimus, NF-κB’nin 

erken aktivasyonunu inhibe eder. Sıçan akciğer IR hasarı modelinde düşük doz 

tacrolimus verilmesiyle NF-κB’nin inaktivasyonu sağlanmış, böylece IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, 

TNF-α, γ-IFN düzeylerinde azalma ile doku hasarı azaltılmıştır(37,43,44,45).  

İskemi reperfüzyon hasarının mekanizması karmaşık ve zincirleme bir 

reaksiyondur. Ortaya çıkan doku hasarı esas olarak; serbest oksijen radikalleri, hücre içi 

Ca+2 dengesinin bozulması ve inflamatuvar kaskatın aktivasyonuyla oluşur.  

 

4.2.  Tacrolimus (FK506) 

 Tacrolimus (FK506), genellikle transplantasyon sonrası tedavide kullanılan 822 

daltonluk (monohidrat) lipofilik makrolid bir antibiyotikdir(38). (Şekil 5) Doğal bir ürün 

olup antinomycete, Streptomyces tsukubaensis’den elde edilir. Bu organizma ilk defa 

1984 yılında Japonya’da Tsukaba dağı çevresindeki toprak örneklerinde bulundu.(--)* 

FK506’nın kendisi siklosporinle (kalsinörin inhibisyonu yoluyla etki eden bir 

immünosupresant)   karşılaştırıldığında yaklaşık 100 kat daha aktiftir ancak toksisitesi 

daha azdır(39,40). 

Tacrolimus sitozolik hedef proteini FKBP (FK506- binding protein)’e yüksek 

afinite ile, özellikle FKBP-12’ye, bağlanarak  kalsinörini (CaN) bloke eder.  

Kalsinörin, kalmoduline(CaM) ve Ca+2 ile kontrol edilen bir protein fosfotazdır, 

heterodimerik bir yapıya sahiptir ve iki alt üniteden oluşur.(Şekil 6) Kalsinörin A: katalitik 

ve kalmodulinin bağlandığı bölüm, kalsinörin B: Ca+2’un bağlandığı bölüm. Sitokin gen 

aktivasyonunu artıran transkripsiyon faktörleri (örneğin; Nucleer factor activating T-

lenfosit (NF-AT), NF-κB, Aktive protein-1(AP-1), AP-3 ) kalsinörinin direkt yada indirekt 

substratlarıdır. Tacrolimusun kalsinörini inhibe etmesi, immün ve inflamatuar cevapta rol 
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oynayan sitokinlerin, lenfokinlerin (İL-2, İL-3, İL-4, TNF-α, IFN) ve adhezyon 

moleküllerinin oluşumunu baskılar(41,42).  

Sıçan renal ve karaciğer iskemi reperfüzyon hasarı çalışmalarında tacrolimusun 

koruyucu etkileri gösterilmiştir. 

FK506 yüksek lipofiliktir, farmakokinetik özelliği kişinin yağ doku oranına göre 

değişir. Oral biyoyaralanımı %22’dir ve pik konsantrasyona bir ile dört saatte ulaşır(46).         

Karaciğer metabolik sisteminde CYP-3A (sitokrom-3A) enzim ailesi ile ilk geçiş 

eliminasyonuna uğrar ve metabolitleri safra ile atılır, ancak %1-3 kadarı idrarda 

bulunur(47,48). 

Yan etkileri dozla ilişkilidir. Başlıca yan etkileri nefrotoksisite, nörotoksisite, 

hipertansiyon, DM ve anormal glikoz intoleransıdır.  Nefrotoksisite afferent arterioler 

vazospazmına bağlı renal kan akımında azalma ile oluşur. Kalsiyum kanal blokörü ve 

anjiotensin reseptör blokörü ile bu yan etki azaltılabilir. Nörotoksisite %8-20 oranında; 

temor, baş ağrısı, uykusuzluk, daha nadiren afazi, konfüzyon, ve psikoz biçiminde 

ortaya çıkar. DM ve/veya glikoz intoleransı %10-20 oranında görülür(49,50). Filler ve 

ark. yaptığı çalışmada pankreas adacık hücrelerinde vakuolizasyon, degranülasyon gibi 

morfolojik değişikliklerin tacrolimus alımının kesilmesinden sonra düzeldiği 

gösterilmiştir(51). 

 

 

Şekil 5 Tacrolimus (FK506)’un yapısal şekli.  
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Şekil 6 Kalsinörin – Kalmodulin kopleksinin aktivasyonu ve inaktivasyonu. 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Çalışmada Dokuz Eylül Üniversitesi Multi Disiplin laboratuarlarında yetiştirilen 24 

adet erkek Wistar Albino tipi sıçan kullanıldı. Genel fizyolojik bilgileri Tablo 1‘de 

verilmiştir. Miyokardiyal iskemi reperfüzyon modellerinde kullanılması ve miyokardiyal 

koroner kollateral dolaşımının az olması nedeniyle, deney hayvanı olarak sıçan 

seçilmiştir(52,53).  

Sıçanlar oda sıcaklığında, bir kafeste beş tane olmak üzere temiz bir ortamda, 

standart laboratuar koşullarında, pellet yem kullanılarak bakıldı. Cerrahi işlemden 12 

saat önce yeme işlemi kesilerek su serbest bırakıldı. Deneyin sonunda sıçanlar sakrifiye 

edildiğinden postoperatif bakım gerekmedi. 

  Tablo 1 Sıçanların fizyolojik değerleri. 

Ortalama yaşam                               3-4 yıl 

Ağırlık                                               200-300gr 

Beden ısısı                                       37.5 0 C 

Solunum sayısı                                 100-150/ dk  

Kan basıncı                                       80-130mmHg      

Kan hacmi                                Vücut ağırlığının 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 Grupları 

Grup-1 (4 adet): Sadece iskemi yapılan grup. Deneklerde uygulanan girişim ve 

cerrahi işlemden sonra kalpte iskemi oluşturuldu, fakat reperfüzyona izin verilmedi. 

Grup-2 (4 adet): Sham grubu. Deneklere uygulanan girişim ve cerrahi işlemden 

sonra LAD (left anterior descending) koroner arteri intramiyokardiyal geçilen sütür, sner 

ile oklüde edilmedi. 

Grup-3 (7 adet): Kontrol grubu. Cerrahi işlem sonrası LAD koroner arteri oklüde 

edildi. 45dk’lık iskemiden sonra reperfüzyonun ilk 15 dakikasında serum fizyolojik (SF) 

intravenöz verildi. 
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Grup-4 (7adet): Tacrolimus grubu. Cerrahi işlem sonrası LAD koroner arteri 

oklüde edildi. 45dk’lık iskemi sonrası reperfüzyonun ilk 15 dakikasında tacrolimus 

intravenöz verildi. 

Deneklere uygulanan tüm girişim ve cerrahi işlemlerin çalışmada bakılan 

hemodinamik, biokimyasal ve patolojik verilere etkisini sham denek grubu kullanarak 

nötürledik.     

5.2 Anestezi ve Monitörizasyon 

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

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

Holland) verilerek sağlandı. Gerektiğinde doz tekrarlandı. 

Boyun ve göğüs ön duvarı tıraş edilip cerrahi saha %10’luk povidon-iyot (İsosol 

Solüsyonu Merkez Labaratuvarı A.Ş) solüsyonu ile boyandı. Boyun insizyonu ile 

trakeostomi açılarak entübe edildi. 60 solunum sayısı/dk, %100 oksijen desteğinde, 15 

ml/tidal hacimde mekanik hayvan respiratörüne (Ugo Basile S.r.l. Rodent Ventilatör 

İtaly) bağlandı. 

Devamlı basınç monitörizasyonu için karotis arteri, intravenöz (IV) SF ve 

tacrolimusun verilmesi için de  juguler ven 24G branül ile kateterize edildi.(Şekil 7) 

Entübasyondan 15dk sonra kan gazı parametrelerinin değerlendirilmesi için 0,2cc 

arteriyel kan alındı. Kalp hızı ve kan basıncı deneyin sonuna kadar EKG-Basınç 

monitöründen sürekli takip edildi. İskeminin 0.dk ve 45.dk’sında ve repefüzyonun 60.dk 

ve 180.dk’da kaydedildi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 7 Operasyon sahasının şematik çizimi. 
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5.3 Cerrahi İşlem 

Kalbe ulaşmak için sol torakotomi yapıldı. Toraksa 4.interkostal aralıktan girildi. 

Mini toraks ekartörü ile cerrahi manüplasyon sahası genişletildi ve perikard kesilerek 

kalbe ulaşıldı.(Resim 1) 6-0 10mm’lik atravmatik iğneli prolen sütür; sol ana koroner 

arterin interventriküler septumda devam eden LAD dalı, diagonal yan dalı vermeden 

proksimalinden, intramiyokardiyal geçildi. 

15dk’lık dengelenme döneminin başlangıcında koroner arterde tromboz 

oluşumunu önlemek amacıyla 600IÜ/kg heparin (Nevparin® flakon 5000İÜ/ml Mustafa 

Nevzat İlaç San. A.Ş.) intravenöz verildi. Bu sürenin sonunda sütürün iğneleri plejıttan 

geçirildi ve üzerinden sner yardımıyla, LAD tavmasını engellemek ve tam oklüzyonu 

sağlamak için sütürün ipleri sıkıldı ve iskemi sağlandı.(Resim 2) Sner sıkmadan önce 

kardiyak enzim (CK-MB) için 0,5ml kan alındı. Sıvı uygulaması, işlem sırasında 

kaybedilen kanın 3 katı olacak biçimde Ringer laktat ile replase edildi.  45 dk iskemi 

döneminde ortaya çıkan aritmiler kaydedildi. Bu sürenin sonunda sner gevşetilerek 

iskemik bölgenin reperfüzyonu sağlandı. Reperfüzyonla birlikte grup-4’de 100µgr/kg 

tacrolimus (Prograf® amp Fujisawa Pharmaceutical Co. Japan) infüzyonu, grup 3’de 

aynı hacimde serum fizyolojik infüzyonu verildi. 

Deney havyanı 3 saat respiratöre bağlı kalarak reperfüzyonda tutuldu. Bu süre 

içerisinde insensibl kaybı azatlamak için torakotomi insizyonu geçici prolen sütürle 

birbirine yaklaştırıldı. Üç saatin sonunda sıçanın kalbi çıkarılarak boş patoloji kabına 

kondu. Patoloji kabı soğuk su-buz karışımı içerisinde zaman kaybetmeden (3-4dk 

içerisinde) Patoloji Anabilim Dalı Laboratuarına götürüldü.  
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Resim 1 Trakeostomisi ve Torakotomisi yapılmış denek. 

 

 

 

 

Resim 2 Reperfüzyon sonrasında ana damar ve perikard bağlantıları kesilerek 

çıkartılan denek kalbi. 
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5.4 Enfarkt Alanının Hesaplanması 

Patoloji laboratuvarında kalp semifrozen hale gelmesi için buzdolabında                  

-200C’de 30dk bekletildi. Bu süre içerisinde %1’lik, pH’sı 7.4 olan TTC fosfat tampon 

solüsyonu hazırlandı. Bu şekilde solüsyonun enzimatik aktivitesi korunmuş oldu.  

Enfarkt alanının hesaplanması amacıyla Klein ve ark. bildirdiği 

triphenyltetrazolium chloride (TTC) boyama tekniği kullanıldı(54). Miyokardiyal enfarkt 

alanının gross incelemesinde 12 saatten önce bir değişiklik görülmezken bu yöntemle 

nekrotik alan 2-3 saat sonra doku kesitlerinde görünür hale geldi. Canlılığını sürdüren 

hücreler dehidrogneaz aktivitesine sahip olduğu için TTC ile reaksiyon girerek doku 

koyu kırmızıya boyanır. İskemik nekrotik alanlarda dehidrogenaz enzimi, hücre memran 

hasarından dolayı hücre dışına sızar ve enzim aktivitesi azalır. Enrfarkt alanında TTC ile 

enzimetik reaksiyon gerçekleşemediğinden doku renksiz kalır. 

Sağ ventrikülden atrioventiküler groova paralel olacak biçimde kalp apeksten 

tabana doğru 3mm kalınlıkta dilimlendi. Bu dilimler serum fizyolojik içerisinde 15 dk 

bekletilerek dokudan kanın uzaklaştırılması sağlandı. Daha sonra SF’de bekletilen 

kesitler alınarak TTC fosfat tampon solüsyonda 370C’de 30dk inkübe edildi. İnkübasyon 

sırasında dokularda renk farkı yavaş yavaş ortaya çıktı. İşlem sonrası kesitlerdeki renk 

farkını fikse etmek için 20dk’da %10 formalin solüsyonda bekletildi ve fotoğrafları çekildi. 

Dokuz Eylül Üniversitesi Patoloji Laboratuarında bilgisayar ortamında planimetri 

programı ile alan hesaplamaları yapıldı. 
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Resim 3 Enfarkt alanı içermeyen miyokard kesitleri.                  

 

 

 

Resim 4 Enfarkt alanı olan (okla gösterilmiş) miyokard kesitleri. 
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5.5 Biyokimyasal Ölçümler 

Kardiyak enzim kreatinin kinaz-MB (CK-MB) ölçümü için, koroner arter 

oklüzyonundan önce (0.dk) ve sonra (45.dk), reperfüzoynu takiben birinci ve üçüncü 

saatlerde denekten kan alındı. 

Kan 40C’de 2400g’de 15dk santirfüj edildi. Serum kısımı alınarak -710C’de 

saklandı. Tüm hayvan gruplarından biyokimyasal çalışma için örnekler alındıktan sonra 

Dokuz Eylül Üniversitesi Merkez Biyokimya Laboratuvarında Immulite® Turbo CK-MB 

(EURO/DPC Ltd. UK) kiti kullanılarak ölçümler yapıldı.  

 

5.6 Histopatolojik İnceleme 

Enfarkt alan hesaplamaları için apeksten tabana doğru 4 parçaya dilimlenen ve 

%10 formol solüsyonunda bekleyen kesitler hematoksilen-eozin boyasında boyanarak 

ışık mikroskobunda miyokardiyal ödem, myositolizis, fokal hemoraji ve PNL infiltrasyonu 

incelendi. 

Patolojik skorlama 

0-yok 

1-hafif 

2-orta 

3-şiddetli  

 

5.7 İstatistiksel Yöntem 

İstatistiksel analizin yapılmasında SPSS 13.0 for Windows programı kullanıldı. 

Gruplar arası istatistiksel karşılaştırma için Kruskal-Wallis Testi, istatistiksel fark 

çıktığında Mann-Whitney U Testi ve grup içi değerlerin bazal değere göre farklarını 

karşılaştırmada  Wilkcoxon Signed Ranks Testi kullanıldı. p<0.05 (%95 güven aralığı) 

olan istatistiksel sonuçlar anlamlı olarak kabul edildi.  
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Resim 5  Miyokardiyal hafif hemoraji. 

 

 

 

Resim 6 Miyositolizis. 
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Resim 7 Miyokardiyal ödem. 

 

 

 

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

Tablo 2 Gruplara göre hemodinamik parametreler. 

              İskemi 0.dk          İskemi 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  

 
 
Tüm gruplar da iskeminin 0.dk  ve 45.dk  sistolik / diyastolik kan basıncı ve kalp hızı 

 değerleri açısından  anlamlı 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 reperfüzyonun 60.dk  ve 180.dk  sistolik / 

diyastolik kan basıncı ve kalp hızı  değerleri açısından  anlamlı fark 60.dk da  vardı. 

(Kruskal-Wallis Testi)                                                                                                  

 p (sistol 60.dk KB)=0.004 

p (diyastol 60.dk KH) =0.047                                                                                           27 
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 Grafik-1 Çalışma gruplarının hemodinamik  sistolik KB ortalaması 
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Grafik-2 Çalışma gruplarının hemodinamik diyastolik KB ortalaması. 
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                Grafik-3 Çalışma gruplarının hemodinamik kalp hızı ortalaması 
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               Tablo 3 Gruplara göre kan gazı değerleri. 
  

                         pH          PCO2       PO2             Htc         O2 satüras.(%) 

 

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 7.34 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 

 
 
 Tüm gruplarda kan gazı parametreleri olarak pH=7.3-7.5 arasında, PCO2 <   

45mmHg ve PO2 > 90mmHg  değerleri sağlandı. (İskemi ve Sham grubunun 4. 

deneklerinden alınan kan gazı örnekleri ölçüm sırasında kan gazı ölçüm cihazı  

kalibrasyona girdiği için ölçülemedi) 

 

 Tüm gruplarda kan gazı parametreleri  pH, PCO2, PO2 ve  O2 satürasyonu  

değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı fark yoktu.(Sırayla p=0.486, p=0.307, 

p=0360, p=0.104) (Kruskal-Wallis Testi) 
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Grafik-4 Tüm çalışma grubunda kan gazı PCO2 (ortalama) değerleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

31 
 



 

 

 

                                                                                                                              

Tablo 4 Gruplara göre kardiyak enzim (CK-MB) değerleri 

         İskemi 0.dk İskemi 45.dk   Reper. 60.dk Reper.180.dk  
 

 

                   

            

 

İskemi–1 0.86 1.28 - - 

İskemi–2 0.948 1.48 - - 

İskemi–3 0.84 1.18 - - 

İskemi–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  

Tüm gruplar da iskeminin 0.dk  ve 45.dk da ölçülen CK-MB değerleri  açısından 

anlamlı fark yoktu.(Sırayla p=0.439, p=0.645) (Kruskal WallisTesti) 

Sham, kontrol ve tacrolimus grubunda reperfüzyonun 60.dk  ve 180.dk da CK-MB 

değerleri açısından anlamlı fark yoktu.(Sırayla p=0.800, p=0.830) (Kruskal WallisTesti) 
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                         İskemi 0.dk          İskemi 45.dk   Reper. 60.dk    Reper.180dk      SÜRE 
                          
 

  

Grafik-5 Zamana göre ortalama CK-MB düzey değişimi 
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Tablo 5 Gruplara göre miyokard kesitlerinde enfarkt alanı (piksel), 

 
 

                Tüm alan                                                     Enfarkt alanı                                 
Kesit-1    Kesit-2     Kesit-3   Kesit-4     Kesit-1      Kesit-2   Kesit-3   Kesit-4                                                           

İskemi 1 69.563 56.612 40.801 16.737 - - - - 
İskemi 2 65.566 53.739 44.586 37.188 - - - - 
İskemi 3 47.482 43.602 33.908 14.880 - - - - 
İskemi 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 15.620 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 alanı/tüm alan 

oranları.                                                                             

                                         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 alanı/tüm alan 

oranı karşılaştırıldığında, tacrolimus grubunda oran kontrol grubuna göre daha düşüktü, 

istatistiksel olarak  anlamlı fark bulundu. (Sırayla 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 Tüm grupların histopatolojik derecelendirilmesi.  
 

            Miyokar.ödem    Miyositolizis   Fokal hemoraji      Pnl infiltrasyonu 

İskemi-1 1 0 0 0 

İskemi-2 1 0 0 0 

İskemi-3 1 0 0 0 

İskemi-4 2 1 0 0 

Sham-1 0 0 0 0 

Sham-2 1 0 0 0 

Sham-3 1 0 0 0 

Sham-4 1 0 0 0 

Kontrol-1 1 0 0 0 

Kontrol-2 1 0 0 3 

Kontrol-3 1 1 0 1 

Kontrol-4 1 0 0 2 

Kontrol-5 2 2 0 2 

Kontrol-6 1 0 2 1 

Kontrol-7 2 0 0 2 

Tacrolimus-1 1 0 0 1 

Tacrolimus-2 1 0 0 0 

Tacrolimus-3 1 0 0 1 

Tacrolimus-4 1 0 1 2 

Tacrolimus-5 1 0 0 1 

Tacrolimus-6 0 0 0 0 

Tacrolimus-7 1 0 1 0 

 

 

İskemi grubu, Sham grubu, Kontrol grubu ve Tacrolimus gruplarında; 

Miyokardiyal ödem (p=0.303) 

Miyositolizis  (p=0.458) 

Fokal hemoraji  (p=0.300) 

PNL infiltrasyonu   (p=0.045) 

İstatistiksel olarak anlamlı fark sadece PNL infiltrasyonunda bulundu. 

(MannWhitney U Testi)  
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Grafik-7 Kontrol ve tacrolimus grubunda ortalama PNL infiltrasyon derecesi.   
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7. SONUÇLAR-TARTIŞMA 

 

Miyokardiyal iskemi reperfüzyon hasarı için geçici iskemik ataklar; ciddi koroner 

arterlerin spazmı esnasında, aterosklerotik plak rüptürü veya eforda karşılanamayan O2 

ihtiyacı sırasında ortaya çıkabilmektedir(2). Trombolitik tedavi, eforun durdurulması,  

kardiyopulmoner bypass sonrası kardiyak dolaşımın  sağlanması veya koroner arter 

spazmının çözülmesi durumlarında olduğu gibi miyokardın sistolodiyastolik 

fonksiyonunun saatler hatta günler içerisinde eski durumuna dönmesine ‘’miyokardiyal 

stunning’’ denir. Miyokardiyal stunning uzayan düşük debili kalp sendromlarıyla ilişkilidir 

ve kalp yetmezliğini presipite eder(10,12.13). 

İskemi reperfüzyon hasarının moleküler olayları kompleks ve multifaktöriyeldir. 

Bir çok çalışmada serbest oksijen radikalleri, hücre içi aşırı kalsiyum birikimi ve nötrofil 

başta olmak üzere inflamatuar cevap kaskatı olası mekanizmalar olarak 

gösterilmektedir(5,15,17,18). 

Miyokard iskemi reperfüzyon hasarını önlemeye yönelik deneysel çalışmalarda 

birçok ajan kullanılmıştır. Bunlardan başlıcaları; Ca kanal blokerleri, ACE inhibitörleri, 

prostoglandinler, glutatyon, N-asetilsistein, pentoksifilin, anestezik ajanlardır.    

İmmünosupresif ajanarın, iskemi reperfüzyon hasarı üzerine etkisiyle ilgili daha 

önce yapılmış çalışmalar vardır.İmmünosupresif ajanların son yıllarda apoptosis ve 

iskemi reperfüzyon hasarının önlenmesi ile ilgili konuların araştırılmasında kullanımı 

giderek artmaktadır. Tavşanlarda miyokardiyal iskemi yapılan bir çalışmada 45 dk ‘lık 

iskemi ve 6 saat reperfüzyonda tutulan deneklere tacrolimus reperfüzyondan 5 dk sonra 

verilmiştir. 

Wakabayoshi ve ark.’nın karaciğer iskemi modelinde, sıcak iskemiden 30dk önce 

verilen tacrolimusun perihepatik mikrosirkülasyonu çok hızlı düzelttiğini lazer doppler ve 

histolojilk çalışmalarla gösterdi. Bu çalışmada, tacrolimus etkisini potent bir 

vazokonstrüktör olan endotelin 1 expresyonunu inhibe ederek yaptığı gösterildi(55). 

Sarc ve arkadaşları yaptığı bir çalışmada sıçanlarda karaciğer iskemi ve 

hepatektomi modelinde iskemiden önce verilen tacrolimusun surviyi uzattığı  ve hepatik 

ATP içeriğinin restorasyonunu düzelttiğini  bildirmiştir(56). 

Zini ve ark. sıçan beyin iskemi modelinde mitokondri üzerinde yapılan 

araştırmalarda tacrolimusun elektron transport zincirinde iki farklı kompleksi (kompleks 3 

ve kompleks 5) inhibe ettiğini gösterdi. Bunlar serbest oksijen radikal oluşumundan 

sorumludur(57).  
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İskemi sırasında hücre ATP içeriğinin hızla azalması intrasellüler ve ekstrasellüler 

kompartmanlar arasındaki elektrolit gradiyentini tehlikeye sokar. İntrasellüler Ca+2  kritik 

bir göstergedir. Dhar ve ark. yaptıkları çalışmada köpek karaciğer iskemi modelinde 

reperfüzyon sonrası tacrolimus vererek, intrasellüler Ca+2 birikiminin ve hepatosellüler 

hasarın azaldığını gösterdi(58).   

Bir kalsinörün inhibitörü olan tacrolimus; hücre ATP içeriğinin restorasyonunu 

sağlaması, NF-kB’ nin erken aktivasyonunu inhibe ederek sitokinlere bağlı inflamatuar 

cevabı baskılaması, intersellüler adhezyon moleküllerinin gen ekspresyonunu azaltması 

iskemi reperfüzyon hasarında koruyucu etki oluşturmaktadır. 

Çalışmada 250-300gr arasında değişen Wistar Albino tipi erkek sıçanlar 

kullanıldı. Deney hayvanı olarak sıçanların secilmesinin nedeni; Dokuz Eylül Multi 

Disiplin laboratuarında yetiştiriliyor olması, miyokardiyal koroner kollateral kan akımının 

az olması ve iskemi reperfüzyon modellerinde kullanılıyor olmasından dolayıdır. 

Çalışmada tacrolimus 100µgr/kg dozunda reperfüzyonun ilk 15 dakikasında İV 

infüzyonla verildi. Kontrol grubunda ise, tacrolimis ile eşit hacimde %0.9 NaCl solüsyonu 

verildi. Hemodinamik  parametreler (kan basıncı, kalp hızı) iskemi ve reperfüzyonun 

belirli aşamalarında kaydedildi. Tacrolimus grubunda 60. dakikada  ortalama sistolik KB 

(86.4mmHg) kontrol grubuna göre daha yüksekti. Aynı şekilde 60. dakikada ortalama 

kalp hızı (224/dk)  kontrol grubuna göre düşüktü. Bu sonuç tacrolimusun erken dönem  

miyokardiyal fonksiyonu koruduğu veya tacrolimus verildiğinde hipertansif yan etkisinin 

ortaya çıktığıyla  ilişkili olabilir.  

Biyokimyasal incelemeler için iskemi ve reperfüzyonda, hipovolemiye neden 

olmamak için olan en az hacimle (0.5cc) kan belirli zamanlarda alındı. Bu eksilen kan 

hacmi İV olarak Ringer laktat ile karşılandı. Sham, kontrol ve tacrolimus grubunda 

reperfüzyonun 60.dk da kardiyak enzim CK-MB düzeyi pik değerlere ulaştı. Sırayla  

ortalama pik CK-MB değerleri 1.7ng/ml, 1.89ng/ml, 1.87ng/ml idi. Bununla beraber tüm 

zamanlarda istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmadı. 

Miyokard enfarktüsünde morfolojik değişiklikler en az 4-12 saatte belirgin hale 

gelirken, TTC boyama tekniğiyle enfarkt alanı 2-3 saat sonrasında doku kesitlerinde 

görünür hale gelerek ölçülmesi mümkün oldu. Kontrol grubunda miyokardiyal kesitlerde 

enfarkt alanı/tüm alan oranı sırayla K1=0.182, K2=0.210,  K3=0.264,  K4=0.227 iken  bu 

oran tacrolimus grubunda sırayla K1=0.084, K2=0.095, K3=0.090, K4=0.077 ölçüldü ve 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulundu. 
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Miyokard kesitleri hematoksilen-eosin boyasında boyanarak, ışık mikroskobunda 

miyokardiyal ödem, miyositolizis, fokal hemoraji ve pnl infiltrasyonu derecelendirildi. 

Kontrol grubunda pnl infiltrasyon derecesi 1.6, tacrolimus grubunda 0.7 ölçüldü. 

İstatistiksel olarak sadece pnl infiltrasyonunda anlamlı fark bulundu.   

Tacrolimus ile yapılan sınırlı sayıdaki çalışmalarda miyokardiyal iskemi, 

reperfüzyon hasarında tacrolimusun koruyucu etkisi ilgili yolaklarda biyokimyasal veriler 

ağırlıklıdır. Bu çalışmada tacrolimus reperfüzyon aşamasında verilerek kan basıncı 

hemodinamik değerleri koruması, mikroskopik incelemede PNL infiltrasyonunu 

azaltması ve makroskopik görüntüde enfarkt alanı/tüm alan oranını azaltması iskemi 

reperfüzyon hasarında tacrolimusun koruyucu etkisi olabileceğini göstermiştir  

Yaptığımız çalışmanın bu konudaki verilere mikroskobik ve makroskobik verileri 

ekleyerek  ışık tutacağı düşüncesindeyiz. 

İskemi reperfüzyon hasarı oluşumu birbiri içine geçen, birbirini tetikleyen 

kompleks bir mekanizma olduğu için tacrolimus ve diğer etken maddelerle daha fazla ve 

detaylı çalışmalara ihtiyaç vardır.      
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