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1. GIRIS

Hipotermi, bazi fonksiyon bozukluklar1 veya soguga maruz kalma sonucu
olusur. Meydana gelen hipotermi ve hiicre igerisindeki enzimatik reaksiyonlari
etkileyerek tiim metabolik islemleri yavaglatir (1). Bu nedenle izole edilmis organlarin
korunmasinda hipotermiden yararlanilir (2). Ancak siddetli hipotermi durumunda
reaktif oksijen maddeleri ve hidroksil radikalleri olusarak hiicre membraninda veya
komponentlerinde bozukluga yol agar. Olusan bozukluk ise toksik aldehit olusumuna ve

hiicre 6liimiine neden olur. Bu maddelerden en 6nemlisi malondialdehit (MDA) dir (3).

Serbest radikallerin hiicrede olusturdugu hasar1 6nlemek icin viicutta antioksidan
savunma sistemi adi verilen savunma mekanizmalar1 gelismistir. Antioksidanlar
peroksidasyon zincir reaksiyonlarin1 engelleyerek veya kisaca serbest radikalleri
toplayarak lipit peroksidasyonunu engellerler (4). Antioksidan vitaminler (vitamin A, C
ve E) iken siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon ve

katalaz enzimleri de antioksidanlara 6rnek gosterilebilir.

Vitamin E, selliiler ve subseliiler membran fosfolipitlerinde bulunan poliansature
yag asitlerinin peroksidasyonuna kars1 ilk savunma hattin1 olusturur. Vitamin E ayrica
fenolik bir hidrojeni, peroksidasyona ugramis bir poliansature yag asidindeki serbest
peroksit radikaline aktarabilir. Bunun sonucunda serbest radikal zincir reaksiyonlarini

kirarak antioksidan aktivitesi gosterir (5).

Hipotermiden son yillarda kalp operasyonlarinda yararlanilmaktadir. Ayrica
viicudun dondurularak saklanmasi yoniinde calismalar siirmektedir (6). Hipotermiye
yonelik c¢aligmalar bu nedenle yogunlasmistir. Hipoterminin olusturdugu fonksiyonel
zararlar ve meydana getirdigi hasarlarin en aza indirilmesi yoniindeki ¢alismalar da yeni
gelismeler saglandig takdirde hipotermiden daha ¢ok yaralanilacaktir. Bu nedenle, bu
tez calismasinda vitamin E uygulamasinin deneysel olarak hipotermi olusturulan
kobaylarda elektrokardiyogram (EKG) bulgulari, serum lipit peroksidasyonu ve

antioksidan enzim diizeyleri iizerine etkileri arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipotermi

Hipotermi viicut 1sisinin 35 °C nin altina diismesi durumudur. Metabolik
bozukluklar, hipotalamik ve merkezi sinir sistemi fonksiyon bozukluklari, sepsis, bazi
ilaglar ve soguga maruz kalma hipotermiyi olusturan sebepler olarak gdsterilebilir (7).
Hipotermi primer veya sekonder olarak ortaya ¢ikar. Primer hipotermi; uygun olmayan
korunma kosullarinda soguk ortamla direkt temas durumunda olusur. Saglikli bireylerde
siklikla goriilen bir durumdur. Sekonder hipotermi ise viicudun termoregiilator
mekanizmalarinin bozulmasi sonucu olusur. Bu tiir hipotermi baz1 sistemik hastaliklari

bulunan kisilerde ortaya ¢ikar (8).

Hipoterminin risk faktorleri olarak 1s1 kaybinin fazla oldugu durumlar (asirt
soguk ortam, yetersiz giysi, ilerlemis yas), 1s1 liretiminin azalmasi (ileri yas, bazi ilaglar
ve hastaliklar), termoregiilasyonun bozulmasi ve diger bazi faktorler (alkol, 1rk)

gosterilebilir (8).

2.1.1. Hipoterminin cesitleri
Hipoterminin siddetli, orta dereceli ve hafif olmak iizere ii¢ ¢esidi vardir (8).
Siddetli hipotermi

Viicut 1s1s1 24 °C’nin altinda oldugu durumlarda ortaya ¢ikar. Bu tiir hipotermide
1s1y1 viicutta dengeleyen tiim koruyucu endokrin ve sinir sistemi mekanizmalari
etkilerini kaybederler. Yogun tibbi tedaviye ragmen hastanin iyilesmesi ve hayatta

kalmasi nadir olarak goriiliir (8).
Orta dereceli hipotermi

Viicut 1sis1 24 ila 32 °C arasinda oldugu durumlarda ortaya cikar. Bu tir

hipotermiye bagli olarak olusan vazokonstriksiyonla viicuttaki 1s1 kaybi en aza



indirilmeya ¢aligilir. Ayrica viicutta olusturulan titremelerle (kas gruplarinin 1s1 tiretimi

icin senkronize kasilmasi) 1s1 liretimi artiritlmaya caligilir (8).
Hafif hipotermi

Viicut 1s1s1 32 °C’nin iizerindedir. Titreme, bazal ve endokrinolojik 1s1 tiretimi

viicut 1s1sin1 artirmaya yardimci olur (8).

2.1.2. Hipoterminin patofizyolojisi

Hipotermik hastada ortaya g¢ikan patofizyolojik degisiklikler 1s1 diismesinin
siddetine, hipoterminin nedenlerine ve kisinin 6nceki saglik durumuna gore degisir.
Viicut 1sisindaki 1 °C’lik oynamalar normaldir. Bunun disindaki sapmalar tim organ
sistemlerini etkiler. Hipotermiye kars1 viicudun degisik sistemleri tarafindan olusturulan

yanitlar su sekilde 6zetlenebilir(8).
Kardiyovaskiiler yanit

Viicut 1sist 30 °C’nin altina indigi durumlarda &nce tasikardi ardindan
pacemaker hiicrelerinin spontan depolarizasyonundaki baskilanmadan dolay1 bradikardi
goriiliir. Sistemik vaskiiler diren¢ Once artar, viicut 1s1s1 24 °C ve altina diistiiglinde ise
azalir. Orta derecede veya ciddi hipotermisi olan bireylerde birg¢ok atrial ve ventrikiiler
aritmiler gortliir. Kalp siklusunda uzama ortaya ¢ikar ve QT araligi uzar. Viicut 1s1s1 32
OC’nin altinda oldugu durumlarda siklikla atrial fibrilasyon olusur. Olusan bu atrial
fibrilasyon viicut 1s1s1 normale dondiirtildiiglinde genellikle kendiliginden diizelir. Viicut
1sis1 25 °C’nin altia indiginde ise spontan olarak ventrikiiler fibrilasyon ve asistol
ortaya c¢ikar. Viicut 1sis1 30 OC’nin iizerine cikarilmadigr taktirde ventrikiiler

fibrilasyonu diizeltme girisimleri basarili olmaz (8).
Respiratorik yanit

Hipotermiye karsi olusan ilk yanit solunum hizmnin artmasidir. Viicut 1sisi
diistiiglinde medullada bulunan solunum merkezi deprese olmaya baglar. Buna bagh
olarak dakika hacmi diiser ve orantili olarak metabolik hiz azalir. Karbondioksit

iiretimindeki azalmaya bagli olarak hafif derecede solunumsal alkaloz gelisir. Solunum



yolunu koruyucu reflekslerin baskilanmasi sonucu atelektazi, bronkoponomoni,

aspirasyon ponomonisi ve akciger 6demi olusur (8).
Merkezi sinir sisteminin yaniti

Merkezi sinir sistemi fonksiyonlar1 gittikge ilerleyen oranda azalir. 33.5 C’nin
altinda belirgin olarak beyin fonksiyonlar1 yavaslamaya baslar ve 20 °C’nin altinda
beyin aktivitesi tamamen kaybolur. Mental durumdaki degisiklige kiside yanlis
adaptasyon davranislar1 eslik ederek durumun koétiilesmesine neden olabilir. Ancak
hipotermili hastalar 1sitilip beyin fonksiyonlar1 yeniden degerlendirilmeden beyin 6liimii
kabul edilmemelidir. Hipotermi durumunda viicuttaki refleksler azalir. Patella refleksi

en son kaybolur (8).
Renal yanit

Sogukla temas renal kan akimi ve glomeriiler filtrasyon hizin1 azaltmasina
ragmen ditirezi artirir. Fazla miktarda idrar tretimi Antidiliretik hormon (ADH)
yanitinin azalmast ve vazokonstriikksiyon sonucunda olusur. Hipotermik hasta

isitildiginda rolatif hipovolemi ortaya ¢ikar ve yeniden isitma soku olarak adlandirilir

(8).
Hematolojik yamt

Hipotermi koagiilasyonu bozar. Ancak hasta 1sitildiginda bozulmus koagiilasyon
genellikle geriler. Koagililasyonun bozulmasinda hipotermiye bagli olarak olusan
vazokonstriksiyon ve soguk iskemik dokudan salinan doku tromboplastini gibi faktorler
etkilidir. Sogugun presipite ettigi fibrinojen koroner ve serebral tromboz riskini de
arttirabilir (8). Hipotermi kemik iligi lizerinde baskilamaya neden olarak lokosit ve
trombosit sayisini azaltir. Isitma ile 16kosit ve trombosit sayist normale doner. Viicut
wsisinn her 1 °C diismesi ile kan viskozitesi % 2 oraninda artar. Oksi-hemoglobin egrisi

sola kayar ve dokulara oksijen salimi azalir (8).



Gastrointestinal yanit

Hipoterminin gastrointestinal sistemde olusturdugu komplikasyonlar ileus,
pankreatit ve gastrik stres tilserleridir. Hepatik fonksiyon azaldig1 i¢in laktat, ilaglar ve

toksinlerin kandaki diizeyleri artar (8).

2.2. Elektrokardiyografi

Kalbin c¢alismast sirasinda olusan aksiyon akimlarin kaydedilmesi ve
yorumlanmasi ile ugrasan bilime elektrokardiyografi adi verilir (9). Bu amagcla
kullanilan aygit elektrokardiyogaf, kagit iizerine ¢izilen egri ise elektrokardiyogram
(EKG) admi alir. Elektrokardiyografi kalp ve damar hastaliklarinin tan1 ve
incelenmesinin yanisira, kalp ilaglarinin ya da diger ilaglarin kalbe olan etkilerinin

arastirilmasinda da kullanilir (9).

EKG’de her kalp atim1 sonucu meydana gelen P, Q, R, S, T ve U dalgalarindan
olusmus kompleks goriiliir. Dalgalardaki degisiklikler, diizenli dalgalardan farkli
dalgalarin goriilmesi veya dalgalar arasindaki siirelerde meydana gelen degismeler olasi

bir kalp hastalig1 hakkinda bazi ipuglart verir (10).

Hafif hipotermi durumunda sempatik sinir sisteminin uyarilmasi sonucu
tasikardi olusur. Ancak viicut 1sisinin 32 °C’nin altina diistiigii orta siddetli hipotermi
durumlarinda siniis bradikardisi, P-R ve Q-T araliklarinda uzama, idioventrikiiler ritim,
T dalgasinda degisiklikler ve J dalgast adi verilen Osborn dalgasinin olusumu EKG’de
olusan yaygin degisiklikler olarak géze carpar (11). J dalgasi ¢ok belirgin bir nokta
olmayip QRS kompleksini izleyen S-T parcasinda bir ylikselme seklinde gbze g¢arpar.
Genellikle sicaklik ve Osborn dalgasiin genisligi birbiri ile tersine iliskilidir (12). Orta
dereceli hipotermilerde ikinci derece atrioventrikiiler blok ve atrial fibrilasyon da

goriilebilir (13).

Viicut sicakligt 25 °C’nin altina diistiigii ciddi hipotermilerde fetal kardiak
asistol ya da ventrikiiler fibrilasyon olusabilir. Genis J dalgasi, Q-T araliginin uzamasi

ve bradikardi ile iliskili olarak klinik semptomlarini gosterir (14). J dalgas1 hipotermi ile



iligkili olmasina ragmen hiperkalsemi, serebral yaralanmalar ve otonom fonksiyon

bozukluklarinda da goriiliir (15).

Kopek, kirpi, kurbaga ve baliklarda 1s1 ve dolayisiyla kalp atiminin artmas ile P
ve T dalgasi, P-Q araligi, QRS kompleksi ve oOzellikle Q-T aralig1 siireleri kisalir.
Aksine diisiik 1s1da uzar. Kis uykusu sirasinda hayvanlarda sol dal blogu ve diisiik 1s1l1
olanlarda sag dal blogu olusur. Kirpilerde dogal ve yapay kis uykusunun cesitli

donemlerinde ¢ogunlukla EKG’nin dalga ve aralik siireleri uzar, fakat voltaj degismez

(9).

2.3. Serbest Radikaller

Stabil molekiillerin ¢ogunun dis yoriingesinde biri digerine zit yonde donen
elektron ciftleri vardir. Bu elektron ciftleri molekiilii sabitlestirir. Dig yoriingesinde en
az bir adet ¢ift olmayan elektron igeren atom veya molekiile serbest radikal denir. Bir
baska degisle en dis yoriingesinde ortaklanmamis elektron iceren kimyasal maddeler
olarak da tamimlanirlar. Serbest radikaller olduk¢a reaktif maddelerdirler. Normal
metabolizma fiiriinleri olarak in vivo tiretilebildigi gibi, endiistriyel islemler sirasinda da
olusabilirler. Normal sartlarda hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi elektron

sizintisidir (16, 17).

Serbest radikaller, genelde ¢esitli i¢ ve dis etkenlere bagli olarak {iretimlerindeki
artis1 takiben, basta membran fosfolipitleri olmak {izere hiicresel bilesiklerin tiimiine
(karbonhidrat, lipit, protein, DNA v.b.) zarar vererek, membranda depolarizasyon
olusturmakta, parcalatic1 enzimlerin aktivitesini artirmakta, hiicre zarinin gegirgenligini
ve elektrik ylik dengesini degistirmektedirler. Hiicrede lokalize olduklari en 6nemli
organeller, basta mitokondri olmak {iizere, hiicre membrani, lizozomlar, c¢ekirdek ve

endoplazmik retikulumdur (18). Serbest radikaller 3 sekilde meydana gelir (19). Bunlar;
1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin hemolitik béliinmesi.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya molekiiliin heterolitik

bolunmesi.



3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

Biyomolekiillerden en fazla etkilenen bilesik lipitlerdir. Membranlarda bulunan
fosfolipitlerdeki doymamis baglar ve kolesterol serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon iirlinlerini meydana getirir. Doymamis yag asitlerinin oksidatif
yikimi lipit peroksidasyonu olarak isimlendirilir ve oldukg¢a zararlidir. Kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonlar1 seklinde olusur. Lipit peroksidasyonu organizmada
olusan bir serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda bulunan doymamis yag asiti
zincirlerinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasiyla baslar. Bunun sonucunda yag asiti
zinciri bir lipit radikali niteligi kazanir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve
bir dizi degisiklige ugrar. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri
dontisiimsiizdiir. En 6nemli peroksidasyon iiriini MDA’dir. Molekiil ici ¢ift baglarin
pozisyonlarinin degismesiyle diger konjugantlar1 (bir alkilin iki ¢ift bag1 arasinda bir
tane tekli bag varsa buna konjuge dien adi verilir), daha sonra lipit radikallerinin
molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali meydana gelir. Lipit
peroksil radikalleri membran yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni
lipit radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini
alarak lipit hidroperoksitlere doniisiirler ve olay kendi kendine katalizlenerek devam

eder (18, 19, 20, 21).

Lipit peroksidasyonunun en énemli peroksidasyon triinlert MDA, lipit peroksil
radikali, lipit arkoksil radikali, alkil radikali, lipit aldehitdir. Olusan MDA hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol agar. Iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuclara neden olur. MDA bu 6zelliklerinden dolayr, DNA’nin azot bazlar
ile de reaksiyona girebilir. Bundan dolayi MDA mutajenik kiiltiir hiicreleri igin
genotoksik ve karsinojeniktir (20, 22, 23).

2.4. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak i¢in viicutta bircok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar

antioksidan savunma sistemleri olarak bilinirler. Antioksidanlar peroksidasyon zincir



reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit
peroksidasyonunu inhibe ederler (24). Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve

enzimatik olmayan olmak iizere iki grupta toplanabilir (25, 26).

2.4.1. Enzimatik savunma sistemi

Antioksidan enzimlere Ornek olarak SOD, katalaz, ve glutatyon siklusu
enzimleri olan GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G-6-
PD) gosterilebilir.

2.4.1.1. Glutatyon peroksidaz

GSH-Px enzimi ilk olarak 1957 yilinda Mills tarafindan memeli eritrositlerinde
gosterilmistir (27). GSH-Px hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Bircok dokuda bulunan 4 selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Molekiil
agirligr 84.000 dalton’dur (28). Enzimin 4 prostetik grubu protohemdir. Peroksidaz
tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda hidrojen peroksit, askorbat, kinonlar ve sitokrom
C gibi elektron akseptorleri olarak hareket eden bir¢ok maddenin zararmma olacak

sekilde indirgenir (29).

GSH-Px, ¢ogu hiicrede sitozolde bulunur ve bir fosfolipaz tarafindan membran
fosfolipitlerinden ayrilan yag asidi hidroperoksidleri ve hidrojen peroksidin her ikisi
tizerine etkilidir (30). Bu enzim sayesinde eritrositlerin membran yapilar1 korunarak
hemolize karst dayanikliligi artar ve methemoglobin olusumu engellenir Hiicre
membran lipitlerinin yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksitlenmeden korunarak
membran dayanikliligi saglanir. Boylece hiicre fonksiyonlarini tam olarak siirdiiriir.
GSH-Px enzim aktivitesinin yeterli olmasi halinde hiicrelerin onkojenik maddelere karsi

direnci artar (31).

GSH-Px, tamamlayic1 bir komponenti olan selenyumla birlikte, E vitamininden
sonra ikinci bir savunma hatt1 olarak peroksitleri membrana zarar vermeden yok eder
(32). Bu enzimin aktivitesinde goriilen yetersizlikler sonucunda iskelet ve kalp

kaslarinda dejenerasyonlar sekillenir (31).



GSH-Px’in katalizledigi reaksiyonlar (33)
H,0, + 2GSH _**™ | GSSG + H,0
ROOH+ 2GSH-H™X ) GSSG + ROH + H,0

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir.

GSSG + NADPH + HZ _ClwavonRediz - 2GSH + NADP'

Fosfolipit hidroperoksitlerinin GSH-Px’e etki etmeden once, fosfolipaz A, ile
hidrolize edilmis olmalar1 gerektigi yolunda bulgular vardir. Fosfolipaz A,’ye ihtiyag
duymadan membran fosfolipitlerini indirgeyebilen fosfolipit, hidroperoksid glutatyon
peroksidaz (PLGSH-Px) diye bilinen ikinci bir seleno-enzimin etkileri arastirilmaya
baslanmistir. PLGSH-Px monomerik selenyum atomu ihtiva eden, molekiil agirligi
20.000 dalton olan sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli bir antioksidan olan vitamin
E smirli oldugu zaman, PLGSH-Px membranin peroksidasyona karsi korunmasini

saglar. Membran fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirger (33).

H,0, + 2GSH __PLeSHPx | GSSG + H,0

ROOH +2GSH__ PSP | GSSG + ROH + H,0

PLOOH +2GSH_PteSHPX [ GSSG + PLOH + H,0

GSH-Px’in selonat formu (E-Se”) peroksid substratini alkole indirgerken, kendisi
okside selenik aside doniisiir (E-Se-OH). GSH, bu evrede reaksiyona katilarak seleno-
siilfit’i (E-Se-S-G) olusturur. Ikinci bir glutatyon selenolat forma dénerken, glutatyon
okside hale doniisiir. Eritrositlerde GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir.
GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre

hasarina yol agar (33).



2.4.1.2. Siiperoksit dismutaz

SOD ilk olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan bulunmus
olup, metalloenzim ailesine dahil bir enzimdir. Bu enzim siiperoksidin, hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler. Seliiler bolmelerdeki siiperoksit
diizeylerini kontrol etmede 6nemli rol oynar (34).

SOD’un fizyolojik fonksiyonu, aerobik organizmalar1 siiperoksitin zararli

etkilerine karsi korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder (34). SOD’un
singlet oksijeni bastirma yetenegine de sahip oldugu kaydedilmistir (35). SOD,
fizyolojik pH ‘da siiperoksit radikalinin hidrojen perokside ve molekiiler oksijene

mutasyonunu, spontan dismutasyondan 10.000 kez daha hizl1 oranda katalizler (36).

SOD aktivitesi yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir. SOD’un
ekstraseliiler aktivitesi ¢ok diisiiktlir. Doku oksijen basinci artisi ile aktivitesi artarken,
hipoksi esnasinda azalir. Normal ve respiratuvar distresli neonatlarda, eritrosit

SOD’unun bu 6zelligi, akcigerde oksijen toksisitesini Onler (35).

SOD, kollageni siiperoksid radikalinin zararli etkilerinden korur. Ekstraseliiler
stvilar ¢cok az miktarda SOD igerdiginden, serbest radikalleri eser miktarlar1 bile burada
biiyiik hasarlara yol acabilir (37). Son yillarda siirdiiriilen ¢aligmalarda SOD’un akut
hipertansiyonda gelisebilecek beyin hasarin1  6nlemek amaciyla ilag olarak

kulanilabilecegi yolunda veriler elde edilmistir (36).
SOD’un siiperoksit anyonuna olan etkisi sdyledir;

Stiperoksit anyonu, Cu*? ve bir arginin rezidiisliniin guanido grubuna baglanir.
Bu baglanma sonucunda stiperoksitten bir elektron Cu+2’ya transfer olurken Cu*' ve
molekiiler oksijen meydana gelir. ikinci bir siiperoksid anyonu Cu**’dan bir elektron,
baglanma ortagindan ise 2 proton alarak hidrojen peroksidi olusturur ve enzim tekrar

Cu*? formuna dénmiis olur (38).
SoD - cut?0, — SOD-Cut+0,

SOD - Cu™ +0, +2H" — > SOD - Cu*?H,0,
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2.4.2. Enzimatik olmayan savunma sistemi

Bunlara 6rnek olarak vitaminler (A, C ve E), glutatyon, seruloplazmin, iirat,

sistein, transferrin, laktoferrin, miyoglobin, ferritin, albiimin ve bilirubin gosterilebilir.

2.4.2.1. Glutatyon

Glutatyon ilk olarak 1929 yilinda kimyasal formiili agiklanmis olan bir
tripeptiddir. Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden sentezlenir (39). Oksidasyon
ve rediiksiyon reaksiyonlarinda, hiicre zarinda amino asitlerin taginmasinda rol oynar.
Glutatyonun rediikte hali GSH olarak kisaltilir; SH sisteinin siilfidril grubuna isaret eder

ve molekiiliin aligveris yapan kismidir (40).

Kandaki glutatyonun tamamina yakininin alyuvarlarin icinde bulundugu ve
indirgeyici Ozellikte olan glutatyonun alyuvarlar1 oksidatif yikima karst korudugu
bildirilmistir (41, 42, 43). Glutatyon alyuvarlar icinde {ic asamada sentezlenir.
Sentezlenme asamalarindaki herhangi bir genetik bozukluk GSH yetersizligine sebep

olur. Glutatyon;

Glutamat + Sistein + ATP  o-glutamilsistein sentetaz

a-Glutamilsistein + a-glutamilsistein + Glisin + ATP Glutatyon sentetaz

Glutatyon + ADP + Pi

Cok onemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif zarara karsi korur. Proteinlerin —SH gruplarini
rediikte halde tutarak, protein ve enzimlerin inaktivasyonuna engel olur. Ayrica yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonunu ve amino asitlerin membranlardan gegisini de
saglamaktadir (19, 44). Hiicre membraninda bulunan doymamis yaglarin peroksitler
tarafindan oksitlenmesiyle, patalojik degisiklikler meydana gelir. Kalp, akciger, kas,
savunma, sindirim sistemi ile iligkili hastaliklar, yaglanma, ateroskleroz, kanser, diabet,
romatoit artrit gibi birgok patolojik olusumlardan serbest radikaller sorumlu
tutulmaktadir. Bu patolojik durumlar GSH-Px enzimi tarafindan onlenirken hiicre

fonksiyonlar1 tam olarak siirdiiriiliir. GSH-Px aktivitesinin yeterli olmast durumunda
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hiicrelerin onkojenik maddelere karst direnci artar. GSH-Px; bobrek, karaciger ve
pankreas1 nekrotik dejenerasyonlardan korumaktadir. GSH bazi ilaglar ve kanserojenler

gibi ¢esitli toksik bilesiklere karsi 6nemli bir savunma mekanizmasidir (45, 46, 47, 48).

2.4.2.2. Vitamin E (a-Tokoferol)

Vitamin E ilk olarak 1921 yilinda ratlarda biiylime faktori olarak bulunmus,
besinlerle alinmasi sart olan, yagda eriyen antioksidan bir vitamindir. Bitkisel yaglardan
ve bugday embriyosundan elde edilen vitamin E’ye Yunanca bir kelime olan tokoferol
de denir (49).

Vitamin E etkisi gosteren ve bitkilerde sentezlenen 8 tane dogal tokoferol
mevcuttur (o, B, v, 6, 1, &2 & m). Bu tokoferoller tokol gekirdeginden tiirerler.
Tokoferollerdeki farklilik tokol ¢ekirdeginin degisik yerlerine metil grubunun
baglanmasindan kaynaklanir (Sekil 1). Yan zincirlerinde doymamis baglar
bulunmaktadir. Dogada en fazla bulunani a tokoferoldiir. Bundan dolay1 tokoferollerin
etkileri de farklidir. Bu vitamin c¢ogunlukla yag dokusunda olmak iizere biitiin
dokularda depolanir. Vitamin E, ilk olarak karacigerde depolanmaz ve tasinmasi i¢in
ayrica Ozel bir proteine gerek yoktur. Tokoferoller, sarimsi renkte yaglar olup suda

erimezler ve oksitlenmeye kars1 duyarhidirlar (49).

Sekil 1. a-Tokoferol (5,7,8- trimetil tokol) (49).

Oral alinan tokoferol genellikle iyi absorbe edilir. Yaglar ve safra tuzlar diger
yagda eriyen vitaminlerde oldugu gibi vitamin E’nin absorbsiyonunu kolaylastirir.
Tokoferoller ince bagirsakta safranin yardimiyla emiilsiyon haline gelir ve sonra

absorbe olurlar. Maksimum absorbsiyon vitamin E sindirim sistemine alindiktan birkag
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saat sonra goriliir. Bozulmus yaglar vitamin E’yi oksidasyona ugratarak bozulmasina
neden olur. Mineral yaglar ise bu vitaminin absorbsiyonunu engeller. Vitamin E
plazmada [B-lipoproteinlere bagl olarak tasmnir. Tokoferol safra ile nispeten kiiglik
miktarlarda atilir. Yiiksek dozda tokoferol verildikten sonra insan idrarinda
metabolitleri [2-(3-hidroksi-3-metil-5-karboksi pentil)-3.5.6-trimetil hidrokinon ve

tokoferoliin gamma laktonu] izole edilmistir (50).

Vitamin E karaciger ve yag dokularinda depo edilir. Depolama miktar1 yasa ve
cinsiyete gore degisir. Yas ile depolama kapasitesi artar. Ayrica disi hayvanlarin bir ¢ok
organlarinin erkeklere gore daha yiiksek miktarda vitamin igerdigi bulunmustur. Biitiin
hayvanlarda vitamin E miktarinin hipofizde, adrenal bezlerde ve uterusta yiiksek oldugu
goriilmistiir. Vitamin E vitamin A’nin tersine plasentada da depo edilir. Ancak fotiise
transferi ¢ok sinirli olup yeterli degildir. Hiicre igerisinde ise tokoferol mitokondri,

mikrozom ve lizozomlarda konsantre olur (50).

Vitamin E, biyolojik membranlarda fosfolipit molekiilleri i¢cinde bulunur ve her
fosfolipit molekiilii bagina 0.1 - 1 mol E vitamini vardir (51, 52). Bir molekiil alfa
tokoferol, 100 molekiil poliansature yag asidinin peroksidasyonunu engelleyebilir.
Mitokondri fosfolipitleri, endoplazmik retikiilum ve plazma membranlar alfatokoferole

kars1 spesifik affiniteye sahiptirler (52, 53)

Vitamin E, ¢ok 6nemli bir antioksidan olup, lipit peroksidasyonunun erken
asamalarinda biomembranlardaki serbest radikal toplayici aktivitesi sonucu hiicre
membran fosfolipitlerinde bulunan poliansature yag asitlerini serbest radikal etkisinden

koruyarak, lipit peroksidasyonuna kars1 ilk savunma hattin1 olusturur (54, 55).

Vitamin E, miyokardiyal hiicrelerin membranlarinda belirgin konsantrasyonlarda
tespit edilmistir. /n vitro calismalar E vitamininin serbest radikal toplayicis1 ve miyokart
membranlarinin serbest radikallerce lipit peroksidasyonuna ugratilmasinda koruyucu
oldugunu ortaya koymustur (53). Vitamin E alinmasiyla koroner kalp hastalig1 riskinin

azaldigin gosteren epidemiyolojik calismalar da vardir (56).

Diger vitaminlerden farkli olarak tokoferol gorevini tamamladiktan sonra

yeniden sisteme dahil olmadigindan, hiicredeki biyolojik roliinii siirdiirmek i¢in stirekli
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olarak yenilenmelidir. Tokoferoliin antioksidan etkisi oOzellikle yiiksek oksijen
konsantrasyonlarinda etkilidir ve bundan dolay1 yiiksek oksijen basincina maruz kalan
lipit yapilarinda, mesela eritrosit ve solunum sistemi membranlarinda yogunlasmislardir

(57).

Vitamin E’nin 6ncelikle en onemli gorevi antioksidan etkiye sahip olmasidir.
Membranlar i¢inde bulunan doymamis yag asitlerinin oksitlenmesini 6nleyen vitamin E,
membranlarda meydana gelebilecek yikimlanmay1 6nlemektedir. Membranda bulunan
fosfolipitlerin doymamis yag asitleri boliimii, flavoprotein oksidaz tarafindan
olusturulan hidrojen peroksit iiretimiyle oksitlenir. Evcil veya deney hayvanlarinda
oncelikle ortaya cikan bozukluklar, embriyo, bobrek, karaciger, pankreas, yumusak
doku ve iskelet kaslarinda goriiliir. Oksidasyon esnasinda agiga ¢ikan siiperoksit, diger
radikaller ve peroksit, membran enzimleri Sitokrom Paso oksidaz ve ksantin oksidaz
tarafindan katalizlenir ve diger proteinlerle serbest radikalleri olustururlar. Bu serbest
radikaller daha sonra mitokondriyal, mikrozomal ve hiicre membranlar: fosfolipidlerinin

doymamig yag asitlerini okside ederek bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (49).

E vitamini, oksijene duyarli bir vitamin olan A vitaminin par¢alanmasini
Onleyerek viicudun A vitamin ihtiyacinin daha yiiksek bir diizeyde karsilanmasini saglar
(32, 50). Tokoferol, hem erkeklerde hem de disilerde iireme i¢in gereklidir. Aksi halde
germinal epitellerde tedavisi olanaksiz bir dejenerasyon ortaya ¢ikar. Disiler gebe kalsa

bile embriyo 6liir ve rezorbe edilir (32, 50).

E vitamini bitkisel yaglarda bol miktarda bulunmaktadir. Karaciger, yumurta, siit
ve siit iirlinleri vitamin E’nin bol bulundugu besinlerdir. Bu besinlerin yetersiz alinmasi
halinde noksanlik belirtileri ortaya ¢ikar. Doymamis yag asitlerinin gidalarla fazla
alinmasi vitamin E ihtiyacim artirir. Yagda eriyen bir vitamin oldugu i¢in lipit emilim
bozukluklarinda vitamin noksanlig1 ortaya ¢ikabilir. Noksanlik durumunda eritrositlerin
peroksidasyona duyarliligi artmakta ve bu nedenle anormal hiicre membrani

olusmaktadir (58).

Lipit sindiriminin, absorbsiyonunun veya transportunun etkilendigi herhangi bir
durumda vitamin E yetersizligi olusabilir. Kolestatik karaciger hastaliklar1 ve kistik

fibrosis vitamin E yetersizligi ile sonuglanan en genel kronik malabsorbsiyon
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sendromlaridir. Serum vitamin E seviyesi siddetli yag malabsorbsiyonu nedeniyle
abetalipoproteinemiye sahip hastalarda sik sik belirlenememektedir (20). Uzun siireli
vitamin E yetersizliginde progresif norolojikal sendrom belirlenmistir. Béylece vitamin
E’nin sinir sisteminin ve iskelet kaslarmin fonksiyonunu siirdiirmesi ve optimal
gelisiminde ne kadar 6nemli oldugu goriilmektedir. Arastirmalar kuvvetli vitamin
yetersizligi olan hastalarda vitamin E gereksinimin diger endojen ve ekzojen
antioksidanlar tarafindan karsilanamadigini gostermistir. Vitamin E yetersizligi sonucu
olusan norolojikal disfonksiyon cocukluk doneminde tedavi edilebilir. Vitamin E
yetersizligi ayn1 zamanda prematiire dogumlara neden olabilir. Ancak uygun serum

vitamin E seviyesini, vitamin E takviyesi ile yeniden diizeltmek miimkiindiir (59).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Canh materyal

Arastirmada canli hayvan olarak 500-800 gr agirliginda 30 adet saglikli erkek
kobay (guinea pig) kullanildi. Kobaylar deney siiresince her bir kafeste 10 adet olacak
sekilde 60x90x45 ebatlarinda olan 3 adet 1zgarali, metal kosebentli, tel oOrgili
kafeslerde barindirildi. Biyolojik ritimlerinin diizenli olmas1 igin 21+1 °C 1s1, 12 saat
151k, 12 saat karanlik ortamda ve hijyenik sartlarda tutuldu. Kobaylar standart pelet rat

yemi ve suyla ad libitum beslendi.

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Boeco S-22 UV/Vis, Spektrofotometre
Derin dondurucu (-20 °C) (Ugur),
Sicak su banyosu BM 101 Niive,
Bosch S 2000 Hassas Terazi,

Heraeus Sepatech Minifuge RF Sogutmali Santrifuj,
MS2 Minishaker Vorteks,

Biohit otomatik pipet,

Whatman siizge¢ kagidi No. 42,
Ependorf tiip,

Kaniil,

Termometre,

Enjektor 5 cc lik,

Deney tiipt,

EDTA’1 tiip,

EKG cihaz1 (Cardiofax 6851),

EKG trase kagidi,
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Mikro kiivet,
Cam huni,
Balon joje,

Cam baget.

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

SOD enzim kiti, Randox,

GSH-Px enzim kiti, Randox,

GSH, Boehringer-Mannheim,

Metafosforik asit, Merck,

Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Sigma,
Tiyobarbitiirik asit (TBA), Sigma,
1.1.3.3.tetraethoksipropan (MDA), Sigma,
5-5’-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), Sigma,
Triklor asetik asit (TCA), Merck,

Sodyum kloriir (NaCl), Merck,

Sodyum hidroksit (NaOH), Merck,

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Merck,
Metanol, Merck,

Triklor asetik asit (TCA), Merck,

Hidroklorik asit (HCI) (%37), Merck,

Absolut etanol (C,HsOH), Delta,

Vitamin E, Roche,

EKG jeli, Konix,

Sodyum sitrat, Merck,

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Merck,
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) , Merck,
Demir III kloriir (FeCl3), Merck,

a-tokoferol, Sigma,
2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ), Sigma.
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3.2. Metot

3.2.1. Gruplarin olusturulmasi

Kobaylar ortama adaptasyon saglayabilmesi i¢in bir hafta ¢alisma ortaminda
bekletildi. Daha sonra, kobaylar her bir grupta 10 adet olacak sekilde kontrol (K),
hipotermik (H) ve vitamin E uygulanan hipotermik (Vit E+H) olmak iizere 3 deneme
grubuna ayrildi. Analizler yapilmadan 6nce Vit E+H grubundaki kobaylara oral olarak 4
giin boyunca 460 mg/kg vitamin E (Roche) verildi (60). Diger iki gruba (K ve H)
vitamin E verilmedi. Son vitamin E uygulamasindan 24 saat sonra H ve Vit E+H
gruplarinda yer alan kobaylar herhangi bir anestezik veya trankilizan madde verilmeden
boyunlarinin iist kismina kadar soguk su (10-12 %C) igerisine sokuldu ve 5 dakika soguk
su igerisinde tutuldular. K grubundaki kobaylar ise ayni yontemle viicut 1sisindaki (37
°C) su icerisinde 5 dakika tutuldular. Su icerisinden ¢ikarilan kobaylarin hemen rektal

viicut 1silar1 termometre ile dlgiildii, EKG’leri ¢ekildi ve daha sonra kanlart alindu.

3.2.2. EKG cekimi

Viicut 1s1s1 Olciilen kobay vakit kaybedilmeden EKG c¢ekimi i¢in hazirlandi. Bu
amacla EKG cihazinda bulunan elektrotlar 6n bacaklarda triceps brachii kasiin (coput
longum ve coput laterale) lizerindeki deriye, arka bacaklarda ise biceps femoris kasinin
tizerindeki deriye tutturuldu. Elektrotlarin tutturuldugu boélgelere deride direnci
azaltmak ve net kayit alabilmek icin elektrot jeli siiriildii. Kayit siiresince hayvanlara

anestezi uygulanmadi ve tiim kayitlar ayn1 giin elde edildi.

Kobaylardan EKG ¢ekimi direkt yazici bir elektrokardiyograf (Cardiofax 6851)
yolu ile yapildi. Tim EKG’ler ImV = 10 mm ve kagit hiz1 50 mm/sn olacak sekilde
standardize edildi. Birinci, II, III, aVR, aVL ve aVF derivasyonlarin ¢ekimleri yapildi.
Ancak dalgalarin siirelerinin ve amplitiidlerinin 6l¢timii II. derivasyon kullanilarak

yapildi.
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3.2.3. Kan orneklerinin alinmasi ve analizler

EKG ¢ekimini takiben eter ile anestezi edilen hayvanlarin kalbinden biri
EDTA’l1 olmak {izere iki plastik tiipe kan ornekleri alindi. EDTA’I tliplerdeki kanlar
tiim kan analizi ve eritrosit paketi hazirlanmasinda kullanildi. Diger tiiplerdeki kanlar
ise serum vitamin E degerinin tayini igin kullanildi. Alinan kanlar 1 saat, +4 °C’de
bekletildikten sonra 3.000 rpm’de +4 °C’de Heraeus Sepatech Minifuge RF sogutmali
santrifiijde 15 dk santrifiij edildi. Olusan plazma atildi. Altta kalan hacme esit oranda
serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin yikanmasi gerceklestirildi. Serum
fizyolojik eklenen tiipler +4 °C’de 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildiler: Eritrosit
yikama iglemi 3 kez tekrarlandi. Tim kanda MDA ve GSH oOlglimleri
gerceklestirildikten sonra SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri tayinine kadar eritrosit
paketleri derin dondurucuda -20 °C’de muhafaza edildi (61, 62).

3.2.3.1. GSH tayini

Prensip

EDTA’l1 kanin distile su ile hazirlanan hemolizinde, siilfidril (SH) tasimayan
tiim proteinler ¢oktiiriicii (prespitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiiriildii. GSH, elde edilen berrak
stvida siilfidril gruplarmin DTNB (5°,5°-(2-dithiobis nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu
sonucu sar1 rengin olusumu ile 6l¢iildii. EDTA’l1 kanlarda indirgenmis GSH diizeyleri

Olclimii, 24 saat i¢inde, spektrofotometrede 412 nm’de gergeklestirildi (62, 63).

Ayrraclar

1. Coktiiriicii Cozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA (etilen diamin

tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml’ye distile suda eritilerek tamamlandi.
2. Fosfat ¢bzeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.
3. DTNB (Ellman’s ayiraci): 40 mg DTNB (5,5’dithiobis —(2-nitrobenzoik asit)),

%1 sodyum sitrat, 100 mI’ye distile su ile tamamlandi.
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Deneyin yapihis

EDTA’l1 tiim kandan 200 pl alind1. Uzerine 1.8 ml distile su eklendi ve hemoliz
gerceklestirildi. Coktliriicti ¢ozeltinin 3 ml’si ile hemolizat karistirildi. Bes dakika
bekleme sonrasi, karisim Whatman siizge¢ kagidindan (No: 4) siiziildii. Ornek
numuneden elde edilen siipernatantin 2 ml’si baska tiipe aktarildi. Uzerine 8 ml fosfat
cozeltisi, 1 ml DTNB ayract eklendi. Blank i¢in 2 ml ¢oktiiriici ¢ozelti (3 kisim
coktiirticii ¢ozelti + 2 kisim distile su), 8 ml fosfat ¢ozeltisi ve 1 ml DTNB ayiraci tiipe
alimarak hazirlandi. Standart icin, 40 mg GSH ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.
Spektrofotometrede 412 nm’de blanka karsi standart numunelerin optik dansiteleri
okundu. Sonuglar mg/dl tiim kan olarak hesaplandi. Eritrositte GSH miktar1 igin
hematokrit degeri 6lgiildii ve tiim kandaki GSH miktari, hematokrit degere bdliinerek
bulundu (62, 63).

3.2.3.2. MDA tayini
Prensip

Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan peroksidasyon

tiriinlerinden MDA, tiobarbutirik asit ile renkli forma girmesi ile dl¢iildii (64, 65).

Lipit peroksidasyon {iriini MDA seviyesi, TBA reaktifi ile renk reaksiyonu
sonucu spektrofotometrede maksimum 532 ve 600 nm’de absorbanslarin 6l¢limii ile
tesbit edildi. 600 nm’de 6l¢lim yapilan ve hemoglobinden ileri gelen absorbans miktari,

532 nm’deki absorbans miktarindan ¢ikartildi.
Ayrraclar

1. EDTA ¢ozeltisi (0.1 M): 37.224 gr EDTA-NayH,0 1 litre distile suda eritildi.
2. BHT c¢ozeltist (% 88): 0.220 gr BHT 25 ml saf alkolde ¢oziildii.

3. NaOH ¢ozeltisi (0.05 N): 2 gr NaOH 1 It distile suda eritildi.

4. TBA ¢ozeltisi (% 1): 1 gr TBA 100 ml’ye 0.05 N NaOH ile tamamlandi.

5. TCA (% 30) : 30 gr TCA 100 ml distile suda eritildi.
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6. Fosfat Tamponu: 8.1 gr NaCl, 2.302 gr Na,HPOy, 0.194 gr NaH,PO, distile
suda eritilerek 1 1t’ye tamamlandi pH’s1 4.7 ye ayarlandi.

Deneyin Yapihisi

Bir tiipe tiim kandan 200 pl alindi. Uzerine 800 ul fosfat tamponu ve 25 ul BHT

konulup stispanse edildi. 500 pl % 30’luk TCA eklendi. Tiipler vortekste karistirilarak 2
saat siireyle -20 °C’de buzda tutuldu. Sonra 15 dk 2.000 rpm’de santrifiij edildi.

Supernatantin 1 ml’si alinarak baska tiiplere aktarildi. Bunlarin iizerine 75 pl EDTA -

Na;H,O ve 250 pul TBA eklendi. Tiipler vortekste karistirildi ve 15 dk sicak su

banyosunda (+90 °C’de) tutuldu. Sonra oda 1sisina getirilerek 532 ve 600 nm’de optik

dansiteleri okundu. Eritrositte gerceklesen calismada 600 nm’deki optik dansiteler 532

nm’de okunanlardan ¢ikartilarak hemoglobindeki MDA miktar1 ortadan kaldirildi.
Eritrosit MDA miktarlari, MDA-TBA karisiminin ekstinksiyon katsayisindan (64.7636)

yararlanilarak hesaplandi (64, 65).

ml)

Hesaplanmasi

A= ExCxL

A = Absorbans, E = Ekstinksiyon katsayist,

L = Isik yolu, C = Konsantrasyon

1. Sulandirma : 0.2 + 0.8 + 0.025 + 0.5 =1.525/0.2 = 7.625

2. Sulandirma : 1 +0.075+0.25 =1.325/1=1.325

Sonug = 7.625 x 1.325 =10.103 125=F

c =Ala x b= (A/mol x cm)/1.56 x 10°x It) x (1/cm) x (10° nM/mol) x (1t/10%x

c=AXx1xFx10/1.56 =nmol/ ml eritrosit

3.2.3.3. SOD enzim tayini

Prensip

SOD’un rolii, oksidatif enerji basamaginda tiretilen toksik siiperoksit radikalinin

(O2) hidrojen peroksite (H,O;) ve molekiiler oksijene (O,) dismutasyonunu
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hizlandirmaktir. Bu metotla asagidaki formiilde goriildiigii gibi ksantin ve ksantin
oksidaz  kullanilarak  sliperoksit radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) ile kirmiz1 boya formuna doniisiir. SOD aktivitesi,

bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile ol¢tildii (66, 67).

X0
Ksantin > Urik Asit + Oy

O,
ILINN-T. ———— Formazon D (Renkli bilesik)

SOD
02-' > H,O, + O
Ayrraclar
Konsantrasvonlarl

1. Miks Substrate
Ksantin 0.05 mmol/l
I.N.T. 0.025 mmol/I
2. Tampon

CAPS 50 mmol/l pH 10.2

EDTA 0.94 mmol/I
3. Xanthine Oxidase 80 U/I
4. Standart 5.70/ml
Deneyin yapihisi

SOD enzim aktivitesi Randox -Ransod enzim Kkiti ile otoanalizérde 505 nm'de
37 °C'de olgiildii (68, 69). Analiz materyali olarak daha once hazirlanan ve analiz

zamanmna kadar -20°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi kullanildi.
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Eritrosit paketinden 10 pl alinarak 2500 pl. 0.01 M fosfat tamponu (pH = 7.0) ilave
edilerek 251 kati sulandirild: (F = 251). Inhibisyonun % 30-60 aras1 olmas1 saglandi.

Kiivete asagidaki ayiraglar pipetlendi.

Ayirag korii Standart Sulandirilmis
ornek
Sulandirilmig Ornek - - 20 pl
Standart - 20l -
Fosfat Tamponu 20 e e
Karigik Substrat 680 ul 680 pl 680 ul

Icerik karstirildi ve ilk absorbans Aj, 30 saniye sonra okundu ve es zamanli

olarak zaman baslatildi. Son absorbans A,, 3 dakika sonra saptandi.

Hesaplama

Otoanalizorden alinan optik dansite sonuclar1 asagidaki denklemde yerine konarak

SOD enzimi % inhibisyonlar1 hesaplandi.

(AAstapk-x100)
100 - —mmmmmmmeeee = % Inhibisyon
(AABIank Dk.)
(AAGmekpK-X100)
(0] —— = % Inhibisyon
(AAgIank Dk-)

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in, standart grafigi elde edildi.
Grafikten elde edilen y = 0.0016x* + 0.298 - 0.05x (y = U/ ml, x =% inhibisyon, r =
0.88, r* = 0.93, p<0.02) formiilii ile SOD aktivitesi U / ml tim kanda hesaplanarak,

sulandirma faktorii (251) ile ¢arpild.
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3.2.3.4. GSH-Px enzim tayini

Prensip

GSH-Px, formiilde goriilen kumen hidroperoksit ile GSH’1 okside eden
reaksiyonu katalizler. Ortamda GR ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat hidrojen
(NADPH) var ise yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH 1in NADP’ye oksidasyonu
ile GSH’a indirgenir (69, 70).

GSH-Px
2GSH + ROOH ——> ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH +Hf ——— NADP* + 2GSH
Ayrraclar
Konsantrasyonlari
1. Avirag
Glutatyon 4.0 mmol/I
G.Reduktaz > 0.5 U/l
NADPH 0.28 mmol/I
2. Tampon
Fosfat 0.05 mol/l pH 7.2
EDTA 4.3 mmol/l
3. Kumen Hidroperoksit: 0.18 mmol/I

4. Sulandirma Aviract:

Deneyin yapilisi

GSH-Px enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim kitleri ile otoanalizorde 340 nm'

de ultraviyole metotla 37° C' de &lgiildii (71). Analiz materyali olarak, derin
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dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi kullanildi. Analiz i¢in eritrosit paketinden

10 pl alindi. 2 ml sulandirma ayiraci ile sulandirildi (F = 201).

Kiivete asagidaki ayiraglar pipetlendi.

Avyirag korii Sulandirilmis érnek
Sulan. Ornek - 15 pl
Distile Su 5l e
Ayirag 750 pl 750 pl
Kumen 30 ul 30 pl

Kiivetler karistirildi, 6rnek ve koriin absorbanslart 1 dakika sonra okundu. Zaman
baslatildi, 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar okundu. Dakika absorbans degisimi

hesaplanda.
Hesaplama
U/l Hemolizat = 8412 x AA 340 nm / dakika.

Ornek ve koriin U/l tiim kan sonuglar1 hesaplanarak, 6rnek degeri (U/1), kor
degerden (U/1) gikartildi. Ornek sonug degeri (U/1), sulandirma faktérii (F = 201) ile
carpildi. Sonuglar ml’ye cevrildi. Ornek GSH-Px aktivitesi, U/ml tiim kan biriminden
hesaplandi.

3.2.3.5. Vitamin E tayini
Prensip

Demir 1l iyonlar1 serbest a-tokoferol etkisiyle rediiklenerek demir II iyonlarina
doniistirler. Bunlarin 2,4,6-tripiridil-s-triazinle olusturduklari mavi-menekse renkli

kompleksin yogunlugu spektrofotometrede 600 nm’de belirlenebilir (53).
Ayiraclar

Ayraglar asagidaki gibi hazirlanmistir.
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1- Stok standart a-tokoferol (200 mg/100 ml): 500 mg a-tokoferol 250 ml’lik
balonda absoliit etanol ile eritilerek 250 ml isaretine kadar yine absoliit etanol ile
dolduruldu.

2- oa-tokoferol ¢alisma standardi (I mg/100 ml): stok standardin 0.5 ml’si

absoliit etanol ile 100 ml’ye tamamlandi.

3- TPTZ (0.12 % WIV): 2,4,6-tripiridil-s-triazinin 0.12 g’1 n-propanolde eritilip

yine n-propanol ile 100 ml’ye tamamlandi.

4- Demir kloriir (0.12 % W/V): FeCl3.6H,O’nun 0.12 g’1 absoliit etanolde

eritildi ve absoliit etanol ile 100 ml’ye tamamlandi.
Deneyin yapilisi

Kapakli cam test tiiplerine 1 ml absoliit etanol konuldu. Test tiiplerine 1 ml
serum, blank tiiptine 1 ml distile su ve standart tiipiine ise 1 ml ¢aligma standard: ilave
edildi. Biitiin tiiplere 1 ml xylene ilave edilerek 30 sn siddetlice ¢alkalandi. Tiipler 2500
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ustteki xylene tabakasindan (siipernatanttan) 0.5 ml
alinarak hazirlanmis cam tiiplere konuldu ve {izerine 0.5 ml TPTZ soliisyonundan ilave
edildi. Karistirildiktan sonra 460 nm’de blank'a karsi ilk okuma yapildi. Daha sonra
tiiplerimize 0.1 ml demir kloriir ¢6zeltisi eklenerek 600 nm’de blank'a karsi ikinci

okuma yapildi (53).
Hesaplama

Hesaplama Martinek (53) formiiliine gore yapildi.

Testin (0.D)600 —{0.40 x Testin (O.D)46(}
Standardin (O.D.)g00

Vit E (mg/100 ml) =

Testin (O.D.)g00: Testin 600 nm dalga boyunda okunan optik dansitesi.

Testin (O.D.)460: Testin 460 nm dalga boyunda okunan optik dansitesi.

0.040: Diizeltme faktorii.

Standart (O.D.)goo: Standardin 600 nm’de okunan optik dansitesi (% 1 mg a-

tokoferol iceren).
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3.2.4. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde ifade edildi ve varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak analiz edildi. Ortalamalar arasindaki farklar Duncan testi
kullanilarak tespit edildi ve P<0.05 istatistiksel farklilig1 gosterdi (72).
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4. BULGULAR

Sudan ¢ikarildiktan hemen sonra yapilan 6l¢iimlerde kontrol, hipotermik ve
vitamin E uygulanmis hipotermik gruplarda bulunan kobaylarin rektal viicut 1silar
sirastyla 38.11+1.05, 23.77+2.68 ve 23.40+1.83 olarak tespit edildi. Hipotermi

olusturulan gruplarda viicut 1s1s1 6nemli oranda azald1 (P<0.05).

K ve Vit E+H gruplarmin II. derivasyonlardan elde edilen tiim dalgalarin boy ve
stirelerine ait degerler tablo 1’de verilmistir. Ayrica K, H ve Vit E+H gruplarina ait
EKG’de (II. derivasyon) olusan tipik bulgular sekil 2°de gdsterilmistir. Kontrol
grubunda yer alan kobaylarin II. derivasyonunda P dalgasinin ortalama siiresi 0.03 sn,
ortalama amplitiidii ise 0.12 mV’du. QRS kompleksinin ortalama siiresi 0.03 sn ve
ortalama amplitiidii ise 0.50 mV’du. T dalgasmin siiresi 0.03, amplitiidii ise 0.10
mV’du. Hipotermik kobaylarda ise {igiincii derece atriovetrikiiler blok ve Osborn J
dalgasi (erken ventrikiiler repolarizasyon) EKG’de olusan 6nemli bulgulardi. Vitamin E
uygulanan hipotermik grupta ise bu degerlerden hig¢birinde kontrole gore farklilik

olmadig1 (P>0.05) gozlendi.

Tablo 1. K ve Vit E+H gruplarindan elde edilen II. derivasyonlara ait tiim dalgalarin

amplitiid ve stireleri. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir (n=10).

GURUPLAR
Degerler
K VitE+H

P (sn) 0.03 £0.01 0.03+£0.01
P (mV) 0.12+0.02 0.11 +£0.02
QRS (sn) 0.03 £0.01 0.03 £0.01
QRS (mV) 0.50 +0.09 0.60+0.12
T (sn) 0.03 £0.01 0.03 £0.01
T (mV) 0.10+0.03 0.10+0.03
P-R (sn) 0.08 £0.01 0.08 £0.01
Q-T (sn) 0.12+£0.02 0.12+£0.02
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Sekil 2. K, H ve Vit E+H kobaylarin tipik II. derivasyon bulgular1 (Kagit hizi; 50
mm/sn ve 1 mV = 10 mm). a) K, b) H, c) Vit E+H grup.

K, H, Vit E+H gruplarina ait MDA, GSH, SOD, GSH-Px ve vitamin E degerleri
tablo 2’de verilmis ve grafiksel olarak sirasiyla sekil 3, 4, 5, 6 ve 7’de gosterilmistir.
Hipotermi olusturulan kobaylarda MDA diizeyinin énemli dl¢iide arttig1 (P<0.05), SOD
aktivitesinin degismedigi, GSH, GSH-Px ve Vitamin E degerlerinin ise 6nemli 6l¢iide
azaldigr (P<0.05) goriildi.  Vitamin E uygulanmis hipotermik grupta bulunan

kobaylarda ise bu bulgular tamamen normaldi.
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Tablo 2. K, H, Vit E+H gruplarina ait MDA, GSH, SOD, GSH-Px ve vitamin E

degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=10).

GURUPLAR
Degerler
K H VitE+H

MDA (nmol/ml) 0.26 £0.05 0.38 £0.07 0.30 £0.05
GSH (mg/dl) 24.2 +3.57 19.9 +2.99 22.1+2.63
SOD (U/ml) 22.4+433 19.2£2.94 21.8+6.47
GSH-Px (U/ml) 37.7+4.03 27.5+4.58 31.1+3.99
Vitamin E (mg/dl) 0.19+£0.01 0.14 £ 0.02 0.22+0.03
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Kontrol Hipotermi Vit E + Hipotermi

Sekil 3. K, H ve Vit E+H gruplarinin MDA (nmol/ml) degerleri. Degerler ortalama +
standart sapma olarak ifade edilmistir (n=10). * Kontrol grubu ile deneme grubu

arasindaki farki (P<0.05) ifade etmektedir.
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Kontrol Hipotermi Vit E + Hipotermi

Sekil 4. K, H ve Vit E+H gruplarinin GSH (mg/dl) degerleri. Degerler ortalama =+
standart sapma olarak ifade edilmistir (n=10). * Kontrol grubu ile deneme grubu

arasindaki farki (P<0.05) ifade etmektedir.
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Kontrol Hipotermi Vit E + Hipotermi

Sekil 5. K, H ve Vit E+H gruplarimin SOD (U/ml) degerleri. Degerler ortalama =+

standart sapma olarak ifade edilmistir (n=10).
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Kontrol Hipotermi Vit E + Hipotermi

Sekil 6. K, H ve Vit E+H gruplarinin GSH-Px (U/ml) degerleri. Degerler ortalama +
standart sapma olarak ifade edilmistir (n=10). * Kontrol grubu ile deneme grubu
arasindaki farki (P<0.05) ifade etmektedir.
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Kontrol Hipotermi Vit E + Hipotermi

Sekil 7. K, H ve Vit E+H gruplarinin vitamin E (mg/dl) degerleri. Degerler ortalama +
standart sapma olarak ifade edilmistir (n=10). * Kontrol grubu ile deneme grubu
arasindaki farki (P<0.05) ifade etmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada vitamin E uygulamasinin deneysel olarak hipotermi olusturulan
kobaylarda EKG bulgulari, kan lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim diizeyleri
lizerine etkileri arastirildi. Hipotermi viicut 1sisinin diismesiyle (< 35 0C) ortaya ¢ikan
bir durumdur (7). Caligmada soguk su icerisinde tutulan kobaylarin viicut isilarinin
kontrol grubuna gore énemli derecede azalmasi (< 24 °C), hayvanlarda siddetli bir

hipoterminin olustugunu gosterdi (8).

Vitamin E uygulanmayan hipotermik kobaylarda EKG bulgular1 olarak; tiglincii
derece atriovetrikiiler blok ve Osborn J dalgasi (erken ventrikiiler repolarizasyon)
gbzlendi. Bu sonuglar daha onceki calismalarda elde edilen sonuglara benzerlik
gostermektedir. Alsafwah (11) 77 yasindaki yasli bir bayanda hipotermi sonucu
EKG’de goriilen degisiklikleri; sinus bradikardisi, P-R ve Q-T araliginda uzama,
idioventrikiiler ritm, T dalgasinda degisiklikler ve J dalgasi1 olarak belirtmistir. Ayni
sekilde Cheng (73) calismasinda benzer bulgularin yani sira kas titremesine bagl olarak
EKG’de olusan anormalliklere de dikkat ¢ekmistir. Durakovic ve ark. (74) ise EKG’de
olusan degisikliklere ilaveten hipotermi durumunda; periferal vazokonstriiksiyon,
hipoperfiiziyon, hipoksi, kalbin dakika hacminde azalma ve sistemik kan basinca diisme
oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde Cheng (73) hipotermi ile ilgili yaptig1 ¢alismada
37 °C’de nabiz basincinda artma, 35 °C’de periferal vasokonstriiksiyon, 32 °C’de
supraventrikiiler aritmi, 28 °C’de ventriculer aritmi, 22 °C’de ventrikiiler fibrilasyon, 18

°C’de ise asistol durumlarnm olustugunu ifade etmistir.

Hafif hipotermi durumlarinda sistemik uyarinin artmasina bagli olarak tagikardi
olusur. Ancak viicut 1s1s1 32 °C nin alta diiserse siniis bradikardisi sekillenir (11).
Siddetli hipotermi sonucu olusan siniis bradikardisinin nedeni olarak sodyum/potasyum
pompasinin aktivetisinin ve buna bagl olarak sino atrial diiglimde olusturulan uyar1

sayisinin azalmasi gosterilmistir (11).

Hipotermi sonucu olusan elektrokardiyografik degisikliklerden birisi olan J
dalgas1 QRS kompleksinin terminalinde bir ¢ikinti gibi durdugundan “deve horgiicti”
olarak da isimlendirilir. Bu dalganin amplitiidii ve siiresi viicut 1sisinin diigmesine

parelel olarak artar. J dalgas: viicut 1s1istnin 35 °C’nin altina indigi durumlarm % 80’inde
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intraventrikiiler uyarinin gecikmesine bagli olarak goriilir. Bu dalganin olusum
mekanizmas1 kalp epikardiyal hiicrelerinde bulunan potasyum kanallarinin hipoksiye
bagli olarak normalden daha uzun siire agik kalmasi ile agiklanmistir. Bu hiicrelerin
aksiyon potansiyellerinin slire ve amplitiidii endokardiyum hiicrelerinkinden daha fazla
olmasima ve dolayisiyla J dalgasinin olusumuna yol agmaktadir. Hipotermiye maruz
kalan hastalar yeniden 1sitildiklarinda, potasyum kanallariin kapanma siiresi kisalir,
epikardiyal hiicrelerin aksiyon potansiyelinin siire ve amplitiidii azalir ve dolayisiyla J
dalgas1 zamanla ortadan kalkar (11). Cheng (73) hipotermi durumunda kalp
hiicrelerinde kalsiyum miktarinin asir1 oranda arttifini, artan bu kalsiyumunun
hiicrelerde toksik etki yaparak depolarizasyon orani ve uyari iletiminde bozukluga

neden oldugunu ve dolayistyla QRS kompleksinin siiresinin uzadigini belirtmistir.

EKG’deki degisikliklere ilave olarak hipotermi olusturulan kobaylarda MDA
degerinin 6nemli Olgiide arttifi, SOD degerinin degismedigi, GSH ve GSH-PX
degerlerinin ise dnemli dl¢lide azaldig: tesbit edildi. Yogun literatiir taramasi1 yapilmis
bu konuyla ilgili canli hayvanlar {izerinde yapilmis sadece bir ¢alismaya rastlanilmistir.
Dede ve ark. (75) ratlar iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, sunulan ¢alismaya benzer olarak
hipotermi durumunda GSH degerinin azaldigini, MDA degerinin arttigmni, SOD ve
GSH-Px enzim diizeylerinin ise degigsmedigini bildirmiglerdir. Hipotermi sonucu lipit
peroksidasyonunda meydana gelen artmanin nedeni tam olarak ortaya konulamamaistir.
Ancak hipoterminin reaktif oksijen tiirleri ve hidroksil radikallerini artirarak hiicre
membrant ve komponentlerinde hasar olusturdugu ve dolayisiyla hiicre Sliimii ve

serbest radikallerin olusumuna neden oldugu ileri siiriilmiistiir (76).

Bu calisma ile ayn1 zamanda GSH ve GSH-Px degerlerinin hipotermik
kobaylarda 6nemli olgiide azaldigini ortaya konulmustur. Gradinski-Vrbanac ve ark.
(77) hipoterminin glukoz ve pentoz fosfat yollarinda etkili olan enzimlerin
aktivitelerinde metabolik degisikliklere neden oldugunu ileri siirmiistiir. G-6-PD enzimi
pentoz fosfat yolundaki ilk basamag katalize eder ve GSSG’nin GSH’a doniisiimiinde
gerekli olan NADPH’1n olusumunu saglar (78). Dede ve ark (75) hipotermi durumunda
G-6-PD enzim aktivitesinin dnemli Ol¢iide azaldigini ortaya koymuslardir. Bu nedenle,
diisik bulunan GSH seviyesi G-6-PD enzim aktivitesi ve dolayisiyla NADPH

olusumundaki azalmaya bagli olarak olusmus olabilir. Ancak GSH seviyesindeki
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azalma ayrica su faktorlere baglh olarak da sekillenebilir, 1) oksidasyon oraninindaki
artma; ve 2) lipit ve diger peroksitlerin uzaklastirilmasi i¢in GSH kullaniminin artmasi

(75).

GSH-Px enzimi GSH’nin GSSG’ye doniisiimiinii saglar. Bu nedenle bu enzim
aktivitesinin artmast GSH’ nin GSSG’ye oksidasyonunu artirir. Bu ¢alismada hipotermik
(viicut 1s1s1 < 24 °C) kobaylarda GSH-Px enzim aktivitesinin dnemli derecede azaldig1
tesbit edilmistir. Ancak Dede ve ark (75), yaptiklar1 calismada orta siddetli (viicut 1s1s1
28 °C) hipotermik ratlarin GSH-Px enzim aktivitesinin degismedigini ileri siirmiiglerdir.
Elde edilen farkli sonucun viicut 1sisindaki farkliliktan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
GSH-Px enzim aktivitesinin hipotermik kobaylarda diisiikk bulunmasina ragmen GSH
seviyesinin de diisiik olmasi, hipotermi sirasinda GSH kullaniminin arttig1 fikrini

giiclendirmektedir.

SOD enzimi hiicrenin sitoplazma ve mitokondrisinde lokalize olur (78).
Dolayisiyla bu calismada SOD enzim aktivitesinde degisiklik goriilmemesi, olusturulan
hipoterminin hiicre membraninda hasar meydana getirerek MDA seviyesini artirdigi,

ancak mitokondri gibi hiicre komponentlerine etki etmedigini gostermektedir.

Viicut 1s1s1 aynen hipotermik kobaylarda oldugu gibi 24 °C’nin altinda olmasina
ragmen, hipotermik kobaylarda goriilen ve yukarida belirtilen degisikliklerin hi¢ biri
vitamin E uygulanan kobaylarda goriilmedi. Cok giiclii bir antioksidan olan vitamin E,
hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢ok sayida doymamis bag igeren yag asitlerini
serbest radikal etkisinden koruyarak viicudun ilk savunma hattini olusturur. Vitamin E,
stiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit ve radikallerini ve
diger radikal 6rneklerini indirger (19, 30, 79, 80). Vitamin E ayni zamanda &nemli
biyolojik membranlarin yapi1 maddesidir (81). Vitamin E konsantrasyonu ile lipit
peroksidasyonu arasinda tersine bir korelasyon vardir (82). Ornegin viicutta antioksidan
vitamin konsantrasyonu azaldigi zaman hiicre membraninda hasara yol agan plazma
lipit peroksidasyonu artar (81, 82, 83). Sunulan ¢alismada da vitamin E uygulanan

hipotermik kobaylarda MDA seviyesinde azalma goriilmiistiir.

GSH-Px enzimi ile vitamin E’nin serbest radikallere karsi etkileri birbirlerini

tamamlayict yondedir. GSH-Px olusan peroksitleri ortadan kaldirirken vitamin E
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peroksitlerin sentezini engeller (19) . Hidrojen peroksit (H20,) ve organik peroksitler
(R-O-OH) lipit peroksidasyonu ve dolayistyla hiicrenin yikimi tizerine etkilidirler. Her
iki peroksit de GSH-Px etkisi ile suya ve alkollere rediiklenirken, membran lipitlerinin
otooksidasyon yoluyla organik peroksitleri sekillendirmesi, vitamin E tarafindan
Onlenir. Oksitlenmeye karst ¢ok duyarli olan doymamis yag asitleri enerji temininden

ziyade hiicre membranin yapisinda bulunurlar (31) .

Bu c¢alismada ayrica hipotermik kobaylarda EKG’de goriilen degisikliklerin hig
birinin vitamin E uygulanan kobaylarda goriilmedigi tesbit edildi. Vitamin E’nin kalp
tizerindeki koruyucu etkisi bir¢cok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Sethi ve ark (84)
vitamin E’nin kalp aritmileri ve fonksiyon bozukluklar1 {izerine olan etkilerini
arastirmiglar, vitamin E’nin oksidatif stresi azaltarak kalp iizerinde koruyucu etki
yaptigin1 savunmuslardir. Serbest radikaller iskemik miyokardiyal hasara ve buna bagl
olarak hiicre membranlariin elektriksel 6zelliklerinde degisiklige yol agarlar (85). Kalp
kas1 hiicre membranmin elektriksel 6zelliginin degismesi membranda bulunan iyon
kanallar1 ve pompalarinin aktivitelerini etkileyerek EKG’de birtakim degisikliklere
neden olur. Hipotermi durumunda artan serbest radikallerin EKG’de ne tiir
degisikliklere neden oldugu ve bu degisikliklerin sebeplerinden daha 6nce bahsedildi.
Bu ¢alismada elde edilen sonuca benzer olarak vitamin C ve E gibi antioksidan vitamin
uygulamalarinin akut miyokardiyal bozukluklarda EKG’de olusan degisiklikleri
tamamen diizelttigi belirtilmistir (85). Vitamin E, bu etkisini biiyiik bir olasilikla serbest
radikallerin hiicre membranin elektriksel Ozelligi {izerine yaptigi olumsuz etkiyi

gidererek gostermektedir.

Sonu¢ olarak deneysel hipotermi olusturulan kobaylarda EKG bulgularinda
Uclinci  derece atriovetrikiiler blok ve Osborn J dalgasi (erken ventrikiiler
repolarizasyon) olustugu, MDA degerinin 6nemli olgiide arttigi, SOD degerinin
degismedigi, GSH, GSH-Px ve vitamin E degerlerinin ise onemli dl¢lide azaldigi
goriildii. Deneysel hipotermi olusturmadan ©nce uygulanan vitamin E’nin ise

hipoterminin olugturdugu tiim bu degisiklikleri onledigi tespit edildi.
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OZET

Aslan L, Vitamin E’nin Hipotermik Kobaylarda EKG, Serum Lipit
Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim Diizeyleri Uzerine Etkisi, Yiiziincii Yl
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dah, Yiiksek Lisans
Tezi, Van, 2004. Bu ¢alismasinda vitamin E uygulamasinin deneysel olarak hipotermi
olusturulan  kobaylarda elektrokardiyogram (EKG) bulgulari, serum lipit
peroksidasyonu ve antioksidan enzim diizeyleri iizerine etkileri aragtirildi. Arastirmada
500-800 gr agirliginda 30 adet saglikli erkek kobay (guinea pig) kullanildi. Bir haftalik
adaptasyon siiresinden sonra, kobaylar her bir grupta 10 adet olacak sekilde kontrol (K),
hipotermik (H) ve vitamin E uygulanan hipotermik (Vit E+H) olmak iizere 3 deneme
grubuna ayrildi. Analizler yapilmadan 6nce Vit E+H grubundaki kobaylara oral olarak 4
giin boyunca 460 mg/kg vitamin E verildi. Diger iki gruba (K ve H) vitamin E
verilmedi. Son vitamin E uygulamasindan 24 saat sonra H ve Vit E+H gruplarinda yer
alan kobaylar herhangi bir anestezik veya tarankilizan madde verilmeden boyunlarinin
iist kismina kadar soguk su (10-12 %C) igerisine sokuldular ve 5 dakika soguk su
icerisinde tutuldular. Kontrol grubundaki kobaylar ise ayni1 yontemle viicut 1sisindaki
(37 0C) su icerisinde 5 dakika tutuldular. Su igerisinden ¢ikarilan kobaylarin rektal
viicut 1silart termometre ile Olglildii ve EKG’leri g¢ekildi. EKG c¢ekimini takiben
malondialdehit (MDA) siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
rediikte glutatyon (GSH) tayini i¢in eter ile anestezi edilen hayvanlarin kalbinden biri
EDTA’l1 olmak iizere iki plastik tiipe kan 6rnekleri alindi. Hipotermi olusturulan grupta
viicut 1s181 dnemli oranda azald1. Ugiincii derece atriovetrikiiler blok ve Osborn J dalgasi
(erken ventrikiiler repolarizasyon) sekillendi. Ayrica bu kobaylarda MDA degerinin
onemli Olgiide arttigi, SOD degerinin degismedigi, GSH ve GSH-Px degerlerinin ise
onemli 6l¢iide azaldigr goriildi. Vitamin E uygulanmis hipotermik grupta bulunan
kobaylarda viicut 1sis1 onemli derecede diismesine ragmen, hipotermi grubunda
gozlenen bulgulara bu grupta rastlanmadi. Boylece, vitamin E’nin hipoterminin
olusturdugu lipit peroksidasyonunu ve EKG’deki degisiklikleri onledigi, ve ayrica
antioksidan savunma sistemini giiclendirdigi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Antioksidanlar, EKG, hipotermi, lipit peroksidasyon,
vitamin E.
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SUMMARY

Aslan L, Effect of vitamin E on ECG, blood lipid peroxidation and
antioxidant enzyme activity in experimentally-induced hypothermic guinea-pigs,
University of Yuzuncu Yil, Health Sciences Institute, MSc Thesis in the
Department of Physiology, Van, 2004. This study was carried out to determine the
effects of vitamin E treatment on electrocardiogram (ECG), blood lipid peroxidation
and antioxidant enzyme activity in experimentally-induced hypothermic guinea-pigs.
Thirty healthy male guinea-pigs, weighing 500-800 g were used. After one week of
adaptation period, guinea-pigs were randomly divided into three experimental groups:
control (C), hypothermic (H) and vitamin E-treated hypothermic (Vit E+H), each
containing 10 animals. Guinea-pigs in Vit E+H group were given orally 460 mg/kg
vitamin E for four days before hypothermia induction. Twenty four hours after the last
vitamin E treatment, guinea-pigs in H and Vit E+H groups were cooled by immersion
into cold water (10-12 °C), and the control rats were immersed into water of body
temperature (37 °C) up to the neck without using any anesthetic or tranquilizer for 5
minutes. Immediately after the cooling, rectal body temperatures were measured and
ECG recordings were made. After the ECG recording, blood samples for the
measurements of malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels, and
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activities
were collected into heparinized and non-heparinized test tubes by cardiac puncture
under an ether anesthesia. In hypothermic group, body temperature decreased
significantly. Complete heart block and J wave were observed as ECG findings. In
addition, MDA level was higher, SOD level was un-changed, and GSH level and GSH-
Px enzyme activity were lower in hypothermic group. Although body temperature was
significantly lower in vitamin E treated hypothermic guinea-pigs, findings observed in
hypothermic group were not observed in this group. Thus, it was concluded that vitamin
E treatment might prevent the hypothermia-induced lipid peroxidation and alterations in
ECG, and increase the activity of antioxidant defense system.

Key Words: Antioxidants, ECG, hypothermia, lipid peroxidation, vitamin E.
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