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1. GIRIS

Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 (IRH) koroner arter hastaliklari, trombolitik
tedavi, balon anjiyoplasti, kardiyopulmoner bypass, okliizif arter hastaliklari,
aort/periferik arter klempleme, inme, turnike uygulamasi, organ transplantasyonu,
miyokiitandz doku transferi ve ampute olmus dokunun replantasyonu gibi klinik
durumlarda karsilasilan bir durumdur.®) Morbidite ve mortalite riskini azaltmak
adina, IRH’nin &nlenmesi ve/veya negatif sonuglarinin en aza indirilmesi amaciyla
degisik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi onemli bir arastirma alani olmustur.

Iskemi, herhangi bir organin beslenmesi i¢in sunulan gerekli kan miktarinin
azalmas1 veya tamamen kesilmesi sonucu olusan durumdur. Iskemik dokularda
enerji anaerobik metabolizma yoluyla saglanmaya caligilir ve olusan metabolitler
doku perflizyonu olmadigindan doku i¢inde birikir. Hipoksi siirdiik¢e hiicre i¢i
asidozis gelisir. Hiicre zarindaki Adenozintrifosfat (ATP) bagimli Sodyum-
Potasyum Adenozin Trifosfataz (Na-K ATP’az) pompasindaki yetmezlik sonucu
hiicre igerisine kalsiyum iyonu (Cat++), sodyum iyonu (Na+) ve beraberinde su
(H20) girmesi sonucu hiicresel gegirgenlik bozulur.

Reperfiizyon ise iskemik dokuda kan akiminin yeniden saglanmasidir.
Iskemi sonrasindaki reperfiizyon, inflamatuar yamit ile iliskili intraselliiler
adhezyon molekiilii (ISAM), interlokin 1-beta (IL-1B), IL-8, tiimor nekrozis faktor
alfa (TNF-a) gibi birgok transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Reperfiizyon
sonrast kan akiminin yeniden saglanir ise metabolitlerin oksidasyonu sonucu olusan
maddeler sistemik dolasim ile tim viicuda yayilir.? Iskemik alana oksijenin

sunumu sonucu olusan en onemli toksik madde serbest oksijen radikalleri



(SOR)’dir.® Normal fizyolojik kosullarda, SOR olusumu ve Kkoruyucu
antioksidan mekanizmalar1 denge halindedir. Antioksidan savunma sistemleri
yetersiz olursa SOR miktari artar ve siddetli reperfiizyon hasari olusur. iskemiye
bagl hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktari ile orantili olup, hiicrenin
tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyac1 ve
metabolizmasina gére farklilik gosterir. iskemiye bazi dokular (kemik ve deri)
direngliyken bazilar1 (iskelet kasi ve barsak mukozasi) ise hassastir.

Ancak uzun siireli iskemi hiicrelerde sisme, asidoz, iyon dagilim
degisiklikleri (hiicre i¢i kalsiyum/sodyum oraninda artis), artmis hipoksantin
seviyesi, ATP / fosfokreatin ve glutatyon diizeylerinde azalma, artmis adenozin
sinyal aktivitesi, membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinligii kaybu,
niikleotid fosfohidrolizi (CD39 ve CD73 yoluyla) ve hipoksi indiikleyici faktor 1
(hypoxia inducable factor-1 (HIF-1)) ¢ekirdek translokasyonu / stabilizasyonu gibi
hiicre metabolizmas: ve iskelet yapisini ilgilendiren bircok degisime neden olur.“5)
Reperfiizyon sonrasi iskemik doku hasarinin geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz
oldugunu mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre zar1 hasarmm siddeti belirler.®
Dolayisiyla uzun siireli iskemi reperfiizyonla siddetlenen ciddi hiicre hasarina
neden olarak hiicre 6liimiiyle sonuglanir."® Reperfiizyon hasari ilk kez 1975
yilinda Cerra tarafindan tanmimlanmustir.®  Iskemiye bagh hasarin  geri
dondiiriilebilmesinde doku reperflizyonu mutlak olmakla birlikte, paradoksal
olarak, reperfiizyon sonrasi saglanan oksijen ve metabolitler doku hasarinin artisina
neden olur. Reperfiizyona bagli hasarin karakteristik 6zellikleri hiicresel sisme,

hiicre iskeleti degisiklikleri ve secici mikrovaskiiler gecirgenlik kaybidir. Bu



mekanizmalar, kapiller kan akiminda azalmaya ve doku ddemine neden olur.®?
IRH’na bagli mikrovaskiiler disfonksiyonda; endotel hiicre degisikliklerine ikincil
gelismis, endotel bariyer disfonksiyonu, vaskiiler tonus degisikligi ve artmis sitokin
adezyon molekiil ifadesi goriiliir. Ozellikle reperfiizyon periyoduyla birlikte; nitrik
oksit (NO) biyoyararlanimdaki azalmaya bagl arteriolar vazodilatasyon
bozuklugu, inflamatuar ve adezyon molekiilleri artisina bagl arteryel kilcallarda
kapanma (“no reflow”) ve 16kosit birikimine (artmis oksidatif hasar) bagli venoz
kapillerlerde gegirgenlik artis1 ve doku 6demi goriiliir.)

Reperfiizyonla birlikte sistemik dolasima ¢ikan inflamatuar aracilar, uzak
organ endotel hiicre aktivasyonu ve mikrovaskiiler disfonksiyona neden olurlar.
Ksantin oksidaz, 16kosit-endotel etkilesimi ve inflamatuar aracilar IRH na bagl
uzak organ hasarinda, dnemli rol oynar. Yaygin uzak organ hasari durumunda
yiliksek mortalite ile seyreden Multi Organ Fonksiyon Bozuklugu (multiple organ
dysfunction syndrome; MODS) veya Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu
(systemic inflamatory response syndrome; SIRS) gelisebilir.(”

Pikrozid I, Cy3H23013 molekiiler formiillii bir glikozit tirevidir.
Pikrozid II antioksidan, noroprotektif, antienflamatuar, gastrointestinal
septomlarda kullanilmis olsa da etkinligi heniiz kesinlesmemis olup
arastirmalar devam etmektedir.

Bu calismanin amaci intraperitoneal olarak uygulanan Pikrozid II'nin
deneysel alt ekstremite iskelet kasi iskemik reperflizyon hasar1 {izerindeki

etkinligini degerlendirmektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. iskemi

Iskemi, perfiizyon yetersizligine bagli olarak, dokuya gerekli olan oksijéh
ve diger metabolitlerin dolagim tarafindan kargilanamamasi ve meydana gelen artik
iiriinlerin yine dolasim ile buradan uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir. Hipoksi
ise dokuya yetersiz oksijen ulagsmasi seklinde tarif edilebilir. Hipoksinin en sik
goriilen nedeni iskemidir.? Iskemi ve hipokside aerobik metabolizma devam
edemediginden mitokondrideki oksidatif fosforilasyon engellenir. ATP, kreatinin
gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir.!? Anaerobik glikoliz sonucu olusan laktik
asit ve hasarlanmig lizozomlardan salman hidrojen (H+) iyonu ile hiicre i¢i Ph
diiser. ATP olusumu yavaslar ve durur. ATP azligi, hiicre zarinda aktif Na-K
ATP’az pompasinda yetmezlige neden olarak hiicre icinde Na+ tutulmasina ve
hiicre digina potasyum iyonu (K+) atilmasina neden olur. Solid madde birikimine
izo osmotik su birikimi eslik eder ve hiicresel sisme meydana gelir. ATP sentezinin
azalmas1 sonucu glikoliz aktivitesinin artmasiyla rediiksiyon sistemleri aktive
olur. Hiicre i¢i Na+ artmasi sonucu Ca++ artar.*® Hiicre i¢i Ca++’un artmasi,
fosfolipazlar (fosfolipaz Az), proteazlar (kalpainler) ve endoniikleazlar gibi
enzimleri aktiflestirir. Fosfolipazenzim aktivitesinin artmasi ile membran
fosfolipidleri pargalanir ve katabolik iirlinler birikir. Proteaz enzim aktivitesinin
artmasi ile membran ve hiicre iskelet proteinleri pargalanir. Endoniikleaz enzim
aktivitesinin artmasi ile niikleer kromatin hasart meydana gelir. Hiicre i¢i Na+
miktarinin, fosfolipaz ve proteaz aktivitesinin artmasi ve ATP sentezinin azalmasi

sonucu plazma membran permeabilitesi artar. Mitokondri permeabilitesi de artar ve



mitokondriyal membran potansiyeli kaybolur. Tiim bu olaylar neticesinde anoksik
hasar, nekrotik hiicre 6liimiine nedenolur.®

Kritik iskemi zamani, doku canliligmin siirdiirebildigi maksimum
iskemi siiresi olarak tarif edilir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon
mekanizmalarina gore kritik iskemi stiresi farklilik gostermekle birlikte uzun
siireli iskemide geri doniislimsiiz hasar ve nekroz kac¢inilmazdir. Hipoksi
sonucunda gelisen mitokondri fonksiyon bozuklugu ve hiicre zar1 hasarinin
doku oksijenasyonunun yeniden saglanmasina ragmen diizeltilememesi geri

déniisiimsiiz hasarin en 6nemli gdstergesidir.®
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2.1.1. Geri Doniistimlii Zedelenme

Hipoksi, oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu etkiler. Bu da
ATP ve fosfokreatin depolarinda azalmaya sebep olur. Mevcut ATP sirasiyla
adenozindifosfat, adenozinmonofosfat, inozin ve hipoksantin’e yikilir. Olusan ve
biriken bu metabolitler fosfofruktokinaz enzimini uyarir. Hiicresel metabolizmanin
anaerobik yone kaymasina neden olur. Bu, daha fazla glikojen kullanimi1 ve daha
az ATP diiretimi (aerobik solunumla elde edilen miktarin yaklasik %7°si) ile
sonuglanir.!® Dolayisiyla doku glikojen depolar1 siiratle bosalir. Iskeminin
devamiyla hipoksantin ve anaerobik glikoliz tiriinlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu,
inorganik fosfatlar) hiicre i¢cinde birikimi, asidozda artis ve dolayisiyla enzim ve
protein hasar1 olusur.® ATP depolarindaki azalma, ATP bagimh hiicre zar
pompalarinda fonksiyon bozukluguna yol agarak hiicre dis1 potasyum kaybi ve
hiicre i¢i ani sodyum kalsiyum-kloriir artisina, ikincil hiicresel sismeye sebep olur.
Bu hidropik degisiklik, inorganik fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleotidleri gibi
metabolitlerin birikimi sonucu artan osmotik yiikle daha da belirginlesir.(*")
Hiicresel sisme, makroskopik olarak organ renginde solma ve agirhiginda artisla,
mikroskopik olarak ise sitoplazmada berrak vakuoller olusumuyla (hidropik
degisiklik/vakuoler dejenerasyon) kendini gosterir.®) Sonrasinda, ribozomlarin
graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarin
olusumu ile protein sentezinde azalma olusur. Hipoksi diizelmez ise mitokondri
fonksiyonunda kétiilesme ve membran gegirgenliginde artisa bagli hiicresel sisme
ve fosfolipidden zengin dansiteler ile karakterize morfolojik bozulma goriiliir.

Hiicresel iskelet; mikrovillus gibi yapisal 6zelliklerin kaybi, hiicreler arasindaki



baglarin gevsemesi ve hiicre yiizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Hiicre
cekirdegi graniiler ve fibriller elemanlarinda dagilma meydana gelir. Osmotik
regiilasyon kayb1 sonucunda mitokondri, endoplazmik retikulum ve hemen hemen
tiim hiicre organellerinde hidropik degisiklikler olusur.®® Doku iskemisi sirasinda
baska bircok mekanizma daha aktive olur. Niikleer faktor-kappa B (NF- B)
aktivasyonuyla, iltihabi aracilarin ve adezyon molekiillerinin (6zellikle ICAM-1 ve
E-selektin) sentezinde artis olur. Adezyon molekiillerindeki bu artis, iltihabi
iskemik alan 16kosit adezyonunu arttirir. Endotel tarafindan sentezlenen NO
inaktivasyonu vazokonstriksiyona neden olur. Arasidonik asit kaskadinda dengenin
prostasiklin aleyhine donmesi ise hem vazokonstriksiyon hem de platelet
aktivasyonuyla sonug¢lanir. Oksijen NO sentezi i¢in de gerekli olup, iskemik dokuda
NO seviyesinde azalma goriiliir. Bunlara ek olarak kompleman sistem aktivasyonu
ve Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) sentez artis1 gergeklesir. Dolayisiyla iskemi,
dokuyu reperfiizyon hasarina karsi daha hassas bir duruma getirir. Eger doku
perflizyonu diizelirse tiim bu degisimler geri doniistimlii olup iskeminin devami

durumunda geri doniisiimsiiz zedelenme ile sonuglanir.*®)

2.1.2. Geri Doniistimsiiz Zedelenme

Kritik iskemi zamani, doku canliliginin siirdiiriilebildigi maksimum iskemi
stiresi olarak tanimlanir. Ortalama kritik iskemi siiresi ise, %50 doku kaybina neden
olan iskemik zaman donemidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon
mekanizmalarina gore kritik iskemi siiresi farklilik gosterir. Bununla birlikte uzun

siireli iskemide geri doniisiimsiiz hasar ve nekroz kagmilmazdir.*™ Geri



doniisiimsiiz hasarin en 6nemli gostergesi hipoksi sonucunda gelisen mitokondri
fonksiyon bozuklugu (oksidatif fosforilasyon yetersizligine baglt ATP depolarinda
azalma) ve hiicre zar1 hasarmin doku oksijenasyonunun yeniden saglanmasina
ragmen diizeltilememesidir.©19)

Bu donemde mitokondriyal vakuolizasyon artis1 ve matriks i¢i kalsiyum
birikimi olusur. Hiicresel zarlarin tiimiinde gerceklesen hasar; hiicre organelleri ve
hiicrede sisme, protein, esansiyel koenzim ve riboniikleik asit kaybi, ATP
sentezinde kullanilan metabolitlerin depolanamamasina bagli yiiksek enerjili fosfat
depolarinda azalma ve interstisyel alandaki makromolekiillerin hiicre igine
gegisiyle sonuglanir. Lizozomal membran hasariyla lizozomal enzimler sitoplazma
igerisine sizar. Asit hidrolazlar, diisiik sitoplazmik pH’da, tiim hiicresel elemanlarin
enzimatik yikimina yol acar. Lizozomal sindirim, hiicre 6liimii sonrasi, interstisyel
alanda dahi devam eder. Sonrasinda olii hiicreler fosfolipid kitleler sekline
dontigerek “myelin sekiller” olarak tanimlanirlar. Bu fosfolipid kitleler yag
asitlerine parcalanir veya fagositoza ugrayarak ortadan uzaklastirilir. Olusmus yag
asitlerinin kalsifikasyonu ile kalsiyum sabunlari olusur. Spesifik doku hasari
tespitinde hiicrelere has proteinlerin hiicre zar1 hasar1 veya hiicre 6liimiiyle sistemik
dolagima ge¢mesi ve bunlarin kan serum Orneklerinde gdosterilmesi Snemlidir.
Ornek vermek gerekirse, miyokard infarktiisii tan1 ve takibinde miyokard dokusuna
ozgii kreatin kinaz ve troponin izoformu 6l¢iimleri fikir vericidir.®

Geri Doniisiimsiiz Zedelenme Mekanizmalari:

a) Membran fosfolipid kaybi: Hiicre zari membran fosfolipidleri, hem

yikim artis1 (artmis hiicre i¢i kalsiyum ile aktive olmus fosfolipazlar)



hem de sentez azalmasi (ATP bagimli reagilasyon ve sentez azalmasi)
sonucunda azalir.

b) Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre zarinin iskeletten ayrilip yirtilmast,
artmis hiicre ici kalsiyum ile aktiflesen proteazlar ve hiicre sismesi
sonucu olusur.

c) Toksik oksijen radikalleri

d) Lipid yikim tirtinleri

Bu zedelenme mekanizmalariyla 4 ana sistem olan hiicre zar1 biitlinligii,

oksidatif fosforilasyon, protein sentezi ve hiicrenin genetik aparati etkilenir. Geri
doniisiimsiiz  hiicre zedelenmesinin en O6nemli unsuru artmis hiicre zari
gecirgenligidir. Artan hiicre zar gecirgenligi hacim regiilasyon bozuklugu, hiicre
ici ve disina makromolekiillerin artmis hareketi ve hiicre zar1 yapisal bozukluguna
neden olur.?Y Fosfolipid yikim iiriinleri membran iizerinde deterjan etkisi yaparlar.
Bozulmus oksidatif fosforilasyon ve azalmis hiicre i¢i ATP depolarina bagli gelisen
membran iyon pompa disfonksiyonu hiicre i¢i kalsiyum miktarinda ani artisa neden
olur. Bu ytikselise organellerden salinan kalsiyum da katkida bulunur. Artmis hiicre
i¢i kalsiyum birgok enzimatik sistemde [fosfolipazlar (membran hasar1), proteazlar
(membran ve hiicre iskeleti hasar1), ATP’azlar (ATP yikimi) ve endoniikleazlar
(kromatin yikimi)] aktivasyon olusturur.?Y Hiicresel fonksiyonlar hiicre
oliimiinden once kaybolur. Hasarin morfolojik goriiniimii, kritik biyokimyasal
sistemlerde bozukluklar olusup geri donilisiimsiiz hasar oturduktan c¢ok sonra
belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar i¢inde goriilebilen geri doniisiimlii bir

hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika i¢inde 1s1k mikroskobunda
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goriilebilirken, hiicre 6liimii ancak 10-12 saatte belirgin hale gelir.®)

Ozet olarak geri doniisiimsiiz zedelenme;

1) Hiicre zar1 hasar1 sonucu protein, enzim, koenzim, riboniikleik asit ve
yiiksek enerjili fosfat kaybi,

i) Mitokondri matriksinde amorf, diizensiz kalsiyum yogunluklarinin
birikimi,

) 1 jzozomal zarlarda hasar ve lizozomal enzimlerin sitoplazmaya ¢ikmasi
sonucu organellerin sindirilmesi, 6lii hiicrelerin fagositozu veya yag
asitlerine doniisiimii, yag asitlerinin kalsifikasyonu ve kalsiyum sabunu

olusumu ile karakterizedir.®?

2.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuda, hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin
uzaklastirilmasi i¢in, yeniden kan akimi saglanmalidir. Reperfiizyon, iskemiye
neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan akiminin yeniden
ulastirilmasidir. Iskemik hasarn diizeltilebilmesi igin reperfiizyon gereklidir.
Ancak oksijenize kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha da fazla zedeleyen bir
siireci baslatir. Iskemik dokunun reperfiizyonu bir dizi olaym baslamasi ile
paradoksal doku hasarma yol agar.?® Reperfiizyon siirecinde olusan hasarm
biiytikliigii iskemi siiresi ve siddeti ile dogru orantilidir. Reperfiizyon déneminde
dokuda nétrofil infiltrasyonu, kompleman sisteminin aktivasyonu, kalsiyum aracili
proteazlarin aktivasyonu, arasidonik asit (AA) metabolizmas1 gibi pek ¢ok sistem,

serbest radikal (SR) olusumunu artirarak hasara neden olmaktadir.?® Sok, yanik,
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sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya cikan hipovolemi ile iskemi ve bu
durumlarin diizeltilmesi ile de reperfiizyon hasar1 ortaya g¢ikmaktadir.?324
Serebrovaskiiler olaylarda, miyokard enfarktiisiinde uygulanan trombolitik tedavi
veya revaskiilarizasyon ameliyatlar1 da yine reperflizyon hasarma neden
olmaktadir.?® Travmalarda ve travma cerrahilerinde hipovolemi ya da kanama
kontrolii nedeniyle yapilan klemp, tampon uygulamalar1 iskemiye neden olurken,
resusitasyon sonrast mutlak bir reperfiizyon ile yine IRH giindeme
gelmektedir.®®? Kardiovaskiiler cerrahide aort ya da periferik arter klemp
uygulamasi sonrasi ortaya c¢ikan tablo IRH ile karakterizedir. Transplantasyon
cerrahisinde kaginilmaz olarak transplante edilecek organin iskemi ve reperfiizyonu
s6z konusu olup, olusan hasar greft fonksiyonlarmi etkilemektedir. Ozetle
neredeyse biitiin cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunu takip
eden bir reperfiizyon periyodu vardir.?® Daha once de belirtildigi gibi iskemik
dokularin reperfiizyonu, toksik SOR olusumuna yol acar. Bunlar siiperoksit
anyonlar (O2 ), hidroksil radikalleri (OH ), hipoklorik asit (HOCI), hidrojen
peroksit (H202) ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir.?? Oksijen kokenli serbest
radikal (SR) aracilig1 ile olusan hasarda ilk basamak, ksantin oksidaz kokenli Oz
anyonlarmin iretilmesidir.®® Iskemi sirasinda hiicresel ATP, hipoksantin
olusturmak {izere indirgenir. Normal kosullarda hipoksantin, ksantin 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 dolay1 iskemi sirasinda hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalize
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edemez ve bu da hipoksantinin dokuda asir1 seviyelere ¢ikmasina yol acar.
Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda, fazla miktardaki hipoksantinin ksantin
oksidaz ile doniistiiriilmesi toksik SOR olusumu ile sonuclanir.?® Selliiler ve
subselliiler membranlarin lipid peroksidasyonu da, oksijen kokenli SR’in artirdig:
hiicre hasarmnda 6nemli bir mekanizmadir.?® Hiicre membranlari icerisinde
poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonu, hiicresel biitiinliikk ve fonksiyon
kaybi ile sonuglanabilir. Bu durum tek basina OH radikalleri ile baslatilabilecegi

gibi, uygun bir selatdr varliginda Oz ile de baslatilabilir.?”
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Iskemik dokunun reperfiizyonu ile toksik metabolitler uzaklastirilir. Ancak,
bu kismen oksijenasyonu azalmis metabolitlerin sistemik dolasima gegmesi sonucu
hiicrenin membran1 ve diger yapilarinda hasara neden olur. Toksik oksijen
tiirevlerinin biiyiik Ol¢lide reperfiizyon sirasinda iskemi alanina infiltre olan
polimorfoniikleer 16kosit (PNL) tarafindan yapildigi diisiiniilmektedir.?®
Reperfilizyon olugsmazsa 6ldiirticii iskemik hasar gelisir fakat toksik oksijen tiirevleri
goriilmez.

Reperfiizyonu takiben inflamatuar yamt meydana gelir.?® inflamatuar
yanitta endotel hiicreleri, nétrofiller, makrofajlar, lenfositler, plateletler aktive olur.
Koagiilasyon kaskatinin aktivasyonu Vve mediatorlerin salinimi  sonucu
mikrovaskiiler perfiizyon disfonksiyonu olusur. Reaktif oksijen molekiilerinin

olusumu artar.

2.3. Iskemi/ Reperfiizyon Hasarindan Korunma Yéntemleri.®
1 Kademeli reperfiizyon
2. Iskemik énkosullama (preconditioning)
3. Notrofillerin temizlenmesi
4. Hipoksik reperfiizyon
5. Antioksidanlar
a SOD
b. Katalaz
c. Tioller

d. E vitamini
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6. Ilaclar ve diger terapotik girisimler

a

b.

€.

f.

Kalsiyum antagonistleri

Anjiyotensin déniistiiriicii enzim inhibitérii (ACEI)
Allopurinol

Demir selasyon

Fosfokreatin

Lidoflazin

2.3.1. Inflamatuar Mediatorler

Inflamatuar yanita aracilik eden kimyasal mediyatorlerden ilk kesfedileni

histamindir.

Glnimiizde ise bu aracilarin sayilart giderek artmaktadir.

Mediyatorler, hasarli dokudan, hiicrelerden veya plazmadan koken alan cesitli

kimyasal maddelerdir. Bunlarin baz1 genel 6zellikleri sunlardir:

(30)

1. Plazmadan kaynakli mediyatorler (6rn. komplemanlar) biyolojik olarak

aktif hale gegmek i¢in bazi proteolitik degisikliklere ugrarlar. Selliiler

mediyatorler normalde graniillerde bulunur ve ihtiya¢ oldugunda salinir

veya sentez edilirler (6rn. prostoglandinler).

2. Aktivasyon veya salinma sonrasinda ¢cogu kimyasal degisiklige ugrar

(6rn. arasidonik asit metabolitleri) veya inaktive edilir (6rn. Bradikininin

kininaz ile inaktivasyonu).

3. Hedef hiicredeki spesifik reseptorler araciligiyla aktivite gosterirler.

4. Hedef hiicrede ayni veya karsit etkili sekonder mediyator cikisim

uyarabilirler.
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2.3.2. Spesifik kimyasal mediyatorler
1. Vazoaktif aminler: Histamin, seratonin
2. Plazma proteazlar1

a Kininler

b. Kompleman sistemi

¢ Koagiilasyon-fibrinolitik sistem
3. Arasidonik asit metabolitleri

a. Siklooksijenaz yolu

b. Lipoksijenaz yolu
4. Lokosit iirtinleri
5 Trombosit Aktive Eden Faktor (TAF)
6. Sitokinler
7. Growth Faktorler

8. Diger mediyatorler

2.4. Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikalleri, tiim aerobik hiicrelerde olusan, molekiiler
oksijen ve onun parcalarin1 igeren, dig yoriingelerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron bulunan, bu nedenle g¢ok reaktif olan, stabil olmamalari
nedeniyle ¢ok kisa omiirlii olan yapilardir.®V Stabil olmayan yapilar1 nedeniyle
diger molekiillerle kolaylikla elektron alisverisi yaparak onlarin kararli yapilarini
bozarlar.®? Elektriksel yiikleri pozitif, negatif veya notr olabilir ve diger

molekiillerle reaksiyona girme olasiliklari, elektriksel yiiklerine baglidir.®® Hiicre
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bilesenlerinin yapilarinda degisiklik olusturarak hiicre oOliimiine dahi neden
olabilirler. Serbest radikallerin olusum ve yikim hizi dengede kaldigi siirece
organizmada hasar olusturmazlar.®+3%

Serbest radikaller ii¢ sekilde meydana gelmektedir:

a. Homolitik ayrilma: Molekiiliin kovalent baginin ayrilmasi sonucu her iki

atomun, bag1 olusturan elektronlardan birini almasi:
A-B>A +B’
b. Normal bir molekiile elektron eklenmesi:

A+e DA

¢. Normal bir molekiilden elektron kaybu:

AB2> ABY +e

Serbest oksijen radikalleri, molekiiler oksijen ile H20 arasindaki
reaksiyonda {i¢ ara basamakta olusur. Bir elektronun oksijene transferi ile
stiperoksit radikali olusur. Oksijen, iki elektron ve iki hidrojen ile reaksiyona
girerek hidrojen peroksit (H,0,) olusturur. iki siiperoksit molekiilii iki hidrojenle

reaksiyona girerek H,O- ve oksijen olusturur.

e- . “te-+2H+ +e- +H+ . e- +H+
0, ,0,y = mwo, =M ,om M | HO

BN

H,O
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Tablo 1. Oksijen bilesikleri®

Reaktif Oksijen Bilesikleri Reaktif Olmayanlar

O2 . Stiperoksit H202 : Hidrojen Peroksit
"OH : Hidroksil 02 :Singlet Oksijen
HO " : Hidroperoksil HOCI  :Hipokloroz Asit
RO : Alkoksil ONOO-:Peroksinitrit Radikali
ROO : Peroksil O3 : Ozon

NO : Nitrik Oksit LOOH : Lipid Hidroperoksit
NO, - : Azot Dioksit

2.4.1. Hiicresel Hasar Olusumu

Serbest oksijen radikalleri, apopitozis ve hiicre nekrozunu uyarabilir. Hiicre
membranlart doymamis yag asitlerinden zengindir ve radikaller tarafindan hasara
ugratilir. Membran yapisinin degismesi sonucu akiskanlik kaybi, elektriksel
gradient kaybi ve zar fonksiyonlarinda bozulmalar olusur.(6'36'37)

Proteinler ve niikleik asitler doymamis yag asitlerine gore daha az hasara
ugramaktadir. Proteinlerin oksidasyonu ile yap1 ve fonksiyonlar1 énemli 6l¢iide

degismektedir. Asirt  miktardaki  serbest radikaller kardiyomiyositlerin

homeostazisinde 6nemli rol alan pek ¢ok proteini etkilemektedir. Membran iyon
e g + A+t + . o

kanallarindaki degisiklik sonucu K, Ca" * ve daha az olarak Na" gegirgenliginde

degisiklikler olusmaktadir. Na*/ca*™ degisimi SOR varliginda uyarilabilmektedir.

Nat-K* ATP’azve Ca** ATP’az aktiviteleri oksidatif streste azalmaktadir.
Kontraktil proteinlerin oksidatif modifikasyonu hemodinamik yetmezlikle
sonuglanir. Protein oksidasyonu sonucu glutatyon sentetazda azalma, protein
karbonilde artis gozlenmektedir.®363") yonize edici serbest radikaller DNA’y1

etkileyerek hiicrede mutasyon ve oliime yol acabilir.®®%83% Hiicresel makro
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molekiillerdeki hasarlanma mekanizmalar1 sunlardir:

40)

1

2.

3

4,

5.

Lipid peroksidasyonu
Protein oksidasyonu
DNA

Kovalen baglanma

Kalsiyum

2.4.2. Radikallere Kars1 Savunma Sistemleri

Memeli hiicrelerini oksidanlara karsi savunan bes mekanizma 6nemlidir: %

Metal iyonlarinin baglanmasi ile toksik radikal olusumunun 6nlenmesi
Olusan radikallerin toplanmas1 ve bastirilmasi

Radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmasti

Hedef molekiiliin hasar sonrasi tamiri veya tamir edilemeyecek
durumdaki molekiillerin uzaklastirilmasi

Antioksidan kapasitenin artirilmasi
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Ad1 Etkisi

SOD Sitoplazma Hiicre Oksijenin hidrojenperoksit’e

-Cu, ZnSOD ylizeyi Mitokondri dismutasyonunu katalizler

-MnSOD 2027+ 2H >H202 + 02

Katalaz Peroksizom H202->2H20+02
Mitokondri membrant

Glutatyon peroksidaz Sitoplazma H202+2GSH->2H20+GSS

H
Glutatyon Hiicre igi Hiicresel indirgen
Koenzim Q10 Hiicre membrani Aktif elektron tastyicisi

E vitamini (a-tokoferol)

Sitoplazma ve plazma

Lipid peroksidasyon
zincirlerini kirma ve LDL
reaksiyonu

B karoten (pro-vitamin A)

Plazma

LDL oksidasyonunun
inhibisyonu

C vitamini (askorbik asit)

Sitoplazma ve plazma

Antioksidan olarak direkt
veya E vitamini i¢in kofaktor
olarak

Antioksidanlar iki gruba ayrilir; @

1 Enzimatik olanlar: Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon

peroksidaz

2 Enzimatik olmayanlar: C vitamini, E vitamini, melatonin, baz1 [3-

blokerler (metoprolol, karvedilol), amiodaron, karotenoidler, tiyol

antioksidanlar

flavanoidler

(glutatyon,

tiyoredoksin ve

lipoik asit), naturel
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2.4.2.1. Glutatyon peroksidaz

Daha cok sitozollerde bulunur. H202 ve organik peroksitleri rediikte ederek
membran lipidlerini ve hemoglobini oksidatif hasara karsi korur. Glutatyon
peroksidazlar (GSH-Px) peroksitlere iki elektron ekleyerek selenolleri (Se-OH)
olustururlar. Selenoenzimler, antioksidan 6zellikleri sayesinde peroksitleri Fenton
reaksiyonu araciligiyla elimine ederler. GSH-Px’in aracilik ettigi katalitik

reaksiyonun substratlar1 H,O, ve organik peroksit ROOH’dir.“?

GSH-Px
2GSH +H,O0, —— GSSG+2H,0

GSH-Px
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,O

GSH-Px, fagositik hiicrelerde 6nemli gorevlere sahiptir. Eritrositlerde
oksidatif strese karsi en etkin antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma,

H,0,’nin artmasina ve siddetli hiicre hasarma neden olur.")

2.4.2.2. Glutatyon

Tiyol grubu antioksidanlardan biridir. Tripeptit yapida olup sitozol, ¢ekirdek
ve mitokondride yiiksek oranda bulunur. Rediikte formu GSH (glutatyon); okside
formu GSSH (glutatyon disulfit)’dir. GSH g¢ekirdekte DNA yapimi ve onarimi igin
gerekli olan siilfhidril proteinlerinin rediikte durumunun siirdiiriilmesinde gorev

alir.(40)
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2.4.2.3. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Baglica endojen antioksidan olarak gorev yapar. Oksijen iireten tim
mikroorganizmalarda bulunan metalloproteindir ve oksijen tiikerimi yiiksek
dokularda aktivitesi artmustir. Substrati olan siiperoksitin H202 ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii saglar.®)

Insanlarda SOD’m ii¢ tipi vardir:

4SOD1: Cu-Zn-SOD: Sitoplazmada bulunur.

SOD2: Mn-SOD: Mitokondride bulunur ve antitiimér aktivitede etkindir.

SOD3: ES-SOD: Ekstraselliiler sivida bulunur. Heparin ve heparin siilfat
gibi glukozaminoglikanlara afinitesi yiiksektir. Memeli dokularinda regiilasyonu
primer olarak sitokinlerce saglanir.

SOD aktivitesi ile ortaya c¢ikan hidrojen peroksit H20’ya GSH-PX veya
katalaz tarafindan doniistiiriiliir. SOD aktivitesinde artis oldugunda nétralizasyon
icin gerekli GSH-Px aktivitesinin de artmas1 gerekir. Bu enzimlerin aktivitelerinin
denge i¢inde siirdiirilmesi hiicreyi oksidatif hasardan korur. SOD, hiicredeki SOR
toksisitesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Siiperoksit iyonlarinin artmis
olusumuna yanit olarak SOD aktivitesi artar. Bu enzimlerin aktiviteleri arasindaki

dengesizliklerin hiicrelerdeki oksidatif stresi yansittig1 dngoriilmektedir.

2.4.2.4. Katalaz
Biitiin memeli hiicrelerinde bulunan peroksizom enzimidir. Aktif
merkezinde dort adet hem grubu igeren tetramerik yapili bir hemoproteindir.

Hidrojen peroksiti H,O ve molekiiler oksijene metabolize ederek reperfiizyon
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hasarmdan korur, lipid peroksidasyonunu ve vaskiiler hasar1 baskilar.*® Uzun siireli
[/R’de antioksidan enzim eksikliginin kompanse edilememesine bagl olarak bu

enzimin aktivitesinde azalma ve hasar olusur.

2.4.2.5. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonunu degerlendirmekte kullanilan ve serbest radikal
hasarim gdsteren bir lipid peroksidasyon yan iiriiniidiir. U¢ veya daha fazla cift bag
igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelir. Gliniimiizde oksidatif
stresin  bir belirteci olarak kullanilmakta olup, doku hasarinin en 1iyi
gostergesidir.®)

Hiicre membranlar1 yag asitleri ve fosfolipidlerden olusmaktadir. Serbest
oksijen radikalleri, lipid peroksidasyonuna yol acarak fonksiyonel ve yapisal

degisikliklere neden olabilir. Lipid peroksit, hiicre membranlarinda riiptiir, iyon
kanallarinda ve pompalarda degisiklige neden olur. Intraselliiler catt

konsantrasyonundaki artis, catt bagimli fosfolipaz, proteaz ve endoniikleaz gibi

bazi enzimlerin aktivasyonuna neden olmaktadir.

2.5. iskemi Reperfiizyon Sonrasi Olusan iskelet Kas1 Hasar1

1881 yilinda Volkman tarafindan tariflenen ve kemik kirigimi takiben
olusmus iskemik Kkontraktiir, muhtemelen belirlenmis ilk kas iskemisi
komplikasyonudur. Yapilan hayvan deneylerinde; 1926’da Jepson, alt ekstremiteye
turnike uygulanimi sonrasi 6dem olustugunu, 1945°de ise Dennis, olusan bu 6deme

fasyotomi ile miidahelenin klinik diizelme sagladigini gostermislerdir. Ancak
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fasyotomi popiilerligini, 1964’de Patven, Pavlos ve Shires tarafindan 76 iskemik alt
ekstremite hastasinda kas 6demini ¢zmek igin kullanildiginda elde etmistir.*?) Sok
sonrast toksik molekiil olusumunun, ilk kez 1920 yilinda Cannon tarafindan
tariflenmesi, reperfiizyon hasarinda ilk adim olmustur. 1937°de ise Husveldt ve
Bjering tarafindan travmatik soku takiben bobrek hasari tariflenmistir. Ikinci Diinya
Savast sonrasi Bywaters tarafindan yaymlanan genis bir seride ekstremite
ezilmesini takiben olusan bobrek yetmezligi tablosu ile reperfiizyon hasari tizerinde
durulmustur.“? Iskemik ekstremite revaskiilarizasyonu ile olusabilecek risk, ilk kez
1960 yilinda Haimovici tarafindan “Miyonefropatik-metabolik Sendrom™ olarak
tariflenmistir.*® 1969 yilinda, iskemik ekstremite revaskiilarizasyonunu takiben
%85’lik mortalite tariflenmis olup Haimovici’den farkli olarak mortalitenin

kardiyopulmoner nedenlere bagh olustugu gozlenmistir.*¥

2.5.1. Ekstremite Iskemi Reperfiizyonunun Patofizyolojisi

Iskemiye kars1 olan tolerans dokunun tiiriine ve kollateral dolasim varligia
gore degisir. Normotermik doku iskemisinde geri doniistimsiiz hasar; kasta 4.
saatte, sinirde 8. saatte, yag dokusunda 24. saatte ve kemikte yaklasik 4. giinde
olusur.*?

a) Kas degisiklikleri:

Iskelet kasi, ekstremiteyi olusturan primer kiitle olup ayni zamanda iskemik
hasara en hassas dokudur. Dolayisiyla iskelet kast hasar1 ekstremite reperfiizyon
hasarinin en 6nemli boliimiinii olusturur.“? Kas 6liimii sonras1 makroskopik ve
mikroskopik degisiklikler minimal oldugundan kas 6lim zamanini belirtmek

zordur. Iskemiyi takiben yaklasik iiciincii saatte ciddi kas hasari ve altinci saatte
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yaklasik  %97°lik  fonksiyonel doku kaybi olustugu spektrofotometrik
(triphenyltetrazolium chloride) yontemlerle gosterilmistir. Dolayisiyla geri
doniisiimsiiz zedelenme zamanmin tayininde spektrofotometre énemlidir.> Kas
nekrozu ve ATP deposu azalmas: arasinda yakin iliski saptanmistir. Iskemik kas
dokusunda oncelikle glikojen ve kreatin fosfat azalirken bu sathada c¢ok fazla
miyonekroz olusmaz. Sonrasinda, ATP azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla artar.
6 saatlik kas iskemisi sonucu, normal kas dokusu ATP deposunda %80 azalma ve
kas dokusunun tiimiinde nekroz olusur.®) Kas fiberleri, icerdikleri miyoglobin
miktaria bagl olarak, kirmizi (tip 1) ve beyaz (tip 2) olarak siniflandirilir. Cogu
kas her iki tiirii de igermekteyse de bir tip daha baskin bulunur. Ornegin bacagin én
kompartmaninda daha cok tip 1 veya yavas kasilan fiberler baskin olup, enerji
tiretiminde aerobik metabolizmay1 kullanmalari bu kas grubunu iskemiye daha
hassas kilar. Bacagin arka kompartmaninda ise tip 2 veya hizli kasilan fiberler
baskin olup, enerji iiretiminde anaerobik metabolizma 6n plandadir.®? Iskeminin
siiresi ve etkilenen fiber tipi iskemik hasarda 6nemli olmakla birlikte dokunun
viicuttaki konumu da &nemlidir. Ornegin, ¢abuk soguma nedeniyle, distal
ekstremite kas dokusu proksimal kas dokusuna gore iskemiye daha direnglidir.?

b) Mikrodolasim Degisiklikleri:

Mikrodolasim degisiklikleri, iskemik donemde gerceklesir ve iskemi siiresi
ile uyum gosterir. Iskemi, ilk olarak kapiller endotel hiicreleri etkileyerek, hem
liimen hem de sitoplazmaya dogru uzanan parmaksi ¢ikintilar olusturur. Iskeminin
devamiyla birlikte endotel vezikiillerinde artis olusur. Bu arada, hiicreler arasi

baglar zayiflar ve gecit genisler. Heterojen dagilimli endotel hiicre 6demi olusarak
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kirmizi  kiire sikismasmi  arttirir.  Iskeminin - dordiincii  saatinden sonra
mikrosirkiilasyonda hiicresel etkilesimler (eristrositik, trombositik ve 16kositik)
baslar. Vendz ve arteriyel kapiller damarlar, reperflizyon Oncesinde, sikismis
eritrositlerle kapanmis goriiniimdedirler. Rulo halindeki eritrosit kiimeleri, erken
reperfiizyon doneminde, endotel yiizeyde hasarlanma olustururlar. Endotel hiicre
sitoplazmasindaki pargalanma sonucu hiicreler arasi biiylik gecitler olusur.
Reperfiizyonla birlikte, 6zellikle venoz kapillerlerde, liimen i¢i platelet ve fibrin
kiimeleri ile karekterize trombotik komplikasyonlar olusur. Bu platelet kiimeler,
endotel yiizde olan genis defektleri kapatir. Venlerde 16kosit diapedezi olusurken,
vendz kapillerlerde 16kositlerin lenfosit ve monositlerle olan kiimelesmesi
olusur.“? Iskemi siiresi uzadikca damarsal gecirgenlik artisi ve ilerleyici
interstisyel 6dem olusur. Yapilan bir ¢alismada, 4 saatlik iskemi sonrasi kas
agirliginin arttig1 ve bu agirligin reperfiizyonun iigiincii saatinde maksimuma ¢iktigi
belirtilmistir.*”

c) “No reflow” fenomeni:

Ilk kez Brooks ve arkadaslar1 tarafindan 1922°de, hayvan deneyinde, bu
durum gozlenmis ve patofizyolojik olarak tarif edilmistir.*® Ancak, “no reflow”
teriminin ilk kez kullanimi, Ames tarafindan, 1968’de iskemik beyin hasarinda
olmustur.“? Kas iskemisi ilerlediginde kasi besleyen damarda kalici tikamiklik
olusur. Dolayisiyla “no reflow” fenomeninin myonekroza ikincil mi olustugu,
yoksa “no reflow” fenomeni sonucunda m1 miyonekroz olustugu celiskili bir konu
olup, ilk durumun gecerli oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii miyosit ve endotel

hiicrelerin iskemiye kars1 toleranslar1 farklidir. Dort saatlik iskemi ciddi kas hasari
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olusturabilirken, bu durum endotelde 6 saatte olusur. Bu nedenle, dokunun

42) “No reflow”

iskemiye kars1 olan toleransini endotel degil doku hiicresi belirler.
fenomeni patofizyolojisinde, hemokonsantrasyon ve tromboz, kapiller endotel
hiicrelerde sisme, kapillerlerde 16kosit kiimelesmesi ve doku 6demine ikincil artmis
ekstravaskiiler doku basinci vardir. Kapiller endotel sismesi enerji depolarindaki
azalmaya baglhdir. Bu sisme erken reperfiizyon déneminde maksimum diizeyde
olup kapiller kan akimina kars1 rezistansi arttirir. Lokositler, kapiller endotelle
adezyon olusturmadan liimen igerisinde kiimeleserek “no reflow” olusumunda
onemli rol oynarlar. Dolayisiyla kiimelesmis I6kosit hareketi endotel hasarini
artirir,*?

d) Lokal inflamatuar cevap:

Iskemik doku reperfiizyonu inflamatuar bir cevap dogurur. Ancak doku
nekrozundan reperfiizyon déneminden ¢ok iskemik dénem sorumludur.®? Damar
tikanikliklarinda, hayvan turnike modellerinin aksine, tikanikligin bir miktar
distaline kadar, kollateral dolagima bagli, normal doku izlenir. Dolayisiyla
reperflizyonla amag, distaldeki nekrotik alanin degil bu alanin kanlandirilmasidir.
Bu boélge; nekrotik ve ciddi hasarlanmis hiicrelerin i¢ i¢e oldugu ve inflamatuar
aracilarin sentezlendigi yerdir. Dolayisiyla, reperfiizyon saglanmis hasarli veya
nekrotik alan miktar1 morbiditeyi belirler. Inflamatuar cevabin tetikleyicileri; asit
fosfataz, inorganik fosfat, laktik asit, miyoglobin, niikleotidler, potasyum,
proteolitik enzimler ve piirin bazlar1 gibi kas yikim iiriinleridir. Bu yikim iirlinleri;
prokoagulan 6zellikte olup, intrensek pihtilagsma sistemini aktive ederek vendz

kilcal trombozu ve kollateral arteriyollerde vazospasm olustururlar. inflamatuar
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cevabin en belirgin oldugu ge¢is alanindaki bu tarz bir aktivite, nekrotik alanda
genislemeye neden olur. Dolayisiyla, antitrombotik ve antiplatelet tedaviyle geri
dontigiimlii hasar bolgelerine olan kollateral akim ve mikrodolasim korunarak
nekrotik genisleme engellenebilir.(#?)

2.6. Iskemi Reperfiizyon Metabolizmalar1: Serbest Oksijen Radikalleri

SOR viicudun normal dongiisii esnasinda degisik yollarla agiga cikabilir.
Hiicre sitoplazma membranindaki NADPH oksidaz, endoplazmik retikulumda
bulunan P-450 oksidazlar, peroksizomlardaki oksidazlar, sitoplazmadaki bazi
enzimler ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sistemi siiper oksit anyon (O2 )
meydana gelmesinde temel olustururlar® Ayrica, patolojik sartlarda dokuya niifuz
eden 16kositler de SOR olugsumuna katkida bulunurlar.® SOR’nin 6zellikle iskemik
cizgili kasin reperfiizyonundan sonra olustugu ve bunun doku hasarinin temel
bileseni oldugu uzun zamandir bilinmektedir.®® Reperfiizyon esnasinda dokuya
tekrar sunulan oksijenin, SOR’nin olugmasini potansiyalize edebilecegi yoniinde
kanitlar bulunmustur.

Bunu destekleyen bir bulgu, oksijen miktar1 azaltilmis reperfiizatlarla
reperfiizyona ugratilan dokularda, hasarinin azaldiginin gosterilmis olmasidir.®%52
Iskemi reperfiizyon hasarinda SOR’un rolii oldugunu destekleyen diger kanitlar,
ksantin oksidazi inhibe eden allopurinol, Oz ’nu yikan SOD, H202’i yikan katalaz
(KAT) ve OH ’ni nétralize eden dimetilsiilfoksid verilmesinin doku hasarini
azalttigmi gosteren calismalarla gelmistir.®® Bu nedenle 6zellikle ¢izgili kastaki

IRH’da ksantin oksidaz kaynakli SOR ’nin ve bunlardan da yukarida sayilan iigiiniin

rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir. ®® Ayrica, Fenton reaksiyonu sonucu olusan
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OH ’nin lipid peroksidasyon yaparak membran hasarmma neden oldugu, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri olgiilerek degerlendirilmis ve
desferoksaminin MDA diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir.® OH{ ’nin yukarida
bahsedilen yolak disinda kaynaklari olabilecegi de ileri siiriilmiistiir: Buna gére Oz
ile nitrik oksit (NO)’in birlesmesiyle peroksinitrit (ONOO ) olusmakta, bu da
OH ’ne déniismektedir.®® SOR’nin nasil etki ettigi ile ilgili iki temel goriis vardir.
Bunlardan birine gore SOR hiicrelerdeki yapisal ve fonksiyonel rolleri olan
kontraktil ve transport proteinlere, enzimlere, reseptdrlere, niikleik asit ve membran
lipidleri gibi birgok farkli molekiile etki ederek bunlarin islevlerini bozar.®®
Ozellikle membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu olusan membran hasar
neticesinde hiicre i¢ine kalsiyum girisi artabilir ve sonugta hiicre hasar1 meydana
gelebilir.®® Ayrica SOR proteolitik reaksiyonlar1 hizlandirarak da doku yikimina
yol acabilirler.®® ikinci durumda ise SOR’nin 16kosit migrasyonuna yol agarak
doku hasarina sebep oldugu diisiiniilmektedir. SOR ’nin bu etkisini nasil yaptig1 ile
ilgili bir dizi hipotez vardir. Bunlar;

1) Kemotaktik stimiilanlarin (platelet aktive edici faktor (PAF), 16kotrien

B4 gibi) attirilmasi,
2) Kompleman aktivasyonu,
3) Antiadeziv bir molekiil olan NO’nun yikilmasi

4)  Adezyon molekiillerinin ekspresyonunun artmas1.®®)
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2.6.1. Lokosit Infiltrasyonu

SOR’nin 6nemli bir kaynag1 aktive olmus l6kositlerdir; bu hiicreler ayrica
saliverdikleri  sitotoksik enzimler ve mikrosirkiilasyonda olusturduklari
obstriiksiyonla da IRH’ye katkida bulunabilirler. Cizgili kasta, iskemi- reperfiizyon
periyodundan sonra 16kositlerin biriktigi gosterilmistir.®” Ayrica, ATP-MgClz,
iloprost ve adenozin gibi 16kosit metabolizmasimi inhibe eden ilaclarm IRH’yi
onledigi saptanmistir.®”%® Bu bulgulara paralel olarak, reperfiizyon lokosit
diizeyleri dusiiriilmiis kanla yapildiginda hasarin belirgin derecede azaldig:
bulunmustur.®°%9 Képeklerde yapilan benzer bir calismada, 16kosit miktari
azaltilmis kanla reperfiizyon yapilmis, bu uygulamayla SOR’ne bagli lipid
peroksidasyonunun ve doku nekrozunun azaldigi bulunmustur; bu bulgulara
dayanarak 16kosit kaynakli SOR’nin bu patolojide roliiniin olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. 6162 Adezyon 16kositlerin dokuya niifuz edebilmelerinin 6n
kosuludur. Bugiline kadar yapilan c¢alismalar adezyon olayinda rol alan bazi
molekiillerin varligini géstermistir. Bunlar;

1) CD11a/18, CD11b/18 ve CD11c/18 gibi 1okosit integrinleri,

2) Endotelyal interselliiler adhezyon molekiilii,

3) L-selektin (l6kosit yiizeyinde), E-selektin (endotel ylizeyinde) ve P-

selektin (endotel yiizeyinde) gibi selektin ailesinin iiyeleri ¢3¢

Baslangigtaki adhezyona E-selektin, P-selektin ve L-selektin aracilik eder; boylece
adezyona ugramis l16kositler kompleman 5a (C5a), 16kotrien B4, interlokin-8 ve
platelet aktive edici faktor (PAF) vasitasiyla aktive edilirler ve ylizeylerinde

kompleman 11b/18 (CD11b/18) molekiilleri belirir; CD11b/18 ve ayrica endotelyal
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interselliiler adezyon molekiilii etkinligi sonucu daha 6nce olugan adezyon giiclenir
ve transendoteliyal migrasyon olusur.®5-6” Nitekim CD11/CD18’in antikorlarla
etkisiz hale getirilmesi, iskelet kasinda iskemi sonrasi ortaya c¢ikan kontraktil
disfonksiyonun®®, mikrovaskiiler bariyer yikimmin®® ve miyozit nekrozunun®®
azalmasina yol ac¢tig1 tespit edilmistir. Ayrica, iskelet kasinda iskemi sonrasi ortaya
cikan “no-reflow” fenomeninin anti-endotelyal interselliiler adezyon molekiilii
antikorlar1 vasitasiyla azaldig bulunmustur.(’®

Cizgili kas IR modelinde akcigerlerde E-selektinin ekspresyonunun arttig

saptanmlstlr.(“)

2.6.2. Fosfolipid Metabolizmasi

Fosfolipidler hiicre membraninin reseptér, enzim ve iyon kanal
fonksiyonlarini diizenleyen temel yapitaslart olduklarindan hiicrenin biitlinliigii icin
vazgecilmezdir. Iskemi-reperfiizyon hasarmda membran fosfolipidlerin yapisi
cesitli yollarla bozulabilir:

1) SOR’ne bagl lipid peroksidasyonu,

2) Fosfolipaz aktivasyonu sonucu yikim artmasi

3) De novo fosfolipid sentezinin azalmasi

Sonug olarak kalsiyum permeabilitesi ve hiicre oliimii artabilir. Nitekim

¢izgili kas IRH’dan sonra fosfolipid kaybiin varlig1 saptanmistir.(®V)
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2.6.3. Eikosanoid Metabolizmasi

Reperfiizyon iskemik ¢izgili kasta ve miyokardiyumda -eikosanoid
sentezinin artmasina yol acar.(">™) Eldeki kanitlar eikosanoid artisinin kaynagimin
notrofiller olabilecegini diisiindiirmektedir; ilging olarak ¢izgili kasta I6kotrien B4,
l1okotrien Ca, 10kotrien Das ve I0kotrien Ea4 gibi eikosanoidlerin ndtrofil
aktivasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir.(’® Tavsanda elde edilen bu bulgulara zit

olarak kopekte 16kotrien B4’iin IRHyle bir iliskisi saptanamamustir.("®

2.6.4. Sitokinler

Cizgili kasta, interlokin-1 ve timor nekroz faktor-alfa (TNFa) iskemi
reperflizyonundan sonra saliverilirler ve 16kosit aracili zarar1 su mekanizmalarla
arttirirlar:

1) Lizozom saliverilmesinin fazlalasmasi,

2) Oz diretiminin artmasi,

3) Notrofil kemotaksisinin belirginlesmesi

4) Endotele adezyonunu kolaylastiriimasi 67"

Interlokin-1 antikoru ve reseptdr antagonistleri ile elde edilen ve Idkosit
infiltrasyonu ve membran permeabilitesinin azaltildigin1 gosteren calismalar, bu
sitokinin ¢izgili kas IRH’de rolii oldugunu desteklemistir."” Bu sitokinlere ek

olarak interlokin-6’nin da ¢izgili kas IRH’de yiikseldigi saptanmustir.(’”)
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2.7. Serbest Oksijen Radikallerinin Yapisi

Molekiillerdeki atomlarin yapisina baktigimizda, atomlarin uzayda bir yer
kapladiklarin1 ve bu yere orbital ad1 verildigini goriiyoruz. Her orbitalde biri saat
yoniinde digeri ise tersi yonde hareket eden iki elektron bulunur. Eger bir orbitalde
yalnizca bir elektron bulunursa buna eslesmemis elektron adi verilir. SOR en dis
orbitalinde eslesmemis elektron tasiyan, elektrik yiiklii veya elektrik yiiksiiz
olabilen atom veya molekiillerdir. Cok kisa yasam siireli ancak yapilarindaki
dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif olan serbest radikaller, tiim hiicre bilesenleri ile
etkilesebilme ozelligi gostermektedir."® Viicutta bulunan en temel serbest

radikaller asagida siralanmistir.

2.7.1. Siiperoksit Anyonu

02 hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da oksidazlar
gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusur. O2 SOD adli enzimle inaktive
edilir.) Oz~ fagositlerin bakterisit etkilerinin temel mekanizmasimi olusturur. Ayni

zamanda iltihabi olaylarda normal dokulara bile zarar verebilecek aracilardir.(®

2.7.2. Hidrojen Peroksit
02 ’dan SOD enzimi vasitasiyla meydana gelen daha az toksik bir

radikaldir.) KAT ve/veya glutaton peroksidaz enzimiyle H20 ve O2’ye gevrilerek

etkisiz hale getirilir.®
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2.7.3. Hidroksil Radikali

OH birkag yolla olusur: Suyun hidroliziyle ya da par¢alanmasiyla hidrojen
radikalleri ve OH ™ olusabilir.™ Ayni zamanda H202 iizerinden Fe ve Cu’in rol
aldig1 Fenton reaksiyonuyla da olusur.!) Digeri de Haber-Weiss reaksiyonudur
(H202+02 — OH + OH +02). OH radikalleri en reaktif serbest radikallerdir ve
viicuttaki serbest radikal hasarimin en &nemli sorumlularidir.™® Bu radikal
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin rol aldigi bir reaksiyonla H20’ya

indirgenir.®

2.7.4. Hipoklorit
Notrofillerin biinyesinde bulunan myeloperoksidaz enziminin etkisiyle

hidrojen peroksitten olusur.®)

2.7.5. Nitrik Oksit

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalar nitrik oksitin (NO) kardiyovaskiiler,
solunum, {iriner, gastrointestinal ve sinir sistemindeki farkli bir¢ok fizyolojik
olayda rolii oldugunu gostermistir; daha da Onemlisi c¢esitli hastaliklardaki
fizyopatolojik mekanizmalarda roliiniin olabilecegine dair kanitlarin tespit
edilmesidir.®Y) Aslinda endojen NO’nun birbirinden farkli ve paradoksal olan dual
etkisinin oldugu distliniilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda NO’nun faydali
etkiler gosterebilecegi ve yiliksek konsantrasyonda ise zararli olabilecegi iddia
edilmistir.®? NO’nun dual etkisini agiklamaya ¢alisan diger bir yaklasim nitrik

oksidin olusturdugu bir takim fizyolojik etkilerle yararli olabilecegi, diger taraftan
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O2 ile etkileserek olusturdugu peroksinitrit (ONOO-) vasitasiyla zararh etkiler

yaratabilecegidir.®V

2.7.6. Peroksinitrit

02 ile NO’nun etkilesmesi ile olusan bir serbest oksijen radikalidir.?) Ya
daha toksik olan OH ’ne ve beraberinde nitrojen diokside doniisir ya da
indirgenmis glutatyonla birleserek bir endojen NO donérii olan S-

nitrozoglutatyon’a déniisiir. )

2.8. Antioksidanlar

Organizmada devamli olarak SOR olugmasina ragmen antioksidan savunma
sistemleri ile oksidasyon arasindaki dinamik dengeden dolay1 zararli etkiler ortaya
¢ikmaz.®? Bu dengenin korunmasi organizmanin canliligim siirdiirmesi agisindan
son derece Onemlidir. Antioksidan miktarinin serbest radikalleri kompanse
edememesi durumunda oksidatif stres olarak tanimlanan durum ortaya cikar.®®
Fizyolojik ve patolojik olaylar sonucu dengenin oksidasyon lehine degismesi
durumunda oksidatif hasar gelisebilmektedir. Antioksidanlar hedef molekiillerdeki
hasar1 engelleyen ya da geciktiren maddeler olarak tanimlanmaktadir.®® Temel
antioksidan etki mekanizmalar1 sOyle siralanabilir:

1) Serbest radikal olusumunu engellemek,

2) Olusan radikali etkisizlestirmek,

3) Serbest radikalin olugturdugu oksidatif hasari 6nlemek,

4) Hasarlanmis molekiilleri tamir etmek veya mutasyona ugrama ihtimalini
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minimale indirgemek.®>
Organizmada ¢ok cesitli antioksidan sistemleri vardir ve bunlarin belki de
en Onemlisi enzimlerdir: SOD, KAT, GPO, glutatyon reduktaz ve glutatyon

transferaz. ()

2.8.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD, Oz ’nun H20:2 ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eden bir
enzimdir; aerobik tiim hiicrelerde bulunan ve oksijen toksisitesine Kkarsi
organizmadaki ilk savunma sistemidir. Organizmada oksidatif stresin arttigi
durumlarda SOD enzim aktivitesini artirarak Kkoruyucu rol oynar.(® Bir
metalloprotein yapisinda olup igerdigi metal iyonuna gore hiicrede 3 izoenzimi

tanimlanmustir:

1) SODs; sitoplazmik yerlesim gosteren, Cu/Zn-SOD,
2) SODz2; mitokondride bulunan, Mn-SOD,

3) SODg; ekstraselliiler ortamda bulunan tip.®"

2.8.2. Katalaz

Glikoprotein yapisinda 4 hem grubu igeren, bilinen en hizli enzimlerden
biridir ve hiicre icerisinde yogun olarak peroksizomlarda bulunur; gorevi H202’i
oksijen ve suya doniistiirmektir; bu yolla daha toksik olan hidroksil radikallerinin

olusumunu onler.®®
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2.8.3. Glutatyon Peroksidaz

GPO, hiicre i¢i enzim olup aktif merkezinde selenosistein icerir: H202 ve
lipid hidroperoksitlerini katalizleyerek hiicre membranini hasarlanmadan korur.®®
Eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GPO tarafindan
katalizlenen glutatyon redoks siklusu, H202 miktarim1 diisiirerek, superoksit

radikalleri arasindaki reaksiyon zincirini kirar.®%

2.8.4. Glutatyon Rediiktaz

Biyolojik sistemlerde antioksidan aktiviteye sahip en énemli enzimlerden
biri de glutatyon rediiktazdir ve bu enzim hiicreleri oksidatif hasardan korur.®?
Selenyum (Se) koenzimine sahip olan bu enzim, yiikseltgenmis glutatyonu NADPH

varhiginda indirgenmis glutatyona gevirir.®%

2.8.5. Glutatyon

Karacigerde ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan tripeptid yapisinda
onemli bir antioksidandir. GPO tarafindan katalizlenen glutatyon redoks siklusu,
H202 miktarin1 disiirerek, superoksit radikalleri ve yiiksek reaktif hidroksil
radikalleri arasindaki reaksiyon zincirini kirar.®? Glutatyon superoksit anyonlarina
karst dogal bir temizleyicilik gorevi iistlenir ve oksidasyona karst hiicre
biitiinliiglinii  saglamak igin mutlaka gerekli olan protein tiyol gruplarini

bulundurmaktadir.®?
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2.8.6. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi, pentoz fosfat yolunun ilk
reaksiyonunun katalizleyen kilit bir enzimdir. Indirgeyici fotosentetik pentoz fosfat
yolu ile oksidatif pentoz fosfat yolunun her ikisinde de 6nemli fonksiyonlara
sahiptir. Pentoz fosfat yolunun temel fonksiyonu NADPH ve degisik seker
fosfatlarini tiretmektir; her iki yolda da fonksiyonel etkiye sahip olan bu enzim
sitozolde ve kloroplastlarda bulunur. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz hemen hemen
biitiin hayvan dokularinda, bitkilerde, mayalarda ve mikroorganizmalarda
bulunur.®® Pentoz fosfat yolu ile ilgili radyoaktif C ile isaretlenmis glukoz ile
yapilan denemeler, bu yolun kas dokularindan ¢ok, adipoz dokuda aktif oldugunu
gostermistir. Bu sonu¢ pentoz fosfat yolunun baslica roliiniin, indirgeyici
biyosentez olaylarinda kullanilmak iizere, NADPH {iretmek oldugu iddiasini
desteklemektedir. Clinkii yag dokusu hiicrelerinde asetil COA’dan yag asitlerinin
biyosentezinde biiyiik miktarda NADPH kullanilmaktadir.®® Viicutta antioksidan
olarak calisan, suda ¢oziinen baz1 maddeler de vardir: Vitamin C, iirik asit, glukoz
ve sistein. Benzer olarak yagda ¢6ziinen molekiiller de bulunur: Vitamin E, B-
karoten, bilirubin, ubikinol ve flavanoidler. Ayrica metal iyonlarin1 baglayan
maddeler; ferritin, transferin, haptoglobin, hemopeksin, seruloplazmin ve

albumindir.(®

2.9. Hasar Mekanizmalari
Organizmada SOR ortaya ¢iktiktan sonra radikal reaksiyon dizileri

baslar.® Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse,
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binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baslatir.®® SOR paylasiimamis
elektronlarindan dolay1 lipid, protein, karbonhidrat, niikleik asit gibi cesitli
makromolekiillerin oksidatif hasarma neden olurlar. Bu hasarlanma 6zetle

asagidaki su mekanizmalarla olur.®

2.9.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin hiicrede baglattigi en onemli ve zararlhi etki lipid
peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile
oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonu,
organizmada olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin etkisiyle membran
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki alfa metilen gruplarindan bir
hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu
radikalin Oz ile OH ’nin oldugu kabul edilmektedir. Bu radikallerin baslattig
peroksidasyon zincirleme bir reaksiyondur ve lipid zinciri bitene kadar ya da
reaksiyon bir antioksidan tarafindan durdurulana kadar devam eder. Sonugta

membran biitiinliigii bozulur ve hiicre dliimiine yol agan siiregler tetiklenir.®

2.9.2. Protein Oksidasyonu
Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonu, proteinlerin baglanma
Ozelliklerinde ve enzim aktivitelerinde farklilasmaya neden olarak hiicre

fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilir.
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2.9.3. DNA Oksidasyonu
SOR adenin ve piridin niikleotid durumlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli
yollara engel olabilirler. SOR, DNA ile tepkimeye girerek mutajenik olan 8-

hidroksiguanin’in ortaya ¢ikmasina nedenolurlar.

2.9.4. Kovalent Baglanma
Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler, nitrozamin
gibi ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekiillere kovalent baglanmasina neden

olabilir. Bu da dogrudan hiicre hasarina yol agabilir.

2.9.5. Kalsiyum

Hiicre yaralanmasi ile ilgili oldugu diisiiniilen bir elementtir. Kalsiyumun
transportunu engelleyen herhangi bir durum hiicre fonksiyonlarini olumsuz etkiler.
Kalsiyum ATPaz enzimleri 6nemli siilfidril gruplarina sahiptir ve SOR tarafindan

inaktive edilebilir.

2.10. Pikrozid 11
Picrorhiza kurroa, Nepal’in kuzey bati Himalayalar bolgesinde yaygin
olarak bulunan Hindistan ve Cin’de saglik alaninda yaygin olarak kullanilan kok,

govde, yaprak ve meyveden olusan 15-20 cm uzunlugunda kisa bir bitkidir.
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Resim 1. Picrorhiza kurroa bitkisi

Picrorhiza kurroa’dan elde edilen Pikrozid I, Pikrozid II, ve Pikrozid III’
den biyolojik aktif metaboliti olan bitkinin kokiinden elde edilen Pikrozid I1’dir
(97,98).

Pikrozid II, Picrorhiza kurroa’dan elde edilen C,3H23013 molekiiler formulli

bir glikozit tiirevidir.

Sekil 3. Pikrozid IT molekiil formiili

Pikrozid II’nin yapilan g¢alismalarda anti-oksidan, anti-apatotik ve anti-

enflamatuar gibi bircok farmokolojik etkisi gosterilmistir. (99,100)

Toll benzeri reseptorler (TLR); polimorfoniikleer nétrofiller, monosit,
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makrofaj, dentritik hiicreler gibi bagisiklik sistemi hiicreleri iizerinde bulunu@°1-102)

ve TLR sinyal yolu, sitokin iiretimi ve prolliferasyon dahil olmak {izere efektor t
tepkilerini artirir. 192 Pikrozid II'nin hasarli beyin dokusunda inflamasyonu
tetikleyen TLR 2 ve TLR 4 ekspresyonunu inhibe ederek iskemi reperfiizyonun
neden oldugu beyin hasarini hafifletir.1%%

Pikrozid II oksidatif stres ve inflamatuar siirecte azalma saglayarak bobrek
dokusu iizerine de koruyucu etki gosterdigi saptanmistir.:%% Yapilan ¢alismalarda
proinflamatuar sitokinlerden TNF-a, ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokinlerle,
ICAM gibi adezyon molekiillerinin (ICAM1, mRNA) diizeylerinin pikrozid Il ile
azaldig1 gozlenmistir.*%% Pikrozid II’ nin hasarlanmis dokuda MDA diizeyindeki
yiikselmeyi azalttigi ve SOD, GSH-Px’i artirdig1 goriilmiistiir. (104109

NF-kB (niikleer faktor kappa B); immiin yanitta yer alan, hiicre
proliferasyonuna ve apoptoza katilan yaygin bulunan enhancer baglayict bir
transkripsiyon faktorii olup, 50 ve 65 kDa alt birimlerden (p50 ve p65) olusur.(%)
Pikrozid 11, TLR4 / NF-kB yolunun blokajini saglayarak antienflamatuar etkinlik
gosterir. (104

P1-3 K Fosfoinositid 3 Kinaz- protein kinaz B (PI3K/AKkt) sinyal yolaginin
aktivasyonu sonrasinda iki nedenden &tiirii; endotel hiicrelerinde NO sentaz
fosforillenmesi sonucu NO iiretiminde artma ve damar diiz kas hiicrelerinin
kalsiyum konsantrasyonunda, miyozin hafif zincirinin kalsiyuma duyarliliginda
azalma ile damar genislemesi goriiliir.!%”) Pikrozid II; PI3K/Akt sinyal yolagini
aktifleyerek, iskemik miyokard dokusunda, kalbin fonksiyonel iyilesmeyi artirdigi

diisiiniilen NO’ nun diizeyini artirir.19®
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Pikrozid II’nin iskemi reperflizyon hasarinin neden oldugu apaptosizi, Bcl-
2 ekspresyonunu artirip, Bax expresyonunu azaltmasinin yaninda bir transkripsiyon
faktorii olan CREB’i (CAMP response element binding protein) ve PI3K/Akt

yolagini fosforilleyerek aktiflemesi yolu ile inhibe eder.1%
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Bu deneysel c¢alismada ratlarda iskelet kast iskemisi Oncesi
intraperitoneal olarak uygulanan Pikrozid II'nin iskelet kasini iskemi ve

reperfiizyon hasarina kars1 koruyup korumadiginin gosterilmesi ¢alisildi.

3.2. Arastirmamn Yeri ve Zamam
Bu calismada Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirma Merkezi’'nde (GUDAM), Mayis 2015 tarihinde

gergeklestirildi.

3.3. Etik Kurul Onay1
Bu calisma Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Bagkanligi’ni 08/04/2015 tarih, 66332047-604.01.02 sayili, G.U.ET-15.019 kod

numarali onay1 dogrultusunda gerceklestirildi.

3.4. Kullanilan Denek Materyali
Bu c¢alismada kullanilan ratlar Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar
Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden (GUDAM) temin edilmistir.
Calismada kullanilan 24 adet Wistar-Albino cinsi, 68 haftalik erkek (210—
300 g) ratlarin bakim ve beslemeleri ¢alisma boyunca 24° ¢evre sicakligi, % 55-60
nem ve 12:12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii sartlarinda gergeklestirildi. Kuru

pellet yemle besleme ve giinliik taze su temini siirekli saglandi.
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3.5. Denek Gruplar: ve Uygulama Protokolii

Sham Grubu (Gr I, n=6): Bu gruptaki ratlara alt ekstremite iskelet kasi

iskemisi yapilmaksizin sadece laparotomi yapildi, islemden 2 saat sonra anestezi
altinda ratlarin alt ekstremite iskelet kaslari, bu dokularda immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindi.

Iskemi-Reperfiizyon Grubu (Gr 1l, n=6): Bu gruptaki ratlarda laparotomi

sonrasinda 120 dakika siire ile abdominal aortaya kros klemp konularak alt
ekstremite iskelet kasinda iskemi gergeklestirildi. 120 dakikalik iskemiyi takiben
damar klempi agild1. Islemden 2 saat sonra anestezi altinda ratlarin alt ekstremite
iskelet kaslari, bu dokularda immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
degerlendirmeler icin alind1.

Pikrozid Il Grubu (Gr IlI, n=6): Bu gruptaki ratlara alt ekstremite iskelet

kas1 iskemisi yapilmaksizin Pikrozid II 10 mg/kg intaperitoneal yolla uygulandi.
Islemden 2 saat sonra anestezi altinda ratlarm alt ekstremite iskelet kaslari
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindi.

Iskemi - Reperfiizyon - Pikrozid 11 Grubu (Gr IV, n=6): Bu gruptaki ratlarda

da laparotomi sonrasinda 120 dakika siire ile abdominal aortaya kros klemp
konularak alt ekstremite iskelet kasinda iskemi olusmasi saglandi. 120 dakikalik
iskemiyi takiben damar klempi agilarak ve hemen akabinde reperfliizyon
baglangicinda 10 mg/kg Pikrosid Il intaperitoneal yolla uygulandi. Bunu takiben 2.
saatte yeniden anestezi altinda ratlarin alt ekstremite iskelet kaslari, bu dokularda

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alind1
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3.6. Pikrozid II’nin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Pikrozid II, (saflik>%98, molekiil formiilii C;3H28013, Sigma Aldrich CAS
N:39012-20-9, Almanya) fosfat tamponlu salin (PBS) ile 10 g/L' lik bir ¢ozelti
meydana getirmek tizere seyreltildi. Pikrozid 11, 10 mg/kg olmak iizere Pikrozid 11
- Sham grubu ve Iskemi - Reperfiizyon - Pikrozid Il grubundaki ratlara reperfiizyon

baglangicinda intraperitoneal yolla uygulandl.(llo)

3.7. Cerrahi Yéntem

Deney baslangicinda; intramuskiiler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda
ketamine hydrocholoride (Ketalar flakon®, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg’dan
xylazine hydrochloride (Alfazyne®,%2, Ege Vet) verilerek anestezi saglandi.
Islem, bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken gerceklestirildi.
Supin pozisyonda yatirilip cerrahi sahalar1 tiras edildi. Ciltleri aseptik olarak
hazirlanan ratlara orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarin 1slak gazli bez yardimiyla
uzaklastirilmasinin ardindan infrarenal abdominal aorta eksplore edildi. 1 dizyem
heparin subkutan yapildi. Abdominal aortaya atravmatik bir mikrovaskiiler klemp
konularak iskemi yapildi. Islemden iki saat sonra tiim ratlara derin anestezi altinda

intrakardiyak kan alinarak oOtanazi uygulandi. Cikarilan dokular -80° de derin

dondurucuda (SANYO MDF-U2086S®) eppendorf tiipiine alinarak saklandi.

3.8. Dokularmm Homojenizasyonu
Dondurucuda —80°’de tutulan dokular siv1 azot dolu tastyict kaba alindiktan

sonra kullanilacak olan 6rnek eppendorf tiipiinden c¢ikarildi. Cozlinmesine izin
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verilmeden dokular hizla hassas terazide tartilip 22 numarali bistiiri ucu
(PLUSMED®) kullanilarak 80-100 mg olarak ayrildi. Alinan doku pargalari
porselen havanda siv1 azot varliginda ezildi. Toz halindeki dokular homojenizasyon
tiiptine aktarilip tizerlerine; her bir gram doku i¢in, diliisyon 1/10 olacak sekilde 140
mM KCI soliisyonu eklendi. Homojenizasyonda 1s1 artis1 olmamasi i¢in
homojenizasyon tiipii kar dolu cam beher i¢inde tutularak, iki dakika siire ile 50
doniis/dakika (rpm) hizda homojenizator (Glas Col K5424®) ile homojenizasyon
islemi tamamlandi. Homojenizat eppendorf tiipline alindi. Eppendorf tiipleri
parafilm ile kaplandiktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Hettich Mikro
200R®) edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant baska bir Eppendorf tiipiine alinarak
Total Oksidatif Seviyesi (TOS) ve Total Antioksidan Seviyesi (TAS) 6l¢timleri

yapildi

3.9. Total Antioksidan Status/ Seviye (TAS) Ol¢iimii

Total antioksidan seviye Ol¢limiinde, TAS kiti (RelAssay Diagnostic®,
Tiirkiye) kullanildi. TAS 6l¢iimii i¢in, kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde, 500
mL reaktif 1 (6l¢lim tamponu) ve 30 mL 6rnek karistirilip spektrofotometre ile
(NanoDrop® ND-1000), 660 nm’de absorbans 6l¢timii yapildi (A1). Eppendorf
tiptindeki karistma 75 mL reaktif 2 (renkli 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit), (ABTS) soliisyonu eklendi. Tiip parafilme kaplanarak, 37 ° deki sicak
su banyosunda (Simsek Laborteknik®) 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
660 nm’de absorbans Ol¢limii yapildi (A2). Standart 6l¢iimii i¢in, 1 mmol/L

konsantrasyonundaki Trolox Eq ¢ozeltisi érnek yerine kullamldi. Ik ve ikinci
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dl¢iimler iiger defa yapilarak ortalamasi alind1. Ikinci absorbans degerinden (Az) ilk
absorbans degeri (A1) cikarilarak absorbans degisimi (AAbs) hesaplandi. TAS
diizeyleri kitte belirtilen formiille hesaplandi ve mmol Trolox Eq/L olarak ifade
edildi.

TAS = [(AAbs H20 - AAbs Ornek) / (AAbs H20 - AAbs Standart)]

3.10. Total Oksidatif Status/ Seviye (TOS) Ol¢iimii

Total oksidan seviye Ol¢iimiinde, TOS kiti (RelAssay Diagnostic®,
Tiirkiye) kullanildi. TOS 6l¢iimii i¢in, kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde, 500
mL reaktif 1 (6lglim tamponu) ve 75 mL o6rnek karstirihip spektrofotometre
(NanoDrop® ND-1000) ile 530 nm’de absorbansi 6lgliimii yapildi (A1). Karigima

25 mL reaktif 2 (pro-kromojen soliisyon) eklendi. Tip parafilmle
kaplanarak 37°C’deki sicak su banyosunda (Simsek Laborteknik®) 5 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra 530 nm’de absorbans dl¢iimii yapild: (Az). Standart
Ol¢iimii icin kitte verilen, 10 pmol/L hidrojen peroksit (H20;) ekivalan/ litre igeren
standart ¢ozeltisi kullamldi. 11k ve ikinci dl¢iimler iicer defa yapilarak ortalamasi
alindi. Ikinci absorbans degerinden (A2) ilk absorbans degeri (A1) cikarilarak
absorbans degisimi (AAbs) hesaplandi. TOS diizeyleri kitte belirtilen formiille
hesaplandi, mmol H,0O, Eq/L olarak ifade edildi.

TOS= [(AAbs ornek) / (AAbs standart)] x Standart Konsantrasyonu

(10umol/L)
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3.10.1. Dokularin Hazirlanmasi ve Isik Mikroskobu Incelemeleri Icin
Yapilan Calismalar

Isik mikroskobu incelemeleri igin gruplardan alinan kas dokusu ornekleri
tespit amaciyla 72 saat tamponlanmis %10’luk formalin igerisinde bekletildi. Fikse
olan dokular rutin histolojik takip asamalarina alindi. Bir saat akan ¢cesme suyu
altinda yikanan dokular sirasiyla %75, %80, %90 ve %100’lik alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edildi. Ksilen ile seffaflandirilan dokular parafin bloklara
gomiildii. Orneklerden Leica RM 2125RT model mikrotom kullanilarak 5 pm
kalinliginda kesitler lam tizerine alindi. Lamlar 60°C’lik etiivde deparafinizasyon
i¢in bir gece bekletildi, ksilen ile seffaflandirilarak Hematoksilin Eozin boyamasi
yapildi. Kesitler AxioScope. A1 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) marka 1sik
mikroskobunda gruplar1 bilmeyen iki farkli Histoloji ve Embriyoloji uzmani
tarafindan morfolojik ve histomorfometrik 6zellikleri agisindan incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi.

Histolojik hasar skorunu belirlemek i¢in; ayn1 hayvana ait 3 farkl kesitte
x100 bilyiitmede gozlemlenen kas lifleri dejenerasyon ve disorganizasyon
bulgularina gore sirasiyla 0: normal,(%0) 1:hafif, (%1-%33), 2: orta (%34 -%66)
ve 3: siddetli (%67-%100) olmak {izere degerlendirildi. Aymi kesitlerde
mononiikleer hiicre infiltrasyonunun siddetini belirlemek icin de yine yukarida

verilen skor tablosu kullanildi. ()
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3.10.2. Gastroknemius Kasi I¢in Uygulanan Histomorfometrik Calisma

Her bir kas dokusu i¢in H-E ile boyanan enine kas kesitlerinden elde edilen
ornekler x200 biiytitme kullanilarak bes farkli mikroskop alaninda 151k mikroskobu
ile incelendi ve bu alandaki her bir kas lifinin enine kesit alan1 Axiovision bilgisayar

programi kullanilarak 6lgiildii. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.10.3. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick End-
Labelling (TUNEL)

Dokulardaki apoptotik hiicreleri belirlemek {izere TUNEL (in situ ug
isaretleme) yontemi uygulandi. Bunun i¢in In situ Cell Death Detection Kit (POD
Roche Applied Science, Cat # 11684817910) iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda kullanildi.

Polilizinli lamlara alinan 4 um kalinliginda kesitler bir gece 60°C’lik etiivde
bekletilerek ksilen ile deparafinize edildi. Kesitler sirasiyla %75, %80, %90 ve
%100’liik dereceli alkol serilerinden gecirilerek rehidrate edildi ve PBS (phosphate
buffered saline) ile yikandi. 0,1 M sitrat tampon ile mikrodalga firinda 5 dakika 350
Watt enerji kullanilarak antijen agiga c¢ikarma islemi uygulandi. PBS ile yikama
yapildi. Kesitler TUNEL reaksiyon karigimi ile [isaretleme soliisyonu + terminal
deoksinukleotidil transferaz (TdT) enzim soliisyonu] 37°C’de 1 saat nem odasinda
inkiibe edildi ve PBS ile iki kez yikandi. Negatif kontrol amacli olarak baz1 kesitler
sadece isaretleme solusyonu ile muamele edildi. Bu asamadan sonra tiim kesitler
converter-POD ile 37°C’de 30 dak inkiibe edildi ve PBS ile iki kez yikandi.

Ardindan kesitler 3,3-diaminobenzidine (DAB) substrat ile reaksiyon goriiliinceye
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kadar oda sicakliginda muamele edildi ve PBS ile iki kez yikandi. Karsit boyama
olarak kesitler kesitler 10 dakika Harris Hematoksilen ile boyandi, dereceli
alkollerden gecirilerek dehidrate edildi ve ksilenle seffaflandirildi, entellan ile

kapatilarak 151k mikroskobunda incelenmeye alindi.

3.10.4. TUNEL Sonug Degerlendirmeleri

Immunohistokimyasal olarak dokulardaki TUNEL boyama icin
immunreaktivite gosteren hiicreler AxioScope.Al (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) 1s1k mikroskobu ile x 40 biiyiitmede her bir kesitte 5 farkli alanda sayildi.

Her grubun Apoptozis Indeksi yiizde (%) olarak asagidaki formiile gore
hesaplandi;

Apoptozis Indeksi (%) = (TUNEL pozitif boyanan hiicre say1s1 / Total hiicre

sayi1s1) x100

3.11. istatistiksel Analiz

Istatistik degerlendirme SPSS 20.0 bilgisayar programinda siralanan testler
kullanilarak gergeklestirildi. Istatistiksel analiz verileri [Ortalama + standart sapma]
olarak sunuldu. Yapilan tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik sinir1 olarak p<0.05
degeri anlaml kabul edildi.

Olgiilebilen parametrelere  Kolmogorov-Smirnov testi  uygulanarak
dagilimin normal ya da anormal olup olmadigi belirlendi. Normal dagilim
gosterenler i¢in gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemede bagimsiz

gruplarda Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Farklilik olmasi durumunda
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Tablo 3. Siganlarin iskelet kas dokusunda oksidan durum parametreleri [Ort £ SS]

Grup K Grup P Grup iR Grup iR-P p**
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

TOS
(mmol 0.49+0.08* 0.57+0.12 0.66+0.07 0.48+0.10* 0.023
H.0, Eq/l)
TAS (mmol
Trolox 9.994+2.09* 11.63+2.94 14.35+£3.19 9.23+£2.83* 0.017
Eq/l)

P**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup IR ile karsilastirildiginda

Gruplar (iskelet kas dokusu) TOS enzim aktivitesi agisindan kendi

aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vardi (p=0.023). TOS

enzim aktivitesi IR grubunda K ve IR-P gruplarina gére anlamli yiiksek olarak

bulundu (p=0.014, p=0.005, sirastyla), (Tablo 3).

Gruplar (iskelet kas dokusu) TAS enzim aktivitesi agisindan kendi

aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vardi (p=0.017). TAS

enzim aktivitesi IR grubunda K ve IR-P gruplaria gore anlaml yiiksek olarak tespit

edildi (p=0.007 p=0.005, sirasiyla) (Tablo 3).
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Tablo 4. Siganlarin iskelet kas dokusunda TUNEL pozitif hiicre verileri [Ort = SS]

Grup K Grup P Grup iR Grup IR-P p**
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

TUNEL

9.00+£5.76*,& 12.00+£5.59* & 90.17+6.97 48.17+10.28* |<0.0001
pozitif hiicre
Infiltrasyon | 0.00£0.00*,& 0.33+0.18*%,& 2.00+0.68 1.334+0.52* <0.0001
Hasar 0.00+0.00*,& 0.16+£0.16*%,& 2.67+0.52 1.67+0.52%* <0.0001

_ 2821.49+479.9

Enine kesit ) 2829.06+£155.64 [1167.88+373.73 (2870.25+294.32 |<0.0001

P**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup IR ile karsilastirildiginda
&p<0.05: Grup IR-P ile karsilastirildiginda

Gruplar iskelet kas dokusu TUNEL hiicre sayis1 agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.0001). TUNEL hiicre
sayis1 IR grubunda K, P ve IR-P gruplarma gore anlaml yiiksek olarak tespit edildi
(p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, sirastyla). Ayrica, IR-P grubunda TUNEL hiicre
sayist K ve P gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi (p<0.0001,
p<0.0001, sirasiyla) (Tablo 4, Resim 9-12).

Gruplar iskelet kas dokusu infiltrasyon acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.0001). Infiltrasyon IR
grubunda K, P ve IR-P gruplarina gore anlaml yiiksek olarak tespit edildi
(p<0.0001, p<0.0001, p=0.027, sirastyla). Ayrica, IR-P grubunda infiltrasyon K ve
P gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi (p<0.0001, p=0.002, sirasiyla)
(Tablo 4, Resim 2-8).
iskelet kas dokusu hasar aralarinda

Gruplar acisindan  kendi

kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vard1 (p<0.0001). Hasar IR grubunda
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K, P ve IR-P gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi (p<0.0001,
p<0.0001, p=0.003, sirastyla). Ayrica, IR-P grubunda infiltrasyon K ve P gruplarina
gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi (p<0.0001, p<0.0001, sirastyla) (Tablo 4,
Resim 2-8).

Gruplar iskelet kas enine kesit agisindan kendi aralarinda kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlaml fark vardi (p<0.0001). Hasar IR grubunda K, P ve IR-P
gruplarina gore anlaml yiiksek olarak tespit edildi (p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001,
sirasiyla), (Tablo 4, Resim 3-9).

Kontrol ve Pikrosid gruplarinda incelenen enine kesitlerde kas liflerinin
yuvarlagimsi veya birbirine basing yapiyorlarsa hafif koseli poligonal sekilde
olduklar1 goriildii. Perimisyumla g¢evrili fasikiil i¢inde kas liflerinin sikica bir arada
olduklari, interstisyel alanin son derece dar oldugu gozlendi. Sarkolemmanin
hemen altinda yerlesmis bir veya daha fazla sayida cekirdek igeren kesitlerin
yaninda ¢ekirdek icermeyen enine kesitlerin de bulundugu goriildii. Bag dokusu
kiliflarinda yerlesmis kan damarlar1 ve sinir kesitleri izlendi. Kas liflerinin enine
kesit ylizeylerinde miyofibrillerin enine kesitleri goriildii (Resim 2, 3).

IR grubunda kas liflerinin enine kesit yiizlerinin yuvarlak yada diizensiz
sekilde oldugu, cekirdegin orta duruslu yerlestigi, endomisyumla cevrili kas lifleri
arasindaki mesafesinin arttig1 goriildii. Atrofiye ugramis kas liflerinin varlhig: dikkat
cekti. Kas fasikiillerini ¢evreleyen perimisyumda kalinlagsma ile damar ¢evresinde
daha belirgin olmak iizere mononiikleer hiicre infiltrasyonu izlendi (Resim 4-6).

IR+Pikrozid grubunda kas liflerinin enine kesit yiizlerinin yer yer yuvarlak

sekilli gdzlenmesi yaninda bazi liflerde ¢ekirdegin orta duruslu yerlesimi dikkat
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cekti. Kas lifleri arasindaki alanda genisleme ve hafif siddette mononiikleer hiicre
infiltrasyonu izlendi. Incelenen érneklerde yer yer atrofik kas lifleri gériilse de bazi
alanlarda normal goriinimde c¢ok yiizli kesit yiizeyi gosteren kas lifleri

bulunmaktaydi (Resim 7,8).



Resim 2.
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Kontrol grubuna ait mikrografta ¢izgili iskelet kas1 liflerinin enine kesit yiizleri ¢ok

kenarli goriiniimde izlenmektedir. Kas liflerinin sarkolemmasinin altinda periferik
yerlesimli ¢ekirdekler (ok), sitoplazmada miyofibrillerin enine Kesitleri (asterisk)
gozlenirken kas liflerinin olusturdugu fasikiilleri ¢evreleyen perimisyum (P) iginde kan

damarlar1 (ok basi) dikkat ¢ekmektedir. H&Ex200.



Resim 3.
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Pikrozid grubuna ait mikrografta ¢izgili iskelet kasi liflerinin enine Kkesit yiizleri gok
kenarli goriiniimde izlenmektedir. Kas liflerinin sarkolemmas: altinda periferik
yerlesimli ¢ekirdekler (ok) kas liflerinin olusturdugu fasikiilleri ¢evreleyen perimisyum

(P) i¢inde kan damarlar1 (ok basi) goriilmektedir. H&Ex200.
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Resim4.  I/R grubuna ait mikrografta kas liflerinin enine kesit yiizlerinin yuvarlak sekil aldig1

(oK), lifler arasinda endomisyum mesafesinin artig1 (y1ldiz), kas liflerinde ileri derecede
atrofi (kuyruklu ok) goriilmektedir. H&Ex200.
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Resim 5. 1/R grubuna ait mikrografta liflerinin enine kesitlerinde kesit yiizlerinin yuvarlak sekil
almasi, ¢ekirdegin orta duruslu yerlesimi (0k), kas liflerinde ileri atrofi izlenmektedir.
H&E x400.
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Resim 6. 1/R grubuna ait mikrografta kas liflerinin enine kesitlerinde baz1 kesit yiizlerinin yuvarlak

sekil almasi (ok), kalinlagan perimisyumda (P) damar (ok bas1) ve periferik sinir kesitleri
(kuyruklu ok) ile mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kalin ok) izlenmektedir. H&Ex200.
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Resim 7. {/R+Pikrozid grubuna ait mikrografta kas liflerinin enine kesit yiizlerinin yuvarlak sekil

almasi (ok bas1), ¢cekirdegin orta duruslu yerlesimi (ok), kas lifleri arasinda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu (kuyruklu ok) izlenmektedir. Bazi alanlarda ise normal gériintimde

cok yiizlii kesit yiizeyi gosteren kas lifi kesitleri (asterisk) goriilmektedir. H&E x200.
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Resim 8. 1/R+Pikrozid grubuna ait mikrografta kas liflerinin kesit yiizlerinin yuvarlak sekil almas1
(ok basr), kas lifleri arasi alanda genigleme (y1ldiz), atrofik kas lifleri (0k) izlenmektedir.
Bazi alanlarda ise normal goriiniimde ¢ok yiizli kesit ylizeyi gosteren kas lifi kesitleri
(asterisk) goriilmektedir. H&E x200.
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Resim 9. Kontrol grubuna ait mikrografta TUNEL boyama ile immunreaksiyon gosteren az sayida

hiicre ¢ekirdeginde kahverengi boyanma gézlenmektedir. Biiyiitme: x400
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Resim 10. Pikrozid grubuna ait mikrografta TUNEL boyama ile immunreaksiyon gosteren az

sayida hiicre ¢ekirdeginde kahverengi boyanma izlenmektedir. Biiyiitme: x400
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Resim 11. /R grubuna ait mikrografta TUNEL boyama ile immunreaksiyon gdsteren apopitotik

hiicre ¢ekirdekleri (kahverengi boyanma) goriilmektedir. Biiyiitme: x400
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Resim 12. /R + Pikrozid grubuna ait mikrografta TUNEL boyama ile immunreaksiyon gosteren

apopitotik hiicre ¢ekirdekleri (kahverengi boyanma) goériilmektedir. Biytitme: x400
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SICANLAR APOPITOZ %
K P IR IR/P
12 11 96 78
20 5 67 96
6 21 41 87
18 12 57 81
4 18 57 97
12 15 78 82
14 16 47 83
16 14 89 78
25 22 88 86
2 4 45 96
10 12 38 57
16 8 51 88
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4. TARTISMA

Akut ekstremite iskemisini takiben, ekstremitenin yeniden kanlandirilmasi
ve normal dolasimin saglanmasi, doku hasar1 ve sistemik komplikasyonlar1 birlikte
getirir. Cizgili kas dokusunda iskemik reperfiizyon hasarlanmasi, hastalarin
mortalite ve morbiditesini olumsuz yonde etkileyen klinik bir durumdur. Bu yiiksek
mortalite ve morbiditenin sebebi, reperfiizyon hasarinin etkisiyle ortaya g¢ikan
myonefropatik-metabolik sendromdur. Uzun siire iskemik kalmis ekstremitenin
tekrar kanlandirilmasiyla ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin, endotel ve
notrofillerle etkileserek, lipid peroksidasyonunu artirmasi, lokal ve sistemik birgok
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. Bundan dolay1 bu olayin negatif sonuglarini azaltmak amaciyla
yeni ilaglarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Damar1 klempleme veya turnike
uygulamasi, bazi ameliyatlarda, ameliyat bolgesinde miimkiin oldugunca kansiz bir
ortam saglamak ve bdylece cerrahin ¢aligmasini kolaylastirmay: amaglayan bir
yontemdir. Ancak bu yontemin IRH’ye yol agabilme gibi bir sakincasi

vardir,(112113),

Kardiyak cerrahide iskemik siire, uygulanan prosediire gore
degismekle birlikte genellikle azaltilamadigindan, bu konuda yapilan ¢alismalar
reperflizyon esnasinda ortaya ¢ikan hasari azaltmak iizerine yogunlagmigtir. Uzun
yillardir I/R hasarinin sonuglar1 ve korunma yontemleri bircok arastirmaci

tarafindan daha detayli c¢alisilmistir ve giiniimiizde bu ¢alismalar yogunlasarak

devam etmektedir. Reperfiizyon sirasinda etkilenen alandaki hasarin disinda, tam
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olarak netlesmemis mekanizmalara bagli olarak uzak organlarda da ciddi hasarlar
meydana gelmektedir. Hasara ugrayan bu organlarin basinda akciger, karaciger ve
bobrek gelmektedir. Bu organlarin arasinda ise en ¢ok etkilenen akcigerlerdir ve
bunlarda olusacak hasarlar post-operatif safhadaki dnemli mortalite ve morbidite
nedenleridir. Reperflizyon hasarindan serbest oksijen radikallerinin biiyiik oranda
sorumlu olmalar1 nedeniyle, iskemik alanda bu molekiillerin azaltilmasi olusacak
olan doku hasarini da azaltabilecektir.

Herhangi bir nedene bagli olarak iskemi ve takiben reperfiizyon gelisirse,
genelde iskeminin siiresi ile ilgili olarak antioksidan savunma mekanizmalari
yetersiz kalir ve hiicrelerde miktarlar1 yiikselen SOR’ler ¢esitli derecelerde hasar
meydana getirir.1'% Kas hiicresinde IRH sonucu 6nce geri doniisiimlii, sonrasinda
iskeminin ileri evrelerinde geri doniisiimsiiz hiicre hasari ortaya ¢ikar. Hiicrede geri
doniisiimlii zedelenmede akut hiicresel sisme, niikleer kromatin kiimelesmesi,
mikrovilluslarin kaybi, Endoplazmik Retikulum (ER) ve mitokondri sismesi
(dilatasyon) gibi degisiklikler ortaya cikar. ER’da sisme sonucu protein sentezi
bozulur. Hipoksi diizelmez ise mitokondri fonksiyonlarinin daha da kotiilesmesi ve
membran permeabilitesinin artmasi daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur.
Geri dontsiimsiiz  zedelenmeye, mitokondrilerin daha siddetli sismesi ve
mitokondri matriksinde sekilsiz, kalsiyumdan zengin yogunluklarin birikimi eslik
eder. Lizozomal membranlarin zedelenmesi, enzimlerin sitoplazma igine sizmasina
yol agar. ER’da lizis, fosfolipitlerin kaybi, hiicre iskelet degisiklikleri, SOR
olusumu, lipitlerin yikimi, protein sindirimi, kreatin kinaz (CK) ve LDH gibi

enzimlerin ortaya cikisi gozlenir. Cekirdekte ise kromatin bazofilisinde azalma
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(karyolizis), niikleer biizlilme (piknoz) ve piknotik c¢ekirdegin parcalanmasi
(karyorhekzis) gdzlenir. IRH nin ilerleyen déneminde hiicre 6liimii, “nekroz”
ortaya gikar.(?7115116)

Pikrozid II, Picrorhiza Kurroa’ dan eclde edilen C23H28013 molekiiler
formiillii bir glikozit tiirevidir. Chang Z. ve ark.“%9, Liu G. ve ark.1%? Pikrozid
II’'nin anti-oksidan, anti-apatotik ve anti-enflamatuar gibi birgok farmakolojik
etkisini yaptig1 calismalarla gostermistir. Wang Y. ve ark.%9) Pikrozid II’nin beyin
dokusunda inflamasyonu tetikleyen TLR-2 ve TLR-4 ekspresyonunu inhibe ederek
[/R’ nun neden oldugu beyin hasarini hafiflettigi gostermistir. Lei W. ve ark.(%
proinflamatuar sitokinlerle(TNF-a ve IL-1 gibi), adezyon molekiillerinin (ICAM1
mRNA) diizeylerinin Pikrozid I ile azaldigini; Pikrozid II’nin I/R hasar1 meydana
gelmis dokuda MDA diizeyindeki yiikselmeyi azalttigim ve SOD, GSH-Px’ i
artirdigini gostermistir. Yine aym sekilde Gao H ve ark.1% Pikrozid II’nin /R
hasar1 meydana gelmis dokuda MDA diizeyindeki yiikselmeyi azalttigin1 ve SOD,
GSH-Px’ i artirdigim1 gostermistir. Lei W. ve ark.%) Pikrozid II’nin hiicre
proliferasyonu ve apoptozda gorev alan NF-kB adl1 transkripsiyon faktorii ve TLR-
4 yolunun blokajiyla antienflamatuar etkinligini sagladigin1 gostermistir. Meng FJ
ve ark.199 Pikrozid II’'nin I/R hasar1 sebebiyle ortaya ¢ikan apaptosizi Bcl-2
ekspresyonunu artirip, Bax expresyonunu azaltarak ve bir transkripsiyon faktorii
olan CREB’i ve PI3K/Akt yolagim fosforilleyerek aktiflemesi yolu ile inhibe
ettigini gdstermistir. Nan W ve ark.%®) Pikrozid II’nin oksidatif stres ve inflamatuar
slirecte azalma saglayarak bobrek dokusu ve miyokard iizerine koruyucu etki

gosterdigini saptamistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meng%20FJ%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22581361
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Son yillarda I/R hasarmin sonuglar1 ve korunma yontemleri birgok
arastirmact tarafindan daha detayli calisilmis ve giiniimiizde bu caligmalar
yogunlasarak devam etmektedir. Bu calismada Pikrozid II’nin alt ekstremite I/R
hasarinda reaktif oksijen tiirevleri ile koruyucu antioksidan mekanizmalari
arasindaki dengeye etkisinin gosterilmesi hedeflenmistir.

Calismamizda serbest radikallerin saldirisina karsi organizmadaki toplam
antioksidan korumay1 yansitan TAS ve oksidatif stresin toplam degeri olan TOS
belirtegleri  kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarla TAS seviyesi Olglimiiniin,
antioksidanlarin tek tek 6lciimiinden daha degerli bilgi verdigi goriilmiistiir. 17118

Calismamizda iskelet kas dokusu TOS enzim aktivitesi agisindan kendi
aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi. TOS enzim
aktivitesi IR grubunda K ve IR-P gruplarma gére anlamli yiiksek olarak bulundu.
I/R hasarinim baslica aktorii olan oksidatif stresin TOS 6l¢iimii ile Pikrozid II verilen
gruplarda daha diisiik oldugu tespit edildi.

Ayrica calismamizda iskelet kas dokusu TAS enzim aktivitesi agisindan
kendi aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi. TAS enzim
aktivitesi IR grubunda K ve IR-P gruplarma gére anlamli yiiksek olarak tespit edildi
ki bu da antioksidan sistemlerin IR hasar1 ile bozuldugu yéniindeki bilgilerle paralel
olup Pikrozid II verilen gruplarda TAS enzim aktivitesinin diisiik olmasi
antioksidan sistemlerin korundugunu diger bir deyisle aktif oldugunu gosterir.

TUNEL yontemi apoptozisin bir gostergesi olan DNA fragmanlarinin
(kiriklarinin) in situ olarak saptanmasi i¢in kullanilan bir boyama yontemidir.

Apoptotik sinyaller DNA iizerinde kiriklar olusturmaktadir. Agiga ¢ikan DNA
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parcaciklarinin serbest 3'-OH uclarma TdT aracilig1 ile biotin ile isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis
niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir.
Diaminobenzidine, isaretlenmis 6rnek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde
cozlinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile ters boyama yapilarak islem
sonlandirilir. Kahverengi-siyah niikleer-periniikleer boyanma pozitif reaksiyon
olarak degerlendirilir. 1 mm?’lik alanda epiteloid graniilomlar igerisinde pozitiflik
saptanan inflamatuar hiicre (histiyositlenfosit) sayis1 TUNEL pozitif hiicre sayis1
olup calismamizda iskelet kas dokusu TUNEL hiicre sayisi agisindan kendi
aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi. TUNEL hiicre
sayis1 IR grubunda K, P ve IR-P gruplarima gére anlaml yiiksek olarak tespit edildi.
Ayrica, IR-P grubunda TUNEL hiicre sayis1 K ve P gruplarina gére anlamli yiiksek
olarak tespit edildi.

Calismamizda iskelet kas dokusu infiltrasyon agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi. infiltrasyon IR grubunda K, P
ve IR-P gruplarma gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi. Ayrica, IR-P grubunda
infiltrasyon K ve P gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi.

Calismamizda iskelet kas dokusu hasar acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi. Hasar IR grubunda K, P ve IR-
P gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi. Ayrica, IR-P grubunda

infiltrasyon K ve P gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi.
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Calismamizda iskelet kas enine kesit agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi. Hasar iR grubunda K, P ve IR-

P gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi.
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5. SONUCLAR

Calismamizda ratlarda iskelet kasi iskemi reperfiizyon hasarinda Pikrozid
I1I’nin biyokimyasal degerlendirmeler sonucunda oksidatif strese karsi antioksidan
etkisi gosterilmistir.

I/R hasar1 olusturulan rat modelinde iskelet kas1 dokusunda Pikrozid I1’nin
I/R hasarma kars1 koruyucu etkisi saptanmstir.

Calismamizdaki bu bilgiler 1s181nda, Pikrozid II'nin I/R hasarma kars:

koruyucu etkilerinin baska ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi goriisiindeyiz.
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6. OZET

Pikrozid I’nin Ratlarda iskelet Kasinda iskemi Reperfiizyon Hasarina
Kars1 Etkisi; Alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasari sik ve 6nemli bir
fenomendir. Bu tip hasarlarda doku ve hiicrelerde pek c¢ok yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar gozlenmektedir. Iskemik dokunun
kanlandirilmasindan sonra ortaya c¢ikan reperfiizyon hasarinin tedavisine
yOnelik bilimsel ¢alismalar her gegen giin artmaktadir. Bu ¢alismada ratlarda
iskemi reperfiizyon sirasinda pikrozid II’nin iskelet kasi iizerine etkisinin
degerlendirmeyi amagladik.

Ratlar her biri alt1 hayvandan olusan 4 gruba ayrildi (sham, I/R, sham +
Pikrozid Il ve I/R + Pikrozid Il). I/R grubunda infrarenal abdominal aorta
atravmatik mikrovaskiiler bir klemple oklude edildi. Klemp 120 dk sonar
cikarildi ve 120 dk daha reperfiizyon saglandi. Uygun gruplardaki (sham +
Pikrozid Il, I/R + Pikrozid II gruplar1) hayvanlara Pikrozid Il (10 mg-kg-1)
intraperitoneal yolla uygulandi. Tim ratlara intraperitoneal ketamin (100
mg-kg-1) uygulamast ve abdominal aortadan kan alarak Otenazi yapildi.
Calismanin sonunda TAS (total antioxidant status), TOS (total oxidant status)
seviyelerini belirlemek amaciyla iskelet kasi dokusu ¢ikarildi ve apoptozis
TUNEL yontemiyle degerlendirildi.

TOS enzim aktivitesi IR grubunda K ve IR-P gruplarina gore anlamli yiiksek
olarak bulundu (p=0.014, p=0.005, sirastyla). TAS enzim aktivitesi IR grubunda K
ve IR-P gruplarina gore anlaml yiiksek olarak tespit edildi (p=0.007 p=0.005,
sirastyla). TUNEL testi Pikrozid II’nin hiicre nekrozunu azalttigini ortaya koydu.

Sonuglar Pikrozid II’nin iskemi reperfiizyon hasarin1 engellemede kritik bir
rol oynadigini desteklemektedir. ileri deneysel ve klinik ¢aligmalar bu bulgularin
deneysel ve klinik Oneminin ve olayin molekiiler —mekanizmasinin

degerlendirilmesi ve netlestirilmesi i¢in gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi Reperfiizyon, Pikrozid Il, Alt Ekstremite Iskelet Kasi
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7. ABSTRACT

Effect of Picroside Il in Rats Subjected to Hind Limb Ischemia Reperfusion
Injury; Ischemia reperfusion injury (I/R) in hind limb is a frequent and important
clinical phenomenon. Many structural and functional damages are observed in cells
and tissues in these kinds of injuries. The scientific studies for the treatment of
reperfusion injury after perfusion of ischemic tissue have been increasing day by
day. In this study, we aimed to evaluate the effect of Picroside Il on skeletal muscle
during I/R in rats.

Rats were randomly divided into four groups — each containing six
animals (sham, I/R, sham + picroside 11, and I/R + picroside Il). The infrarenal
section of the abdominal aorta was occluded with an atraumatic microvascular
clamp in I/R groups. The clamp was removed after 120 minutes and reperfusion
was provided for a further 120 minutes. Picroside II (10 mg-kg-1) was
administered intraperitoneally to the animals in the appropriate groups (sham +
picroside II, I/R + picroside Il groups). All rats were euthanized by
intraperitoneal administration of ketamine (100 mg-kg-1) and taking blood
from the abdominal aorta. At the end of the study, skeletal muscle tissue was
obtained for determining total oxidant status (TOS) and total antioxidant status
(TAS) levels and apoptosis was evaluated by TUNEL experiment.

TOS levels were significantly higher in Group I/R, when compared with
groups S and IR-P (p=0.014, p=0.005, respectively). TAS levels were significantly
higher in Group I/R, when compared with groups S, IR-P (p=0.007 p=0.005,
respectively). TUNEL assay revealed that Picroside 11 reduced cell necrosis. These
results support that Picroside Il plays a critical role to prevent I/R injury. Further
experimental and clinical studies are needed to evaluate and clarify the molecular

mechanisms of action and clinical importance of these findings.

Keywords: Ischemia Reperfusion, Picroside Il, Hind Limb Skeletal Muscle
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