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SIMGELER VE KISALTMALAR

AMP : Adenozin Mono Fosfat

ATP : Adenozin TriFosfat

CAPE : Caffeic Acid Phenethyl Ester

CAT : Katalaz

CINC : Sitokin Bagimh Notrofil Kemoatraktan
COX : Siklooksijenaz

DNA : Deoksiribo Niikleik Asid

EDTA : Etilen Daimin Tetra Asetik Asit
ELAM : Endotelial Lokosit Adezyon Molekiilii
GMP : Guanozin Mono Fosfat

GSH : Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GSSG : Okside Glutatyon

GST : Glutatyon S transferaz

HOCI : Hipoklorus Radikali

HPETE : Hidroperoksi Eikoza Tetraenoik Asid
H,0; : Hidrojen Peroksit

ICAM : Intraseliiler Adezyon Molekiilii

IirR : Intestinal iskemi ve Reperfiizyon

iL : Interlokin

iMp : Inozin Mono Fosfat

IR : Iskemi/Reperfiizyon

LTB, : Lokotrien By

MDA : Malondialdehit

MFS : Mononiikleer Fagositer Sistem

MPO : Myeloperoksidaz

NADP : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
NF-kB : Niikleer Faktor Kappa B

NO : Nitrik Oksit

NOS : Nitrik Oksit Sentetaz

OH : Hidroksil Radikali

PAF : Platelet Aktive Edici Faktor

PLGSH : Fosfolipit Hidroperoksit Glutatyon
PMNL : Polimorfoniikleer Lokosit

ROS : Reaktif Oksijen Tiirevleri

SMA : Siiperior Mezenterik Arter

SOD : Siiperoksit Dismutaz

TBA : Tiyobarbitiirik Asit

TBARS : Tiyobarbiitirik Asid Reaktif Maddeleri
TCA : Triklorasetik Asid

TNF : Tiumor Nekroz Faktor

TxA, : Tromboxan A,

X0 : Ksantin Oksidaz

VCAM : Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii

i



ICINDEKILER

Onsoz

Simgeler ve kisaltmalar

1.GiRi

2.GENEL BIiLGILER

2.1 iiR Hasan

2.2 TiR sonrasi akciger hasar

2.3 Endotel koruyucu ajanlar

2.4 Serbest Radikaller

2.4.1 Reaktif oksijen tiirleri

2.4.1.1 Siiperoksit radikali

2.4.1.2 Hidrojen peroksit

2.4.1.3 Hidroksil radikali

2.4.1.4 Singlet oksijen

2.4.2 Hiicredeki serbest radikal kaynaklar
2.4.2.1 Endojen kaynaklar

2.4.2.2 Eksojen kaynaklar

2.4.3 Reaktif oksijen tiirlerinin rolii

2.5 Antioksidanlar

2.5.1 Dogal (endojen) Antioksidanlar
2.5.1.1 Enzimler

il

ii

12

17

17

18
18
18
19
19
19
19
20
20

22

22
22



2.5.1.2 Enzim olmayanlar

2.5.1.3 Diger Antioksidanlar

252

Ekzojen Antioksidanlar

2.5.2.1 llaglar
2.5.2.2 Gida Antioksidanlari

2.6 Myeloperoksidaz (MPO)

2.7 Malondialdehit (MDA)

2.8 Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)

2.8.1
2.8.2
2.83

CAPE’nin yapis1 ve kimyasal 6zellikleri
CAPE’nin fonksiyonel 6zellikleri
CAPE’nin antioksidan etkisi

3.MATERYAL VE METOD

3.1 Hayvanlar

3.2 Gruplar

3.3 Anestezi ve cerrahi islem

3.4 Kullanilan malzeme ve aletler

3.5 Kullanilan kimyasal maddeler

3.5.1
3.5.2
3.53
3.5.4

MPO tayini i¢in kullanilan Elisa kiti

Lipit peroksidasyonu tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler

GSH-Px tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler

SOD tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler

3.6 Kullanilan c¢ozeltiler

iv

24

25

25

25

26

26

27

28

28

29

30

32

32

32

33

36

36

36

37

37

37

38



3.6.1 Lipit peroksidasyonu tayini i¢in kullanilanlar

3.6.2 GSH-Px tayini i¢in kullanilanlar

3.6.3 SOD Tayini i¢in Kullanilanlar

3.7 Yontem

3.7.1 MPO aktivitesinin 6l¢iimii

3.7.2 Lipit peroksidasyonunun tayini

3.7.3 GSH-Px aktivitesinin ol¢limii

3.7.4 SOD aktivitesinin 6l¢iimii

3.8 Homojenizasyon

3.9 Akciger doku orneklerinin histopatolojik olarak incelenmesi

3.10 istatiksel inceleme

4. BULGULAR

4.1 Myeloperoksidaz

4.2 Malondialdehit

4.3 Glutatyon peroksidaz
4.4 Siiperoksit dismutaz

4.5 Histopatolojik bulgular

S.TARTISMA VE SONUC

6.0ZET

7.SUMMARY

8. KAYNAKLAR

38

38

38

39

39

39

40

41

43

43

43

45

46

47

48

49

50

53

61

62

63



1. GIRIS

Iskemi, organ1 veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagl olarak gelisen
geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre / doku zedelenmesidir. Intestinal iskemi ve
reperfiizyon (IIR) genellikle morbidite ve mortalite ile sonuglanan ciddi bir tablodur (1).
Intestinal kan akiminda bozukluga yol agan durumlar oldukg¢a genis bir spekturuma sahip
olduklar1 i¢in her yas grubundan hasta IIR riski altindadir. Yenidoganda goriilen nekrotizan
enterkolitin etyopatogenezinde IIR vardir. Daha biiyiik yas grubunda malrotasyon ve volvulus
IIR sebebi olabilir. Kalp ve damar hastaligi olan yaslilarda ise arteriel emboliye veya in situ
trombiise bagl olarak IIR gelisebilir(2). Ayrica kanama, hipovolemi, kalp yetmezligi, travma,
inkarsere inguinal herni, invaginasyon, hipoksi, hipotansiyon, koagiilopatiler, vaskiilopatiler,
kardiyak ve aortik cerrahi durumlarda da IIR ortaya ¢ikabilir (3-4).

Iskemi sonrasinda hiicrelerde pek ¢ok metabolik ve yapisal degisiklikler olusmaktadur.
Iskemi hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP) ve
fosfokreatin sentezinde azalma yol acar. Bu durum hiicre membraninin ATP’ye bagimli
iyonik pompa fonksiyonunu bozarak hiicreye daha fazla kalsiyum, sodyum ve su girmesi ile
sonuglanmaktadir. Iskemi sirasinda adenin niikleotitinin yikimi da artmaktadir. Bu durum ise
reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) prekiirsorii hipoksantinin hiicre i¢i birikimini artirmaktadir.
Iskemi sonrasinda o bolgedeki kan akiminmn yeniden saglanmasi (reperfiizyon) ve hiicre igi
molekiiler oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte ROS tiirevleri hizla olusmaktadir. Iskemi
ayni zamanda endotel hiicrelerinde bazi proinflamatuar gen {irlinlerinin (16kosit adezyon
molekiili, sitokinler vb.) ve bioaktif bilesiklerin (endotelin, tromboksan A2 vb.) sentezini
artirirken, bazi koruyucu gen iirtinlerinin ( yapisal nitrik oksit sentetaz (e NOS), sikloosijenaz-
2 (COX-2)) ve bu enzimlerin iiriinlerinin (nitrik oksit(NO), prostasiklin,adenozin) ekspresyon

ve sentezini baskilamaktadir (5,6). Geri doniissiiz hiicre hasarin1 Onleyebilmek igin



organa/dokuya yeniden kan akimimnin saglanmasi gerekmektedir. Ancak reperfiizyonun
gerceklestirilmesi, iskemik dokularda iskeminin dokuda/organda olusturdugu hasardan daha
fazla bir hasara yol acabilmektedir (7). Iskemi ve reperfiizyon periyodlarinda olusan bu zararh
etkilerin tiimii IIR hasar1 olarak adlandirilmaktadar.

IR herhangi bir organ yada dokuda gelistikten sonra iskeminin siiresi, siddeti ve organin
biiytikliigiine bagli olarak hem o organda hemde uzak organlarda hasar gelisir. Temel olarak
iskemi sonrasi reperfiize edilen organda hiicresel biitlinliiglin bozulmasi sonucu 6dem ve
organ fonksiyon bozuklugu ile karakterize inflamatuar ve metabolik bir hasar baglar. Olayin
siddetine bagli olarak hasar hicbir morfolojik degisikligin olmadigi durumdan, bariz
makroskobik hasarin oldugu bir diizeye kadar degisik derecelerde olabilir. Olay ¢ogu kez o
organda smirli kalmayip aktive olan bir ¢ok sistem ve toksik medyatorlerin etkisi ile basta
akcigerler olmak iizere karaciger, kalp, beyin ve bdbrekler gibi uzak organlarda hasar
olustururlar. IR déngiisiinden sonra gelisen sistemik inflamatuar yanittan en fazla akcigerler
etkilenirler(8). IIR sonrasinda gelisen sikitili akciger hasarinin biiyiikk bir kismindan
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) sorumludur. iR, barsagin mukoza engelini bozarak
bakterilerin ve endoktoksinlerin sistemik dolasima ge¢mesine neden olur(3,9,10,11).
Endotoksin dolagimdaki monositlerin, akciger ve karaciger gibi farkli dokulardaki
makrofajlarin aktivasyonunu tetikler. Aktive monosit ve makrofajlardan ¢esitli sitokinler ve
inflamatuar mediatdrler agiga c¢ikarak sistemik inflamatuar yanitin gelismesine neden olur
(3,9,10,12).

Sistemik inflamatuar yanitin gelismesi ile PMNL aktivasyonu, pulmoner sirkiilasyonda
PMNL sekestrasyonu ve PMNL-endotelial hiicre adezyonu s6z konusudur(1). PMNL’lerin
endotel hiicresine adezyonu sonrast agiga ¢ikan toksik maddeler sonucu endotelial tabakada

hasar olusur, kapiller permeabilite artar, alveolar ve interstisyel 6dem gelisir(13).



[IR akcigerlerde énemli hasarlara neden olmaktadir. IR sirasinda olusan akciger hasarmin
etiyopatogenezine ve onlenmesine yonelik calismalar giiniimiizde devam etmektedir. IIR’a
bagli akciger hasarinin patogenezinde serbest radikal ve antioksidan enzimlerini roliiniin
belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini giindeme getirmistir(14,15).

Propiller, giiclii antimikrobiyal, antiinflamatuar, antioksidan ve antineoplastik aktiviteleri
olan bal arilar1 tarafindan toplanan {irtinlerdir. Propillerin aktif bir komponenti olan Caffeic
Acid Phenethyl Ester (CAPE) bu biyolojik aktivitelerin tiimiinden sorumlu tutulmakta ve
kullanildiginda insan noétrofillerinde ROS’lerini bloke ettigi gosterilmistir(15). Yine son
yillarda yapilmis olan bir ¢ok calismada antioksidan 6zellige sahip olan CAPE’nin IR’dan
direk etkilenen organ ve dokularda reaktif oksijen radikallerine bagli olarak gelisen hasarlari
onledigi saptanmistir(14).

Bu calismadaki amacimiz; iR olusturulan ratlarda, antioksidan ve antiinflamatuar &zelligi
olan CAPE’nin, IIR sonras1 sonrasinda gelisen uzak organ hasarlarindan en sik gériilen akut

akciger hasarin1 6nlemedeki etkinligini aragtirmaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1 IiR hasan

Giinliik uygulama icerisinde tibbin pek cok dalinda iskemi ve reperfiizyonun yer aldigi
olgular vardir. Sok, yanik, sepsis, pankreatit gibi olgularda ortaya ¢ikan hipovolemi ile iskemi
ve bu durumlarin resiisite edilmesi ile de reperflizyon hasar1 oraya c¢ikmaktadir.
Serebrovaskiiler olaylarda, myokard infarktiisiinde, mezenteriyovaskiiler olaylarda uygulanan
trombolitik tedavi veya revaskiilarizasyon ameliyatlar1 da yine reperfiizyon hasarina neden
olmaktadir. Travmalarda ve travma cerrahilerinde hipovolemi yada kanama kontrolii
nedeniyle yapilan klemp, tampon ugulamalar1 iskemiye neden olurken resiisitasyon sonrast
mutlak bir reperfiizyon ile yine IR hasar1 giindeme gelmektedir. Kardiovaskiiler cerrahide aort
yada periferik arter klemp uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan tablo IR hasari ile karakterizedir.
Transplantasyon cerrahisinde kagmilmaz olarak transplante edilecek organin iskemi ve
reperfiizyonu sdz konusu olup olusan hasar greft fonksiyonlarini etkilemektedir. Ozetle biitiin
cerrahi islemler sirasinda dokularin iskemisi ve siklikla bunun takip eden bir repefiizyon
peryodu vardir.

Intestinal kan akimindaki azalma iskemik hasar ile sonu¢lanmaktadir. Fakat kan akimi
geri dondiigii zaman, reperfiizyon hasar1 adi verilen ve iskemik hasardan daha siddetli bir
hasar meydana gelmektedir. Reperfiizyon hasarinin olugmasinda iki mekanizma soz
konusudur. Bunlardan ilki serbest oksijen radikallerinin agiga ¢ikmasi, digeri ise hidrolitik bir
enzim olan fosfolipaz A,” nin iskemik donemde kalsiyum etkisiyle aktive olarak
membranlardaki yag asidlerini parcalamasidir (16). PMNL’ler myeloperoksidaz (MPO)
enzimi ve intestinal mukoza hiicrelerindeki ksantin oksidaz (XO) enzimi etkisiyle serbest
oksijen radikalleri ortaya cikar (17). Fosfolipaz A, hiicre membranindaki yag asidlerini
fosfolipidlerden ayiran hidrolitik bir enzimdir. Fosfolipaz A,’ nin etkisiyle lesitinden

lizolesitin, sefalinden lizosefalin, fosfatidilkolinden lizofosfatidilkolin meydana gelir.



Fosfolipaz A, ayrica prostaglandinlerin ve 16kotrienlerin {iretimini de uyarir. Lizolesitin ¢ok
sitotoksik bir maddedir. Ayrica lizofosfatidilkolin normalde iskemiden sonra goriilen
intestinal permeabiliteyi oldukc¢a siddetlendirir (17,18,19).

Iskemide hiicre zedelenmesinin patogenezinde oksijen yetersizliginin énemi belirtilmekle
birlikte kismen artmig aktif oksijen tiirevleri de hiicre o6liimiiniin 6nemli aracilarindandir.
Gortilecegi gibi bu serbest radikal tiirevleri hiicre iizerinde lipid peroksidasyonu ve diger
zararli etkilere neden olur(15).

Sitoplazmik serbest kalsiyum normalde ATP bagimli kalsiyum tagiyicilart ile oldukca
diisiik yogunluklarda (0.1 M den az) tutulur. Iskemi veya toksinler hiicre dis1 kalsiyumun
plazma membranindan igeri akisina yol agar. Bunu hiicre i¢i stoklardan kalsiyumun serbest
birakilmasi izler. Artan sitoplazmik kalsiyum sira ile gesitli fosfolipazlari (membran hasarini
ilerletir), proteazlar1 (yapisal ve membran proteinlerini katabolize eder), ATPazlar1 (ATP

kaybin1 hizlandirir) ve endoniikleazlar1 (genetik materyali pargalar) aktive eder (6).(sekil 1).
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Sekil 1: Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklari ve sonuglari.

Hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik solunumu yani mitokondrilerdeki oksidatif
fosforilasyonu iizerinedir. Oksijen basincinin azalmasi sonucu hiicre i¢i ATP {iretimi belirgin
olarak azalir. ATP azalmasiin hiicre i¢indeki bir¢ok sistemler iizerinde etkisi olur. Yukarida
tanimlandig1 gibi sitoplazmik serbest kalsiyumda bir artis vardir. Ayrica plazma membraninin
ATP enerjili sodyum pompasinin aktivitesi azalir. Bunu sodyumun hiicre i¢inde birikimi ve
potasyumun hiicre disina ¢ikisi izler. Sodyum eriyiginin net artisi, suyun izoozmotik artisi ile
birlikte olup akut hiicresel sismeye neden olur. Bu sisme inorganik fosfatlar, laktik asit ve

purin niikleozitleri gibi diger metabolitlerin birikimi ile artan ozmotik yiikle daha da artar.



Hiicresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfattaki (AMP) artma da
fosfofruktokinaz enzimini uyararak glikojenden ATP firetimi ile hiicrenin enerjisini temin
amaciyla gelisen anaerobik glikoliz hizin1 artirir. Sonug olarak glikojen hizla tiikenir. Artan
glikoliz de fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine neden
olarak hiicre i¢i pH nin diismesine yol acar(6).

Sonraki olay ribozomlarin graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve polizomlardan
monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalmadir. Bu asamadan sonra iskemi hala
devam ederse irreversibl zedelenme geligir. Morfolojk olarak irreversibl zedelenmeye
mitokondrilerin daha siddetli vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz,
kalsiyumdan zengin yogunluklarin birikimi eslik eder(6).

Membran hasarinin birgok potaniyel nedeni vardir(sekil 2 ).
1-Membran fosfolipitlerinin ilerleyici kaybi: Iskemiye bagh kalsiyum artis1 ile endojen
fosfolipazlarin aktivasyonu artan par¢calanmaya yol acabilir.
2- Hiicre iskelet anormallikleri: Hiicre i¢i kalsiyumun artmasi ile aktive olan proteazlar hiicre
catisina zarar verebilirler.
3- Toksik oksijen radikalleri: Indirgenmis oksijen tiirevleri hiicre membranma ve
elemanlarina zarar verirler. Bu gibi oksijen radikalleri iskemik dokularda, 6zellikle kan
akimmin diizelmesinden sonra artar. Toksik oksijen tiirevlerinin biiyiik Ol¢iide reperfiizyon
sirasinda zedelenme alanina gelen PMNL’ler tarafindan olusturuldugu diistiniilmektedir.
4- Lipit yikim iriinleri: Fosfolipit parcalanmasi sonucu iskemik hiicrelerde biriken bu
katabolik iirlinler membranlar iizerinde deterjan etkisi yapar.(6) .

Membran hasariin mekanizmalari ne olursa olsun sonug, yukarida tanimlanan olaylarla

kalsiyumun bol miktarda hiicre i¢ine girmesidir(6) .
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Sekil 2: Iskemide membran hasarinin mekanizmalarn.

Iskemide ATP sentezi durmakta fakat tiiketimi devam etmektedir. ATP sirayla AMP ve
son olarak da adenozine kadar pargalanir. Adenozin hizla hiicre dis1 ortama ¢ikarak burada
inozin tizerinden hipoksantine cevrilir. Normoksik durumlarda hipoksantin iirik aside
metabolize olur. Bu reaksiyonu ksantin dehidrogenaz enzimi katalize eder. Hipoksik
durumlarda ise hipoksantin iirik aside metabolize olmadan iskemik dokuda birikir, ksantin
dehidrogenaz enzimi ise ksantin oksidaza cevrilir.

Reperfiizyon ile molekiiler oksijenin dokuya gelmesiyle hipoksantin, ksantin oksidaz
enzimi ile {irik aside cevrilirken serbest oksijen radikali olusur. Serbest oksijen radikali
stiperoksit dismutaz enzimi etkisiyle hidrojen peroksit ve oksijene doniisiir. Hidrojen peroksit

ise katalaz enzimi etkisiyle su ve oksijene c¢evrilir (17). (sekil 3)



Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de PMNL’lerin
hasarli dokuda birikmesini saglamaktadir. Dokuya gelen aktive PMNL’ler myeloperoksidaz,
elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin ve katyonik proteinler gibi enzimlerini agiga ¢ikarilar.
Bu enzimler hem dokudaki hasari arttirir, hem de daha fazla radikal olusmasina neden olur
(17,20).(sekil 4)

Iskemik intestinal mukozada nétrofil infiltrasyonun stimiile oldugu ve nétrofil
infiltrasyonu sonucunda O;", H,O,, OH" gibi serbest oksijen tlirevlerinin agiga ¢ikarak doku
hasarma sebep oldugu bilinmektedir. Intestinal mukoza hiicrelerinin membranlarinin lipid ve
protein yapilar1 hasara ugramazsa hiicrelerin normal fonksiyonlari devam eder(15).
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Sekil-3. iskemide piirin metabolizmasinin gelisimi ve ksantin dehidrogenazin ksantin
oksidaza cevrilmesi, reperfiizyonda oksijen radikalinin olusumu.



Serbest oksijen radikalleri proteinler, polisakkaridler, niikleik asidler ve doymamis yag
asidleri gibi tiim biyolojik maddeler ile reaksiyona girebilmektedir. Oksijen radikalinin en
karakteristik 6zelligi hiicre membranindaki doymamis yag asidlerinden metilen hidrojen
atomunu ayirmasidir. Bu reaksiyon hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu baslatir ve
ortaya konjuge dienler, lipid hidroperoksid radikalleri ve lipid hidroperoksidler gibi lipid
tirevi radikaller c¢ikar. Lipid peroksidasyonunun son firiinleri malondialdehit ve diger

aldehidler, hidrokarbon gazlar ve konjuge dienlerdir (19,21).

OKSIJEN RADIKALI ‘

A4
W

Kemotaksis

/

FAGOSITOZ =———— Natrofil Birikimi

Kapillerde Natrofil Tikac

J

Lipid Peroksidasyonu <—— | OKSIJEN RADIKALI ‘ <—— ISKEMI

Membran Parcalanmasi

|

HUCRE HASARI

Sekil-4: Serbest oksijen radikalinin dokudaki dogrudan ve dolayh etkileri.
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Arasidonik asit 20 karbonlu poliansatiire bir yag asididir. Viicutta yalnizca hiicre
membran proteinlerinin bir komponenti olarak bulunur. Arasidonik asit bu fosfolipidlerden
hiicresel fosfolipazlar yoluyla salinir. Hiicresel fosfolipazlar mekanik, kimyasal, fiziksel uyar1
veya C5a gibi iltihabi mediatorlerce aktive edilirler. Daha sonra siklooksijenaz enzimi ile
prostoglandinler ve tromboksan A, (TxA;) olusturulur. Noétrofillerde baskin olarak 5-
Lipooksijenaz enzimi ile de 5S-HPETE olusur. 5-HPETE olduk¢a kararsizdir; ya nétrofiller
icin kemotaktik olan 5-HETE’ye , yada lokotrienlere doniisiir. Lokotrienlerden de 6zellikle
LTB4 notrofiller icin kemotaktiktir (6). Oksijen radikallerinin salimi sonucunda intraseliiler
kalsiyumda bir artis olur ve  bu kalsiyum artiginin plazma membran fosfolipaz
aktivasyonunun artiginda c¢ok Onemli oldugu diisiiniiliir. Fosfolipaz aktivasyonu ile de
arasidonik asit metabolizma iiriinleri olusmaktadir (8). Bu iiriinler ndtrofil aracili IR hasarini
su ii¢ yoldan biriyle etkiler.
1-Bu iirlinlerden 6zellikle TXA, ve LTB4 kemo-atraktan etkilidir.
2-Arasidonik asit lirtinleri ayn1 zamanda notrofil aktivatdrleri gibi ¢alisabilirler. LTB4 nétrofil
aracili artmig kapiller permeabiliteyi in vivo ve in vitro indiikleyebilir (22). TXA,’ nin de
nétrofillerden hidrojen peroksit yapimini artirdigr bilinmektedir(23).
3-Lokotrienler ve tromboksan mikrovaskiilarizasyon diizeyinde kan akimimi ve bdylelikle
direk etkiyle doku perflizyonunu etkiler. Bu yolla ,tromboxanin etkilerine bagl reperfiizyon
sirasindaki yavas akimi agirlastirabilir (24).

Iskemi ve reperfiizyon hasarmnda ayrica platelet aktive edici faktér (PAF) ve
komplemanlar da rol oynamaktadir. ROS’nin endotel hiicrelerini PAF iiretimi yapmak {izere
stimiile ettigi de gdsterilmistir. PAF potent bir notrofil agonistidir. IR hasarinda PAF, nétrofil
adezyonunu artirir ve lokositlerin ekstravazasyonuna katkida bulunur.

Poliansatiire yag asitleri serbest radikal etkilerine duyarli olmalarina karsin protein ve

niikleik asitler bu zararl etkilere kars1 daha direnglidirler. Bunun baslica sebebi, siddetli hasar
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olusturucu zincirleme reaksiyonlarin protein ve niikleik asid molekiillerinde gergeklesme
ihtimalinin ¢ok zayif olmasidir. Serbest radikaller DNA molekiiliine ¢ok yakin bir bolgede
meydana geliyorsa, okside edici radikaller tarafindan DNA molekiili kolaylikla hasara
ugratilabilmektedir(25).

2.2 IiR sonrasi akciger hasar

IIR sonrasinda basta akcigerler olmak iizere uzak organlarda hasar olusur (13). Bu durum
hastada ¢ogul organ yetersizligine ve 6liime neden olabilir. Yapilmis olan ¢aligmalarda da
deginildigi gibi, intestinal IR sonrasi akciger hasari; akcigerde 6dem, hemoraji, PMNL
infiltrasyonu ile karakterize olan bir tablodur (26).

[iR sonrasi olusan akciger hasarini agiklayan gesitli mekanizmalar tammlanmis olsa da en
¢ok PMNL’lerin rolii dikkati ceker (13). IIR sonrasi olusan akciger hasarinin %80 ninden
PMNL’ler sorumludur (11).

Lokositlerin  vaskiiler liimenden extra vaskiiler bosluga cikisinda olaylarin olus sirasi;
1- marjinasyon ve yuvarlanma
2 — Adezyon ve endotelyal hiicreler arasindan transmigrasyon
3- Interstisyel doku i¢inde kemotaktik bir uyariy1 izleyerek migrasyon (6).

Extravaskiiler kompartmana ulasildiginda aktive edilmis 16kositler toksik ROS, proteazlar
ve elastazlar salarlar ve buda mikrovaskuler permeabilite de artisa, 6deme, tromboza ve
parankimal hiicre 6liimiine neden olur (6,27) . Extravazasyondan sonra lokositlerin kimyasal
bir uyarani izleyerek zedelenme bolgesine go¢ etmesine kemotaksi denir. Hem ekzojen hemde
endojen maddeler l6kositler i¢in kemotaktik olabilirler. Bunlar; ¢oziilebilen bakteriel {iriinler,
kompleman sisteminin {riinleri (0zellikle C5a), arasidonik asit metabolizmasinin
lipooksijenaz yolu iiriinleri (6zellikle LTB4) ve sitokinler (IL 1,8, vb.) dir (6,28).

PMNL’ler myeloperoksidaz ve NADPH oksidaz yoluyla serbest radikaller olusturabilir(8).

Oksjen metabolitlerinin olusumu l6kosit NADPH oksidazin hizl1 aktivasyonuna baglidir. Bu,
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NADPH’1 oksidasyona ugratir (rediikte nikotinamid adenin niikleotid fosfat) ve prosesde

oksijen, sliperoksit iyonuna (O;’) indirgenir.

20,+ NADPH —MAPPHOKSIDAZ 5" NADP' + H'

A

Siiperoksit ¢ogu kez spontan dismutasyonla ( O, + 2H® —  H,0,) hidrojen
peroksite doniisiir. Notrofil lizozomlar1 (azurofilik graniiller) MPO enzimi igerirler ve CI -
gibi bir halid varhiginda MPO, H,0,’1 HOCI (hipoklorus radikali) ‘ne doniistiiriir. HOCI

kuvvetli bir oksidandir (6).

H202 +CI + H+ MYELOPEROKSIDAZ > HOCI + H20

PMNL hidrojen peroksit ve hipoklorik asid sekresyonu yoluyla hasari indiikleyebilir.
Notrofil graniilleri ayrica ¢ok fazla sayida enzim igerir. Bunlardan bazilari; serin proteaz,
elastaz, kollojenaz ve jelatinaz’dir. Sonug¢ olarak bu enzimler ve ROS mikrovaskiiler
permeabilitede artisa yol acarak yapisal matrix proteinlerinde lizise neden olur (29).

Ayrica  1IR, barsak mukoza engelini bozarak bakteriyel translokasyona neden
olur(9,10,11). Endotoksin sistemik inflamatuar yanit sendromunu baslatan primer
mediyatordiir (3,9). Endotoksin farkli dokularda monosit ve makrofajlari uyararak inflamatuar
sitokinlerin sentez ve salinimini baglatir (10,26). Akciger ve karaciger, makrofajlar a¢isindan
zengindir. Ayn1 zamanda bu iki organ transloke olan endotoksinin ilk gectigi organlardir (11,
30). IR sonrasi vena porta yoluyla karacigere ve oradan da akcigere ulasan endotoksinler,
once Kuppfer hiicrelerini ve sonrasinda alveolar makrofajlar1 aktive ederek TNF-alfa ve IL-6

gibi sitokinlerin iiretimini artirirlar (9,10,11,31).
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TNF-alfa 17kDa molekiil agirliginda bir sitokindir. Aktive monosit, makrofaj, mast
hiicreleri, endotel hiicreleri, T hiicreleri, B hiicreleri, Kuppfer hiicreleri gibi ¢esitli hiicrelerde
iiretilir (32). Ince barsak iskemi ve reperfiizyonu sonrasi olusan akut akciger hasarindan
sorumlu en 6nemli sitokindir (1,3, 13, 33).

IL-6 molekiil agirligi 26-kDa olan bir sitokindir. T hiicreleri, makrofajlar, monositler,
endotel hiicreleri, mast hiicreleri, kemik iligi stromal hiicreleri gibi ¢esitli hiicrelerde {iiretilir
(32, 34). Cogul organ yetmezligi ve sikintili solunum sendromunun patogenezinde énemli rol
oynar (34, 35).

TNF-alfa ve IL-6 etkisiyle pulmoner endotel hiicresinde ve PMNL’lerde bulunan adezyon
molekiilleri artarak hiicre yiizeyine ¢ikarlar (13, 36, 37). PMNL’lerde bulunan adezyon
molekiilleri CD11a/CD18, CDI11b/CD18 integrin molekiilleridir. Pulmoner endotel
hiicresinde bulunan adezyon molekiilleri ise [CAM-1, ICAM-2, ELAM, VCAM-1, P-selektin
molekiilleridir. Adezyon molekiillerinin aktivasyonu sonucunda PMNL’lerin pulmoner
endotel hiicresine adezyonu ve interstisyuma gocii olur (36,37,38,39).

PMNL kemotaktik faktorler (CINC-1, CINC-2a, CINC-2 B, CINC-3); Kupffer
hiicrelerinin, alveolar makrofajlarinin, TNF-alfa, cesitli sitokinlerle ve endotoksin ile
uyarilmasindan sonra agiga c¢ikarak, PMNL’lerin kemotaksisine, aktivasyonuna, alveolar
bosluga ve interstisyuma migrasyonuna neden olarak akciger hasari1 olusumunda 6nemli rol
{istlenirler (40,41). IIR sonrasi olusan sikintili solunum sendromundan dolasimdaki PMNL
aktivasyonunun artisi, akcigerlerde PMNL retansiyonu ve buna bagli pulmoner
mikrovaskiiler hasar sorumlu tutulmaktadir. Sikintili solunum sendromu, protein ve
PMNL’lerden zengin sivinin akciger interstisyumuna ve alveolar bosluga sizmasi ile
olugmaktadir. Normalde endotel bazal membrani gegirgen degildir veya yiiksek secici bir
gecirgenlige sahiptir. Damar endotelinin biitiinliigilinden katedrin isimli proteinler sorumludur.

[IR sonras1 aktive olan PMNL’lerden salinan serin proteaz, elastaz, endotel bazal membrani
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yapisindaki katedrinleri hidrolize ederek kapiller por boyutunun genislemesine katkida
bulunur. Bu durum, endotelyal bazal membran gegirgenligini arttirarak makromolekiil ve
stvilara ek olarak PMNL’lerin akciger interstisyumuna ve alveolar bosluga gegisine neden
olur (32).

[IR sonrasi olusan PMNL-endotelial hiicre adezyonu, pulmoner mikrovaskiiler hasar
gelisiminde anahtar rol oynar. PMNL’lerin endotelial hiicrelere adezyonu sonrasi salgilanan
toksik maddeler endotelial tabakada hasar olusturarak kapiller permeabilite artisina ve
interstisyel ddeme neden olmaktadir (11,13,42). IIR sonrasinda interstisyumda ve alveolar
boslukta yerlesik doku makrofajlar1 ve akcigerde sayilar1 artan nétrofiller, reaktif oksijen
radikalleri, toksik katyonik proteinler, dejeneratif enzimler salgilayarak akciger dokusunda
hasar olusmasma yol acarlar (43). MFS hiicreleri, periferik kan monositleri ile doku
makrofajlaridir.  Kemik iliginde olusan monoblast kok hiicreler, oncii monositlere
(promonositlere) ve daha sonrada sistemik dolagima gecerek monositlere doniisiirler. Sistemik
dolasimdaki monositler ¢esitli organlara go¢ ederek makrofaj adini alirlar. Makrofajlar bir cok
farkli organda bulunurlar. Bunlar karacigerde Kupffer hiicreleri, bobrekte intraglomeriiler
mesangial hiicreler, akcigerlerde alveolar makrofajlar, dalakta sinus makrofajlari, bag
dokusunda histiyositler, deride langerhans hiicreleri, lenf diigiimiinde sinus makrofajlari,
kemik dokusunda osteoklastlar, sinir sisteminde mikroglialar, serozal yiizeylerde serozal
makrofajlar seklinde isimlendirilirler. Yukarida sayilan hiicrelerden o6zellikle karaciger
Kupffer hiicreleri ve splenik monosit/makrofajlar MFS’nin %90’ indan fazlasini olusturan en
onemli kismidir (9).

Kupffer hiicreleri MFS’in en 6nemli doku makrofajlaridir. Hepatik makrofajlar, fiks doku
makrofajlarinin % 90’ mdan fazlasmi olusturur (9). Kupffer hiicreleri, IR sonras1 salmim
artan, ¢ogul organ yetmezligi, sikintili solunum sendromu ve akut inflamatuvar yanitin

gelisiminde 6nemli rolu olan; TNF- alfa ve IL-6 gibi ¢esitli anahtar inflamatuar sitokinlerin
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primer iiretim yeridir (1,9, 31). IR sonras1 portal dolasima gecen endotoksin Kupffer hiicre
aktivasyonuna neden olur. Aktive Kupffer hiicreleri IL-6, TNF-alfa gibi ¢esitli inflamatuar
sitokinlerin salinimina yol agarak 16kosit ve vaskiiler adezyon molekiillerinin aktivasyonuna
yol acar (31, 44). Ayrica aktive Kupffer hiicrelerinden reaktif oksijen radikallerinin tiretimi ve
salmimi da artmaktadir (45). PMNL’lerin niikleusu birbirine ince kromatin ile baglanmis
birkag segmentten olusmus pargali goriiniime sahip olarak izlenirler. Bu ylizden normalde
graniilosit olarak adlandirilan bu hiicrelere “polimorfoniikleer” lokositler denmektedir.
PMNL’ler igerdikleri graniillerin Romanowsky boyalariyla boyanmalarina gore nétrofil,
eozinofil (asidofil) ve bazofil olarak gruplandiriimaktadir. Asidofil (eozinofil) 16kositlerin
graniilleri eozin gibi asidik boyalar ile boyanirlar. Bazofil 16kositlerin graniilleri metilen
mavisi gibi bazik boyalar ile boyanirlar. Notrofil 16kositlerin graniilleri ise ne asidik ne de
bazik boyalar ile boyanmazlar. Biitiin 16kositlerin %60-70 ini olusturan nétrofiller,
PMNL’lerin %90 1ndan fazlasini olusturmaktadir. PMNL’ler monositler gibi ekstravaskiiler
alanda bulunabilirler. IL-6 gibi ¢esitli kemotaktik maddeler, PMNL’lerin damar endotel
hiicrelerinin yiizeyine adezyonunu artirarak bu hiicrelerin damar disina ¢ikmasina neden olur.
Bu olay diapedez olarak bilinir. Fagositoz yetenegine sahip olan bu hiicreler icerdikleri
graniilleri yoniinden iki tipe ayrilir. Birinci tiptekiler; biiyiik, nonspesifik, peroksidaz-pozitif
azurofilik (primer) graniiller olarak adlandirilirlar ve peroksidaz ve asit fosfataz gibi enzimleri
icerirler. Ikinci tiptekiler ise; kiigiik spesifik (sekonder) graniiller olarak adlandirilirlar ve
alkalen fosfataz, kollojenaz ve aminopeptidaz gibi enzimleri igerirler. Noétrofillerin ¢ogu
spesifik graniilliidiir (%80-90). Kompleman fragmanlari, hidroksil radikaller, ROS ve
sitokinler gibi barsak kaynakli uyarilar notrofil aktivasyonuna neden olurlar (2,46). Patojenik
durumla karsilagildiginda PMNL’ler, ROS, toksik katyonik proteinler, dejeneratif enzimler

salgilayarak normal dokuda da hasar olusmasina yol agarlar (43, 45).
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2.3 Endotel koruyucu ajanlar

Endotel hiicreleri tarafindan olusturulan 3 6nemli koruyucu ajan prostasiklin, nitrik oksit
ve adenozindir(47). Prostasiklin vazodilatasyon yapan, notrofil adherensini 6nleyen trombosit
agregasyonunu inhibe eden ve lizozomal membranlari stabilize eden potent bir
eikosanoiddir(48). Yar1 omrii 1-2 dakikadir ve etkilerini adenilat siklaz1 aktive edip bdylece
cAMP yapimini artirarak gosterir.

NO, endotel hiicrelerinde kalsiyum ve calmoduline bagimli bir enzim olan NOS ile
olusturulur(47). NO’ in etkileri guanilat siklazin aktivasyonu ve boylece cGMP olusumu ile
diizenlenir(49). Biyolojik yar1 oémrii prostasiklinden daha kisa olup 10-20 saniyedir. NO
endotel hiicreleri tarafindan olusturulan siiperoksit radikallerini ndtralize eder, vazodilatasyon
yapar, trombosit adherensini inhibe eder (26,47,49,50).

Endotel tarafindan olusturulan {igiincii koruyucu ajan adenozindir. Adenozin etkilerini
adenilat siklazla eslesmis purinerjik reseptorlerin aktivasyonuyla olusturur. Bunda guanozin
trifosfat’a bagli bir mekanizma rol oynar(47). Adenozin, adenozin deaminaz ve adenozin
kinaz enzimleriyle hizlica metobolize olur. Prostasiklin ve NO gibi, adenozin de potent bir
vazodilatordiir. Endotelial hiicrelere notrofil adherensini azaltir ve ndtrofil sitotoksisitesini
hafifletir (47,51). Adenozin ayn1 zamanda nétrofiller tarafindan siiperoksit radikali olusmasini
inhibe eder ve prostasiklin ve NO gibi IR hasarinin gesitli modellerinde yararli etkiler gosterir

(47).

2.4 Serbest Radikaller

Serbest radikaller son yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunmasi sebebiyle kolayca
elektron aligverisi yapabilen molekiillerdir. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla
elektron transportu sirasinda olusur. Serbest radikaller organik veya inorganik molekiiller

seklinde olabilirler. Cu™®, Fe™, Mn" ve Mo™ gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis
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elektronlar1 oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bunlar serbest radikal

olusum reaksiyonlarinda katalizor olmasi sebebi ile 6nemlidir.

2.4.1 Reaktif oksijen tiirleri
2.4.1.1 Siuiperoksid Radikali :
Dogal oksijen molekiiliiniin bir elektron almasi ile olusur. En biiyiik kaynagi elektron
transport zinciridir (52).
02 + ¢ _—> 02 .
Stiperoksid radikali bir serbest radikal olmakla birlikte hidrojen peroksit kaynagi olmas1 ve

gecis metallerini indirgemesi bakimindan da 6nemlidir.

2.4.1.2 Hidrojen Peroksit :
Molekiiler oksijenin iki elektron veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu olusan
hidrojen peroksit, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikaline

kolayca yikilir.
0,-+e +2H — H,0,
0,+2¢ +2H" - H,0,
H,0, + O, —» OH.+ OH + O,

Hidrojen peroksit genellikle biyolojik sistemlerde siiperoksidin dismutasyonuyla

spontan olarak veya SOD katalizorliigiinde olugur.
20, + 2H" - H0; + O,

Hidrojen peroksit siiperokside benzer, reaksiyondaki ortama bagli olarak hem oksidan hem

de rediiktan gibi davranabilir.
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2.4.1.3 Hidroksil Radikali :

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucu veya hidrojen
peroksitin ge¢is metalleri varliginda indirgenmesi ile (Fenton Reaksiyonu ) olusur. Yarilanma

omrii ¢ok kisa olup son derece reaktiftir.

Fe," " +H,0, > OH +OH +Fe*

2.4.14 Singlet Oksijen

Ortaklanmamis elektron olmadigindan radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir.
Serbest radikal reaksiyonu sonucu gelisebilecegi gibi serbest radikal reaksiyonunun
baglamasina da yol agabilir. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin

ters yoniinde donmesi sonucu olusur.

2.4.2 Hiicredeki serbest radikal kaynaklan
2.4.2.1 Endojen Kaynaklar

1. Mitokondrial elektron transportu : Elektron tasiyicilart oksijene elektron sizdirabilir.

Oksijen %1 oraninda siiperokside indirgenebilir.

2. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri (sitokrom p-

450, sitokrom b5)

3. Peroksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinler
4. Aktive fagositler ve makrofajlar

5. Otooksidasyon reaksiyonlari: Fe™, adrenalin
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6. Plazma membrani: Lipoksigenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde NADPH oksidaz,
lipid peroksidasyonu

7. Yaslanma

2.4.2.2 Ekzojen Kaynaklar:

1. Asir oksijen konsantrasyonu (Hiperoksi)

2. Aligkanlik yapan maddeler: Alkol, uyusturucu, sigara

3. Cevresel etkiler: Radyasyon, hava kirliligi

4. Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal
kaynagidir.

5. Antineoplastik ilaglar: Bleomisin, Doxorubicine, Adriamicine

2.4.3 Reaktif oksijen tiirevlerinin rolii:

Glinlimiizde serbest oksijen radikalleri terimi yerine, daha kapsamli olan ve hem
stiperoksit, hidroksil gibi oksijen igeren radikallere hem de aslinda radikal olmayan ancak
reaksiyonlart ile oksijen igeren radikallerin olusumuna neden olabilen peroksit, singlet
oksijen, hipoklorik asit gibi molekiilleri i¢ine alan reaktif oksijen tiriinleri ( ROS ) terimi daha
yaygin olarak kullanilmaktadir (53).

Yukarida da belirtidigi gibi iskemik dokularin reperfiizyonu toksik ROS olusumuna
yol agar. Bunlar siiperoksit anyonlar (O2°), hidroksil radikalleri(OH"), hipoklorik asit (HOCI ),
hidrojen peroksit (H,0O,) ve nitrik oksitten derive peroksinitrittir (5) . Oksijen kdkenli serbest
radikaller aracigi ile olusan hiicre hasarinda baglangic olay ksantin oksidaz kokenli siiperoksit
anyonlarmin iiretilmesidir (7) . Iskemi sirasinda selliiler ATP hipoksantin olusturmak iizere
degrade edilir. Normal kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz yardimiyla ksantine

oksidize edilir. Bununla birlikte iskemi sirasinda ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza
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doniistiirtiliir. Substrat olarak nikotinamid adenin diniikleotid kullanan ksantin dehidrogenazin
tersine ksantin oksidaz oksijeni kullanir ve bundan dolay1 iskemi sirasinda hipoksantinin
ksantine doniigsiimiinii katalize edemez ve bu da hipoksantinin dokuda asir1 seviyelere
c¢ikmasina yol agar. Reperfiizyonla oksijen tekrar sunuldugunda fazla miktardaki
hipoksantinin ksantin oksidaz ile reaksiyona girmesi toksik ROS olusumu ile sonuglanir(5)
(sekil 3)

Seliiler ve subseliiler membranlarin lipid peroksidasyonu da oksijen kokenli serbest
radikallerin artirdigi hiicre hasarinda Onemli bir mekanizmadir(8). Hiicre membranlari
icerisinde poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonu, hiicresel biitiinliik ve fonksiyon
kaybi ile sonuglanabilir. Bu durum tek basma hidroksil radikalleri ile baslatilabilecegi gibi,
uygun bir selator varliginda O ile de baslatilabilir. Lipid peroksidasyonu, bitisik yag asiti
molekiillerinde otokatalitik ~ bir zincir reaksiyonu suretiyle lipid peroksil radikallerinin
olusumuna neden olabilir. OH  radikalleri ilave olarak proteinler ve DNA’nin direk
oksidasyonuna neden olabilir. Bu asamada enzim inaktivasyonu ve DNA ipliklerinin kirilmasi
s6z konusudur (8). Bu gibi DNA hasar1 hem hiicre 6liimii hemde hiicrelerin malign
degisiminde rol alir. Serbest radikaller ayrica siilfidril aracili protein c¢apraz baglar
olusturarak parcalanmanin artmasina veya enzimatik aktivitenin kaybolmasina neden olur.
Serbest radikal reaksiyonlar1 direkt olarak polipeptid par¢alanmasina da yol agabilir (6).

Proteinler serbest radikallere daha az hassas olup baslayan zararli zincir reaksiyonununda
hizli ilerleme ihtimali daha azdir. Proteinler serbest radikal harabiyetinden aminoasit igerigine
bagli olarak etkilenirler. Bu reaksiyonlar sonucu immunglobulin G ve alblimin gibi fazla
sayida distilfit igerenlerin yapist bozulur. HEM proteinleri de serbest radikallerden 6nemli

oranda etkilenir.
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- +2 2H +2
02' + Hb- Fe -02 HbFe + H202 + Oz
H,0, + 2Hb-Fe™>-0, 2H" 2Hb-Fe? + H,0 + O,
_—

2.5 Antioksidanlar

2.5.1.Dogal (Endojen) Antioksidanlar
2.5.1.1 Enzimler

a-Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi:

Solumun zincirinin son enzimi sitokrom oksidaz asagidaki reaksiyonla siliperoksidi

detoksifiye eder.
40, - + 4H" + 4e > 2H0

Bu reaksiyon normalde siirekli devam eder. Boylece yakit maddelerinin oksidasyonu
tamamlanir ve bol enerji liretimi saglanir. Ancak siiperoksid iiretimi ¢ogu zaman bu enzimin

kapasitesini agar bu durumda diger antioksidanlar devreye girer.

b-Siiperoksid dismutaz (SOD):

Stiperoksid dismutaz, siiperoksidin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene donilisiimiinii

katalizleyen enzim olup {i¢ formu vardir.
20, - + 2H - H0, + 0O
1.Cu-Zn SOD: Cu ve Zn igeren dimerik tip sitozolde bulunur, siyanidle inhibe olur.

2. Mn-SOD: Mn igeren tetramerik tip mitokondride bulunur. Siyanidle inhibe olmaz.

3. Ekstraselliiler CuZn SOD (54,55).
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Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksid serbest
radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi
olan dokularda ozellikle eritrositlerde fazladir. Normal metabolizma sirasinda siiperoksid

iiretimi fazla olmasina ragmen SOD sayesinde intraselliiler stiperoksid diizeyi diisiik tutulur.

c-Glutatyon Peroksidaz( GSH-Px) :

Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.

H,0, + 2GSH -S8i&Px GSSG  + 2H,0

GSH-Px; tetramerik, dort selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid

hidroperoksitlerini alkollere indirger.

H,O, + 2GSH _PLGSH-Px , GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH _PLGSH-Px , GSSG + ROH + H,O
PLOOH + 2GSH _PLGSH-Px  GSSG +PLOH +H,O

Membrana bagli en 6nemli antioksidan olan vitamin E yetmezliginde PLGSH-Px membrani

peroksidasyona kars1 korur.

Hidroperoksitlerin rediikte olmasiyla meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin katalizledigi

reaksiyonla tekrar GSH’ ye doniisiir(56).
GSSG + NADPH +H" _____, GSH + NADP'

GSH-Px solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gormesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px  oksidan strese karsi
antioksidandir. GSH-Px aktivitesinde azalma hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre

hasarina yol agar(56).
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d-Katalaz (CAT):

Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Gorevi hidrojen peroksiti oksijen ve suya
parcalamaktir. Eritrositler yiiksek oranda katalaz igermekte olup, katalaz aktivitesinin

%98’den fazlasini saglar.
2H,0p ———— . 2H,0 + O

Peroksidaz aktivitesi yaninda bir hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini

de oksidan ve elektron alicisi olarak kullanabilir.

Pankreatit, hemolitik hastalik ve bazi karaciger hastaliklarinda yiikselmis katalaz aktivitesinin

saptanmasi diagnostik 6nem tasir (57).

e-Glutatyon-S-transferaz ( GST) :

Ozellikle arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine karsi
GST’lar selenyum bagimsiz GSH-Px aktivitesi goOstererek bir savunma mekanizmasi

olustururlar.

GST’ lar antioksidan fonksiyonlar1 yaninda karacigerde sitokrom p-450 enzim sistemi ile
detoksifikasyona katkida bulunur. Ayrica hiicre i¢i baglayici ve tastyicisi, prostoglandin
izomeraz etkisi, LTC4( Lokotrien Cy4 ) sentezi ve genotoksik ajanlarin detoksifikasyonu gibi

rolleri vardir(58).

f-Hidroperoksidaz

2.5.1.2  Enzim Olmayanlar

1-Lipid fazda bulunanlar
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a-tokoferol ve B-karoten

2-Siv1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda bulunanlar): Askorbik asit, melatonin,
irat, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, myoglobin, hemoglobin, ferritin,

metiyonin,albiimin, bilirubin, glutatyon.

2.5.1.3 Diger Antioksidanlar
1- Karotenoidler
2- Melatonin

3- Glutatyon

4- Urat
5- Sistein
6- Albimin

7- Seriiloplazmin

2.5.2 Ekzojen Antioksidanlar
2.5.2.1 ilaclar:
-Ksantin Oksidaz Inhibitorleri
Allopiirinol
Oksiprinol

-Soya fasulyesi inhibitorleri: Ksantin dehidrogenazin proteolitik etki sonucu ksantin oksidaza

doniisiimii inhibe eder.

-NADPH Oksidaz inhibitorleri:Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,

Nonsteroid Antiinflamatuar ilaglar vs.
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-Rekombinant Siiperoksid dismutaz

-Trolox-C:E vitamini analogudur.

-Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: GSH-Px aktivitesini artiranlar (asetilsistein)
-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari:Mannitol, albiimin

-Demir redoks dongiisii inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin

-Demir selatorleri

-Notrofil adhezyon inhibitdrleri

2.5.2.2 Gida Antioksidanlar:
-Butylated hydroxytoluene
-Butylated hydroxyanisole
-Sodyum benzoat

-Fe-siiperoksid dismutaz

2.6 Myeloperoksidaz

Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de PMNL’lerin
hasarl1 dokuda birikmesini saglamaktadir. Notrofil ve monositler  primer lizozomal
graniillerinde bir HEM enzimi olan MPO ihtiva ederler. Notrofiller dolasimda bulunan
PMNL’ lerin % 90’indan fazlasini olusturular. Kompleman fragmanlari, hidroksil radikaller,
ROS ve sitokinler gibi uyarilar notrofil aktivasyonuna neden olur. Dokuya gelen aktive

PMNL’ler; MPO, elastaz, proteaz, kollajenaz , laktoferrin ve katyonik proteinler gibi
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enzimlerini agiga ¢ikarirlar. Bu enzimler hem dokudaki hasar1 artirirlar, hem de daha fazla
radikal olusmasina neden olurlar.

MPO ¢esitli bilesikleri (elektron yada hidrojen dondrleri) okside edebilen bir enzim
substrat kompleksi olusturmak igin, substrati olan H,O; ile birlesir ve bunlarin oksidasyonu
sonucu, ¢esitli yollarla organizmay etkileyebilen toksik ajanlar meydana getir ve bunlar hiicre
oliimiine yol acarlar. Notrofillerin primer fonksiyonu fagositoz ve mikroorganizmalarin
sindirimi olmasina ragmen bu hiicrelerden toksik ajanlarin sizintis1 veya sekresyonu yakin
hiicrelere zarar verir. Fagositik kaynakli oksidanlar ototoksik, immiinosiipresif ve mutajenik
etkiler gosterirler. Iskemi ve reperfiizyon sonucu akcigerlerde nétrofil birikimi olur. Bu

notrofillerden ortama saliverilen serbest radikaller akciger hasarina neden olur(59).

2.7 MDA

Serbest radikallerin en hasar verici etkisi, poliansatiire yag asitleri ve fosfolipidden olusan
hiicre membranlar1 iizerine olmaktadir. Oksijen serbest radikalleri lipid peroksidasyonunu
indiikleyerek fonksiyonel ve yapisal hiicre hasarina neden olur (60). Lipid peroksidasyonu,
lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag arasinda yerlesmis metilen grubundan bir hidrojen
atomunun ¢ikmasi ile baglatilan kompleks bir fenomendir. Sonugta yeni bir karbon merkezli
lipid serbest radikali olusur. Oksijen varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden lipid
peroksitler veya hidroperoksitler olusmaktadir. Bu son {iriinler nispeten daha stabil bir son
iiriin olan ve lipid peroksidasyonunun markeri olarak kullanilabilen malondialdehite doniisiir

(61).
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2.8 Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)

CAPE, bal aris1 tarafindan yapilan balda bulunan ve daha onceden antiinflamatuar,
antioksidan, antiviral, antikanser, antiapoptotik, immiinmodiilatér ozellikleri daha onceki
calismalarda ispatlanmis, flavonoid benzeri yapida bir bilesiktir(15,62,63,64,65,66,67,68).

Insan viicudundaki normal hiicrelere kars1 bilinen higbir zararh etkisi bulunmamaktadir.
Halk arasinda, sik tiiketimi olan ve sagliga yararli 6zellikleri uzun yillardan beri bilinen ancak
iizerine bilimsel ¢aligmalarin baglamasi uzun zaman alan bir bilesiktir(64).

Art kovanlarinin c¢atlak ve hasarlanmisg yerlerinin tamirinde, dis ortamdan izole
edilmesinde, giris deliklerinin daraltilmasinda, kovanin igine giren zararli maddeler,
mikroorganizmalar ve boceklerin mumlanarak etkisiz hale getirilmesinde propilis
kullanilmaktadir(69,70). Propiliste yaklasik 100 gesitten fazla bilesen bulunmustur. Propilis
arilarin bitkilerden topladigi maddelere gore degismektedir. Flavanoidler, caffeic acid ve
esterleri  propiliste en fazla bulunan ve propilisin  biyolojik olarak  aktif

bilesenidir(15,71,72,73).

2.8.1 CAPE nin yapis1 ve kimyasal ozellikleri

Yapisal olarak flavanoidlere benzeyen CAPE’nin iki halkasal yapis1 vardir(74).(sekil 5)
Halkalardan bir tanesinde molekiiliin hemen hemen biitiin kimyasal 6zelliklerini gosteren ve
fonksiyonel olan iki “>-OH’’ grubu vardir. Hidroksil gruplari, aktif bir sekilde elektron alip
vererek oksitleyici ve rediikleyici 6zellik gosterirler. Cok uzun aromatik ve alifatik yapida
karbon gruplar1 tasidig1 i¢in ayn1 zamanda lipofilik 6zelliktedir(71,75). Boylece molekiiliin
kolayca hiicre membran yapilarindan ge¢mesi ve etki edecegi bolgeye ulasmasi kolaylasir.

CAPE intraperitoneal uygulandigi zaman yeterli kan konsantrasyonuna ulagmaktadir.
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Sekil 5: CAPE’nin yapisi

2.8.2 CAPE nin fonksiyonel ozellikleri

CAPE, arilarin bitkilerden topladigi maddeler iginde bulunan keskin ve guzel kokulu
propilis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir. Eskiden propilis ampirik olarak
antienflamatuar, immiinomodiilator, antioksidan, antimikrobik gibi bir¢cok 6zelligi ile tedavi
amagh kullanilmas, iyilestirici etkinin oldugu gdsterilmistir(14,15,71,72,76).

Canlilar tizerindeki bu olumlu etkileri ¢esitli faktorlere dayandirilabilir. CAPE; 10 pmol/kg
konsantrasyonda ksantin-ksantin oksidaz sistemini ve reaktif serbest oksijen radikali
olusumunu bloke etmektedir. Bu durum, yapilan bir¢ok ¢alismada poliansature yag asitlerinin
oksidasyonuna sekonder olarak olusan malondialdehid diizeyini anlamli 6l¢iide diisiirmesi ile
dogrulanmaktadir(65). CAPE’nin protein tirozin kinaz, siklooksigenaz (non-spesifik olarak)
ve lipooksigenaz aktivitesini baskiladigi ve bdylece lipid peroksidasyonunu engelledigi
gosterilmistir(14,15,68,77).

CAPE’nin antiinflamatuar etkinligi yapilan ¢aligmalarda Diklofenak ve Hidrokortizon ile
esdeger bulunmustur(64).

Niikleer faktor kappa B (NF-kB), rel mutagen ailesine bagl bir transkripsiyon faktoriidiir
ve immiinite ve inflamasyon dongiisiinde rol oynayan pek ¢ok geni aktive etmektedir(78).
NF-«kB’nin regiilasyonunda bozulma graft versus host hastaligi, toksik sok, kanser ve akut
inflamatuar hastaliklar gibi bircok patolojide rol oynar. Ayrica apoptozisde oOnemli bir

ajandir(63). NF-xB proteinleri stoplazmada inaktif olarak bulunmaktadir. Aktivasyon
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bakteriyel yapi taslari, oksidatif stres ve protein sentez inhibitorleri ile olmaktadir. Reaktif
oksijen radikalleri, NF-kB i¢in ikincil haberci rolii oynamaktadir(63). CAPE, 6zgiil olarak
NF-kB’yi bloke ederek ve oksijen radikallerini bloke ederek basta TNF-a olmak iizere bircok
inflamatuar ajanlar1 bloke etmektedir. CAPE’nin glukokortikoid reseptorlerinden bagimsiz
olarak inflamatuar hiicrelerde apoptozisi dnledigi de gosterilmistir(75).

Ayrica CAPE; ornitin karboksilaz, 5-alfa rediiktaz, proteaz, lipoksijenaz, HIV-1 integraz

gibi baz1 enzimlerin potansiyel engelleyicisidir(66,67,74,75).

2.8.3 CAPE nin antioksidan etkisi

CAPE, linoleik asit ve arasidonik asitin 5-lipooksijenaz tarafindan olusturulan
oksijenasyonunu inhibe eder. Yaklasik olarak 10 pmol/L konsantrasyonunda in vitro
kosullarda nétrofiller veya ksantin/ ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif
oksijen tiirlerini tamamen bloke eder. CAPE, antioksidan 6zelligini zincirinde bulunan iki
hidroksil grubu ile saglamaktadir(14,15,64,68,75,77,79).

[lhan ve ark. tavsanlarda spinal kordda IR hasarma karsit CAPE’nin ve metil prednizolonun
koruyucu etkisini ve spinal kord dokusunda MDA, SOD, CAT ve histolojik degisikliklerle
aragtirmiglar. MDA seviyeleri CAPE grubunda metil prednizolon grubuna gore belirgin olarak
diistik bulmuslar, kontrol grubu ile kiyaslandiginda CAPE grubunda ek doku hasari
saptamamiglar(77).

Viicutta dzellikle iskemi esnasinda, ATP’den hipoksantin olusur, ardindan hipoksantin,
ksantin’ e indirgenir. Iskemi esnasinda bol miktarda sentezlenen ksantin ise, reperfiizyon ile
ortama oksijen saglanmasi sonras1 ksantin oksidazin katalizledigi bir reaksiyonla iirik asite
cevrilir. Bu reaksiyon esnasinda ortaya superoksid anyonu ¢ikar. Ksantin oksidaz enzimi, en

onemli serbest oksijen kaynagi enzimdir. Ksantin oksidaz inhibitorleri ile yapilan ¢alismalar,
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bu ajanlarin 6zellikle iskemi-reperflizyon hasarinda antioksidan 6zelligini ortaya koymustur.
Bu konuda CAPE ile pek ¢ok ¢aligma yapilmis ve etkin bulunmustur(68).

Diabetik rat karacigerinde, intestinal iskemi ve reperfiizyon hasarinda ve testikiiler
torsiyon/detorsiyondan sonra CAPE’nin antioksidan koruyucu etkisi {izerinde durulmustur.

Yilmaz ve arkadaslari streptozosinle diabetik olan ratlarin karacigerinde MDA seviyeleri,
SOD ve CAT aktivitelerini aragtirmiglar. Diabetik ratlarin karacigerinde MDA seviyelerinin
kontrol grubu ratlara kiyasla artmis oldugu ve MDA seviyelerinin CAPE grubunda kontrol
grubunun diizeyinde kaldigini bildirmigler. CAPE tedavisi verilen diabetik rat karacigerinde
SOD ve CAT aktivitelerinin azaldigin1 saptamislardir. CAPE serbast oksijen radikallerini
stiptiriici etkisinden dolayr diabetik rat karacigerinde SOD ve CAT aktivitelerinde artisi
engelledigi 6ne siiriilmiistiir(80).

NF-kB ‘nin inflamatuar olayda ve oksidan streste onemli yeri oldugu gosterilmistir. CAPE,
0zgll olarak NF-kB’yi bloke ederek ve oksijen radikallerini bloke ederek basta TNF-o olmak
lizere bircok inflamatuar sitokinleri bloke etmektedir(62,63). Nitrik Oksit ile siliperoksit
radikalinin ilk biyokimyasal {iriinii, 6zellikle DNA’y1 okside eden kisa Omiirlii bir serbest
radikal olan peroksinitrittir(68). CAPE, nitrik oksit sentetaz enzim aktivitelerini bloke ederek
ve siliperoksit dismutaz enziminin kullanimini engelleyerek etkin olmaktadir. CAPE’nin
inducible Nitrik Oksit Sentetaz (iNOS) aktivitesini, iNOS iizerindeki NF-xB baglanti
noktalarini bloke ederek inhibe ettigi gosterilmistir(81).

Sonug olarak CAPE antioksidan etkisini, lipit peroksidasyonunu suprese ederek, ortamdaki
reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek, ksantin oksidaz ve nitrik oksit sentetaz aktivitesini inhibe

ederek ve SOD aktivitesini koruyarak gostermektedir(64).
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3.MATERYAL VE METOD

3.1 Hayvanlar

Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlari labaratuarindan
elde edilen erkek, saglikli, erigskin, 200-250 gr arasinda olan Wistar-Albino cinsi rat
kullanilarak gergeklestirildi. Ratlar deney oncesi tel kafeslerde 12 saat gece 12 saat gilindiiz
sirkadiyen ritmde, ortam sicaklig1 20-26 °C olacak sekilde tutuldular. Deneyden 12 saat dnce,
su hari¢ beslenmeleri durduruldu. Tim ratlarin bakimi, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi
tarafindan Dbigimlendirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim Prensipleri’'ne ve Laboratuar
Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan hazirlanip Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan
yayinlanan (NIH basim no.85-23, 1985 revize edildi) ‘Laboratuar Hayvanlarinin Bakim ve
Kullanimi i¢in Kilavuz’una uygun olarak yapildi. Caligma protokolii ve deneysel metod
Siileyman Demirel Universitesi Etik Kurul tarafindan onaylandi. Calismada 30 rat

randominize olarak 3 gruba ayrildi (n=10)

3.2 Gruplar

Calisma gruplari sirasi ile randominize olarak soyle olusturuldu :
Grup I (kontrol grubu) : Bu gruptaki ratlara laparatomi yapilarak, iskemi ve reperfiizyon
uygulanmadan sadece anestezi verildi. 180 dakika sonra akciger doku 6rnekleri alindu.
Grup II (IIR grubu) : Bu gruptaki ratlara asagida anlatildig1 sekilde 60 dakika iskemi
uyguland1 ve 120 dakika siiresince reperfiize edildikten sonra ratlar sakrifiye edilerek akciger
doku 6rnekleri alindi.
Grup III ( IIR+CAPE grubu) : Bu gruptaki ratlara grup II de oldugu gibi 60 dakika
sliresince mezenterica siiperior artere mikrovaskiiler klemp konularak iskemi uygulandiktan
sonra mesenterica superior artere konulan mikrovaskiiler klemp kaldirilarak 120 dakika

boyunca reperfiizyon uygulandi.Reperfiizyonla beraber ratlara intraperitoneal olarak 1 kez 10
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p/kg dozunda CAPE uygulandi.Reperfiizyon siiresi sonrasinda ratlar sakrifiye edilerek
akciger doku 6rnekleri alindi.
3.3 Anestezi ve Cerrahi islem

Ratlar tizerine yapilan ¢alismalar genel anestezi altinda gergeklestirildi.Genel anestezi igin,
baslangicta intramuskiiler olarak 90 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar) ve 80 mg/kg xylazin
(Rompun) kullanildi.  Gerektiginde saatlik olarak ilk dozun 1/3 i ilave dozlar halinde
tekrarlandi.

Bu c¢alismada 60 dakika intestinal iskemi ve 120 dakika reperfiizyon uygulandi. Karin 6n
duvari cildinin trag edilmesi ve % 10’ luk povidon - iyot soliisyonu ile temizlenmesini takiben
orta hat insizyonu ile laparatomi yapilarak karm bosluguna girildi (resim 1). Ince barsaklar
laparotomi kesisinden disar1 ¢ikarilarak siliperior mezenterik arter (SMA) ortaya konuldu.
SMA’e atravmatik mikrovaskiiler bir klemp konulmasiyla dolasimi engellendi (resim 2).
Intestinal iskemi arter vurumlarmin kaybolmasi ve barsak renginin soluklagsmasiyla
dogruland: (resim 3). Barsaklar batin icerisine geri gonderildi. Laparatomi kesisi atravmatik
4/0 prolen dikisle kapatilarak intestinal iskemi icin 60 dakika beklendi. Intestinal iskemi
sonunda tekrar laparatomi yapildi. SMA’deki mikrovaskiiler klemp ¢ikarilarak intestinal
reperflizyon baglatildi. Reperfiizyon arter vurumlarinin tekrar belirmesi ve ince barsak
renginin pembelesmesi goriilerek dogrulandi (resim 4). Barsaklar tekrar karin igine geri
kondu. Grup III deki hayvanlara intraperitoneal yolla, 10 pmol/kg dozunda CAPE verilerek
laparatomi kesisi tekrar 4/0 prolen dikis ile kapatildi. 120 dakika intestinal reperfiizyon siiresi
sonunda, median sternotomi ile ratlarin gégiis boslugu acildi. Cikan aorta kesilerek sicanlarin
kan kaybindan Olmesi saglandi. Her iki akciger toraks boslugundan cikarildi ve serum
fizyolojik ile yikanarak yiizeyel temizlikleri yapildi. Her iki akcigerden alinan doku ornekleri
%10’ luk formaldehit i¢inde tespit edildi. Her iki akcigerin geri kalan1 biyokimyasal tetkikler

icin tampon fosfat sollisyonu igerisinde -80 °C’de saklandi.
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3.4 Kullanilan malzeme ve aletler

1- Sogutmali santrifiij : Eppendorf MR5415 (Almanya)
2- Santrifiij : Jouan B4i (Fransa)

3- Derin dondurucu : Ugur (Tirkiye)

4- Hassas terazi : Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5- Vorteks : Niive NM 100 (Tiirkiye)

6- Otomatik pipetler : Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7- Spektrofotometre : Shimadzu UV 1601 (Japonya)
8- Sonikator : Bandelin Sonoplus (Almanya)
9- pH metre : Hanna Instruments (Portekiz)
10- Manyetik karistirict : Niive (Tiirkiye)

11-ELIZA cihaz: : Biotek Instruments (A.B.D.)
12- Homojenizator : Ultra Turrax T25 (Almanya)
13- Biyokimya analizorii : Abbott Aeroset (Almanya)

3.5 Kullanilan kimyasal maddeler

3.5.1 MPO tayini i¢cin kullanilan Elisa kiti
Calismamizda MPO tayini i¢in IBL Hamburg ANCA-P ( MPO) — AB ELIiSA kiti
(Almanya) kullanildi. Kit icerigi :
1- 8x12 lik boliinebilir microplate
2- 6 adet 1,5 mI’lik IgG Anti-MPO antibodies kalibrator ( 1gG: 0,5,10,20,40,100 U/ml)
3- 2 adet 1,5 ml’lik Anti-MPO kontrolii ( pozitif ve negatif kontrol)

4- 1 adet 20 ml sample buffer (tris, NaN3 < 0,1 % )
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5- 1 adet 15 ml enzim konjugat soliisyon (PBS, PROCLIN 300 < 0,5 % )
6- 1 adet 15 ml TMB substrat soliisyon

7

1 adet 15 ml stop soliisyon ( 1 M HCI)

8

1 adet 20 ml yikama soliisyonu ( PBS, NaN;< 0,1 %)

3.5.2 Lipit peroksidasyonu tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler

1-Trikloroasetik asit (TCA) Merck (Almanya)

2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) Merck (Almanya)

3.5.3 GSH-Px tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler

1- Potasyum dihidrojen fosfat Merck (Almanya)
2- Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck (Almanya)
3- Glutatyon rediiktaz Fluka (Isvigre)

4- B-NADPH Sigma (Almanya)
5- Glutatyon-rediikte Sigma (Almanya)
6- Kiimen hidroperoksit Sigma (Almanya)
7- Titripleks II1 Merck (Almanya)

3.5.4 SOD tayini icin kullanilan kimyasal maddeler
1- Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

2- Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
3- CAPS, Sigma (Almanya)

4- Iodonitrotetrazolyum violet, Sigma (Almanya)
5-Ksantin, Merck (Almanya)

6-Ksantin oksidaz, Sigma (Almanya)
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7 -Titripleks III, Merck (Almanya)

3.6 Kullanilan cozeltiler

3.6.1 Lipit peroksidasyonu i¢in kullanilanlar

1- TCA ¢ozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve son hacim
100 ml’ye tamamlanir.

2- TBA ¢ozeltisi (% 0.67): 0.67 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve son hacim

100 ml’ye tamamlanir.

3.6.2 GSH-Px tayini icin kullanilanlar

1- Kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0.18 mM): Kiimen hidroperoksitten 1.62 pl alinir, 50

ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

2- Glutatyon ¢ozeltisi (4 mM): 0.0614 gr glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM fosfat tamponu
(pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA igeren) ile 50 ml’ye tamamlanur.

3- Glutatyon rediiktaz (> 0,5 U/L): 10 ul glutatyon rediiktaz alinir, 10 ml distile su ile
seyreltilir. Bundan 50 pl ¢ekilip, 50 mM fosfat tamponu (4.3 mM EDTA igeren ve pH: 7.2
olan) ile 50 ml’ye seyreltilir. Cozelti, glinliikk hazirlanir.

4- B-NADPH c¢ozeltisi (0.34 mM): 0.0116 gr B-NADPH tartilip hacmi 50 mM fosfat tamponu

(pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA igeren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

3.6.3 SOD tayini icin kullanilanlar

1- Kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0.18 mM): Kiimen hidroperoksitten 1.62 pul alinir, 50 ml

distile su ile seyreltilir. Cozelti, glinliikk hazirlanir.
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2- Glutatyon ¢ozeltisi (4 mM): 0.0614 gr glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM fosfat tamponu
(pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA igeren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

3- Glutatyon rediiktaz (> 0,5 U/L): 10 ul glutatyon rediiktaz alinir, 10 ml distile su ile
seyreltilir. Bundan 50 pl cekilip, 50 mM fosfat tamponu (4.3 mM EDTA igeren ve pH: 7.2
olan) ile 50 ml’ye seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

4- B-NADPH ¢ozeltisi (0.34 mM): 0.0116 gr B-NADPH tartilip hacmi 50 mM fosfat tamponu

(pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA igeren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

3.7 Yontem

3.7.1 MPO aktivitesinin olciimii

Kalibrator, kontrol ve Ornekler icin yeterli sayida mikroplate hazirlandi.Mikroplate
tizerindeki kuyucuklara 100’er pl kalibrator, kontrol ve 6rnek pipetlendi. 30 dakika siiresince
oda 1sisinda enkiibe edildi. Biitiin kuyucuklar 300 pl yikama soliisyuonu ile 3 kez yikandi.
Her kuyucuga 100 pl enzim konjugat eklendi. 15 dakika siiresince oda 1si1sinda enkiibe edildi.
Tekrar kuyucuklar 300 pl yikama soliisyuonu ile 3 kez yikandi. Kuyucuklara 100 pl TMB
substrat soliisyon eklendi. 15 dakika oda 1sisinda enkiibe edildikten sonra 100 pl stop
sollisyonu eklendi. 5 dakika oda 1sisinda enkiibe edildi. Daha sonra 450 nm de eliza cihazinda
(ELX 808 ultramicroplate reader BIOTEK INSTRUMENTS, A.B.D) optik dansitesi
okutularak sonuglar U/ml olarak elde edildi. Elde edilen sonuglar U/ mgr protein olarak

hesaplandi.

3.7.2 Lipit Peroksidasyonunun Tayini:
Lipit peroksidayon {iriinlerinden olan MDA, Draper ve Hadley’in ¢ift kaynatmali

tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak 6l¢iildii.

39



Deneyin prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA ile reaksiyona
girerek, 532 nm‘de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks olusturur.

Deneyin yapilist: 0.5 ml serum, iizerine 2.5 ml % 10’luk TCA eklenerek karigtirildi. 15
dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk‘da 10 dakika santrifiij edildi. 2 ml siipernatan
alinip, iizerine 1ml % 0.67’lik TBA eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra 15 dakika kaynatildi
ve hemen sogutuldu. 532 nm’de absorbanslari, numune yerine distile su konularak hazirlanan
kore karst okundu.

Sonuglar, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinsiyon katsayisindan (1.56 x 10°
cm'M™) yararlanilarak nanomol/mg protein olarak hesaplandu.

Sonuglar asagidaki sekilde hesaplandi:

A= axbxc

c= A/axb
A mol cmx1x10° nmolxL

1.56 x 10° L cm mol 10° ml
¢ (nmol/ml) = A x 57.69
A = absorbans
a = ekstinksiyon katsayisi
b =151k yolu

¢ = konsantrasyon

3.7.3 GSH-Px Aktivitesinin Olciimii:

Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir.
Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksid ile glutatyonun oksidasyonunu katalizler. Okside
glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH,

NADP"™ ye oksitlenir.
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2 GSH +ROOH GSH-Px . ROH + GSSG + H,0

A

GSSG + NADPH + H" Glutatyon rediiktaz | NADP '+ 2GSH

NADPH’nin azalmasia bagli olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans degisimi
olgiilerek enzim aktivitesi hesaplandi.

Deneyin yapilist: Bir deney tiipiinde 1 ml; glutatyon (4 mM), glutatyon rediiktaz (> 0.5
U/L) ve B-NADPH (0.34 mM) ¢ozeltilerini igeren reaktif ile 20 pl numune karistirilip,
6lciimden hemen 6nce 40 pl kiimen hidroperoksit (0.18 mM) ilave edildi. Enzim aktivitesini
olgmek icin 340 nm’deki absorbans degisimi hesaplandi. U/L cinsinden bulunan enzim
aktivitesi, homojenizasyon esnasindaki diliisyon katsayisi ile ¢arpildiktan sonra doku protein

degerine boliinerek sonuglar U/mgr birimi olarak ifade edildi.

3.74 SOD aktivitesinin ol¢iimii
Deneyin prensibi Sun ve arkadaslarinin metoduna dayanmaktadir.

Deneyin  Prensibi: SOD c¢esitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit radikalinin H,O,’ye
dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemi tarafindan
tiretilen O, radikallerinin (reaksiyon 1), 2-(4-iyodofenil)-3-4-(4-nitrofenol)-5-fenil
tetrazolyum klorit (INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazon boyasinin (reaksiyon
2), 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin spektrofotometrik olarak okunmasi esasina
dayanmaktadir. Bu reaksiyona dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak,

reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi.
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XOD

Ksantin > Urik asit+ Oy (1)

INT + Oy »  Formazon boyasi (2)
SOD

0O," + Oy + 2H+ » O, + Hy,O, (3)

Deneyin Yapilist: 25 pl homojenattan alindi ve % inhibisyonun % 30-60 arasinda
olmast i¢in 6rnekler diliie edilmedi. 0.025 ml homojenata, 0.850 ml 0.05 mM ksantin ¢ozeltisi
(0.025 mM INT iceren) ve 40 mM’larlik CAPS (0.94 mM’lik EDTA igeren) ilave edildi.
0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edildikten hemen sonra 505 nm’de 37 C’de 30
saniyelik gecikme fazinin ardindan, havaya kars1 baslangi¢ absorbansi (A;) ve 3 dakika sonra

da son absorbans (A;) okundu. Ayni islemler kore karst denemeyle de tekrarlandi.

AA(numune)/dk

% inhibisyon =100 - x 100

AA(kor)/dk

Standart (5.2 U/mL) calisgilarak hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon grafiginden
yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak bulundu. Bu degerler
homojenizasyon sirasindaki diliisyon katsayist ile carpilip dokunun protein degerine

boliinerek U/mgr birimi seklinde sonuglar verildi.
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3.8 Homojenizasyon

Ratlarin donmus akciger 6rnekleri 500 mg tartildiktan sonra 4,5 ml pH 7.4’deki %0.05
sodyum azid igeren 100 mmol / L lik fosfat tamponunda homojenizatorle (Ultra-Turrax T25,
Almanya) 1 dk siireyle buz banyosu igerisinde homojenize edildi. islem sonunda elde edilen
%10' luk homojenatlar 30 sn siireyle buz banyosu igerisinde sonike edildi (Bandelin Sonoplus
UW 2070, Almanya). Ornekler daha sonra 4000 g’ de, +4 °C’de sogutmali santrifiijde
(Eppendorf MR 5415, Almanya) 10 dk siireyle santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi.
Siipernatantlarin protein miktar1 Lowry metoduna gore 6l¢iildii. Daha sonra silipernatantlardan

MDA, SOD, GSH-Px ve MPO diizeyleri ol¢iildii.

3.9 Akciger Doku Orneklerinin Histopatolojik Olarak Incelenmesi

Histopatolojik inceleme i¢in doku 6rnekleri % 10 “ luk formaldehitde 24 saat fikse edildi.
Orneklerin tiimii doku takip cihazinda (Shandon Patccenter) rutin takibe alinarak parafin
bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom (Leica Rotary) ile her doku 6rnegi icin 5
pum kalinliginda seri kesitler hazirlanarak, Hemotoksilen-Eozin (HE) boyas1 ile boyandi.
Hazirlanan preperatlar gruplara kor olan tek bir patolog tarafindan, 151k mikroskobunda
(Nikon UFX-IIA, Japan) akciger dokusu interstisyum ve alveollerdeki iltihabi hiicreleri

incelendi.

3.10 Istatiksel inceleme

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 11.0 for Windows” paket programi kullamlarak
yapildi. Genel olarak gruplar arasinda anlaml bir fark olup olmadig1 Kruskal-Wallis varyans
analiziyle degerlendirildi. Gruplarin birbiriyle karsilastirilmast i¢cin Mann-Whitney U testi

kullanildi. P degerinin 0.05’den kii¢iik olmas1 anlamli olarak kabul edildi. Gruplar arasindaki
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parametrelerin median degerleri, 90inc1, 75inci, 50nci, 25inci ve 10uncu persentilleri boksor

torbasi grafigi ile gosterildi.
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4. BULGULAR

Deney gruplarinin akciger doku MPO, MDA, GSH-PX ve SOD median degerleri ve

interquartile range aralig1 tablo-1 de gdsterildi.

PARAMETRE Grup I (sham) Grup II (IIR) Grup 111
/GRUPLAR (ITR+CAPE)
MPO (U/mg protein) 0.040203 (0.02799) | 0.097151 (0.03996) | 0.056119 (0.04740)

MDA (nmol/mg protein)

0.556227 (0.18001)

1.620173 (0.25407)

1.331242 (0.31560)

GSH-Px (U/mg protein)

0.079275 (0.02276)

0.049599 (0.00967)

0.044445 (0.00480)

SOD (U/mg protein)

0.324489 (0.14665)

0.638070 (0.14425)

0.555762 (0.16201)

Tablo 1: Gruplarin MPO, MDA, GSH-PX ve SOD median degerleri ve (interquartile

range)

Kruskal Wallis Test kullanilarak 3 grup arasinda degerler yoniinden karsilastirma yapildi.

P < 0.016 olanlar anlaml kabul edildi. Her 3 grupta degerler yoniinden tiim parametrelerde

anlaml farkliliklar saptandi.(P<0,016) (Tablo 2)

MDA

Chi-Square 21.099

df 2

Asymp.Sig. 0.0002

p degeri

MPO

13.675

2

0.001

SOD GPX
19.954 20.023
2 2
0.0004 0.0004

Tablo 2: U¢ grubun MDA, MPO, SOD, GSH-Px diizeyleri yoniinden birbirleri ile

karsilastirilmasi
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4.1. Myeloperoksidaz (MPO)

Gruplarin median MPO diizeyleri sekil-6’da gosterildi. U¢ grubun median MPO diizeyleri
arasinda anlamli fark saptandi (}2=13.675, 2 d.f., p<0.016). Grup I ve II’'nin median MPO
diizeyleri sirasiyla 0.040203 U/mgr protein ve 0.097151 U/mgr protein olarak 6l¢iildii. IiR un
etkisi ile her iki grubun MPO degerleri arasinda anlamli fark gézlendi. (p:0.01). Grup I1I’de;
IR ile beraber CAPE verilen grupta, median MPO diizeyi 0.056119 U/mgr protein 6lgiilerek,

Grup I’e gore anlamli olarak artmis, grup II’ye gore anlamli olarak azalmis oldugu

goriildi.(p:0.04)
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sekil-6: Gruplarin median MPO diizeylerinin boksor torbasi grafiginde gosterilmesi.
Yatay cizgiler 90nci1, 75inci, S0nci (median), 25inci ve 10uncu persentilleri gostermektedir.
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4.2 Malondialdehit (MDA)

Gruplarin median MDA diizeyleri sekil-7°de gosterildi. U¢ grubun MDA ortalamalar
arasinda anlaml fark saptandi (}2=21.099, 2 d.f., p<0.016). Grup I ve II’'nin median MDA
diizeyleri sirasiyla 0.556227 nmol/mg protein ve 1.620173 nmol/mg protein olarak 6l¢iildii.
Iki grubun median MDA degerleri arasinda anlamli bir fark saptandi (p:0.0001). Ratlarda IiR
sonrasinda median MDA diizeyi anlamli olarak artmusti. Grup III’de 1iR ile beraber CAPE
verilen grupta, median MDA degeri 1.331242 nmol/ mg protein olarak ol¢ciilerek, Grup I’e

gore anlamli olarak artmisken (p< 0.0001), Grup II’'ye gore anlamli derecede

azalmist1.(p<0.049)
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Sekil 7: Gruplarin median MDA diizeylerinin boksor torbasi grafiginde gosterilmesi. Yatay
cizgiler 90nci, 75inci, 50nci (median) ve 10uncu persentilleri gostermektedir.
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4.3 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Gruplarin median GSH-Px diizeyleri sekil-8’de gosterildi. U¢ grubun median GSH-Px
diizeyleri arasinda anlamli fark saptandi (¥2=20.023, 2 d.f.,, p<0.016). Grup I ve II’nin median
GSH-Px diizeyleri sirasiyla 0.079275 U/mgr protein ve 0.049599 U/mgr protein olarak ol¢iildii.
[IR un etkisi ile her iki grubun median GSH-Px degerleri arasinda anlamli fark gozlendi.
(p:0.0003). Grup I1I’de; 1R ile beraber CAPE verilen grupta, median GSH-Px diizeyi 0.044445
U/mgr protein Ol¢iilerek, Grup I’e gore anlamli olarak azalmis oldugu goriildii.(p:0.0001) Grup

IT ve Grup III arasinda median GSH-Px diizeyleri yoniinden anlamli fark gozlenmedi.(p:0.059)
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Sekil 8 : Gruplarin median GSH-Px diizeylerinin boksor torbasi grafiginde gosterilmesi. Yatay
cizgiler 901nc1, 75inci, 50nci (median), 25inci ve 10uncu persentilleri gdstermektedir.
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4.4 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Gruplarin median SOD diizeyleri sekil-9°da gosterildi. U¢ grubun median SOD diizeyleri
arasinda anlaml fark saptandi (¥2=19.954, 2 d.f.,, p<0.016). Grup I ve II’'nin median SOD
diizeyleri sirastyla 0.324489 U/mgr protein ve 0.638070 U/mgr protein olarak dl¢iildii. [iR un
etkisi ile her iki grubun median SOD degerleri arasinda anlaml fark gozlendi. (p:0.0001). Grup
II’de; iIR ile beraber CAPE verilen grupta, median SOD diizeyi 0.555762 U/mgr protein
Olciilerek, Grup I’e gore anlamli olarak artmis oldugu goriildii.(p<0.0002) Grup II ve Grup III

arasinda median SOD diizeyleri yoniinden anlamli fark gézlenmedi.(p:0.096)

9

SOD (U/mg protein)
n

N= 10 10 10
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Sekil 9: Gruplarin median SOD diizeylerinin boksor torbasi grafiginde gosterilmesi. Yatay
cizgiler 90inc1, 75inci, 50inci (median), 25inci, 10uncu persentilleri gostermektedir.
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4.5 Histopatolojik bulgular

Akciger dokusu histopatolojik degerlendirme icin Ozdiilger ve ark.(82)’min yayininda
belirtilmis oldugu sekilde akciger doku hasar1 degerlendirme Olgegi kullanildi. Bu dlgege
gore;

Grade 1; Normal akciger histolojisini

Grade 2; Hafif derecede notrofil 16kosit infiltrasyonunu

Grade 3; Orta derecede notrofil 16kosit infiltrasyonunu, perivaskiiler 6dem formasyonunu,
akciger yapisinda kismi destriiksiyonu

Grade 4;Y ogun nétrofil 16kosit infiltrasyonunu, pulmoner yapida tam destriiksiyonu

tanimlar.

Her ii¢ grup ratlarin akciger dokular1 histopatolojik inceleme sonucunda;

Grup I (kontrol) deki 10 adet ratin akciger dokular1 incelendiginde 8 tanesinin (%80)
akciger dokusu grade I (Normal akciger histolojisi)(resim 5), 2 adet ratin (%20) akciger
dokusu grade II ( Hafif derecede nétrofil 16kosit infiltrasyonu) olarak degerlendirildi.

Grup II ( 1IR) deki 10 adet ratin akciger dokular1 incelendiginde 7 tanesinin (%70) akciger
dokusu grade III (Orta derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu, perivaskiiler 6dem formasyonu,
akciger yapisinda kismi destriiksiyon) (resim 6), 3 tanesinin (%30) akciger dokusu grade II
(hafif derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu) olarak degerlendirildi.

Grup III (IIR+CAPE) deki 10 adet ratin akciger dokular1 incelendiginde 7 ratin (%70)
akciger dokusu grade II (resim 7,8), 3 ratin (%30) akciger dokusu grade I olarak
degerlendirildi..

Gruplar aras1 akciger histopatolojisi degerlendirildiginde, kontrol grubu ile {IR olusturulan
grup (grup I ve grup II) karsilastirildiginda 16kosit infiltrasyonu, perivaskiiler 6dem
formasyonu, akciger yapisinda destriiksiyonun belirgin sekilde arttig1 gozlendi. Bu kriterler

gdz oniine alinarak IR yapilan her iki grup (grup II ve grup III) karsilastirildiginda; CAPE’
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nin 16kosit infiltrasyonunu, perivaskiiler 6dem formasyonunu ve akciger yapisinda

destriiksiyonu azalttig1 gézlendi.

Resim 6: Orta derecede notrofil lokosit infiltrasyonu,perivaskiiler 6dem
formasyonu,akciger yapisinda kismi destriiksiyon ( grade I1I )(H.E., x40)
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Resim 7 : Hafif derecede notrofil lokosit infiltrasyonu (grade II).(H.E., x200)
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N

Resim 8: Alveol duvarinda ve intra alveolar nétrofil (Grade IT) (H.E., x200)
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5. TARTISMA VE SONUC

Daha 6nce literatiirde rastlamadigimiz ve Deneysel [IR modelinde CAPE’nin akciger
hasarin1  onlemedeki etkinligi arastirilan  ¢alismamizda; Grup II’de, IIR sonrasinda
akcigerlerde notrofil sekestrasyonu, serbest radikal olusumu (MPO,MDA diizeyleri) artmistir.
Histopatolojik olarak incelenen akciger dokularinda ise Grade III hasar tespit edildi. Grup
[IT°de ise, iskemi sonrasinda intraperitoneal olarak 10 pgr/kg dozunda CAPE verilen ratlarda;
MDA ve MPO diizeylerinin istatiksel olarak anlamli azaldigi goriiliip, histopatolojik olarak
incelendiginde ise akciger hasarinin Grade II diizeyinde oldugu saptandi. Deneysel IIR
modelinde CAPE’nin olusan akciger hasarina olumlu etkileri mevcuttur.

[iR genellikle morbidite ve mortalite ile sonuglanan ciddi bir tablodur (1). Intestinal kan
akiminda bozukluga yol acan durumlar oldukca genis bir spekturuma sahip olduklar i¢in her
yas grubundan hasta IiR riski altindadir. Kiigiik yas gruplarinda sik goriilen intestinal
invaginasyon, nekrotizan enterkolit, daha biiyiik yas grubunda malrotasyon ve volvulus IIR
sebebi olabilir. Kalp ve damar hastalig1 olan yashlarda ise arteriel emboliye veya in situ
trombiise bagli olarak {IR gelisebilir(2). Ayrica kanama, hipovolemi, kalp yetmezligi, travma,
inkarsere inguinal herni, adhesive intestinal obstriiksiyon, hipoksi, hipotansiyon,
koagiilopatiler, vaskiilopatiler, kardiyak ve aortik cerrahi durumlarda da IiR ortaya cikabilir
(3-4). 1IR etyolojik acidan genis bir yelpazeye sahip oldugu i¢in klinik agidan oldukga dnemi
olan bir durumdur.

Iskemik dokuda kan akimi yeniden restore edildiginde iskemi-reperfiizyona bagl olarak
meydana gelen hasarin o bolgede sinirhh kalmadigi, kardiyak, renal ve pulmoner
komplikasyonlarin gelistigi, akcigerlere inflamatuar hiicrelerin akiimiilasyonu ile birlikte olan
pulmoner hipertansiyon, hipoksemi, non kardiyojenik pulmoner 6dem ile karakterize

pulmoner disfonksiyon gelismektedir..
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Bilindigi tizere, intestinal sistemde iskemi sonucunda kan akiminin kesilmesi sonucu olusan
hasar, kan akiminin saglanmasini takiben reperflizyonla gerceklesen hasardan ¢ok daha fazla
olmaktadir. Reperfiizyon komplikasyonlarinin iskemiye ugramis dokularda biiyiik oranda
lokal hasara ugramis hiicrelerden aciga ¢ikan lizozomal enzimler, potasyum ve
tamponlanmamig asitler gibi anaerobik metabolizma {iriinlerine bagh oldugu disiiniilse de
akciger gibi uzak organlardaki reperfiizyon hasarinda bu anaerobik metabolizma iirlinlerinin
etkisi arastirilmalidir. Uzaktaki bir iskemiyi takiben gelisen respiratuar komplikasyonlar ile
dolasimdaki baglantiy1 gosteren inandirict deneysel ve klinik bulgular bildirilmistir(83).

Klausner ve arkadaslarinin (83) one siirdiigii tezde oksijenizasyon iiriinleri ve reperfiizyon
esnasinda ortama salinan enflamasyon mediatorleri gibi ajanlarin beyaz kan hiicreleri ile
birlikte hareket etmesinin birincil derecedeki 6nemi vurgulanmustir.

Iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda, 6zellikle dokuya gelip
yerlesen PMNL ler tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri dokudaki yikimi artirici etki
yapmaktadirlar. Serbest oksijen radikallerinin dolagima salinimi sistemik dolasimdaki
PMNL’leri stimiile edip, bunlarin alveolar sekestrasyonuna sebep olmaktadir. Serbest oksijen
radikallerinin lipid ve niikleik asitlerin peroksidasyonu yolu ile doku hasarina neden oldugu
distintilmektedir(8,19,21).

Akcigerdeki degisikliklerin akut respiratuar distress sendromlu hastalarda goriilenlere
benzer oldugu ve multipl organ yetmezliginin bir parcast oldugu belirtilmistir. Son birkag
dekattan beri yapilan ¢aligsmalarda nétrofillerin santral bir rol oynadigi ¢cok sayida mediator
tamimlanmustir. iskemik dokunun reperfiizyonu hasar bélgesi ile sinirli olmayan enflamasyona
yol agar. Serbest oksijen tiirevleri, arasidonik asit metabolitleri olan LTB4 ve TXA, gibi
kemoaktivatorlerin dolasima saliniminin, dolasan PMNL’leri stimiile ettigine ve bunlarin

pulmoner sekestrasyonuna neden olduguna inanilmaktadir(83).
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Daha sonraki c¢aligmalar, akciger fonksiyonundaki degisikliklerin erken reperflizyon
esnasindaki plazma TxA2 ve LTB, seviyelerindeki artig ile iligkili oldugunu ve bu
ekozonoidlerin sentezinin inhibe edilmesinin pulmoner hasar1 biiylik oranda azalttigini
gostermistir(84).

Notrofil araciligi ile olusan hasar i¢in onceden mevcut olmasi gereken 6n kosul
mikrovaskiiler endoteliuma noétrofillerin  adezyonudur. Adezyon reseptor baglama
mekanizmasi ile gerceklesir. Notrofil adezyon molekiilleri CD11/CD18 membran glikoprotein
kompleksinin {yeleridir. Bu molekiiller endotel iizerindeki endotelial 16kosit adezyon
molekiilii (ELAM-1) ve interseliiler adezyon molekiili (ICAM-1) ile iliskilidir. Monoklonal
antikorlarin spesifik olarak dolasimdaki nétrofillerin tizerindeki CD11/CD18 kompleksine
baglandig1t ve doku hasarin1 engelledigi ayni zamanda da nétrofilleri 20 kat azalttigy
belirlenmistir(85,86).

Fakat yapilan bir baska calismada Caty ve ark.(87), IIR modelinde ratlarda anti-TNF
antikorlar1 denemisler ve ¢alismanin sonucunda; anti-TNF antikorlar1 verilen grupta, kontrol
grubuna gore akciger dokusunda istiksel olarak azalmig mikrovaskiiler permeabilite
gozlenmis. Fakat her iki grupta notrofil sekestrasyonu agisindan anlamli fark bulunmamus.

Wilmore ve arkadaslar1 (3) barsak mukozal bariyerinin bozulmasi sonucunda sistemik
dolasima gegen endotoksinin karaciger Kupffer hiicrelerinden TNF-alfa iiretim ve salinimini
artirarak akciger hasarini olusturdugunu géstermislerdir.

[iR hasarmi énlemeye yonelik yapilan ¢alismalardan bir tanesine gore de; reperfiizyon
sonucu vendz kan yoluyla reaktif oksijen icerikleri basta olmak {iizere toksik yapilarin
sistemik dagilimi gerceklesmektedir. Reperfiizyon sonucunda nétrofil aktivasyonu ve
notrofillerden aciga ¢ikan mediyatorlerin  bir takim yontemler ve medikal olarak

engellenmesini takiben; gerek karacigerde bulunan Kupffer hiicrelerinin blokaji gerekse
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splenektomi yapilarak uzak organ hasarinin azaltilmasi gibi cerrahi olarak bir takim deneysel
alismalarda basari elde edilmistir (3,88).

Antioksidan enzimlerin de IiR sonrasi akciger hasarina kars1 koruyucu etkisi gosterilmistir.
Bu c¢aligmalarda da sekilde lipid peroksidasyonuyla antioksidan enzim diizeyleri birbirine
paralel seyretmistir.

Koike ve arkadaslar1 (89) IIR sonrasi akcigerde MPO ve SOD diizeyinin arttigini
gostermislerdir. Simpson ve arkadaslar1 (11) IiR sonras1 akcigerde MPO diizeyinin arttigini,
[IR 6ncesinde PMNL antiserumu verilerek nétropeni olusturulduktan sonra ise akciger MPO
diizeyinin azaldigin1 gostermislerdir. MPO diizeyi ile PMNL sayist arasinda pozitif
korelasyon oldugu bilinmektedir (89).

Koltuksuz ve ark.(15) IiR olusturulan rat modelinde CAPE’nin intestinal hasara koruyucu
etkisini arastirmislar ve CAPE’nin, IR sonrasi ince barsaklarda olusan hasar1 azalttigini rapor
etmisler.

Akciger dokusu notrofil sekestrasyonunu kantitatif olarak gdsterebilecek bir yontem doku
MPO aktivitesinin spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesidir(90). Akcigerlerdeki notrofil
konsantrasyonunun histolojik morfometrik analizi, MPO aktivasyonu ile koreleasyon gosterir.
Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de PMNL’in hasarli
dokuda birikmesini saglamaktadir. No6trofil ve monositler MPO ihtiva ederler. Aktive
olduktan sonra dokuya gelen PMNL’ler MPO gibi bir takim enzimlerini aciga ¢ikarirlar.
Bunlarin oksidasyonu sonucu cesitli yollarla organizmay1 etkileyen toksik ajanlar meydana
gelir. Cavriani ve ark.(91) ratlarda IIR modeli olusturmuslar ve MPO diizeyini IIR olusturulan
grupta, kontrol grubuna goére daha yiiksek saptamislar. Bizim yaptigimiz ¢alismada da akciger
dokusunda MPO diizeyi; IIR olusturulan grupta, kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli yiiksek bulundu. Antioksidan, antienflamatuar, lipit peroksidasyonun inhibe edici

ozelligi olan CAPE verilen 3. grupta MPO diizeyinin, IIR grubuna gére istatiksel olarak
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anlamli azalmis oldugu goriildi. FElde ettigimiz sonug, CAPE’nin PMNL’lerin
sekestrasyonunu  azalttigi, antioksidan, antienflamatuar etkinliginin ~ oldugunu
desteklemekteydi.

[IR da olusan serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri nedeni ile membrandaki lipidlere
saldirarak lipid peroksidasyonunu baglatir. Membran fosfolipidlerinde gerceklesen lipid
peroksidasyonu sirasinda lipid hidroperoksit, siklik peroksit ve siklik endoperoksit olusur. Bu
irtinler aldehite parcalanirlar. Bu esnada MDA olusur. MDA iskemi sirasinda az miktarda
iretilirken reperfiizyon esnasinda belirgin olarak artmaktadir. MDA Olglimii  lipid
peroksidasyonunun &lgiimii i¢in kullanilir. Akcigerlerde IR hasar1 esnasinda akiimiile olan
lipid peroksidasyon {irtini MDA’ ’nin TBARS ile verdigi reaksiyon spektrofotometrik olarak
dlciilerek akciger hasarinin derecesi hakkinda fikir edilinebilir. Ozan ve ark.(92) IR modeli
lizerinde yapnmus olduklar1 ¢alismada, kan ve doku MDA diizeylerini IR grubunda yiiksek
bulmuslar. Bizim de yapmis oldugumuz calismamizda akciger dokularinda MDA diizeyleri
olciildii. IR grubunda 6lgiilen MDA diizeyi, kontrol grubuna gére artmis olmakla birlikte bu
artig istatistiki olarak anlamli idi. Lipid peroksidasyonunu inhibe edici 6zelligi olan CAPE
verilen grupta MDA diizeyi, IIR grubuna gore istatistiki olarak anlamli derecede azalmisti. Bu
sonu¢ CAPE nin lipit peroksidasyonu inhibe ettigi yolundaki hipotezleri desteklemekteydi.

Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan SOD ve GSH-Px enzimleri serbest
oksijen radikal toksisitesine karst onemli defans mekanizmasi olustururlar. Reperfiizyon
esnasinda olusumu artan serbest radikalleri ortadan kaldirmaya yonelik SOD enzimi, toksik
stiperoksit radikallerinin H>O, ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Plazmada
tiretilen ve eritrosit hiicre membranin1 gecebilen H,O, ve siiperoksit iyonlar: eritrositlerde
toplanir. Eritrositlerde H>O,’in detoksifikasyonunu saglayan GSH-Px, dogal bir antioksidan
savunma sistemidir. GSH-Px; H,O, ve diger peroksitlerin yikiminmi katalize eden énemli bir

antioksidandir. Kanda ve homojenize edilmis dokularda SOD ve GSH-Px diizeylerine
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bakilarak IR hasarindan ne diizeyde etkilendigi belirlenebilir. Bizim ¢alismamizda akciger
dokusu GSH-Px diizeyi; iIR grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik seviyede &lgiildii. IR
grubu ve CAPE grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bu sonug
ile GSH-Px 6l¢limiiniin daha ¢ok eritositlerdeki hasar1 gosterdigini ve dokularda olusan hasari
gosteremeyebilecegi diisiiniildii.

Calismamizda gruplart SOD diizeyi agisindan kiyasladik. SOD diizeyi 1IR grubunda
kontrol grubuna gore istatiksel agidan anlamli olarak artmigti. CAPE verilen gruptaki SOD
diizeyi, IR grubunun SOD diizeyine gére azalmisti fakat bu azalma istatistiksel agidan
anlamsizdi.(p>0.05).

[iR sonrasinda basta akcigerler olmak iizere uzak organlarda hasar olusur (13). Bu durum
hastada c¢ogul organ yetersizligine ve Oliime neden olabilir. Yapilan caligmalarda da
deginildigi gibi, intestinal IR sonrasi akciger hasari; akcigerde 6dem, hemoraji, PMNL
infiltrasyonu ile karakterize olan bir tablodur (26). IiR sonrasi olusan sikintili solunum
sendromundan dolasimdaki PMNL’lerin aktivasyonunun artis1,  akcigerlerde PMNL
retansiyonu ve buna bagli pulmoner mikrovaskiiler hasar sorumlu tutulmaktadir. Sikintili
solunum sendromu, protein ve PMN lokositlerden zengin sivinin akciger interstisyumuna ve
alveolar bosluga sizmasi ile olugsmaktadir. Normalde endotel bazal membrani gegirgen
degildir veya yiiksek segici bir gecirgenlige sahiptir. Damar endotelinin biitlinligiinden
katedrin isimli proteinler sorumludur. IIR sonrasi aktive olan PMNL’lerden salman serin
proteaz, elastaz, endotel bazal membrani yapisindaki katedrinleri hidrolize ederek kapiller por
boyutununun geniglemesine katkida bulunur. Bu durum, endotelyal bazal membran
gecirgenligini  arttirarak makromolekiill ve sivilara ek olarak PMNL’lerin akciger
interstisyumuna ve alveolar bosluga ge¢isine neden olur (32).

Koksel ve ark.’nin(64) yaptig1 calismada ratlara lipopolisakarit enjekte edilerek sepsis

olusturulmus ve bu sepsis modelinde CAPE’nin akciger hasarina olan koruyucu etkisi
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arastrilmis. Akcigerler histopatolojik olarak incelenmis ve bizim de c¢alismamizda
kullandigimiz - Ozdiilger ve ark.(82)’nin yaymninda belirtilmis oldugu sekilde akciger doku
hasar1 degerlendirme 6l¢egi kullanilmis. Kontrol grubunda akciger histopatolojisi grade 1
olarak degerlendirilmis. Sepsis grubunda akciger histopatolojisi grade 2-3 olarak
degerlendirilmis. CAPE verilen grupta ise akciger hasarinin geriledigini ve akciger
histopatolojisinin grade 1-2 olarak degerlendirildigini rapor etmisler.

Caligmamizda ratlarin akciger dokularini histopatolojik agidan inceledigimizde;
Grup I (kontrol) deki 10 adet ratin 8 tanesinin akciger dokusu grade I (Normal akciger
histolojisi), 2 adet ratin akciger dokusu grade II ( Hafif derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu)
olarak degerlendirildi. Bu 2 ratin akcigerindeki infiltrasyonun anesteziye bagli olabilecegi
diisiiniildii. Grup II (IIR) deki 10 adet ratin akciger dokular: incelendiginde 7 tanesinin
akciger dokusu grade IIl (Orta derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu,perivaskiiler 6dem
formasyonu,akciger yapisinda kismi destriiksiyon), 3 tanesinin akciger dokusu grade II ( Hafif
derecede notrofil 16kosit infiltrasyonu) olarak degerlendirildi. IIR ile beraber ratlarn
akcigerlerinde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda yaygin akciger hasar gelistigi goriildii. IR
yapilan ve beraber CAPE verilen grupta (grup III); 10 adet ratin akciger dokulari
incelendiginde 7 tanesinin akciger dokusu grade II, 3 ratin akciger dokusu grade I olarak
degerlendirildi. Iskemi sonras1 CAPE verilen grubun akciger dokusunda PMNL’lerin ve doku
hasarmin daha az olmasinin sebebinin, PMNL’ler i¢in ayn1 zamanda bir indiikleyici faktor
olan serbest oksijen radikallerinin etkilerinin CAPE ile ndtralize edilmesi ve ortamda serbest
oksijen tlirlerinin azaltilmas1 olabilecegi diisiiniildii. Bu sonuglarla; antiinflamatuar,
antioksidan ve lipit peroksidasyonunu inhibe edici 6zelligi olan CAPE’nin histopatolojik
olarak akciger dokusu iizerine koruyucu etkisi oldugu diisiiniildii.

IR hasar ile ilgili olarak bir ¢ok calismalar yapilmis ve cesitli ajanlar kullanilarak, bu

ajanlarin iskemi ve reperflizyonun gerek lokal, gerekse uzak organ hasarimi onlemedeki
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etkinlikleri arastirilmistir. Ve bu konudaki calismalar hizla devam etmektedir. [iR hasarmmn
klinik olarak énemli bir sorun olmasi ve klinikte sik karsilagilan bir durum olmasi sebebiyle,
bizim deneyimizde de IIR modeli olusturularak bu konu iizerinde ¢alisilmas1 planlandi. Ayni
zamanda antienflamatuar, immiinomodiilator, antikanser, antioksidan, antimikrobik gibi
bir¢ok 6zelligi olan ve faydalart bir ¢ok ¢alisma ile rapor edilmis olan CAPE ile ilgili olarak;
[IR sonrasi uzak organ hasarmni arastiran fazla sayida ¢alisma yapilmamis olmasi ve akciger
hasarin1 6nlemedeki etkinligi ile ilgili hi¢ ¢alisma yapilmamis olmasi sebebiyle, deneyimizde
[IR sonras1t CAPE nin akciger hasarin1 nlemedeki etkinligini arastirildi..

Calismamizda elde ettigimiz sonuglardan yola cikarak, CAPE’nin IIR sonras1 akciger

hasarini 6nlemede olumlu etkileri oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. OZET

Deneysel intestinal iskemi ve reperfiizyon modelinde CAPE’nin akciger hasarim
onlemedeki etkinligi

[IR sonrasi gelisen hasar ¢cogu kez o organda smirli kalmayip aktive olan bazi sistem ve
toksik medyatorlerin etkisi ile basta akcigerler olmak {izere karaciger, kalp, beyin ve
bobrekler gibi uzak organlarda hasar olustururlar. IR dongiisiinden sonra gelisen sistemik
enflamatuar yanittan en fazla akcigerler etkilenirler. Olusan akciger hasarinin
etiyopatogenezine ve dnlenmesine yonelik calismalar giiniimiizde devam etmektedir. I1iR’a
bagli akciger hasarinin patogenezinde serbest radikal ve antioksidan enzimlerini roliiniin
belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini giindeme getirmistir. Ozellikle antioksidan ve
lipit peroksidasyonunu inhibe edici 6zelligi olan CAPE ile ilgili olarak IR sonras1 uzak organ
hasar1 {izerine bir takim calismalar yapilmis olup IIR sonrasi akciger hasarmi &nlemedeki
etkinligine dair c¢alismaya rastlanilmadi. Bunun iizerine ratlarda istestinal iskemi ve
reperfiizyon modeli olusturularak CAPE’nin akciger hasarina olan etkinligini arastirildi.

Calismamizda otuz adet erigkin Wistar Albino cinsi rat kullanildi ve her grupta 10 adet rat
olacak sekilde {i¢ gruba ayrildi. Gruplar; 1. grup kontrol grubu, 2. grup SMA’in atravmatik
mikrovaskiiler klemp ile klemplenerek 60 dakika iskemi olusturulan ve 120 dakika siiresince
reperfiize edilen grup olarak; 3. grup ise IiR+ CAPE grubu olarak olusturuldu. Reperfiizyon
stiresi sonunda tim hayvanlar sakrifiye edilerek biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler
icin akciger dokular1 alindi. Biyokimyasal ac¢idan oksidatif hasarin tayini icin MPO, SOD,
GSH-Px; lipit peroksidasyonu tayini i¢cin MDA almak {izere 4 parametre calisildi. Sonuglar,
median degerleri ve interquartile range seklinde tablo ve grafiklerle gosterildi. Histopatolojik
inceleme icin ise akciger doku hasari degerlendirme 6l¢egi kullanildi.

[iR sonrasinda akciger dokusunda MPO, MDA ve SOD diizeyleri istatiksel olarak anlamli
derecede artmugtir. CAPE verilen grupta MPO ve MDA diizeylerinin [IR grubuna gére
istatiksel alarak anlamli olarak azalmistir. Dokularin histopatolojik agidan degerlendirilmesi
sonucunda ise; IR grubundaki ratlarin akciger hasar1 Grade III olarak gdzlenirken, CAPE
verilen III. grupta ise ratlarin akciger hasarlar1 grade II olarak goézlendi.

Sonug olarak; antienflamatuar, antioksidan ve lipit peroksidasyonunu inhibe edici 6zelligi

olan CAPE’nin IIR sonrasi akciger hasari iizerine koruyucu 6zelligi mevcuttur.

Anahtar sézciikler: intestinal iskemi/repefiizyon, akciger hasari, CAPE
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7. SUMMARY

The efficiency of CAPE on prevention of lung injury in intestinal ischemia and
reperfusion model

The injury occurs after IIR is not frequently restricted in that organ, it also damages
distant organ especially like lungs and then liver, heart, brain and kidneys by effect of
activated some systems and toxic mediators. Mostly, lungs are effected by inflammatuar
response consists after IR cycle. The studies aimed to etiopathogenesis and prevention of lung
injury currently have been going on. Determining the role of free radicals and antioxidant
enzymes in the pathogenesis of lung injury after IIR, brought antioxidant treatment practise
up to date. Although there are some studies about CAPE which has antioxidant and
inhibiting lipid peroxidation properties and distant organ injury after IR, we haven’t
observed any study about effects of CAPE on prevention of lung injury after IIR. So that it is
investigated effects of CAPE on lung injury by constituting an IIR model on rats.

30 wistar albino rats were used for our study and classified into three groups which
contains 10 rats each. Groups were calssified like; 1 * group was control group, 2 ™ group
was the group which ischemia was made by clamping SMA during 60 minutes with a
microvascular clamp and reperfused during 120 minutes. 3 ™ group was IIR + CAPE
performed group. After 120 minutes reperfusion, all animals were killed and lung tissue was
taken for biochemical and histological analysis.

We analyzed 4 parameters as MPO, SOD, GPX-Px to assess oxidative injury and MDA to
assess lipid peroxidation. The results were shown in the form of median value and inter
quartile range in tables and graphs. Lung tissue injury assessment scala was used for
histopathological findings.

Lung tissue MPO, MDA and SOD levels increased statistically significant after [IR. MPO
and MDA levels decreased statistically significant in the group which CAPE was performed
comparing to IIR group. When the tissues were evaluated histopathologically; the lung injury
of rats in the IIR group is observed as grade III; the lung injury in 3rd group which CAPE was
performed, is observed as grade II.

As a consuquence; the CAPE which has antiinflammatuar, antioxidant and inhibiting lipid

peroxidation propterties, has protective effect on lung injury after IIR.

Key words: intestinal ischemia/reperfusion, lung injury, CAPE
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