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Miyokardiyal ve
Renal Iskemi/Reperfiizyon Zedelenmesi ve
Deneysel Modelleri

Myocardial and Renal Ischemia/Reperfusion
Injury and Experimental Models: Review

OZET Doku iskemisi, miyokard infarktiisii ve inme gibi klinik durumlarda ya da damar cerrahisi ve organ
transplantasyonunda komplikasyon olarak ortaya ¢ikabilen bir durumdur. Reperfiizyon, iskemiye maruz
kalan dokunun yeniden kanlanarak oksijenlenmesidir. iskemi/reperfiizyon (I/R) zedelenmesi, kan akisinin
yeniden diizenlenmesiyle gelisen inflamatuar tepkilerin bir sonucudur. Erken evrede glikoliz yoluyla lak-
tat iiretimi sonucu hiicre i¢i pH degeri diiser. Hiicreleri nekroza kars1 koruyan bu disiis, reperfiizyon sira-
sinda normal pH degerine yiikseldiginde iskemik hiicrelerin 6liimiinii hizlandirir. Orta evre ise oksidatif stres
ile belirgindir. Oksidatif stres belli bir esigi asarsa hiicresel islev bozuklugu, geri déndiiriilemez zedelenme
ve hiicre 6liimii gergeklesir. Geg evrede, inflamatuar hiicreler ve adezyon molekiilleri baskindir. Birgok in-
flamatuar molekiil tarafindan uyarilan nétrofil etkinligi I/R siireci boyunca goriiliir. Miyokardiyal I/R ze-
delenmesi miyokardiyal sersemleme (stunning), reperfiizyon aritmileri, miyositlerde nekroz ile koroner
endotelyal ve mikrovaskiiler islev bozuklugu gibi istenmeyen durumlarin ortaya ¢ikmasina yol agabilir. De-
neysel olarak ¢alisilan konular miyokardiyal sersemleme, hibernasyon, reperfiizyon aritmileri ve 6n kosul-
lamadir. Akut renal yetmezlik (ARY) insanlarda yiiksek mortalite ile iligkili major bir bobrek hastaligidir.
Kalp debisinin azalmasi, renal vaskiiler okliizyon veya obstriiksiyon ile renal transplantasyon gibi durum-
larin neden oldugu iskemi, ARY gelismesine neden olabilir. Deneysel olarak ¢ift tarafl (bilateral) ve tek ta-
rafli (unilateral) renal I/R zedelenmesi olusturulabilmektedir. Gift tarafli iskemik ARY modeli insandaki
patolojik duruma ¢ok daha uygun olmasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, ilagla-
r1in miyokardiyal veya renal I/R zedelenmesine bagli olarak gelisen fizyopatolojik degisiklikler tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi amaciyla kullanilan deneysel modeller tizerinde durulmustur.

Anahtar Kelimeler: iskemi; reperfiizyon hasari; oksidatif stres; inflamasyon;
miyokardiyal reperfiizyon hasari; akut bobrek hasar1

ABSTRACT Tissue ischemia is a condition that can occur with clinical conditions like myocardial infarc-
tion and stroke or as a complication of vascular surgery and organ transplantation. Reperfusion is reoxy-
genation of tissue exposed to ischemia by restoration of blood flow. Ischemia/reperfusion (I/R) injury is a
consequence of inflammatory reaction induced by modulating blood flow. Intracellular pH falls as a re-
sult of lactate production through glycolysis at early stage. The decrease protecting cells against necrosis
accelerates ischemic cell death at normal pH value during reperfusion. Intermediate phase is character-
ized by oxidative stress. If oxidative stress exceeds a certain threshold, cellular dysfunction, irreversible
injury, and cell death occurs. At the late stage, inflammatory cells and adhesion molecules are dominant.
Neutrophil activity stimulated by many inflammatory molecules occurs during I/R. Myocardial I/R injury
may lead to several undesirable conditions like myocardial stunning, reperfusion arrhythmias, myocyte
necrosis, and endothelial and coronary microvascular dysfunction. The main issues studied experimentally
are myocardial stunning, hibernation, reperfusion arrhythmias, and preconditioning. Decreased cardiac
output, renal vascular occlusion or obstruction, and certain conditions like renal transplantation may arise
ischemia leading to acute renal failure (ARF), a major renal disease associated with a high mortality rate
in humans. Bilateral and unilateral renal I/R injury can be induced by experimentally. Bilateral ischemic
ARF model is used more widely due to its suitability to the pathologic condition in humans. This review
will focus on the experimental methods used to investigate effects of drugs on the physiopathological
changes induced by myocardial or renal I/R injury.

Key Words: Ischemia; reperfusion injury; oxidative stress; inflammation;
myocardial reperfusion injury; acute kidney injury
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I ISKEMI/REPERFUZYON ZEDELENMESI

ipoksi, oksijenli solunumu aksatan genel
Hbir hiicre zedelenmesi ve 6liim nedenidir.

Arteriyel ya da vendz kan akimi bozuklu-
guna bagh olarak organ ve dokunun yetersiz kanlan-
masina yol acan iskemi, hipoksiye neden olan baglica
etkendir. Doku iskemisi; miyokard infarktiisii ve
inme gibi klinik durumlarda goriilen, damar cerra-
hisi ve organ transplantasyonunda komplikasyon ola-
rak ortaya c¢ikabilen patolojik bir durumdur. Bu
noktada iskemik dokunun kan akiminin yeniden sag-
lanmas yoluyla oksijenlenmesi (reperfiizyon) son de-
rece Onemlidir. Ancak, ozellikle uzun stireli bir
iskemiden sonra gerceklesen reperfiizyon paradok-
sal olarak doku zedelenmesine neden olmaktadir. Re-
perfiizyonun sozii edilen olumsuz etkisi, kan akiginin
yeniden diizenlenmesiyle indiiklenen inflamatuar
tepkilerin bir sonucudur ve “Iskemi/Reperfiizyon
(I/R) zedelenmesi” olarak adlandirilmaktadir.'

Kisa siireli iskemi sonras: reperflizyon dokuda
tam iyilesme saglayabilirken, uzun stireli iskemi so-
nucu olusan doku zedelenmesine ek olarak, reper-
fiizyon durumu daha da kétilestirebilir.? I/R
zedelenmesi gelisim mekanizmalar1 agisindan
erken, orta ve gec olmak iizere ii¢ evrede incelen-
mektedir. Iskemiye bagl olusan zedelenme evrele-
rinin ne kadarlik bir iskemi siiresine denk geldigi
kullanilan I/R zedelenmesi modeline bagh olarak
degiskenlik gosterebilmektedir. Erken, orta ve geg
evrelerde gelisen olaylara asagida deginilmigtir.

1. Erken Evre: Erken evrede glikoliz yoluyla
laktat {iretimi sonucunda hiicre i¢i pH degeri diiser.
Hiicrelerin nekroza kars1 kendilerini korumalarini
saglayan bu diisiis, reperfiizyon sirasinda normal
pH degerine yiikseldiginde iskemik hiicrelerin 6lii-
miind hizlandirir. Iskemi siiresince, hiicresel asi-
doz ve azalmis oksijen nedeni ile ksantin oksidaz
(KO) dahil tiim enzimlerin etkinligi azalir. Hiicre-
sel oksijen azlig1 serbest radikal diretimini de sinir-
lar. Hiicre zarinda iyon tagima mekanizmalarindaki
bozukluk sonucu hiicre i¢inde kalsiyum (Ca*) ve
sodyum (Na*) diizeyleri yiikselir. Bu da ozmotik ba-
sinci artirarak hiicrelerin sigip yirtilmasina neden
olur. Ek olarak, Ca** artis1 hiicreyi nekroza, apop-
toza ve otofajiye gotiiriir.>”

Siddetli iskemi siiresince adenozin trifosfat
[adenosine triphosphate; (ATP) kullanilarak ade-
nozin difosfat [adenosine diphosphate; (ADP)]’a,
ADP ise adenozin monofosfat [adenosine monop-
hosphate; (AMP)]’a ve sonra sirastyla adenozin, hi-
poksantin, ksantin ve inozin gibi pirin
metabolitlerine yikilir. Normal kosullarda hipo-
ksantin ksantin dehidrojenaz ile tirik aside doniis-
tirtlir.® Ksantin dehidrojenaz (KDH)-KO enzim
sistemi hiicrelerde bulunmaktadir ve normal ko-
sullarda baskin olan KDH, iskemi siiresince yerini
KQ’ya birakir. I/R siiresince hipoksantin KO ile
urik aside oksitlenirken, oksijen siiperoksit anyo-

nuna doniigiir.5®

2. Orta Evre: Bu evre, oksidanlarin antioksi-
danlara #stiinliigii sonucunda ortaya ¢ikan oksida-
tif stres ile belirgindir. Iskemi siiresince hiicre
i¢cinde hipoksantin birikir ve reperfiizyon ile reak-
tif oksijen tiirleri (ROT) ne doniisiir. Oksidatif stres
belli bir esigi asarsa hiicresel islev bozuklugu geri
dondiirillemez zedelenme ve ardindan hiicre 6lii-
mine neden olur. Tim hiicreler ROT iiretirler,
ancak ana kaynaklari baglica mitokondrilerdir,
bunu fagosit hiicreler, nétrofiller ve monositler
izler. Belirgin ROT kaynag1 olmalarina karsin, nét-
rofiller reperfiizyon zedelenmesinde 6nemli bir rol
oynamamaktadir. Monositler fagositoz uyarisiyla
yiiksek miktarda ROT iiretirler. Etkinlestirilmis
Kupffer hiicreleri ve notrofiller tiimér nekroz fak-
tori (TNF), interlokin [interleukin; (IL)]-1, nitrik
oksit (NO), hipoklorik asit ve 1okotrienleri olustu-
rurlarken, inflamatuar hiicreler baglica stiperoksit
iiretirler. ROT hiicre zarinda lipit peroksidasyo-
nuna yol agarak hiicresel zedelenmeyi, 16kosit et-
lo6kosit
molekiillerinin artigini ve sitokin gen ekspresyo-

kinligini, = kemotaksisi, adezyon
nunu indiiklerler.” Memelilerde lipit peroksidas-
yonu enzimatik, enzimatik olmayan radikal
olmayan peroksidasyon ve enzimatik olmayan ser-

best radikal aracilikli yollarla indiiklenebilir.™

Serbest radikal, son yoriingesinde ¢iftlesmemis
elektron iceren molekiildiir ve son derece reaktif-
tir. Oksijenden tiireyen serbest radikaller “ROT”
olarak adlandirilir ve siiperoksit radikali ile hidro-
ksil radikalini icerirler. Oksijen ile nitrojenin tep-
kimesi sonucunda ortaya c¢ikan serbest radikaller
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reaktif nitrojen tiirleri (RNT) dir ve NO ile perok-
sinitrit bu gruba dahildir. Serbest radikaller memeli
hiicrelerinde sentezlenir, nikotinamit adenin di-
niikleotit fosfat [nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate; (NADP)] oksidaz ve KO ile katalizlenir.
KO, oksidatif reperfiizyon zedelenmesi siiresince
ROT iiretiminde 6nemli role sahiptir. Stiperoksit,
ayrica mitokondrilerde respiratuar kompleks I ve
III tarafindan oksijenden rediiksiyon yoluyla da
uretilebilir. Ardindan siiperoksit dismutaz (SOD)
araciligiyla radikal olmayan hidrojen perokside
donistiiriiliir. Hidrojen peroksit ise katalaz ve glu-
tatyon peroksidaz [glutathione peroxidase; (GSH-
PX)] ile suya donistirilir.® Asir1 siperoksit
varliginda hidrojen peroksit, demir ve bakir katalizi
ile oldukga reaktif olan hidroksil radikaline donii-
sur.31"13 Hidroksil radikali ¢ok gii¢lii bir oksidan-
dir ve hiicre zarindaki lipitler, fosfolipitler ve
kolesterol i¢in 6énemli bir peroksidasyon baglatici
molekiildiir; ayrica, ¢oklu doymamais yag asitleri-
nin metilen yapisindan hidrojen atomunu ay1rir ve
dienler, lipit hidroperoksit radikalleri (LOO" ) ile
lipit hidroperoksidaz (LOOH) iiretir."* Bu maddeler
de hiicre zar lipitlerinde lipit peroksidasyon zincir
tepkimelerini tetiklerler. Memelilerde 120-150
farkli hidroperoksit olusmaktadir.’® ROT ve RNT
serbest radikallerdir; ¢iinkii sabit degildirler, yar-
lanma omiirleri kisadir ve etkileri yereldir. Ancak,
lipit hidroperoksitler ve onlarin aldehitler gibi
yikim iirtinleri daha uzun 6miirliidiir, hiicre icinde
ve hiicreler arasina taginabilirler ve etkileri koken
aldiklar1 noktadan daha genis yayilim gosterir. Ser-
best radikaller ayrica mitokondride respiratuar
kompleks enzimleri araciligiyla da tiretilirler.'*

Reperfiizyon siiresince hiicresel oksijen dii-
zeylerinin artis1 ve hiicresel pH degerinin normale
doénmesi, enzimatik etkinliklerin normale dénme-
sine ve agir1 miktarda stiperoksit anyonlar ile lipit
peroksidasyonuna yol acar.® Serbest radikaller pro-
teinlerin fragmantasyonuna ve modifikasyonuna
yol agarak proteinleri proteolitik degredasyona go-
turir. Lipit peroksidasyon aldehit tiriinleri ise pro-
teinlere ve deoksiribontikleik asit (DNA)’lere
kovalan bi¢gimde baglanarak onlarin iglevlerinde
degisiklige neden olurlar; ayrica, orta evredeki bir-
cok sitokin ve kemokin tiretiminden sorumludur-

lar.'®!” Ornegin; malondialdehit, 4-hidroksi-2-
hekzenal ve akrolein gibi lipit hidroperoksidaz tii-
revleri kaspaz yollarinmi etkinlegstirerek apoptozu
indiiklerler, ayrica proteinlerin proteazomal deg-
redasyona duyarliligini artirarak, hiicre sinyali bo-
zukluguna neden olurlar ve proteinlerin tersiyer
yapisina etkiyerek iglevlerini bozarlar, aldehitler
DNA zedelenmesine neden olurlar ve 1s1 sok pro-
teini (heat shock protein) 72’yi degistirerek hiicre
koruyucu etkisini azaltirlar."#'”"'® Dahasi, hiicre ici
Ca?* artigy, hiicresel pH degerinin normallesmesi ve
serbest radikallerin reperfiizyon siiresince asir1
iiretimi mitokondriyal permeabilite ge¢is porlar:
[mitochondrial permeability transition pores;
(mPTPs)]'nmin agik kalma siiresini uzatarak mito-
kondri igeriginin sitozole ge¢mesine ve mitokon-
driyal ¢okiise neden olur; bu durum ise hiicre
canliliginin kaybolmasiyla sonuglanir.#?°> ROT,
yiiksek derigimdeki Ca?* ve oksidan kimyasallar mi-
tokondriyal permeabilite gecisini [ mitochondrial
permeability transition; (MPT)]’yi indiiklerken;
magnezyum iyonu, diisiik pH degeri ve siklosporin
A engeller. Karaciger, bobrek ve diger hiicrelerin
hiicre 6liimiine kars: glisinin koruyucu etkisinin ol-
dugu yapilan bir¢ok hipoksi ve ATP tiiketme mo-
dellerinde mPTP’lerin
acilmasinin; uzun siireli iskeminin ardindan reper-

kanitlanmigtir.!6

flizyon donemi siiresince nekroz ve apoptoz yo-
luyla hiicre oliimiine neden olan yaygin yol

olduguna inanilmaktadir.#»

TNF-a, bir¢ok hiicre tiiriinde cesitli inflama-
tuar ve immiinomodiilator uyarilara yanit olarak
iiretilebilen pleiotropik bir sitokindir. IL-1, nétro-
fillerde serbest radikal iiretimini artirarak ROT
miktarim artirir. IL-6, kiiltiirii yapilan lenfositler,
endotel hiicreleri ve miyositlerden I/R siiresince sa-
liverilmektedir. IL-6 tedavisinin kemirgenlerde
olusturulan orta derecedeki I/R zedelenmesinde
koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir. NO, hiicre
zedelenmesinde baglica mediyator olarak ya da za-
rarli uyaranlara kars1 koruyucu rol iistlenen gaz ya-
pida bir molekiildiir. iskemi siiresince NO sentaz
(NOS) igin gerekli olan hiicre ici NADP ve oksijen
diizeyinin azalmasi sonucu NO tretimi azalir. Per-
fiizyon déneminde hiicreye agir1 Ca®* girisi olur ve
NO tretiminde patlama bi¢ciminde artig olur. Bu-

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2016;5(2)

95



Sefika Pinar SENOL ve ark.

MIYOKARDIYAL VE RENAL ISKEMI/REPERFUZYON ZEDELENMES] VE DENEYSEL MODELLERI

nunla birlikte, NO artis1 gecicidir; ¢iinkii hipoksi
nedeni ile endotel hiicrelerde islev bozuklugu or-
taya ¢ikar. NO'nun reperfiizyon zedelenmesini
azaltan TNF-o’ya karsi direng olusturma ve endo-
telin inhibisyonu gibi yararh etkileri, endotel hiic-
relerini zedeleyen nétrofiller tarafindan azaltilir.*

3. Geg Evre: Geg evrede, inflamatuar hiicreler
ve adezyon molekiilleri baskindir. Notrofil etkin-
ligi bir¢ok inflamatuar molekiil tarafindan uyarilir
ve I/R dénemi siiresince goriiliir. Nétrofil etkinligi
ozellikle endotelyuma adezyonu, transendotelyal
taginma ile parankimal hiicreye yapismay1 ve ze-
delenmeyi igerir. I/R nétrofil ve endotelyal hiicre
ylzeyindeki hiicresel adezyon molekiillerini et-
kinlestirir. Hiicresel adezyon molekiilleri arasindan
baglica P-selektin olmak tizere selektinler, nétro-
fillerin endotelyal hiicreler tizerindeki yuvarlanma
(rolling) hareketinde ve adezyonunda rol alirlar.
Reperfiizyondan 20 dk sonra diizeyleri doruk de-
gere ulagir. P-selektin, ayrica trombosit sekes-
trasyonunda etkilidir. L-selektin P-selektine
benzer ozelliklidir. E-selektin ise notrofillerin
adezyonu, gocli ve toplanmasinda rol oynar ve
maksimum etkinligi reperfiizyondan beg saat sonra
gortlir.”

I MiYOKARDIYAL ISKEMI/REPERFUZYON
ZEDELENMESI

Miyokardiyal I/R zedelenmesi miyokardiyal ser-
semleme (stunnig), reperfiizyon aritmileri ve mi-
yositlerde nekroz ile koroner, endotelyal ve
mikrovaskiiler islev bozuklugu gibi patogenezlerin
ortaya ¢tkmasina yol agabilir.?® Miyokardiyal ser-
semleme, ilk kez 1975 yilinda Heyndrickx ve ark.
tarafindan kopeklerde kisa siireli koroner
okliizyonlar ile ilgili olarak tanimlanmistir. Kisa
stireli miyokardiyal iskemi dénemleri sonrasi me-
kanik islevin yeniden kazanilmasi ile zaman ara-
sindaki iligkinin aragtirildigi bu c¢aligmalarda,
bolgesel elektrogramlarin saniyeler i¢inde normale
donmesine ve koroner akigin hizlica yeniden sag-
lanmasina kargin, islevsel diizensizligin birkag saat
sirdigi gozlenmistir.? Miyokardiyal sersemleme,
[/R’ye bagl geri doniisiimsiiz zedelenme olmama-
sina ve reperfiizyonun tiim veya tiime yakin bir bi-

cimde stirmesine karsin, kalpte olusan uzamis

mekanik islev bozuklugudur ve genellikle global is-
kemik ataklardan sonra gozlenir.*® Ancak, kisa sii-
reli iskemiyi izleyen donemlerde bile miyokardiyal
sersemleme beklenmedik derecede uzun siirebilir.
Ornegin; kopek kalbinde olusturulan 15 dakika-
Lk 24
sersemlemeye yol acti1 goézlenmistir.?! Iskemik

iskeminin, saatlik  miyokardiyal
d6nemi izleyen reperfiizyon dénemi 6liimciil arit-
milere zemin hazirlayabilir. Olusan aritmiler ge-
nellikle idiyoventrikiilerdir ve en fazla ventrikiiler
tagikardi ve fibrilasyon gozlenir.?> Kalp hiicrele-
rinde nekroz gelisimi I/R déneminde harekete
gecen mekanizmalarin ortak sonucudur. Bununla
birlikte reperfiizyon déneminin ilk dakikalarinda
gelisen nekrozun baslica nedeni kalp hiicrelerinde
gelisen kontraktiirdiir.** Miyokardiyal kontraktiir,
kalp kas1 hiicrelerinin kasilmasini saglayan aktin ve
miyozin proteinleri arasinda ¢apraz baglanmanin
geri dontisimsiiz olmas1 durumunda ortaya cikar.
Reperfiizyonun erken dénemlerinde ortaya ¢ikan
koroner endotelyal islev bozuklugunun, koépek ve
kedi kalplerinde yapilan ¢alismalarda 4-12 haftaya
dek siirebildigi gosterilmistir. Reperfiizyonun ilk 5
dk.sinda endotelyal islev bozukluguyla birlikte NO
olusumunda azalma, 20 dak.dan sonra ise 16kosit
varlig1 gozlenebilir. Yalnizca iskemi uygulanan
kalplerde koroner endotelyal islev bozuklugu iki
ile ii¢ saat kadar siirer ve dort-alt1 saat sonra her-
hangi bir histolojik bulgu gelismez.** Koroner en-
dotelyal islev bozuklugu sonucu vazodilatdr yanit
azalir. Giiclii vazokonstritktor etkileri bulunan en-
dotelin-1 ile ROT olusumu, koroner vazokons-
triiksiyona yol agarak kan akiminda azalmaya yol
acar.”> I/R sonrasi olugan endotelyal islev bozuk-
lugu, trombositlerin yol actigi mikrovaskiiler
tikaniklik, 0dem ve oksidatif zedelenme mikrovas-
kiiler islev bozukluguna yol agar. Mikrovaskiiler
islev bozuklugunun olustugu kalp bolgelerinde re-
perfiizyon doneminde kan akimi kisitlanir ve hi-
poperfiize alanlar gozlenir.®® Ek olarak, kalbin
yeniden damarlanmasi ve sol ventrikiil serbest du-
varinda olusabilen riiptiir, mikrovaskiiler islev bo-
zuklugu nedeni ile gézlenen olaylardir.?’

Miyokardiyal I/R zedelenmesine neden olarak
ortaya atilan ilk hipotez ATP tiikenmesidir. Kardi-
yomiyositler mitokondrice zengindir. Kalpte ATP
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stirekli ytliksek miktarda titketildigi i¢in miyokar-
din bu gereksinimi yalnizca aerobik metabolizma
ile karsilanabilir. Bu nedenle, kalp iskemiye maruz
birakildiginda koroner arteriyoller ve direngli kal-
callar bazal durumun ti¢-beg kat1 kan akigini arti-
Ancak,
metabolik yollarin yeterli olmamasi oksijen yoklu-

racak diizeyde genisler. anaerobik
gunda miyokard i¢indeki ATP’nin kisa bir siirede
tiikenmesine ve miyokardiyumun iskemiye ¢ok
duyarh olmasina neden olur.? iskemik miyokardi-
yum {izerine yapilan ilk ¢aligmalar, iskeminin bas-
lamasi ile birkag dakika i¢inde kasilabilirligin bloke
oldugunu ve ardindan hiicrelerin sisip hiicre ici
mikroyapilarin riiptiiriiniin 15-30 dk sonra bagla-
digini gostermistir.®® Bu bulus, ATP tiikkenme hipo-
tezinin hiicre 6limiinde ana neden oldugunu
distindirmistiir. ATP’de %90’lik bir azalma mi-
yokardiyumda geri doniisiimsiiz yapisal degisiklik-
lere yol agar.®® Bu nedenle, 6nceleri miyokarda
ATP eklenmesi, iskemik miyokardiyal dliimlerin
onlenmesinde etkili bir tedavi yontemi olarak or-
taya atilmigtir.®® Hiicre icindeki inorganik fosfat
diizeyi, iskemi baglar baglamaz artsa da, miyokar-
diyumda tam bir ATP tiikenmesi 40-60 dk kadar
sirmektedir.® Bu da hiicre i¢indeki yiiksek ener-
jili fosfatlarin hizh bir bigimde tiikendigini diisiin-
diirmektedir. Bu nedenle hiicre i¢i pH degerinin
degisimi, bu o6liimciil kaskadin bir tetikleyicisi ola-
rak diistiniilmiistiir.>* Iskemik miyokardiyumda
anaerobik glikoliz baskindir ve anaerobik glikoliz

hiicre i¢i pH degerinin hizli bir bigimde diismesine
ve troponin C'nin fosfofruktokinaz ile Ca?”’ye du-
yarliliginin azalmasina neden olur. Birkac¢ dakika
icinde bu diisiis kalbin durmasina ve hiicresel sis-
meye yol acar. pH degerindeki bu diigmeyi tam-
ponlamak amaciyla asir1 H*, Na*/H*-degis tokus
sistemi ile hiicre digina gecerken, hiicre i¢cinde Na*
artisina neden olur. Bu sirada, hiicre i¢i ATP tii-
kenmesi Na*/K*-ATPaz’lar ile ATP’ye bagimh Ca*
geri alimini saglayan ATPaz’larin etkisizlesmesine
ve hiicre i¢inde agir1 Ca** birikmesine yol acar. Ben-
zer sonuglar in vivo caligmalarla da elde edilmistir

(Sekil 1 a, b).2

15 kdk daha uzun siiren iskemi, hiicre i¢i ya-
pilari etkilerken, 5 dk i¢inde yeniden oksijenlenme
saglanirsa geri doniisiimsiiz hiicresel zedelenmeden
kaginilabilir.** Ani reperfiizyon ya da yeniden ok-
sijenlenme glukoz ya da serbest yag asitleri gibi
ATP fiiretimi i¢in gereken substratlarin hizli onari-
mini ve hiicre dis1 pH degerinin normale dénme-
sini saglar. Gergekten, tim bu etkenler
iskemik hiicresel zedelenmenin 6nlenmesi i¢in ka-
¢inilmazdir; ancak, bunlar reperfiizyon zedelen-

mesine de yol agabilir.*!

Reperfiizyon ile hiicre dis1 pH degerinin hizla
normale donmesi, hiicre zarindan ivedilikle agir1 H*
gecisine ve Na*/H*-degis tokus sistemi ile hiicre
icinde Na* birikmesine neden olur. Bu fizyolojik ol-
mayan gradyan ani olarak ¢alisgan Na*/Ca*-degis

SEKIL 1: a) iskemi siiresince iyon degisimi. (1) pH degerinin diisiistine bagli H*nin hiicre disina gikis, (2) ATP kaybina bag etkisizlesme, (3) Hiicre disi pH
degerinin dististine ve hiicre ici Na* birikimine bagl Na*/Ca*? degis tokusunun azaltiimasi. b) Reperfiizyonda iyon degisimi. (4) Hiicre disi pH degerinin hizla
diizenlenmesine bagli zorlu H* ekskresyonu, (5) Birikmis Na* ve Ca?{in "reverse mode" ekskresyonu, (6) ATP sentezinin dizelmesinin ardindan Ca?* reeks-
kresyonu. ATP; adenosine triphosphate; Ca?*, kalsiyum iyonu; H, hidrojen iyonu; K*, potasyum iyonu; Na*; sodyum iyonu.
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tokus sistemini ters moda donistiirerek hiicre
icinde Ca?* birikmesine neden olur.*? Aym anda,
hiicre ici pH degerinin hizla normale dénmesi, li-

2+

zozomal olmayan Ca®”a bagimli bir proteaz olan
kalpainin etkisinin diisitk pH degerine bagh inhi-
bisyonunu tersine dondiirerek ve mitokondriyal
permeabilite degisimini geri ¢evirerek reperfiizyo-
nun erken déneminde miyokardiyal zedelenmeyi
hizlandirir.®® Miyokardiyal sitozol ve mitokondride
Ca” birikimi kalpainleri etkinlestirir ve kalpainlerin
etkinlesmesi ile kontraktil aparat zedelenir. Kalpain,
miyosit ve mitokondrideki yapisal ve islevsel prote-
inleri parcalayarak enerji tiretimini aksatir.** Bir¢ok
deneysel caligmada kalpain sisteminin miyokard in-
farktiisii, reperfiizyon ve iskemi sonrasi yapisal ye-
niden modellemede rolii oldugu kanitlanmistir.
Kalpain narin hiicresel yapilanmaya ve bant nekrozu
gelismesiyle sonuglanan hiperkontraktiire (asir1 da-
ralmaya bagl olarak kas liflerinin mekanik yirtil-
mas1), apoptozun baglamasina ve mitokondriyal
porun agilmasina neden olur (Sekil 2).34

Miyokardiyal zedelenme ayni zamanda yeni-
den oksijenlenme sonucu Ca*?ye duyarh proteaz-
lara ek olarak, miyokard i¢i respiratuar zincir ve
ektopik KO etkinlestirildiginde gerceklesir. Bu et-
kinlesme aerobik metabolizmada ani diizelmeye
neden olur ve basta stiperoksit radikali olmak tizere
ROT birikimi olur. Fizyolojik kosullarda siiperok-
sit, SOD ile hidrojen perokside dontstiiriliir.
Hidrojen peroksit ise katalaz ve GSH-PX ile suya
do-niistiiriiliir. Asir siiperoksit varliginda hidrojen
peroksit, demir ve bakir katalizi ile oldukca reaktif
bir molekiil olan hidroksil radikaline doniisiir. Hid-
roksil radikali dayanikli degildir, hiicresel yapi-
larda, enzimlerde ya da hiicre zarindaki kanal
proteinlerinde zedelenmeye neden olur.* Bu
olaylar sonucunda hiicreler reperfiizyon baslar
baglamaz inflamatuar kaskadin etkinlesmesi ve si-
tokinler ile katekolaminler gibi biyoaktif molekiil-
lerin saliverilmesi ile hiicresel Oliime ya da
miyokardiyal kasilma islev bozukluguna daha du-
yarli duruma gelir.*’ Dahas, hiicre i¢i Ca*? ve ROT,

SEKIL 2: Reperfiizyon siiresince kalpain etkinliginin hizli hiicre 6liimtine katkida bulundugu diistiniilen olasi mekanizmalar. [Ca*2], Hiicre ici kalsiyum iyonu de-
risimi; Ca*?, kalsiyum iyonu; Na*/K+-ATPaz, sodyum potasyum ATPaz; [Na+]: hicre i¢i sodyum iyonu derisimi; NBS: sodyum/bikarbonat birlikte tastyicisi
(sodium/bicarbonate cotransporter); NCX: sodyum/kalsiyum degis tokus sistemi (sodium/calcium exchanger system); NHE: sodyum/hidrojen degis tokus sistemi
(sodium/hydrogen exchanger system); 4: sodyum birikimine neden olan bagka mekanizmalar.
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“gap junction”lar araciligiyla yakin hiicrelere yay1-
lip, zedelenmenin yayginlasmasina neden olabilir.*
Sonug olarak, reperfiizyondan 30-60 dk sonra,
Ca*?nin asamali olarak ekskresyonu ve sarkoplaz-
mik retikiiluma ATP’ye bagimli Ca*? alinmasiyla
hiicre homeostazi saglanir. Bu 1/R siireci, hiicre ici
Ca* diizeyinde iki pike neden olur. i1k pik iskemi
baslangicindan 15-60 dk sonra, ikincisi ise reper-
fiizyonun ilk 30 dk i¢inde goriiliir.*®

MiYOKARDIYAL iSKEMi/REPERFUZYON MODELLERi

Miyokardiyal I/R zedelenmesi vaskiiler bozukluk,
aritmi ve miyokardiyal sersemleme ile infarkt ala-
ninin genislemesi gibi patolojilerle sonuglanan bir
sendrom olarak kabul edilebilir.*’ I/R sonucu or-
taya ¢ikan miyokardiyal sersemlemeden nekroza
dek giden zedelenmeyi incelemek i¢in degisik de-
neysel diizenekler kullanilmaktadir. Deneysel ola-
rak caligilan konular ise miyokardiyal sersemleme,
hibernasyon (kronik kontraktil igslev bozuklugu),
reperfiizyon aritmileri ve 6n kogullamadir.>*! Mi-
yokardiyal sersemleme ve 6n kosullama laboratu-
var tabanli buluglar olup, sonradan klinige
uyarlanmiglardir. Hibernasyon ise klinik bir olgu-
dur. Hibernasyonun klinik 6nemi, kronik kan
akimi azalmasi durumunda aerobik metabolizma-
nin iyilegtirilmesine bagh olarak miyokardiyumun
canliligini korumasidir.>? Hibernasyonda en gii¢
mo- delleme sorunu infarktiise neden olmayan az-
altilmig akig durumunu saglayabilmektir.® Temel
diizeyde ¢alisma yapip kanitlamada giicliikler var-
dir, ayrica uygun hayvan modelleri bulunmamak-
tadir.

MiYOKARDIYAL SERSEMLEME

Miyokardiyal sersemlemenin deneysel incelenme-
sinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yon-
temler bolgesel ya da global iskemi olugturulmasina
gore ikiye ayrilmaktadir. Global iskemi sonucu mi-
yokardiyal sersemleme in vitro izole kalp preparati
ya da in vivo kardiyoplejik durdurma (arrest) yon-
temi ile taklit edilebilir. Bolgesel iskemi olugturu-
lan modeller ise ti¢ tiirdiir: “Klasik miyokardiyal
sersemleme” adi1 da verilen ilk model tiimiiyle geri
doniisimli olup, tek bir iskemik dénem sonrasi
olusturulur. Deneysel ¢aligmalarda en ¢ok kullani-
lan ve ilk tanimlanan modeldir.>*>> Bu yontemde,

kopekte 20 dk koroner okliizyon herhangi bir mi-
yokardiyal nekroza yol agmazken, reperfiizyonla
birlikte miyokardiyumun kasilma performansinin
eski durumuna doniisii birkag saat gecikmektedir.>®
Ikincisi, coklu iskemik dénemler sonrasi olusturu-
lan tiimiiyle geri doniisiimlii miyokardiyal sersem-
lemedir. Bu yontemde, yinelenen 5 dk koroner
okliizyonlar sistolik iglevi baskilamakta ve geri do-
niisiimsiiz zedelenme olmaksizin uzamis kontraktil
bozukluga yol agmaktadir.”” Ugiinciisii ise kismen
geri dontisiimsiiz tek iskemik dénem sonrasi olus-
turulan miyokardiyal sersemleme modelidir. Yapi-
lan bir caligmada, kopeklerde 20 dk ¢ok, ii¢ saatten
az siire koroner okliizyon uygulanmasinin ardin-
dan reperfiizyon uygulanmas: ile subepikardiyal
dokunun canli kalmasina karsin, riskli bolgeki su-
bendokardiyal boliimiin yogun bi¢imde infarkth
oldugu gozlenmistir.>® Reperfiizyon ile kurtarilan
subepikardiyal dokunun kontraktil iglevini geri ka-
zanmasl i¢in giinler ya da haftalar gerekebilmekte-
dir.>® Boylece, akut miyokardiyal infarktiis boyunca
erken reperfiizyon infarktiislii subendokardiyum
ve sersemlemis subepikardiyum karigimi ile sonug-
lanmaktadir. Bu yontem ile klinige uyarlanabile-
cek Onemli sonuglar alinabilmesine kargin,
metodolojik sorunlarin ¢oklugu nedeni ile yaygin
olarak kullanilamamaktadir. Bunlara ek olarak, mi-
yokardin oksijen gereksinimini artirarak da miyo-
kardiyal sersemleme modeli olusturulabilir.>*

REPERFUZYON ARITMILERI

Reperfiizyon aritmileri, deneysel olarak mekanik
yolla olusturulan aritmi yontemleri baglig: altinda
degerlendirilmektedir. Antiaritmik ilaglarin fibri-
lasyon tizerindeki etkilerini 6l¢mek icin 6nceleri
izole perfiize kalpte koroner arter okliizyonu ve re-
perfiizyonu yontemi siklikla kullanilmigtir.* Son-
ralar ise Clark ve ark. tarafindan anestezi edilmis
sicanlarda koroner arter ligasyonunun infarkt bii-
yukligint belirlemek ve deneysel ritim bozuk-
luklarin1 6l¢gmek igin uygun bir yontem olarak
dnerilmesinin ardindan, in vitro ve in vivo I/R yon-
temleri ile aritmilerin patofizyolojisi ve tedavisine
yonelik yapilan caligmalarin 6nii agilmistir.® Or-
negin; Harris ve ark., sicanlarda koroner arter li-
gasyonu nedeni ile ortaya ¢ikan aritmilerin siddeti
iizerine hipotermi, soguk ve izole stresin etkisini
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caligmiglardir.®! Bernier ve ark. ise izole perfiize
sican kalbinde reperfiizyon ile indiiklenen aritmi
modelinde miyokardiyal infarktiis ve ventrikiiler
aritmilere neden olan oksijen tiirevi serbest radi-
kalleri aragtirmiglardir.®?

ON KOSULLAMA

On kosullama ilk kez Murry ve ark. tarafindan ta-
nimlanmigstir.®* Kopeklerde, 40 dk iskemi 6ncesi
dort kez koroner tikama yoluyla 5 dk iskemi ve 5
dk reperfiizyon ile yapilan 6n kosullamanin, 6n ko-
sullama yapilmayan kalpler ile kargilagtirildiginda
reperfiizyon sonras: miyokarddaki infarktiis boyu-
tunda %75 azalma sagladig1 goriilmiistiir. On ko-
sullamanin kegfinden sonra Zhao ve ark. tarafindan
kopek kalbi modelinde yapilan bir ¢aligmada, 60 dk
koroner okliizyon ile olusturulan iskemi ve {i¢ kez
30 sn reperfiizyonun ardindan otuzar saniye ok-
lizyon doéneminin, bu protokoliin yapilmadig:
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, {i¢ saatlik bir
reperfiizyon sonras: infarkt boyutunun %40 ora-
ninda azaldig gortilmiis ve bu durum “art kogsul-
lama“ olarak adlandirilmigtir.®* Art kosullamanin
sagladig: korumanin niceligi 6n kosullama proto-
koliine benzerdir. Islemin reperfiizyondan 1 dakika
bile gecikmesi koruyucu etkilerinin tiimiiyle kay-
bina neden olmasina yeteceginden, art kosullama-
Art
kosullama, reperfiizyonun erken dénemi boyunca

nin zamanlamasi son derece oOnemlidir.

saliverilen serbest radikallerdeki belirgin azalma ile
iligkilidir ve bu déonem boyunca hiicresel zedelen-
menin azalmasina katkida bulundugu diisiiniil-
mektedir.®® Yapilan c¢aligmalarda elektif kalp
ameliyat1 sirasinda ya da akut miyokard infarktiisii
sonrasi koroner anjiyoplasti boyunca kogullamanin
olumlu etkisi goriilmiistiir.*% Dolayisiyla, hem 6n
hem de art kogullamanin klinik yararlar1 olabile-
cegi ongoriilebilir. Ote yandan, fizyolojik bir ko-
ruma mekanizmasi olarak da rol oynayabilen I/R
6n ve art kosullamaya bagl olarak yeterli bir ko-
runmanin saglanamadigini bildiren ¢aligmalar bu-
lunmaktadir.”

Akut miyokard infarktiisiintin klinik 6nemi
goze alindiginda, bu durumu taklit eden hayvan
modelleri kullanarak patogenez ve tedavi etkinlik-
lerini aragtirmak 6nem tagimaktadir.”’ Bu amagla

sican ve fareler, barinma, yetistirme ve kullanim
kolaylig1 a¢isindan en ¢ok yeglenen deney hay-
vanlaridir. Ge¢gmisten giiniimiize dek yapilan aras-
tirmalarda Sprague-Dawley, Wistar, Fisher ve
Lewis gibi sican tiirleri kullanilmigtir. I/R’yi hedef-
leyen kardiyoprotektif mekanizmalarin ¢alisilma-
sinda kullanilan ex vivo, in vivo ve in vitro
yontemler asagida ayrintili bir bi¢cimde agiklan-

magtir.”27

Ex Vivo Yontemler

izole perfiize kalp yontemi (Langendorff preparati)

1987 yilinda Alman fizyolog Oscar Langendorff ta-
rafindan gelistirilen ve ayn1 adla bilinen bu y6n-
tem ile; kalbi iskemi ve diger durumlardan koruyan
yeni terapotiklerden tek bir genin degistirilmesi-
nin kalp fizyolojisi iizerindeki etkisine dek miyo-
kardiyal fizyoloji, molekiiler biyoloji ve farmakoloji
alaninda hélen bir¢ok ¢aligma yapilmaktadir.”*

Yontem, gecen yiizyil icinde birgok degisiklige
ugramis olmasina karsin, genel prensipler bugiin
hala aynidir. Temelinde sistemik damarlardan izole
edilmis, viicuttan uzaklagtirilmig ve plazma ya da
kan benzeri bir ¢ozelti ile perfiize edilen kalp pre-
parat: bulunmaktadir. Aort tabaninda basing al-
tinda koroner arterleri besleyen bir aciklik
bulunmaktadir. izole kalp aorttan fizyolojik ¢ozelti
gonderilen boliime bir tiip aracilifiyla baglanir.
Klasik Langendorff yonteminde perfiizyon ¢ozel-
tisi aorta sabit hidrostatik basing ya da sabit hizla
geriye dogru (retrograd) olarak verilir. Bu yontemle
perfiizyon ¢ozeltisi normal ventrikiiler yolla dolas-
mamaktadir.”

Bu yontemde, anestezi altindaki sicanlara tra-
kea kaniilasyonu ile yapay solunum saglandiktan
sonra kalp hizlica ¢ikarilir ve aorttan kaniile edile-
rek 1 dk siire agilmadan Langendorff sistemine yer-
lestirilir. Kalpler burada normal aerobik perfiizyon
calismalarinda kullanilan %5 CO, ve dengeli oksi-
jen iceren gaz karigimi ile havalandirilan 37°C s1-
cakliktaki oksijenlenmis ¢ozelti ile perfiize edilir.”®
Kasilma iglevinin ve diizenli kalp ritminin stabilizas-
yonu i¢in 5-10 dk beklenir. Siire bitiminde kalbin ka-
silma islevini 6l¢mek icin, ventrikiil i¢cine basing
transduserine bagl balon ya da pulmoner vene giden
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acikliklardan biriyle sol atriyum kantile edilip perfii-
zat akiginin aorttan sol atriyuma cevrilerek calisan
kalp modeli ile caligmaya devam edilebilir.””

Calisan kalp modeli

Calisan kalp modeli in vivo durumlar1 daha iyi tak-
lit eder. En 6nemli avantaji ise perfiizat akiginin, in
situ kan akigina benzemesidir.” Neely ve ark. tara-
findan 1973 yilinda gelistirilen bu modelde kalp s1-
viyr normal sol ventrikiiler dolagim yoluyla
pompalamaktadir. Perfiize edilen siv1 kaniile edi-
len sol atriyumdan kalbe girer, sol ventrikiilden ge-
cerek aorttan c¢ikar.”®

Ex Vivo Modellerin Avantajlar ve Sinirlamalari

[zole perfiize kalp modeli, kalp korunmasinin iyi-
lestirilmesini saglayacak ve greftte /R zedelenme-
sini azaltacak girisimlerin degerlendirilmesi i¢in
¢ok kullanishdir. Ancak, yontemin iyi egitilmis ki-
silerce uygulanmas: gerekir. izole kalp preparati-
nin potansiyel bir dezavantaji bilinmelidir: Kalp
ezilme ve yaralanmalara karg: savunmasiz oldu-
gundan, preparat belirli bir 6l¢iide beceri gerektirir.
[zolasyon ve enstriimantasyon sirasinda farkinda
olunmadan kalbin akimsiz kalmas: “6n kogullama”
olarak bilinen tablonun ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Perfiizatin aorta retrograd yontemle veril-
mesi (¢cok yiiksek perfiizyon basincinda) aort ka-
pag1 yetersizligine yol agabilir ve boylece tiim
perfiizat koroner dolagima gecemeyebilir. Krista-
loid tamponu kullanildiginda, koroner akigkanlik
orani oksijenli tam kan veya kirmizi kan hiicresi
bakimindan zenginlestirilmis ¢ozeltiler ile karsi-
lagtinldiginda ¢ok daha yiiksektir. Kristaloid tam-
ponun farkli bir bileseni ve daha yiiksek akig
oranlari, koroner arter endotelyumu boyunca kan
akis gerilimini (shear stress) degistirebilir. Kolloidal
ozmotik basincin eksikligi kalpte doku 6demine yol
acabilir.”

Calisan kalp modeli ile ventrikiil islevlerini in
vivo kogullara daha yakin olarak 6l¢gmek ve deger-
lendirmek olasidir. Bu modelle yinelenebilir so-
nuglar alinabilir. Kalbin kasilma giicii, kalp hizi,
koroner damar islevi, miyokardiyal metabolizma,
morfoloji ve elektriksel etkinligi gibi fizyolojik,
morfolojik, biyokimyasal ve farmakolojik paramet-

releri tek bir preparat ile degerlendirmeye olanak
tanir. Kalp saglam oldugundan, uygun kosullarda
(oksijenasyon, perfiizyon sivisi ve sicaklik agisin-
dan) kendiliginden otomatisiteye dayali atmakta-
dir. Kalp organizmadan izole olmasina kargin,
yontem normal fizyolojiye yakindir. Ek olarak
izole preparat, sistemik dolagim, santral ve otonom
sinir sistemi, kalp islevi tizerine etkili kalp para-
metrelerine ilaglarin potansiyel dogrudan etkilerini
maskeleyebilecek cevresel etkileri ortadan kaldir-
dig1 icin bir avantaj olarak kabul edilebilir. iskemi
ve aritmi gelismesine aninda olanak verir. Bu yon-
temin farkli derecelerde anoksi ve hipoksi olus-
turma kolayligi saglamasi, in vivo kosullarda
normal bir deney hayvaninin yasamasi i¢in tehdit
olabilecek patolojik durumlarin ¢alismalarinda
onem kazanmaktadir. izole kalp preparat: aritmi-
lerin altinda yatan mekanizmalarin ¢aligilmas: igin
idealdir; ¢iinkii elektrokardiyogram (EKG) kaydina
ve iletim yollarim1 duyarhi bi¢cimde haritalamaya
izin verir. Model, ayni zamanda tiirlii ila¢ dozlar-
nin etkileri arasindaki fark: ¢aligmak i¢in de ¢ok
kullanighdir. flac derisimi kontrol edilebilir oldu-
gundan, yontem derisim-yanut iligkisini duyarh bi-
¢imde belirlemeye izin verir. Ayrica, test
molekiillerinin kardiyotoksik etkilerini degerlen-

dirmeye elveriglidir.®

In Vivo Sistemler

Farkli hayvanlarda degisik yontemler kullanilarak
miyokardiyal infarktiis modelleri olusturulabilir:
Termal (cryoinjury), farmakolojik (izoproterenol),
mikroembolizasyon, tromboz indiiksiyonu, koteri-
zasyon ve en yaygin kullanilani cerrrahi baglama-
dir 8186

Sican miyokardiyal iISKEMI/REPERFUZYON modeli

Giintimiize dek en yaygin kullanilan yontem sol 6n
inen koroner arter [left anterior descending coro-
nary artery; (LAD)]'in cerrahi baglanmasidir.®
Yaklagik 50 yil kadar 6nce tanimlanmis olan bu
yontem, 1980’1i yillarda histolojik ve islevsel ag1-
dan karakterize edilmistir.¥” Daha yakin zamanda,
ayn1 damarin gegici olarak tikanmasi ile olusturu-
lan I/R zedelenmesi yontemi kullanilmistir. Gegici
okliizyon genellikle 30 dk saglanirken, 6n kosul-
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lama ¢aligmalarinda 5 dk gibi daha kisa siirelerde ger-
ceklestirilebilmektedir. Her iki yontem de anestezi,
cerrahi girisim yontemi, siire¢ ve histolojik incele-
meler agisindan benzer yaklagimlar: gerektirir.888

I/R zedelenmesine neden olan gecici ligasyon
modeli uygulanan tedavinin kalp hizi ve sol ven-
trikiil diastol sonu basinci gibi parametreler iize-
rindeki etkinliginin incelenmesi, tam ligasyon ile
olusturulan miyokardiyal infarktiis modeli miyo-
kardiyal infarktiis sonrasi ortaya ¢ikan mikrovas-
kiiler islev bozukluklar: ve sonucunda gelisen sol
ventrikiiliin yeniden bi¢imlenmesi gibi patolojik
durumlarin degerlendirilmesi amaciyla kullanilir.
Gegici ligasyon ile iskemi stiresi 5-30 dk arasinda
degismektedir. 5 dk iskemi ve 5 dk reperfiizyon
modelinin uygulandig1 ¢alismalarda daha ¢ok mi-
yokardiyal aritmiler ve yasam siiresi incelemeleri
yapilirken, 30 dk iskemi ve {i¢ saat reperfiizyon
modelinde miyokardiyal dokudaki nekroz belirle-
nebilmektedir. Kisa siireli iskemiler ayrica 6n ko-
sullama modellerinde de uygulanmaktadir. Genel
olarak her iki modelde de anestezi, cerrahi is-
lemler, izlem ve histolojik ¢aligmalar benzerdir.
Sigan miyokardiyal I/R modeli olusturma yéntemi

agagida verilmigtir.”>838689.90

= Sicanlar anestezi edildikten sonra sol jugu-
ler ven (madde enjeksiyonu i¢in) ve sol karotid
arter (kan basinci 6l¢iimii i¢in) i¢leri heparinli fiz-
yolojik tuzlu su ¢ozeltisi dolu olan tiipler ile kaniile
edilir.

= EKG kayd1 i¢in deri altina EKG elektrotlar
ve viicut sicakligini 6l¢mek i¢in rektuma sicaklik
probu yerlestirilir.

= Trakea kaniilasyonu sonras: sol dort ve be-
sinci kaburgalar arasindan toraks boglugu acilir ve
sican hemen yapay solunum pompasina baglanarak
pCO,, pO, ve pH degerleri normal diizeylerde tu-
tulacak bicimde pozitif basin¢h yapay solunum uy-
gulanmaya baglanir.

® Keskin bir pens ile perikardiyum siyrildik-
tan sonra, kalp kaburgalara yapilan hafif bir basing-
la gogiis kafesinden disar1 dogru gekilerek sol ana
koroner arterin altindan atravmatik yuvarlak igne
yardimiyla iplik gecirilir ve kalp gogiis kafesi icine
yavasca geri yerlestirilir.

= Hazirlik ve deney siiresince EKG, kan ba-
sinci, kalp hiz1 ve viicut sicaklig: verileri kaydedi-
lir.

® Hayvanlar deney siiresince viicut sicaklik-
lar1 37+0,2°C olacak bigimde 1sitic1 bir platform
tizerinde tutulmaldur.

= Kalp, gogiis kafesi icine geri yerlestirildikten
sonra 20 dk stabilizasyon i¢in beklenir.

= Okliizyon 6ncesi kan basinci 60 mmHgnin
altina diigen hayvanlar deney disinda birakilmali-
dirlar.

® Yirmi dk stabilizasyon déneminin sonunda
damarin altindan gegirilmis ipligin her iki ucu bir
plastik boru icinden gegirilir ve bir klemp yardi-
miyla sikistirilarak damarin okliizyonu saglanir.

® Deney sonunda kalpler hizlica yerlerinden
cikarilarak Langerdorff diizenegine asilir ve arter-
lerin icinde kalan kanin uzaklagtirilmas: icin aorta
yerlestirilen bir kaniil araciligiyla serum fizyolojik
ile perfiize edilir.

Deney I/R giivenilir bir bicimde dikis yapil-
diktan ve LAD serbest birakildiktan sonra anestezi
edilmemis sicanlarla da yapilabilir. Girigim siire-
since oliimler kalic1 ligasyon ile %10-50 arasinda
degismekte iken, gecici ligasyonda ¢ok daha azdur.
Kalbe olabildigince az derecede dokunulmasi, giri-
sim Oncesi yerel anestezik kullanilmasi, girigim
sonrasi oksijen uygulanmasi, sistemik analjezi ve
gogsiin kapatilmasi 6ncesindeki tidal hacmin artis
mortaliteyi sinirlayarak sagkalimi artirabilmekte-
dir. Infarkt biiyiikligt %40’tan fazla olan tam ko-
roner okliizyon uygulanmis sicanlarda iig-alt1 hafta
sonra kalp yetmezligi gelistigine iliskin klinik ka-
nitlar elde edilmistir.”* Sican ve fare modellerini,
kopek, tavsan ve domuz gibi deney hayvanlarinda
olusturulanlardan ayiran 6nemli bir anatomik fark
da interventrikiiler septumun kan kaynag: olmasi-
dir. Septal dal LAD koékiine ¢ok yakin oldugundan
LAD okliizyonu seyrek olarak septal duvarin in-
farksiyonu ile sonuglanir.”

Fare miyokardiyal iskemi/Reperfiizyon modelleri

Fare, kardiyovaskiiler fizyoloji ve tip alaninda en
¢ok yeglenen modeldir. Bunun nedeni, daha biyiik
hayvanlarin maliyetinden 6te “knockout model”
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iretebilmenin kolayligidir. Fare sicandan 10 kat
daha kii¢iik olmasina karsin, buna uygun optik ve
mikrocerrahi ekipmanlarla cerrahi islemler morta-
lite ve morbidite agisindan sigan modellerine ben-
zer bicimde uygulanabilir ve yinelenebilir duruma
getirilmistir.”? Cerrahi yontem sican modellerine
benzerdir.® Kabul edilebilir mortalite oranlarim
korurken hemodinamik degisiklikleri iiretmek
i¢in yeterli infarkt boyutlarina neden olacak li-
gasyonun optimal yerlesimi atriyoventrikiiler
kavsagin 0,3 mm asagisidir.®® Infarktin sonuglari
agirlikli olarak sicanda sol ventrikiil serbest duva-
rin1 etkilerken farede sol ventrikiiliin anteroapi-
kal duvarini etkiler.”” Fare I/R kapali gogiis
modelleri de cerrahi kaynakli inflamasyonu en
aza indirmek i¢in gelistirilmistir.”>°* Sicanlardaki
gibi I/R kontraksiyon bant nekrozuna, polimorfo-
niikleer 16kosit veniil marjinasyonuna ve reper-
fizyon sonrasi bir, dort ve yirmi dortiinci
saatlerde infiltrasyona neden olmaktadir.”® Sican
ve farede LAD’nin tam ligasyonunun ardindan sol
ventrikiil islev bozuklugu ile birlikte IL-6 ve don-
ustiirticii bitytime faktorii-p gibi biiyiime faktor-
leri ve kemokinlerin ekspresyonu artmaktadir.
Ancak, farelerin tersine si¢anlarda daha az dere-
cede olmak iizere erken ve kisa siireli TNF- eks-
presyonu artmaktadir; farelerde hem infarkt olan
hem de olmayan bdlgelerde daha yogun bir eks-
presyon goriillmektedir.***

Kronik miyokardiyal iskemi modeli

Kronik miyokardiyal iskemi modellerinde koroner
arterin sabit ve tam tikayic1 olmayan stenozu sag-
lanir. Tam tikanmanin uygulandigi modellerden
farklilik géstermektedir. Bu model histolojik ve pa-
tolojik degisikliklerin incelenmesi amaciyla gelis-
tirilmistir. Insanda ¢ok sayida fibrotik alanlar
baslangicta islevsel miyokardiyal dokunun azalma-
sina yol acarken, ileri donemlerde iskemik dilate
kardiyomiyopati ile sonuglanir. Bu siireci deger-
lendirmek amaciyla kapsamli bir sican modeli ge
ligtirilmigtir. Koroner stenozlu si¢canlarin %19-
61’inde bir ayda sol ventrikiil yetmezIligi, sol ven-
trikiil dilatasyonu ve sol ventrikiil duvarinda
incelme ortaya ¢ikar. Histolojik olarak kardiyomi-
yosit kaybi (%10-20) ile birlikte birden ¢ok sayida

miyokardiyal zedelenme alani ve hipertrofik kar-
diyomiyositler goriiliir. Miyokard zedelenmesi ve
islev bozuklugu tikayici olmayan LAD ligasyonun-
dan 45 dk sonra histolojik kardiyomiyosit vakuol-
legme ve

bulgulari, kontraksiyon bantlar

interstisyel fibroz ile goriilmektedir.*®*

In Vitro Modeller

In vitro modeller, tam kontrollii kosullarda fizyo-
lojik ve farmakolojik ajanlara kars1 hiicresel yanit-
larin degerlendirilmesine yardimc: olurlar. Hiicre
kilttira sistemi ile in vivo sistemlerde kargilagilan
fizyolojk etkilesimlerden bagimsiz, kontrollii bir
ortam saglanir. DeLuca ve ark., 1974 yilinda em-
briyonik hiicre ve organ kiiltiirlerinin oksijenden
ve glukozdan yoksun birakilarak miyokardiyal is-
keminin taklit edilebilecegini gostermiglerdir.!®
Acosta ve Puckett adl1 aragstirmacilar ise si¢an kalbi
hiicrelerini birincil tek tabakali kiiltiirlerini farkl
oksijen ve glukoz diizeylerine maruz birakarak bu
yontemde degisiklik yapmiglardar.'®!

Tumiati ve ark., insan ventrikiiler kardiyomi-
yositleri kullanarak gelistirdikleri in vivo kosullar:
taklit eden bir in vitro I/R modeli ile hiicresel dii-
zeyde I/R‘nin mekanizmasiyla cesitli maddelerin
etkilerinin ¢alisilmasina olanak saglamiglardir. Bu
calismalarda, kiiltiir ortami olarak degistirilmis fos-
fat tampon ¢ozeltisi [modified phosphate buffered
saline, (PBSG)] kullanilmigtir. Iskemik kalp bircok
ekstraseliiler substrata maruz kaldigindan, bu du-
rumu taklit etmek amaciyla in vitro ¢ozeltiye hiic-
relere uygulanabilecek tek ekstraseliiler substrat
olan glukoz eklenmistir. Iskemi 6ncesi hiicreler
PBSG ile 30 dk bekletilmis (iskemi 6ncesi donem),
ardindan ekstraseliiler siv1 toplanip 5 dk kapali bir
boliimde %100 azota maruz birakilmigtir. iskemik
donemde hiicrelere deoksiPBSG eklenerek 60, 90
veya 120 dklik iskemi siiresince pO, 0 mmHg dii-
zeyinde tutulmustur. Iskemi sonunda ekstraseliiler
s1v1 PBSG ile degistirilerek hiicrelerin 30 dk reper-
fiize edilmelerinin ardindan hiicreler siv1 azot ile
dondurularak -80°C’de saklanmistir. Caligma so-
nunda 90 dk iskeminin hiicrelerde 6nemli derecede
olmasa da zedelenmeye neden olmasina karsin, 120
dklik iskeminin oldukca 6nemli diizeyde zedelen-
meye yol actif1 bildirilmistir.!%
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Transgenik modeller

Molekiiler biyoloji alaninda yapilan ¢alismalar, gen
modifikasyonu ya da gen aktarimi yoluyla memeli
genomunun degistirilmesi sonucunda kardiyovas-
kiiler hastaliklarin aragtirilmasinda kullanilabile-
cek yeni modellerin gelistirilmesine yol agmistir.
Transgenik farelerde (6rnegin; belirli bir geni he-
deflenen “knockout” fareler) kardiyak islevin de-
gerlendirilmesi genom maniptilasyonunun islevsel
sonuglarini anlamak agisindan 6nemlidir. Bu tiir-
lerde kalp islevlerinin &l¢iilmesine yonelik yon-

temler yeni geligtirilmektedir.'®

Szczepenek ve
ark. mitokondriyi hedefleyen transkripsiyonel agi-
dan etkin olmayan sinyal ileticisi ve transkripsiyon
etkinlestiricisi (signal transducer and activator of
transcription) 3’tin asir1 eksprese edildigi trans-
genik farelerde bu transkripsiyon faktériiniin I/R
zedelenmesine karsi kalbi koruyucu etkisinin,
transkripsiyonel etkinligi disinda elektron tasima
sistemini diizenleyerek de katkida bulundugunu
gostermiglerdir.'* Ziesenissa ve ark., kardiyomi-
yosite ozgii prolil-4-hidroksilaz alan (prolyl-4-
hydroxylase domain) 3’iin asir1 eksprese edildigi
transgenik farelerde sol 6n inen arter ligasyonu yo-
luyla olusturulan iskeminin miyokardiyumda hi-
poksi ile indiiklenebilen faktor 1-alfa birikimini
etkileyerek miyokardiyal yanit1 bozdugunu goster-
miglerdir.!®

I RENAL ISKEMI/REPERFUZYON ZEDELENMESI

Akut renal yetmezlik (ARY), insanlarda yiiksek
mortalite ile iligkili major bir bobrek hastaligidir.
Klinik olarak ARY gelismesine neden olan iskemi,
kalp debisinin azalmasi, renal vaskiiler okliizyon ya
da obstriiksiyon ile renal transplantasyon gibi du-
rumlar sonucu ortaya ¢ikabilen bir durumdur.!% Is-
kemi ya da nefrotoksisite gibi durumlarda ARY
diizlesmis epitel ve tiibiiler genlesme sonucu ortaya
cikan “akut tiibtiler nekroz® ile belirgindir. ARY,
prerenal, renal (intrensek) ve postrenal yetmezlik
olmak {izere iige ayrilmaktadir. Prerenal ARY,
renal perfiizyonun azalmasinin bir sonucu olarak
gelismektedir. Bu durumlarda, tiibiiler zedelenme
ve iligkili glomeriiler hemodinamikler birbirlerinin
ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedirler.!” Hiicre
zedelenmesinin seliiler ve molekiiler ayrintili me-

kanizmalar1 ve ardindan gelisen yeniden yapilanma
tam olarak bilinmemesine kargin, 6nceki ¢aligmalar
renal epitelyal hiicrelerin I/R zedelenmesinin kor-
teks ve medulla arasindaki ¢izgiye lokalize, nekroz
ya da apoptoz yoluyla tiibiiler epitelyal hiicrelerin
olumi ile iligkili ve iskemik durumun siddetine
bagli oldugunu gostermistir.!®®

1960’11 yillardan itibaren iskemik ARY i¢in
bircok hayvan modeli gelistirilmis ve test edilmis-
tir. Giiniimiizde ise baglica iki farkli sicak renal I/R
modeli kullanilmaktadir: 1) Cift tarafli (bilateral)
renal I/R ve 2) Tek tarafli (unilateral) renal I/R. Cift
tarafli iskemik ARY modeli insandaki patolojik du-
ruma ¢ok daha uygun olmasindan dolay: yaygin
olarak kullanilmaktadir.'® flk iskemik ARY mo-
delleri kopek ve tavsan gibi biiytik hayvanlarda ge-
ligtirilmigtir."!*!"! Sican modelleri ise 1960 yilindan
beri yapilan yaklagik 1.300 yayindaki en popiiler
modeller olmustur. Fare ilk kez 1990 yilinda iske-
mik ARY caligmasinda kullanilmigtir.'? Fare ile ya-
pilan caligmalar transgenik farelerin kullanimiyla
daha da hizlanmigtir. Son 10 yilda yapilan ¢aligma-
larda fareler siganlardan daha ¢ok kullanilmistir.
Ek olarak, farenin sicandan 10 kat daha kiiciik ol-
mast deneysel test i¢in ilacin daha az tiiketimi an-
lamina gelmektedir. Bu avantaja karsin, fare
modelinin sonuglarda tutarsizliga neden olan daha
biiyiik varyasyonlara sahip oldugu bilinmektedir.
Son yillarda Wei ve Dong fare ¢ift tarafl renal is-
kemik ARY"yi optimize etmislerdir.'”

Renal I/R zedelenmesi girisimi ventral (lapa-
roskopi) ya da dorsal (retroperitoneal) yaklagim-
larla gerceklestirilebilir. Dorsal yaklasim daha az
travmatiktir, daha hizl iyilesme saglar ve sagkalimi

artirir.''4

Deneysel olarak yapilan bir ARY ¢aligmasinda,
sol renal arterin bir saat siiresince sikigtirilmasinin
ardindan reperfiizyon ile anestezi altindaki tek ta-
rafli nefrektomi uygulanmis kopeklerde ¢ saat
icinde renal yetmezlik gelismistir.'”> Bhalodia ve
ark., sicanlarda her iki bobrek pedikiiliiniin 60
dk stiresince sikistirilmasi ve 24 saat reperfiiz-
yonu ile 24 saat i¢inde renal yetmezlik gelistir-
miglerdir."® Sicanlarda travmatik olmayan kiigiik
bir vaskiiler klemp ile 45 dk siiresince tek tarafli sol
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renal arter sikistirilmasi ve I/R sonrasinda 24 saat
reperfiizyonu ile ARY gelistigi gosterilmigtir.!!’
Foglieni ve ark., sag renal arter ve venin her ikisini
birlikte 60 dk mikrocerrahi klemp ile sikistirma
sonras1 60 dk reperfiizyon sonucu renal yetmezlik
bildirmislerdir.!"® Baker ve ark., domuzlarda intra-
renal aortun standart koseli arteriyel capraz klemp
(cross-clemp) ile 150 dk stiresince okliizyonunun
ardindan (Toplam aortik okliizyonu dogrulamak
amaciyla distal aort palpasyonu yapilir) 180 dk re-
perfiizyon ile renal yetmezlik gelistigini bildirmis-
lerdir.!”® Matthijsen ve ark., farelerde 1 cm
uzunlugunda abdominal orta hattin agilmasinin
ardindan sol renal pedikiile 40 dk travmatik ol-
mayan vaskiiler klemp uygulamasiyla iskemi ge-
lismesinin ardindan 24 saat reperfiizyon sonucu
I/R ile indiiklenmis renal yetmezlik gelistirmis-
lerdir.'?® Benzer olarak Susa ve ark., farelerde sol
renal arterin atravmatik mikrovaskiiler klemp ile
25-37 dk okliizyonunun ardindan 24 saat reper-
fizyon sonucu renal yetmezlik gelistirmisler-
dir.’?! Singh ve ark. ise, 45 dk iskeminin ardindan
24 saat reperfiizyonun, insanlardaki hemodina-
mik degisimler ile indiiklenen renal islevleri tak-
lit eden, daha uygun ve yaygin kullanilan hayvan
modeli oldugunu ileri stirmiiglerdir.'®

CIFT TARAFLI RENAL iSKEMi/REPERFUZYON

Farelerde yapilan ¢aligmalarda cift tarafli hafif is-
keminin ardindan akut bobrek zedelenmesine agir-
likl olarak yogunlagilmistir (Tablo 1).1?? Cift tarafli
I/R tiibiiler epitelyal hiicrelerde nekrozun karakte-
ristik goriiniimi ve interstisyel inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Reperfiizyon
sonrasindaki ilk 24 saat i¢inde her ikisi birden or-
taya cikar. Tibiiler nekroz en ¢ok hipoksinin en
yiiksek oldugu dis medullada belirgindir. Interstis-
yel inflamatuar hiicreler, baskin olarak polimorfo-
niikleer hiicrelerdir; ancak sayisiz calismada I/R
zedelenmesinde lenfosit ve makrofajlarin énemli
rol oynadig ileri siiriilmektedir.'?* Farelerde zede-
lenmenin derecesi iskeminin siiresine baghdir. Ya-
yimlanan ¢ogu c¢alismada, yediden 10 kata dek
artan ve reperflizyon sonras: 24-48 saatte pik yapan
ve Oliimciil olmayan zedelenme sonras: birden iki
haftaya dek bazal diizeye donen serum kreatinin
diizeyiyle belirlenen glomeriiler stiziilmede akut
diigsme oldugu bildirilmistir.'* Genellikle farelerde
45 dkdan daha uzun siiren uzatilmis ¢ift tarafli is-
kemi, nekroza ve renal yetmezlige bagli yiiksek
olim oranina neden olabilmektedir.!” Siganlarda
yapilan caligmalar, haftalar ve aylar sonra yasayan
hayvanlarda idrar yogunlastirma yeteneginin bo-

TABLO 1: Fare ift tarafli renal iskemi/Reperfiizyon iglemi.

Anestezi altindaki fare 1sitilmig ylzeye sirtiistil konur
Abdomen derisi %70'lik alkolle yikanir

200 pL %0,09'luk tuz ¢ozeltisi Ust uyluktan subkitan uygulanir
Linea alba boyunca peritondan orta hat insizyonu yapilir

S L A

renk degisimi géraltir

karacigerin sag lobunun hafifge kaldirimasi gerekebilir
8. Sag renal pedikil diseke edilir ve solda oldugu gibi klemplenir

plenebilir

12. Abdomen dikilir
13. 800 mL %0,9 tuz ¢dzeltisi Sbir st uyluktan deri altina verilir

Sol bobrege ulasimi saglamak igin inen kolon ve dalak dikkatle orta hattan saga dogru tasinir
Sol bobrek pedikl altindaki adipoz dokudan forseps kullanarak diseke edilir ve atravmatik bir mikroanevrizma klemp uygulanir. Bdbrekte kisa sureli

7. Dalak yerine doner. Yatay ve inen kolon ile ince barsak gerektigi gibi sag bobrege ulasim igin sola tasinir. Renal pedikilii agida gikarmak igin

9. Tum karn igerigi karna geri konur ve yara iskemik donem sirasinda dikilir. Renal pedikUller uygun hazirik ve deneyim ile her biri igin 3 dK iginde klem-

10. Fare iskemik intervale birakilir. Kararli viicut isisi iskemi sirasinda ¢cok énemlidir
11. Iskemik interval sonrasi yara yeniden agilir ve klsmpler gikarilir. Her iki bdbrekte perflizyon gériliir
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zulmasi ve tiibiilointerstisyel fibrozda asamali bir
artis ile belirlenen kronik bobrek zedelenmesi ge-
lisebildigini gostermistir.'?

TEK TARAFLI RENAL iSKEMI/REPERFURZYON

Iki tarafl renal pedikiil sikistirma yénteminin yay-
gin olarak kullanilmasina kargin, etkili klemp ba-
singlar1 arasindaki ve/veya her iki bobrek arasinda
iskemiye verilen renal yanitlardaki farkhlik siklikla
daha degisken sonuglara yol agmaktadir. Kisa sii-
reli sikigtirmalarin cesitli tiibliler zedelenmelere
neden oldugu bilinirken, daha uzun stire sikigtirma
uygulanan farelerde daha tutarli sonuglara ulasila-
bilmistir. Ote yandan, bu fareler cogu kez zedelen-
meden sonraki ilk ti¢ giin i¢inde siddetli renal
yetmezlik nedeni ile dlmiistiir. Tek tarafl renal I/R
yontemi ile pedikiiller arasindaki sikistirmadaki
farkliliktan kaynaklanan degisiklikler azaltilabil-
mekte, zedelenme sonrasi sagkalim artirilabilmekte
ve daha tutarli 6nceden tahmin edilebilir sonuclar
elde edilebilmektedir.'"* Tek tarafli model iki alt
tlire ayrilir: 1) Kontralateral nefrektomi ile tek ta-
rafl1 I/R ve 2) Kontralateral nefrektomisiz tek ta-
rafl1 I/R. Kontralateral nefrektomisiz tek tarafli I/R
modelinin avantaji, iskemi uygulanmayan bébrekte
akut tiibiiler nekroz gelismeyeceginden her hayvan
i¢in ayr ayrn kontrol saglamak i¢in bu bobreklerin

kullanilabilmesidir. Ayrica, girisim nefrektomi uy-
gulanana gore daha hafif ve daha az agresiftir.'”’

I SONUG

[/R zedelenmesi miyokard infarktiisii, inme gibi
klinik durumlar ile damar cerrahisi ve organ
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