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1- GIRIS

Yapilan caligmalar, artmis serbest oksijen radikalleri ve lipit peroksidasyonunun,
bir¢ok hastaligm patogenezinde rol aldigimi gostermektedir (1, 2, 3). Miyokard enfarktiisii gibi
kardiyolojik hastaliklar, baz1 norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatoid artrit
gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bircok hastaligin oksidatif stres ile
iliskisi gosterilmistir (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).

Iskemi, hiicre enerji diizeyinin diismesine ve toksik metabolitlerin dokuda
birikimine yol acgarak, hiicre fonksiyon bozuklugundan, hiicre 6liimiine kadar giden bir dizi
biyokimyasal reaksiyonu baslatir (5). Iskemik dokunun tekrar kanlanmasi reperfiizyondur,
enerji gereksiniminin geri kazanilmasi ve toksik metabolitlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in
gereklidir. Ancak, iskemi swrasinda olusmus toksik metabolitlerin ve cesitli inflamatuvar
mediatorlerin sistemik dolasima ge¢mesi ile ciddi metabolik bozukluklar olusabilir ve
reperfiizyon daha ileri doku hasarma yol acabilir (6, 7). Iskemi Reperfiizyon Hasar1 (IRH),
hipoksik organin tekrar oksijenlenmesinin ardindan ortaya ¢ikan hiicresel hasarlanmadir (8).
Bu hasardaki patolojik bozukluklar, IRH’ nin yol agtig1 lokal ve sistemik etkiler, vaskiiler
cerrahide 6nemli sorunlara yol acar. Alt ekstremitelerde akut IRH, 6zellikle aort cerrahisinde
abdominal aortaya gecici siire kros-klemp uygulanmas: sirasinda ve tek veya cift tarafli akut
femoral arter tikanikliklarinda ortaya ¢ikmaktadir (7,8).

Iskemi altindaki ekstremitede lokal doku hasari, iskemik alanmn disindaki
bolgelerde de uzak organ hasari olusabilir. Ozellikle alt ekstremite iskemi/reperfiizyon (I/R)’
u sonrasinda olusan uzak organ hasarinda, akcigerler hedef organ konumundadir ve bu durum
klinik olarak ©onem tasimaktadir (9). Akcigerlerde olusan bu hasara lenfositler, pulmoner
arteriel endotel hiicreleri, alveoler makrofajlar, pulmoner alveoler tip II hiicreleri aracilik
etmektedir (10 - 14).

Karnozin (KAR) (B-alanyl-L-histidine), 1900’lerde kesfedilmis bir ndropeptiddir.
Kas ve sinir dokuda genis dagilim gosterir (15). Karnozinin antioksidan etkisi ilk kez
1984°de gosterilmistir (16). Hidroksil ve siiperoksit radikallerinin ve ¢ok kuvvetli olarak da
singlet oksijen molekiiliiniin temizleyicisidir. Bu 6zelligi nedeniyle beyin, bobrek ve iskelet

kas1 IRH’nda KAR’in koruyucu etkisi arastirilmis ve olumlu sonuglar almmustir (15-16).



Ancak literatiirde KAR’in abdominal aorta IRH ve uzak organ hasar1 iizerine etkisi ile ilgili
herhangi bir caligmaya rastlanilamamaistir.

Kan akimimnin azalmasi doku hasarina ve ¢cok gecmeden iskemik alanin nekrozuna
sebep olur (17). Kan akimmin yeniden saglanmasi ise IRH dedigimiz, hiicre membran yikimi
ve s1v1 ekstravazasyonu ile ilgili lokal doku kayiplarina ve bobrek, akciger gibi uzak organlarin
hasarina sebep olacaktir (18). Bu sistemik etkiler reperfiizyon sirasinda iiretilen toksik serbest
oksijen radikallerine baglanmaktadir. Bununla beraber serbest oksijen radikalleri de organizma
tarafindan bazi temizleyici sistemlerle yok edilmeye calisilir (19).

Deneysel olarak serbest oksijen radikallerinin IRH’ ndaki etkisini 6nlemede ksantin
oksidaz inhibitorleri ve bircok serbest oksijen radikali temizleyicilerinin etkinligi gosterilmistir
(20 - 24). Bu calismadaki amacimiz, alt ekstremite I/R modelinde, KAR’in IRH’ m1 6nlemedeki
roliinii aragtirmaktir. Iskemi reperfiizyon hasart belilemede, IRH’min genel bir ayiract olan
malonil dialdehit (MDA), antioksidan mekanizmanin belirleyicisi olarak superoksit dismutaz
(SOD), rediikte glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (KAT), total
antioksidan kapasite (TAK), nitrik oksit (NO) ve glutatyon reduktaz (GR) seviyeleri,
polimorfoniikleer 16kosit birikiminin gostergesi olarak myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
tayini kullanilmistir.

Karnozinin, aortik iskemi reperfiizyon (AIR) modelinde, uzak organ hasar1 ve
damar endotelinde olusan degisikliklere olan etkisi heniiz yeterince arastirilmamistir.
Karnozinin, uzak dokularda IRH ndan koruyucu etkisi ortaya konulabilirse, infrarenal aortaya
kros klempin uygulandigi abdominal aort anevrizmasi operasyonlari gibi girisimlerde,
reperflizyon sonrasi akciger ve alt ekstremitede meydana gelebilecek olumsuz etkilerin

onlenmesinde, KAR’ in bu etkisinden yararlanilabilinir.
2-GENEL BILGILER
2.1. iskemi
Iskemi; dolagim tarafindan dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin
saglanamamasi ve olusan atik iiriinlerin uzaklastirilamamasidir. Iskemiye bagli doku

hasarinda, hiicresel enerji depolarmin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hiicre

oliimiine neden olur (25, 26). Iskemideki hiicre zedelenmesinin patogenezinde, oksijen



yetersizliginin 6nemi belirtilmekle birlikte, reaktif oksijen tiirevleri de hiicre Oliimiiniin
onemli sorumlularmdandir. Serbest radikal tiirevleri hiicre iizerinde lipid peroksidasyonu ve
diger zararh etkilere neden olur (27).

Sitoplazmik serbest kalsiyum (Ca*?) normalde ATP bagimli kalsiyum tagtyicilari
ile oldukca diisiik yogunluklarda (0.1 M’ den az) tutulur. Iskemi veya toksinler hiicre dis1
kalsiyumun plazma membranindan igeri akisina yol acar. Bunu hiicre ici stoklardan
kalsiyumun serbest birakilmasi izler. Artan sitoplazmik kalsiyum, birbiri ardina, membran
hasarini ilerleten fosfolipazlari, yapisal ve membran proteinlerini katabolize eden proteazlari,
ATP kaybmi hizlandiran ATPaz’ lar1 ve genetik materyali parcalayan endoniikleazlar1 aktive
eder (Sekill) (27).

Iskemi klinik tipta hiicre zedelenmesine yol acan en sik nedendir (27). Iskemi
dokular1 hipoksinin zedelediginden daha ¢abuk zedeler. Hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik
solunumu, yani mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon iizerinedir. Oksijen basincinin
azalmasi sonucu hiicre i¢ci ATP iiretimi belirgin olarak azalir. ATP azalmasinin hiicre i¢cindeki
bir¢ok sistem iizerinde etkisi olur (27).

Yukarida da tamimlandig: gibi iskemi sonucunda sitoplazmik serbest Ca** da bir
artiy vardir. Ayrica, plazma membrant ATP bagimli sodyum pompasmin aktivitesi azalir.
Bunu sodyumun hiicre i¢inde birikimi ve potasyumun hiicre disina ¢ikist izler. Sodyumun
hiicre i¢i net artis1, suyun izoozmotik artisi ile birlikte olup, akut hiicresel sismeye neden olur.
Bu sisme inorganik fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleozitleri gibi diger metabolitlerin

birikimi ile artan ozmotik yiikle daha da artar (27).
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Sekil 1: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin kaynaklari ve sonuglar1. (27)

Hiicresel ATP’ de azalma ile birlikte, adenozin monofosfatta artma da,
fosfofruktokinaz enzimini uyararak, glikojenden ATP iiretimi ile hiicrenin enerjisini temin
amactyla gelisen anaerobik glikoliz hizmi artirir. Sonug olarak glikojen hizla tiikkenir (27).
Artan glikoliz de fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine
neden olarak, hiicre i¢i pH’ nin diismesine yol acgar (27). Sonraki olay ribozomlarin graniillii
endoplazmik retikiilumdan ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarin olusumu ile protein
sentezinin azalmasidir. Hipoksi diizelmez ise, mitokondrial fonksiyonun daha da kotiilesmesi
ve membran permeabiltesinin artmasi, daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Tiim
hiicreler sismis gibi goriiniir. Eger oksijen eski haline donerse, yukaridaki tiim bozukluklar
reverzibldir (27). Bununla beraber iskemi devam ederse, irreverzibl zedelenme gelisir.
Morfolojik olarak irreverzibl zedelenmeye, mitokondrilerin daha siddetli vakuolizasyonu ve

*2 dan zengin yogunluklarm birikimi, plazma

mitokondri matriksinde sekilsiz ve Ca

membranlarinin genis hasari ve lizozomlarin sismesi eslik eder (27).
Iskeminin hiicresel etkileri asagidaki sekilde 6zetlenebilir (28):

1-Membran potansiyelinin degismesi,

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

3-Hiicresel sisme,



4-Hiicre iskeletinin disorganizasyonu,
5-Artmus hipoksantin,

6-Azalmig ATP,

7-Azalmis fosfokreatin,

8-Azalmis glutatyon,

9-Hiicresel asidoz.

ISKEMI
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| MEMBRAN HASARI

Sekil 2: Iskemide membran hasarinin mekanizmalar1 (27).

Membran hasarinin bir¢ok potansiyel nedeni vardir (27) (Sekil 2 ).
1- Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: Iskemiye bagli stoplazmik Ca** artis1 ile
endojen fosfolipazlarin aktivasyonu artan parcalanmaya yol acabilir.
2- Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre i¢i Ca*? artmast ile aktive olan proteazlar hiicre ¢atisina
zarar verebilirler.
3- Toksik oksijen radikalleri: Indirgenmis oksijen tiirevleri hiicre membranma ve
elemanlarina zarar verirler. Bu gibi oksijen radikalleri, iskemik dokularda, ozellikle kan
akiminin diizelmesinden sonra artar. Toksik oksijen tiirevlerinin biiyiik 6l¢iide, reperfiizyon
sirasinda zedelenme alanina gelen polimorfoniikleer lokosit (PMNL)’ ler tarafindan
olusturuldugu diisiiniilmektedir (27).
4- Lipit yikim iriinleri: Fosfolipit parcalanmasi sonucu iskemik hiicrelerde biriken bu

katabolik iiriinler, membranlar {izerinde deterjan etkisi yapar.
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Membran hasarinin mekanizmalar1 ne olursa olsun sonug, yukarida tanimlanan

olaylarla Ca*® un bol miktarda hiicre icine girmesidir (27) (Sekil 2).

2.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuda, hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin
temizlenmesi i¢in, yeniden kan akiminm saglanmasi gerekir. Ancak iskemik dokunun
reperfiizyonu bir dizi olayin baslamasi ile paradoksal olarak doku hasarma yol agar (26).
Reperfiizyon doneminde dokuda notrofil infiltrasyonu, kopleman sisteminin aktivasyonu,
kalsiyum aracili proteazlarin aktivasyonu, arasidonik asit (AA) metabolizmasi gibi pek ¢ok
sistem, serbest radikal (SR) olusumunu artirarak, hasara neden olmaktadir (26). Sok, yanik,
sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya cikan hipovolemi ile iskemi ve bu durumlarin
diizeltilmesi ile de reperfiizyon hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (26,29). Serebrovaskuler olaylarda,
myokard enfarktiisiinde uygulanan trombolitik tedavi veya revaskiilarizasyon ameliyatlar1 da
yine reperfiizyon hasarma neden olmaktadir (26). Travmalarda ve travma cerrahilerinde
hipovolemi yada kanama kontrolii nedeniyle yapilan klemp, tampon uygulamalar1 iskemiye
neden olurken, resusitasyon sonrasi mutlak bir reperfiizyon ile yine IRH giindeme
gelmektedir (26,29). Kardiovaskiiler cerrahide aort yada periferik arter klemp uygulamasi
sonras1 ortaya cikan tablo IRH ile karakterizedir. Transplantasyon cerrahisinde kag¢milmaz
olarak transplante edilecek organin iskemi ve reperfiizyonu s6z konusu olup, olusan hasar
greft fonksiyonlarim etkilemektedir. Ozetle neredeyse biitiin cerrahi islemler sirasinda
dokularin iskemisi ve siklikla bunu takip eden bir reperfiizyon periyodu vardir (26).

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 (29). Oksijen kokenli serbest radikal araciligi ile olusan hasarda ilk basamak,
ksantin oksidaz kokenli O,” anyonlarinin iiretilmesidir (30). Iskemi sirasinda hiicresel ATP,
hipoksantin olusturmak iizere indirgenir. Normal kosullarda hipoksantin, kantin dehidrogenaz
yardimiyla ksantine oksidize edilir. Ancak iskemi sirasinda ksantin dehidrogenaz, ksantin
oksidaza doniistiiriiliir. Substrat olarak nikotinamid adenin diniikleotid kullanan ksantin
dehidrogenazin tersine, ksantin oksidaz oksijeni kullanir ve bundan dolayr iskemi sirasinda

hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalize edemez ve buda hipoksantinin dokuda asiri

11



seviyelere ¢ikmasina yol acar. Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda, fazla miktardaki
hipoksantinin ksantin oksidaz ile doniistiiriilmesi toksik SOR olusumu ile sonuglanir (29).
Selliiler ve subselliiler membranlarim lipid peroksidasyonu da, oksijen kdkenli SR’ in artirdig:
hiicre hasarinda onemli bir mekanizmadir (31). Hiicre membranlar: icerisinde poliansatiire
yag asitlerinin lipid peroksidasyonu, hiicresel biitiinliik ve fonksiyon kaybi1 ile sonuglanabilir.
Bu durum tek basina OH™ radikalleri ile baglatilabilecegi gibi, uygun bir selator varliginda
O, ile de baslatilabilir (27).

2.3. Iskemi-Reperfiizyon Modelleri

Dokularin total iskemiye dayanma siireleri arastirilirken ve fizyopatoloji daha
1yl anlasildikca, cesitli hayvan tiirlerinde, klinikte rastlanilan durumlara uygun modeller

gelistirilmistir.
Iskemi modelleri; (32)
1- Total arteriel: Arteriel kan akiminin tam olarak durdurulmasi,

2- Total Vendz: Ven akimimin disaridan (basi, biikiilme, v.s.) veya iceriden

(tromboemboli) kaynaklanan bir nedenle kesilmesi,
3- Total global: Dokuya gelen ve donen kan akiminin tam kesilmesini ifade eder,

4- Kismi ven6z: Ven duvariin arter duvarina gore ince ve zayif olmasi, disaridan olacak basi

ve biikiilmelerden daha fazla etkilenme sebebidir ve kismi etki yaratilabilir.

Biz calisgmamizda, uygulama kolaylhig ve referans olarak aldigimiz caligmalarda
daha siklikla kullanilmis olmasi nedeniyle, total arteriyel kan akimmin durdurulmasi modelini

tercih ettik.

2.4. Aort Kros Klempin Sistemik Etkileri

Iskemi, organ veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagl olarak

gelisen, geriye doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre ve doku zedelenmesine neden olmaktadir
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(33). Iskemi sonrasinda hiicrelerde pek cok metabolik ve yapisal degisiklikler olusmaktadur.
Bunlardan biri; iskeminin hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak hiicre i¢inde adenozin
trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezinde azalmaya yol a¢masidir. Bu durum, hiicre
membranmin ATP’ ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunu bozarak, hiicreye daha fazla
kalsiyum, sodyum ve su girmesi ile sonuclanmaktadir. Iyonik pompa fonksiyon bozuklugunu
takiben mitokondrial ve lizozomal harabiyet meydana gelir. Lizozomal proteolitik enzimlerin
sitoplazmay1 sindirmeleriyle hiicre oliimii ortaya cikar (34). Iskemi sirasinda, adenin
niikleotidinin yikimi da artmaktadir. Bu durum ise SOR prekiirsorii hipoksantinin hiicre ici
birikimini artirmaktadir. Iskemi sonrasinda o bolgedeki kan akimmin yeniden saglanmasi
(reperfiizyon) ve hiicre i¢ine molekiiler oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte SOR tiirevleri
hizla olusmaktadir. iskemi ayni zamanda endotel hiicrelerinde baz proinflamatuvar gen
iriinlerinin (16kosit adezyon molekiilii, sitokinler vb.) ve biyoaktif bilesiklerin (endotelin,
tromboksan A2 vb.) sentezini artirirken, baz koruyucu gen iriinlerinin (yapisal nitrik oksit
sentaz, siklooksijenaz-2) ve bu enzimlerin iiriinlerinin (nitrik oksit, prostasiklin) ekspresyon
ve sentezini baskilamaktadir (34,35). Geri doniissiiz hiicre hasarmi onleyebilmek icin organa
ve dokuya yeniden kan akiminmn saglanmasi gerekmektedir. Ancak reperfiizyonun
gerceklestirilmesi, iskemik dokularda, iskeminin dokuda ve organda olusturdugu hasardan
daha fazla bir hasara yol acabilmektedir (8).

Endotelin, vaskiiler homeostazisin saglanmasinda 6nemli rolleri vardir (36). Bunlar;
1- Mikrovaskiiler permeabilitenin saglanmasi,
2- Damar kontraktilitesi,
3- Anjiogenezis,
4- Koagtilasyon,
5- Lokosit trafigi,
6- Immiinite.

Bu endotelyal fonksiyonlar eksojen ve endojen bazi faktorler tarafindan diizenlenir.
Kan akimm regiilasyonu biiyiik oranda saglam bir endotelyal yapimin varligiyla saglanir.
Endotelyal hiicrelerin NO {irettigi ve bunun da endotel kaynakli gevsetici faktor (endotelial
derived relaxing factor, EDRF) ile aym oldugu gosterilmistir (37). NO veya EDRF, siklik
guanilat siklaz1 stimiile ederek, vaskiiler diiz kaslarda relaksasyona, dolayisiyla vazodilatasyona
yol acar. Entotelyal hiicreler endotelin denen giiglii bir vazokonstriktor maddeyi da {iretirler.

Endotelyal hasar bu vazoaktif maddelerin salintminin azalmasina sebep olmaktadir (38).
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Mikrovaskiiler permeabilite bircok kimyasal mediator tarafindan kontrol edilir.
Iskemi reperfiizyon hasarinda bu mediatérler aktive olur. Bu maddelerin basinda trombosit
aktive edici faktor (PAF), bradikinin ve histamin gelir. Bunlar kalsiyumun hem hiicre i¢cine hem
de disina olmak {iizere iki yonlii mobilizasyonuna sebep olurlar. Endotelyal sitozolik kalsiyum
miktarinda anormal artisla NO ve endotelin gibi giiclii vazoaktif ajanlar salgilamr. Endotelyal
yiizey normal kan akiminin saglanmasi icin piiriizsiiz ve bdylece nonkoagiilandir. Bu durum
antitrombin III’ tin olusumunun katalizasyonu ve yiizeysel trombomodiilin sayesinde saglanir
(39, 40).

Iskemi-reperfiizyon sonrasi endotel diizeyindeki patolojik degisiklikler, membran
permeabilitesinde artisa sebep olur, bu da nétrofil infiltrasyonuna yol acar. Notrofil infiltrasyonu
IRH’ min patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Notrofillerin yapisinda bulunan nikotin amid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazin aktive olmasiyla, NADPH; NADP" ye, H"” e ve
20,’ e donusiir, siiperoksit anyonlarnt tretilir (41). Rees ve arkadaslari, ksantin oksidaz
aktivitesindeki hizli artisin, notrofil kemotaktik aktivitesini arttiran serbest radikal olusumunu
saglayabilecegini ve hiicre zar1 hasarini baslatabilecegini savunmuslardir. Notrofil, dokularda
iskemi sonrasi serbest oksijen radikali iiretimi i¢in potansiyel bir kaynaktir (42).

Postiskemik iskelet kasi hasarinda, graniilositlerin varligmin kamti, artmig
myeloperoksidaz aktivitesidir. Myeloperoksidaz, notrofiller tarafindan iiretilen H,O,' den
doniistiiriilen ve siiperoksitten daha toksik olan hipoklorik asiti notralize eder. Myeloperoksidaz
iskemi sirasinda orta derecede artarken, reperfiizyonun 15—60. dakikalarinda anormal bir artis
gosterir (43).

Iskemi reperfiizyon hasarmin patofizyolojisinde 16kositlerin rolii yapilan deneysel
calismalarla gosterilmistir. Lokosit filtreleri (44), cesitli hayvan modellerinde farmakolojik
ajanlar (45), radyasyon (46) ve monoklonal antikorlar (47, 48) bu deneysel calismalarda
kullamlan yontemlerin birkacidir. Biitiin arastirmacilar uyguladiklann modellerde 16kosit
oranlarinda azalmanin, IRH mn azalmasi ile paralel oldugunu gostermislerdir. Ancak sebep-
sonug iliskisi halen arastirlmaktadir. Lokosit miktarinda azalmanin 16kosit filtreleri gibi
yontemlerle saglanmasi sonucu, lipid peroksidasyonunda ve kas nekrozunda azalma tespit

edilmistir (48).
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2.5. Aortik Iskemi-Reperfiizyona Bagh Gelisen Uzak Organ (Akciger) Hasan

I/R hasarinin sadece iskemiye maruz kalmis dokuda smirli kalmayip, diger uzak
organlarm da sistemik dolasima katilmis oksijen radikallerinden, sitokinlerden, kompleman
proteinlerinden, prostoglandinlerden, tromboksan gibi birtakim medyatorlerden ve toksik
iriinlerden etkilenmis oldugunu gosterilmistir (49). Ekstremitelerde meydana gelen akut
arteriel okliizyon sonrasi reperfiizyonun yeniden baslamasi ile metabolik asidoz, hiperkalemi,
myoglobiniiri ve bobrek yetmezliginin gelistigi bildirilmistir (49). Ayrica superior mezenterik
arterin bir saatlik iskemi ve bir saatlik reperfiizyonu ile, bobrek kan akiminda, sodyum ve
iniilin klirensinde belirgin diisme kaydedilmistir. Calismalarda, olusan oksidatif etkinin,
antioksidan maddeler ile azaltilabilecegi de gosterilmistir (50 - 52).

Iskemi-reperfiizyonun uzak doku hasarindan en fazla etkilenen organlardan biri
akcigerlerdir. Sekonder akciger hasar1 hafif diizeyli disfonksiyondan, akut respiratuvar
distrese kadar degisebilir. Alt ekstremitede olusturulan I/R sonras1 akciger dokusunda belirgin

notrofil gocli ve kardiyak kokenli olmayan akciger ddeminin gelistigi bildirilmistir (53).

2.5.1. Akciger Iskemi Reperfiizyon Hasar

Akut alt ekstremite I/R olay1 sonras1 ortaya ¢ikan akciger hasari, onemli derecede
postoperatif mortalite ve morbiditeye sebep olmaktadir. Hipoksemi, pulmoner hipertansiyon,
azalmis akciger kompliansi ve nonhidrostatik pulmoner 6dem, IR sonucu olusan akciger
hasarinin birer bulgusu olarak ortaya ¢cikmakta ve klinik olarak tamamen subklinik seyreden
gecici bir durumdan, akut sikintili solunum sendromu (ARDS)' ye kadar gidebilen ciddi bir
tabloya yol acabilmektedir. Molekiiler olarak, akut alt ekstremite IRH sonras1 viicutta lokal ve
sistemik inflamatuar bir yanit ortaya ¢ikmakta ve buna bagh plazmada artmis proinflamatuar
ajanlarla birlikte (sitokinler, arasidonik asit deriveleri, trombosit aktive edici faktor,
kompleman), artmis serbest oksijen radikalleri ve notrofil infiltrasyonu, olusan uzak organ
hasarinda rol oynamaktadir (10). Akcigerde bu hasarin olusum mekanizmasi: “washout
fenomeni”; reperfiizyonla sistemik dolasima katilan kimyasal mediyatorler ve
mikroembolilerle agiklanir (53). Iskemi ile birlikte timor nekroz faktor alfa (TNF-o),
interlokin-1-beta (IL-1P) artis1 ve polimorf niiveli notrofil (PMN) aktivasyonuyla karakterize

enflamatuvar yanit, bu hasarda en onemli rolii oynamaktadir (9, 16, 53, 54). Reperfiizyonun
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hemen basinda artan serbest oksijen radikallerinin hasar1 daha da artirdig1 bilinmektedir (55-
57). Artan SOR ile birlikte, plazmada bulunan proenflamatuvar ajanlardan kompleman
(0zellikle C3a, C5a ve C5b-9), selektin, sitokinler (IL-6 ve 8), trombosit aktive edici faktor
(PAF), tromboksan (Tx) ve lokotrienler (6zellikle LTB4) akcigerdeki hasar1 daha da artirirlar
(13,58). Sonug¢ olarak; alt ekstremite I/R’u, pulmoner vazokonstriikksiyon, pulmoner
hipertansiyon ve alveoler membran gegirgenliginde artisla pulmoner 6deme neden olur (54).
Bir calismada, Zimon ve arkadaslari, akut alt ekstremite iskemisi gelisen ve cerrahi tedavi
uygulanan 70 hastada, erken postoperatif donemde, %64 oraninda pulmoner komplikasyon
bildirmisler ve preoperatif iskemi siiresi ile olusan akciger hasarmin siddeti arasinda belirgin
bir korelasyon gostermislerdir (59).

Antioksidan maddelerin akut IRH sonras1 goriilen uzak organ hasarina kars
koruyucu etkisi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (60). Punch ve arkadaslari, serbest oksijen
radikal inhibitorlerinin, akut alt ekstremite I/R olayr sonrasi ortaya ¢ikan pulmoner
mikrovaskiiler permeabilite artis1 ve notrofil akiimiilasyonunu engelledigini gostermislerdir
(61).

2.5.2. Akciger Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Endotelin Etkisi

Iskemi-reperfiizyon sirasinda meydana gelen hasarin derecesini belirleyen en nemli
faktor esas olarak hasara ugrayan damar duvarim kaplayan endoteldir. Bununla birlikte akciger
parankimini olusturan diiz kas hiicreleri ve pnomositler de iskemiden etkilenirler (25, 62).
Siiperoksit radikali (O, ) ve diger oksidatif maddeler, hem iskemi hem de reperfiizyon sirasinda
fazla miktarlarda iiretilir ve direkt olarak protein ve lipitlere saldirarak etkilerini gosterirler (25).
Endotelin hasart sonucu, endotel hiicrelerini birbirine yapistiran baglar hasar goriir ve hiicreler
arasindan ekstraseliiler bolgeye kacak olur. Endotelden prostasiklin salimm bozulur ve
reperfiizyon sirasinda prostasiklin-tromboksan dengesi bozularak, trombosit agregasyonu artar.
Mikrosirkiilasyonda trombosit agregasyonlari sebebiyle tikankliklar olusur ve doku i¢inde etkin
kan dolasimi saglanamaz. Hasara ugramis endotel kompleman sistemini aktive eder ve
notrofilleri hasar bolgesine cagirir. En 6nemli hasar ise notrofillerin gelmesiyle olusur. Iskemi-
reperfiizyon sonrasinda gelisen sikintili solunum sendromundan PMNL sorumludur. Diger
yandan, aktive notrofillerin akciger, kalp ve barsak dahil bir¢cok organdaki doku hasarn
patogenezinde Onemli olduklarna iliskin kanitlar giderek artmaktadir (63 - 65). Sistemik
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inflamatuar yamtin gelismesiyle PMNL aktivasyonu, pulmoner mikrosirkiilasyonda PMNL
sekestrasyonu ve PMNL’ lerin endoteliyal hiicre adezyonu s6z konusudur. PMNL' lerin endotel
hiicresine adezyonu sonrasi agiga c¢ikan toksik maddeler sonucu endotelyal tabakada hasar
olusur, kapiller permeabilite artar, alveolar ve interstisyel 6dem gelisir. Reperfiizyon sirasinda
endotelden salgilanan nitrik oksit (NO)’ in de biiyiik 6nemi vardir. NO nétrofillerin yapismasini
(CD11b ve CD18 iizerinden), birikmesini ve iceriklerini bosaltmalarim inhibe eder. Ayrica hem
trombosit aggregasyonunu engeller, hem de vazodilatasyon yaparak vaskiiler dengenin
korunmasint saglar. Endotel hiicreleri, reperfiizyon sirasinda, NO sentezini saglayan endotelyal
nitrik oksit sentetaz enziminin sayisim arttiran genleri aktive ederler ve bu sekilde artmis NO
miktan ile hasan engellemeye calisirlar. Fakat biitiin bunlara ragmen NO kana karistig1 zaman
cok cabuk bir sekilde hemoglobine baglanarak inaktive olur. Yine nétrofillerden salgilanan O,
ve diger oksidan maddeler, hemen NO ile etkilesime girerler ve NO’ in etkilerini ortadan
kaldirirlar. Hatta fazla miktarlarda NO’ in iiretildigi durumlarda; O, , NO ile reaksiyona girerek
daha zararl1 bir madde olan peroksinitrit olusumuna sebep olur ve doku hasarini daha da artinr

(63, 64, 65, 66).

2.6. Serbest Radikaller

2.6.1. Serbest Radikallerin Tanimi

Molekiillerdeki atomlar uzayda bir yer kaplarlar ve bu kapladiklar yere orbital adi
verilir. Her orbitalde biri saat yoniinde, digeri de tersi yonde hareket eden iki elektron bulunur.
Eger bir orbitalde, yalmzca bir adet elektron bulunuyorsa, buna esi olmayan elektron denir.
Serbest radikal ise dis orbitalinde tek sayida, esi olmayan elektron tastyan, elektrik yiiklii veya
yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir (27, 67). Kimyasal formiillerde bu elektron * = ”
simgesi ile (6r: OH™ ) gosterilir. Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarn isleyisi
sirasinda olustugu gibi, cesitli dis etkenlerin etkisiyle de olugsmaktadir. Cok kisa yasam siireli,
ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle cok aktif yapili olan serbest radikaller, tiim hiicre
bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gosteritler (67, 68, 69).

Serbest radikal, 6zellikle aktive oksijen tiirleri uretimi, kimyasal hasar ve radyasyon

yaralanmasi, oksijen ve diger gaz yaralanmalari, hiicre yaslanmasi, fagositik hiicrelerle

mikrobiyal Oldiirme, inflamatuar hasar ve makrofajlarla tiimor destriiksiyonu gibi pek ¢ok
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olaym ortak sonucudur (68, 70). Serbest oksijen radikalleri (SOR), doku hasan ve degisik
hastaliklarin etiyopatogenezindeki rolii, son yillarda tipta giderek daha fazla ilgi ¢eken bir alam
olusturmaktadir.

Oksidatif stres; artmis oksidana maruz kalma ya da azalmis antioksidan kapasite
olarak tanimlanabilir (71). Organizma, oksidana maruz kalmayr minimum diizeye indirmek icin
antioksidanlara sahiptir, ancak serbest oksijen radikallerinin asin iiretiminde ya da varliginda, bu
koruyucu sistem yetersiz kalmakta ve oksidan hasar meydana gelmektedir (26).

SOR, akcigerlerde dogrudan solunum yolu diiz kas kontraksiyonuna, doku
harabiyetine, damar gecirgenliginde artisa, brons asirn1 duyarliligina ve mediator salimmmina
neden olmaktadir (27). Ayrica mast hiicrelerinden histamin salimmina ve hava yolu epitel
hiicrelerinden mukus salgilanmasina neden olmaktadir (72).

Aerobik organizmalarda yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in  oksijene mutlak
gereksinim vardir. Solunan oksijenin %95’ inden fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji
olusumunda kullanilirken, yaklasik %5’ i de oldukc¢a toksik SOR’ lerine doniismektedir (26).
Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O2~ radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile
H,0, olusur. Uciincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif OH™ radikali olusur.
Dordiincii elektron ilavesi ile de su olusmaktadir (73 — 76).

Serbest radikallerin olusumu:
O, + e+ H —» HO, Hidroperoksil radikali
HO, —» H"+ 0, Siiperoksit radikali
0, + € + 2H" —H,0, Hidrojen peroksit
H,0, +e —» OH + OH Hidroksil radikali
OH +e +H"—» H,0

SR’ ler organizmada mitokondrinin yam sira, hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda,
zara bagli veya serbest halde bulunan pek ¢ok enzimin katalizledigi reaksiyonlar sirasinda da
olusmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi, sitoplazmada
ksantin oksidaz, hiicre zarma bagli NADPH oksidaz ve lipoksigenazlar gibi enzimlerin kataliz

ettigi reaksiyonlar sayilabilir.

Ksantin Oksidazin _Katalizledigi Reaksiyon: In vivo serbest oksijen radikali
olusturan enzimlerden biridir. Bu enzim, piirin metabolizmasinin son oksidasyonu olan
hipoksantinin ksantine oksidasyonunu gerceklestirir. Ksantin oksidaz 0, varliginda, hipoksantini

ksantine, ksantini de iirik aside okside ederek ortama 0, ile H,O, salinmasim saglar. Normal
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dokularda ksantin oksidaz, ksantin dehidrogenaz olarak bulunur, elektron alicisi olarak O,
yerine NAD™ yi kullanir ve bu reaksiyonlar sonucunda higbir serbest oksijen radikali olusmaz
(77). Postiskemik dokuda siiperoksit radikalinin biiylik kismunin kaynagi ksantin oksidaz
sistemidir. Dokuya kan saglanmasi belli bir diizeyin altina indiginde, ATP iiretimi icin gerekli
O, miktari da diiser. Enerji deposu azaldiginda hiicre, membranindan gerekli iyon transportunu
yapamaz hale gelir ve sonugta hiicre sitozoliinde kalsiyum iyonu konsantrasyonu artar. Artan
Ca™ konsantrasyonu da ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza doniistiirecek proteazlari
harekete gecirir. Proteaz aktivitesinin Ca* iyonu ile arttigi farkli deney hayvanlarmm farkli
dokularinda gosterilmistir. Bu da tipki serbest oksijen radikallerinin yaptig1 hasar gibi tiire 6zgii
degildir (77 - 79). Hiicrenin ATP miktarinin azalmasi ile es zamanlh olarak AMP miktan artar,
AMP de adenozin, inozin ve hipoksantine metabolize olur. Hipoksantin miktarinin iskemik
dokularda arttigi bilinmektedir ve tiim beden hipoksisi ve kismi iskemisinde de dolagimda
bulunan miktan artar. Artmus hipoksantin, aktivitesi yiikselmis ksantin oksidaz tarafindan
metabolize olur, toksik serbest radikaller ortama salinir.

Ozet olarak iskemik dokularda iki 6nemli degisiklik olur; ksantin oksidaz
aktivitesinin artisi ve bu enzimin iki substratindan biri olan hipoksantin olusumu. Diger bir
substrat olan molekiiler oksijenin de reperfiizyonla saglanmasiyla, dokuda ani ve ¢cok miktarda

stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit olusumu gergeklesir.

2.6.2. Serbest Radikaller ve Olusum Yollart

Serbest oksijen radikalleri su yollarla olusmaktadir (73, 74):
1- Radyan enerji absorbsiyonu (ultraviyole, X 1s1n1).
2-Hiicrenin normal metabolizmasi sirasinda gerceklesen oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlart
(0rnegin: solunum, ksantin oksidaz, fenton reaksiyonu). Ozellikle demir ve bakir
metabolizmast hiicre icin biiyiik bir oksidatif hasardir.
3- Dus kaynakli kimyasal maddelerin ve ilagclarin enzimatik metabolizasyonu.
4- Nitrik oksid (NO); 6nemli bir kimyasal mediyatordiir (endotel, makrofaj ve noronlarda) ve
serbest radikale doniisebilir.
5- Iskemik hasarli bélgenin reperfiizyonu ve oksijen tedavisi sirasinda.

6- Inflamasyonda polimorf lokositler ve makrofajlar yolu ile.
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Siiperoksit radikali:

Hemen tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
O, meydana gelir. Bu radikalden spontan ya da enzimatik dismiitasyon ile ikinci bir ara
tiriin, H>O» olusur. Demir (Fe) ve Bakir (Cu) gibi gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmast bakimindan da onemlidir. Siiperoksit radikali direkt olarak fazla zarar vermez. Asil
onemi H;O, kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir.
Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu, reaktif bir oksijen
tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Boylece NO'in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica,
peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararl etkileri vardir ve azot dioksit (NO), hidroksil

radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO, ) gibi daha baska toksik iiriinlere doniisiirler (25).

Hidrojen peroksit:

Molekiiler O;’nin, ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi sonucu peroksit
olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi meydana getirir.
H,0;, membranlardan kolayca gecebilen uzun 6miirlii bir oksidandir. KAT enzimi ile H,O ve
O, ye yikilir. H>O, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksid ile reaksiyona girerek,
en reaktif ve zarar verici serbest radikal olan OH™ olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir.
Buna Haber-Weiss Tepkimesi adi verilir. Haber-Weiss Tepkimesi, ya katalizor varhiginda ya
da katalizorsiiz olarak gerceklesir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukca yavas ilerler. Bu
tepkime asagidaki gibi ilerler.

20, +2H,0; — 5  20,+20H +20H (Haber — Weiss Tepkimesi)

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

Fe'> + 2H,0, - Fe" + OH + OH™ ( Fenton Tepkimesi)

Goriildiigti gibi siiperoksid, hem H,0O, kaynagi, hem de gecis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisidir. Indirgenmis gecis metalleri (demir ve bakir), okside sekillerine gore, H,O; ile

birlikte daha reaktiftirler.
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Hidroksil radikali:

OH ; H,O,'nin gegis metallerinin varliginda indirgenmesiyle meydana gelir
(Fenton Reaksiyonu). Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur. Hidroksil radikali; son derece reaktif bir oksidan

radikalidir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur (41).

Nitrik OKksit:

NO hemostatik olaylarda ve organizmanin savunma mekanizmalarinda otokrin ve
parakrin etkisi olan bir aracidir. Makrofajlar, notrofiller, hepatositler ve endotel hiicreleri
tarafindan iretilir. En Onemli fonksiyonu viicudun c¢esitli dokularinda interlokin-1 ve
sitokinlerin etkilerine paralel bir islev gdrmesidir (75). Tiimor hiicrelerini, parazitleri, bakteri
ve mantar hiicrelerini oldiirmede gorev alir. Ancak yiiksek seviyelerde, normal hiicreler
iizerinde toksik etkisi vardir. O, ile inaktiflesir ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile
korunur. Bu bakimdan serbest radikal tutucu olarak kabul edilse de, uygun ortamlarda
sliperoksit ile giiclii bir oksidan olan peroksinitriti olusturur. Diisiik pH' da duragan degildir.

Spontan olarak parcalanarak hidroksil radikali ve nitrojen oksit olusur (76).

2.7. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalarin bir kismu serbest radikal olusumunu, bir kismi1 ise olusmus serbest
radikallerin zararh etkilerini 6nlemektedir. Bu islevi yapan maddelerin tiimiine birden genel
olarak antioksidanlar denir (Sekil 3) (41, 80 - 82).

Etkilerini lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil radikallerini
temizleyip lipid peroksidasyonunun baslamasim Onleyerek, gecis metal iyonlarini baglayip
etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi nonradikal iiriinlere doniisiimiinde etkin rol oynayarak
ve zincir reaksiyonlarina neden olan tiim radikallerle reaksiyona girip zinciri kirarak gosteren
antioksidanlar intraseliiler ve ekstraseliiller olmak {iizere iki grupta incelenir. En belirgin
ozellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az konsantrasyonlarda bile, substratin
oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir (82). Oksidan molekiiller belirli diizeyde

kaldiklar1 siirece, organizmanin yabanci maddelere ve enfeksiyon ajanlarmna karst énemli
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savunma molekiilleridir. Ancak belirli diizeyin iizerinde olustuklarinda veya antioksidan

sistemin Yyetersizliginde serbest radikal molekiilleri, organizmanm yap1 elemanlari1 olan

protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve enzimleri bozarak zararh etkilere yol acarlar

(78).

Tamir Mekanizmalar!
{DNA-tamir enzirnleri)

Koruyucu mekanizmalar

(Metal selatasyonu ile olugan
ROS dretiminin 6nlenmesi)

1?

Fiziksel savunmalar
(Biyolojik alaniarin
stabilizasyonu, sterik interferans)

L

Oksidatif Strese Karsi
Savunma Mekanizmalar

]

—

v

Antioksidan savunma

i

Antioksidan Enzimier
Direkt etki edenler
(SOD, Katalaz, Peroksidaz)
Destekleyici enzimler
(Ksantin oksidaz, G6PD)

(DMAA)

-\
[DUS)UK Molekiil Agirhkh Antioksidaniar

J

{ indirekt etki eden DMAA I

l

l

Hiicrede sentezlenenler
Histidin di-peptitier:

Kamozin, homokarmnozin
Glutatyon

Diyet kaynalkh
Tokoferoller, karotenler,
askorbik asit

Sekil 3 ; Oksidatif hasara karsi koruyucu mekanizmalar ve antioksidan sistem (80).

Aortik iskemi reperfiizyon (AIR) hasar1 olusumunda serbest oksijen radikalleri

onemli bir yer tutar (83). Iskemik dokularin reperfiizyonu toksik/reaktif oksijen tiirleri

olusumuna yol acar. Bunlar siiperoksit

anyonlar, hidroksil radikalleri, hipoklorik asit,

hidrojen peroksit ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir (29). Serbest radikal temizleyicileri,

reaktif oksijen parcalar: ile reaksiyona girerek, bunlar1 zararsiz maddeler haline doniistiiren

ajanlardir. Bu ajanlar SOD, KAT, GSH, GR, GSH-Px olarak siralanabilir.
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Siiperoksit Dismutaz:

SOD, bir metalloenzimdir. Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur.
SOD , McCord ve Fridovich (84) tarafindan bulunmustur ve siiperoksidin hidrojen perokside
doniisiimii reaksiyonunu katalizler.
0 +0, +2H, — H,0,+ O’

SOD

Siiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan, hem de rediiktan olarak
hareket eder. Oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1 SOD; katalaz ve glutatyon enzim
sistemiyle birlikte calisan bir savunma mekanizmasidir. Boylece olusan hidrojen peroksit,
katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir.
Peroksit radikalinin dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj
saglar. SOD’1n gorevinin aerobik organizmalari, siiperoksidin zararh etkilerine karsi korumak
oldugu sanilmaktadir. Enzim, hiicrede degisik kompartmanlarda bulunmaktadir. Sitozolik
enzim, her biri icinde bir ekivalan bakir ve ¢inko tasityan, birbirine benzer iki alt iiniteden
meydana gelir. Fakat mitokondriyal enzim, bakterilerde bulunana benzer sekilde sadece

manganez (Mn*?) icerir. Dismutaz biitiin temel aerobik dokularda bulunmaktadir (85).

Glutatyon:

Metabolizmada Onemli rol oynayan glutatyon, bir tripeptid (gama glutamil
sisteinilglisin) olup, bir¢cok hiicrede bulunmaktadir. Glutatyon; glutamat, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusur. Glutamat, sisteine gama-karboksil aracilig1 ile baglanir. Molekiiliin
aktif kismu sisteinin siilfidril grubudur. Gama-glutamil kismi hiicre ici stabiliteyi ve
peptidazlara direnci saglamaktadir. Glutatyon, hiicre zarinda aminoasitlerin tasimasinda rol
alir ve koenzim olarak enzim yapisina girer. Proteinlerin siilfidril yapilarin1 korur, toksik

maddelerin etkilerinin ortadan kaldirilmasinda rol oynar (86).
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):
Eritrositlerde ve diger dokularda, prostetik grup olarak selenyum iceren glutatyon

peroksidaz enzimi, indirgenmis glutatyon tarafindan hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerinin
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parcalanmasi katalize eder; boylece membran lipitlerini ve hemoglobini, peroksitlerin
oksidasyonuna karsi korur. Spesifik hidrojen verici olarak glutatyonu kullanir. Peroksit
radikallerine afinitesi katalazdan daha fazladur.

2GSH + H,O, ——» GSSG + 2H,0

Glutatyon Rediiktaz:

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH, prostetik grubu
FAD’ dir. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. Okside glutatyon hiicreyi
oksidanlara kars1 koruyamaz. Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH kullanan rediiktazin
katalizledigi bir reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur. NADPH, hidrojen
peroksidin indirgenmesinde endirekt olarak elektronlari saglar. Olusan NAD" ise Glikoz 6-
fosfat dehidrogenaz enzimi yardimiyla NADPH’ a doniistiiriiliir (86).
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NAD"

Katalaz (KAT):

Katalaz, dort hem proteini iceren bir hemoproteindir. Kan, kemik iligi, karaciger,
bobrek ve miikdz membranlarda bol miktarda bulunmaktadir. Katalaz, iki hidrojen peroksit
molekiiliinden birini elektron vericisi, digerini de elektron alicis1 olarak kullanarak su ve
oksijen meydana getirir (87).

2 H202 —> 2H20 + 02

2.8. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki
coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olay olarak
tammlanmaktadir (79). Hidroksil radikali; DNA, protein ve karbonhidratlar dahil olmak iizere
her canli molekiilii ile reaksiyona girerek hasar yapar, membran lipitlerinden H" ¢ikararak lipid
peroksidasyonunu baglatir.

Hidroksil radikalinin baslattig1 peroksidasyon, zincirleme bir reaksiyondur ve lipid

zinciri bitene ya da reaksiyon bir antioksidan tarafindan durdurulana kadar devam eder (79).
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Lipid peroksidasyonu, lipid hiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniigsmesiyle
sona ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan malonil dialdehit (MDA) miktar,
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 gazlarn tayini de son yillarda lipid peroksidasyon gostergesi olarak degerlendirilmektedir

(79).

2.9. iskemi Reperfiizyon Hasarmm Onlemek icin Tedavi Stratejileri

Serbest radikaller tiim biyolojik maddelerle reaksiyona girerler ve oOzellikle
hidroksil radikalleri hiicre zarmdaki lipidlerin peroksidasyonuna neden olarak hiicrenin
yapisinin bozulmasmma sebep olurlar. Lipid radikallerin olusmasi, zar lipid yapisinda
degisikliklere ve zar islevinin bozulmasina neden olmaktadir. Hiicre ici kalsiyumun artmasi
ile baslayan ve radikallerin enzimler ve diger hiicre elemanlaria etkisi ile olusan sitotoksik
iriinlerin katilimiyla, hiicreyi 6lime kadar gotiiren siirece karsi, hiicrenin kendini korumak
icin gelistirdigi mekanizmalara antioksidan mekanizmalar ad1 verilir (28). Bunlar;

* Serbest radikallerin iiretiminin inhibisyonu,

* Notrofillerin inhibisyonu,

* Serbest radikallerin siipiiriilmesi,

¢ Antioksidan enzimler,

« Iskemik 6n kosulama,

* Hipotermi mekanizmalar1 olarak 6zetlenebilir.

Vitamin E, vitamin C, beta karoten gibi vitaminler; siiperoksit, hidroksil ve lipid
peroksit radikallerini tutma Ozelligine sahiptirler. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi enzimler, allopiirinol gibi metal baglayan proteinler ve dimetil siilfoksit,
desferroksamin gibi bir¢cok ajan, oksijen radikallerinin olusumunu azaltarak, radikallerin
yiikseltgen olmalarin1 engellerler ya da DNA onarim mekanizmalarini arttirarak antioksidan
etki gosterirler. Ayrica :

Antioksidan tedavi,
Kalsiyum antagonistleri,
Anjiyotensin konverting enzim inhibitorleri,

Anti-kompleman tedavi,
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Lokosit deplesyonu/filtrasyonu,

Anti-sitokin veya lokosit adezyon molekiilii,

Endotelin reseptor antagonisti,

Platelet aktivasyon faktor antagonistleri,

LTB4 antagonistleri, IRH’ m1 azaltmak icin kullanilan diger tedavi stratejilerini

olusturmaktadir (45).

2.10. Karnozin (beta-alanil-L-histidin)

Dogal karnozin (KAR) deriveleri, KAR iligkili dipeptitler (CRCs) veya aminoacil-
histidin dipeptitleri olarak da adlandirilmaktadirlar. Bunlar; KAR (beta-alanil-L-histidin),
homokarnozin (gama-aminobutiril-L-histidin), anserin (beta-alanil-L-I-metil-histidin), balain,
ophidin, beta-alanil-L-3-metil histidindir. Karnozin, aminoagil-histidin dipeptitleri olarak bahsedilen
bilesikler serisinin ilk 6rnegidir (88). Karnozin, 1900 yilinda, ilk olarak Gulewitsch ve Amiradzibi
adli Rus bilim adamlar1 tarafindan et ekstraktlarindan saflagtinlmistir (89). Endojen olarak
sentezlenen bu dipeptit (89, 90); beta-alanin ve L-histidinden olusmus (91) multifonksiyonel bir dipeptitdir
(92). Ogzellikle beyin, iskelet ve kalp kasi gibi uyarlabilen dokularda (92, 93, 94) yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasina karsmn, lenste, midede ve bobrekte de yaygin olarak
bulunmaktadir (93).

Karnozinin esas biyolojik rolii tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen, yapilan
cesitli deneysel ¢calismalarda KAR’in; antioksidan, tamponlayici aktivite, norotransmitter, yara
tyilestirici bir ajan ve savunma sistemini giiclendiren bir etkiye sahip oldugu rapor
edilmistir (92). Sonradan yapilan baz1 ¢alismalarda ise, bu fonksiyonlarina ek olarak

KAR’in homeostatik fonksiyonunun oldugu ileri stiriilmiistiir (22).

2.10.1. Karnozinin Yapist ve Metabolizmas

Beta alanin ve L-histidinden olusan basit bir dipeptit olan KAR’ de, beta-alaninin
karboksil grubu, histidinin amino grubu ile amid bagi ile baglanir (90). Karnozin dokularda
metabolik kontrol altindadir. Karnozin, karnozin sentetaz enzimi tarafindan (beta-alanin ve L-
histidinden) sentezlenir (95-97).

ATP + L-Histidin + Beta-Alanin —5 AMP + PP + Karnozin
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Karnozin sentetaz enzimi % 98 sitozolik aktiviteye sahiptir (98). Enzim genel
substrat 0zgiilligii gosterir ve farkli aminoacil histidin dipeptidleri (homokarnozin ve anserin

gibi) sentezleme yetenegine sahiptir (95-97, 99).

Karnozinin yikimi karnozinaz enziminin 2 izoformuyla saglanir. Bu izoformlar,
doku (aminoacil-histidin dipeptidaz) ve serum karnozinaz (Beta-Ala-His dipeptidaz)’ dir (100-103).

Karnozin + Hb O, —»  L-Histidin + Beta-Alanin

/ |
Metilasyon
/ B
//
/ TN S
(\‘\//.;
-

Enzimatik
h d'““;

CoA’nun sentezi
Hlshdln alanm | — Niikleik asit sentezi
- _ Kollajen sentezinin stimulasyonu
)

\ Dekarboksilasyon

Hlstarmn I%\ Allerjik ve inflamatuar
reaksiyonlarda

Sekil 4: Dokularda KAR sentezi (103).

2.10.2. Karnozinin fizyolojik fonksiyonlar

Karnozin ve metabolizmas1 hakkinda ¢ok az bilgiye sahibiz. Yapilan arastirmalar,
KAR’in hiicreleri oksidatif stres hasarina karsi koruyucu etkisinden baska; kiiltiire edilmis
hiicrelerin yasam siirelerini uzattig1, yash hiicreleri genclestirdigi, hiicreleri hipoklorit, MDA ve
amiloid peptidin toksik etkilerine karsi korudugu, proteinlerin ve protein-DNA' nin glikasyonunu ve
protein-protein ¢apraz baglanmay1 inhibe ettigi ve hiicresel homeostazin korunmasina yardimci
oldugunu gostermistir. Ayrica KAR, yaslanmaya bagh olarak ortaya c¢ikan gorme bozukluklarmi
geciktirmekte ve katarakti da etkili bir sekilde Onlemektedir (22). Bu yiizden, KAR belki de
insanlarda, yaslanmaya karg1 bir ila¢ olarak uygulanabilir.
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Katarakth hayvanlarda KAR konsantrasyonu diisiik bulunmustur. Diisik KAR
konsantrasyonunda, kataraktin siddeti yiiksektir. Yiiksek oranda kolesterol iceren diyetle
beslenen tavsanlara, KAR yiiklemesi yapilirsa, ateroskleroz ve katarakta karsi koruma bir hayli
artmaktadir (104). Karnozinin yaslanmaya karsi etkisi, diyetle KAR almdiginda, hem hiicre
kiiltirlerinde, hem de c¢esitli hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir (105).
Karnozin, protein modifikasyonlarmn inhibe etmektedir. Karnozin, in vitro ortamda yaslanmayla
iligkili olan protein karbonillerinin olusumu ve ¢apraz baglanmalarin olusumunu inhibe etmektedir.
Glike edilmis lizin (glikoz+lizin) 6ldiiriici iken, glike edilmis KAR (glikoz+KAR) oldiiriicti
degildir. Karnozin; asetaldehit ve formaldehit kaynakh DNA/protein ¢apraz baglanmalarmm olusumunu
Onlemektedir (22, 106-107).

Karnozin ve anserin, fizyolojik pH' da dikkate deger bir tamponlama aktivitesi
gosterir (107). Zayif bazik pH’ da, KAR, kolaylikla lipit peroksidasyonunu baskilayabilir.
Kastaki aktivite esnasinda, intraselliller ortamda asidifikasyonun artmasiyla, KAR tamponlama
etkisi gosterir. Boylelikle KAR peroksidasyonu baskilayarak homeostazinin korunmasini saglar.

Karnozinin belki de en 6nemli gorevi anti-glikasyon etkisidir. Serbest radikal
hasarindan bagimsiz olarak yaslanmanin ana siireclerinden birisi glikasyondur. ileri glikasyon
iirinleri olan AGE’ler (Advanced Glycosylation Endproducts - ileri Glikasyon Son Uriinleri)
organizmaya genis capta zarar verirler (15). Karnozin bu etkiyi bloke eder. Sonug¢ olarak
KAR, aldehit ve ketonlar1 inaktive eder ve protein glikasyonu ve AGE olusumunu azaltir.
Ayrica var olan AGE’lere baglanip onlar1 inaktive eder. KAR, interlokin—1 yapimini artirir,
apopitozisi baskilar, B ve T lenfositleri aktive eder. Kan hiicrelerinin membranlar1 {izerine
koruyucu etkiye sahiptir. Inflamasyonu azaltir, yara tedavi edici 6zelligi vardir. Karnozinin,
myeloperoksidaz aktiviteleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildiigiinde, belirgin inhibitor
etkinlikleri oldugu bulunmustur (16). Karnozinin beyin ve kalpte belirgin antiiskemik etkileri;
antioksidan ve membran koruyucu etkileri, proton tamponlayic1 kapasitesi, agir metaller ile
kompleksler olusturma ve makrofaj fonksiyon diizenlenmesi etkilerinin kombinasyonudur.
Deneysel beyin iskemisinde KAR mortaliteyi azaltir ve hayvanlarin norolojik fonksiyonlarina
yararl etki gosterir. Karnozin sadece radikal temizleyici degil, ayn1 zamanda SOR iireten

enzim sistemlerinin aktivitelerinin diizenleyicisidir (15,16).
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2.10.2.1. Karnozinin Antioksidan Etkileri

Karnozin, suda eriyebilen hayvansal dokularin dogal bir metabolitidir. Reaktif
oksijen tiirlerini temizleyici fonksiyonundan dolayi, antioksidan 6zellige sahiptir. Antioksidan
Ozelliginin yanm swra, membran koruyucu rolii de vardwr. Suda coziinebilen serbest radikalleri
temizlerken, hiicre membranm lipit peroksidasyonundan kour (108 - 110.. Karnozin, suda erime
ozelligine baglh olarak, suda c¢oziinen oksidasyon mediatorlerinin (metaller ve oksijen
radikalleri) yiiksek oldugu sitozolde fonksiyon goriir. Hidroksil ve siiperoksit radikallerinin ve
cok kuvvetli olarak da singlet oksijen molekiiliiniin temizleyicisidir (15, 16).

Karnozinin antioksidan 6zelliginden yola ¢ikilarak, bir¢ok deneysel modelde etkisi
denenmistir. Fujii ve arkadaslar1 yaptig1 bobrek I/R modelinde KAR verilmesinin, sempatik
sinir aktivitesini ve bobrekte olusan IRH’ n1 azalttigmi bulmuslardir (16). Stvolinsky ve
arkadaslar1 beyin iskemisi olusturulan deneklerde KAR’ in noroprotektor etkisi oldugunu
gostermislerdir (15). Bagka bir calismada da; Boldyrev ve arkadaslari, global beyin iskemisi
uygulanan deneklere KAR verilmesinin yasam siiresini arttirdigini saptamis, KAR’ in noranal
hiicreleri SOR’ lerine kars1 korudugunu bildirmislerdir (21). Yine KAR’ in serebellar graniiler
hiicreleri serbest radikal hasarindan korudugu gosterilmistir (22). Hipkiss KAR’ in MDA
toksisitesine karsi sigcan beyin endotel hiicrelerini korudugunu bildirmistir (22). Lee ve
arkadaslar1 izole sican kalp reperfiizyon hasarmna kars1 KAR’ in koruyucu etkisi oldugu
gostermistir (23). Kang ve ark.lar1 kiiltiir ortaminda karaciger epitelyal hiicrelerinde 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate ve hidrojen peroksitin neden oldugu DNA fragmantasyonunu
KAR’ in engelledigini bulmustur. Buna neden olarak KAR’ in lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigini, siiperoksit dismutaz ve/veya serbest radikal temizleyici 0zelligine sahip olmasina
bagli oldugunu bildirmislerdir (24).

Bircok antioksidanin amaci, dokulara serbest radikallerin girisini
engellemektir, fakat ilk savunmanin asilmasindan sonra etkili degildirler. Karnozin sadece
korumada degil, serbest radikallerin reaksiyonlariyla olusan tehlikeli bilesiklere karsi da etkilidir.
Boylelikle dokulari ikinci bir kimyasal etkiden korumaktadir (106). Ornegin; yiiksek reaktiviteye
sahip lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA, serbest radikal reaksiyonlarinin tehlikeli bir
triiniidiir ve KAR tarafindan bloke edilebilir. MDA, eger kontrol edilemezse, enzimleri,
lipitleri ve DNA' y1 hasara ugratarak; eklem inflamasyonu, aterosikleroz, katarakt olusumu

ve yaslanmada rol oynar. Karnozin MDA ile reaksiyona girerek MDA’ y1 maktiflestirir ve
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boylece proteinlerdeki aminoasitleri korur (111-113). Karnozin, kiiltiire edilmis rat beyin endotel
hiicrelerini MDA toksititesine, insan lenfositleri ve fibroblastlarini asetaldehit ve formaldehite karsi, yine
kiiltiire edilmis insan fibroblastlarini, lizin/deoksiriboz ile inkiibe edilmesiyle olusan AGE'
lere kars1 korumaktadr (113).

Yaslanma; serbest oksijen radikalleriyle olusan makromolekiiler hasar ve okside/capraz
baglanmis/denatiire proteinlerin birikimiyle iliskilidir. Yaslanma esnasinda proteinler okside olurlar ve
capraz baglanmalar meydana getirirler. Bu modifikasyonlar, glikoz ve fruktoz gibi zararh aldehitlerin,
peroksidasyon {iriinii olan MDA ile reaksiyona girmesiyle artmaktadir. Metilglioksal; benzeri protein
modifikasyonlarini arttirmaktadir (6zellikle diabetin ikincil komplikasyonlarinda). Karnozin, olasilikla,
proksimal imidazol amino grup ve karboksil gruplara sahip oldugu i¢in, zararh aldehitlerle reaksiyona
girebilmektedir (114). Makrofaj myeloperoksidazi ile H,O, ve klorit iyonlarmmdan hipoklorit
olusmaktadir. Hipoklorit, protein ¢apraz baglanmalar1 ve protein oksidasyonuna sebep olmaktadir.
Karmozin in-vitro ortamda; hipoklorit ile reaksiyona girerek stabil kloramin deriveleri olusturur (115) ve
hipoklorit aracih protein modifikasyonunun olusumunu engeller.

Karnozin; kiiltiire edilmis insan fibroblastlarmm maksimum hiicre boliinme kapasitesini
arttirarak, olgun/yaslanmis hiicreleri genc hiicrelere doniistiiren birka¢ ajandan biridir. Karnozin
kiiltiire edilmis insan fibroblast DNA sinda bulunan 8-hidroksiguanin (DNA oksidasyon {iriinii)
diizeylerini azaltir (116).

Yapilan arastirmalarda beyin, bobrek ve iskelet kast IRH’ nda KAR’ in koruyucu
etkisi arastirilmis ve olumlu sonucglar alinmistir (15-16). Ancak literatiirde KAR’in abdominal
aorta iskemi reperfiizyon hasar1 ve uzak organ hasari iizerine etkisi ile ilgili herhangi bir

caligmaya rastlanilamamustir.
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3-GEREC ve YONTEMLER

Calismada 14-16 haftalik, agirliklar1 200-300 gram arasinda degisen, toplam 24
adet, erkek Sprague-Dawley tiirii sican kullanildi. Hayvanlar 20-22°C sabit sicaklik ve
onikiger saatlik aydmlik-karanlik siklusu (saat 07:00-19:00 aydinlik; 19:00-07:00 karanlik)
saglanan kontrollii bir odada, kafeslerde tutuldu. Sinirsiz miktarda su ve standart yeme
ulagsmalar1 saglandi. Sicanlar bu sekilde, bir hafta boyunca kafeslerinde dinlendirilerek ortama
uyumlar: saglandiktan sonra, deneylere baslanildi. Tiim hayvan deneyleri Aydin Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’ nda
gerceklestirildi. Biyokimyasal parametreler Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvar1’ nda calisild1.

3.1. Deney Gruplar

Agirliklar: 200-300 gram arasinda degisen, erkek, toplam 24 adet Sprague-Dawley
cinsi rat, esit sayida (n = 8) ve rasgele olarak 3 deney grubundan birine dahil edildi.
Grup 1: sham laparotomi (kontrol) + serum fizyolojik (n = 8)

Grup 2: AIR + serum fizyolojik (n = 8)
Grup 3: AIR + KAR (n=8)

Grup 1 (sham laparotomi (kontrol) + serum fizyolojik (n = 8)): Bu grupta,
diger gruplara uygulanan cerrahi iglem, stresi ve siiresi esit olacak sekilde uygulandi. Batin
acilip abdominal aorta eksplore edildikten sonra, hicbir girisim yapilmadan, tekrar 3.0
atravmatik siitiir ile kapatildi ve I/R gruplarina uygulanan 30 dakikalik iskemi siiresinin
tamamlanmasma 10 dakika kala intraperitoneal serum fizyolojik (uygulanan ilacin hacmi
kadar) perfiize edildi ve diger gruplardaki reperfiizyon periyodu kadar (60 dakika) beklendi.

Grup 2 (AIR + serum fizyolojik (n=8)): Cerrahi islem olan laparotomi ve
abdominal aort diseksiyonunun ardindan, infrarenal abdominal aortalarma uygulanan klemp
ile 30 dakikalik okliizyon periyodu olusturuldu. infrarenal aortadaki 30 dakikalik iskemik
periyotta, klemp kaldirilmadan 10 dakika once, intraperitoneal serum fizyolojik (uygulanan
ilacin hacmi kadar) perfiize edildi. Ardindan klemp agilarak 60 dakikalik reperfiizyon

periyodu olusturuldu.
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Grup 3 (AIR+ KAR (n=8)): Laboratomi ve klemp uygulamasmin ardindan
infrarenal aortadaki 30 dakikalik iskemik periyotta, klemp kaldirilmadan 10 dakika once,
intraperitoneal 250mg/kg KAR perfiize edildi ve iskemik periyod devaminda 60 dakikalik
reperfiizyon periyodu tamamlandi.

Iskemi-reperfiizyon gruplarinda i/R siiresi sonunda, kontrol grubunda da aynu siire
tamamlandiktan sonra, tiim ratlar intrakardiak 4-5cc kan, akciger ve kas doku Ornekleri

almarak sakrifiye edildi.

3.2. Aortik Okliizyon ve Iskemi-Reperfiizyon Modeli

Iskemi-reperfiizyon etkisini olusturmak icin, deney gruplar1 3 ayr1 protokolde
isleme tabi tutuldu. Deney baslangicinda intraperitoneal enjeksiyonla 1,6gr/kg urethane
verilerek anestezi saglandi. Islem, 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken
gerceklestirildi. Islem boyunca ratlar, solunumlar1 spontan olarak devam edecek sekilde
uyutuldular. Ratlara, ciltleri aseptik olarak hazirlanarak, orta hat gobek iistii ve alti median
insizyonla laparotomi yapildi. Infrarenal abdominal aorta (IAA), barsaklarm 1slak gazli bez
yardimiyla uzaklastirilmasinin ardindan, dikkatli bir sekilde explore edildi ve atravmatik
mikrovasculer klemp konularak okliizyon yaratildi. Batmn kapatildi, 30 dakika sonra batin
tekrar acilarak, IAA’ daki klemp kaldirild: ve 60 dakika siireyle reperfiizyon saglandi. Aortik
klempleme; islem sonucunda distal aortada pulsasyonun kaybolmasiyla ve reperfiizyon ise
klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortada pulsasyonun geri gelmesiyle onaylandi. Kontrol
grubunu olusturacak ratlarda laparotomi ve abdominal aort diseksiyonu esit siirede uygulandi
ve bu gruba I/R uygulanmadi. I/R periyotlar1 sonrasi tiim ratlar intrakardiyak 4-5cc. kan

almarak sakrifiye edildi ve akciger ile gastroknemius kas1 enzimatik inceleme i¢in ¢ikartildi.
3.3. Biyokimyasal Islemler
3.3.1 Dokularin homojenizasyonu

B. Braun marka homojenizatorde, doku homojenizasyon tamponu ile yapildi

Doku homojenizasyon tamponu (1mM, pH=7,4); phenylmethylsulfonylfluoride (C;H7FO,s,
SIGMA, katolog numarasi P-7626), di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrate
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(Na,HPO4.2H,0O, MERCK, katalog numarast K25979680), potasyumdihydrogenphosphat
(H,KPO4, MERCK, katalog numaras1 A986373), ethylenediaminetetraacetic asid (EDTA)
disodyum (C;0H14N20OgNa,.2H,0, SIGMA, katolog numaras1 E-1644) kullanilarak hazirland1
(117).

3.3.2. Malonil Dialdehit Olgiimii

TBARS (tiobarbitiirik asit ile reaksiyon veren lriinler) ol¢iimii yapilarak indirek
olarak degerlendirildi. Doku MDA diizeyi 6lciimii; Drapper ve Hadley’e gore yapildi (117).
Ornekler %1 fosforik asit (Phosphoric acid, MERCK, 1.00563) ve %0,6 TBA (2-
Thiobarbutiric Acid, 4,6-Dihydroxypyrimidine-2-thiol, SIGMA, katolog numaras1 T-5500)
kullanilarak hazirlandi. MDA standardi; malonaldehyde bis (dimethyl acetal) (ALDRICH,
AL-108383) kullanilarak hazirlandi. Ornekler ve standartlar ~Shimadzu UV-160 A

spektrofotometrede 532 nm'de kore karsi okuma yapilarak degerlendirildi. Serum MDA

diizeyi Ol¢timii; Yoshioka T ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi (118). %20 TCA
soliisyonu icin TCA, RIEDEL, 27242 kullanildi. Ornekler ve standartlar Shimadzu UV-160
A spektrofotometrede 532 nm'de okundu.

3.3.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Olgiimii

Yi Sun ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi (119). SOD assay reaktifi: 0,3mu
Xanthine soliisyonu (Xanthine ,SIGMA, SIX7375 ), 0,6mu EDTA soliisyonu (EDTA,
ALDRICH, 31788), 150umol NBT (SIGMA, SIN6639), 400mmol Na,CO; soliisyonu
(MERCK, 1.06392), BSA soliisyonu (Bovine serum albiimin, SIGMA, SIA7906) ile
hazirlandi. Xanthine oxidase soliisyonu: Xanthine oxidase (SIGMA, SIX4376 ), 2mmol
amonyum siilfat ¢ozeltisi (Ammonium sulfate, RIEDEL, RH31119) icinde ¢oziindiiriilerek
hazirlandi.  Orneklerdeki reaksiyon, ortama 0,8mmol CuCl, eklenmesiyle durduruldu.

Absorbans 6l¢iimii Shimadzu UV 160 A spektrofotometrede 560 nm’de yapild:
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3.3.4. Katalaz Aktivitesi Olgiimii

Hugo Aebi yontemine gore yapildi (120). Tampon (50mM, pH=7);
potasyumdihydrogenphosphat (KH,PO,, MERCK, katalog numarast A986373) ve di-
sodyumhidrojenfosfat (Na;HPO4.2H,O, MERCK, katolog numarasit K25979680) ile
hazirlandi. H>O,'li tampon; hazirlanmis olan tampona hidrojen peroksid (H>O,, RIEDEL,
RH18312) eklenmek suretiyle hazirlandi. Tampon ile diliie edilmis 6rnege, H,O,'li tamponun
eklenmesi ile baslayan absorbans degisimi Shimadzu UV-160 A spektrofotometrede 240

nm'de izlenip, 15 saniyedeki absorbans degisimi saptanarak formiile gére hesaplama yapilda.

3.3.5 Total Glutatyon (tGSH) tayini

Griffith ve Smith’ e gore yapildi (121). Presipite edici soliisyon; glasiyal
metaphosphoric acid (RIEDEL-de HAEN, 04103), disodyum EDTA (C;0H14N,0OgNa,.2H,0,
SIGMA, katolog numaras1t E-1644) ve sodyum kloriir (NaCl, J.T.BAKER) kullanilarak
hazirlandi. Disodyum phosphate soliisyonu; di Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4, MERCK,
katolog numarast F368386) ile hazirlandi. DTNB soliisyonu; DTNB 5,5-Dithio-bis(2-
NitrobenzoicAcid) (C;4HgN2OgS,, SIGMA, katalog numarast D-8130) ve sodyum sitrat
(Ce¢Hs5Na3;07.2H,0, SIGMA, katalog numarasi S-4641) ile hazirlandi. Ortama NADPH (j3-
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Red SIGMA, SIN1630) ve GR (Glutathione
reductase , SIGMA, SIG3664-) eklendi. Glutatyon standardi; Glutathione Reduced Form
(C10H17N306S, SIGMA, katalog numarast G-4251) kullanilarak hazirlandi. Standartlar ve
ornekler Shimadzu UV-160 A spektrofotometrede 412 nm'de absorbans izlendi (121).

3.3.6. GR Aktivitesi Olgiimii
Carlberg ve Mannervick ‘e gore yapildi (122). NADPH , GSSG (okside

glutatyon) ve EDTA (etilen daimin tetra asetik asit) bulunan ortama Ornek eklendi. UV

Spektrofotometrede 340 nm’de absorbans izlendi.
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3.3.7. GSH-Px Aktivitesi Olgiimii

Paglia ve Valentin yontemine gore yapildi (123). Immol GSH c¢ozeltisi
(glutathion free acid reduced form, SIGMA, SIG4251), 0,5mmol EDTA c¢ozeltisi (EDTA,
ALDRICH, 31788), 1Immol sodyum azid ¢o6zeltisi (NaN3; SIGMA, SI1S2002), 0,1mmol
NADPH ¢ozeltisi (B-Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate red SIGMA, SIN1630),
1,25mmol T-BOOH c¢ozeltisi (tert-butyl hydroperoxide, SIGMA, B2633) , S000U/L glutatyon
rediiktaz (GR, glutathione reductase, SIGMA, SIG3664) kullanildi. (Enzimatik reaksiyon,
ortama 1,25 mmol T-BOOH ¢6zeltisinin eklenmesiyle baglar). NADPH’1in NADP’ye cevrimi
Shimadzu UV 160 A spektrofotometrede 340 nm’de 2. ve 4. dakikalar arasindaki siirede

izlendi.

3.3.8. Nitrik Oksit Sentetaz Aktivitesi Olgiimii

NO’in parcalanma iiriinlerinden olan nitrat’in diizeyi saptanarak, indirekt yolla,
NO diizeyi hakkinda bilgi sahibi olundu. Bu konuda Najwa K. Cortas ve arkadaslarinin
yontemi kullanildi (118). Bu yonteme gore; Kadmiyum (FLUKA, katalog numaras1 20890)
graniilleri kullanildi. Glisin-NaOH tamponu; glisin (C;HsNO,, MERCK, katalog numarasi
K23214990) ve sodyum hydroksid (NaOH, PROLABO, katalog numarasi EMB 45053)
kullanilarak hazirlandi. Glisin NaOH tamponu i¢indeki CuSO4 ¢ozeltisi; glisiny, NaOH ve
bakir siilfat (CuSO45 H,O, RIEDEL, RH12849-1) kullanilarak hazirlandi. Siilfanilamid
¢oOzeltisi; hydrochloric acid %37 (HCl, MERCK, katalog numaras1 K24016914) ve
sulfonilamid (CsHsN»O,S, SIGMA, katalog numarast S-9251) ile hazirlandi. NED ¢6zeltisi;
(NO(1-Naphtyl)Ethyl-Enediamine  dihydrochloride, ALDRICH, 22,248) kullanilarak
hazirladi. Standartlar sodyum nitrit (NaNO,, SIGMA, katalog numaras1 S-3421) kullanilarak
hazirland1. Ornekler ve standartlar ELISA mikroplate readerda 540 nm'de okundu.

3.3.9. Total Antioksidan Kapasite Olgiimii
Kan heparinize tiiplere alindiktan sonra, bekletilmeden plazma Ornekleri ayrilip,

total antioksidan kapasitesi dl¢iimleri yapilana kadar —80°C’ de sakland1. Analiz, ticari ELISA
KIT kullanilarak yapildi (119).
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3.3.10. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Olgiimii

Suzuki ve Ota’ya gore yapildi (123). HETAB (hexadecyltrimethylammonium
bromide), EDTA , dimethlphormamide , TMB ( 3,3’, 5,5’ tetramethylbenzidine ) ve hidrojen

peroksit iceren ortama 6rnek eklenerek UV spektrofotometrede 615 nm’de absorbans izlendi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizin yapilmasinda bilgisayar programi olarak SPSS 11.5
kullanildi. Sayisal degiskenler ‘ortalama + standart sapma’ seklinde sunuldu. Biyokimyasal
bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi sirasinda gruplar arasindaki anlamli farklarin
belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin belirlenmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Kruskal- Wallis testi i¢in p < 0.01 degerleri ve Mann-Whitney U

testi i¢in p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo I: Kas Dokusunda Kontrol (Sham Laparotomi) + Serum Fizyolojik Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar

NO GR KATALAZ MDA SOD GSSG (GSH GSH-Px
(nmol/mgprotein)
(nmol/g doku) (mikromol of | (Cat ks-1mg-1) (U/mgprotein) (milimol/gdoku | (milimol/gdoku) | (ug/min/mg
NADPH oxidized ) protein)
min/g protein)
72,2160 ,07306336 ,35184319 5,0740 8,0547582 ,4087 3,3553 1,406
1

28,6200 ,10632478 ,36972966 15,8562 7,0329670 ,3269 6,7105 1,649
2

41,5800 ,07292413 ,23301487 ,0000 2,6009852 ,2452 6,7105 1,836
3

31,8960 ,09483408 ,42348262 ,0000 6,7648943 ,2452 6,7105 2,264
4

54,5160 ,10366666 ,56316457 12,6850 9,1428571 ,3269 6,7105 1,758
5

39,0720 ,10366666 ,50560040 ,0000 12,285714 ,1635 9,3947 2,093
6

158,8200 ;09399111 47713069 44,3975 13,714285 ,2452 9,3947 2,144
7

- ,087490110 ,77779612 ,0000 15,070643 ,4904 12,0789 2,252
8

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig veya hatali
cikan sonuglari gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur.
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Tablo II: Kas Dokusunda AIR + Serum Fizyolojik Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar

NO GR KATALAZ MDA SOD GSSG {GSH GSH-px
(nmol/mgprotein)

(nmol/g doku) (mikromol of | (Cat ks-1mg-1) (U/mgprotein) (milimol/gdoku) (milimol/gdo | (ug/min/mg
NADPH oxidized ku) protein)
min/g protein)

539,2080 ,08754074 ,55936145 39,9577 7,6190476 12,7500 ,4087 1,9815

1
25,2720 ,11560404 ,18388686 53,2770 16,900432 9,3947 ,0817 2,0303

2
30,0480 ,14292766 2,3555089 53,9112 14,881459 7,3816 ,4087 2,1596

3
229,2120 ,12693877 ,52036767 ,0000 16,793002 4,6974 ,4087 2,4872

4
57,6840 ,13350243 ,31195531 40,5920 14,383275 6,0395 ,3269 2,5244

5
- ,10885000 ,30094302 38,6892 9,1428571 12,7500 ,1635 2,1667

6
379,3680 ,08386516 ,36145564 59,6195 6,1637239 5,3684 ,4087 1,4326

7
316,8960 ,116839779 ,36149285 8,2452 12,501973 6,0395 ,3269 2,6519
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Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig: veya hatali ¢ikan
sonuglar1 gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur.
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Tablo III: Kas Dokusunda AiR + KAR Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar

MDA

NO GR KATALAZ SOD GSSG tGSH GSH-px
(nmol/mgprotein)
(nmol/g doku) (mikromol of NADPH | (Cat ks-1 mg-1) (U/mgprotein) (milimol/gdoku) (milimol/gdoku) (ug/min/mg
oxidized min/g protein) protein)
| 204600 ,0947809 196875048 ,0000 12,408163 6,0395 3269 2,392
5 35,6760 ,0719421 ,53973076 ,0000 15,862306 6,0395 ,1635 2,433
3 27,4920 ,0915126 , 75365969 9,5137 14,502463 7,3816 ,3269 2,321
A 171,996 ,0878117 ,25537713 ,0000 13,552941 4,6974 ,3269 2,470
s 31,7400 ,0995200 1,2080735 ,6342 17,980952 7,3816 ,2452 2,144
6 228,408 ,1113052 ,65226702 26,6385 16,240601 8,0526 ,2452 1,631
. 26,5440 , 1147378 ,32256330 18,3932 16,643550 7,3816 ,2452 2,293
g 40,8720 ,084931727 ,31519034 12,6850 17,349397 10,7368 ,2452 2,188

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig: veya hatali ¢ikan

sonuglar1 gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur.
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Tablo IV: Gruplara Gore Kas Dokusunda Biyokimyasal Sonuclarin Ortalama ve Standart Sapma Degerleri (Kas Dokusu)

NO GR KATALAZ | MDA SOD GSSG (GSH GSH-PX
(nmol/mgprotei
(nmol/g doku) (mikromol  of | (Cat k sl | (U/mgprotein) (milimol/gdoku) | (milimol/gdoku) | (ug/min/mg
NADPH mgl) protein)
oxidized min/g
protein)
Grup 1: sham
. 60,960000 ,091995 462720 9,751586 9,333388 ,306490 7,633224 1,925765
laparotomi
(kontrol) grubu +
serum fizyolojik 45,625400 ,0132678 ,163293 15,34583 4,135389 ,1047576 2,609782 ,3116156
Grup 2: AR +
. 225,38400 ,114509 ,619371 36,786469 12,29822 ,316707 8,052632 2,179272
serum fizyolojik
198,70829 ,0207979 ;711753 21,6548995 4,173531 ,1268991 3,228234 ,3885440
Grup 3: AR +
95,916000 ,094568 ,626952 8,483087 15,56754 ,265625 7,213816 2,234686
88,983212 ,0139964 ,339484 10,1702649 1,922495 ,0577924 1,784473 ,2686891
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Tablo V: Kas Dokusundaki Biyokimyasal Sonu¢larin Gruplar Arasindaki Anlamh Farklarimin Belirlenmesi

MDA

Kruskal Wallis | NO GR KATALAZ SOD GSSG tGSH GSH-px
Test
(nmol/mgpr
(nmol/g doku) (mikromol of [ (Cat ks-1mg- | oein) (U/mgprotein) (milimol/gdoku) | (milimol/gdoku) | (ug/min/mg
NADPH oxidized | 1) protein)
min/g protein)
p<0.01
- - - - anlamly - - anlamly
anlamh
Mann-Whitney | NO GR KATALAZ | MDA SOD GSSG {GSH GSH-px
U testi
(nmol/mgpro
(nmol/g doku) (mikromol of | (Cat ks-1 mg- | tejn) (U/mgprotein) (milimol/gdoku) | (milimol/gdoku) | (ug/min/mg
p<0.05 anlaml NADPH oxidized | 1) protein)
min/g protein)
I-1I
- anlamly - anlamly - - - -
I-111
- - - anlamly - - anlamly
II-111
- - - anlamly - - - -

Kruskal-Wallis testi icin p<0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi icin p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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AIR grubunda (Grup 2); GR enzim aktiviteleri ve MDA degerleri kontrol
grubundaki (Grup1) degerlere gore (p<0,05) anlamli derecede yiiksek bulundu. AIR grubunda
(Grup 2) NO ve KATALAZ, SOD, GSH-PX enzim aktivitelerinde kontrol grubuna (Grupl)
gore rakamsal olarak yiikselme goriildii ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi.

tGSH ve GSSG enzim aktivitelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi.

AIR + KAR grubunda (Grup3) NO ve GR enzim aktivitelerinde AIR grubundaki
(Grup 2) degerlere gore rakamsal olarak azalma gozlendi ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmad1. MDA degerleri AIR + KAR grubunda (Grup3), AIR grubundaki (Grup 2)
degerlere gore (p<0,05) anlaml1 derecede diisiik bulundu.

Her parametrenin gruplar arasindaki farkliligini gosteren grafiksel analizler sekil

5-12’ de gosterilmektedir.

300

2004

1004

KAS NO

1 2 3

GRUPLAR

Sekil 5: Kas dokusunda NO (nmol/g doku) nun gruplar arast degerlerinin grafiksel analizi

AIR grubunda (Grup 2) ve AIR+ KAR grubunda (Grup 3), NO degerinde, kontrol
grubuna (Grup 1) gore rakamsal olarak yiikselme gozlendi ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmad1 (p>0.05). AIR + KAR (Grup 3) grubunda NO degerleri AIR grubuna
(Grup 2) gore rakamsal olarak diisme gosterdi ancak bu diisme istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 5).
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KAS GR

,08 ]
1 2 3

GRUPLAR

Sekil 6: Kas dokusunda GR (mikromol of NADPH oxidized min/g protein)’ nin gruplar arast degerlerinin grafiksel
analizi

* Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek.( p<0,05)

GR, AIR grubunda ( Grup 2) kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0,05). AIR + KAR grubunda (Grup 3) GR enzim aktivitelerinde AIR
grubuna gore (Grup 2) rakamsal olarak azalma goézlendi ancak bu azalis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. (p>0.05). AIR + KAR grubu (Grup 3) ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmadi (6).

7

KAS KATALAZ

1

GRUPLAR
Sekil 7: Kas dokusunda KATALAZ’ in gruplar aras: degerlerinin grafiksel analizi

Katalaz enzim aktiviteleri i¢in AIR + KAR grubu (Grup 3) ile AIR grubu (Grup 2)
arasmnda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi. Hem AIR + KAR grubu (Grup 3) hem de
AIR grubunda(Grup 2) KAT enzim aktiviteleri kontrol grubundan (Grup 1) rakamsal olarak
yiiksek bulundu ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) ( Sekil 7).
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Sekil 8: Kasdokusunda MDA’ nin (nmol/mg protein) gruplar arasi degerlerinin grafiksel analizi
* Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek.( p<0,05)
* *Grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik.( p<0,05)

MDA, AIR (Grup 2) grubunda, kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamh derecede
yiiksek bulundu (p<0,05). AIR+KAR grubunda (Grup 3) MDA degeri, AIR (Grup 2) grubuna
gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05) (8).

*

KAS SOD

1 2 3

GRUPLAR

Sekil 9: Kasdokusunda SOD’ wn (U/mg protein) (1/2 diliie idi) gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
* Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek.( p<0,05)

SOD, AIR + KAR grubunda (Grup 3), kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamlh
derecede yiiksek bulundu (p<0,05). AIR grubunda (Grup 2) SOD degeri kontrol grubuna gore
rakamsal olarak yiiksek bulundu, ancak bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05) (Sekil 9).
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Sekil 10: Kas dokusunda GSH-Px’ in (ug/min/mg protein) gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
* Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek.( p<0,05)

GSH-Px, AIR + KAR grubunda (Grup 3) kontrol grubuna (Grup 1) gére anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0,05). AIR grubunda (Grup 2) GSH-Px degeri kontrol grubuna
(Grup 1) gore rakamsal olarak yiiksek bulundu ancak bu deger istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0.05). AIR + KAR grubu (Grup 3) ve AIR grubu (Grup 2) arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi ( Sekil 10).
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Sekil 11: Kasdokusunda GSSG’ in (milimol/g doku) gruplar arast degerlerin grafiksel analizi

Gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi ( Sekil 11).
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Sekil 12: Kas dokusunda tGSH’ in (milimol/g doku) gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi

Gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi ( Sekil 12).
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Tablo VI: Kontrol (Sham Laparotomi) + Serum Fizyolojik Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar (KAN)

SOD NO GR GSH-px GSSG tGSH TAK KATALAZ
(U/g Hb) (nmol/g (min/g protein) | (ug/min/mg (milimol/g doku) | (milimol/g (Ulg yas | (k/g Hb)
doku) protein) doku) doku)

| 1147,2108 123,525 11,8095238 141,7143 136,9272 237,2294 184,4544 318,622667
) 754,12244 99,9315 8,85714286 113,3714 54,7709 364,9683 184,3465 233,539711
3 562,62686 90,3600 7,40298508 27,2430 109,5417 383,2167 180,2462 207,014988
A 638,83900 74,7990 6,29841270 17,6356 54,7709 273,7262 189,3100 178,483134
s 588,32900 79,3950 7,51515152 24,0485 54,7709 328,4715 183,1596 164,331807
6 745,86466 71,0640 5,22105263 5,5691 136,9272 383,2167 184,9939 225,826680
. 659,78454 70,0080 4,87868853 15,6118 54,7709 474,4588 185,4255 190,553568
g 638,83900 86,3880 4,72380952 31,4921 27,3854 456,2104 184,1307 207,694318

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig1 veya hatali ¢ikan

sonuglar1 gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme diginda tutulmustur
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Tablo VII: AiR + Serum Fizyolojik Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar (KAN)

SOD NO GR GSH-px GSSG tGSH TAK KATALAZ
(U/g Hb) (nmol/g (min/g protein) | (ug/min/mg (milimol/g doku) | (milimol/g (Uig yas (k/g Hb)
doku) protein) doku) doku)

| 1039,238 70,8870 4,40888889 56,4338 27,3854 310,223 184,562 119,036223
) 925,4810 - 8,09795918 66,4033 109,5417 328,471 185,425 142,841131
3 883,6302 84,3390 9,72549020 150,9396 109,5417 328,471 186,288 185,012021
A 1120,531 82,1370 9,22790698 245,4623 82,1563 383,216 188,231 240,437335
s 518,9537 75,5820 5,58873239 134,1296 27,3854 291,974 183,375 168,526950
6 377,9047 82,2870 4,72380952 270,2019 109,5417 255,477 188,446 191,368145
. 526,3673 92,5680 5,66857143 113,3714 164,3126 182,484 185,209 234,896928
g 554,3529 81,2250 8,75294118 175,0588 109,5417 291,974 182,943 224,132761

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig1 veya hatali ¢ikan

sonuglar1 gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur.
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Tablo VIII: AIR + KAR Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar (KAN)

SOD NO GR GSH-px GSSG tGSH TAK KATALAZ
(U/g Hb) (nmol/g (min/g protein) (ug/min/mg (milimol/g doku) | (milimol/g (Uig yas (k/g Hb)
doku) protein) doku) doku)

1 1286,3296 88,323 12,7179487 276,7426 109,5417 310,223 185,965 340,513024
5 812,85175 81,423 11,2301887 220,1117 136,9272 310,223 183,807 528,075961
3 1039,2381 277,70 6,61333333 176,3556 17499,29 383,216 185,425 182,181075
4 776,80423 53,547 7,34814815 202,8089 82,1563 273,726 189,957 201,683010
5 767,83376 264,96 16,2327273 173,1491 27,3854 364,968 187,259 198,996133
6 925,48105 98,067 8,09795918 184,6335 246,4689 401,465 184,886 227,511723
; 767,83376 74,157 12,6254546 220,7651 82,1563 346,719 186,180 194,638795
g - 73,434 - 649,7600 54,7709 383,216 184,993 -

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig: veya hatali ¢ikan

sonuglar gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur.
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Tablo IX: Gruplara Gore Kanda Biyokimyasal Sonuclarim Ortalama ve Standart Sapma Degerleri (Kan)

SOD NO GR GSH-px GSSG tGSH TAK KATALAZ
(U/gHb) | (nmol/g (min/g (ng/min/mg (milimol/g (milimol/g (U/g yas doku) (k/g Hb)
doku) protein) protein) doku) doku)
Grupl:sham
. 716,9520 | 86,93381 7,088346 47,08571 78,733118 362,6872 184,5083 215,7583
laparotomi  (kontrol)
grubu + serum
fizyolojik 186,3835 | 17,97741 2,398920 50,84643 42,519923 81,86402 2,515380 47,52368
Grup 2: AR + serum
. 743,3074 | 81,28928 7,024287 151,5000 92,425834 296,5367 185,5604 188,2814
fizyolojik
280,1456 | 6,819200 2,148911 77,00552 46,144946 59,13162 2,026692 43,83204
Grup 3: AR + KAR
910,9103 | 126,4530 10,69510 263,0407 2279,8372 346,7198 186,0594 267,6571
194,1484 | 90,40549 3,497090 159,7945 6149,9439 44,69930 1,876424 126,7821
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TabloX: Kanda Biyokimyasal Sonuclarin Gruplar Arasindaki Anlamh Farklarimin Belirlenmesi

Kruskal Wallis | SOD NO GR GSH-px GSSG tGSH TAK KATALAZ
Test
(U/g Hb) (nmol/g (min/g ug/min/mg (milimol/g doku) milimol/g (Ulg  yas k/g Hb
doku) protein) protein doku doku)
p<0.01
- - - anlamli - - - -
anlamh
Mann-Whitney U | SOD NO GR GSH-px GSSG tGSH TAK KATALAZ
test
(U/gHb) | (nmol/g (min/g pug/min/mg (milimol/g milimol/g doku (Ulg  yas k/g Hb
p<0.05 anlamli doku) protein) protein doku) doku)
I-1I
- - - anlamli - - - -
I-1I1
anlamli - anlamli anlamli - - - -
TI-IIT
- - anlamli anlamli - - - -

Kruskal-Wallis testi icin p<0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi icin p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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AIR grubunda (Grup2) GSH-Px enzim aktivitleri, kontrol grubundaki (Grup 1)
degerlere gore (p<0,05) anlamli derecede yiiksek bulundu. AIR grubunda (Grup 2) SOD
enzim aktivitelerinde kontrol grubuna (Grup 1) gore rakamsal olarak yiikselme goriildii ancak
bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. AIR grubunda (Grup 2) NO ve GR,
KATALAZ enzim aktivitesinde kontrol grubuna (Grup 1) gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmadi.

tGSH, GSSG ve TAK diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark saptanmadi.

AIR + KAR grubunda (Grup 3) GR ve GSH-Px enzim aktiviteleri, AIR
grubundaki (Grup 2) degerlere gore anlamli derecede yiiksek bulunurken (p<0,05), AIR +
KAR (Grup 3) grubunda KATALAZ, SOD, NO degerlerinde AIR grubuna (Grup 2) gore
rakamsal olarak yiikselme gozlendi ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Her parametrenin gruplar arasindaki farkliligin1 gosteren grafiksel analizler sekil

13-20 ile gosterilmektedir.

KAN GR

1 2 3

GRUPLAR

Sekil 13: Kanda GR (min/g protein), gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi

* Grup 1’e ve Grup 2’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).

AIR + KAR (Grup 3) grubunda, GR degeri, hem AIR grubuna (Grup 2) gore, hem
de kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 13).
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Sekil 14: Kanda KAT’ wn (k s-1 mg-1) gruplar arast degerlerinin grafiksel analizi

Katalaz enzim aktiviteleri AIR + KAR grubunda (Grup 3), AIR grubuna (Grup 2) ve
kontrol grubuna (Grup 1) gore rakamsal olarak yiikselme gosterdi ancak bu yiikselme
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 14).
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Sekil 15: Kanda GSH-Px (nmol/mg protein), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi
* Grup 1’ e ve Grup 2’ ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05.)
** Grup 1’ e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).

AIR + KAR grubunda (Grup 3) GSH-Px enzim aktiviteleri, AIR grubundaki (Grup
2) ve kontrol (Grup 1) grubundakilere gore anlamli derecede yiiksek bulundu. AIR grubunda da
GSH-Px degeri kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 15).
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Sekil 16: Kanda SOD (U/mg protein 1/2 diliie idi), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi
* Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlaml derecede yiiksek ( p<0,05).

SOD enzim aktiviteleri AIR+ KAR grubunda (Grup 3), kontrol grubuna (Grup 1)
gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). AIR+ KAR grubu (Grup 3) ile AIR grubu
(Grup 2) SOD enzim aktiviteleri karsilastirildiginda, Grup 3’te rakamsal olarak yiiksek bulundu
ancak istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Sekil 16).
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Sekil 17: Kanda NO (nmol/g doku), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi

AIR + KAR grubunda (Grup 3) NO degeri, hem AIR grubuna (Grup 2) gére, hem de
kontrol grubuna (grup 1) gore rakamsal olarak yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlaml1
fark saptanmadi (p>0.05) (Sekil 17).

54



3000

2000

1000

KAN GSSG

o

1 2 3

GRUPLAR

Sekil 18: Kanda GSSG (milimol/g doku), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 18).
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Sekil 19: Kanda tGSH (milimol/g doku), gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 19).
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Sekil 20: Kanda TAK (U/g yas doku), gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 20).
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TabloXI: Akciger Dokusunda Kontrol (Sham Laparotomi) + Serum Fizyolojik Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar

NO GR KATALAZ MDA MPO SOD {GSH GSSG GSH-px
(nmol/g (mikromol | Cat (ks-1 mg-1) (nmol/mgprotein) (Ulg  yas (U/mgprotei | (milimol/g (milimol/g (ug/min/
doku) of NADPH doku) n) doku) doku) mg
oxidized protein)
min/g
protein)
| 38asa | 336427 1377644187 24,10147992 | 242000 1 6.03773 0.6710526 00817307 | 1281
5 | 3sp | 2045 1193632178 577167019 | 386317 06710526 | 01634615 | 1260
3 44,052 370,404 ) 12,68498943 12,5400 4,43017 0,6710526 0,1634615 1,397
A 45.936 465,644 ,166257331 0.0000 11,0000 ,00000 0.6710526 02451923 1,743
s 39.12 470,806 ,339824122 13.3192389 4,62000 7,17362 0.0000 0.0817307 1,469
6 44,16 333,214 ,207684019 51,37420719 2,86000 6,36734 2,6842105 0,3269230 1,669
. 432 309,980 ,242070204 39.9577167 3,52000 4,49648 13421052 0.4086538 1,286
g 36.804 329,536 ,247920935 $.8794926 8,36000 7,62913 06710526 0,4086538 1,165

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig1 veya hatali ¢ikan

sonuglar1 gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur
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TabloXII: Akciger Dokusunda AIR + Serum Fizyolojik Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar

NO GR KATALAZ | MDA MPO SOD {GSH GSSG GSH-px
(nmol/g (mikromol of | Cat (k s-1 (nmol/mgprotein) (Ulg  yas (U/mgprotein) | (milimol/g (milimol/g (ng/min/mg
dOkll) NADPH mg- 1 ) dOkll) dOkll) dOkll) protein)
oxidized
min/g protein)
310,232099 ,319628628 43,78000 6,77248677 1,3421 1,0864
1 57,168 67,86469345 0,7355769
176,364557 , 710451561 99,44000 5,38155515 4,0263 1,3165
2 52,968 68,49894292 0,7355769
294,713217 , 785924401 43,34000 7,86604916 4,6974 1,1097
3 34,548 68,49894292 0,6538461
473,326829 ,432201585 25,52000 10,0348432 1,3421 1,4065
4 58,116 6,976744186 0,1634615
318,404762 ,480039702 17,16000 7,75510204 2,0132 1,5104
5 81,948 17,12473573 0,6538461
337,003345 ,167512181 19,80000 7,56808409 ,6711 1,3629
6 42,888 91,33192389 0,5721153
342,308725 ,546722612 - 7,59348035 2,0132 1,5856
7 40,692 68,49894292 0,5721153
g 45,492 274,411765 ,079058738 32,34672304 - 5,21008403 4,0263 0,6538461 9191

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig: veya hatali ¢ikan
sonuglari gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme diginda tutulmustur
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TabloXIII: Akciger Dokusunda AiR + KAR Grubuna Ait Biyokimyasal Sonuclar

NO GR KATALAZ MDA MPO SOD {GSH GSSG GSH-px
(nmol/g (mikromol of | Cat (ks-1 mg-1) (nmol/mgprotein) (Ulg yas (U/mgprotein) | (milimol/g | (milimol/g (ug/min/
doku) NADPH doku) doku) doku) mg
ox.idized protein)
min/g
protein)
320,4993 - 18,920000 7,8315310 1,3421 1,268
1 | 41,304 30,443974 0,57211538
223,9200 ,307421564 10,120000 4,3102040 ,0000 1,407
2 | 125,904 19,027484 0,24519230
298,5600 ,589447774 37,840000 5,3194805 2,6842 1,090
3 68,604 13,953488 0,65384615
172,2461 - 14,520000 6,6310832 2,0132 ,8462
4 32,952 58,985200 0,40865384
203,2450 ,479982152 16,720000 5,9879275 2,0132 1,218
5 47,316 45,665961 0,49038461
152,0099 ,449244825 - 3,2490203 1,3421 1,003
6 | 46,872 24,101479 0,49038461
146,8327 ,222308735 21,560000 9,4426229 ,6711 1,582
71 47,172 16,490486 0,49038461
253,4404 - 44,660000 6,8866571 ,0000 1,284
8 41,304 30,443974 0,40865384

Not: Tablolardaki (-) isareti ile gosterilen parametreler, teknik nedenlerle biyokimyasal degerlendirmelerin yapilamadig: veya hatali ¢ikan
sonuglar1 gostermekte olup, istatistiksel degerlendirme disinda tutulmustur
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Tablo XIV: Gruplara Gore Akciger Dokusunda Biyokimyasal Sonuclarin Ortalama (1.Deger) ve Standart Sapma (2.Deger) Degerleri

MDA

MPO

NO GR KATALAZ SOD tGSH GSSG GSH-px
(nmol/g (mikromol of | Cat (k s-1 (nmol/m | (U/g yas doku) (U/mgprotei | (milimol/g (milimol/g pg/min/m
dOkll) NADPH mg- 1 ) gprotein) Il) dOkll) dOkll) g protein
oxidized
min/g protein)
Grup 1: sham
. 41,2470 383,5073 ,253576 26,004 13,557500 4,999711 ,922697 ,234976 1,40924
laparotomi
(kontrol) grubu
+ serum | 344789 67,93020 ,077803 21,231 13,1795228 2,433520 ,797032 ,134208 ,205568
fizyolojik
Grup 2: AR +
50,5590 315,8456 440192 60,412 41,506667 7272711 2,51644 ,592548 1,28713
serum
fizyolojik
15,6397 82,46613 ,246367 31,845 30,6082124 1,534619 1,51119 ,184056 ,228960
Grup 3: AIR +
56,9520 221,3442 409681 30,126 23,477143 6,207316 1,25822 469952 1,21257
29,5983 65,38698 ,145248 15,521 12,8046264 1,961533 978218 ,121619 ,231526
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Tablo XV: Akciger Dokusundaki Biyokimyasal Sonuclarin Gruplar Arasindaki Anlamh Farklarin Belirlenmesi

Kruskal Wallis | NO GR KATALAZ | MDA MPO SOD {GSH GSSG GSH-px
Test
(nmol/g (mikromol of | Cat (k s-1 (nmol/mg | (Ulg yas doku) (U/mgprotei | (milimol/g (milimol/g pg/min/m
dOkll) NADPH mg-l) protein) Il) dOkll) dOkll) g protein
oxidized
min/g protein)
p<0.01
- anlamli - - - - - anlamli -
anlaml
Mann- NO GR KATALA | MDA MPO SOD {GSH GSSG GSH-px
Whitney U Z
testi (nmol/g (mikromol of (nmol/mgp | (U/g yas doku) | (U/mgprotei | (milimol/g (milimol/g pg/min/m
dOkll) NADPH Cat (k s-1 rotein) Il) dOkll) dOkll) g protein
p<0.05 anlamh oxidized mg-1)
min/g protein)
I-I
- - - anlamli anlamli anlamli anlamli anlamli -
I-111
anlamli anlamli - - - - anlamli anlamli -
1I-111
- anlamli - anlamli - - - anlamli -

Kruskal-Wallis testi i¢in p<0.01 degerleri ve Mann-Whitney U testi icin p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi
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AIR grubunda (Grup 2) MPO, GSSG, tGSH, SOD ve MDA diizeyleri kontrol
grubundaki (Grup 1) degerlere gore (p<0,05) anlamli derecede yiiksek bulundu. AIR
grubunda (Grup 2) NO ve KATALAZ enzim aktivitelerinde kontrol (Grup 1) grubuna gore
rakamsal olarak yiikselme goriildii ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
AIR grubunda (Grup 2) GR ve GSH-Px enzim aktivitesinde kontrol (Grup 1) grubuna gore
rakamsal olarak azalma goriildii ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

AIR + KAR grubunda (Grup 3), GR , MDA ve GSSG degerleri AIR grubundaki
(Grup 2) degerlere gore anlamli derecede diisiik bulunurken (p<0,05), AIR + KAR grubunda
(Grup 3), MPO, KATALAZ, SOD, tGSH, GSH-PX degerlerinde AIR grubuna (Grup2) gore
rakamsal olarak azalma gozlendi, ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Her parametrenin gruplar arasindaki farkliligini gosteren grafiksel analizler sekil

21-29’ da gosterilmektedir.
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Sekil 21 :Akcigerde NO (nmol/g doku), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi

* Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).

NO, AIR + KAR grubunda (Grup 3), kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0,05). AIR grubunda (Grup 2) NO degerinde kontrol grubuna gore
rakamsal olarak yiikselme gozlendi ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p>0.05) (Sekil 21).
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Sekil 22: Akcigerde GR (mikromol of NADPH oxidized min/g protein), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi
*  Grup 1’ e gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ( p<0,05).
** Grup 1’ e ve Grup 2 ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ( p<0,05).

GR, AIR grubunda (Grup 2) kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamh derecede diisiik
bulundu (p<0,05). AIR + KAR grubunda (Grup 3), GR degeri hem AIR grubuna (Grup 2) gore,
hem de kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05) (Sekil 22).

5

AKC KATALAZ

1 2 3

GRUPLAR

Sekil 23: Akcigerde KAT i (k s-1 mg-1)gruplar arast degerlerinin grafiksel analizi

Katalaz enzim aktiviteleri AIR + KAR (Grup 3) ve AIR grubunda (Grup 2) kontrol
grubuna (Grup 1) gore rakamsal olarak yiikselme gozlendi ancak bu yiikselme istatistiksel
olarak anlamli bulunmad: (p>0.05). AIR + KAR grubunda (Grup 3), AIR grubuna (Grup 2)
gore KAT enzim aktivitelerinde rakamsal olarak diisme gozlendi ancak bu azalma istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 23).
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Sekil 24: Akcigeder MDA (nmol/mg protein), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi
*  Grup 2’ ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ( p<0,05).
** Grup 1’ e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).

AIR + KAR grubunda (Grup 3) MDA degeri, AIR grubuna gore (Grup 2) anlaml
derecede diisiik bulundu (p<0.05). AIR grubu (Grup 2) ile kontrol grubu (Grup 1) arasindaki
MDA degerleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli yiikselme gozlendi (p<0.05). AIR +
KAR grubunda (Grup 3), MDA degerinde kontrol grubuna (Grup 1) gore rakamsal olarak
yiikkselme gozlendi ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil
24).

50

40

30

20

AKC MPO
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GRUPLAR

Sekil 25: Akcigerde MPO (U/g yas doku), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi
* Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).

MPO enzim aktiviteleri AIR grubunda (Grup 2) kontrol grubuna (Grup 1) gore
anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). AIR + KAR grubu (Grup 3) MPO enzim
aktiviteleri, AIR grubu (Grup 2) ile karsilastirildiginda, rakamsal olarak diisiik bulundu ancak
bu diigsme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 25).
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Sekil 26: Akcigerde SOD (Ufmg protein)(1/2 diliie idi), gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
* Grup 1’ e gore istatistiksel olarak anlamh derecede yiiksek ( p<0,05).

SOD enzim aktiviteleri AIR grubunda (Grup 2) kontrol grubuna (Grup 1) gore
anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). AIR + KAR grubu (Grup 3) ile kontrol grubu
(Grup 1) SOD enzim aktiviteleri karsilastirildiginda, Grup 3’ te rakamsal olarak yiiksek
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05). AIR + KAR grubunda
(Grup 3) SOD degeri AIR grubuna (Grup 2) goére rakamsal olarak diisiik bulundu ancak bu
diisme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 26).

AKC GPX

1 2 3

GRUPLAR

Sekil 27: Akcigerde GSH-P (ug/min/mg protein), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Sekil 27).
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Sekil 28: Akcigerde GSSG (milimol/g doku), gruplar arasi degerlerin grafiksel analizi
*  Grup I’ e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).

* % Grup 2’ ye gore istatistiksel olarak anlaml derecede diisiik ( p<0,05).

* * % Grup 3’e gore istatistiksel olarak anlaml derecede diisiik ( p<0,05).

GSSG degerleri AIR + KAR (Grup 3) ve AIR grubunda (Grup 2) kontrol grubuna
(Grup 1) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). AIR + KAR
grubunda (Grup 3), AIR grubuna (Grup 2) goére GSSG degerlerinde istatistiksel olarak anlaml
diisme gozlendi (p<0.05) (Sekil 28).
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Sekil 29: Akcigeder tGSH (milimol/g doku), gruplar arast degerlerin grafiksel analizi

*  Grup I’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).
* % Grup I’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ( p<0,05).

tGSG degerleri AIR + KAR (Grup 3) ve AIR grubunda (Grup 2), kontrol grubuna
(Grup 1) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). AIR + KAR
grubunda (Grup 3), AIR grubuna (Grup 2) gore tGSH enzim aktivitelerinde rakamsal olarak
diisme gozlendi ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil29).
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TARTISMA

Calismamizda; ratlarda infrarenal abdominal aorta okliizyonu ile deneysel I/R
modeli olusturuldu ve olusan uzak organ (akciger ve kas) hasarma karsi karnozinin etkisi
arastirlldi. Calismanin sonucunda KAR’ in, akcigerdeki uzak organ hasarini azalttigi
saptandi.

Akut ekstremite iskemisini takiben, ekstremitenin yeniden kanlandirnlmasi ve
normal dolasimin saglanmasi, doku hasant ve sistemik komplikasyonlar1 birlikte getirir.
Kaynaklarda 6liim oram %15-52, ampiitasyon orani ise %12-22 olarak belirtilmistir. Cerrahi
girisim sonrasinda ancak %60-70 olguda tam diizelme saglanabilmektedir. Bu yiiksek mortalite
ve morbiditenin sebebi, reperfiizyon hasarmin etkisiyle ortaya ¢ikan myonefropatik-metabolik
sendromdur. Uzun siire iskemik kalmis ekstremitenin tekrar kanlandirilmasiyla ortaya ¢ikan
serbest oksijen radikallerinin, endotel ve nétrofillerle etkileserek, lipid peroksidasyonunu
arttirmasi, lokal ve sistemik bir¢ok etkinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Hiicre sismesi, 6dem,
toksin ve myoglobulin salimimu ile beraber, serbest oksijen radikallerinin etkisi ile akut bobrek
yetersizligi, akciger 6demi, akut sikintili solunum sendromu, sok karacigeri gibi sistemik
hasarlar gelisebilir (124 - 125).

Reperfiizyon hasari, dokunun yeniden oksijen ile karsilasmasi siirecinde lretilen
toksik serbest oksijen radikallerine baghh olarak gelismektedir (62,63). Serbest oksijen
radikalleri organizma tarafindan bazi temizleyici sistemlerle yok edilmeye calisilir. Serbest
oksijen radikallerinin etkisini Onlemede mannitol, allopiirinol, askorbik asit, siiperoksit
dismutaz, pentoksifilin, alfa tokoferol gibi bazi maddeler denenmistir ve deneysel olarak
IRH’m 6nlemede etkili olduklart gosterilmistir (19, 64, 65, 66).

Alt extremitelerde dolagim sistemi ile 1ilgili hastaliklarin en sik rastlanilan
sonucu; kronik yada akut siirecte periferik arterlerin tikanmasi ve sonugta extremite
perflizyonunun bozulmasidir (126). Klinik uygulamada da abdominal aort anevrizmasi,
Lerische sendromu ve aortailiak hastaliklara yonelik cerrahi girisimlerde, infrarenal aortaya
klemp konulmakta ve anastomozlar tamamlanana kadar alt extremite iskemik kalmakta,
anastomozun tamamlanmast ve aortik klempin kaldirilmast ile iskemik dokularin
reperfiizyonu gerceklesmektedir (126, 127). Deneysel arastirmalar i¢in extremite iskemisinin
olusturulmasinda cok sayida model gelistirilmistir. Aortaya klemp konulmasi ydntemi

ozellikle hemodinamik izlemin yapilacagi ve I/R’ un sistemik etkilerinin arastirilacagi
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durumlarda siklikla uygulanir (126—-130). Bu modelde infrarenal abdominal aortaya klemp
konularak model olusturulmasi, klinikte 6zellikle aortailiak girisimlere uygun deneysel bir rat
calisma modelidir. Kiris ve ark. (126) infrarenal AIR modelinde renal hasar1 arastirnuslar, 30
dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon ile okliizyonun proksimalindeki uzak organda
(bobrek) IRH olustugunu, MDA diizeyi ve antioksidan enzim aktivitelerinin artigmnin tespiti
ile gostermislerdir. Biz de calismamizda infrarenal aortik iskemi (30 dakika) ve reperfiizyon
(60 dakika) uyguladik ve uzak doku olarak akciger ve kas hasarini arastirdik.

Patel N.S. ve ark. (131) rat renal arterlerine bilateral 30 dakika iskemi ve 24 saat
reperflizyon uygulamislar. Eritropoetin’ i, bir gruba subkutan yolla deney Oncesi 3 giin
boyunca 1000 U/kg’ dan ve diger bir gruba reperfiizyondan 5 dakika once 1000 U/ kg’ dan
tek doz yine subkutan yolla uygulamislar. Sonug olarak 3 giin tedavi uygulanan grupta daha
fazla olmak tizere, her iki grupta bobrek hasarma karsi koruyucu oldugunu gostermislerdir.
Biz de calismamizda 30 dakikalik iskemi siiresinin 20. dakikasinda, reperfiizyondan 10
dakika 6nce, IP yolla 250 mg/kg dozdan KAR uyguladik.

Iskemi-reperfiizyonda olusan serbest radikaller, yiiksek reaktiviteleri nedeniyle
membranlardaki lipidlere saldirarak lipid peroksidasyonunu baslatirlar. Akcigerlerde IRH
sirasinda akiimiile olan lipid peroksidasyon iiriini MDA’ nin, tiyobarbitiirik asit reaktif
maddeleri ile verdigi reaksiyon spektrofotometrik olarak olciilerek, akciger hasarinin derecesi
hakkinda fikir edinilebilir (132). MDA, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
olusan stabil bir son iiriindiir. Doku IRH’ nda, ksantin oksidaz enzimi, mitokondriyal
oksidasyon, siklooksijenaz aracili doymamis yag asidi oksidasyonu, katekolamin
oksidasyonu, sitokrom p 450 aracili oksidasyon, 16kosit NADPH oksidaz aktivasyonu, demir
salmim1 ve redoks siklusu, lokal ve sistemik serbest oksijen radikal olusumuna katkida
bulunur (27, 33). Bununla birlikte her doku i¢in baskin sistem farklidir. Artmis serbest
oksijen radikalleri (6zellikle hidroksil radikali), hiicre zar1 fosfolipidlerinin (arasidonik asit,
linoleik asit ve linolenik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitleri) peroksidasyonuna neden
olarak hiicre zar1 biitiinliiglinde bozulma, hiicre sismesi ve arasidonik asit / lipidperoksil
salmimina neden olur (27, 33). Bu siirecte, zincirleme bir serbest oksijen ve yag asidi radikali
olusumu ile ilerleyici hiicre zar1 hasar1 gerceklesir (27, 33). Dolayisiyla, bu kisir dongii
sirasinda meydana gelen ve stabil bir molekiil olan MDA diizeyi Ol¢iimii ile reaktif oksijen
tiirevleri ve membran hasar1 derecesi hakkinda fikir sahibi olunabilinir (133). Bu yiizden bu
calismada reperflizyon hasarinin ortaya konabilmesi icin MDA 0Olgiimii  yapilmistir.

Calismamizda, AIR sonrasi akciger dokusunda MDA degerinin anlamli derecede yiikseldigi
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goriildii. Kas dokusunda da akciger dokusunda oldugu gibi MDA diizeyinin kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiikseldigi goriildii. Benzer sekilde, AIR sonrasi plazma MDA
diizeylerinin yiikseldigini gosteren deneysel calismalar vardir (134 — 136). AIR + KAR
grubundaki akciger dokusunda MDA diizeylerinin, AIR grubundaki diizeye gére anlamli
derecede diisiik oldugunu bulduk. Ayn1 sekilde kas dokusunda da MDA diizeylerinin, AIR
grubundaki diizeye gore anlamli derecede diisiik oldugunu tespit ettik.

Uysal ve ark. (137) alt extremite I/R’ nun akciger iizerindeki hasarmi gostermek
icin kanda ve dokuda MDA diizeyi bakmuslar. I/R grubunda MDA’ nm yiikseldigini ve
melatonin verilen grupta MDA diizeyinin azaldigini saptamislardir. Okutan ve ark. (130)
aortik okliizyon ve reperfiizyon sonrasinda olusan akciger hasarina kars1 melatoninin etkisini
aragtirmuslar, MDA seviyesinin AIR grubunda yiikseldigini ve melatonin uygulanan grupta
MDA seviyesinin anlamli derecede azaldigimi saptamislardir. Benzer sekilde, Baltalarli ve
ark. (135), iloprost ve vitamin C’ nin rat alt ekstremite I/R’ u sonrasi akciger hasarina olan
etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda, AIR + iloprost grubunda plazma MDA diizeylerinin
AIR grubundaki diizeylere gore anlamli derecede azaldigini bulmuslardir. Iloprost’ un
deneysel AIR modelinde iskelet kas1 hasarma olan etkisinin arastirildig1 bir calismada ise,
AIR + iloprost grubuna ait MDA degerlerinin, AIR grubundaki degerlere gére anlamli
diizeyde azaldigr bulunmustur (134). Katircioglu ve ark. (136) ise, kopeklerde deneysel
kardiyopulmoner by-pass modelinde, kardiyoplejik soliisyon ile birlikte iloprost verilmesinin,
miyokard performansina olan etkisini arastirdiklar1 ¢calismalarinda, iloprost grubunda kontrol
grubuna gore plazma MDA diizeyinde anlamh diisiis saptamiglardir. Bunun yaninda, Koksel
ve ark. (138), rat AIR modelinde, plazma MDA diizeyleri bakimindan AIR ve AIR + iloprost
gruplar1 arasinda anlaml fark saptamamiglardir. Rabl ve ark.' nin bir ¢alismasinda, bobrek
transplantasyonu veya ekstremite kurtarma amaciyla revaskiilarizasyon uygulanan hastalarin
plazma MDA diizeyleri bakilmis, transplantasyon uygulanan hastalarda ortalama %10,
revaskiilarizasyon uygulanan hastalarda ise ortalama %350 arttigini gosterilmistir (139).

AIR hasar1 olusumunda serbest oksijen radikalleri onemli bir yer tutar (83).
Iskemik dokularm reperfiizyonu, toksik SOR olusumuna yol acar. Bunlar siiperoksit
anyonlar, hidroksil radikalleri, hipoklorik asit, hidrojen peroksit ve nitrik oksitten derive
peroksinitrittir (29). Oksijen kokenli serbest radikaller araciligi ile olusan hasarda baslangic
olay ksantin oksidaz kokenli siiperoksit anyonlarinm iiretilmesidir (30). Serbest radikal
temizleyicileri, reaktif oksijen pargalari ile reaksiyona girerek bunlar1 zararsiz maddeler

haline doniistiiren ajanlardir. Bu ajanlar SOD, KAT ve GSH-Px olarak siralanabilir.
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Insanlarda SOD’ 1 Cu-Zn ve Mn kapsayan iki izoenzimi vardir. Cu-Zn igeren tipi sitozolde,
Mn igeren tipi mitokondride yerlesmistir. SOD, siiperoksitin hidrojen perokside doniisiimiinii
katalizler (66).

Calismamizda AIR grubunda akciger dokusunda SOD aktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli yiikselme saptandi, ancak AIR + KAR grubunda SOD aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmadi. Dimakakos P.B. ve ark. (127) deneysel bir
calismada, abdominal aortada okliizyon olusturup, intestinal organlarda oksidan hasara karsi
vitamin E’nin etkisini arastirmiglar. Bunun icin kanda SOD aktivitesine bakmislar. E
vitamini verilen grupta SOD aktivitesinde azalma saptamiglar ve vitamin E’ nin postiskemik
hasara kars1 korudugunu savunmuslardir. ilhan A. ve ark. (128) yaptiklar1 calismada,
tavsanlarda kafeik asit fenil esterin spinal kord IRH’ na olan etkilerini arastirmislar ve serbest
radikal hasarinin gostergesi olarak SOD aktivitesi bakmuislar, ancak tiim gruplar arasinda
anlaml1 fark saptayamamuslardir, Ozellikle ila¢ verilmesiyle SOD aktivitesinin anlamli
azalmamasi calismamizla uyumludur. Ege E. ve ark. (129) tavsan spinal kord iIRH’ na
erdosteinin  etkisini arastirdiklar1 calismada, I/R  grubunda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, SOD aktivitesinde anlamli artma saptamis olmalar1 ¢alismamizla uyumlu
iken, erdostein verilen grupta SOD enzim aktivitesinde anlamli azalma saptamislardir. Bizim
calismamizda AIR + KAR grubunda SOD diizeyinde belirgin azalma olmasi ancak bunun
kontrol seviyesine inmemesi, oksidatif stresin KAR uygulanan grupta azaldigmi ancak
tamamen ortadan kalkmadigini diisiindiirmektedir.

Katalaz enzimi; SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksiti peroksizomlarda
su ve oksijene ¢evirir. KAT viicutta dogal olarak olusan bir metalloproteindir. in vivo olarak
siiperoksit dismutaz ile kombine bir sekilde etki eder (66). Calismamizda, AIR grubunda
akciger dokusundaki KAT aktivitelerinde, kontrol grubuna gore rakamsal olarak artma
saptandi. AIR + KAR grubunda da AIR grubuna gore rakamsal azalma saptandi, fakat
istatistiksel anlam bulunmadi. Kiris ve ark. (126) infrarenal AIR modelinde renal hasari
aragtirdiklar1 calismada, IRH gostergesi olarak KAT aktivitesini incelemisler ve AIR
grubunda kontrol grubuna gore KAT aktivitesinin anlamli olarak arttigini saptamislar. Erten
S.F. ve ark. (140) deneysel spinal kord IRH’ na melatoninin etkisini arastirmislar. Iskemi
reperflizyon grubunda KAT aktivitelerinde anlamli artis saptamiglar. Melatonin verilmesi ile
de bu aktivitelerde anlamli azalma saptamislardir. Mezzetti A. ve ark. (141) kardiopulmoner
by-pass srasinda kanda KAT ve diger antioksidan enzim aktivitelerini arastirmislar. Iskemi

ve takiben yapilan reperfiizyon ile KAT ve diger antioksidan enzim aktivitelerinde artis
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bulmuslar. Ayrica bu degisikliklerin iskemik arrestin siiresi ile iligkili oldugunu ve
reperfiizyonla serbest radikal iiretiminin, Onceki iskemik periyodun siddetine bagiml
oldugunu saptamuslardir. Calismamizin AIR ve AIR + KAR gruplarindaki KAT aktivite
degerlerinin degisimi bu literatiirlerle uyumludur. Calismanizda AIR grubunda KAT
aktivitesi artisi, yiikselmis SOD aktivitesi ile olusan hidrojen peroksitin KAT enzimi ile
elimine edildigini diisiindiirmektedir. Karnozin uygulanan grupta azalan SOD aktivitesi
oksidatif stresin azaldigini, ancak tam ortadan kalkmadigini, bununla birlikte bu grupta
olusan hidrojen peroksitin indirgenmesi icin KAT aktivitesinde artisga yol ac¢cmadigi
goriilmiigtiir. KAT aktivitesinin AIR + KAR grubunda akciger dokusunda kontrol grubu
degerlerine inmese de azalmasimin bu nedenle olabilecegi kanaatindeyiz.

GSH-Px; hidrojen peroksit varliginda, rediikte glutatyonun okside glutatyona
yiikseltgenmesini katalize eder (142). Ayrica SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksiti
mitokondri ve sitoplazmada su ve oksijene indirger (143). Calismamizda GSH-Px
aktivitelerinde kanda AIR grubunda, kontrol grubuna gore anlamli yiikselme saptanirken,
AIR + KAR grubunda AIR grubuna gére istatistiksel olarak anlaml yiikselme vardi. IThan A
ve ark. (144) nebivololiin tavsanlarda spinal kord IRH’ na etkisini arastrmislar ve I/R
grubunda spinal kord dokusunda GSH-Px’ in anlamli derecede yiikseldigini bulmusglardir.
Castedo E. ve ark. (145) deneysel kalp transplantasyonunda IRH’ mi ve bu hasara
trimetazidinin sitoprotektif etkilerini arastirmuglar. Serbest radikallere bagh IRH’ m
gostermek icin antioksidan glutatyon peroksidaz calismuslar. Iskemi ve reperfiizyon
periodlarinda GSH-Px aktivitelerini yiiksek bulmuslardir. Bir grupta standart myokardial
koruma yapmuslar, diger grupta kardioplejik soliisyona trimetazidin eklemisler. Sonug¢ olarak
trimetazidinin serbest radikal kaynakli hasara karsi koruyucu oldugunu saptamiglardir. Aceto
ve ark. (146) yaptiklar1 arastirmada, kardiopulmoner by-pass uygulanan hastalarda aortik
klempleme ve klemp kaldirilmas: sonrast kanda GSH-Px aktivitelerinde artis oldugunu
saptamislardir. Bizim calismamizda, AIR grubunda GSH-Px aktivite artis1 olmasi, SOD
aktivitesi ile olusan hidrojen peroksitin, GSH-Px enzimi ile de elimine edildigini gosterebilir.
KAR uygulanan grupta GSH-Px aktivite degerlerinin kontrol grubundaki degerlerden daha
yilkksek ve hatta AIR grubundaki kadar yiiksek degerlerde kalmasi, hidrojen peroksit
eliminasyonun bu grupta GSH-Px tarafindan devam ettirilmesi ile ilgi olabilecegi
diisiincesindeyiz.

Karnozin, suda erime Ozelligine bagli olarak, suda c¢oziinen oksidasyon

mediatorlerinin (metaller ve oksijen radikalleri) yiiksek oldugu sitozolde fonksiyon goriir.
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Aktif oksijen radikallerini temizleyen biyolojik fonksiyonuna bagh olarak antioksidan
ozellige sahiptir. Hidroksil ve siiperoksit radikallerinin ve ¢ok kuvvetli olarak da singlet
oksijen molekiiliiniin temizleyicisidir (15, 16). Antioksidan 6zelliginden yola c¢ikilarak bircok
deneysel modelde etkisi denenmistir. Fujii ve arkadaslar1 yaptig1 bobrek I/R modelinde KAR
verilmesinin, sempatik sinir aktivitesini ve bobrekte olusan IRH’ n1 azalttigin1 bulmuslardir
(16). Stvolinsky ve arkadaslar1 beyin iskemisi olusturulan deneklerde KAR’ in néroprotektor
etkisi oldugunu gostermislerdir (15). Baska bir ¢alismada da; Boldyrev ve arkadaslari, global
beyin iskemisi uygulanan deneklere KAR verilmesinin yasam siiresini arttirdigini saptamus,
ayrica  KAR’ in noranal hiicreleri SOR’ lerine kars1 korudugunu bildirmislerdir (21, 147).
Yine KAR’ in serebellar graniiler hiicreleri serbest radikal hasarindan korudugu
gosterilmistir (22). Hipkiss, KAR’ in MDA toksisitesine karsi si¢can beyin endotel hiicrelerini
korudugunu bildirmistir (22). Lee ve arkadaslar1 izole sican kalp reperfiizyon hasarina karsi
KAR’ in koruyucu etkisi oldugu gostermistir (23). Kang ve arkadaslar1 kiiltiir ortaminda
karaciger epitelyal hiicrelerinde 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate ve hidrojen peroksitin
neden oldugu DNA fragmantasyonunu, KAR’ in engelledigini bulmustur. Buna neden olarak
KAR’ in lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini, siiperoksit dismutaz ve/veya serbest radikal
temizleyici 0zelligine sahip oldugunu bildirmislerdir (24).

Karnozin; lipit peroksidasyonu sonucunda olusan MDA gibi zararlh aldehitlerle
reaksiyona girerek, hiicredeki protein agregasyonunu azaltmaktadir. Karnozinin oksidatif stres
sartlarinda, proteinlerin ve membran lipitlerinin oksidatif hasarimi Onleyebildigi cesitli
calismalarda gosterilmistir. Karnozin hiicre diizeyinde koruyucu olabilir. Yapilan calismalarda
bu dipeptidin kiiltiire edilmis insan fibroblastlarimt ve lenfositlerini, asetaldehitin toksik
etkilerine karsi, aynca kiiltiire edilmis rat beyin endotel hiicrelerini MDA’ ya kars1 korudugu
bildirilmistir (148).

Nagasawa ve arkadaslar, in vitro ve in vivo ortamdaki deneysel ¢alismada, KAR’
in iskelet kasi dokusunda, hem lipit peroksidasyonu, hem de protein oksidasyonu iizerinde
koruyucu etkilerini arastirmislardir (149). Calisma sonucunda KAR’ in hem in vivo hem de in
vitro ortamda, lipit peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu azalttigir gdzlenmistir. Diger
calismalarda da KAR’ in, MDA ve metilglioksal aracili oksidatif protein modifikasyonlarini
inhibe ettigi bildirilmistir. Karnozinin antioksidan 6zelligi ilk olarak in vitro ortamda 1984
yilinda tanimlanmustir (16). Cu* ve Zn™ ile KAR kompleksleri SOD benzeri aktiviteye
sahiptir. Bu 6zellik dipeptidin antioksidan aktivite gostermesine katkida bulunur. Bir¢ok in
vitro deneysel ¢calismada, KAR ve iliskili histidin iceren bilesiklerin, hidroksil ve singlet oksijen
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radikalini yok edici etkisi ve siiperoksit radikalini siipiiriicii etkisi gosterilmistir (14). Choi ve
arkadaglarimin 1999 yilinda in vitro ortamda yaptiklan bir calismada; KAR, homokarnozin ve
anserinin, oksidatif hasari 6nleyebilecegi gosterilmistir (150).

Calismamizda, inflamatuar bir gosterge olan, 16kosit ve mononiikleer hiicrelerden
salgilanan MPO’ 1 akcigerdeki diizeylerine de bakildi. Iskemi reperfiizyon grubunda MPO
diizeyleri kontrol ve tedavi gruplarma gore yiiksek bulundu. Tedavi grubunun MPO degerleri
I/R grubuna gore rakamsal olarak diisiiktii. Bu diisiikliik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Tedavi grubunda MPO’ nun diisiik bulunmasi, KAR’ in I/R olusturulmus dokuya
lokosit ve mononiikleer hiicre gociinii de engelledigi ve bu sayede antiinflamatuar, ilave bir
etki olusturabilecegini gostermektedir. Bu inflamatuar hiicre gogiinii azaltic1 etkiler, ilacin
IRH siirecinde bu hiicrelere bagl olusacak hasarin azaltilmasinda da etkili olabilecegi
konusunda beklentileri artirmaktadir.

Serbest oksijen radikalleri, meydana geldikten sonra mikrosaniyeler icinde yok
olmaktadir. Ancak bir serbest oksijen radikali, bir atom veya molekiil ile karsilastiginda,
zincirleme cekirdeksel reaksiyonlara benzer etkilerle, yeni serbest radikal olusumuna neden
olabilmektedir. Boylece olustugu yerde etki mesafesi son derece kisa olan serbest oksijen
radikali, bu zincirleme reaksiyonlarla daha uzakta ve sistemik etkiler de olusturabilmektedir.
Serbest oksijen radikallerinin hasar yapici 6zelliklerine karsi, hiicreler, dogal olarak, oksidatif
hasar1 azaltma veya siirlama yetenegine sahiptir. Bu hiicre koruyucu mekanizmalar oksijen
radikallerini gidermek ve detoksifiye etmek iizere diizenlenmis birka¢ enzim sistemini icerirler.
Ancak bu savunma sistemleri yetersiz kalinca, serbest oksijen radikalleri zararh etkiler
yapabilirler. Serbest oksijen radikali temizleyicilerinin deneysel ve klinik kullantminin
etkinligini gosteren calismalardan ozellikle anlagilan, antioksidanlarin reperfiizyon baslamadan
once uygulanmasinin gerektigidir (151 — 153).

Klinik uygulamada abdominal aort anevrizmasi, Lerische sendromu ve aorta iliak
hastaliklarin  cerrahi tedavisinde, infrarenal abdominal aortaya klemp konulmasi
gerekmektedir. Aortanin gegici okliizyonu ve takiben alt extremitelerin reperflizyonu sonrasi
akciger hasarmin ortaya ¢iktigi da bilinmektedir (12, 13, 14). Polimorfoniikleer 16kositlerin
alt ekstremitelerin I/R’ u nedeniyle olusan akciger hasarinda esas role sahip oldugu
gosterilmistir ve bu hiicrelerin azalmasi akcigerler iizerinde koruyucu bir etki gosterir (14).
Calismamizda elde edilen biyokimyasal bulgularla; infrarenal aortik okliizyon ve takiben
uygulanan alt extremite reperfiizyonu ile, akcigerde IRH’ min olustugunu saptadik. Yine

sonuclar gostermektedir ki KAR uygulanmasi akcigerde olusan IRH’ n1 azaltmaktadir. Bir
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baska deyisle calismamizda; deneysel infrarenal AIR modelinde olusan akciger hasarmna
karsi, KAR’ in akciger IRH’ mi azalttig1 biyokimyasal olarak gosterdik. MDA diizeylerinde
anlaml1 azalma olmasi olusan hasarin lipid peroksidasyonu ile iliskili olabilecegi ve KAR’ in
lipid peroksidasyonunu degistirerek IRH’ m1 azaltigmi diisiindiirmektedir. Gruplara ait
akcigerde saptanan KAT ve GSH-Px degerlerinin birbirlerinden anlamli derecede farkli
olmamalari, bu enzimlerin, antioksidan kapasite icinde aktive olmasina gerek kalmadan,
SOD tarafindan AIR hasarmin durdurulmus olmasina baglanabilir. Bu konudaki etki
mekanizmasinin ayrintili olarak tanimlanmasi icin yeni deneysel ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Bu deneysel ¢alismalarin sonucunda, KAR’ in, farkl dozlarda, infrarenal abdominal aortaya
yonelik cerrahi girisimlerde gelisen bobrek, karaciger gibi diger uzak doku hasarlarinda da

etkisinin arastirilabilecegi diisiincesindeyiz.

SONUC

Iskemi-reperfiizyon hasari mekanizmasimin tam olarak anlasilmasi, hasarmn cabuk
ve en uygun bir sekilde 6nlenmesini saglayacaktir. Karnozinin, deneysel modelimizde, IRH’
nin sistemik-lokal etkilerini engellemede etkili oldugu goriilmiistiir. Abdominal aort IRH’ inda
KAR’ in ilk defa kullanilmas1 ve ortaya ¢ikan bulgularin, karnozinin iskemi reperfiizyon
hasarma kars1 koruyucu olabilecegini desteklenmesi nedeniyle, calismamizin bundan sonraki
arastirmalara yol goOsterecegi inancindayiz. Ancak kullamilan ajanlarin  klinikte

uygulanabilirligi agisindan daha cok ¢alismaya ihtiya¢ oldugu da bir gercektir
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OZET

Ratlarda Alt Ekstremite iskemi Reperfiizyon Hasarina Karnozinin Etkisi

Amac¢: Bu caligmanin amaci, rat infrarenal abdominal aortasinda okliizyon-reperfiizyon
sonrast kas ve akciger dokusunda olusan iskemi reperfiizyon hasarina karnozinin etkisini

arastirmaktir.

Yontem : 24 adet Sprague-Dawley cinsi rat, rasgele ve esit sayida (n=8) olmak iizere ii¢
gruba ayrildi. Grup 1; sham laparotomi (kontrol) + serum fizyolojik grubuna, laparotomi ve
infrarenal abdominal aorta diseksiyonu yapildi ancak okliizyon uygulanmadi ve serum
fizyolojik intraperitoneal verildi. Grup 2; Aortik iskemi reperfiizyon + serum fizyolojik
grubunda infrarenal abdominal aorta diseksiyonu yapildi, aortaya kros-klemp konularak 30
dakika iskemi ve kros-klemp kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon gerceklestirildi, klemp
kaldiriimadan 10 dakika once serum fizyolojik intraperitoneal uygulandi. Grup 3; Aortik
iskemi reperflizyon + karnozin grubunda ise, aortaya kros-klemp konularak 30 dakika iskemi
ve 60 dakika reperflizyon uygulandi, kros-klemp kaldirilmadan 10 dakika 6nce 250 mg/kg
karnozin intraperitoneal yolla verildi. Reperfiizyon siiresinin tamamlanmasiyla ratlar; kan,
kas ve akciger doku oOrnekleri almarak sakrifiye edildi, 6rneklerde biyokimyasal yontemlerle
malonil dialdehit, siiperoksit dismutaz, katalaz, myeloperoksidaz, nitrik oksit, glutatyon
rediiktaz, total glutatyon, okside glutatyon ve glutatyon peroksidaz diizeyleri 6l¢iildii. Kan

orneklerinde bu parametrelere ek olarak total antioksidan kapasitesi bakildu.

Bulgular: Akciger dokusunda aortik iskemi reperfiizyon + serum fizyolojik grubuna (Grup
2) ait malonil dialdehit, siiperoksit dismutaz, myeloperoksidaz, okside glutatyon ve total
glutatyon degerleri kontrol grubundaki degerlere gore anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0,05). Aortik iskemi reperfiizyon + karnozin grubuna (Grup 3) ait glutatyon rediiktaz,
malonil dialdehit ve okside glutatyon degerleri, aortik iskemi reperfiizyon + serum fizyolojik

grubundaki degerlere gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05).

Sonuc: Karnozinin, deneysel modelimizde, iskemi reperfiizyon hasarinin sistemik ve lokal
etkilerini, Ozellikle akcigerlerde olusan hasann engellemede etkili oldugu gOriilmiistiir.
Abdominal aort iskemi reperfiizyon hasarinda karnozinin ilk defa kullanilmasi ve ortaya

cikan bulgularin, karnozinin iskemi reperfiizyon hasarina karst koruyucu olabilecegini
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desteklenmesi nedeniyle, calismamizin bundan sonraki arastrmalara yol gosterecegi

inancindayiz.
Anahtar Kelimeler: iskemi Reperfiizyon Hasari, Gastroknemius, Akciger, Karnozin
Tletisim Adresi: drbilgealacam @yahoo.com.tr

SUMMARY
The Effect Of Carnosine On Lower Extremity Ischemia Reperfusion Injury In Rat

Purpose: The purpose of this study is; to examine the effect of carnosine on ischemia
reperfusion injury in lungs and muscle occuring after occlusion — reperfusion of infrarenal

abdominal aorta in rats.

Material and Method: Twentyfour Sprague-Dawley rats were randomly divided into 3
groups (n=8). Sham laparotomy (control) group underwent laparotomy and dissection of the
infrarenal abdominal aorta without occlusion and saline was given intraperitoneally. In aortic
ischemia reperfusion groups (group 2 and 3), after laparotomy and exteriorization of the
infrarenal abdominal aorta, aorta was occluded for 30 min ischemia and then the clamp was
removed for 60 min reperfusion. In group 2; saline and in group 3; 250mg/kg carnosine, in
equal volumes, were given intraperitoneally 10 min before declamping of the aorta. The
blood, lung and muscle specimens were taken for biochemical analysis of malonil
dialdehyde, superoxide dismutase, catalase, myeloperoxidase, nitric oxide, glutathione
peroxidase, glutathione reductase, total glutathione and oxide glutathione. Additionally, in

blood samples total antioksidant capasity was analyzed.

Results: in lung specimens, levels of malonil dialdehyde, superoxide dismutase,
myeloperoxidase, oxide glutathione and total glutathione in the aortik ischemia reperfusion +
saline group (group 2) were significantly higher than the levels in the sham laparotomy
(control) group (p<0.05). Level of glutathione reductase, malonil dialdehyde and oxide
glutathione in the aortik ischemia reperfusion + carnosine group (group 3) was significantly

lower than the level in the aortik ischemia reperfusion + saline group (p<0.05).

Conclusion: Carnosine could prevent the systemic and local effects of abdominal aortic

occlusion-reperfusion injury in rats. Since this is a first demonstration for the use of carnosine
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in abdominal aortic occlusion-reperfusion injury, the results of the present study could light the

way for the future studies.
Key word: Ischemia Reperfusion Injury, Gastrocnemius, Lung, Carnosine

e-mail: drbilgealacam@yahoo.com.tr
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