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OZET

Keskin A. Ratlarda alt extremite iskemi — reperfiizyon hasarinda
karnozinin miyokard iizerine etkisinin  arastirllmasi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar ve Cerrahisi Anabilim Dah
Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2013. Bu c¢alismanin amaci, sigan infrarenal
abdominal  aortasinda (IAA) okliizyon - reperfiizyon sonrasi miyokardial
iskemi - reperfiizyon (I-R) hasarina karnozinin etkisini arastirmaktir. Calismada
30 adet Sprague - Dawley cinsi sigan randomize olarak, esit sayida (n=10) ii¢
gruba ayrildi. Kontrol grubuna laparatomi ve IAA diseksiyonu yapildi ancak
okliizyon uygulanmadi. Bu grupta diger gruplardaki islem siiresine uygun siire
beklendi. I-R ve I-R+Karnozin (KAR) gruplarina laparatomi ve IAA diseksiyonu
yapildi. TAA’ya mikrovaskiiler klemp konularak 6nce 30 dakika iskemi, ardindan
klemp kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon saglandi. 30 dakikalik iskemi siiresinin
bitmesine 10 dakika kala I-R grubuna (I-R + KAR grubunda verilen ilacin hacmi
kadar) intraperitoneal (ip.) serum fizyolojik, I-R + KAR grubuna 250 mg/kg ip.
KAR verildi. I-R siirelerinin sonunda siganlar sakrifiye edilerek kalp dokusu ve
kan ornekleri alindi. Histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirme yapildi.
Histopatolojik incelemede kontrol grubu ile I-R ve I-R+KAR gruplar1 arasinda
anlamli patolojik degisiklikler oldugu tesbit edildi. Biyokimyasal incelemede
aspartat aminotransferaz (AST), kreatin kinaz (CK) ve laktat dehidrogenaz (LDH)
enzim diizeyleri karsilastirildiginda I-R ve I-R+KAR gruplar1 arasmda anlaml
derecede degisiklik oldugu ve enzim diizeylerinin I-R+KAR grubunda I-R grubuna
kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi. Sonug olarak  bizim
calismamiza gore; karnozinin  biyokimyasal Olgiimler g6z Oniine almarak
sicanlarda miyokardial i-R hasarmi engellemede etkili oldugu saptanmustir. Istatiksel
olarak anlamli fark olmasa bile I-R+KAR grubunda I-R grubuna kiyasla olumlu
histopatolojik bulgular saptanmistir. Bu nedenle ¢aliyjmamizin bundan sonraki

daha genis kapsamli arastrmalara yol gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: iskemi, Reperfiizyon, Kalp, Karnozin
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ABSTRACT

Keskin A. Investigation of the effect of carnosine on myocardial injury after
ischemia-reperfusion in the lower extremity. Eskisehir Osmangazi University
Faculty of Medicine Cardiovascular Surgery Department. Expertise Thesis.
Eskisehir, 2013. The purpose of this study is; to investigate the effect of
carnosine (KAR) on ischemia-reperfusion (I-R) injury on myocardium occuring
after occlusion-reperfusion of infrarenal abdominal aorta (IAA) in rats. In this
study; 30 Sprague-Dawleys rats were randomly divided into three equal groups
(n=10). Laparotomy and IAA dissection were performed like the other groups
in control group except occlusion. In control group process was completed 90
minutes. In I-R and I-R+KAR groups; IAA was occluded by microvascular clamps;
first 30 minutes of ischemia period, than after declamping, 60 minutes of reperfusion
period was supplied. 10 minutes before declamping; saline (in equal volume of drug
applied in I-R+KAR group) was given intraperitoneally (ip.) in I-R group and 250
mg/kg ip. KAR was given in I-R + KAR group. After I-R period rats were
sacrified. Heart specimens  and blood samples  were taken  for
histopathological and biochemical evaluation. Statistically significant alterations
were observed in control group against other groups in histopathological
analyses. It was determined; there are statistically significant alterations between
groups I-R and I-R+KAR at comparison of aspartate aminotransferase (AST),
creatine kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH) enzyme levels in biochemical
analyses and in group I-R+KAR enzyme levels were significantly lower than levels
in group I-R. As a result, according to our study; it was seen that, carnosine is
effective to prevent myocardial I-R injury in rats regarding to biochemical
analyses. Although there is no significantly difference between groups I-R and I-
R+KAR in histopathological analyses ; it was determined that there are some
favorable histopathological findings in group I-R+KAR in comparison with group
I-R. For this reason, we are thinking that our study can guide comprehensive

studies in future.

Key Words: Ischemia, Reperfusion, Heart, Carnosine
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1.GIRIS

Arteriyel ya da vendz kan akm  azalmasmna baghh organ ve
dokunun  yetersiz  perflizyonu sonucu bu  doku veya organlarin
oksijenden  yoksun kalmasi seklinde tanimlanan iskemi, hiicresel enerji
depolarmin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre
oliimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik
dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara
gore ¢cok daha ciddi bir hasara yol acar (1).

Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen
girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak {izere
bircok mekanizma rol oynamaktadir. Reperfliizyon hasarina en fazla duyarli olan
hiicresel yapilar zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit
molekiilleridir ( 2).

Iskemi ve repefiizyon klinikte ¢ok cesitli durumlarda gelisebilir. Bu
azalmig  perflizyon durumlarindan baslicalar1 aralarinda  akut  arter
tikanikliginin -~ oldugu c¢esitli vaskiiler patolojiler, arterlere klemp koymanin
gerekli oldugu wvaskiiler cerrahi girisimler, iskemiye neden olmus vaskiiler
travmalar, transplantasyon ve soktur. Iskemi ve repefiizyon herhangi bir
organ ya da dokuda gelistikten sonra iskeminin siiresi, siddeti ve organin
biyiikliigiine  baglhi  olarak hem o organda hem de uzak organlarda hasar
gelisir.  Temel olarak iskemi sonrasi reperfiize edilen organda hiicresel
biitiinliiglin ~ bozulmast sonucu d6dem ve organ fonksiyon bozuklugu ile
karakterize inflamatuar ve metabolik bir hasar baglar. Olayin siddetine bagli
olarak ~ hasar hicbir morfolojik degisikligin olmadigi durumdan bariz
makroskobik hasarin oldugu bir diizeye kadar degisik derecelerde olabilir. Olay
cogu kez o organda smirli kalmayip aktive olan bir c¢ok sistem ve toksik
medyatorlerin  etkisi ile aralarinda akcigerler, bobrekler, karaciger ve kalbin
oldugu cesitli organ ile endotel ve epitel gibi her organda olabilen hiicreler
etkilenir. Klinikte reperflizyon hasar1 sonrasi uzak organ yetmezligine baglh

komplikasyonlar 6liime bile yol acabilmektedir (3).



Alt ekstremite iskemi — reperfiizyonu sik karsilasilan ve klinik agidan
onemli sonuglar1 olan bir olaydir. Akut arter tikanikhiginin oldugu cesitli
vaskiiler patolojiler, iskemiye neden olmus wvaskiiler travmalar, arterlere klemp
koymanin gerekli oldugu vaskiiler cerrahi girisimler, transplantasyon ve sok gibi
durumlarda alt ekstremite iskemi-reperfiizyonuna (I-R) sikca rastlanir. Iskemi
sonrast reperflizyonla birlikte serbest oksijen radikalleri ve inflamatuar mediatorlerin
etkisiyle hem lokal hem de sistemik hasar olusumu baglamis olur (4). Kan
akimmin yeniden saglanmasi ekstremiteyi kurtarmasina kargin, multisistem  organ
disfonksiyonu  gelisimine ve mortaliteye neden olabilmektedir. Lokal etkiler
iskelet kasi ve damar endotelinde gozlenirken sistemik etkiler 6zellikle miyokard
dokusunda, akciger ve bobrekte gozlenir (5).

Karnozin (KAR), 1900 yilinda, ilk olarak Gulewitsch ve Amiradzibi adli Rus
bilim  adamlar1 tarafindan et ekstraktlarindan saflagtirilmistr (6). KAR’in
antioksidan etkisi 1984°de ilk kez gdsterilmistir. Ozellikle beyin, iskelet ve kalp kasi
gibi uyarilabilen dokularda (7, 8, 9) yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasina
karsm, lenste, midede ve bdbrekte de yaygin olarak bulunmaktadir (8).

KAR (p-alanil-L-histidin) biyolojik olarak aktif bir dipeptiddir (10,11).
Organizmada  B-alanin ~ ve L-histidinden  karnozin sentetaz tarafindan
sentezlenir. Fizyolojik bir tampon olarak goérev yaptig1 bildirilmistir (10,11).
Ayrica  serbest radikaller ve aldehitler i¢in  “ scavenger “ oldugu ve
proteinlerdeki oksidatif ~ degisimleri  baskiladigi  bulunmustur (10, 11).
Karnozinin ileri glikasyon flriinleri olusumunu engelledigi, iki degerlikli metal
iyonlartyla ~ kompleks  olusturdugu saptanmigtir. Bu  etkileri  nedeniyle
karnozinin  oksidatif stresle iliskili olan yaslanma, Alzheimer hastaligi,
ateroskleroz ve karaciger hasar1 gibi bazi patolojik durumlarin dnlenmesinde etkili
bir ajan olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Giiniimiizdeki modern kardiyovaskiiler —cerrahi yontem ve tekniklerinin
sundugu  gelismis imkanlara ragmen aortik girisimler sonrasinda gelisen
iskemi- reperflizyon postoperatif morbidite ve mortaliteyi etkileyen ciddi bir
problem olmaya devam etmektedir. Tim gelismelere ragmen dolagim sistemini
ilgilendiren ve organ iskemisi temelinde olusan hastaliklar tiim diinyada ve

lilkemizde en Onemli Olim nedenleri arasinda Onceligini korumaktadirlar.



Iskelet kasi akut iskemisi klinikte sik karsilasilan bir sorundur. Ozellikle
aort cerrahisinde aortaya kros klemp konmasi sonucu olusmaktadir. Akut
ekstremite iskemisi ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan klinik  bir
problemdir. Akut iskemik duruma yol agan neden ortadan kaldirilip reperfiizyon
saglandiginda da morbidite ve mortalite riski devam etmektedir.

Yapilan arastrmalarda  beyin, bdbrek ve iskelet kasi IRH’ nda
karnozinin koruyucu etkisi arastirilmis ve olumlu sonuglar almmustir (12,13).
Ancak literatiirde karnozinin abdominal aorta iskemi-reperflizyon  hasari
ve uzak organ hasar1 izerine etkisi ile ilgili ¢ok fazla ¢aligmaya
rastlanilamamistir. Caligmamizda KAR’in antioksidan 06zelliginin alt extremite
iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRH) sonrasinda uzak organ olarak miyokard {izerine

koruyucu etkilerini arastirmayi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. iskemi

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hiicrelerin
fonksiyon bozuklugu ile baslayan ve hiicre 6liimiine kadar ilerleyen bir dizi
kimyasal olay gergeklesir. Hiicresel fonksiyonlarin gergeklesebilmesi i¢in
gerekli temel yakit oksijendir. Iskemi tanim olarak dolasim tarafindan
dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin saglanamamasi ve olusan
atik iiriinlerin uzaklastirilamamasidir. Iskemiye bagl doku hasarinda hiicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hiicre 6liimiine neden olur
(3,4). Iskemi, aerobik oksidatif solunumu etkileyen son derece &nemli ve genel
bir hiicre zedelenme ve 6liim nedenidir. Hipoksik durumun siddetine bagli olarak
hiicrele adapte olabilir, zedelenebilir, ya da 6liir (14).

Iskemide hiicre zedelenmesinin patogenezinde, oksijen yetersizliginin énemi
belirtilmekle  birlikte, reaktif oksijen tiirevleri de hiicre Oliimiiniin 6nemli
aracilarindandir. Serbest radikal tiirevleri hiicre {tizerinde lipid peroksidasyonu
ve diger zararli etkilere neden olur (15).

Sitoplazmik serbest Kkalsiyum (Ca*®) normalde adenozin trifosfat (ATP)
bagiml kalsiyum tasiyicilar1 ile oldukg¢a disiik yogunluklarda (0.1 M’ den az)
tutulur. Iskemi veya  toksinler hiicre dis1 kalsiyumun plazma
membranindan  igeri akisna  yol agar. Bunu  hiicre i¢ci  stoklardan
kalsiyumun  serbest birakilmasi izler. Artan sitoplazmik kalsiyum, birbiri
ardina, membran hasarm1 ilerleten  fosfolipazlari, yapisal ve membran
proteinlerini katabolize  eden proteazlari, ATP kaybmi  hizlandiran
ATPaz’ lar1 ve genetik  materyali  parcalayan  endoniikleazlar1  aktive
eder (Sekil 2.1)(15).

Oksijen homeostazi insan fizyolojisinde hayati Onem tasir. Oksidatif
fosforilasyon smrasinda ATP sentezi igin kullanilan oksijen aynm1 zamanda
hiicresel lipid, niikleik asit ve proteinlerdeki oksidatif hasar mekanizmalarinda da
rol oynar. Dolayisiyla, protein sentezi ve aktivitesini kontrol eden kisa ve
uzun donem mekanizmalarla hiicresel ve sistemik oksijen konsantrasyonlarinin

dengelenmesi oksijen biyoyararlanimi agisindan 6nemlidir (16)
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Sekil 2.1. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklari ve

sonuglar1 (15)

Sonug olarak, uzun siireli iskemilerde; hiicresel sisme, asidoz, hiicre i¢i

kalsiyum/sodyum oraninda artis, ATP/fosfokreatin seviyesi azalmasi, hipoksantin

seviye artmasi, membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigli  kaybi,

niikleotid hidrolizi gibi  hiicre metabolizmasi ve iskelet yapismi
ilgilendiren bir¢ok degisim meydana gelir (17).
Iskemi klinik tipta hiicre zedelenmesine yol acan en sik nedendir (15).

olarak degerlendirilebilir. Iskemi
ilk etkisi

oksidatif  fosforilasyon

Hipoksi dokulara yetersiz oksijen sunumu
dokular1 hipoksinin zedelediginden daha c¢abuk zedeler. Hipoksinin
hiicrenin aerobik solunumu, yani  mitokondrilerdeki
tizerinedir. OKksijen basimncmin azalmasi sonucu hiicre i¢i ATP iretimi belirgin
olarak azalir. ATP azalmasmin hiicre icindeki birgok sistem iizerinde etkisi
olur (15).

Daha once de ifade edildigi iizere iskemi sonucunda sitoplazmik serbest
Ca'® da bir artig vardir. Ayrica, plazma membrani ATP bagimli sodyum
pompasinin aktivitesi azalir. Bunu sodyumun hiicre i¢inde birikimi ve potasyumun

hiicre disina ¢ikisi izler. Sodyumun hiicre i¢i net artigi, suyun izoozmotik artisi ile



birlikte olup, akut hiicresel sismeye neden olur. Bu sisme inorganik fosfatlar, laktik
asit ve pilrin niikleozitleri gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik
yiikkle daha da artar (15).

Iskemi akut (akut myokard infarktiisii) veya kronik (periferik arter hastalig1)
olabilir. Iskeminin siiresine ve siddetine bagli olarak iki tiirli hiicresel zedelenme
ortaya ¢ikar:

Geri doniislii zedelenme(Reverzibl),

Geri doniissiiz zedelenme(Irreverzibl)

2.1.1 Geri Doniislii Zedelenme (Reverzibl)

Hipokside ilk etkilenen mitokondrial oksidatif fosforilasyonla saglanan
hiicrenin aerobik solunumudur. Oksijen basincinin azalmasi sonucu hiicre i¢i ATP
iiretimi yavaglar ya da durur. ATP kaybi hiicrede yaygin olarak birgok sistemi etkiler,
ozellikle potasyumun difiizyonla disar1 atilimi1 ve sodyumun hiicre i¢i birikimine yol
acan sodyum pompasi yetersizligine sebep olacak sekilde Oubain duyarli ATPaz
aktivitesinin azalmasma neden olur. Iyon tutulumuna izo-ozmotik su birikimi eslik
ederek akut hiicresel sisme ortaya ¢ikar (14).

Hiicrede ATP azalmakla birlikte adenozin monofosfat (AMP) birikir.
AMP’daki artma fosfofruktokinazi uyarir, bu da anaerobik glikoliz ile glikojenden
ATP sentezini arttirarak hiicreye enerji saglar. Sonug olarak glikojen hizla tiikenir.
Artan glikolizis laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile inorganik fosfatlarin
birikimine yol acar, bu da hiicre i¢ci pH’in diismesine neden olur (14). Yine iskemi
sirasinda devam eden baska bir olay ATP seviyesinin azalmasina karsin adenozin
difostat (ADP) diizeyinin artmasidir. Artan ADP’ler 6nce AMP’ ye daha sonra
adenozin, inozin ve en sonunda hipoksantine doniistir. Hipoksantin reaktif oksijen
radikallerinin prekiirsorii olarak hiicre iginde miktar1 artar (14). Normal kosullarda
hipoksantin, ksantin dehidrogenaz yardimiyla ksantine déniistiiriiliir. iskemi sirasinda
ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza doniisilir. Substrat olarak nikotinamid adenin
diniikleotid kullanan ksantin dehidrogenazin aksine ksantin oksidaz oksijeni kullanir.
Bundan dolay1 hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalize edemez, sonugta dokuda
hipoksantin diizeyi asir1 seviyelere ¢ikar. Reperflizyonla oksijen tekrar dokuya
sunuldugunda fazla miktardaki hipoksantinin ksantin oksidaz ile reaksiyona girmesi

sonucunda toksik serbest oksijen radikalleri olusur (14).



Bundan sonraki asama graniillii endoplazmik retikulumdan ribozomlarin
ayrilmasi ve polizomlarin bozulmasiyla monozomlarin olusmasidir. Bunun sonucu
olarak da protein sentezi azalir. Eger hipoksi siirerse mitokondrial fonksiyonun daha
da kotlilesmesi ve membran gecirgenligi azalmasi sonucu daha fazla morfolojik
bozulma gergeklesir. Sonugta hiicre yiizeyinde yerel siskinlikler olur. Konsantrik
laminalardan olusan plazma ve organel membranlarindan kaynaklanmis sitoplazma
icinde ya da hiicre disinda goriilen miyelin sekiller ortaya c¢ikar. Bu evrede
mitokondriyalar normal ya da hafif¢ce sismis ya da yogunlasmistir. Endoplazmik
retikulum geniglemistir ve tiim hiicre belirgin olarak siskindir (14).

Oksijen verildiginde yani iskemi sonlandirildiginda yukaridaki tiim
biyokimyasal ve patolojik bulgular geri donebilir. Eger iskemi devam edecek olursa
ATP’deki azalma siddetlenir ve geri doniigsiiz zedelenme olusur.

Iskeminin hiicresel etkileri asagidaki sekilde 6zetlenebilir (18):

1-Membran potansiyelinin degigmesi,

2-Iyon dagilimmin degismesi (intraselliiler Ca*® / Na*?),

3-Hiicresel sisme,

4-Hiicre iskeletinin disorganizasyonu,

5-Artmig hipoksantin,

6-Azalmis ATP,

7-Azalmis fosfokreatin,

8-Azalmig glutatyon,

9-Hiicresel asidoz.

2.1.2.Geri Déniissiiz Zedelenme (irreverzibl)

Mortolojik olarak irreverzibl zedelenmeye mitokondriyonlarin kristalarini da
icermek iizere ileri derecede vakuolizasyonu, mitokondri matriksinde sekilsiz
kalsiyumdan zengin yogunluklarin birikimi, plazma zarlarmnin asir1  yikima,
lizozomlarin sismesi vardir. Ozellikle bu iskemik alan yeniden perfiize olursa hiicre
icine yogun kalsiyum akist oldugu goriiliir. Mitokondriyon matriksinde sekilsiz
yogunlagmalar gelisir. Mitokondriumda iskemiden sonra bu erken geri doniissiiz
zedelenme bulgular1 30-40 dakikada gozlenebilir (14).

Kritik iskemi zamani, doku canliligmin siirdiiriilebildigi maksimum iskemi

sliresi olarak tarif edilir. Ortalama kritik iskemi siiresi ise %50 doku kaybina neden



olan iskemik zaman donemidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon
mekanizmalarmma gore kritik iskemi siiresi farklhilik gostermekle birlikte uzun siireli
iskemide geri doniisiimsiiz hasar ve nekroz kagmilmazdir (17,19).

Devamli olarak asir1 gegirgen membranlardan protein, temel koenzimler ve
riboniikleik asitler kaybolur. Hiicreden ayni zamanda yasamini siirdiirmek i¢in
gerekli olan ATP’nin yeniden olusumunda kullanacagi hiicre i¢i yliksek enerjili
fosfatlarini yitirir (14).

Lizozom membranlarinda zedelenmesi enzimlerin stoplazma i¢ine sizmasina
yol acar. Iskemik hiicrenin azalmis hiicre ici pH’inda asit hidrolazlarin aktivasyonu
hiicre  bilesenlerinin  enzimatik  sindirimine bu da  riboniileoprotein,
deoksiriboniikleoprotein ve glikojen yitimine sebep olur (14).

Sonug olarak 6lii hiicre myelin sekiller bigiminde biiylik fosfolipid kitlelerine
doniisebilir. Bu ya diger hiicrelerce fagosite edilir ya da yag asitlerine parcalanir.
Yag asitlerinin artiklarmin kalsifikasyonu kalsiyum sabunlarmnin olusmasina neden
olur (14).

Hiicre i¢i proteinlerin parcalanmis hiicre membranindan gecerek periferik
dolagima si1zmasi; kan serum 6rneklerinde dokuya 6zgiil hiicre zedelenmesi ve 6liimii
gostermeyi sagladigindan degerli bir isarettir. Ornek olarak kalp kasindaki kreatin
kinaz enzimi ve karaciger safra kanali epiteli alkalen fostataz enzimi gdsterilebilir.

Hiicrede meydana gelen iki olay geri doniissiizliigii karakterize eder. Birinci
olarak mitokondrial islev bozuklugunun yeniden kanlanma ve oksijenlenmeye karsin
diizelmemesi (oksidatif fosforilasyon ve ATP iiretiminin kaybi) ve ikinci olarak
membran iglevlerinde ileri derece bozukluklarin gelisimidir (14)

Irreverzibl ~ hiicre  zedelenmesinin  patogenezinde hiicre  membran
hasarint ana faktor olarak gosteren hatr1 sayilir derecede ¢ok kanit vardir.
Membran hasarinin bircok potansiyel nedeni vardir ve bunlar zedelenmenin bazi
sekillerinde rol oynayabilir.

1- Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kayb1: Iskemiye bagli Ca+ artis1 ile

endojen fosfolipazlarin aktivasyonu artan par¢alanmaya yol agabilir.

2- Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre i¢i Cat artmasi ile aktive olan
proteazlar hiicre catisina zarar verebilirler. Hiicre sismesinde, bazi zedeleyiciler

hiicre membraninin hiicre iskeletinden ayrilmasina neden olarak membrani gerilmeye



ve yirtilmaya hassas kilabilir.

3- Toksik oksijen radikalleri: indirgenmis oksijen tiirevleri hiicre membranina
ve elemanlarina zarar verirler. Bu gibi oksijen radikalleri iskemik dokularda,
ozellikle kan akiminin diizelmesinden sonra artar. Toksik oksijen tiirevlerinin biiyiik
Olclide reperfiizyon sirasinda zedelenme alanina gelen polimorfoniikleer 16kositler
tarafindan olusturuldugu diistiniilmektedir.

4- Lipid yikim iirtinleri: Fosfolipit par¢alanmasi sonucu iskemik hiicrelerde
biriken bu katabolik iirlinler membranlar {izerinde yikici etki yapar.

Membran hasarmin mekanizmalari ne olursa olsun sonug, yukarida

tanimlanan olaylarla Ca+’nin bol miktarda hiicre i¢ine girmesidir (15)(sekil 2.2.).

IBKEMI

! ! !
14TP | {Snaplzzmik Cz*4 I—I

Endiried Lekasi
Fosfolipaz Prolez

akivaspany ablivasporu ]
1
5 l -‘| L |

| Foshklpi | Fostoliph Hilzre iskok ';'.z:nHEU:uUH-l
reafilaEynnpseniez

A akNTas hasarn
[ ]
Hiicre —
sigmesi il Lipk peroksidaspony

i

Foslalipit | Lipit ykam
ki | Urrinleri
! ! .

MEMERAN HASARI |

Sekil 2.2. iskemide membran hasarinin mekanizmalar1 (15)

Ozet olarak ; hipoksi oksidatif fosforilasyonu ve dolayisi ile hayati ATP
sentezini etkiler; membran hasar1 , letal hiicre zedelenmesinin gelisiminden
sorumludur; kalsiyum hiicre 6liimiinde morfolojik degisikliklerin potansiyel aracidir.

Hiicresel fonksiyonlar hiicre 6liimiinden 6nce kaybolur. Hasarin morfolojik

goriinimi, kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniislimsiiz
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hasar oturduktan c¢ok sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar icinde
goriilebilen geri doniisiimlii bir hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika
icinde 151k mikroskobunda goriilebilirken, hiicre 6liimii ancak 10-12 saatte

belirgin gelir (14).

REVERZIBL ZEDELENME ; IRREREVERZIBL ZEDELENME
H (Hre 6lGm{)
b | Membran Fosfolipitlerin Enzimlerin
ﬁ/—l\ ....................................................i.>zedelenmesi kayb| k
7 l iskemi : Hocreiskelei |/ (CK LDH)
g degisiklikleri

H Digerleri
Hicresel sisme

' Ca** Hy0, ve Mikrovilluslarin kaybi:
Mitokondri ISodyum  _  Na*girisi Kabarcikiar ‘ t Mitokondrilerde
} Oksidatif Pompas] K* gikis! ER sigmesi : Ca*t

fosforilasyon Miyelin gekiller :
l / Nikleer kromatin
ATP alik kimelegmesi !
! e ok +  Lizozomal i
\ ipH / | enzimlerin Iﬁ?i}ofﬂlg BNij)kl
+ hiicre igi —>- | Nukieer deyigidicier

{ Glikojen serbestlesmesi Protein sindirimi
ve aktivasyonu

- ' Serbest radikaller Ca** girisi
/‘f ) : Lipit yikimi 1 o

Diger
etkiler

Ribozomlarin i Protein Lipit :
—_— = — .
ayrimasi sentezi depolanmast !

Sekil 2.3. Iskemik zedelenmede olaylar dizisi (15)

2.2. Reperfiizyon

Reperflizyonun ana amaci, o doku veya organin korunmasi ve yeniden
fonksiyonlarm1  kazanmasi i¢in tamir edilmesidir. Reperflizyonla birlikte
olusan hasarmn biiyiikligli iskemi siiresi ve siddeti ile iligkilidir. Kisa siireli
iskemilerde reperflizyon  hasarin1 siddeti hafif olurken, iskeminin siiresinin
uzun ve irreversible hasarm olustugu durumlarda reperfiizyonla birlikte
hiicrelerin ~ kurtarilmasi miimkiin olmayabilir. Iskemiye maruz kalmis bir
dokunun reperfiize edilmesiyle iskemik hasarm azalacagi beklenir; ancak
belli durumlarda bu miimkiin olmaz ve aksine hasarin arttig: tespit edilir.

Iskemik dokuda, hem hiicrenin  rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in, yeniden kan akiminin saglanmasi gerekir. Ancak

iskemik dokunun reperflizyonu bir dizi olayin baslamasi ile paradoksal olarak doku
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hasarina yol acar (3). Reperflizyon doneminde dokuda nétrofil infiltrasyonu,
kopleman  sisteminin aktivasyonu, kalsiyum aracili proteazlarin aktivasyonu,
aragidonik asit (AA) metabolizmas1 gibi pek ¢ok sistem, serbest radikal (SR)
olusumunu artirarak, hasara neden olmaktadir (3). Sok, yanik, sepsis, pankreatit
gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile iskemi ve bu durumlarmn diizeltilmesi
ile de reperflizyon hasari ortaya ¢ikmaktadir (3,20). Serebrovaskiiler olaylarda,
miyokard enfarktiisinde uygulanan trombolitik tedavi veya revaskiilarizasyon
ameliyatlar1 da yine reperflizyon hasarina neden olmaktadir (3). Travmalarda ve
travma cerrahilerinde hipovolemi yada kanama kontrolii nedeniyle yapilan klemp,
tampon uygulamalar1 iskemiye neden olurken, resiisitasyon sonrast mutlak bir
reperfiizyon ile yine IRH giindeme gelmektedir (3,20). Kardiovaskiiler cerrahide
aort ya da periferik arter klemp uygulamasi sonrasi ortaya cikan tablo IRH ile
karakterizedir. Transplantasyon cerrahisinde kaginilmaz olarak transplante edilecek
organin iskemi ve reperfiizyonu s6z konusu olup, olusan hasar  greft
fonksiyonlarm etkilemektedir. Ozetle neredeyse biitiin cerrahi islemler sirasinda
dokularin iskemisi ve siklikla bunu takip eden bir reperfiizyon periyodu vardir (3).

Kan akiminin normale ddnmesiyle (reperfiizyon) olusan metabolitlerin
oksidasyonu sonucu olusan maddeler dolagima karisir ve kan yolu ile tiim viicuda
yayilarak uzak organ hasarindan sorumlu olurlar.

Reperfiizyon, iskemi sonrasi iskeminin biraktigi hasar1 artiran bir potansiyele
sahiptir. Reperflizyon hasar1 endotelial ve mikrovaskiiler disfonksiyon, selliiler
nekroz ve apopitozisle karakterizedir. Reperfiizyon hasarina yol agan mekanizmalar,
etkileyici bir diizen i¢indedirler (21).

Iskemik bir dokuda kan akiminmn yeniden baslamasi durumunda 6zellikle
dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer 16kositler tarafindan salinan serbest oksijen
radikalleri dokudaki yikimu artirici etki yapar (22). iskemik dokuya gelen ve yerlesen
polimorfoniikleer I6kositler birgok yoldan etki ederek iskemik dokuyu yok ederler.
Lokositler endotel l6kosit adezyon molekiili (ELAM-1), interselliiler adezyon
molekiilii (ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM-1), L-Selektin gibi
adezyon molekiillerine tutunarak iskemik dokuya yerlesir (23).

Reperfiizyon sonrasi iskemik dokuya olan siirekli 16kosit gocii, iskemi-

reperflizyon hasarma (IRH) bagli doku hasarmin devamini ve genislemesini saglar.
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Lokositler proteolitik enzim (elastaz) ve serbest oksijen radikalleri sentezi ve kapiller
seviyede mikrodolasim tikaniklig1 ile hasara katkida bulunur (19,24).

Bu patolojik olayin ortaya g¢ikmasindan sorumlu tutulan mekanizmalar olarak
serbest oksijen radikalleri (SOR), proinflamatuvar mediatorlerin artmasi, l6kosit
infiltrasyonu, kalsiyum yiiklenmesi, fosfolipid peroksidasyonu ve azalmasi,

bozulmus nitrik oksit metabolizmasi ve azalmig ATP sentezi ileri stiriilmiistiir (25).

2.3. Organizmada Prooksidan-Antioksidan Denge

Organizmada prooksidan-antioksidan denge saglikli bir yasam i¢in ¢ok
onemlidir.  Serbest radikal olusumundaki artis ve/veya antioksidan sistemdeki
yetersizlik organizmada oksidatif strese neden olmaktadir (26,27,28). Serbest
radikaller biyolojik sistemlerde ¢ok dnemli olup dis orbitallerinde paylasilmamis bir
elektron tasirlar. Omiirleri ¢ok kisa olan ve kararsiz bir yap1 gdsteren bu bilesikler
etrafindaki molekiillerle etkilesime girerek elektron almaya calisirlar ve en kisa

zamanda kararl bir hale varmak isterler (29,30).

Respiratory

Protein enzymes
damage
Mitochondrial
damage
Membrane
damage
DNA A Cell swelling
damage
Increased
permeability

Massive influx
of Ca?*

Lipid peroxidation

Sekil 2.4. Serbest oksijen radikallerine bagl hiicre hasar1
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Serbest radikaller organizmada hem metabolizma sirasinda stirekli ortaya
cikar, hem de radyasyon, ilaclar ve zararl kimyasallar gibi ¢esitli dig etkenlerin
etkisi sonucunda olusabilirler. Organizmada olusan radikallerin cogu oksijen
kaynaklidir. Oksijen disinda karbon ve kiikiirt merkezli radikallerin de az da
olsa olustugu bilinmektedir (27,29).

Aerobik organizmalarda ~ yasamm devami i¢cin  oksijene  mutlak
ihtiyag  duyulur. Oksijen  hiicrede  bir  dizi  reaksiyondan gecerek
suya doniisiir ve bu siliregte hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglar.
Fakat  bu siiregte oksijenin % 2- 3 kadar1 suya doniisemez ve oksijen
kaynakli  radikaller ~ olusur. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile
stiperoksit radikali (O27), iki elektron alarak indirgenmesi ile de hidrojen
peroksit (H,0;) meydana gelir. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede
reaktif hidroksil radikali (OH") meydana gelir. Déordiincii elektron eklenmesi
ile de su olusur (27,29).

O,+H "+ — HOy Hidroperoksil radikali
HO, —> H'+0, Superoksit radikali
O +2H +e —» H0; Hidrojen peroksit
H0+tee ——» OH +O0OH Hidroksil radikali
OH+e+H" — H,0 Su

Daha oOnce de belirtildigi gibi iskemik dokularin reperfiizyonu, toksik
serbest  oksijen radikali (SOR) olusumuna yol acar. Bunlar siiperoksit
anyonlar (O;), hidroksil radikalleri (OH"), hipoklorik asit (HOCI), hidrojen
peroksit (H,O;) ve nitrik oksitten derive  peroksinitrittir (20).  Oksijen
kokenli serbest radikal araciligi ile olusan hasarda ilk basamak, ksantin
oksidaz  kokenli O,  anyonlarmin iiretilmesidir (31). Iskemi sirasmnda
hiicresel ATP, hipoksantin olusturmak tizere indirgenir. Normal kosullarda
hipoksantin,  ksantin ~ dehidrogenaz =~ yardimiyla ksantine oksidize edilir.
Ancak iskemi  sirasinda ksantin  dehidrogenaz,  ksantin oksidaza
dontistiiriiliir.  Substrat  olarak  nikotinamid  adenin diniikleotid kullanan
ksantin  dehidrogenazin tersine, ksantin oksidaz oksijeni kullanir  ve
bundan dolayr  iskemi  swasmmda  hipoksantinin ksantine doniisiimiini

katalize edemez ve bu da hipoksantinin dokuda asirl seviyelere
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cikmasina  yol acar. Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda, fazla
miktardaki  hipoksantinin  ksantin oksidaz ile donistiiriilmesi toksik SOR
olusumu ile sonuclanir (20).

Selliiler ve subselliler membranlarin  lipid  peroksidasyonu  da,
oksijen kokenli serbest radikallerin  artirdigi  hiicre  hasarinda onemli
bir  mekanizmadir (32) . Hiicre membranlar1  igerisinde  poliansatiire yag
asitlerinin  lipid peroksidasyonu, hiicresel ~ bitiinlik ve  fonksiyon
kayb1 ile  sonug¢lanabilir. Bu durum tek basima OH’ radikalleri
ile baglatilabilecegi  gibi, uygun bir selator varliginda O, ile de
baglatilabilir (15).

2.4. Iskemi-Reperfiizyon Modelleri

Dokularin total iskemiye dayanma siireleri arastirilirken ve fizyopatoloji daha
iyi anlasildikga, ¢esitli hayvan tiirlerinde, klinikte rastlanilan durumlara uygun
modeller gelistirilmistir.

Iskemi modelleri; (33)

1- Total arteriel: Arteriel kan akiminin tam olarak durdurulmasi,

2- Total Venodz: Ven akiminin disaridan ( basi, biikiilme, v.s.) veya igeriden
(tromboemboli) kaynaklanan bir nedenle kesilmesi,

3- Total global: Dokuya gelen ve donen kan akiminin tam kesilmesini ifade
eder,

4- Kismi vendz: Ven duvarmnin arter duvarina gore ince ve zayif olmasi,
disaridan olacak basi ve biikiilmelerden daha fazla etkilenme sebebidir ve kismi
etki yaratilabilir.

Biz calismamizda, uygulamanin daha kolay olmasi ve referans olarak
aldigtmiz  calismalarda daha  siklikla kullanilmis olmasi nedeniyle, total

arteriyel kan akimmin durdurulmasi modelini tercih ettik.

2.5. iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmalar

Iskemik dokunun infarktiisden kurtulmas: i¢in reperfiizyon sarttir. Ancak
reperflizyon iskeminin dokuda yapmis oldugu hasar1 arttirarak infarkt sahasinin
genislemesine neden olur. Bu olaylarim tamamina birden “reperfiizyon hasar1” adi

verilir. Iskemiye maruz kalan her dokuda reperfiizyon hasar1 olusur.
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2.5.1. Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Lékositleri Rolii ve Lokosit
Endotel Etkilesimi

Iskemi reperfiizyon hasarinda aktif hale gelen ilk hiicre nétrofil olup hasarin
elzem hiicrelerindendir. Mikrovaskiiler ve mukozal hasarin ¢ogundan sorumlu son
mekanizma olduklar1 diistiniilmektedir (19).

Grisham ve arkadaslar1 iskemi-reperfiizyon (I-R) etkisinin dokuda nétrofil
birikimi ile dogrudan iliskili oldugunu ve bu akiimiilasyonun normal hemostaza gore
iskemi doneminde 5 kat ve reperflizyon doneminde ise 18 kat daha fazla
gerceklestigini tespit etmislerdir (34). Notrofil bagimli reperflizyon hasarinda nétrofil

adezyonu en 6nemli basamaktir (35)

ATP
Q Q0
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Wy FONADEH wadase NADPH| 43
du+ 202 + Bt EES
e tﬁmﬁjm\ﬂ“mmw
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0 Op 2GS-SG
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Xanihins O+ 2H"
oxidase 2HpOa + 20— 20H-Cl
_ superoxide e - 2Hz0
rotaases Kanthine \ disrnutase peroxidase
iCatd
Xanthine e b 20H" +
Dehydrogenase Forrt 20OH-

Sekil 2.5. Iskemi-Reperfiizyon hasarinin patofizyoloji

Iskemi-reperfiizyon; endotel ve 1dkosit hiicre yiizeyleri adezyon molekiil
olusumunu artirarak 16kosit diapedeziyle sonuglanan kaskadin aktivasyonuna neden
olur (36). Doku iskemisi sonrasi dokudan agiga ¢ikan (platelet, endotel ve
notrofillerden) kemotaktik sinyaller notrofil adezyon ve diapedez siirecinin diizenli

sekilde gerceklesmesine neden olurlar. Dolasimda bulunan nétrofiller aktive
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olduklarinda iskemik doku endoteline yapisip interstisyel alana gegerler (37).

I-R 16kosit aktivasyonuna, kemotaksise, 16kosit—endotelyal hiicre adezyonuna
ve transmigrasyona neden olur (38,39). Extravaskiiler kompartmana ulasildiginda
aktive edilmis Iokositler toksik SOR, proteazlar ve elastazlar salarlar ve bu da
mikrovaskiiler permeabilitede artisa, 6deme, tromboza ve parankimal hiicre dliimiine
neden olur (38,39).

Serbest oksijen radikalleri kemotaktik stimiilanlarin olusumunu artirarak
(PAF,LTB4), kompleman aktivasyonunu gergeklestirerek, adhezyon molekiillerinin
ekspresyonunu artirarak, antiadhesiv molekiil olan nitrik oksitin yikimini artirarak
l16kosit infiltrasyonuna neden olurlar (40).

Aktive olmus lokositler saliverdikleri serbest oksijen radikalleri, sitotoksik
enzimleri ve mikrosirkiilasyonda olusturduklar1 obstriiksiyonla hasara katkida
bulunurlar. Lokositlerin iskemi reperflizyon periyodundan sonra ¢izgili kasta biriktigi
gbzlenmistir (41).

Lokositlerin dokuya niifuz edebilmelerinin 6n kosulu endotel hiicrelerine
yapismalaridir (Adezyon). Baslangigta lokositler ve aktive olmus endotel hiicreleri
arasinda olusan adezyona E-selektin, P-selektin ve L-selektin aracilik eder. Selektin
ve adezyon molekiilleri noétrofil aracili hasarda Onemli rol oynarlar. P-selektin
monoklonal antikorlarinm hayvan I-R hasar modelinde, reperfiizyondan 10 dakika
once verildiginde miyokardial hasar1 azalttigi gosterilmistir (42). Hem P-selektin,
hem de E-selektin reperflizyonda saatler i¢inde endotel lizerinde gosterilmislerdir.
Monoklonal antikorlar ile acgiga ¢ikmis notrofil L-selektinin blokaji da nekroz
alanlarinda nétrofil infiltrasyonunu azalttig1 gosterilmistir (43).

Bu sekilde adezyona ugramis lokositler kompleman faktor Sa (Cba),
I6kotrien B4 (LTBy), interlokin 8 (IL-8) ve platelet aktive edici faktdr (PAF) aracilig:
ile aktive edilirler ve yiizeylerinde CD11b/18 molekiilleri belirir. CD11b/18 ve ayrica
ICAM-1 etkinligi sonucu daha Once olusan adezyon giiclenir ve transendotelial
migrasyon olusur (44-46).

Sonrasinda, endotel hiicreleri arasindan gegen 16kositler hedef dokuya gog
ederler (Diapedez). Lokosit gogii esas olarak vendz kilcallardan olur. Lokositler bu
gbc esnasinda endotel bazal membraninda bir siire duraklarlar. Lokositlerden

salgilanan kollagenazlar, bazal membran parcalanmasi ve lokositlerin interstisyel
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alana gegislerinde 6nemli rol oynar. Hasarli dokuya olan 16kosit kemotaksisi C5a
(kompleman sistem unsuru), LTB-4 (Arasidonik asit lipoksigenaz yolu iiriinleri), iL-
8 (Sitokin) yoluyla saglanir (22). iskemi reperfiizyon sirasmda olusan tiimér
nekrozis faktdr alfa (TNF-a), interlokin 1 beta (IL1B), PAF ve kompleman sistemi
gibi inflamatuvar aracilarin hepsi 16kosit gogiinii artirir (47).

Polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) myeloperoksidaz ve nikotinamid adenin
niikleotid fosfat (NADPH) oksidaz yoluyla serbest radikaller olusturabilir (48).
Oksijen metabolitlerinin olusumu 16kosit NADPH oksidazin hizli aktivasyonuna
baglhidir. Bu, NADPH’1 oksidasyona ugratir ve prosesde oksijen, O, iyonuna
indirgenir.

20, + NADPH NADPH OKSIDAZ 20, + NADP+ + H+

Siiperoksit ¢ogu kez spontan dismutasyonla (O, + 2H" — H,0,)

hidrojen  peroksite  doniisiir. Notrofil lizozomlar1  (azurofilik  graniiller)
myeloperoksidaz enzimi icerirler ve klor varhginda myeloproksidaz,
H,0; ‘yi  HOCI’ ye doniistiiriir.  HOCI kuvvetli bir oksidandir (15) (Sekil 2.5).
PMNL, H;O, ve HOCI sekresyonu yoluyla ~ hasar1  indiikleyebilir.
Notrofil graniilleri ayrica ¢ok fazla sayida enzim icerir. Bunlardan
bazilar1; serin proteaz, elastaz, kollojenaz ve jelatinaz’dir.  Sonu¢ olarak
bu enzimler ve SOR mikrovaskuler permeabilitede artisa Yol acgarak
yapisal matrix proteinlerinde lizise neden olur (48).

Arasidonik asit, 20 karbonlu poliansatiire bir yag asididir. Viicutta yalnizca
hiicre membran proteinlerinin  bir komponenti olarak bulunur. AA bu
fosfolipidlerden hiicresel fosfolipazlar yoluyla salinir. Hiicresel fosfolipazlar
mekanik, kimyasal, fiziksel —uyar1 veya  kompleman-5a (C5a) gibi
iltihabi mediatorlerce aktive edilirler. Daha sonra siklooksijenaz enzimi ile
prostoglandinler (PG) wve tromboksan A; ( TXAy olusturulur. Nétrofillerde
baskin olarak lipooksijenaz enzimi ile de 5-HPETE olusur. 5-HPETE
oldukca kararsizdir; ya notrofiller icin kemotaktik olan 5-HETE’ ye, ya da
Lokotrienlere (LT) doniisiir. LT’lerden de ozellikle LTB4 notrofiller
icin kemotaktiktir (15). Oksijen radikallerinin salintmi sonucunda intraselliiler
kalsijumda (Ca” bir artis olur ve bu Ca' artigmin  plazma membran

fosfolipaz aktivasyonunun artisinda ¢ok o©nemli oldugu diisiiniiliir. Fosfolipaz
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aktivasyonu ile de AA metabolizma {irlinleri olugsmaktadir (32). Bu iirlinler nétrofil
aracili I-R hasarmni su ii¢ yoldan biriyle etkiler.

1- Bu diiriinlerden ozellikle TXA, ve LTB4 kemo-atraktan etkilidir (49,50).
Miyokardial iskemide AA metabolizma {iriinleri inhibe edildiginde notrofil
akiimiilasyonu azaltilmistir (51).

2- AA driinleri ayn1 zamanda nétrofil aktivatorleri gibi calisabilirler. LTB4
notrofil aracilt artmis kapiller permeabiliteyi in vivo ve in vitro indiikleyebilir (52).
TXA; ninde nétrofillerden H,0, yapimini artirdigi bilinmektedir (53).

3- LT’ler ve TX mikrovaskiilarizasyon diizeyinde kan akimini ve bdylelikle
direkt etkiyle doku perfiizyonunu etkiler (54). Bu yolla TX’in etkilerine bagh
reperfiizyon sirasindaki yavas akimi agirlastirabilir (55).

Hasarlanmig bolgede biriken hiicre tipi, inflamasyonun siiresi ve
uyaranm  tipine gore degisir. Iskemi reperfiizyon hasarma inflamatuvar
cevapta ilk 6-24 saat noétrofil hakimiyeti mevcut iken, 24-48  saatlerde
monositler baskin hale gecerler. Bunun nedeni nétrofillerin kanda fazla bulunmasi,
daha hizli aktive olmalari, adezyon molekiillerine yiiksek afinite ile baglanmalar1 ve
yar1 dmirlerinin kisa olmasidir. Dolayisiyla akut donemde notrofil kronik donemde
monosit hakimiyeti vardir (22).

Tim bu basamaklar sonucunda lokositler dokuda hasarin genislemesine
neden olurlar. Bu durumun klinik yansimas1 mikrovaskiiler tromboz ve disfonksiyon

ile karakterize “no-reflow” fenomenidir (19).

2.5.2. Mikrodolasim ( No-Reflow Fenomeni)

Mikrodolasim, en u¢ kan dolasim sistemidir. Iskemi sonrasi reperfiizyon
periyodunda iskemik dokuda ilk biriken hiicreler plateletlerdir. Bunlar endotel
aktivasyonuna  ve 16kosit Dbirikimine katkida bulunurlar (24). Aktive olmus
16kositler inflamatuvar yanit olusmasmna neden olurlar. Lokositler
mikrodolasimda birikerek kollaps ve tikanikliga neden olurlar. Dolayisiyla
lokosit-platelet ve lokosit-endotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma olup,
interstisyel sivi birikimi ve azalmis endotel bagimli vazodilatasyon bu duruma
katkida bulunur (56).

Lokosit-endotel etkilesimi endotelde sisme ve daha ¢ok 16kosit adezyonuyla

sonuglanir. Lokosit-platelet adezyonu ise plateletlerin subendotel alanda birikerek,
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endotel ayrilmasina neden olur. Biriken plateletler daha fazla 16kosit etkilesimine
neden olur (57). Sonu¢ olarak endotel-l6kosit-platelet etkilesimleriyle fibrin

birikimini takiben trombiis olusumu gozlenir.

| Integrins |

}—Selectins——-i
Basement

Membrane
13—
< Endothelium

Vascular
Lumen

P-Selectin

CD11/CD18 ICAM-1
Interstitial
Space
Loose Adhesion Firm Adhesion/ Diapedesis
("Rolling") Aggregation

Sekil2.6. Iskemi repefiizyon hasarinda I6kosit-endotel etkilesimi

2.5.3. Plateletler

Hiicre zar1 fosfolipidlerinin peroksidasyonu sonucu; hiicre zar1 biitiinliigii,
gecirgenligi ve hiicre ylizey reseptdr fonksiyonlari etkilenir. Yapilan ¢aligmalarda,
aragidonik asit ve ¢oklu doymamis yag asitlerden olusan izoprostan isimli serbest
radikal saptanmustir. Prostaglandinlere benzerligi nedeniyle bu sekilde isimlendirilen
molekiil, TXA2 gibi, platelet ve damar diiz kas aktivasyonuna neden olur (58).

Reperflizyon periyoduyla birlikte siddetli platelet aktivasyonu olusur. Artmis
bu aktivite, reperfiizyon doneminde artmis trombojenite ve yeniden tikaniklik
risklerini de beraberinde getirir. Trombosit aktivasyonun primer etkeni tam olarak
bilinmemekle  birlikte,  reperfiizyonla birlikte  olusan =~ SOR patlamasi
su¢lanmaktadir (59).

Hidrojen peroksitin platelet aktivasyonunu tetikleyici etkisi bilinmektedir.

Dolayisiyla hidrojen peroksit olusumuna neden olan SOD’da platelet aktivasyonu
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saglar. Fosfolipaz A2 ile uyarilmis arasidonik asit olusumu ve son lriin TxA2’de
platelet aktivasyonu saglarlar. Dolayisiyla; aspirin, mepaerine (fosfolipaz A2
inhibitorii), hidroksil radikali temizleyicileri ve demir selazyonu, trombosit
aktivasyonunu azaltirlar. Reperflizyon periyodunda artan NADPH oksidaz ve
fosfolipaz A2 platelet aktivasyonuna katkida bulunur (59).

SOR, indirekt yollarla da platelet fonksiyonunu etkiler. NO normalde,
vazodilatasyon ve antiplatelet etki saglar ancak reperflizyon doneminde siiperoksit
anyon ile etkilesime girerek peroksinitrit olusumu gergeklesir. Peroksinitrit anyonu
ise, prostasiklin ile olusan antiplatelet etkiyi yok ederek, kiimelesmeye egilim yaratir.
Ayn1 zamanda, reperflizyon periyodunda SOR’un endotel iizerindeki hasarma bagl
siklooksijenaz yolu inaktive olarak PGI2 (prostasiklin) sentezi de azalir. Dolayisiyla
[-R hasar1 sirasinda NO, PGI2’nin inhibisyon ve sentezlerinin azalmasi, platelet
aktivasyonuna neden olur (58). I-R hasar1  srasnda, endotel hiicre
trombin sentezinde artis ve antitrombin etkinligi olan trombomodulinde ise
artan SOR’a ikincil azalma goriiliir. Dolayisiyla, platelet aktivasyonu olusturan
trombin diizeyinde ciddi artis olusur (58). PAF, trombosit aktivasyonu ve
inflamasyon i¢in gili¢lii bir mediatdr olup, reperfiizyon sonrasi olusan SOR, hem
endotel PAF sentezini arttirr hem de PAF yikimini saglayan PAF-asetilhidrolaz
enzim aktivitesini inhibe ederler (58). Dolayisiyla, reperfliizyona eslik eden SOR
olusumu platelet aktivasyonu saglayarak tromboz ve yeniden tikanmaya egilim

olustururlar (58).

2.5.4. Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiillerdeki atomlar uzayda bir yer Kkaplarlar ve bu kapladiklar
yere orbital adi verilir. Her orbitalde biri saat yoniinde, digeri de tersi
yonde hareket eden iki elektron bulunur. Eger bir orbitalde, yalnizca
bir  adet elektron bulunuyorsa, buna esi olmayan elektron denir.
Serbest radikal ise dis orbitalinde tek sayida, esi olmayan elektron
tastyan, elektrik yiikli veya yiikksiz olabilen atom veya molekiillerdir
(15,60).  Kimyasal formiillerde bu elektron “” simgesi ile (6r: OH )
gosterilir.  Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin isleyisi
sirasinda  olustugu gibi, cesitli dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir.

Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle c¢ok aktif
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yapili olan serbest radikaller, tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 06zelligi
gosterirler (60-62).

Serbest oksijen radikalleri su yollarla olusmaktadir (63,64):

1- Radyan enerji absorbsiyonu (ultraviyole, X 1sini1).

2-Hiicrenin  normal metabolizmas1  sirasinda gergeklesen oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonlart  ( Ornegin: solunum, ksantin oksidaz, fenton
reaksiyonu). Ozellikle demir ve bakir metabolizmas1 hiicre icin biiyiik bir
oksidatif hasardir.

3- Dig  kaynakli  kimyasal = maddelerin ve ilaglarin  enzimatik
metabolizasyonu.

4- Nitrik oksid (NO); o6nemli bir kimyasal mediyatordiir (endotel,
makrofaj ve noronlarda ) ve serbest radikale doniisebilir.

5- iskemik hasarli bdlgenin reperfiizyonu ve oksijen tedavisi sirasinda.

6- inflamasyonda polimorf 18kositler ve makrofajlar yolu ile.

Biyolojik  sistemlerde elektron transferinin yer aldigi indirgenme
yikseltgenme  reaksiyonlarinda  serbest radikaller olusmaktadir. Olusan bu
radikaller endojen  mekanizmalarla  etkisiz hale getirilirler. Iskemi
sonrast  reperfiizyon sathasinda olusan serbest oksijen radikal diizeyi
viicut savunma  sistemlerini  astigindan lokal ve sistemik etki olusmasina
neden olur (65).

Aerobik canlilarda serbest radikaller  i¢in en Oonemli kaynagin
molekiiler oksijen oldugu kabul edilmektedir. Normal metabolizma sirasinda
oksijenin  %98’i  H,O’ya indirgenmektedir.  Geriye kalan %2’lik kisim
stiperoksit ve hidroksil radikaline doniisiir. En onemli serbest oksijen radikalleri
stiperoksit (O2") ve hidroksil (OH) anyonlaridir (66).

SR’ ler organizmada  mitokondrinin  yani swa, hiicrelerin  tim
fraksiyonlarinda, zara baglh veya serbest halde bulunan pek ¢ok
enzimin  katalizledigi  reaksiyonlar swrasinda da olugsmaktadir. Bunlar
arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi,
sitoplazmada  ksantin oksidaz, hiicre = zarma baglh  NADPH  oksidaz
ve lipoksigenazlar gibi  enzimlerin kataliz ~ ettigi  reaksiyonlar

sayilabilir.



Tablo 2.1. Oksijen ve Azot kaynakli reaktif bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar

O, = Siiperoksit H,O, = Hidrojen Peroksit
‘OH = Hidroksil 'o, =Singlet Oksijen

HO, = Hidroperoksil HOCI  =Hipoklor6z Asit

RO = Alkoksil ONOO" = Peroksinitrit Radikali
ROO" = Peroksil (OF =0zon

NO- = Nitrik oksit LOOH = Lipid Hidroperoksit

NO, = Azot Dioksit

Siiperoksit radikali:

Hemen tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi  sonucu O, meydana gelir. Bu radikalden spontan vya da
enzimatik dismiitasyon ile ikinci bir ara iiriin, H2O, olusur. Demir (Fe) ve Bakir
(Cu) gibi gecis metalleri iyonlarmnin indirgeyicisi olmasi bakimindan da énemlidir.
Stiperoksit radikali direkt olarak fazla zarar vermez. Asil onemi H,O, kaynagi
olmast ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksidin,
fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu, reaktif bir oksijen
tirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Boylece NO'in normal etkisi inhibe
edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve
azot dioksit (NO,), hidroksil radikali (OH) wve nitronyum iyonu (NO;) gibi
daha baska toksik iirlinlere dontistirler (4).

Hidrojen peroksit:

Molekiiller O’ nin, cevresindeki molekiillerden 2  elektron almasi
sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen (H") atomu ile birleserek
hidrojen  peroksidi meydana  getirir.  H,O, membranlardan  kolayca
gecebilen uzun Omiirli  bir oksidandwr. Katalaz (KAT) enzimi ile H,O
ve Oy ye yikilir. HyO, bir serbest radikal  olmadigi halde,
reaktif oksijen tirleri icine gire rve serbest radikal biyokimyasinda
onemli  bir rol oynar. Ciinkii siiperoksid ile reaksiyona girerek, en
reaktif ve zarar verici serbest radikal olan OH olusturmak {izere

kolaylikla yikilabilir. Buna  Haber — Weiss Tepkimesi adi verilir. Haber -
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Weiss Tepkimesi, ya katalizor varliginda ya da katalizorsiiz olarak gerceklesir.
Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukca yavas ilerler. Bu tepkime asagidaki gibi
ilerler.

20, + 2H,0, —» 20, + 20H" + 20H" (Haber — Weiss Tepkimesi)

Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu tepkimede Once ferri
demir(Fe*®) siiperoksid tarafindan ferro demire (Fe*?) indirgenir. Sonra ferro demir
kullanilarak Fenton Reaksiyonu ile HyO,’den hidroksil radikalleri iiretilir. Bu
tepkime asagidaki gibi ilerler.

Fe*? + 2H,0, —» Fe™ + OH + OH  ( Fenton Tepkimesi)

Gortldiigii  gibi sliperoksid, hem H;0, kaynagi, hem de gecis metalleri
iyonlarinin  indirgeyicisidir. Indirgenmis ge¢is metalleri (demir ve bakir),

okside sekillerine gore, H,O, ile birlikte daha reaktiftirler.

Hidroksil radikali:

OH"; H202'nin  gegis metallerinin varhiginda indirgenmesiyle meydana gelir
(Fenton Reaksiyonu). Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmas1 sonucunda da hidroksil radikali olusur. Hidroksil radikali; son derece
reaktif bir oksidan radikalidir. Yarilanma omrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik

hasara sebep olur (67).

Nitrik oksit (NO):

Nitrik oksit L-Arginin’in guanidium grubundan, Nitrik oksit sentetaz (NOS)
enzimi aracilig1 ile endotelde sentezlenen diatomik serbest radikaldir (68). Ug farkli
NOS enzimi vardwr. Endotelial, ndronal ve tgiinciisii de normal kosullarda
iretilmeyen ancak enflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya
endotoksinler tarafindan indiiklenebilen indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)’
dur. Ayrica iNOS NO iiretimi Ca*® bagimsizdir. Nitrik oksit, iskemi reperfiizyon
hasarina kars1 olduke¢a iyi bilinen koruyucu ve mediatordiir (68).

Nitrik oksit vaskiiler tonusun fizyolojik regiilasyonu, platelet agregasyonunun
inhibisyonu, endotele lokosit adezyonunun engellenmesi, oksijen derive serbest
radikallerin temizlenmesi, normal vaskiiler permeabilitenin idamesi, diiz kas
proliferasyonunun  engellenmesi, immun defansin giiclendirilmesi, endotel

hiicrelerinin rejenerasyonu gibi bir¢ok yasamsal olayda etken bir maddedir (69).
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Ayn1 zamanda iskemik dokularda siiperoksit dismutaz aktivitesini etkileyerek
hidrojen peroksit birikimini azaltir (70).

IRH’na bagl gelisen endotel hiicre disfonksiyonunda, nitrik oksit sentezinde
azalma olusarak hiicre hasari derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagli nitrik oksit

azalma mekanizmasi hala tam olarak gosterilememistir (68).

SR’ lerin hiicre bilesenlerinde olusturdugu zararh etkiler

a) Serbest radikallerin  proteinler  lizerine olan  etkileri:  Serbest
radikaller proteinler lizerinde dogrudan veya dolayli etki gosterebilirler. Peptit
baglari, prolin ve lizin gibi amino asitler serbest radikallerden olduk¢a kolay
etkilenir. Protein oksidasyonu, 6zellikle histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino
asitlerde karbonil gruplarinin olusumu seklinde olur. Lipid peroksidasyonun
aldehit yapidaki {triinleri sisteinin siilthidril gruplari ile veya lizin ve histidinler ile
kovalent  baglar  olusturarak  proteinlerde = fragmentasyon = ve  ¢apraz
baglanmalara neden olur. Bu olaylar proteinlerin  fonksiyonlarinda
bozulmalara yol agar (27,29,61).

SR’ ler aminoasit yan zincirlerinin oksidasyonuna neden olarak protein-
protein baglarmin olusmasimna yol agarlar. Ayrica protein ana zincirini okside ederek
protein parg¢alanmasina neden olurlar. Boylece hiicrede fonksiyonel oneme sahip
enzimlerde bozulmalar ortaya ¢ikmaktadir. (3).

b) Serbest radikallerin niikleik asitler ve deoksi riboniikleik asit (DNA)
iizerine olan etkileri: Serbest radikallerin etkisi ile DNA yapisinda yapisal degisimler
olur. Bu yapisal degisimler piirin ve pirimidin bazlarinda pargalanma, zincir
kirilmalari, DNA denatiirasyonu gibi ¢esitli olaylar1 kapsamaktadir (27,29,61).

SR’ler,nniikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona girerek tek
zincir kirilmalari olusturur. Bu durumda DNA onarim mekanizmasmin uyarilmasi ile
poli (ADP-riboz ) polimeraz (PARS) enzimi aktive olur (3). PARS niikleusta
bulunan, protein modifikasyonu ve niikleotid polimerizasyonu yapan bir enzimdir.
Fizyolojik rolii tam bilinmemekle birlikte gen ekspresyonu, gen amplifikasyonu,
hiicresel farklilagma, malign transformasyon, hiicre bdlinmesi ve DNA
replikasyonunda rolii olduguna dair veriler vardir. PARS 1n aktivasyonu sonucu bu
enzimin substrati olan nikotinamid diniikleotid (NAD) diizeyi diiser. NAD ise

glikoliz ve trikarboksilik asit sikluslarinda kofaktdr oldugundan bu sikluslar durur ve
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boylece ATP olusumu azalir. Sonugta hiicrelerin enerji kaybetmeleriyle nekrotik tip
hiicre 6liimii olur (3)

c) Serbest radikallerin lipitler iizerine etkileri:  Serbest radikallerin
lipitler  {izerindeki  en onemli etkileri lipid peroksidasyonunu
uyarmasidir. Lipid  peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan
ve hiicre zarlarinda bulunan ¢ok doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna
yol acan kimyasal bir olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil
radikali ve alkoksil radikali  lipit peroksidasyonunu  baglatan  baslica
radikallerdir (27,29,61).

Lipid peroksidasyonu ¢ok doymamis yag asidi (LH) zincirindeki -metilen
gruplarindan  hidrojen  atomunun  uzaklasmasi ile  baslar ve boylece
yag asidi zinciri bir radikal niteligi kazanir. Bu lipit radikali (L") dayaniksiz
bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir. Ik 6nce, molekiil i¢i ¢ift bag
aktarilmast (rezonans) ile dien konjugati olugmaktadir. Daha sonra yag asidi
radikaline hizli bir sekilde oksijen eklenerek peroksil radikali (LOO") olusur. Bu
lipid peroksil radikalleri zar yapisindaki diger c¢ok doymamis yag asidi
molekiillerinden hidrojen atomlarmi ¢ikartarak yeni reaksiyonlar1 baglatirlar,
kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipid hidroperoksitlerine
doniigiirler (LOOH). Lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve  diger karbonil
bilesiklerine doniismesi  ile  lipid peroksidasyon reaksiyonlar1  sona
ermektedir (27,28,61) (Sekil 2.7).

Baslangig: LH+R — L'+RH

Ilerleme: L' +0, ——» LOO (lipit peroksit radikali)

LOO +LH —* LOOH + L (lipit hidroperoksit)

Sonlanma:  LOOH — Malondialdehit gibi aldehitler ve diger

karbonil bilesikler, etan, pentan v.s.

Hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi
etkilenmekte, hiicre i¢ci ve dis1 iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun
sonucunda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artmakta ve buna baglh olarak
proteazlar aktive olmaktadir. Bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol oynamaktadir.
Ote yandan lipid peroksidasyonun son fiiriinii olan aldehitler de sitotoksik etkilere

sahiptir (27-29,61)(Bkz. Sekil 2.7).
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Lipid peroksidasyonu, lipid hiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere donilismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan
malonil dialdehit (MDA) miktari, tiyobarbitiirik asit testi ile dl¢iilmekte ve  bu
yontem lipid peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Lipid
hiperoksitlerinin parcalanmasi ile olusan etan, biitan ve pentan gibi gazlarin tayini

de son yillarda lipid peroksidasyon gostergesi olarak degerlendirilmektedir (71).

Q,
Egzersiz Anoksi Peroksizomlar
Kimyasallar - - * Mitokondri
Fagositler
Katalaz
Q; > H,0, H.0
‘ Fe:
Oksidanlar ,
Radyasyon %erulc;pla_zmln
. ) ransfernin
Kimyssalla Transferritin
¥ i
0, OH, [, L0} LOO = Askorbat, 0;
Cu*, Fe*
/ -
LH ~L00H Z80-Px _ oy
/
Zar hasar
Aldehitler Kalsiyum akiginda artma ve lizozomal
Epoksidler enzim serbestlegmesi

== Enzimler, proteinler, DNA, RMA hasan

|

Hicre &ldma
Organ veya sistem bozukluklan

Sekil 2.7. Lipid peroksidasyonu ve etkileri
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2.6. Iskemi-Reperfiizyon Hasarim Onlemek I¢in Tedavi Stratejileri

Serbest radikaller tim biyolojik maddelerle reaksiyona girerler ve
ozellikle hidroksil radikalleri  hiicre zarindaki lipidlerin peroksidasyonuna
neden olarak hiicrenin yapisinin bozulmasina sebep olurlar. Lipid radikallerin
olusmasi, zar lipid yapisinda degisikliklere ve zar islevinin bozulmasia neden
olmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyumun artmasi ile baglayan ve radikallerin enzimler ve
diger hiicre elemanlarina  etkisi ile olusan sitotoksik iirlinlerin katilimiyla,
hiicreyi  6liime kadar gotiiren siirece karsi, hiicrenin  kendini korumak i¢in
gelistirdigi mekanizmalara antioksidan mekanizmalar adi verilir (18). Bunlar;

* Serbest radikallerin iiretiminin inhibisyonu,

* Notrofillerin inhibisyonu,

* Serbest radikallerin stipiiriilmesi,

» Antioksidan enzimler,

» [skemik &n kosullama,

* Hipotermi’yi igerir.

Bunlarm yam1 swra Vitamin E, vitamin C, beta karote n gibi vitaminler;
stiperoksit,  hidroksil ~ve lipid peroksit radikallerini tutma Ozelligine
sahiptirler.  Siiperoksit  dismutaz, katalaz, glutatyon  peroksidaz  gibi
enzimler, allopilirinol gibi metal baglayan proteinler ve dimetil siilfoksit,
desferroksamin gibi birgok ajan, oksijen radikallerinin olusumunu azaltarak,
radikallerin  yiikseltgen olmalarini engellerler ya da DNA  onarim
mekanizmalarmi arttirarak antioksidan  etki gosterirler. Ayrica; antioksidan
tedavi, kalsiyum antagonistleri, anjiyotensin konverting enzim inhibitérleri, anti-
kompleman tedavi, l6kosit deplesyonu/filtrasyonu, anti-sitokin veya lokosit
adezyon molekiilii, endotelin reseptdr antagonisti, platelet aktivasyon faktor
antagonistleri, LTB4 antagonistleri, IRH’ m1 azaltmak icin kullanilan diger tedavi

stratejilerini olusturmaktadir (72).

2.6.1. iskemik Onkosullama
Dokunun ciddi I-R &ncesi, kisa siireli iskemi-reperfiizyon periyotlarina
maruz brrakilmasidir (73). Boylelikle doku uzun siireli iskemi-reperfiizyona daha

direngli hale gelir. Iskemik ©nkosullama sikluslarmin sayis1 ve siiresi arttik¢a
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koruyuculugu da artar (74). Kisa ve uzamis iskemik hasar arasindaki zaman araligi
iki saatin lizerine ¢iktiginda onkosullamanin akut ve yararl etkileri kaybediliyor
olsa da, eger uzamis iskemik hasar ilk iskemi periyotlarindan 24 saat sonra

olusursa dnkosullamanin gecikmis bir koruyucu etkisi gozlenir (38).

2.6.2. Antioksidan Tedavi

SR’ lerin zararli etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalarin  bir kismi serbest radikal —olusumunu, bir kismi ise
olusmus serbest radikallerin  zararli etkilerini Onlemektedir. Bu islevi yapan

maddelerin tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir (67, 75-77).

Tablo 2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar
Endojen Eksojen

Enzim olanlar Enzim olmayanlar

1) Siiperoksit dismutaz 1) Melatonin
2)  Glutatyon  peroksidaz | 2) Seruloplazmin

1) Vitaminler
*a-tokoferol (Vit E)

(GSH-Px) 3) Transferrin 2) * B-karoten(Pro-vit A)
3) Glutatyon S-Transferazlar | 4) Myoglobin * Askorbik asit (Vit C)
(GST) 5) Hemoglobin * Folik asit (folat)
4) Katalaz (CAT) 6) Ferritin — 2) Tlaglar
5) Mitokondriyal sitokrom | 7) Bilirubin * Ksantin oksidaz inhibitérleri
oksidaz sistemi 8) Glutatyon -Allopiirinol
6) Hidroperoksidaz 9) Sistein -Oksipiirinol
10) Metiyonin NADPH oksidaz inhibitorleri
11) Urat -Adenozin
12) Laktoferrin -Lokal anestezikler
13) Albiimin -Kalsiyum kanal blokerleri
-NSAID
* Mannitol
* Albiimin

*Demir selatorleri

*Desferroksamin

*Barbitlratlar

*Sitokinler(IL-1, TNF)

*N-asetil sistein(NAC)
3) Gidalar

Siiperoksit dismutaz (SOD)
SOD, in vivo olarak dokular1 SR’ lere, 6zellikle O;” ye kars1 koruyan
endojen bir enzimdir (78). Insanlarda SOD’ un Cu-Zn ve Mn kapsayan iKi

izoenzimi vardir. Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim
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SOD’dur. Cu-Zn igeren tipi sitozolde, Mn igeren tipi mitokondride yerlesmistir (3).
Bu izoenzimlerin her ikisi de O, nin H,O,” ye ve molekiiler oksijene
donlisiimiini  katalizler (3,78). Oy’ i metabolize etme yetenegine sahip
sirkulatuar proteinler, seruloplazmin ve ekstraselliiler SOD’dir. Bununla birlikte bu
sirkiilatuar ajanlarin temizleyici etkisi asikar degildir. Ciinkii bu proteinlerin

plazmadaki aktiviteleri oldukca azdir (78).

Katalaz (KAT)

Katalaz viicutta dogal olarak olusan bir metalloproteindir. In vivo olarak
SOD ile kombine bir sekilde etki eder (78). KAT canli organizmanin eritrosit,
karaciger, bobrek, kemik iligi ve c¢esitli dokularinda da bulunur ve iki H;0,
molekiiliinden birini elektron vericisi, digerini de elektron alicisi olarak kullanir (79).
H,O, peroksizomlarda KAT ile su ve oksijene indirgenir (80). KAT enzimi
eritrosit i¢cinde ¢Oziiniir bir sekilde bulunmustur (81). KAT enzimi i¢in optimum pH

7.6° dir (82).

Glutatyon

Bircok hiicrede bulunabilen glutatyon tripeptid (gama glutamil sisteinilglisin)
yapidadir. Glutamat, sisteine gama-karboksil araciligi ile baglanir. Molekiiliin aktif
kismi sisteinin siilfidril grubudur. Gama-glutamil kismi hiicre i¢i stabiliteyi ve
peptidazlara direnci saglamaktadir. Glutatyon, hiicre zarinda aminoasitlerin
tasinmasinda rol alir ve koenzim olarak enzim yapisma girer. Proteinlerin siilfidril

yapilarini korur, toksik maddelerin etkilerinin ortadan kaldirilmasinda rol oynar (83).

Glutatyon peroksidaz (Gpx)

Glutatyon peroksidaz enzimi hiicreleri organik hidroperoksitler ve H»O;
tarafindan olusturulan oksidatif tahribata karsi glutatyonu kullanarak korur (84).
Indirgenmis glutatyon, bol miktarda tiyol ihtiva eden, diisiik molekiiler agirlikli bir
maddedir. Glutatyon, sahip oldugu stilfidril grubu ile oksidatif hasar ve toksik
maddelere kars1 hiicreleri korur. Rediikte glutatyon (GSH) dokularda agiga ¢ikan lipit
peroksitleri, H,O,’ yi, askorbik asiti ve SR’ leri indirger ve Gpx enzimi i¢in kofaktor
olarak gorev yaparak sonugta okside olur (67,85). Gpx, H2O; varliginda rediikte
glutatyonun okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder (86). Ayrica

H,0, mitokondri ve sitoplazmada Gpx ile su ve oksijene indirgenir.
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Glutatyon rediiktaz (Grd)

GSH rediiktaz bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik grubu
flavinadenin diniikleotiddir. Hem sitozol hemde mitokondride bulunmaktadir. GSSG
hiicreyi oksidanlara karsi koruyamaz. Hiicre elektron kaynagi olarak NADPH’1
kullanan GSH rediiktazin katalizledigi bir reaksiyonla GSSG tekrar indirgenmis
GSH’ a gevrilir (87).

20, + 2H* S0P H20,+ O,

2H,0, KAT H,O + O,

2GSH + H,0; Grx G-S-S-G + 2 H,0
G-S-S-G + NADPH + H"  _¢™ 5 2GSH+NAD'

Vitamin E ( -tokoferol)

E vitamini yagda ¢Oziinen en kuvvetli antioksidan vitamindir ve
yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi icerir (tokoferoller ve
tokotrienoller). Bunlarin tiimii izoprenoid takis1 iceren bilesiklerdir. Antioksidan
aktivitesi en yiksek  olan  -tokoferoldiir. = Yapisinda  bulunan fenol
halkasindaki hidroksil grubu aktif kismini olusturur ve molekiiliin antioksidan
Ozelligi bu gruptan kaynaklanir. E vitamini bitkisel yaglar ve tohumlarda
bol miktarda bulunmaktadir. E vitamininin radikal reaksiyonlar1 esnasinda
zincirleme giden reaksiyonlar1 bozucu etkisi (zincir kiric1 antioksidan)
bulunmaktadir. Cok giiglii bir antioksidan olarak serbest radikalleri ve lipid
peroksitlerini indirgeyerek ¢ok doymamis yag asitlerini koruyan ilk savunma
hattim1 olusturmaktadir. Bu sirada kendisi de radikal sekline doniismektedir.
E vitaminin tekrar yenilenmesinde GSH, askorbik asit ve koenzim Q10
(ubikinon) gorev almaktadir (27,61,88).

Vitamin C (Askorbik asit)

Askorbik asit suda ¢Oziinen en giicli antioksidan = molekiildiir.
Insanlarda sentez edilemedigi igin diyet yoluyla almmasi gerekir. Vitamin C
yapica heksozlara benzemekte ve organizmada kolayca dehidroaskorbik aside
oksitlenmektedir. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile
kolayca reaksiyona girerek onlar1 etkisizlestirmektedir. Sulu fazda bulunmasma

karsmn  lipid  peroksidasyonunu baslatici radikalleri temizleyerek lipitleri  ve
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zarlari da oksidan hasara karst korumaktadir. Tokoferoksil radikalinin —
tokoferole indirgenmesini saglayarak E vitamininin rejenere edilmesinde gorev
alir. Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi oksidasyona kars1
korur (27,61,88).

2.6.3. Antikompleman Tedavi

Kompleman sistem aktivasyonunun engellenmesi ile iskemi reperflizyon
hasarmin azaldig1 bircok hayvan deneyinde gosterilmistir (89). Insan Cs i¢in spesifik
humanize edilmis rekombinant tek zincir antikorunun kardiyopulmoner bypass ile
koroner bypass ameliyat1 gecgirenlerde kompleman aktivasyonunu, lokosit
aktivasyonunu, myokard hasarini, kan kaybini ve kognitif disfonksiyonu anlamli
olarak azalttig1 gosterilmistir (90). Ancak antikompleman sistemlerin insanda

kullanim1 hakkinda yeterli klinik veri yoktur.

2.6.4. Antilokosit Tedavi

Lokosit araciligi ile iskemi reperfiizyon hasarini engellemeyi hedefleyen
deneysel terapotik stratejiler inflamatuvar mediatér salinnmmin veya reseptor
baglanmasinin, lokosit adezyon molekiilii sentezinin veya lokosit endotel
adezyonunun inhibisyonu iizerine odaklanmistir (39). PAF, histamin, Lokotrien B,
ve TNF-a gibi araci inflamatuvar maddelerin sentez veya reseptor etkilesimlerinin
engellenmesi ile iskemi reperflizyon hasarinda fayda saglanmustir (39). Aspirin,
glukokortikoidler, altin, D-penisilamin gibi antienflamatuvar ilaglar 16kosit adezyon
molekiilii sentezi veya sitokin olusumunu azaltirlar (39). Bu modellerin insanlardaki

klinik kullanimina ait bilgiler heniiz yetersizdir.

2.7. Aortik Kros Klemp Modelinde Alt Ekstremite Iskemi-Reperfiizyon
Fizyopatolojisi ve Uzak Organ Hasan

[-R hasarmnin sadece iskemiye maruz kalmis dokuda smirli kalmayip, diger
uzak  organlarin da  sistemik dolasima katilmis oksijen radikallerinden,
sitokinlerden, kompleman proteinlerinden, prostoglandinlerden, tromboksan gibi
birtakim medyatorlerden ve toksik tiriinlerden etkilenmis oldugu gosterilmistir (91).

Iskelet kasi hem en biiyiik kiitle olmasi hem de iskemik hasara en hassas
dokulardan olmasi1 nedeniyle alt extremite iskemi reperfiizyon hasarinda

onemli rol oynar. Alt extremite iskemi reperfiizyon hasarinda mikrovaskuler
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disfonksiyon ve kas degisiklikleri birbirleriyle paralel seyretmekte olup, prognoz
kas hasar1 miktarmma baghdir. Reperfiizyonla olusmus inflamatuvar yanit, geri
donlistimli  zedelenme miktar1 ile  dogru, nekrotik kas miktar1 ile ters
orantilidir (5).

Alt extremite iskemi reperfiizyon hasarinda lokal ve sistemik etkiler gozlenir.
Lokal etkiler iskelet kas1 ve damar endotelinde gozlenirken, sistemik etkiler baslica
akciger, kalp, beyin ve bobrekler olmak tizere tiim dokularda gozlenebilir (5).

Ekstremitelerde meydana  gelen  akut arteriel okliizyon sonrasi
reperflizyonun  yeniden  baslamast ile  metabolik asidoz, hiperkalemi,
myoglobiniiri ve bobrek yetmezliginin gelistigi bildirilmistir (91).

Kas nekrozu ve ATP deposu azalmasi arasinda yakin iliski saptanmstir.
Iskemik kas dokusunda oncelikle glikojen ve kreatin fosfat azalirken bu safhada
myonekroz olusumu azdir. Sonrasinda, ATP azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla
artma gosterir. 6 saatlik kas iskemisini takiben ATP deposunda %80 azalma ve kas
dokusunun tiimiinde nekroz gézlenir (92).

Iskemi-reperfiizyon hasarinmn 6nemli sonuglarindan biri uzak organ hasari
olup yiiksek mortalite ve morbiditeyle seyreder. Olusan sistemik inflamasyon
hemen her organda hasar olusturabilir. Ancak ilk saptanan 24-72 saat iginde gelisen
akciger yetmezligidir. Ayni1 zamanda karaciger, bobrek, santral sinir sistemi,

gastrointestinal sistem ve miyokard disfonksiyonu goriilebilir (38).

2.8. Karnozin (KAR)

Karnozin, 1900 yilinda, ilk olarak Gulewitsch ve Amiradzibi adli Rus bilim
adamlar1 tarafindan et ekstraktlarindan saflagtirilmistir (6). KAR’mn antioksidan
etkisi 1984°de ilk kez gosterilmistir. KAR, suda erime ozelligine bagh olarak,
suda ¢oziinen oksidasyon mediatorlerinin (metaller ve oksijen radikalleri) yiiksek
oldugu sitozolde fonksiyon goriir. Aktif oksijen radikallerini temizleyen
biyolojik fonksiyonuna bagli olarak antioksidan 6zellige sahiptir. Hidroksil ve
stiperoksit ~ radikallerinin ve  ¢ok kuvvetli olarak da  singlet oksijen
molekiiliiniin temizleyicisidir. Bu 6zelligi nedeniyle beyin, bobrek ve iskelet kasi
IRH’> nda karnozinin koruyucu etkisi bulunmustur (12,13,93-96).

Endojen olarak sentezlenen bu dipeptit (6,97); beta-alanin ve L-

Histidinden olusmus (98) multifonksiyonel bir dipeptitdir (7). Ozellikle beyin,
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iskelet  ve kalp kast gibi  uyarilabilen  dokularda (7-9) yiiksek
konsantrasyonlarda ~ bulunmasina karsin, lenste, midede ve bobrekte de
yaygin olarak bulunmaktadir (8).

Noroprotektif ve noromodiilatér bir etkiye sahip olan KAR’in iskelet
kasindaki etkisinin laktik asidi notralize edici Onemli bir sitozolik tampon

gorevi oldugu sanilmaktadir (99).

2.8.1. Karnozin’in Kimyasal Yapisi ve Metabolizmasi

Karnozin, B-alanil-L-histidin yapisinda, suda ¢oziinebilen bir fizyolojik
dipeptiddir (100) ve homokarnozin (y-amino-biitiril-histidin, GABA-histidin),
anserin (p-alanil-L-metilhistidin) gibi aminoagil histidin dipeptitlerin en basit
iiyesidir (101). Iskelet kas1 ve beyin gibi uyarilabilir, bdliinmeyen ve uzun

omiirlii dokularda 20 mM gibi yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (102).

O

HQNWH\E)\OH
N

N N4 NH
Sekil 2.8. L-karnozin

Beta alanin ve L-histidinden olusan basit bir dipeptit olan KAR’ de,
beta-alaninin karboksil grubu, histidinin amino grubu ile amid bagi ile baglanir (97).
Karnozin dokularda metabolik kontrol altindadir. Karnozin, karnozin sentetaz
enzimi tarafindan (beta-alanin ve L-histidinden) sentezlenir (103-105).

ATP + L-Histidin + Beta-Alanin  —» AMP + PP + Karnozin

Protein yapisina girmeyen B-alanin, urasilin karacigerde yikimi sonucu olusur.
Karnozin sadece p-alanin’i hiicre igine tasiyabilecek transport sistemine sahip
hiicreler tarafindan sentezlenilebilir . Bu tasiyici sistemin Sadece iskelet kasi ve
oligodentrosit gibi  farklilasmis hiicrelerde bulundugu ve hiicre farklilagmasi

arttikca B-alanin aliminin arttig1 gésterilmistir. (106)
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KAR sentetaz enzimi % 98 sitozolik aktiviteye sahiptir (107). Enzim genel
substrat 6zgulliigi gosterir ve farkli aminoagil histidin dipeptidleri (homokarnozin
ve anserin gibi) sentezleme yetenegine sahiptir (103-105, 108). KAR’ in yikimi
karnozinaz enziminin 2 izoformuyla saglanir. Bu izoformlar, doku (aminoagil-
histidin dipeptidaz) ve serum karnozinaz (Beta-Ala-His dipeptidaz)’ dir (109-112).

Karnozin + H,O,  — L-Histidin + Beta-Alanin

Dokulardaki KAR metabolik kontrol altindadir. Karnozinaz enzimi
tarafindan pargalanir (6,99,113,114). Bu enzim tek bir enzim olmayip, genis bir
metalloproteaz ailesine dahil intraseliiler ve ekstraseliiler dipeptidaz grubundan
olusur (113). Karnozin, metilasyon ile anserine ve ophidine’e yikilirken,
hidrolizasyonu ile histidin ve 3-alanin olusur (114).

Fizyolojik sartlarda, karnozinaz beyinde homokarnozinin; dolasimda da
karnozin ve anserinin yikilmasindan sorumlu oldugu one stirtilmistiir (115).
Serum karnozinaz aktivitesinin yasla birlikte yiikseldigi; 10 aydan kiiciik
cocuklarda az ya da tespit edilemeyecek diizeyde oldugu; 15 yasina kadar

aktivitesinin giderek arttig1 ve eriskin diizeyine ulastig1 ifade edilmistir (116).

£ 5
N 1 | Arsennophidin Metilhistidin
5 - &

,'/., [ Bldilesyon

/
{ & Serbest madilal
t\‘t\.f.,f; " |ucanterinin ethitesion

: | Enzirmalik
| il
|
N
)

Ve
v s CoA'min senbesi
Tanin Iﬁ\> Miikleik asit senteri
J\\ - Kollajen seatezinin stimulasyonu

\:2\ Allesjik ve inflamataar
reaksiyonlanda

Sekil 2.9. Dokularda KAR sentezi (112)
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Doku KAR diizeylerinin diyetten etkiledigi, histidinden fakir diyetle
beslenen  ratlarda doku karnozin sevilerinin ddstiigii, diyete histidin
eklenmesinden sonra  diisen doku karnozin seviyelerinde artig oldugu
bildirilmistir. Karnozin ve E vitamininin birlikte kullanilmasi; E vitamininin tek
bagina  verilmesine kiyasla , karacigerde karnozin, karaciger ve kalpte E
vitamini diizeyinin yiikselmesini sagladigi ifade edilmektedir. Kas dokudaki KAR

diizeyleri; aclik, enfeksiyon, travma ve soktan sonra diismektedir (114).

2.8.2. Karnozinin Tamponlayic1 Aktivitesi

Fizyolojik pH ‘de hem karnozin hem de anserin olaganiistii bir
tamponlayict etki gosterir (117). KAR, zayif alkali pH’de lipid peroksidasyonunu
kolaylikla baskilayabilir. Kas aktivitesi esnasinda hiicreiginde olusan asidifikasyon
durumunda tamponlayict etkisi ile kas hiicrelerini korur. Kaslarda KAR
tim pH tampon kapasitesinin % 60’1 kadarmi yapabilir. Bu sekilde
karnozin, peroksidasyonu baskilayarak hiicresel homeostazinin korunmasini
saglar. Bunun yam swra karnozin agir metal iyonlarin1 baglayici 6zellikleriyle
bazi enzimatik reaksiyonlar1 durdurur (97). Karnozin  degisken degerlikli
metal iyonlarini baglayabilir. Bakir, ¢inko, demir iyonlarma bagli reaksiyonlar1
durdurur. Ayrica KAR bircok enzimi agmr metal hasarindan korur. KAR demir

iyonlar1 ile selasyon yaparak lipid peroksidasyonunu inhibe eder.

2.8.3. Karnozinin Antioksidan Aktivitesi

Karnozin, suda eriyebilen hayvansal dokularin dogal bir metabolitidir.
Reaktif oksijen tilirlerini temizleyici fonksiyonundan dolayi, antioksidan
ozellige sahiptir. Antioksidan 6zelliginin yami sira, membran koruyucu rolii de
vardir. Suda ¢ozlinebilen serbest radikalleri temizlerken, hiicre membranini lipid
peroksidasyonundan korur (118-120). KAR, suda erime ozelligine bagl olarak,
suda  coziinen oksidasyon mediatorlerinin (metaller ve oksijen radikalleri)
yiikksek oldugu sitozolde fonksiyon goriir. Hidroksil ve siiperoksit radikallerinin
ve c¢ok kuvvetli olarak da singlet oksijen molekiiliiniin temizleyicisidir (12-
13).

Birgok antioksidanin amaci, dokulara serbest radikallerin  girisini

engellemektir, fakat ilk savunmanin asilmasindan sonra etkili degildirler. KAR
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sadece korumada degil, serbest radikallerin reaksiyonlariyla olusan tehlikeli
bilesiklere kars1 da etkilidir. Bdylelikle dokular1 ikinci bir kimyasal etkiden
korumaktadir (121). Ornegin; yiiksek reaktiviteye sahip lipid peroksidasyonun
son uriinii olan MDA, serbest radikal reaksiyonlarinin tehlikeli bir irtintdiir
ve KAR tarafindan bloke edilebilir. MDA, eger kontrol edilemezse, enzimleri,
lipitleri ve DNA'yr hasara ugratarak; cklem inflamasyonu, ateroskleroz,
katarakt olusumu ve yaslanmada rol oynar. Karnozin, MDA ile reaksiyona
girerek MDA’ y1  inaktiflestiricr ve  bdylece proteinlerdeki aminoasitleri
korur (122-124).

Karnozinin antioksidan etkinligi  6zellikle histidinin karboksil grubundan
kaynaklanmakta, demir veya bakir gibi elementlerle selasyon yapmasi da buna
katkida bulunmaktadir. Boylece peroksil radikallerine hidrojen atomu veren

karnozin oksidatif zararlanmay1 engellemektedir (125).

2.8.4. Karnozinin Antiglikasyon Etkisi

Karnozinin belki de en 6nemli gorevi antiglikasyon etkisidir. Serbest radikal
hasarindan bagimsiz olarak yaslanmanin ana siire¢lerinden birisi glikasyondur.
Ileri glikasyon iiriinleri olan AGE’ler (Advanced Glycosylation Endproducts- Ileri
Glikasyon Soniiriinleri ) organizmaya genis ¢capta zarar verirler (12). Karnozin bu
etkiyi bloke eder. Sonug olarak Karnozin, aldehit ve ketonlar1 inaktive eder ve
protein glikasyonu ve AGE olusumunu azaltir. Ayrica var olan AGE’lere

baglanip onlar1 inaktive eder.

2.8.5. Karnozinin Membran Koruyucu Ozellikleri

Sarkoplazmik  membran fragmentleri ile yapilan ¢alismalarda, karnozin
eklenmesiyle lipid peroksidasyonun neden oldugu Ca* pompasma Ca’
baglanma ve Ca- ATPaz inhibisyonun ortadan kaldirildig: gosterilmistir (97).
Karnozin  molekiili membranin ¢ift tabakali lipid yapisindaki hasarlara
baglanabilir ve hasarm  yaninda  olusan peroksidasyon  {irlinlerinin

giderilmesinde etkilidir (114).

2.8.6. Karnozinin Diger Biyolojik ve Fizyolojik Fonksiyonlari
Karnozin, interlokin—1 yapimini artirir, apopitozisi baskilar, B ve T lenfositleri

aktive eder. Kan hiicrelerinin membranlar1 {izerine koruyucu etkiye sahiptir.
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Inflamasyonu azaltir, yara tedavi edici 6zelligi vardir. Karnozinin, myeloperoksidaz
aktiviteleri spektrofotometrik olarak olgiildiigiinde, belirgin inhibitdr etkinlikleri
oldugu bulunmustur (13).

Karnozinin, iskemik hasarlanma sonucu kardiyak yetmezlik gelisen
ratlarda, antioksidan &zelliginin  yan1 swra direkt Ca® kanalma (RYR2) etki
ederek, hiicre i¢i kalsiyum dengesini degistirdigi ve bdylece kardiyak
kontraktiliteyi iyilestirdigi, ayrica siklik guanozin monofosfat (cGMP) diizeyini
arttirarak vazodilatator etkinligi oldugu gosterilmistir (126-127).

Karnozin lenste katarakt olusumunu engelleyici etki yapar. Karnozin,
yaslanmaya baglh olarak ortaya ¢ikan gérme bozukluklarini geciktirmekte ve
katarakt1 da etkili bir sekilde Onlemektedir (102). Bu yiizden, KAR belki de
insanlarda,  yaslanmaya karsi1 bir ilag olarak uygulanabilir. Kataraktl
hayvanlarda karnozin  konsantrasyonu diisiik  bulunmustur. Disiik KAR
konsantrasyonunda, kataraktin siddeti yiiksektir. Yiiksek oranda kolesterol iceren
diyetle beslenen tavsanlara, KAR yiiklemesi yapilirsa, ateroskleroz ve katarakta
karst koruma bir hayli artmaktadir (128).

Deneysel ¢alismalarda gastrik mukozay1 koruyucu etkinligi gésterilmis, bu
etkinin hiicresel direnci arttirarak ve/veya lipid peroksidasyonu engelleyerek
olabilecegi belirtilmistir (129-130). Karnozinin yaslanmaya karsi etkisi, diyetle
karnozin  alindiginda, = hem hiicre  kiiltiirlerinde, hem de c¢esitli hayvan
calismalarinda  gosterilmistir (131). KAR, protein modifikasyonlarini1 inhibe
etmektedir. Karnozinin  vitro  ortamda yaslanmayla  iligskili olan protein
karbonillerinin ~ olusumu ve ¢apraz  baglanmalarin  olusumunu  inhibe
etmektedir. Glike edilmis lizin (glikoz+lizin) 6ldiiriicti iken, glike edilmis KAR
(glikoz+tKAR) oldiriicti degildir. KAR; asetaldehit ve formaldehit kaynakli
DNA/protein ¢apraz baglanmalarmin olusumunu énlemektedir (102,117,121).

KAR; kiiltire edilmis insan fibroblastlarinin maksimum hiicre boliinme
kapasitesini arttirarak, olgun/yaslanmis hiicreleri geng hiicrelere doniistiiren birkag
ajandan biridir. Karnozin, kiiltiire edilmis insan fibroblast DNA’sinda bulunan 8-
hidroksiguanin (DNA oksidasyon {irlinii) diizeylerini azaltir (132). KAR , bulundugu
yildan bu yana poliartrit, mide ve diiedenal iilser, esansiyel hipertansiyon, iskemik

kalp hastaliklar1 ve Kkatarakt tedavisinde, yara iyilesmesinde antibakteriyel,
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antiinflamatuvar, antineoplastik, immiinmodiilatuvar ve noroprotektif etkileri
nedeniyle kullanilmaktadir (6, 99, 113, 114, 126, 127, 129, 130).
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3. GEREC VE YONTEM

Eskisehir ~ Osmangazi  Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'nun 17.10.2012 tarih 295 / 2012  kayit numarali onayr sonrasinda
calismaya bagslandi . Deney hayvanlar1 Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi’nden (TICAM) temin edildi. Ortalama agirliklar1 250-300 gr. olan 30 adet
Sprague-Dawley cinsi sican(her iki cins) randomize olarak esit sayida (n = 10) 3
gruba ayrildi. Sicanlar deney siiresince 12’ser saatlik aydmlik-karanlik
1isiklandirmas 1 olan 1sis1 20-22 C ve nemi %45-%50 otomatik olarak ayarlanan
odalarda yasatildi. Bu siliregte tiim sicanlar seffaf kafeslerde tutuldu, standart

sican yemi ile beslendi ve ¢esme suyu verildi.

3.1. Deneklerin Hazirlanmasi ve Operasyon Teknigi

Deneyde kullanilacak tiim siganlar yapilacak islemler Oncesinde tartilarak
viicut agirliklart kaydedildi. Tiim siganlara 8 saat aglik sonrasinda intramuskuler
olarak 50 mg / kg Ketamine Hidrokloriir (Ketalar® 50 mg / ml flakon, Pfizer)
anestezisi verildi. Gerekli oldugunda deney siiresince bir kez olmak {iizere ek doz
yapilmasi planlandi. Anestezinin ardindan siganlar 1sitict lamba altinda supin
pozisyonda masaya yatirildi. Denekler sar1 renkli intraket ile kuyruk veninden
cut-down yontemi ile kaniile edildi. Ciltlerine % 10’ luk povidon iodin
uygulanarak bolge temizligi yapildi ve siganlara ksifoidin hemen altindan pubisin
0,5 cm. iistiine kadar orta hat median laporotomi yapildi. Laporotomi sonrasi
barsaklar nemli gazli bez yardimi ile saga deviye edildi. Infrarenal abdominal
aorta (IAA) ve sol bobrek kiint diseksiyonla explore edildi. Tiim sicanlara
antikoagiilan amagh diisiik doz (100 i/kg) heparin (Nevparin® 25000 1USm. flakon,
Mustafa Nevzat) yapildi. Deney siiresince sivi resiisitasyonu amaciyla 10 ml/ kg
% 0,9’luk NaCl kuyruk veninden verildi. Infiizyon Braun® Perfiizatér yardimi ile
gergeklestirildi. [AA’ya atravmatik mikrovaskiiler klemp (Novaclip® 12 mm.
Angle)  kondu. Klemp sonrasinda peritoneal bosluga sivi resiisitasyonu amaciyla
yaklagik 5ml. serum fizyolojik  sikildi Is1 ve sivi  kaybin1 azaltmak
amactyla karm 3 adet ipek dikis ile yaklastirildi. 30 dakikalik iskemiyi takiben 1
saatlik reperflizyon periyodu uygulandi. Aortik iskemi klempleme islemi sonrasinda

aortada pulsasyon kaybi, reperfiizyon ise klempin kaldirilmasindan sonra
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aortada  pulsasyon varhigi ile takip edildi. Kontrol grubuna ait ratlara
laparotomi  ve esit  siirede  infrarenal  abdominal aorta diseksiyonu
uyguland1 ancak bu gruba iskemi-reperflizyon uygulanmadi. Deneyin sonunda
tim gruplardaki si¢anlara yiiksek doz anestezi verilerek sicanlar sakrifiye
edildi, aortadan 5cc kan alindi ve kalp dokular1 c¢ikarilarak % 10’ luk

formaldehit sollisyonu i¢inde saklandi.
3.2. Deney Gruplan

Kontrol grubu (Grup K) (n=10) :

Genel cerrahi hazirlik ve  anestezi indiiksiyonu sonrasinda  median
laparotomi yapilarak IAA explore edildi.Aort okliide edilmedi. Batin 3 adet ipek ile
yaklastirildi. Diger gruplara uygulanan 30 dakikalik iskemi, 1 saat reperfiizyon
siiresi tamamland1. I-R gruplarina uygulanan 30 dakikalik iskemi siiresinin
tamamlanmasma 10 dakika kala intraperitoneal serum fizyolojik ya da karnozin
verilmesine benzer sekilde intraperitoneal serum fizyolojik (uygulanan ilacin
hacmi kadar) perfiize edildi. Bu grupta iskemi-reperfiizyon uygulanmadi. Islem

sonunda sicanlarin kalp dokusu ve kan 6rnekleri alinarak sakrifiye edildi.

Iskemi reperfiizyon grubu (Grup i-R) (n=10) :

Genel cerrahi hazirlilk ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda  median
laporotomi yapilarak infrarenal aort explore edildi. Aort kiint diseksiyonla
doniildii ve atravmatik mikrovaskiiler klemp yerlestirildi. Batin i¢ine serum
fizyolojik enjekte edilerek batin 3 adet ipek ile yaklastirildi. 30 dakikalik
iskemi olusturuldu. Iskemi stiresinin tamamlanmas1t  ve klempin
kaldirilmasindan 10 dakika once ipek siitiirler alindi ve intraperitoneal serum
fizyolojik (uygulanacak ilacin hacmi kadar) uygulandi. Mikrovaskiiler klemp
kaldirildi. Batin katlar1 tekrar yaklastirildi. 1 saatlik reperfiizyon periyodunun

ardindan kalp dokusu ve kan 6rnekleri alinarak sicanlar sakrifiye edildi.

Karnozin grubu (Grup I-R+KAR) (n=10):
Genel cerrahi hazirlik ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda median
laporotomi  yapilarak infrarenal aort explore edildi. Aort kiint diseksiyonla

doniildiic ve atravmatik mikrovaskiiler —klemp yerlestirildi. Batin igine serum
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fizyolojik enjekte edilerek batin 3 adet ipek ile yaklastirildi. 30 dakikalik
iskemi  olusturuldu. Iskemi  siiresinin  tamamlanmasi ve  klempin
kaldirilmasmdan 10 dakika 6nce ipek siitiirler alindi ve intraperitoneal 250 mg/kg
dozunda KAR (L-carnosine, Sigma-Aldrich,CAS no: 305-84-0) perfiize edildi.
Iskemi periyodu tamamlaninca mikrovaskiiler klemp kaldirildi. Batin  katlar
tekrar yaklastirildi ve 1 saatlik reperfiizyon periyodunun ardindan kalp dokusu

ve kan ornekleri alinarak sicanlar sakrifiye edildi.

3.3 Kalp (Miyokard) Dokularinin Histopatolojik incelenmesi

Histopatolojik inceleme icin kalp dokular1 ayr1 ayr1 % 10’luk tamponlu
notral formaldehit ¢ozeltisinde fikse edildi. Orneklerden parafin  bloklar
hazirlandi.  Bu parafin  bloklardan mikrotom yardimi ile kesitler alinarak
hematoksilen eozin (H + E ) ile boyandi. Histopatolojik inceleme 151k

mikroskobu ile yapildi. Her 6rnekte en az iki farkli kesit incelendi.

3.4. Histopatolojik Skorlama

Histopatolojik  skorlama  yapilirken preparatlarda; interstisiel 6dem,
miyokardial hiicrelerde sigsme, nétrofil infiltrasyonu ve nekroz degerlendirildi.

0: Degisiklik ve/veya hasar yok

1: Interstisiel 5dem

2: Miyokardial hiicrelerde sisme

3: Notrofil infiltrasyonu

4: Nekroz

3.5. Biyokimyasal Olgiimler

Alt extremite I-R’unun olusturdugu miyokard hasarini belirlemede ; Kreatin
kinaz (CK), laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST) gibi
enzimlerin aktivite tayinleri, klinik biyokimya laboratuarinda rutinde kullanilan
alet ve kitler kullanilarak yapildi (Roche Modular DP cihazi yontemi ile
fotometrik UV testi). CK, LDH, AST i¢in 6l¢iim degerlerinin birimi U/I” dir.

3.6. istatistiksel Analiz

Tim veri analizleri PASW Statistics 18.0 ve SigmaStat 3.5 paket

programlar1 ile yapilmistir. Siirekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma
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olarak, Nitel veriler ise n, ortanca deger, 25’inci ve 75’inci ylizdelik degerler
olarak ifade edilmistir. Bagimsiz oOlglimlerden olusan ve normal dagilim
gosteren siirekli verilere, One Way Anova ile analiz edilmis olup normal dagilim
gostermeyen skor degiskenlerinden olusan verilerin grup sayilarma gore ise
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmistir. P<0.05 olasilik degerleri dnemli olarak

kabul edilmistir.
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Tiim miyokard doku kesitleri H-E ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu ile

10X, 20X, 40X’ lik biiylitmelerle interstisiel 6dem, miyokardial hiicrelerde sisme,

notrofil

infiltrasyonu ve nekroz yoniinden degerlendirildi.

Gruplara ait

histopatolojik skorlama ve histopatolojik skorlamaya ait istatistiksel analiz Tablo
4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol grubu histopatolojik skorlamasi

. 2.Miyokardial
0.Degisiklik/hasar | 1.Interstisiel 3. Notrofil
Denek hiicrelerde o 4.Nekroz
yok odem . infiltrasyonu
sisme
1 + - - - -
2 + - - - -
3 + - - - -
4 + - - - -
5 + - - - -
6 + - - - -
7 + - - - -
8 + - - - -
9 + - - - -
10 + - - - -
Tablo 4.2. I-R grubu histopatolojik skorlamasi
. 2.Miyokardial
0.Degisiklik/hasar | 1.Interstisiel 3. Notrofil
Denek hiicrelerde o 4.Nekroz
yok odem . infiltrasyonu
sisme
1 - + + - -
2 + - - - -
3 - + - - -
4 - + + - -
5 - + + - -




Tablo 4.2. I-R grubu histopatolojik skorlamasi (devami)
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6 + + +
7 + - -
8 + - -
9 + + -
10 + - -
Tablo 4.3. I-R+ KAR grubu histopatolojik skorlamasi
. 2.Miyokardial
Denek 0.Degisiklik/hasar | 1.Interstisiel hiterelerde 3. Notrofil 4 Nekroz
6dem . infiltrasyonu
sisme
1 + - -
2 - - -
3 + + -
4 + - -
5 + - -
6 + + -
7 - - -
8 + - -
9 + - -
10 + - -

Tablo 4.4. Kruskall-Wallis testi ile histopatolojik skorlamanin karsilagtirilmasi

Histopatoloji Medyan (25-75) p
Kontrol 0.00 (0.00-0.00)
i-R 1.50 (1.00-2.00) p <0.001™
I-R+KAR 1.00 (1.00-1.00)

+: Kontrol ve I-R gruplarmn istatistiksel karsilastirmasini ifade eder (1&2).

¥: Kontrol ve I-R+KAR gruplarinin istatistiksel karsilagtirmasini ifade eder (1&3).
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Histopatolojik skorlama sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol, I-R ve i-
R+KAR gruplar1 arasinda ileri diizeyde farklilik saptanmistir ( p<0.001). So6z
konusu farklilik kontrol ile I-R ve Kontrol ile I-R + KAR’ dan
kaynaklanmaktadir.

Miyokardial ~— hasar1  degerlendirmek  amaciyla  hasar  belirleyici
olarak Klinikte yaygin olarak kullanilan plazma CK, AST ve LDH
enzim  diizeyleri I-R periyodunun tamamlanmasidan (kontrol grubunda ayni
sireler beklendikten sonra) sicanlarin aortasindan  alman kandan o6l¢iildi.
Gruplara ait enzim diizeylerinin istatistiksel analizleri Tablo 4.5, Tablo 4.6

ve Tablo 4.7° de gosterilmistir.

Tablo 4.5. Kruskall-Wallis testi CK enzim diizeylerinin karsilastiriimasi

CK Medyan (25-75) p
Kontrol 2979.50 (2841.00-3341.00)
i-R 6566.50 (4548.00-7018.00) p <0.001"
I-R+KAR 3889.00 (3387.00-4126.00)

+: Kontrol ve I-R gruplarinin istatistiksel karsilastirmasini ifade eder (1&2).
m: I-R ve I-R+KAR gruplarmin istatistiksel karsilastirmasini1 ifade eder (2&3).

CK enzim diizeyleri degerlendirildiginde kontrol, i-R ve I-R+KAR
gruplar1 arasinda ileri diizeyde farklilik saptanmistir (p<<0.001). S6z konusu

farklilik kontrol ile I-R ve I-R ile I-R+KAR’dan kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.6. One way ANOVA testi ile AST enzim diizeylerinin karsilagtirilmasi

AST X+s p
Kontrol 269.20+43.04
i-R 448.10£49.23 p <0.001™"
I-R+KAR 344.70+46.57

+: Kontrol ve I-R gruplarmin istatistiksel karsilagtirmasini ifade eder (1&2).

¥: Kontrol ve I-R+KAR gruplarinmn istatistiksel karsilastirmasini ifade eder (1&3).
7: I-R ve I-R+KAR gruplarmn istatistiksel karsilastirmasini ifade eder (2&3).
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AST enzim diizeyleri degerlendirildiginde kontrol, I-R ve I-R+KAR
gruplar1 arasinda ileri diizeyde farklilik saptanmustir (p<0.001). S6z konusu farklilik
kontrol ile I-R, kontrol ile I-R+KAR ve I-R ile I-R+KAR’dan
kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.7. One way ANOVA testi ile LDH enzim diizeylerinin karsilagtirilmasi

LDH X*s p
Kontrol 5298.40+258.99
iR 6081.80£324.27 p <0.001"
I-R+KAR 5487.30+322.33

+: Kontrol ve I-R gruplarinin istatistiksel karsilastirmasini ifade eder (1&2).
IT: I-R ve I-R+KAR gruplarmnin istatistiksel karsilastirmasini ifade eder (2&3).

LDH enzim diizeyleri degerlendirildiginde kontrol, I-R ve I-R+KAR
gruplar1 arasinda ileri diizeyde farklilik saptanmistir (p<<0.001). S6z konusu

farklilik kontrol ile I-R ve I-R ile I-R+KAR’dan kaynaklanmaktadir.

Sekil 4.1. Kontrol grubundaki histopatolojik goriiniim ( Normal miyokard
dokusu)(H+E 20)
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Sekil 4.2. I-R grubunda histopatolojik goriiniim (Miyokardial hiicrelerde sisme)
(H+E 40)

Sekil 4.3. I-R grubunda histopatolojik goriiniim (Miyokardial hiicrelerde sisme)
(H+E 40)
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Sekil 4.4. I-R grubunda histopatolojik gériiniim (N&trofil infiltrasyonu) (H+E 40)

Sekil 4.5. I-R+KAR grubunda histopatolojik gériiniim (Interstisiel 5dem) (H+E 20)
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5.TARTISMA

Koroner arter hastaligi, koroner arter greftleme, trombolitik tedavi, balon
anjiyoplasti, tikayici arteriyel hastaliklar, inme, miyokiitanéz doku transferi, re-
implantasyon ve turnike uygulamalari gibi klinik durumlarda i-R hasar1 en sik
izlenen hiicre yaralanmasi tipidir (133).

Iskemi ile intraselliiler enzim, antioksidanlar ve  homeostatik
mekanizmalarimn  kayba ugradigi bilinmektedir (134). Hasarda en Onemli
mekanizma proinflamatuvar hiicrelerden kaynaklanan =~ SOR’ un direkt toksik
etkisidir (135). Serbest radikaller biyolojik etkilerini lipid, protein ve DNA gibi
molekiillerden  elektron  elde  ederek gosterir. SR’ ler etkisini hiicre
membraninda  gosteren  lipid  peroksidasyonunu  baslatir ( 136, 137).
Kardiyomiyozitlerde  siiperoksit dismiitaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon, koenzim Q10 (ubikuinon) gibi endojen antioksidan savunma
sistemleri devreye girer (136). Sonugta, miyokardiya 1 sersemlik (136,138), nekroz
(136,138), apopitozis (136), vaskiiler disfonksiyon (136), disritmi (138, 139,
140) ve kalp yetmezligi (141, 142) ortaya ¢ikabilir. Iskemi reperfiizyon
hasart  sonucu  olusan  kontraktil yetmezlikle karekterize miyokardiyal
sersemlik gecici bir durum olmakla beraber inotropik ila¢ ve mekanik dolasim
destegi gerektirebilir (18).

Iskeminin  yegane tedavisi olan reperfliizyon, iskeminin dokuda
yapmig oldugu hasar1 arttirarak infarkt sahasmin genislemesine neden olur.
Bu siire¢ “reperflizyon hasar1” olarak adlandirilir. Reperfiizyon hasar1 konsepti ilk
olarak ge¢ 1970 ve erken 1980’lerde Buckberg ve daha sonralar1 Braunwald ve
Kloner tarafindan ortaya atilmistir (143,144) . Reperfiizyonun zararl etkilerinin
biiyiik bir kismi1 ilk anlarda olusmakta ve direk hiicre 6liimii ile 1ilgilidirler (145) .
Reperflizyon hasar1 kardiyak cerrahide yillardir tedavinin hedefi  niteliginde
olmustur.

Periferik alt extremite hastaliklarin en sik rastlanilan sonucu kronik ya da
akut siirecte  periferik  arterlerin  tikanmast  ve  sonugta  extremite
perflizyonunun bozulmasidir. Klinik  uygulamada da  abdominal aort
anevrizmasi, Lerische sendromu ve aortailiak hastaliklarda infrarenal aortaya klemp

konulmakta ve anastomozlar tamamlanana kadar alt extremite iskemik kalmakta,
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anastomozun tamamlanmasi ile aortik  klempin  kaldirilmasi ile iskemik
dokularin reperfiizyonu gerceklesmektedir. Deneysel arastirmalar igcin extremite
iskemisinin olusturulmasinda ¢ok sayida model gelistirilmistir. Bu  yOntemler
arasinda en yaygm kullanilan ydntem aortaya klemp konulmasidir. Ozellikle
hemodinamik izlemin yapilacagi ve iskemi- reperflizyonun sistemik etkilerinin
arastirilacagt durumlarda siklikla uygulanir (3). Bu yontemde infrarenal abdominal
aortaya klemp konularak model olusturulmas: klinikte 6zellikle aortailiak
girisimlere uygun deneysel bir rat galisma modelidir.

Miyokardial I-R hasar mekanizmalarinm, ksantin  oksidaz, nétrofil,
mitokondriyal ~elektron  transport  zinciri, arasidonik asit iriinleri, Ca”
dengesinde bozulma ve katekolaminler oldugu bilinmektedir (138). Miyokarda direkt
uygulanan I-R sonrasinda kalp yetmezligi gelisiminde artmis SOR, lipid
peroksidasyonu ve azalmis antioksidanlarm rolii vardir (146). Uzak IR’ de; SOR
ve lipid peroksidasyonunun, miyokardda once hipertrofi, ardindan kalp yetmezligi
gelisiminde rol oynadig ileri siiriilmektedir (141).

Iskemi-reperfiizyon  hasarinin azaltilmas1 veya engellenmesine ydnelik
yaklasimlar degisik girisim ve medikasyon ¢abalarindan olusur. Antioksidan tedavi
(stiperoksit dismiitaz , N-asetil sistein, allopurinol, katalaz, vitamin-E, thiol,
mannitol), Ca’ antagonistleri, anjiyotensin - doniistiiriicii enzim inhibitorleri,
antikompleman tedavi, lokosit filtrasyonu, antisitokin  veya antilokosit
adezyon molekiili, endotelin reseptor antagonistleri, PAF antagonistleri,
LTB; antagonistleri  ilag  uygulamalariyken, Kkontrollii reperflizyon, akut
aralikli  hipoksi  ve iskemik  Onkosullama uygulama ydntemlerindendir
(18,138).

Bir dipeptid olan karnozin (B- alanin- L —histidin) kalp kas hiicresinde 2-10
mM diizeyinde bulunmaktadir (9). Kronik enfeksiyonlu hayvanlarda karnozinin
doku seviyesinin azaldigi bildirilmektedir (147). Ayrica kalp kontraktilitesini
bozan patolojik durumlarda (148), travma (149) sirasinda da karnozinin doku
seviyesi azalmaktadir. Endojen olarak sentezlenen L-karnozin; beyinde, kalp
kasinda, bobrek, mide, olfaktor bulbus ve iskelet kasinda bulunmaktadir (97).
Karnozin suda ¢oziilebilen, aktif oksijen tiirlerini yakalayabilen Onemli bir

antioksidandir. Karnozinin suda ¢o6ziilme 6zelligi, onun hiicre icerisinde Onemli
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antioksidan gorev yapmasini saglamaktadir (119). Zayif alkali pH’ da karnozin
lipit peroksidasyonu inhibe etmektedir. Lipit peroksidasyonunun neden oldugu
Ca"®-ATPaz (sarkoplazmik retikulumda) inhibisyonu,  karnozin ilavesi ile
azaltilmakta ya da inhibe edilmektedir (150). Karnozinin verilmesi, intraselliiler
kalsiyum  konsantrasyonunu ve Kkas proteinlerinin  kalsiyum  duyarliligini
artirma ile kalp kas kontraktilitesini artirmaktadir.

Antioksidan  6zelliginden yola ¢ikilarak bircok deneysel modelde etkisi
karnozinin etkisi arastirilmigtir. Stvolinsky ve ark. (12, 94) beyin iskemisi
olusturulan  deneklerde KAR’mn noroprotektdr etkisi  oldugunu, baska bir
calismalarinda da global beyin iskemisi uygulanan deneklere KAR
verilmesinin  yasam siiresinin  arttirdigint  gostermislerdir . Boldyrev ve ark.
(151) karnozinin  ndranal hiicreleri SOR’ lara  karst  korudugunu
bildirmiglerdir. Fujii ve ark. (13,95) yaptigi bobrek I-R modelinde KAR
verilmesinin, sempatik sinir aktivitesini ve bobrekte olusan IRH’yi azalttigini
bulmuslardir, yine aynm1 c¢alismacilar  bir  baska caligmalarinda KAR’mn
serebellar ~ graniiler  hiicreleri  serbest radikal hasarindan korudugunu
gostermiglerdir .  Hipkiss (102) KAR’m MDA toksisitesine  karst sigan
beyin endote hiicrelerini korudugunu bildirmistir . Lee ve ark. (152) izole
sican kalp reperflizyon hasarina karst1 KAR’mm  koruyucu etkisi oldugu
gostermistir.

Stvolinsky ve arkadaslarinin iskemik beyin hasar1 olusturdugu ratlarda iskemi
oncesi tek dozda 250 mg/kg ip. olarak uygulanan karnozinin néroprotektif
etkili oldugu, bu etkinin sadece antioksidan Ozelliginden degil, ayn1 zamanda
Na/K-ATPaz gibi enzim sistemlerini diizenleyici 6zelliginden kaynaklandig:
belirtilmektedir (12). Biz de ¢alismamiz da 30 dakikalik iskemi siiresinin 20.
dakikasinda , reperfiizyondan 10 dakika Once, intraperitoneal yolla 250 mg/kg
dozundan KAR uyguladik.

Calismamizda; ratlarda infrarenal abdominal aorta okliizyonu ile
deneysel I-R modeli olusturuldu ve olusan uzak organ (miyokard) hasarina
kars1 karnozinin etkisi  arastirildi. Deneysel olarak olusturulan  iskemi
reperflizyon hasar1  c¢aligmalarinda uygulama kolayligi olmast ve doku

hasarminit iyi belirlenebilmesi nedeniyle ¢ogunlukla denek olarak sicanlar tercih
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edilmistir (56, 92, 93, 129). Bu bilgilerden yola c¢ikarak biz de ¢alismamizda
Sprague-Dawley cinsi sicanlar1 kullanmayi tercih ettik.

Calismamizda ratlarda Ketamin HC1 ampul (Ketalar® 50 mg/ml flakon,
Pfizer) ile dissosiyatif anestezi olusturuldu. Disosiyatif anestezi beyindeki motor,
integratif, hafiza ve duyusal aktiviteleri ortadan kaldirir. Genel anestezinin
bir tiirii olup enjeksiyon yolu ile uygulanan ilaglar ile hafif bir sedasyon ve
beraberinde periferik analjezi olarak tarif edilebilir. Ketamin HCI ampul
intravendz, intramuskuler ve intraperitoneal yolla uygulanabilir. intravendz
uygulamada yutkunma refleksleri nedeniyle regurjitasyona bagli aspirasyon riski
mevcuttur. Ilacin intraperitoneal ve intramuskuler injeksiyonu ilacin  asidik
ozelliginden dolayr ¢ok agrilidir. Intraperitoneal uygulamada indiiksiyon daha
uzun zaman alir ancak uyanma daha ge¢ olur. Kullanilan hacim kii¢ciik oldugu
icin Ozellikle kiiciik hayvan tiirlerinde intraperitoneal uygulamanin bir avantaji
yoktur ve miimkiinse intramuskuler injeksiyon kullanilmalidir. Intramuskuler
uygulamada indiiksiyon ii¢ ile bes dakika i¢inde olusur ve genellikle 20 dakika i¢ine
uyanma olur. Ilacin analjezik etkileri kotii oldugu icin analjeziklerle kombine
uygulanmast Onerilmektedir. Ancak kombinasyonun tek basma kullanima
oranla kardiyak ve solunum depresyonunu artict etkisi daha fazladir (3).
Tim bu o6zellikler géz Oniine alinarak bizim c¢aligmamizda ketamin ampul
intramuskular enjeksiyonla ve kombine edilmeden uygulandi.

Calismamizda siganlardan alinan kan Orneklerinde, miyokardial hasar
belirleyici olarak klinikte rutin olarak degerlendirilen plazma CK, AST ve LDH
enzim diizeyleri Slgiilmiistiir. Istatistiksel incelemeler  sonucunda calismamizda
[-R grubu ve I-R+KAR grubu arasinda yapilan kiyaslamada enzim diizeyleri
arasinda anlamli derece fark oldugu (p<0.001) ve enzim diizeylerinin I-R+KAR
grubunda anlamli derecede diisiikk oldugu tespit edilmistir (p<<0.001).

Ozdogan K. ve ark. (153) yaptign  calismada adriyamisine  bagl
miyokard zedelenmesinin belirlenmesinde kullanilan CK, LDH, AST ve ALT
aktivite degerleri Olclilmiistiir. Adriyamisin ( 4 mg/kg) verilen grubun CK,
LDH, AST ve ALT degerleri kontrol grubuna gore yiikselmis, karnozin ile
birlikte adriyamisin verilen grupta ise bu degerler normale yaklagsmistir. Bagka bir

caligmada Demerdash ve ark. (154) 12 giinliik intraperitoneal probukol ya da
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misir yagi  uygulamasi sonrasinda 15 mg/kg tek doz adriyamisin
uyguladiklar1 ratlar {izerinde yapmig olduklar1 c¢alismada 13. giinde ve
sonrasinda  periyodik olarak aldiklart kan  Orneklerine  kardiyak hasar
gostergesi olarak serum CK diizeylerini incelemisler ve sadece adriyamisin
alan ratlarin serumlarinda CK diizeylerinde SF alan ratlara gére anlamli bir
yiikseklik saptarken, adriyamisine ilaveten probukol ve musir yagi alan rat
serumlarindaki CK seviyelerinin sadece adriyamisin alan ratlara  gdre anlamh
sekilde diisik oldugu tesbit edilmistir. Shiny ve ark. (155) ise, 2 kez 110
mg/kg izoprenalin uygulamasi ile miyokard infarktiisii uygulanan siganlarda
elde ettigi sonuglari, oOnceden 15 giin siire ile 100 mg/kg taurin (i.p) verilen ve
daha sonra izoprenalin uygulanan sigcanlarla karsilagtirdiginda, izoprenaline
baglh kalpte  goriilen prooksidasyonda ve serum ALT, AST, LDH ve
CK aktivitelerinde bir azalma oldugunu bildirdiler.

Bir baska c¢alismada; Panda ve ark. (156) isoproterenol (85 mg/kg,
subkutandz (sc.)) toksisitesine maruz birakilan ratlarda 30 giin boyunca oral yolla
(po.) verilen Gingko biloba (100 mg/kg) ve Ocimum sanctum (50-75 mg/kg)
kombinasyonunun etkisini incelemistir ve ¢alisma Gingko biloba ve Ocimum
sanctum kombinasyonu uygulanan grupta AST, LDH ve CK enzim aktivasyonunun
isoproterenol toksisitesine ~ maruz birakilan gruba kiyasla anlamli diizeyde
azalmis oldugunu gostermistir.

Calismamizda sicanlardan alinan miyokard dokularindan hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobu altinda incelendi ve histopatolojik  skorlama
yapildi. Histopatolojik  skorlama  amaciyla  kesitlerde interstisiel o6dem,
miyokardial hiicrelerde sisme, ndtrofil infiltrasyonu ve nekroz arastirildi
Inceleme sonucunda preparatlarin higbirinde nekroz gdzlenmemistir. Kontrol
grubundaki preparatlarda histopatolojik degisiklik ve / veya  hasar
gbozlenmemistir. I-R  grubundan hazirlanan preparatlarda I-R+KAR grubuna
kiyasla daha yaygin histopatolojik degisiklikler —gdzlemlenmistir; [-R+KAR
grubunda I-R  grubuna kiyasla notrofil infiltrasyonu gdzlenmemekte ve
miyokardial hiicrelerde sisme daha nadir goriilmektedir . Ancak  yapilan
istatistiksel degerlendirmede kontrol grubu ile diger iki grup arasinda anlamli

derece fark (p<0.001)saptanmasmna ragmen I-R grubu ve I-R+KAR grubu
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arasinda yapilan  kiyaslamada  gruplar arasinda  ileri diizeyde fark
olmadig1 saptanmistir. Bunun nedeni olarak c¢alisma grubumuzun dar olmasi
gosterilebilir.

Ashraf ve ark (157) yaptiklar1 bir ¢alismada isoproterenol (85 mg/kg, sc.)
kardiyotoksisitesine maruz birakilan erigkin erkek ratlarda gastrik lavaj seklinde
oral yolla verilen 200 mg/kg Gingko biloba’ nin koruyucu etkisini arastirmis ve
calisgma Gingko biloba uygulanan grupta isoproterenol grubu ile yapilan
kiyaslamada histopatolojik bulgular g6z Oniine alindiginda minimal lezyolarla
birlikte kalp kas morfolojisinin korundugunu gostermistir.

Yine benzer bir ¢alismada Stanley ve ark. (158) isoproterenol (100 mg/kg,
sc.) uygulanan ratlarda 10 giin boyunca uygulanan vanilik asitin (5 mg and 10 mg/kg,
po.) histopatolojik acidan belirgin koruyucu etki gosterdigini saptamistir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizdan elde ettigimiz veriler 1sinda KAR’in, I-R’a
bagli gelisen miyokard hasarmi Onlemede etkili oldugunu sdyleyebiliriz.
Karnozinin bu koruyucu etkinligi; yalnizca antioksidan 6zelligine baglh degil, ayni
zamanda membran koruyucu 6zellik, anti-glikasyon vb. ozelliklerinin birlesmesi

ile olusmaktadir.
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6.SONUC VE ONERILER

Alt extremite iskemi-reperflizyon hasarinin olugsmasmi azaltmak, lokal ve
uzak etkilerinin minimal seviyelere indirilmesi i¢in en 6nemli olan erken tani ve
miimkiin oldugunca erken revaskiilarizasyonun saglanmasidir. Bunun yan1 sira
iskemi-reperflizyon hasari mekanizmasmin tam olarak anlagilmasi, hasarin ¢cabuk ve
etkili bir sekilde onlenmesini saglayacaktir.

Calismamizda; karnozinin ozellikle  biyokimyasal agidan miyokardial
iskemi-reperflizyon hasarini engellemede etkili bir ajan oldugu gosterilmistir.
Histopatolojik degerlendirmede iskemi-reperflizyon hasarmni1 azaltmaktaki roli
istatistiksel olarak anlamli  bulunmamis olsa dahi I-R+KAR grubunda I-R
grubuna  kiyasla  daha disik  diizeyde histopatolojik degisiklikler
oldugunun saptanmasi tarafimizca  anlamh bulunmustur.  Istatistiksel
olarak anlamli sonu¢ ¢ikmamis olmasinin nedeni c¢alisma grubumuzun dar
olmas1 olabilir. Bu nedenle calismamizin bundan sonraki daha genis kapsamli

calismalara yol gosterebilecegi inancindayiz.
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