AORTIK OKLUZYONA BAGLI AKCIGER iSKEMi- REPERFUZYON HASARINI
ONLEMEDE LiKOPENIN ETKIiSi
Dr. Erciiment AYVA
OZET

AMAC: Torakoabdominal aort cerrahisi esnasinda meydana gelen /R siirecinde uzak
organ konumundaki akcigerlerde olusan hasarin 6nlenmesi ve azaltilmasinda likopenin
etkisini saptamay1 amacladik.

GEREC ve YONTEM: 28 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Her grupta
7 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Denekler 10 giin siireyle beslenme programina alindi.
Grup 1; Likopen icerigi yiliksek olan gidalar haricinde oral yoldan beslenildi. Grup 2; Grup 1
ile ayn1 sekilde beslenilen ve I/R modeli olusturulan grup. Grup 3; Grup 1 ve 2 deki oral
alimlarina ek olarak orogastrik lavaj ile 1 mg/kg/giin likopen (Good’n Natural 10 mg kapsiil
USA) ile beslenen ve I/R modeli olusturulan grup. Grup 4; Grup 1 ve 2 deki oral alimlarma ek
olarak orogastrik lavaj ile 40 mg/kg/giin likopen ile beslenen ve I/R modeli olusturulan grup.
Sonrasinda grup 1‘e karin eksplorasyonu yapildi. Kan ve akciger ¢rnekleri alindi. Diger
gruplar ise sol renal arter altindan abdominal aortaya kros klemp konularak aortik total
okliizyon saglandi. 45 dakikalik iskemik siiresinden sonra 120 dakika siireyle reperfiizyon

saglandi. Alinan 6rneklerinden SOD, GSH-Px, TNF-a, MDA diizeylerine bakildi.

SONUC: I/R sonrasi gelisen akciger hasar1 6zellikle vaskiiler cerrahi kliniklerinde
mortalite ve morbiditeyi arttiran 6nemli bir faktordiir. Yapmis oldugumuz ¢alismamizda kan
ve akciger dokusu incelemelerinde likopenin antioksidan enzim diizeylerinde artis,
enflamatuvar olay ve lipid peroksidasyonunda gerilemeye neden oldugunu saptadik.
Literatiirde farkli bir 6rnegine rastlamadigimiz calismamizin yeni ¢alismalara klavuz olacagi
ve yapilacak yeni caligmalarla klinik uygulamalarda /R sonrasinda akciger hasarinin

onlenmesinde yer bulacagi kanisindayiz.



THE EFFECT OF LYCOPENE ON LUNG ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY
DURING AORTIC OCCLUSION
Dr. Erciiment AYVA
SUMMARY

PURPOSE: The aim of this study was to determine whether I/R could have an
important role on lung injury and to determine whether lycopene could have a preventive
effect on this injury

MATERIAL and METHOD: Sprague Dawley rats (n=28) were randomly assigned to
4 groups. Sham (grup 1), control (grup 2), low dose lycopene (grup 3) and high dose (grup
4). Grup 1; Feeding orally with pellet mouse food. Group 2; Feeding orally with pellet
mouse food for 10 days, Grup 3; Administered 1mg/kg/day of lycopene (Good’n Natural 10
mg capsule USA) with orogastric lavage to feeding procedure. Group 4; Administered 40
mg/kg/day of lycopene. After the nutrition program for a period of 10 days in group 1 only
the abdominal exploration has been made. Than blood and lung tissue samples were taken. In
the other groups below the left renal artery the abdominal aortic total occlusion was achieved.
After 45 minutes of clamping time 120 minutes reperfusion provided. Than blood and lung
tissue samples were taken.

We measured the levels of SOD, GSH-Px, TNF-a and MDA from blood and tissue

samples.

CONCLUSION: Lung injury occurs after the surgery involving the temporary aortic
cross clamping with subsequent I/R of the lower extremities is an important cause of high
mortality and morbidity rate in vascular surgery. The results of the study indicate that
lycopene was decreased the lipid peroxidation rate and inflamatuary proces in serum and
pulmonary tissue induced by I/R. Our study is a new and a different research by lycopene on

I/R injury about the lungs. It would also be a guide to new studies.



I. GIRIS

1.1. iISKEMIi

Iskemi, kan akiminin yetersiz olmas1 sonucu doku oksijeninin ve metabolik
gereksinimlerin ~ karsilanamamast  durumudur.  Hiicresel ~ fonksiyonlarin
gerceklesebilmesi icin gerekli temel yakit oksijendir. Iskemiye bagli hiicre
hasarinin  patogenezindeki temel faktorler oksijen ve enerji depolarinin

tikenmesidir.

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hiicrelerin fonksiyon
bozuklugu ile baslayan ve hiicre oliimiine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay
gerceklesir. Membran biitiinliigii, iyon transportu, protein sentezi, lipogenez ve
fosfolipid turnover’1 icin gerekli reaksiyonlar hiicrenin iskemi sonucu etkilenen
fonksiyonlaridir. Bu fonksiyonlarin etkilenme derecesi hipoksinin siiresine ve
derinligine baglidir. Dokularin iskemiye dayanikliligi da birbirinden farklidir.

Iskeminin hiicreler iizerindeki etkileri;

1. Iskeminin sebep oldugu hipoksiden dolay1 hiicrede adenozin trifosfat
(ATP) iiretimi anaerobik yolla olur. Anaerobik glikolizle her glikoz basina
uretilen ATP, aerobik glikolizle iiretilen toplam ATP’nin ancak %7’si kadardir
(1). Anaerobik glikoliz sonucu laktik asid ve diger inorganik fosfat bilesikleri
birikir ve hiicre ici asidoz olusur. Hiicre i¢i asidoz normal enzim kinetiklerini
bozar ve lizozomal membranlar1 zedeler. Lizozomlar proteaz, DNAaz, RNAaz,
glukozidaz ve katepsinleri icerir. Bu enzimlerin lizozomlardan sizmasi hiicresel

yapilarin enzimatik sindirimine neden olur.

2. Hiicresel denge icin gerekli olan enerji kaynaklarinin, 6zellikle ATP’nin
tilketimi, hiicre membraninda iyon dengesizligine yol acar. Normal viicut
sicakliginda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, ATP ve yiiksek enerjili fosfat

depolarinin tilkkenmesinden 3-4 dakika sonra biter ve hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?)



dengesini yonlendiren ATP’ye bagimli membran pompalar1 bozularak normal

iyon gradiyentleri kaybolur (2).

Membrandaki sodyum (Na*), potasyum (K*) aligverisinden Na*-K* ATP’az
sistemi sorumludur. Diisiik ATP konsantrasyonunda hiicre i¢cinde Na* birikerek K*
hiicre disina kagar. Hiicre i¢cinde artan Na*’y1 ¢ikarmak icin Na*- Ca*? pompa
sistemi calismaya baslar. Bu sistem hiicre i¢indeki artmis Na*’dan bir adet disariya
cikarirken bunun yerine bir adet Ca*? iceriye tasir. Bunun sonucu olarak hiicre i¢i
Ca*? miktarn artar. Artmis olan Ca*2, ortamda ATP olmadigindan hiicrenin
kasilabilirligini arttiramaz. (Fizyolojik kosullarda hiicre icinde biriken fazla Ca*?
disar1 atilarak ya da hiicre icinde depolanarak tolere edilir). Iskemi sirasinda
hiicrede enerji tiikendiginden sitoplazma ve mitokondride fazla miktarda Ca*?

+29

birikmekte ve Ca*’nin toksik etki gostermesine neden olmaktadir. Artan Ca*?
diizeyi fosfolipazlari, proteazlar aktive ederek radikal ve yag asitleri olusumunu

artirir ve hiicreyi 6liime siiriikleyebilir (lipid peroksidasyonu).

3. Iskemi sirasinda serbest yag asitlerinin konsantrasyonlar1 artar (3). Serbest
yag asitleri Ca*?’nin mitokondriden saliniminm arttirarak etkisini ¢ogaltir. Yiiksek
hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu Ca*?’ye bagh fosfolipaz A,’yi aktive ederek plazma
membranindan serbest yag asitlerinin sitozole salinimini arttirir (4). Salinmis yag
asitleri (0zellikle arasidonik asit) siklooksijenaz ve lipooksijenaz tarafindan
prostaglandinlere cevrilir (5). Arasidonik asit metaboliti olan tromboksan A,,
trombosit agregasyonu, vazokonstriiksiyon, mikrosirkiilatuvar kan akiminda
azalmaya ve iskemik hiicre hasarina yol agmaktadir (6). Ayn1 zamanda gii¢lii bir
kemotaktandir ve nétrofillerin  (PMNL) endotele adezyonunu  arttirir.

Trombositleri aktive ederek vazospazma ve iskeminin artmasina neden olur.

1.2. REPERFUZYON ve REPERFUZYON HASARI

Reperfiizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan

akiminin yeniden diizenlenmesidir. Reperfiizyonun, iskemik dokuda enerji



ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi olarak iki olumlu
etkisi vardir. Boylelikle reperfiizyon iskemik hasarin diizeltilebilmesi i¢in gerekli
bir stirectir. Ancak oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla

zedeleyen bir reaksiyon siirecini baglatir (7,8,9).

Reperfiizyon hasarinin tam mekanizmast bilinmemekle beraber reaktif
oksijen tiriinlerinin (ROS), endotelyal faktorlerin, PMNL® lerin, hiicre i¢i Ca*?
dengesi  bozukluklarinin,  mikrovaskiiler  disfonksiyonun, enflamatuvar
reaksiyonlarin ve apoptozisin altta yatan potansiyel mekanizmalar oldugu

diistiniilmektedir (10,11).

Reperfiizyon hasarina dogrudan veya dolayl olarak katilan pek ¢ok madde
ve biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbiriyle etkilesimi
sonucunda iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarmin reperfiizyon kisminin mediyatorleri

olan ROS ortaya ¢ikar.

Serbest radikaller, en dis yoriingesinde tek sayida elektron igeren, anstabil,
ileri derecede reaktif, kisa Omiirlii molekiillerdir. Molekiiler oksijenin (O,)
indirgenmesi ve eksitasyonu ile ¢ok degisik ROS iiretilebilir (12,13). ROS iskemi
esnasinda olusur fakat oksijen miktar1 az oldugu i¢in az miktarda olusur ve
fonksiyon gormezler. Kan akimi ve oksijen saglanmasinin diizelmesi ile biiyiik

miktarlarda ROS iiretilerek reperfiizyon hasar1 indiiklenir (13).

Organizmada ROS ortaya ciktiktan sonra radikal reaksiyon dizileri baglar.
Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse,
binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baslatir. ROS paylasilmamis
elektronlarindan dolay1 lipid, protein, niikleik asit, karbonhidrat gibi c¢esitli

makromolekiillerin oksidatif hasarina neden olurlar (12).



1.3. SERBEST RADIKALLER

Giiniimiizde serbest oksijen radikalleri terimi yerine, daha kapsamli olan ve
hem siiperoksit (O, ), hidroksil (OH™) gibi oksijen iceren radikallere hem de
aslinda radikal olmayan ancak reaksiyonlar1 ile oksijen iceren radikallerin
olusumuna neden olabilen peroksit (ROOH), singlet oksijen (°O;), hipoklorik asit
(HOCL) gibi molekiilleri icine alan ROS terimi daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (14).

ROS, enflamasyon sirasinda makrofaj ve PMNL’lerden salinma ve
mitokondri katalizli elektron tasiyici reaksiyonlarin, metal katalizli reaksiyonlar,
X-ray, ultraviyole (UV), gamma (y) 1sinlarina maruziyet, atmosfer kirliligi ve
diger mekanizmalarin iiriinii olarak iiretilirler (15). ROS, biyolojik sistemlerde
hem yararli hem de zararli etki gostermektedir (16). ROS’un yararli etkileri
arasinda hiicresel cevaplar gibi fizyolojik rolleri vardir. Ornegin, enflamasyon
olusturan ajanlara karsi savunmada ve hiicresel sinyal iletiminde Onemli bir
fonksiyonu vardir. Cogunlukla ROS diisiik konsantrasyonlarda mitojenik 6zelligin
uyarilmasi gibi yararh etkiler gosterirken yiiksek diizeylerde protein, niikleik asit
ve lipidleri iceren hiicresel yapilarin bozuldugu 6nemli reaksiyonlarda rol alir
(17). ROS’un olusturacagi zararh etkiler antioksidan enzimlerle ve bunlara destek
olarak enzimatik olmayan antioksidanlarla engellenmeye calisilir (18). ROS’ un
etkisi ile olusan oksidatif zarar1 onlemek i¢in antioksidatif savunma sistemlerinin
bulunmasina ragmen, reaktif oksidanlar yasam siiresince organizmada birikim
gosteren ve serbest radikallerin neden oldugu deoksiriboniikleik asit (DNA), lipid
ve protein hasarlari, yaslanmadan kaynaklanan norodejeneratif bozukluklar, artrit,
ateroskleroz ve kanser gibi hastaliklarin gelisiminde onemli rol oynadigr One

siiriilmektedir (19).

Iskemik dokularin reperfiizyonu toksik ROS olusumuna yol acar. Bunlar
O,", OH™, HOCI, hidrojen peroksit (H,O,) ve nitrik oksitten (NO) derive
peroksinitrittir (ONOO™) (20).



1.3.1. O, , H,0,

O, nin bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yap1 olan O,™ radikali

olusur.
Oz + e —>» Oz_

O, anyonuna bir elektron eklenirse (O,” dismutasyonu) veya O;’nin
dogrudan indirgenmesiyle H,O, olusur. Dismutasyon spontan olarak veya
stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aracilig1 ile katalize edilebilir (21).
20,7+ 2H* ——» 0O, + H,0,

1.3.2. OH", FENTON ve HABER-WEISS REAKSIYONLARI

Fenton reaksiyonu: H>O nin, demir (Fe*?) ve diger gecis elementleri (bakir
(Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn), krom (Cr), cobalt (Co), nikel (Ni), molibden
(Mo)) varliginda indirgenerek OH™ radikali olusur (22,23).

Fe*2 + H,O, ——» Fe™ + HO + OH™

Haber- Weiss reaksiyonu: H,O,, O, ile reaksiyona girerek OH™ radikalini

olusturur. Bu reaksiyon Cu ve Fe*? tarafindan katalizlenir (24).

02_ + H202 +H——» Oz + HzO +OH"

Suyun yiiksek enerjili iyonizan radyasyona maruz kalmasiyla da OH™

olusur.



X Veira vy 1s1nlar1

HO ———> H+ OH
H,0,’ nin UV 15181na maruz kalmasi ile OH™ olusabilir.
uv

HzOz

v

2HO™

1.3.3. HOCL

HOCL radikal olmadigi halde ROS arasinda yer almaktadir. Fagositik
hiicreler tarafindan bakterilerin oldiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Aktive olan
PMNL’ ler, monosit, makrofajlar ve eozinofiller O,  radikali iiretirler. Radikal
iiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde bilyiik 6nem tagir. Ozellikle
PMNL* ler icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligi ile O,  nin
dismutasyonuyla olusan H,O,‘yi kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii  bir

antibakteriyel ajan olan HOCL’ye doniistiiriir (25).

H,O, + CI” »HOCL + OH™

1.3.4.°02

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal
olmadigi halde ROS grubunda yer alir. “O2 serbest radikal reaksiyonlarin

baslamasina neden olmasi agisindan dnem tasimaktadir.



1.4. HUCREDEKI SERBEST RADIiKAL KAYNAKLARI

1.4.1. ENDOJEN KAYNAKLAR

1. Mitokondrial elektron transportu: Elektron tasiyicilar1 oksijene elektron
sizdirabilir. Oksijen %1 oraninda O, ‘e indirgenebilir.

2. Plazma membrani: Lipid peroksidasyonu, fagositik hiicrelerde nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz.

3. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(Sitokrom P450, Sitokrom B5).

4. Peroksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinler

5. Otooksidasyon reaksiyonlari: Fe*?, adrenalin

6. Yaslanma

1.4.2. EKSOJEN KAYNAKLAR

1. Stres: Streste artan katekolaminler ve bunlarin oksidasyonlar:1 sonucunda
serbest radikaller olusur.

2. Aliskanlik yapici maddeler: Sigara, alkol, uyusturucu,

3. Cevresel faktorler: Radyasyon, hava kirliligi

4. Asin oksijen konsantrasyonu (Hiperoksi)

5. Antineoplastik ilaclar: Bleomisin, doxorubicine, adriamicine

1.5. SERBEST RADIKALLERIN HUCRELER UZERINE ETKILERI

1.5.1. ROOH ve LiPiD PEROKSIDASYONU

Hiicre i¢i organeller, biyomembranlar ve membran fosfolipidlerinde bulunan
doymamis yag asitleri oksidatif ataklara asir1 derecede duyarhidir (26). Serbest
radikallerin hiicrede baslattigi en 6nemli ve zararli etki lipid peroksidasyonudur.

ROS hiicre hasar1 meydana getirirken lipidlerden farkl radikaller ve lipid ROOH’



larda de olugmaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile
oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonunda
zincirleme reaksiyonun baglatilmasi icin tetikleyici faktor gereklidir. Sozii edilen
bu faktoriin OH™ radikali oldugu kabul edilmektedir. Lipid peroksidasyonu,
poliansatiire yag asitlerinin zincirleme bir radikal reaksiyonudur ve ii¢ asamadan

olusur (27,28). Bunlar;

1. Baslangic evresi: OH™ radikali, bir yag asitinin (LH) metilen
molekiiliinden bir hidrojen atomu (H") kopararak bir lipid radikali (L™) olusturur.
Bu reaksiyon hem membran lipidleri hem de besinsel yaglar i¢in gecerlidir.

OH +LH —» H,O+L

2. llerleme ve yikim evresi: Zincirleme reaksiyona ugrayan lipid radikaline

O; ilavesi ile devam eder ve lipid peroksil radikali (LOQO™) ile lipid ROOH olusur.

L™+ O, —— LOO

LOO"+ LH — LOOH+ L~

Tek elektron iizerinden yeniden yapilanma lipidin par¢alanmasi ile sonuglanir.

3. Sonlanma safhasi: Zincir reaksiyonu antioksidanlar (likopen gibi)

tarafindan sonlandirilabilir.

LOO  +L  +2H" — » LOOH + LH

Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin kaybina, membran
potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara karsi gecirgenligin artisi
neticesinde hiicrenin hasarina ve igeriginin serbestlesmesine neden olur. Ek olarak

lipid peroksidasyonunun son {iriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA)



membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve capraz bag yapmalarina yol acar.
Bu da, hiicre yilizeyinin durumunu, enzim aktivitesini, iyon transportunu

etkileyebilir (24).

1.5.2. PROTEIN OKSIDASYONU

Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonunun sonucunda metionin
siilfokside, histidin, oksihistidine veya aspargine, tirozin, ditirozine ve sistein
disiilfitlere doniisiir. Bu degisiklikler proteinlerin baglanma ozelliklerinde ve
enzim aktivitelerinde farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda

bozulmalara yol acabilir (29,30).

Serbest radikal reaksiyonlar1 direkt olarak polipeptid par¢calanmasina da yol
acabilir (31). Proteinler serbest radikallere daha az hassas olup baslayan zararh
zincir reaksiyonununda hizli ilerleme olasiligi daha azdir. Proteinler serbest
radikal harabiyetinden aminoasit igerigine bagli olarak etkilenirler. Bu
reaksiyonlar sonucu immunglobulin G ve albiimin gibi fazla sayida disiilfit
icerenlerin yapisi bozulur. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda
etkilenir.

2H*
02" + Hb- Fe**> O, ———» Hb-Fe*2+ H,0, + O,

2H*
HzOz + 2Hb-Fe+2-Oz —» 2Hb-Fe*? + H20+ Oz

1.5.3. DNA

ROS adenin ve piridin niikleotid durumlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli
yollara engel olabilirler. ROS, DNA ile reaksiyona girerek mutajenik olan 8-

Hidroksiguanin’in ortaya ¢ikmasina neden olurlar (32,33).



1.5.4. KOVALEN BAGLANMA

Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler, ve
nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekiillere kovalen baglanmasina

neden olabilir. Bu da dogrudan hiicre hasarina yol agabilir (33).

1.6. I/R HASARINDA ROL ALAN MEKANIZMALAR

1.6.1. Ca*?

1.6.2. Ksantin Oksidaz (XO)
1.6.3. PMNL aktivasyonu

1.6.4. Arasidonik asit metabolitleri
1.6.5. Prostasiklin (PGI»)

1.6.6. Tromboksan A, (TxA;)
1.6.7. Lokotrien B4 (LTB,)

1.6.8. NO

1.6.9. Endotelin

1.6.10. Trombosit aktive edici faktor (PAF)
1.6.11. Komplemanlar

1.6.12. Sitokinler

1.6.13. Katekolamin oksidasyonu

1.6.1. Ca*?

Hiicre yaralanmasi ile 1ilgili oldugu diistiniillen bir elementtir. Ca*?
transportunu engelleyen herhangi bir durum hiicre fonksiyonlarimi olumsuz
etkiler. Ca*? ATP az enzimleri 6nemli siilfidril gruplarina sahiptir ve ROS
tarafindan inaktive edilebilir. Hipoksi, sitokinler, endotoksin gibi faktorler ROS

araciligiyla hiicre enerjisini azaltabilirler (34).
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Reperfiizyon esnasinda sarkolemmal membran hasarina ve oksidatif stresin
indiikledigi sarkoplazmik retikulum disfonksiyonuna bagli olarak hiicre ici Ca*?
miktarinda belirgin artis olur. Ca*2? paradoksu adi verilen bu durumda rol oynayan
temel hiicresel mekanizmalar, iskemi esnasinda aktive olmus olan Na*/Ca*?
degistirici kanali ile diisen hiicre i¢ci pH'1 normalize etmek i¢in reperfiizyon
esnasinda aktive olan ve hiicre digina H* iyonu atarken hiicre icine, Ca*? ile
degistirilecek olan Na* girigini saglayan Na*/H"degistirici kanalidir (35). Artan
hiicre ici ve mitokondriyal Ca*? hiicrelerde hiperkontraktiire neden olarak ve
mitokondriyal PTP'u (Mitokondriyal PTP, i¢c mitokondriyal membranda yerlesmis
olan ve selektif olmayan bir kanaldir) (35,36). Ayrica Ca*?‘ nin proteaz
aktivasyonu, gap junction disfonksiyonu ve membran riiptiiri yaptigi da
bilinmektedir (37).

Iskemi

' ‘ !

Mitokondri Endoplazmik
Ca*? Ca*? : retibonhmm

\ | | ca®
Sitoplazmilc Ca** artisi //
| | | |

ATP az Fosfolipaz Proteaz Endoniikleaz
ATP Fosfolipid Membran ve hiicre Niikleer
azalmasi azalmasi iskelet proteinlerinin kromatin hasan

parcalanmasi

Sekil 1. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin kaynaklari ve sonuglari
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MEMBRAN HASART

Sekil 2. iskemide membran hasarinin mekanizmalari.

1.6.2. KSANTIN OKSIDAZ

Hipoksi sirasinda ATP seviyesinin azalmasiyla birlikte adenozin difosfat
(ADP) seviyesi artmaktadir. Artan ADP’ler 6nce adenozin monofosfata (AMP)

daha sonra adenozin, inozin ve en sonunda hipoksantine doniisiir.

Iskeminin olmadig1 normal dokularda purinlerin yikiliminda hipoksantinden
ksantin olusumunda ksantin dehidrojenaz (XDH) goérev yapar. Hipoksantinden
ksantin ve ksantinden iirik asit olusumu basamaklarinda elektron akseptorii olarak
O, den daha cok nikotinamid adenin diniikleotid (NAD*) kullanir. iskemi
durumunda hiicre ici Ca*? artisi ile aktive olan enzimlerden biri XDH dir. iskemi
sirasinda proteazlarin (fosfolipaz A,, niikleaz) Ca*? bagh aktivasyonu ile XDH
formundaki enzim, XO formuna doniisir. XDH’in oksidaz olarak aktivite
gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin iirik aside doniisiirken O,
kullamlmakta ve O,’de H,0,’ye indirgenmektedir. Iskemi durumlarinda oksijen

seviyesi diisik oldugundan O©nemli hasar olmaz ancak oksijen seviyesi
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reperfiizyon sirasinda normale doniince iskemi yerinde XO etkisiyle fazla
miktarda H,O, ve O, olusur. Bunlarin etkisiyle de I/R hasar1 denen durum ortaya
cikar. XO bilinen ilk O,” radikal kaynagidir. Iskemik dokudaki serbest
radikallerin en belirgin kaynagi XO enzimidir. Bu enzimin dogal formu olan
XDH, O, radikali olusturmaz. XDH, O, serbest radikal olusumu icin gerekli

e~ transferini yapamaz.

ATP
v
ADP
Y
AMP
v
IMP +inozin ) .
ksantin ksantin
¥ dehidrojenaz ocksidaz
Hipoksantin I RiK ASIT
?/"':"w' -
oksijen oksijen radikali
50D
¥
Hidrojen peroksit
Katalaz
¥
Su+ Oksijen

Sekil 3. Iskemide piirin metabolizmasinin gelisimi ve ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza cevrilmesi,

reperfiizyonda oksijen radikalinin olusumu.

1.6.3. NOTROFILLER (PMNL)

PMNL’ler dolasimda en c¢ok bulunan proenflamatuvar lokositlerdir.
Enfeksiyon ve viicutta fizyolojik bariyerlere penetre olan yabanci materyallere
kars1 koruyuculugun birinci basamagini olusturur (38). Insanlarda PMNL’lerin
dolagimdaki yar1 Omiirleri kisadir ve yaklasik 8-16 saattir ve dolasimda ortadan
kalkmalar1 apopitosiz yoluyla olmaktadir (39). Bu kontrollii 6liim programi,

hiicrelerin kontrolsiiz sekilde lizise ugradigi, hiicre ici yapilarin cevre dokulara
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yayilarak bunun sonucunda enflamatuvar yaniti arttiran ve nekroz olarak
tanimlanan 6liimden oldukca farklidir. Makrofajlarin, PMNL’leri bu apopitosiz
sonucunda programli olarak fagosite etmeleri proenflamatuvar makrofaj
mediatorlerinin ortama salinimimi provake etmez ve bdylece konak¢i doku
hasarinin olugsmasi engellenmis olur. Sonucta PMNL’lerin ortadan kaldirilmasi
enflamatuvar bir siirectir ve bu apopitotik programda olusan enflamatuvar yanitin
kontrol altinda tutulmasint saglayan bir mekanizmadir (40). Apopitosiz
mekanizmasinda bir bozulma ve bu hiicrelerin asir1 aktivasyonu sonucunda aktive
olmus PMNL lerin endotel hasar1 olusturarak artmis vaskiiler permeabilite ve
kapiller kacak sendromuna neden oldugu ve muhtemel ARDS (Akut solunum
sikintis1 sendromu) ve SIRS (Sistemik enflamatuvar yanit sendromu) altinda yatan

patofizyolojik neden oldugu gosterilmistir (41).

I/R sonucunda da bu PMNL aktivasyonu rol oynamaktadir. Iskemi sirasinda
ve daha agirlikli olarak bunu takip eden reperfiizyon doneminde postkapiller
veniillerde endotelde artmis PMNL adezyonu goriilir. PAF, LTB, ve serbest
oksijen radikalleri bu durumun en muhtemel kimyasal mediatorleridir (42).
Lokositlerin vaskiiler liimenden ekstra vaskiiler bosluga cikisinda olaylarin olus

sirasi;

1- Marjinasyon ve yuvarlanma
2- Adezyon ve endotelyal hiicreler arasindan transmigrasyon

3- Interstisyel doku icinde kemotaktik bir uyariy1 izleyerek migrasyon(31).

Ekstravazasyondan sonra lokositlerin kimyasal bir uyarani izleyerek
zedelenme bolgesine go¢ etmesine kemotaksi denir. Hem ekzojen hemde endojen
maddeler 16kositler i¢in kemotaktik olabilirler. Bunlar; ¢oziilebilen bakteriyel
irtinler, kompleman sisteminin iiriinleri (6zellikle aktive kompleman 5 (C5a)),
arasidonik asit metabolizmasinin lipooksijenaz yolu iiriinleri (6zellikle LTB4) ve

sitokinlerdir (Interlokin (IL) 1,8,vb.) (31,43).
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Ekstravaskiiler kompartmana ulasildiginda aktive edilmis lokositler toksik
ROS, proteazlar ve elastaz salarlar ve bu da mikrovaskiiler permeabilite de artisa,

0deme, tromboza ve parankimal hiicre 6liimiine neden olur (31,44).

Aktive olmus makrofajlar, PMNL’ler ve eozinofillerde fagositik solunumsal
patlama sirasinda da cesitli serbest radikaller olusur. Fagositik 16kositler opsonize
mikroorganizmalar, C5a kompleman fragmani, LTB,, bakteriyel orjinli N-formil
oligopeptidler gibi partikiiller ya da c¢oOziinebilir bir uyariciyla uyarildiklarinda
lizozomal komponentleri disariya vermeye baslarlar ve reaktif oksijen
metabolitlerinin olusumuyla birlikte mitokondri disinda O, tiikketiminde bir
patlama (solunumsal patlama) gosterirler. Fagosite edilmis bakteri, solunumsal
patlama iriinlerinin etkisiyle oldiriiliir. Ancak bu oksidan iiriinler hiicrelerin
antioksidan savunma giiclerini astiginda normal konak hiicrelere zarar verirler ve

cesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar.

Ealkteri - Makrofa)
NADPH 02
NADPH
okzidaz 1 Respiratuvar pafama
NADP
(027} Supermksid

l Stiperolsit dismutaz

H202
cr
1i}==1c>pemiya{ \E—r Fe*
HOCL * OH"

BAKTERIVEL HASAR

Sekil 4. PMNL aktivasyonu
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Reperfiizyonun basglamasindan sonra serbest oksijen radikali patlamasi
sonucu;

1.Yaygin endotel hiicre hasar1 ve PAF gibi vazoaktif fosfolipidlerin
biyosentezinde meydana gelen artis enflamatuvar reaksiyonun siddetini arttirir.

2.Endotel hasar1 sonucunda PMNL agregasyonu ve adezyonu
reperfiizyondan 2 saat sonra en yiiksek seviyesine ulasir. Aktive PMNL’ler,
proteolitik enzim ve serbest oksijen radikalleri salgilamalari nedeni ile

ekstraselliiler matrikste oldugu gibi canli hiicrelerde de hasar olusturur.

Fagositlerin uyarilmasi, heksoz monofosfat sentezi yoluyla glukozun
oksidasyonunda artisa yol agar. Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi
olarak NADPH kullanilir ve O;’'nin O, radikaline indirgenmesi sonucu NADP*
tiretimi artar ve heksoz monofosfat yolu aktive olur. Heksoz monofosfat yolunun
aktivasyonuna neden olan NADP* nin diger kaynag1 H,O, detoksifikasyonundan
sorumlu olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon reduktaz (GSH-r)

sistemidir.

PMNL’ler ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde, Fe-hem iceren
myeloperoksidaz enzimi bulunur. Cesitli uyaricilarin etkisiyle fagositler
myeloperoksidaz iceren graniillerini hiicre dig1 araliktaki fagositik vakuol igine
bosaltir. Myeloperoksidaz, H,0O, varliginda klorur, iyodiir, ve bromiiriin
oksidasyonunu katalizleyerek HOCL, hipoiyodik asit (HOI), ve hipobromik asit
(HoBr) olusturur. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlart gii¢lii oksidandirlar. Biyolojik
olarak Onemli molekiillerle reaksiyona girerek mikroorganizmalar: etkileyen

toksik ajanlar meydana getirirler.

Fagositin kendisi de reaktif oksidanlarin zarar vermelerine karsi hassastir.
Bununla birlikte kendilerini oksidanlarina kars1 koruyabilirler. Fagositlerin
antioksidan sistemleri, O, i H,O;’ye doniistiiren SOD, H,O,’ yi suya indirgeyen
katalaz (CAT), H>O," yi detoksifiye edici GSH-Px/GSH-r sistemi, antioksidan
vitaminlerden o-tokoferol (Vitamin E) ve askorbik asit (Vitamin C) gibi

antioksidanlardir.
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PMNL’lerden toksik ajanlarin sizintis1 veya sekresyonu, yakin hiicrelere ve
solubl sistemlere zarar verir. Fagosit kaynakli oksidanlar ototoksik,
immunsupresif ve mutajenik etkiler gosterir. Ornegin romatoid artritli (RA)
hastalarin diz eklemlerinde fazla miktarda PMNL birikir ve bu PMNL ‘lerden

ortama saliverilen serbest radikaller eklem hasarint hizlandirirlar.

1.6.4. PGI,

Endotel hiicrelerinden serbestlenen ilk vazoaktif ajan olan PGI, endotelyal

yiizeylerde trombosit agregasyonunu Onleyen giiclii bir vazodilatatordiir.

1.6.5. Tx A,

Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile olusan TxA, trombositleri
agrege eder ve vazokonstrikktor etkisi vardir. Reperfiizyon, prostaglandin
iiretiminin en giiclii uyaramdir. TXA,, I/R’de endotelyuma PMNL adhezyonunu

uyaran giiclii bir kemotaktik maddedir.

1.6.6. LT B,

LTB,, I/R boyunca endotelial disfonksiyonda onemli rol oynayan ve
lipooksijenaz yoluyla olusan arasidonik asit metabolitleridir. LTBs, PMNL
yiizeyindeki  spesifik  reseptorlere  baglanir.  Adezyon  molekiillerinin
aktivasyonunu, endotelial hiicrelere yapismayi, serbest oksijen radikallerinin ve
proteazlarin iretimini saglar. 3 saatlik iskemik periyodu mukozal LTB.
seviyelerini degistirmezken, reperfiizyonun izledigi aym siireli iskemi mukozal

LTB, seviyelerinde % 200-600 oraninda artisa yol agmaktadir (45).

1.6.7.NO

Endotel tiirevli NO veya genisletici faktor (EDRF) olarak da bilinen NO,

asetil kolin uyarisi, hipoksi, endotoksin, hiicresel zedelenme veya mekanik
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kesilme stresine yanit olarak dolasima salinabilen 6nemli bir pro-oksidatif ve
antioksidatif sinyal molekiilii olmakla birlikte ayni zamanda c¢ok reaktif bir

radikaldir (46).

Yar1 omrii birka¢ saniye olan, lipofilik 6zellikte olan diffiize olabilen bir
maddedir. Bu serbest radikal damar endotel hiicrelerinde NO sentaz (eNOS)
enzimi tarafindan L-arjininden sentezlenir (47). NO kendiliginden nitrat ve nitrite
ayrigir. Hiicresel hasarin yaninda biiyilk miktarlardaki NO parakrin ve otokrin
fonksiyonlarin bozulmasina, bolgesel kan akiminda dagilim bozukluguna, barsak

motilitesinde azalmaya ve permeabilitesinde artisa yol acar (48).

Iskemik periyoda olusan doku hipoksisi endoteldeki NO iiretimini azaltir,
reperfiizyonun erken fazinda azalan NO ile mikrovaskiiler vazokonstriiksiyona

neden olur (49).

Oksidatif stres, NO'nun biyoyararlanimin1 azaltarak onun PMNL
akiimiilasyonunu O©nleme, O,  radikallerini inaktive etme ve vazodilatasyon
yapma gibi etkilerini engeller. Deneysel calismalarda NO diizeyini yiikselten
ajanlar iskemik hasar1 azaltsa da iskemi sirasinda olusan asirt miktardaki NO, ya
bu radikalin stabil son iriinleri olan nitrit ve nitrata doniisiir, ya da O,~ radikali

ile reaksiyona girerek bir toksik oksijen metaboliti olan ONOO™ olusturur.

ONOQO" ise dokularda hasar yapar (50).

Iskemi siirecinde oksidatif stresin baglamasi ile NO ve O, anyonu
bagisiklik sistem hiicreleri tarafindan iiretilir. Bu kosullar altinda birbirleri ile
etkilesime girerek onemli derecede kuvvetli oksidatif bir molekiil olan ONOO™
anyonunu iretirler. Bu serbest radikal DNA kirilmalarina ve lipidlerde

oksidasyonlara neden olabilir (25).

NO+0O,” — > ONOO
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1.6.8. ENDOTELIN

Arter ve venlerde kontraksiyona neden olan en giiclii vazokonstriiktordiir.
Iskemik kalmis bir barsagin iirettigi endotelinin, intestinal I/R hasarmin sistemik
bir hasara doniismesinden sorumlu olabilecek gii¢lii bir aday oldugu ileri

suriilmektedir (13).

1.6.9. PAF

Fosfolipaz Az’nin etkisiyle endotel hiicreleri tarafindan membran
fosfolipidlerinden iiretilir. Cok cesitli enflamatuvar reaksiyonda ARDS, akut
pankreatit, enflamatuvar barsak hastaligi, glomeruler hasar vs.) etkin oldugu
gozlenen bir substrattir (51). Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna,
ve graniil iceriginin salinmasina yol agan olduk¢a kuvvetli bir ajandir. Ek olarak
PAF kuvvetli bir PMNL kemoatraktan iiretiminde ©Onemli bir rol oynar.
Lokositlerin aktivasyonuna, adezyon ve diapedezine ve ayni zamanda vaskiiler
permeabilitede artisa yol acar. Pek ¢ok ¢alisma PAF’1n invitro ve invivo ortamda
l6kositlerin mikrovaskiiler endotele adhezyonunu arttirdigini géstermistir. PAF 1n,
reperfiizyon sonucu gerceklesen kemotaksisin bir diizenleyicisi oldugu

diistiniilmektedir (13).

1.6.10. KOMPLEMANLAR

Komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu, anaflatoksin aktive kompleman 3
(C3a) ve C5a’nin iiretimine yol acar. PMNL’ler iizerindeki etkileri ise kemotaksis,
endotele adhezyonun artisi, serbest oksijen radikallerinin iiretim ve salinmasini
saglamaktir (13).

1.6.11. SITOKINLER

Reperfiizyon sonrasi, dolasimda IL-1, IL-6 ve tiimor nekroze edici faktor (

TNF-a) gibi sitokinler gozlenir. Hem IL-1'in hem de TNF-a vaskiiler
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yaralanmaya katkida bulunduklar1 ve endotel adhezyon molekiillerini arttirdiklari
gosterilmistir (13). I/R’de sitokin salintminin bilinmesine ragmen bu sitokinlerin
permeabilite iizerine olan etkilerinin direk mi yoksa hiicre adezyon molekiilleri
ekspresyonu ve PMNL adhezyon aktivasyonu yoluyla m1 oldugu bilinmemektedir

(42).

1.6.12. KATEKOLAMINLER

1.7. /R SONRASINDA GELISEN UZAK ORGAN HASARINDA
AKCIiGERLERIN DURUMU

Vaskiiler cerrahi girisimler (anevrizma, aortailiak oklusiv hastalik) nedeniyle
torako- abdominal aortanin gecici bir siireyle klemplenmesi, klemp seviyesinin
altindaki dokularda iskemi ve klembin kaldirilmasiyla da dokularin tekrar
reperfiizyonu sonucunda basta akcigerler (miyokard, bobrek, v.b.) olmak iizere

bir¢ok uzak organda hasar olusumuna neden olur (52,53).

Olusan bu I/R tablosu akcigerde interstisyel 6dem ve enflamasyonla
karakterize bir hasar seklindedir. (54-58) Gelisen bu akciger hasar1 da hastalarda

morbidite ve mortalite artisina neden olur.

Akcigerlerin, pulmoner arterler, brongiyal arterler ve bunlardan bagimsiz
olarak alveoler yiizeylerinden aldiklar1 O, ile iskemik hasara direncli oldugu
diisiiniilmektedir (59). Ancak son 10 yildir bircok deneysel ¢alisma ve klinik
durum gostermistir ki akciger alveolo-kapiller membran1 I/R hasarmna oldukga

hassastir (60,61).

I/R sonrasinda akcigerlerde olusan hasarm nedeni ve fizyopatolojik
mekanizmasi heniiz tam olarak ortaya konulamamustir. Ancak bu olayin, olusan
[/R sonrasinda kompleks bir enflamatuvar dongiiniin baslamasi ile ortaya ciktig
diistiniilmektedir. Plazmada komplemanlar, sitokinler, arasidonik asit tiirevleri ve

PAF gibi proenflamatuvar ajanlarin arttig1 saptanmistir (62,63).
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Bunlarla birlikte XO, O,”, OH™ radikalleri ve H,O, gibi ROS’da ortaya
cikmaktadir (61). Sonucta olusan bu toksik ROS, yag asit radikalleri ile

etkileserek, lipid peroksidasyon reaksiyonunu olustururlar ve hiicre hasarina yol

acarlar.
ISKEMI
Makrofaj aktivasyonu
IL-12 TNF-a IL-8
IL-18 IFN-y
R| E P R F U Y O N
v v
T lenfosit » Notrofil
INF-y AKCIGER DOKU IL-8
HASARI

Sekil 5. Akciger vaskiiler yatakta I/R sirasinda lokosit aktivasyonu ve sitokin saliim arasindaki
etkilesimin olas1 mekanizmasi (64)

I/R sonrasi olusan akciger hasarimi agiklayan gesitli mekanizmalar
tanimlanmus olsa da en cok PMNL ’lerin rolii dikkati ceker (65). I/R sonrasi olusan

akciger hasarinin %80’ ninden PMNL’ler sorumludur (66).
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1.8. ANTIOKSIiDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Organizmada devamli olarak serbest oksijen radikalleri olugsmasina ragmen
antioksidan savunma sistemleri ile oksidasyon arasindaki dinamik dengeden
dolay1 zararh etkiler ortaya cikmaz. Fizyolojik veya patolojik olaylar sonucu bu
dengenin  oksidasyon lehine degismesi durumunda oksidatif hasar

gelisebilmektedir.

Organizma serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak amaci ile
viicutta ROS’u enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin aktivasyonu ile

dengeleyip uzaklastirabilir. Antioksidanlarin etki mekanizmalari;

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni
molekiillere cevrilmesi.

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltilmasi1 veya inaktif hale doniistiirtilmesi.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarinin
engellenmesi.

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi.

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.

1.8.1. ENDOJEN ANTiOKSIiDANLAR

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak {izere iki sinifa

ayrilirlar.

1.8.1.1. ENZiM OLAN ENDOJEN ANTiOKSiDANLAR

1.8.1.1.1. SOD

SOD hiicre i¢i kuvvetli antioksidan bir enzimdir. O;™ 1, H,O, ve O, ¢eviren

reaksiyonu katalizleyen bir metalloenzimdir (67).
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SOD

20, +2H* —— H,0; + O,

O,” anyonunun iiretimi ile serbest radikal reaksiyonlari tetiklenir. SOD
hiicresel kompartmanlardaki O, diizeylerini kontrol altinda tutar. Bu enzimlerin
aktif merkezlerinde bulunan aminoasitlerin cesitliligi, kofaktor ve diger bazi
ozelliklerine gore farkli izoformlar1 bulunmaktadir. Insanda ii¢ farkli izoformu

vardir (68). Bunlar;

Sitoplazmik SOD (Cu-Zn SOD): Kofaktorleri Zn ve ve Cu ‘dur. Bu enzimin
aktivitesinden Cu, stabilitesinden ise Zn sorumludur.

Mitokondriyal SOD (Mn-SOD): Kofaktorii Mn dir.

Ekstraselliler SOD (EC-SOD): Tetramerik yapidadir. Heparin ve heparin
siilfat gibi glikozaminoglikanlara egilim gosterir. Bu enzim de aktivitesi i¢in
Cu’ya, stabilitesi i¢in Zn’ye ihtiya¢ duyar (69). Ancak yapilan arastirmalarda

genellikle tiimiinii kapsayan enzim (total SOD) aktivetesi ol¢iiliir.

1.8.1.1.2. GSH-Px

GSH-Px’in, selenyum (Se)-bagimli ve Se bagimsiz, olmak iizere iki
izoformu vardir (69). Bu iki enzimin alt linite sayilar1 ve katalitik mekanizmalari
farklidir. Glutatyon (GSH) mekanizmasi ¢ok Onemli antioksidatif savunma
mekanizmalarindan biridir. GSH-Px karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve
beyinde orta; kasta ise diisiikk diizeyde aktivite gosterir. Asirt diizeylerde H,O,
varliginda rediikte GSH’in okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid)
doniistimiinii katalize eder. Bu arada H,0O,‘de suya doniistiiriilerek detoksifiye

olur.

GSH-Px
(ROOH) H,0,+ 2GSH —» GSSG + 2 H,0 (ROH)
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GSH-Px, GSH’1n tiyol (-SH) gruplar ile alkilasyon ajanlarinin reaksiyonunu
kataliz ederek onlarin elektrofilik alanlarin1 yok eder. Basta arasidonik asit ve
linoleat hidroksiperoksitleri olmak tizere lipid ROOH’lara kars1i GSH-Px’ler Se

bagimsiz olarak aktivite gosterirler (70).

GST
ROOH + 2 GSH —>  GSSG + ROH + H,O

1.8.1.1.3. GSH-r

GSH-r, GSH-Px vasitastyla ROOH’ larin indirgenmesi sonucu olusan
GSSG’nin tekrar indirgenmis GSH’a doniisiimiinii katalize eder.
glutatyon
rediiktaz

GSSG+NADPH+H" ______ J2GSH + NADP*

siiperoksid Fe*? Fe*’

dismutaz \j
J’

0" Bzoz °
2H* (08 2GSH
H,0, glutaty
kataldz peroksida glutafyon glutatyo
ksid GSSG

2

pero H* /\ NADPH*

Sekil 6. Antioksidan enzim sistemleri

1.8.1.1.4. GLUTATYON- S-TRANSFERAZ (GST)

GST, basta arasidonik asit ve lineolat ROOH’lari olmak iizere lipid
ROOH’lara kars1 Se-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan

savunma mekanizmasi olustururlar.
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GST
ROOH +2GSH — 3 GSSG + ROH + H,O

GST’ler katalitik ve katalitik olmayan c¢ok sayida fonksiyona sahiptirler.
Bunlar hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici baglayici ve tasiyici rolleri
vardir. GST'ler, karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara
iriinlere  doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara

doniisiimiinii katalizlerler.

Serum GST konsantrasyon tayininin aminotransferazlardan (AST ve ALT)

daha duyarl1 bir hepatoselliiler hasar indeksi sagladig: gosterilmistir.

1.8.1.1.5. CAT

CAT, bitki hayvan ve aerobik bakterilerde bulunan ve H,O,’i su ve O,’ye
doniistiiren bir enzimdir (69). Esas olarak peroksizomlarda bulunur ve yapisinda 4
adet hem molekiilii bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositler katalazin
en yiiksek aktiviteye sahip oldugu organlardir. CAT hiicreyi solunumsal
patlamalara kars1 da koruyucu olarak hizmet eder. CAT 1n indirgeyici aktivitesi
H,O, yam sira metil-, etil-hidroksiperoksitler gibi kiicilk molekiillii lipid-
ROOH’lar1 da i¢ine alir.

CAT
2 HZOZ ; 2 HZO + 02

1.8.1.1.6. MITOKONDRIYAL SITOKROM OKSIDAZ SISTEMIi

Solumun zincirinin son enzimi sitokrom oksidaz asagidaki reaksiyonla O, 1

detoksifiye eder.

40, + 4H" 44— » 2 H,O
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Bu reaksiyon normalde siirekli devam eder. Boylece yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanir ve bol enerji iiretimi saglanir. Ancak O, iiretimi ¢ogu
zaman bu enzimin kapasitesini asar bu durumda diger antioksidanlar devreye

girer.

1.8.1.2. ENZIiM OLMAYAN ENDOJEN ANTIiOKSIiDANLAR

Canli organizmalarda enzimatik antioksidanlarin yani sira vitaminler de
serbest radikallerin zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasinda 6nemlidir.
Vitaminler non-enzimatik antioksidanlar kisminda yer alir.

1. Melatonin 2. Seruloplazmin 3. Transferrin 4. Miyoglobin 5. Hemoglobin
6. Ferritin 7. Bilirubin 8. Glutatyon 9. Sistein 10. Metiyonin 11. Urat 12.
Laktoferrin 13. Albiimin

1.8.2. EKSOJEN ANTIOKSIiDANLAR

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak

uizere siiflandirilabilirler.

1.8.2.1. VITAMIN EKSOJEN ANTIOKSiDANLAR
1. a-tokoferol 2. B-karoten 3. Askorbik asit 4. Folik asit (folat)

1.8.2.2. ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN
ANTIOKSIDANLAR

.XO inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

.NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antienflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium).
.Rekombinant SOD

.Trolox-C (vitamin E analogu).

.Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran

asetilsistein).
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.Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
.Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin).

.PMNL adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF-a ve IL-1).

.Barbitiiratlar.

.Demir selatorleri

1.8.2.3.GIDALARDAKI EKSOJEN ANTIiOKSIDANLAR

.Butylated hydroxytoluene
.Butylated hydroxyanisole
.Sodyum benzoat
.Fe-siiperoksid dismutaz
.Ethoxyquin

.Propylgalate

1.9. LIKOPEN

Giinliik diyetlerimizde meyve ve sebzelerin agirlik kazanmasinin bir¢ok
kanser ve aterosklerotik kalp hastaliklarindan koruyucu ve azaltict etkisi oldugu
bilinmektedir (71-74). Bu etkilerini ise iclerinde bulundurduklari serbest
radikallerini yok etme oOzellikleri gosterilmis olan Vitamin E, C, karotenoid,
polifenoller, antioksidan enzimlere kofaktorlik yapan metaller araciligi ile

gostermektedirler (75).

Likopen, domates ve domates {iiriinlerinde bulunan yagda c¢oziinen kirmizi-
turuncu renkli bir karotenoiddir. Ayrica kirmizi meyve ve sebzeler kuru kayisi,
guava, karpuz, papaya ve pembe greyfurtta da bulunur. Bitki ve
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen ancak hayvanlar tarafindan
sentezlenemeyen dogal bir pigmenttir. Diyetle likopen aliminin %85’ inden fazlasi
domates iirtinleriyle olmaktadir. Domatesin likopen icerigi onun olgunlasmasiyla

orantilidir.
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Likopen, Vitamin A aktivitesi olmayan [ karotenin asiklik izomeri olan bir
karotenoiddir (76). Ansature asiklik hidrokarbon yapisindadir ve 11 adet konjuge
2 adet non konjuge c¢ift bag icerir.

=
S N N N N

\ﬂ/
Likopen
Molekiiler agulik-336,80

Sekil 7. Likopenin kimyasal yapis1 (77).

Likopen, insan plazmasinda B karoten ve diger diyetsel karotenoidlere gore
en fazla bulunan karotenoiddir. Karotenoidler arasinda insan viicudundaki
antioksidan savunma sisteminde digerlerine nazaran baskin rol oynamasinin
nedeni de bu olarak gosterilmektedir (78). Epidemiyolojik ¢alismalarda likopenin
serum diizeyleriyle kronik hastaliklar arasindaki direk iligki oldugu gosterilmistir

(79-81).

Likopenin, serbest oksijeni inhibe edici o©zelligi P-karotenin iki, o-

tokoferolden ise on kat daha fazladir (82).

Prostat dokusunda likopenin daha ¢ok cis izomeri, kanda ve yiyeceklerde ise
daha az oranda cis izomeri kalinde bulunmaktadir (83). Bir¢ok taze meyve ve
sebze likopen kaynagi olarak bilinse de, pismis domates ve domates iiriinleri
(domates suyu, ketcap, domates sosu, domates corbasi) likopenin bol olarak
bulundugu yiyeceklerdir ve islenmemis taze domates suyuna nazaran likopenin
bioyararlaniminin daha fazla oldugunu gosterilmistir (84). Bu biyoyararlanimdaki
farkliligin likopenin trans ve cis izomerlerinden kaynaklanmaktadir (83). Yeni
calismalar 1stya maruz kalmis domates ve domates iiriinlerinin cis izomerleri

haline dondiigii ve bu sekilde alindiklarinda biyoyararlanimlarinin arttigini
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gostermektedir (3). Viicutta bu izomerizasyon reaksiyonlarinin oldugu gosteren
baz1 belirtecler gosterilmis ancak bu konu tam olarak aydinlatilamamistir. Su anki
bilgiler likopenin cis formunda bagirsaklardan daha fazlaca emilebildigi
yoniindedir. Bu konuyla ilgili olarak doku izomeraz enzimlerinin trans—-cis form
olusumunda etkili oldugu ©ne siiriilmektedir. Likopenin 1s1, 151k ve kimyasal
reaksiyonlarin indiikledigi cis-trans izomerizasyonu vardir (83,85). Bitkilerde
likopen baskin olarak trans konfigiirasyonunda bulunur ve bu form termodinamik

olarak en stabil formudur (83,85).

Likopenin biyoyararlanimi ve biyotransformasyonu tam olarak ortaya
konulamamustir. Prostat dokusunda 14-18 adet farkli likopen izomeri saptanmustir.
Likopenin en siklikla bulunan ve su ana kadar saptanabilen izomerik formlari
trans, 5-cis, 9-cis, 13-cis ve 15-cis tir (86). Diger dokulara gore prostat dokusunda
daha yiiksek konsantrasyonda likopen bulunmaktadir (86). Giiniimiizde likopenin
antioksidan ozellikleri arastirllmaktadir (76,83). Ayrica hiicrelerarasi intercelluler
gap junction iletisiminin hormonal, immun sistem ve metabolik yollarda olan

etkileri de arastirilmakta olan bir molekiildiir (87-91).

1.9.1. LIKOPENIN ANTIENFLAMATUVAR ETKISi

Likopenin serbest radikallere kars1 ‘scavenger’ etkisi yapisindaki yiiksek
sayidaki konjuge cift baglardan dolayidir. ‘Scavenger’ etkisini H,O, ve diger
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek, SOD, GSH-Px, GSH-r diizeylerini

arttirarak ve boylece oksidatif stres yanitin1 baskilayarak yapmaktadir (92).

Insanlarda likopenden zengin diyet verilerek yapilan bir calismanin
sonucunda GSH diizeylerini de arttirdig1 goriilmiis (92). GSH, O, lerin SOD ile
muamelesi sonrasinda olusan H,O, nin uzaklastirilmasinda ana rol oynayan GSH-
Px’in yeterli diizeylerde tutulmasinda rol oynayan en Onemli antioksidan
metabolittir. GSH ayrica bir¢ok rediikte edici enzimin kofaktorii olarak rol

oynamaktadir (msl. dehidroaskorbat rediiktaz, endoperoksit izomeraz) (93).
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Bakteriyel endotoksin lipopolisakkarit yapisiyla CD14 ile etkilesime gecerek
makrofaj aktivasyonunu yapar bu da enflamatuvar yanitin olugsmasini saglar. Daha
sonra sinyal transdiiksiyonuyla bu durum proenflamatuvar genleri aktive eder ve
NO iiretimine neden olur. NO’nunda akut-kronik enflamatuvar hasarda etkili
oldugu gosterilmistir (94). Enflamatuvar yanit esnasinda NO {iretimi artar ve O~

ajanlarla etkileserek hiicre icin sitotoksik olan ONOQO™ olusturur (95).

Bu iiretimin biiyiik bir kismu iNOS ile saglanir ve kontrolii de daha
transkripsiyon asamasinda Niikler faktor kapa B (NF-Kb) ve Aktivator protein-1
(AP-1) gibi transkripsiyon faktorleri ile saglanir (96). Biitiin bu bilgilerin 15181nda
kanser gibi enflamatuvar olaylarda NO iiretiminin inhibisyonu faydali bir tedavi

stratejisidir (95).

Siklooksijenaz (COX) arasidonik asiti prostaglandinlere ¢eviren ve COX-1,
COX-2 seklinde iki izoformu olan bir enzimdir. COX-1 gastrointestinal mukozay1
koruyucudur. COX -2 ise uyarilabilir bir enzimdir, akut/kronik enflamasyon, agri,

hiicresel iyilesme mekanizmalarinda rol alir (97).

Birgok tiimor tipinde COX-2 seviyeleri tiimor invazyonuyla iligkili
bulunmustur (98). Ornek olarak benign prostatik epitelyuma gore prostat
kanserlerinde daha cok COX-2 iiretilir. Buna ragmen COX-2’ nin inhibisyonu
prostat tiimor hiicrelerinde apopitozisi arttirict etki gostermistir (98). Buradan yola
cikarak COX-2’nin inhibisyonuyla iliskili kanserlerin Onlenmesinde basarili

sonuglar alinabilir.

Enflamatuvar hastaliklarda artmus NO’nun nedeni iNOS, artmis
prostaglandinlerin nedeni ise COX-2 ekspresyonundaki artmadir (99). iNOS ve
/veya COX-2 nin asir1 ekspresyonu enflamasyonla iliskilidir ve bir¢ok

enflamatuvar hastaligin nedeni olarak belirtilmektedir (97).

Likopenin antioksidan, antiproliferatif ve antienflamatuvar o6zelliklerinin

arastirildigr calismalarda likopen alimiyla COX-2 ve NO’nun iiretimleri
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arasindaki iligki; likopenin antioksidan, antiproliferatif ve antienflamatuvar etki
mekanizmalarina 151k tutacak daha ayrintili bilgiler saglamak ve oksidatif strese
bagh gelisen hastaliklarin tedavi ve Onlenmesinde yeni terapdtik yaklasimlarin

gelistirilmesi icin arastirilmistir.

Transkripsiyon faktorii NF-kB, iNOS ve COX-2 ekspresyonunu diizenler.
Bu yiizden NF-kB nin aktivasyonu artmig NO ve prostaglandin seviyelerine neden
olur (97,99). Makrofajlardan NO salinimi iNOS a baghdir ve lipopolisakkarit,
interferon (IFN)-y ,TNF-a gibi bir¢ok ajan tarafindan aktive edilebilir (100).
Lipopolisakkarit araciligi ile makrofaj aktivasyonu ve sonrasinda iNOS araciligi
ile NO sentezini gosteren calisma sonucunda likopenin iNOS sentezini ve
haberci(m)-riboniikleik asit (RNA) ekspresyonunu azaltici etkisini gézlemlenmis.
Bu calisma sonucunda da likopenin lipopolisakkaritlerle aktive olan fare
makrofajlarinda NO {iretimini inhibe ederek antienflamatuvar etki gosterdigi

belirtilmistir.

1.9.2. LIKOPENIN ANTIiKANSEROJEN ETKIiSi

Likopenin kronik hastaliklara karsit potansiyel koruyucu etkisi normal ve
risk altindaki populasyonlarin epidemiyolojik gozlemlerine dayanmaktadir. Bu
calismalarda likopen diyet yoluyla alinmis ve likopenin plazma, doku diizeylerine
bakilarak degerlendirme yapilmistir. Doku Kkiiltiiri ve invitro sistemlerde
likopenin kanserden koruyucu ve Onleyici etkileri bircok calismayla gosterilmistir.
Boylece likopenle ilgili bir¢ok koruyucu mekanizmada ortaya atilmistir. Yapilan
epidemiyolojik caligmalarda domates ve domates {iriinleriyle beslenilmesi
sonucunda o populasyondaki kanser ve koroner kalp hastaligi insidansinin daha
diisik oldugu gosterilmistir (89,101-114). Yapilan bu caligmalara Ornekler

verecek olursak;
1.Ayn1 yas grubunda prostat karsinom (Ca) olan ve olmayan insanlarin

prostat dokusu ve serum likopen seviyeleri karsilastirllmis ve maligniteli grupta

belirgin olarak diisiik bulunmustur (102). Prostat Ca’li hastalarda likopenin
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izomerizasyonuyla ilgili bir sorun oldugu ve bundan dolayr emiliminin
yetersizliginden kaynaklanabilecegi hipotezi ©ne siiriilmiistiir. Levy ve ark.
likopenin kiiltiir ortamlarinda, insan endometrial, meme ve akciger kanser
hiicrelerinin iiremesini inhibe ettigi, o ve [ karotenden daha etkili oldugu

gosterilmistir (89).

2.Likopen vitamin D3 ile birlikte kullanildiginda sinerjistik etki gostererek
hiicre gelisim dongiisiinii inhibe eder ve promyelositik 16semi hiicrelerinde HL 60

farklilagmasini saglar (103).

3.Colditz ve ark. yaptigi bir calismada; 1271 hastamin farkli gruplar
olusturarak farkli sebzelerle beslenilmesi saglanmis ve bu insanlarin kanserden
Olimleri arastirilmis. Domates alan grupta kanser mortalitesinde %50 azalma
saptanmis. Havug ve diger karotenoidden zengin sebzelerle beslenenlerde ise bu

etki goriilmemis (104).

4.US Health Professionals grubunun yaptigi calismada ise; prostat Ca ile
bircok karotenoid ve retinal alimi arasindaki iligski arastirilmis. Sonucunda ise
cesitli domates Uriinleriyle alinan likopenin alim miktariyla prostat Ca arasinda
ters bir orant1 saptanmis. Bu etki diger karotenoidlerde goriilmemis. Yine plazma
ve doku likopen diizeyleriyle prostat Ca arasindaki ters iliski oldugu baska

caligmalarda da gosterilmistir (102,105).

5.Fare embriyo fibroblast hiicrelerinde, likopen Onemli bir gap junction
protein kodlayist olan connexin 43 geni ekspresyonunu arttirarak gap junctionlar
aras1 komunikasyonu arttirici etki etmektedir ve bu da antikarsinojenik ajan olarak

etki gostermektedir (106).

6.0ral kavite, farinks, 6zafagus, mide, kolon, rektum Ca’l1 histolojik olarak
kanitlanmis hastalar gruplara ayrilmis ve yiiksek doz domates tiiketimiyle takip
edilen hastalarda sindirim sistemi kanserlerinde inhibe edici etkisi oldugu

goriilmiis (107).
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7. Epidemiyolojik caligmalarda akciger Ca riskiyle likopen alimi ve kan
diizeyi iliskileri arastirilmis ve likopen diizeyi ile akciger Ca arasinda ters iliski

saptanilmis. Ancak bu farkli caligmalarda desteklenilmemistir (108-110).

8.Servikal intraepitelyal neoplazi ve mesane Ca ile likopen kan diizeyleri

arasinda ters iligki saptanilmistir (111,112).

9.Giovannucci, domates ve domates iiriinleriyle beslenme sonucu kan
plazma diizeyleri ve bunlarin kanserle olan iliskisinin arastirlldigi 72
epidemiyolojik ¢alismanin sonuglarin1  yayinlanmis (101). Bu calismalar
sonucunda bir¢ok kanser tipiyle likopen arasinda ters orantili iligki saptanilmis.
Burada prostat, akciger, mide kanserlerinde bu iliski cok gii¢lii olarak belirtilmis
ancak pankreas, kolon, rektum, 6zafagus, oral mukoza, serviks kanserleri i¢in ise

bunlarin likopenle olan iliskisi idda boyutunda kalmistir.

10. Likopen iceren domates ve sebze sulan icildiginde saglikli kisilerde

DNA sarmalindaki kirilmalarin azaldig saptanmis (113).

11. Prostat Ca’li hastalarin kapsiil haline getirilmis domates ekstretelerinden
almalart sonucu PSA (Prostat spesifik antijen) seviyelerinde azalma oldugu

saptanmis (114).

1.9.3.ATEROSKLEROZ GELIiSiIMINDE LiKOPENIN ETKIiSi

Giiniimiizde serum kolesterol seviyeleri ve koroner arter hastaliklar
arasindaki iliski bilinmektedir. Buna ilaveten serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu oksidatif stresinde koroner arter hastaliklarinda biiyiikk 6nem tasidigi
diisiiniilmektedir. Kandaki diisiik dansiteli lipoproteinin (LDL) oksidasyonu
ateroskleroz ve koroner arter hastaliklarin etyolojisinde anahtar rol oynamaktadir.
Bu durumun aciklamasi ise sOyle yapilmaktadir; Okside olmus LDL’leri arter
duvarinda bulunan makrofajlar fagosite eder ve bu plak formasyonun olusumunu

baslatir (115). Cai ve Harrison ayrica artmis ROS endotelden salinan NO
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salintmini inhibe ettigi ve bunun endotelyal disfonksiyonun gelismesine neden
oldugunu belirtmislerdir (116). Endotelyal disfonksiyon da aterosklerozun
baslangic asamasinda gelisen bir durumdur. Beslenme aliskanliklar1 da kronik
hastaliklarin (koroner arter hastaligi, hipertansiyon, diabetes mellitus (DM)
komplikasyonlar1) gelisiminde onemli rol oynar. Karotenoid igerigi yiiksek olan
gidalarla beslenmenin bu kronik hastaliklara kars1 belirgin koruyucu etkisi vardir.
Invitro calismalar diyetle (msl. Vitamin E ve P karoten) alinan antioksidanlarin
okside LDL olusumunu ve bunlarin makrofajlar tarafindan alimini 6nlemektedir.
Bir¢ok epidemiyolojik calisma B karoten ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda

iliski oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismalar;

Literatiirde antioksidan gidalarin oksidatif olaylar1 inhibe ederek

aterosklerozun ilerleyisini yavaslattigini belirten yayimlar mevcuttur (117-119).

MI (Miyokard Infarktiisii) ve iskemik stroke altinda yatan nedenin yiiksek
LDL diizeyi ve bunun oksidasyonun etkili oldugu belirtilmektedir (120).
Multimerkezli (EUROMIC) bir calismada yag dokunun antioksidan durumuyla
(o, B karoten, likopen) AMI arasindaki iliski arastirilmig 10 farkli Avrupa
tilkesinin diyet aliskanliklar1 degerlendirildikten sonra yapilan analizde sadece
likopenin koruyucu oldugu saptanilmistir (81). Yag dokusu igerigi en yiiksek
poliansatiire yag iceren kisilerde likopenin maksimum koruyuculugu
saptanilmistir (81). Ayrica diisiik likopen seviyeleri ile koroner arter hastaligi ve

mortalitesi oranlar1 daha yiiksek bulunmustur (121).
2 hafta siireyle likopenden fakir diyetle beslenen insanlarda % 50 oraninda

serum likopen diizeyinin azaldig1 goriilmiis ve sonrasinda lipid oksidasyonunda %

25 ’lik artma goriilmiis (122).
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II. GEREC ve YONTEMLER

Calisma Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
(AKUHADYEK) onay alindiktan sonra (10/07/2008,
B.30.2.AKU.0.8Z.00.00/236), Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan elde edilen erkek, saglikli, Sprague Dawley
cinsi rat, kullanilarak gerceklestirildi. Ratlar deney Oncesi tel kafeslerde 12 saat
gece 12 saat giindiiz sirkadiyen ritmde, ortam sicakligi 20-26°C olacak sekilde
tutuldular. Deneyden 12 saat 6nce, su hari¢ beslenmeleri durduruldu. Tiim ratlarin
bakimi, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bicimlendirilen ‘Deney
Hayvanlarinin Bakim Prensipleri'ne ve Laboratuvar Hayvani Kaynaklar
Enstitiisti tarafindan hazirlanip Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yayinlanan
‘Laboratuvar Hayvanlarmin Bakim ve Kullanimi i¢in Kilavuz’una (NIH basim
n0.85-23, 1985 revize edildi) uygun olarak yapildi. Her grupta 7 rat olmak iizere

randomize olarak 4 grup olusturuldu. Gruplar:

Olusturulmus olan bu gruplar 10 giin siireyle beslenme programina alindi.

Grup 1 (Sham); 10 giin boyunca likopen igerigi yliksek oldugu bilinen gidalar
disindaki beslenme {iriinleriyle oral yoldan beslenen, sadece anestezi verilerek
karin eksplorasyonu yapilan ve abdominal aortaya kros klemp konulmadan
calisma gruplari icin 6ngériilen I/R siiresi boyunca izlenen grup.

Grup 2 (Kontrol); 10 giin boyunca likopen iceriginin yiiksek oldugu gidalar
disinda oral yolla beslenilen ve aortik I/R modeli olusturulan grup.

Grup 3 (Diisiik doz likopen); 10 giin boyunca grup 1 ve 2’ deki oral alimlarina
ek olarak orogastrik lavaj ile 1 mg/kg/giin likopen (Good’n Natural 10 mg kapsiil
USA) ile beslenen ve aortik I/R modeli olusturulan diisiik doz likopen grubu.
Grup 4 (Yiiksek doz likopen); 10 giin boyunca grup 1 ve 2’ deki oral alimlarina
ek olarak 40 mg/kg/giin likopen alacak sekilde orogastrik beslenilen ve aortik I/R
modeli olusturulan yiiksek doz likopen grubu.

Grup 3-4 de orogastrik lavaj ile verilen likopen disinda her 4 gruptaki ratlarda

ayn1 besin maddesiyle beslendi.
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2.1. ANESTEZI ve CERRAHI YAKLASIM

Cerrahi islemden 12 saat Onceden itibaren a¢ birakilan ratlar, 40 mg/kg
intramuskuler (IM) sodyum thiopental (pentothal sodium, Abbot, USA) ile
uyutularak ekstremitelerinden ameliyat masasina baglandi. Karin tiras edilip,
povidone-iodine soliisyonu (Polyod, Drogsan, Tiirkiye) ile silindikten sonra steril
kosullarda ortiilerek (Resiml) median laparatomi yapildi (Resim2). Bagirsaklar
saga dogru disar1 alinarak 1s1 ve s1v1 kaybini onlemek icin sicak 1slak kompreslerle
sarildi. Retroperitona ulasilarak abdominal aortanin tizeri agildi. Abdominal aort
sol renal venin altindan déniiliip askiya alindiktan sonra 150 U/kg intraperitoneal
heparin Na (Nevparin, Mustafa Nevzat, Tiirkiye) ile antikoagulasyon saglandi.
Heparin verildikten sonra infrarenal abdominal aortaya mikrovaskiiler klemp
konuldu. 45 dakika boyunca total aortik okliizyon saglandi. Bu esnada 1s1 ve sivi
kaybim1 engellemek amaciyla 1slak steril ortii ve intraperitoneal 10 ml 1lik % 0,9
serum fizyolojik uygulandi. Siire sonunda klemp kaldirilarak reperfiizyon
baslatildi. Reperfiizyon arter vurumlarinin tekrar belirmesi ve klemp distalinde
manuel olarak nabzin alinmasi ile kontrol edildi. Tiim deneklerde heparinin
etkisini notralize etmek icin 1 mg/kg intraperitoneal protamin (protamin siilfat,
Sanofi-Synthelabo, Tiirkiye) uygulandi. Kanama kontroliinii takiben bagirsaklar
iceriye yerlestirilerek karin kapatildi ve ratlar 120 dakika siireyle reperfiizyon
siirecine alindi. Reperfiizyonun ardindan median sternotomi ile ratlarin gogiis
boslugu acildi. Eszamanl intrakardiyak olarak kan ornekleri alindi ve trakeadan
kesilerek her iki akciger toraks boslugundan cikarildi. Sag brons klemplendi.
Trakea yoluyla sol akcigere 2 cc izotonik (% 0,9 NaCL) mayi verilerek
bronkoalveolar lavaj (BAL) yapildi. Serum fizyolojik ile akciger yiizeyi yikanarak
temizlendi. Sag akciger histopatolojik ve biyokimyasal tetkikler i¢in iki esit
parcaya ayrildi. Parcalardan biri histopatolojik inceleme icin % 107 luk
formaldehite konuldu digeri ise tampon fosfat soliisyonu icerisinde alinarak

biyokimyasal tetkikler icin BAL s1vis1 ile birlikte -80°C’de saklandi.
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Resim 3. Bagirsaklarin karin digina 1slak gazli bez icgine alinarak retroperitoneal bolge eksplorasyonun

yapilmast.
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Resim 4. Hassas damar klempinin infrarenal bolgede aortaya konulmasi.

Resim 6. Repertiizyon siiresi sonunda deneklerin intrakardiyak kan 6rneklerinin alinmasi.
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2.2. DOKU ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

Rat akciger doku ornekleri pH ‘s1 7,4 olan fosfat tamponu kullanilarak (1g
doku + 9ml tampon) IKA (K-Ultra Turrax Basic) T 18 model homojenizator ile
buz banyosu icerisinde homojenize edildi ve UP50 H ultraschall prozesor (TUV
Berlin Brander GS) model sonikator kullanilarak sonike edildi. Homojenatlar
5000 rpm ‘de *4°C de 10 dakika santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi siipernatantlar
numune olarak kabul edildi. Supernatanttan Fluka Protein Quantification Kiti
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Japan) ile protein diizeyleri, TNF-a, MDA
diizeyleri ve GSH-Px ve SOD aktiviteleri Ol¢iildii. Sonuclar TNF-0, MDA ve
GSH- Px i¢in g protein, SOD i¢in mg protein basina verildi.

2.3. PLAZMA-ERITROSIT SUSPANSiYONU

Kan numuneleri EDTA-K3 antikoagulan iceren tiiplere alind1 ve 3000 rpm
‘de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi {iistte kalan plazma ependorf
tiiplerine alinip analiz edilinceye kadar -80°C’de saklandi. Ardindan eritrositler %
0,9 ‘luk NaCl solusyonu ile 3 defa yikandi. Her yikama sonras1 3000 rpm ‘de 10
‘ar dakika santrifiij edildi. Her santrifiij sonras1 siipernatan aspire edilerek atildi.
Hazirlanan eritrosit paketi ependorf tiiplerine alinip analiz edilinceye kadar -
80°C’de saklandi. Plazmadan TNF-o ve MDA diizeyleri ¢alisildi. Eritrositlerden
hemolizat hemoglobin tayini yapildi ve GSH-Px ve SOD aktiviteleri ol¢iildii.
Sonuglar U/g Hb olarak verildi.

Hemolizat Hemoglobin Tayini:

Prensip: Drapkin ¢ozeltisinde bulunan ferrisiyaniir Hb ‘deki +2 degerlikli
demiri(ferro=Fe*?) *3 degerlikli demire (Ferrik=Fe*3) cevirerek methemoglobine
doniistiiriir. Sonra potasyum siyaniir ile birleserek stabil bir molekiil olan
siyanmethemoglobin meydana gelir. Siyanmethemoglobinin 540 nm ‘de Olgiilen

absorbansi hemoglobin ile dogru orantilidir (123).
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Drapkin Reaktifi:
Sodyum bikarbonat(NaHCO0s) %1
Potasyum ferrisiyaniir(KsFe(CN)g)%0,2
Potasyum siyaniir (KCN) %0.05
Distile Su 200 ml
Buzlu Su 1000 ml

Prosediir

Hazirlanan hemolizattan 10 pl bir tiipe alindi. Uzerine drapkin reaktifinden 3
ml eklendi ve tiipler iyice calkalanip 15 dakika oda 1sisinda bekletildi. Standart
olarak kontrol kani, kor olarak drapkin ¢6zeltisi kullanilarak tiim ornekler 540 nm

dalga boyunda olciildii.

2.4. BAL ORNEKLERININ ALINMASI

BAL‘dan Fluka Protein Quantification Kiti (Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Japan) ile protein diizeyleri, TNF-0, MDA diizeyleri ve GSH-Px ve SOD
aktiviteleri ol¢iildii. Sonuglar TNF a, MDA ve GSH-Px i¢in g protein, SOD ic¢in

mg protein basina verildi.

2.5. CALISMADA BAKILAN OKSIDAN-ANTIOKSIiDAN
PARAMETRELER

2.5.1. MDA
2.5.2. Rat TNF-a
2.5.3. SOD
2.5.4. GSH-Px

2.5.1.MDA

Numune hazirligi: 100 pl plazma ile 500 pl presipitasyon reaktifi alinip 10
saniye karistirilarak 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. 500 pl siipernatant
alinip 100ul derivatizasyon reaktifi ilave edildi ve 95 °C’de 60 dakika inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonras1 sogutularak 500 pl nétralizasyon buffer ilave edildi ve

Agilent 1100 series HPLC cihazinda uygun kolon kullanilarak ¢alisildi.

Reaktifler: Chromsystems marka ticari kitler ve kolon kullanildi.
Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH

Heimburgstrasse 3 81243 Miinchen Germany

2.5.2. RAT TNF -a

Rat TNF-a olgiimii icin Biosource marka Rat TNF-a ticari ELISA kiti
kullanildi. (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA 92008.USA). Absorbans
okumasi Trinity Biotech Captia Reader cihazinda yapildi. (Trinity Biotech PLC,
Bray CO. Wicklow, IRELAND).

2.5.3. SOD

SOD aktivitesi ol¢iimii Cayman marka Superoxide Dismutase Assay Kit ile
yapildi (Cayman Chemical Company, 1180 E. Ellswortht Rd, Ann Arbar, MI
48108). Absorbans okumasi Trinity Biotech Captiva Reader cihazinda yapildi
(Trinity Biotech PLC, Bray CO. Wicklow, IRELAND).

2.5.4. GSH-Px
GSH-Px aktivitesi Randox-Ransel marka GSH-Px ticari kiti kullanilarak
Olciildii. (Randox Laboratories LTD. Ardmore, United Kingdom). Absorbans

Olctimii Shimadzu UV-1601 model UV-Visible spektrofotometre cihazinda
yapildi.
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2.6. AKCIGER DOKU ORNEKLERININ HIiSTOPATOLOJIK
OLARAK INCELENMESI

Histopatolojik inceleme i¢in doku ornekleri % 10 ‘ luk formaldehitde 24 saat
fikse edildi. Orneklerin tiimii doku takip cihazinda (Shandon Patcenter) rutin
takibe alinarak parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom (Leica
Rotary) ile her doku 6rnegi icin 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.

2.7. BIYOKIMYASAL ve HISTOPATOLOJIK SONUCLARIN
ISTATISTIKSEL ANALIZI

Veriler ortalama + standart sapma (s.s.) olarak sunuldu. Verilerin normallik
dagilimmin kontrolii i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Gruplar arasindaki
farklilig1 saptamak i¢in normal dagilim gosteren verilere tek yonli ANOVA ve
normal dagilim gostermeyen verilere ise Kruskal Wallis H testi uygulandi. Farkli
olan grubun saptanmasi i¢in ise post hoc testlerinden Tukey HSD testi kullanildi.
Anlamhlik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edildi. Istatistiksel analiz icin SPSS
(SPSS 10.01, SPSS Inc. Chicago, IL, USA) bilgisayar programi kullanildi.
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ITII. BULGULAR ve SONUCLAR

3.1. BiYOKIMYASAL BULGULAR

Eritrositlerde bakilan parametreler ANOVA testi ile degerlendirildi.

Tablo 1. Eritrositlerde bakilan biyokimyasal parametrelerin degerleri.

Sham Kontrol Diisiik Doz Yiiksek Doz P
GSH- | 215,71458,15 a 349,14£102,40 a 1529,14+421,81 b 2420,14+648,97 ¢ 0,0001
Px
SOD 1763,71+£332,08 a | 3232,42+1514,41 a | 12008,86+2868,14 b 20382,71+£6839,39 ¢ | 0,0001

a,b,c Her bir satirdaki farkli harfler gruplar arasinda farklilik oldugunu gostermektedir.

Plazmada bakilan TNF-a Kruskal Wallis testi ile, MDA 1se ANOVA testi ile
degerlendirildi.

Tablo 2. Plazmada bakilan biyokimyasal parametrelerin degerleri.

Sham Kontrol Diisiik Doz Yiiksek Doz P
TNF-a 18,71+15,65b | 68,46+8,48 ¢ | 25,77£7,03a | 19,71+6,83 a,b | 0,0001
MDA 0,43+0,17 a 2,04+0,57 b 0,9540,36 a 0,88+0,19 a 0,0001

a,b,c Her bir satirdaki farkli harfler gruplar arasinda farklilik oldugunu gostermektedir.

Akciger dokusunda bakilan parametrelerden SOD ANOVA testi ile digerleri
ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi.

Tablo 3. Dokuda bakilan biyokimyasal parametrelerin degerleri

Sham Kontrol Diisiik Doz Yiiksek Doz P
TNF-a 0,52+0,50 a 2,754+0,67 b 1,61+0,27 a 1,26+0,27 ¢ 0,0001
MDA 0,018+0,01 a | 1,02+0,30 b 0,874£0,32 a 0,06+0,04 ¢ 0,0001
GSH-Px 19,83+7,35¢ | 6,25+£3,35Db 35,24+17,22a | 105,26£22,70a | 0,0001
SOD 12,29+6,51a 10,0244,54 a | 30,19+14,98b | 71,77+16,77 ¢ 0,0001

a,b,c Her bir satirdaki farkli harfler gruplar arasinda farklilik oldugunu gostermektedir.
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BAL’da bakilan parametreler; GP-x, SOD, TNF-a parametreleri i¢cin
ANOVA ve Tukey HSD testi, MDA i¢in ise Kruskal Wallis testi kullanildi.

Tablo 4. BAL sivisinda bakilan biyokimyasal parametrelerin degerleri .

Sham Kontrol Diisiik Doz Yiiksek Doz P<0,05
TNF-a | 12,63+8,45 a 94,84+19,55 ¢ 38,59+10,40 b 20,17+£5,25 a 0,0001
MDA | 0,079+0,09 a 0,38+0,19 ¢ 0,08+0,078 a,b | 0,12+0,20 b 0,009
GSH- | 218+23,90 a 191,57+7,54 a 186,28+40,20a | 366,71£93,86 b | 0,0001
P)S(OD 266,28+54,65a | 266,85+£39,15a | 272,71+50,27 a | 270,28+52,45a | 0,994

a,b,c Her bir satirdaki farkli harfler gruplar arasinda farklilik oldugunu gostermektedir.

3.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Tossiopoulos ve ark. (52) kullandiklar1 skorlama sistemi modifiye edilerek

akcigerlerde olusan hasarin miktar1 saptandi. Sonuglar ortalama + SS olarak ifade

edildi.

0 puan= Degisliklik yok (Skor 0)
1 puan= Fokal, hafif degisliklikler (Skor 1)

2 puan= Multifokal orta dereceli degifliklikler (Skor 2)
3 puan= Multifokal belirgin degisliklikler (Skor 3)

4 puan= Yaygin belirgin degisliklikler (Skor 4) olarak degerlendirildi.

Tablo 5. Gruplar aras1 akciger hasar1 degerleri.

Grup Say1 Ortalama deger+ standart sapma
Sham 7 0,571+1,133 ¢

Kontrol 7 3,571+0,534 b

Diisiik doz 7 2,428+0,786 a

Yiiksek doz 7 1,428+0,534 ¢,d

a,b,c,d Her bir satirdaki farkli harfler gruplar arasinda farklilik oldugunu gostermektedir.
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Resim 7. Skor 0 (Degisliklik yok)

Resim 8. Skor 1 (Fokal, hafif degisliklikler)
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Resim 9. Skor 2 (Multifokal orta dereceli degisiklikler)

gisliklikler)

Resim 10. Skor 3 (Multifokal belirgin de
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Resim 11 (a). Skor 4 (Yaygin belirgin degisliklikler)

Alveol igi ve
interstisyumda
iltihabi hilereler

Alveol bostuzn
(b). Skor 4 (Yaygin belirgin degisliklikler)
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IV. TARTISMA

Akut ekstremite iskemisi, aort cerrahisi, periferik vaskiiler cerrahi,
ekstremitelerin reimplantasyonu, crush yaralanma, periferik vaskiiler yaralanmalar
ya da akut arteriyel tikanikliklar sirasinda karsilagilan bir durumdur. Ekstremite
reperfiizyonu tam olarak saglansa bile reperfiizyon sonrasinda ekstremite kaybu,
akut bobrek ve solunum yetmezligi, kalp, bagirsak, beyin, dalak gibi dokularda
fonksiyon bozukluklar1 goriilebilir (124).

I/R siireci sonucunda dogrudan hedef organlarin yam sira basta akcigerler
olmak iizere uzak organlarda da onemli 6l¢iide patolojik degislikliklerin olustugu
cesitli calismalarda gosterilmistir (60,125,126). Akciger hasar1 bazi1 olgularda
ameliyat sonrast donemde uzamis ventilatdr ve inotropik destek gereksinimine
neden olabilmektedir (127). Akcigerdeki bu degisikliklerin ARDS’li hastalarda
goriilenlere benzer oldugu belirtilmis ve ALI (Akut Akciger Hasar1) kapsaminda
degerlendirilmistir (8).

I/R sonras1 uzak organ olarak akcigerlerin diger organlara gore neden daha
fazla etkilendigi tam olarak acik olmamakla birlikte, reperfiize dokuda olusan
hiimoral faktorlerin 16kositleri aktive ettigi ve aktive lokositlerin akciger
kapillerinde kiimelenerek vaskiiler endotel hiicrelerine yapistig1 ve degraniilasyon
sonrasinda artan ROS ve proteazlarin akciger endotel hasarina ve buna baglh
olarak artmis akciger kapiller permeabiliteye sebep oldugu kabul edilmektedir
(125,128,129). Artan ROS ile birlikte, plazmada bulunan proenflamatuvar
ajanlardan kompleman (6zellikle C3a, C5a ve C5b-9), selektinler, sitokinler (IL-6
ve 8), PAF, TxA,, LTB4 akcigerdeki hasar1 daha da arttinirlar (130-132).
Akcigerde bulunan makrofaj ve mast hiicreleri gibi enflamatuvar hiicrelerin
irettikleri enflamatuvar mediatorlerin ve yine mast hiicrelerinden salinan histamin
ve serotoninin akcigerdeki reperfiizyon hasarim1 daha da arttirdigr gosterilmistir

(133,134).
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XDH ve XO enzimlerinin en yiiksek diizeyde aktivite gosterdikleri dokular
karaciger ve bagirsaklardir (135). Karaciger viicuttaki en biiylik mononiiklear
fagosit (MNF) sistemi bulundurur. Bu yiizden iskemik dokunun reperfiizyonu ve
dokuyu sulayan kanin transhepatik gecisi sonrasinda bu MNF sistem aktive
olmakta ve sitokin salimmi artmaktadir (136). Iskemik kalan dokularda XO
aktivasyonu sonucunda olusan ROS ve reperfiizyonla bu ROS’un 6zellikle
hepatoenterik yolla sistemik dolagima yayilmalariyla beraber reperfiize olan
dokulardaki PMNL ve makrofaj aktivasyonu neticesinde bu PMNL’ler
yogunlukla akcigerde birikmektedir (137-139).

Akcigerlerdeki I/R hasar1 sonrasinda gelisen permeabilite artisini
gostermeye yonelik yapilan bir ¢alismada Indium ile isaretlenmis transferinin
transvaskiiler transport hizi saptanmis ve akciger alveola-kapiller permeabilite
artisinin gostergesi olarak ‘pulmonary leak index’ ortaya konulmustur. Aortik
cerrahi sonrast akcigerde mikrovaskiiler permeabilitenin 3. saatte artip

postoperatif 24. saatte normale dondiigii saptanmistir (140-42).

Giiniimiizde yukarida bahsedilen mekanizmalarla olusan I/R sonrasinda
ortaya cikan serbest oksijen radikallerinin akcigerler iizerine olan olumsuz
etkilerini ortadan kaldirmak icin SOD, allopiirinol, CAT, mannitol, vitamin C,
pravastatin, o- tokoferol, L-karnitin, pentoksifilin gibi c¢esitli maddelerin
etkinlikleri deneysel calismalarda arastirllmis ve cesitli derecelerde etkileri
gosterilmistir. Bu antioksidan maddeler ya akciger mikrovaskiiler permeabilite
artistnt ve PMNL akiimiilasyonunu Onleyerek ya da antioksidan sistemi aktive

etmek suretiyle etki gdstermektedirler (143-146).

Likopenin antioksidan etkinligi epidemiyolojik ve kisith deneysel
calismalarda gosterilmistir ve literatirde I/R sonrasinda olusan uzak organ

hasarina etkisini arastiran herhangi bir calisma mevcut degildir.
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Bizim yapmis oldugumuz calismamizda bilateral alt ekstremite I/R sonrasi
akcigerlerde olusan uzak organ hasarina likopenin koruyucu etkisinin olup

olmadigini arastirdik.

I/R hasarmin akcigerlere olan etkilerinin saptanmasi ve buna yonelik
koruyucu tedavi yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla giiniimiize kadar yapilmig
bu caligmalarda alt extremitelerdeki iskemi modelleri su sekillerde

olusturulmustur (147-150);

1. Disaridan ekstremiteye turnike uygulamasi
2. Bilateral inguinal bolgeden femoral arterin eksplorasyonu ve okliizyonu
3. Intraabdominal olarak abdominal aortun distal segmentinin okliizyonu

4. Abdominal aortanin sol renal arter altindan okliizyonu

Bizde calismamizda okliizyon seviyesini miimkiin oldugu kadar proksimal
segmentten, distale dogru gidildikce olusabilecek kollateral akimlar nedeniyle
iskemi modelinin bozulmasini1 engellemeyi amaclayarak sol renal arterin hemen

altindan abdominal aortay1 tamamen okliide ederek iskemi olusturduk.

Iskemiye kars1 her dokunun dayaniklilig: farklidir. Bu yiizden I/R ve bunun
dokular iizerindeki olumsuz etkilerinin arastirildigr calismalarda iskemi siireleri
dikkate alinmalidir. Literatiirde I/R sonrasinda olusan akciger hasarina yonelik
calismalarda iskemi siiresi en kisa 30 dakika ve reperfiizyon siireside en kisa 120
dakika olacak sekilde uygulanmistir. Bizde calismamizi 45 dakika iskemi siiresi

ve 120 dakika reperfiizyon siiresi olacak sekilde gerceklestirdik.

Likopenin antienflamatuvar, antikanserojen, antiaterosklerotik etkilerinin
oldugu epidemiyolojik ve deneysel calismalarla ortaya konmustur. Bu amagla
yapilmig calismalarda antioksidan etkinligini gostermek amaciyla viicutta bulunan
endojen antioksidan enzim diizeylerine etkisi, lipid peroksidasyonuna etkisi ve
doku diizeyinde hasar olusumunu azaltici etkilerine bakilarak etkinligi ortaya

konulmustur (92,97,99,100). Bizde ¢alismamizda likopenin antioksidan etkinligini
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MDA, SOD, TNF-a, GSH-Px parametrelerini ve akciger dokusunun

histopatolojik olarak degerlendirmesini yaparak saptamay1 amacladik.

Literatiirde likopenin antienflamatuvar ve antioksidan etkinligini arastiran

calismalar1 3 grupta altinda toplayacak olursak;

1.Toksik molekiillerin dokularda olusturdugu oksidatif hasar1 azaltip

azaltmadig arastirilan deneysel ¢alismalarin oldugu grup. Bu calismalar;

Karahan ve ark. tarafindan ratlarda cisplatin ve gentamisinin kan ile
karacigerde olusturduklar1 oksidatif stres iizerine likopenin etkisini arastirilmis.
Deneklere 5 giin siireyle 4mg/kg/giin likopen verilmis. Calisma sonucunda doku
ve kanda MDA ve GSH diizeyleri bakilmis. Bu calismada likopenin, cisplatinin

olusturdugu oksidatif stresi azaltici etkisi oldugu belirtilmistir (151).

Kurt ve ark. ratlarda karbon tetra kloriiriin (CCL4) olusturdugu oksidatif
hasarda likopenin bu hasar1 azaltic1 etkisinin olup olmadigi dokuda MDA, CAT,
GSH-Px seviyelerine bakilarak arastirilmis ve likopenin olumlu etkilerinin oldugu

belirtilmigtir (152).

2.Epidemiyolojik  caligmalarla likopenin antioksidan etkinliklerinin
arastirildigl calismalarin bulundugu grup. Bu calismalarda likopenin oral alimi
sonrasinda lipid peroksidasyon seviyelerindeki degisiklikler, antioksidan enzim
diizeylerindeki degisiklikler arastirilmis ve likopenin lipid peroksidasyonunda
azalma ve antioksidan enzim diizeylerinde artis olusturdugu yoniinde sonuclar
belirtilmistir (92,153). Bu grup calismalar ozellikle kronik enflamatuvar
hastaliklarin etyolojisinde anahtar rol oynayan enflamatuvar ve oksidatif siirecin

tizerine likopenin etkisi arastirilarak yapilmis olan ¢aligmalardir (89,102-114).

3.Deneysel olarak direk iskemi olusturulmus dokularda I/R hasarina

likopenin etkisini arastiran ¢alismalarin oldugu grup. Bu ¢alismalar;
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Bignotto ve ark. ratlarin karacigerinde I/R sonrasinda olusan hasara
likopenin etkisinin olup olmadigi arastirilmis. Burada hasar belirteci olarak
karaciger enzimleri ve lipid peroksidasyon belirteci olan MDA diizeyleri
degerlendirilmis. Likopen alan grupta lipid peroksidasyonunun daha az oldugu
MDA diizeylerindeki diisiikliik saptanarak belirtilmis. Sonucta likopenin karaciger

I/R hasarma olumlu etkisinin oldugu vurgulanmustir. (154).

Bansal ve ark. miyokardiyal I/R modeli olusturarak likopenin antioksidan
etkisini arastirmis. Miyokard da doku diizeyinde lipid peroksidasyonu {iizerine
etkisi degerlendirilmis. Sonug olarak likopenin iskemiye maruz kalmig miyokard
dokusunda lipid peroksidasyonunu azatici ve miyokardiyal hasar1 azaltict etkisi

oldugu belirtilmektedir (155).

Hsiao ve ark. ratlarda orta serebral arter okliizyonu sonrasinda beyin
dokusundaki iskemik infarkt ve sonrasinda reperfiizyon hasarina likopenin etkisini
arastirmis. Doku diizeyinde lipid peroksidasyonuna bakilarak ve noronal
mikroglia fonksiyonlarin baskilanma diizeyi bakilarak antienflamatuvar etkinligi

belirtilmistir (156).

Likopenin I/R sonrasinda uzak organlarda olusan hasarda etkisinin olup
olmadigimn aragtiran herhangi bir calisma yoktur. I/R sonrasinda en ¢ok etkilenen
organ olan akcigerlerin hasarinin 6nlenmesinde ve azaltilmasinda likopenin

etkisini arastirdigimiz bu deneysel ¢alismada elde ettitigim sonuglar soyledir.

1.Eritrositlerde antioksidan enzimlerden GSH-Px ve SOD icin yapilan
degerlendirmede likopen alan her iki grupta da kontrol grubuna gére anlamli
diizeyde GSH-Px ve SOD degerlerinde artis saptadik. Farkli dozlarda likopen alan
iki grup arasinda da yiiksek dozda likopenin verildigi grubun GSH-Px ve SOD
degerleri daha yiiksek saptandi.

2.Plazmada bakilan MDA diizeyleri a¢isindan yapilan degerlendirmede

kontrol grubuna gore likopen alan gruplarda plazma MDA diizeylerinde anlamli
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derecede diisiikliik saptandi. Farkli dozda alinan likopenin olusturdugu bu iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

TNF-a diizeyleri likopen alan her iki grupta kontrol grubuna gore anlamli
olarak farkli bulundu. Farkli dozda alinan likopenin olusturdugu bu iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

3.Doku diizeyinde MDA degerleri, likopen alan her iki gruptada kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik santand1 ve likopenle MDA diizeyindeki

azalma doz ile iligkili bulundu.

TNF-a degerleri, likopen alan her iki gruptada kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik saptandi ve likopenle TNF-a diizeyindeki azalma doz ile iligkili

bulundu.

GSH-Px degerleri, likopen alan her iki grupta kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek saptanildi ancak farkli dozda alinan likopenin olusturdugu bu iki
grup arasinda farklilik olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi.

SOD degerleri likopen alan her iki grup ve kontrol grubu arasinda anlamli
farklilik mevcuttu. Farkli dozda alinan likopenin olusturdugu bu iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu.

4.BAL sivisinda TNF-a diizeyleri diisiik doz ve yiiksek doz likopen alan
grupta I/R grubuna gore farklilik gosterdigi saptandi. Ayrica diisiik ve yiiksek doz

gruplari arasinda da doz bagimli olarak TNF-a diizeylerinde farklilik vardi.
MDA diizeyleri, likopen alan gruplarda kontrol grubuna gore anlamh

farklilik mevcuttu ve bu farklilik lipid peroksidasyonunun azaldigi yoniindeydi.

Ancak likopen alan gruplar arasinda doza bagimli anlamli farklilik saptanmadi.
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GSH-Px diizeyleri, sadece yiiksek doz alan grupta diger gruplardan farklilik

olusturacak sekilde bir artma mevcuttu.

SOD diizeylerinde anlamli bir farklilik gruplar arasinda saptanilmadi.

Akcigerlerdeki patolojik degisikliklerin derecesini ifade edebilmek igin
kullanilan semikantitatif degerlendirmede hesaplanan hasar-skor puaninda en
diisik degerin sham grubunda oldugu goriildii. Bu grubun hasar skor-puani
ortalamas1 0,57 olarak bulundu. Iskemi-reperfiizyon grubunda (kontrol) hasar-
skor puani ortalamasi 3,5, diisik doz likopen alan grupta 2,4 ve yiiksek doz

likopen alan grupta ise 1,4 olarak hesaplandi.

Kontrol grubu ile diisiik doz ve yiiksek doz likopen alan gruplarin ortalama
hasar- skor puanlar1 karsilastirildiklarinda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptandi (p<0.05). Bu durum likopenin akciger I/R hasarmmin nlenmesinde

etkin oldugunu gostermistir.
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V. SONUC

Bu calismada I/R sonrasinda mortalite ve morbiditeyi ileri derecede
etkileyen akciger hasarinin 6nlenmesinde bir antioksidan olarak likopenin yararl
oldugunu saptadik. Aragtirmamizin -bir ilk olmasi nedeniyle- yeni caligmalarla
desteklenmesi gerekmektedir. Bu c¢alismanin I/R konulu arastirmalara yol

gosterici olabilecegi kanisindayiz.
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VI. OZET

AMAC: Ozellikle torakoabdominal aort cerrahisi esnasinda meydana gelen
I/R siirecinde uzak organ konumundaki akcigerlerde olusan hasarin dnlenmesi ve
azaltilmasinda bir antioksidan olan likopenin etkisini deneysel rat modelinde

arastirmay1 amacladik.

GEREC ve YONTEM: Calismada 28 adet Sprague Dawley cinsi erkek,
saglikli rat kullanildi. Denekler her grupta 7 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Denekler 10 giin siireyle beslenme programina alindi. Grup 1; 10 giin boyunca
likopen igerigi yiiksek olan gidalar disindaki beslenme {iriinleriyle oral yoldan
beslenen grup. Grup 2; 10 giin boyunca likopen icerigi yiiksek oldugu gidalar
disinda oral yolla beslenilen ve I/R modeli olusturulan grup. Grup 3; 10 giin
boyunca grup 1 ve 2 deki oral alimlarina ek olarak orogastrik lavaj ile 1
mg/kg/giin likopen (Good’'n Natural 10 mg kapsiil USA) ile beslenen ve I/R
modeli olusturulan grup. Grup 4; 10 giin boyunca grup 1 ve 2 deki oral alimlarina
ek olarak orogastrik lavaj ile 40 mg/kg/giin likopen ile beslenen ve I/R modeli
olusturulan grup. Beslenme siireci sonrasinda grup 1’ deki ratlara uygun anestezi
altinda karin eksplorasyonu yapildi ve diger guplara uygulanan 45 dakikalik
iskemi ve 120 dakikalik reperfiizyon siiresi kadar beklenildikten sonra kan ve
akciger doku ornekleri alinarak sakrifiye edildi. Grup 2, 3, 4’deki ratlar uygun
anestezi altinda karin eksplorasyonu yapildiktan sonra sol renal arter altindan
abdominal aortaya kros klemp konularak aortik total okliizyon saglandi. 45
dakikalik iskemik siiresinden sonra klemp alinarak 120 dakika siireyle
reperfiizyon saglandi. Bu siire sonunda kan ve akciger doku ornekleri alinarak
denekler sakrifiye edildi. Alinan kan ve doku orneklerinden Eritrositlerde SOD,
GSH-Px, plazmada TNF-a , MDA, akciger dokusunda MDA, TNF-a, GSH-Px,
SOD, BAL sivisinda MDA, TNF-a, GSH-Px, SOD parametrelerine bakildi.

BULGULAR: Eritrositlerde bakilan parametrelerden SOD icin gruplardaki

ortalama ve standart sapma degerleri sirasiyla; sham (1763,71+332,08), kontrol

(3232,42+1514,41), disik doz  (12008,86+£2868,14) , yiksek doz

56



(20382,71+6839,39 ) (p<0,05) olarak saptandi. Likopen verilen her iki grupta
kontrol grubuna gore SOD seviyelerinde artma saptandi. SOD’daki bu artisin

likopen dozu ile de iliskili oldugu goriildii.

GSH-Px i¢in degerler ise sham (215,71£58,15), kontrol (349,14+102,40),
diisik doz (1529,14+421,81), yiikksek doz (2420,14+648,97) (p<0,05) olarak
saptandi. Likopen verilen her iki grupta kontrol grubuna goére GSH-Px
seviyelerinde artma saptandi. GSH-Px’deki bu artisin likopen dozu ile arttigi

saptandi.

Plazmada bakilan parametrelerden TNF-a i¢in gruplardaki ortalama ve
standart sapma degerleri sirasiyla; sham (18,71+15,65), kontrol (68,46+8,48),
disik doz (25,77+7,03), yiiksek doz (19,71+£6,83) (p<0,05), olarak saptandi.
Likopen alan her iki grupta kontrol grubuna gore TNF-o degerlerinde azalma

saptand1 ancak bu azalma verilen farkli likopen dozlariyla iligkili bulunmadi.

MDA i¢in degerler ise sham (0,43+0,17), kontrol (2,04+0,57), diisiik doz
(0,95+0,36), yiiksek doz (0,88+0,19) (p<0,05) olarak saptandi. Likopen alan her
iki grupta kontrol grubuna gore MDA degerlerinde azalma saptandi ancak bu

azalma verilen farkli likopen dozlariyla iligkili bulunmadi.

Akciger dokusunda bakilan parametrelerden TNF-o icin gruplardaki
ortalama ve standart sapma degerleri sirasiyla; sham (0,52+0,50), kontrol
(2,75+0,67), disiik doz (1,61+0,27), yiiksek doz (1,26+0,27) (p<0,05) olarak
saptandi. Likopen verilen her iki grupta kontrol grubuna gore TNF-a
seviyelerinde diisme saptandi. TNF-a daki bu azalma likopen dozu ile iliskili

oldugu saptandi.

MDA i¢in sham (0,018+0,01), kontrol (1,02+0,30), diisiik doz (0,87+0,32),
yiiksek doz (0,06+0,04) (p<0,05) olarak saptandi. Likopen verilen her iki grupta
kontrol grubuna gore MDA seviyelerinde azalma saptandi. MDA daki bu

azalmanin likopen dozu ile iliskili oldugu goriildii.
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GSH-Px i¢in sham (19,83+7,35), kontrol (6,25+3,35), diisiik doz
(35,24+17,22), yiiksek doz (105,26+22,70) (p<0,05) olarak saptandi. Likopen alan
her iki grupta kontrol grubuna gore GSH-Px degerlerinde artma saptandi ancak bu

arti verilen farkli likopen dozlartyla iligkili bulunmadi.

SOD i¢in sham (12,29+6,51), kontrol (10,02+4,54), diisikk doz
(30,19+14,98), yiiksek doz (71,77%16,77) (p<0,05) olarak saptandi. Likopen
verilen her iki grupta kontrol grubuna gore SOD seviyelerinde artma saptandi.

SOD daki bu artisin likopen dozu ile iligkili oldugu saptandi.

BAL sivisinda bakilan parametrelerden TNF-a icin gruplardaki ortalama ve
standart sapma degerleri sirasiyla; sham (12,63+8,45), kontrol (94,84+19,55),
diisik doz (38,59+10,40), yiiksek doz (20,17£5,25) (p<0,05) olarak saptandi.
Likopen verilen her iki grupta kontrol grubuna gore TNF-a seviyelerinde azalma

saptandi. TNF-a’ daki bu azalmanin likopen dozu ile iliskili oldugu saptandi.

MDA i¢in sham (0,079+0,09), kontrol (0,38+0,19), diisiik doz (0,08+0,078),
yiiksek doz (0,12+0,20) (p<0,05) olarak saptandi. Likopen alan her iki grupta
kontrol grubuna gore MDA degerlerinde azalma saptandi ancak bu azalma verilen

farkli likopen dozlariyla iligkili bulunmadi.

GSH-Px icin sham (218+£23,90), kontrol (191,57+£7,54), disik doz
(186,28+40,20), yiiksek doz (366,71+93,86) (p<0,05) olarak saptandi. Likopenin
diisilk dozda verildigi grupta kontrol grubuna gore herhangi anlamli farklilik
saptanmadi ancak yiiksek doz likopen alan grupta kontrol grubuna gére GSH-Px

degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu.
SOD i¢in sham (266,28+54,65), kontrol (266,85+39,15), diisik doz

(272,71£50,27), yiiksek doz (270,28+52,45) (p<0,05) olarak saptandi. Likopen

alan her iki gruptada kontrol grubuna gére SOD degerlerinde farklilik saptanmadi.
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Akcigerlerdeki patolojik degisikliklerin derecesini ifade edebilmek igin
kullanilan semikantitatif degerlendirmede hesaplanan hasar skor puaninda en
disik degerin sham grubunda oldugu goriildii. Bu grubun hasar skor puani
ortalamasi 0,57 olarak bulundu. I/R grubunda (kontrol) hasar skor puani
ortalamas1 3,5 diisilk doz likopen alan grupta 2,4 ve yiiksek doz likopen alan

grupta ise 1,4 olarak hesaplandi.

SONUC: I/R sonrasi gelisen akciger hasar1 ozellikle vaskiiler cerrahi
kliniklerinde mortalite ve morbiditeyi arttiran 6nemli bir faktordiir. Yapmus
oldugumuz c¢alismamizda kan ve akciger dokusu incelemelerinde likopenin
antioksidan  enzim diizeylerinde artis, enflamatuvar olay ve lipid
peroksidasyonunda gerilemeye neden oldugunu saptadik. Literatiirde farkli bir
Ornegine rastlamadigimiz ¢alismamizin yeni calismalara klavuz olacag ve
yapilacak yeni calismalarla klinik uygulamalarda I/R sonrasinda akciger hasarinin

onlenmesinde yer bulacagi kanisindayiz.
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VII. SUMMARY

PURPOSE: The aim of this study was to determine whether I/R could have
an important role on lung injury and to determine whether lycopene could have a
preventive effect on this injury in the rat model of abdominal aorta cross

clamping.

MATERIAL and METHOD: Sprague Dawley rats (n=28) were randomly
assigned to 4 groups as sham (grup 1), control (grup 2), low dose of lycopene
(grup 3) and high dose lycopene (grup 4). Grup 1; All the rats in this group were
fed orally with normal pellet mouse food for 10 days. Group 2; All the rats in this
group were fed orally with normal pellet mouse food for 10 days, Grup 3; The rats
in the third group were administered 1mg/kg/day of lycopene (Good’n Natural 10
mg capsule USA) with orogastric lavage. Group 4; The rats in the fourth group
were administered 40 mg/kg/day of lycopene (Good’n Natural 10 mg capsule
USA) with orogastric lavage. After the nutrition program for a period of 10 days
in group 1 with appropriate anesthesia only the abdominal exploration has been
made. Than blood and lung tissue samples were taken with sacrification of the
rats. With appropriate anesthesia rats in groups 2, 3, and 4 the abdominal
exploration has been made and than below the left renal artery the abdominal
aortic total occlusion was achieved with cross clamp. After 45 minutes of
clamping time 120 minutes reperfusion provided by declamping with the aorta.

Than blood and lung tissue samples were taken with sacrificition of the rats.

We measured the levels of SOD and GSH-Px in red blood cells, TNF-a and
MDA in plazma, MDA, TNF-a, GSH-Px, SOD in lung tissue, MDA, GSH-Px,
TNF-o, SOD in BAL fluid.

RESULTS: Red blood cell SOD, the average and standard deviation
values for the groups, respectively; sham (1763,71+332,08), control
(3232,42+1514,41), low dose lycopene (12008,86+2868,14) , high dose lycopene
(20382,71+6839,39) (p<0,05) olarak as revealed. Statistically significant high
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SOD levels in group 3 and 4. In control group statistically low SOD levels. The

levels of SOD between group 3 and 4 were statistically significant.

GSH-Px, the average and standard deviation values for the groups,
respectively; sham (215,71+58,15), control (349,14+102,40), low dose lycopene
(1529,14+421,81), high dose lycopene (2420,14+648,97) (p<0,05) as revealed.
Statistically significant high GSH-Px levels in group 3 and 4. In control group
statistically low GSH-Px levels. The levels of GSH-Px between group 3 and 4

were statistically significant.

Plasma TNF-a, the average and standard deviation values for the groups,
respectively; sham (18.71 £ 15.65), control (68.46 + 8.48), low dose (25.77 +
7.03), high dose (19.71 £+ 6.83) (p <0.05), as revealed. Statistically significant low
TNF-a levels in group 3 and 4. In control group statistically high TNF-a levels.

The levels of TNF-a between group 3 and 4 were not statistically significant.

Plasma MDA the average and standard deviation values for the groups,
respectively; sham (0,43+£0,17), controll (2,04+0,57), low dose lycopene
(0,95+0,36), high dose lycopene (0,88%0,19) (p<0,05) as revealed. Statistically
significant low MDA levels in group 3 and 4. In control group statistically high
MDA levels. The levels of MDA between group 3 and 4 were not statistically

significant.

Lung tissue TNF-a the average and standard deviation values for the groups,
respectively; sham (0,52+0,50), control (2,75+0,67), low dose lycopene
(1,61+0,27), high dose lycopene (1,26+0,27) (p<0,05) as revealed. Statistically
significant low TNF-a levels in group 3 and 4. This decrease was detected

associated with the different doses of lycopene.
MDA the average and standard deviation values for the groups, respectively;

sham (0,018+0,01), control (1,02+0,30), low dose lycopene (0,8740,32), high
dose lycopene (0,06+0,04) (p<0,05) as revealed. Statistically significant low
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MDA levels in group 3 and 4. This decrease was detected associated with the

different doses of lycopene.

GSH-Px, the average and standard deviation values for the groups,
respectively; sham (19,83+7,35), control (6,25+3,35), low dose lycopene
(35,24+17,22), high dose lycopene (105,26+22,70) (p<0,05) as revealed.
Statistically significant high GSH-Px levels in group 3 and 4. In control group
statistically low GSH-Px levels. The levels of GSH-Px between group 3 and 4

were statistically non significant.

SOD the average and standard deviation values for the groups, respectively;
sham (12,2946,51), control (10,02+4,54), low dose lycopene(30,19+14,98), high
dose lycopene (71,77+£16,77) (p<0,05) as revealed. Statistically significant high
SOD levels in group 3 and 4. In control group statistically low SOD levels. The

levels of SOD between group 3 and 4 were statistically significant.

BAL fluid TNF-a the average and standard deviation values for the groups,
respectively; sham (12,63+8,45), control (94,84+19,55), low dose lycopene
(38,59+10,40), high dose lycopene (20,17+5,25) (p<0,05) as revealed. Statistically
significant low TNF-a levels in group 3 and 4. This decrease was associated with

the different doses of lycopene.

MDA, the average and standard deviation values for the groups, respectively
MDA i¢in sham (0,079+0,09), control (0,38+0,19), low dose lycopene
(0,08+0,078), high dose lycopene (0,12+0,20) (p<0,05) as revealed. Statistically
significant low MDA levels in group 3 and 4. This decrease was not associated

with the different doses of lycopene.

GSH-Px, the average and standard deviation values for the groups,
respectively; sham (218+23,90), control (191,57+£7,54), low dose lycopene
(186,28+40,20), high dose lycopene (366,71£93,86) (p<0,05) as revealed.
Statistically significant high GSH-Px levels in group 4. In control group
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statistically low GSH-Px levels. The levels of GSH-Px between group 3 and 4

were statistically significant.

SOD the average and standard deviation values for the groups, respectively;
sham (266,28+54,65), control (266,85+39,15), low dose lycopene (272,71+50,27),
high dose lycopene (270,28+52,45) (p<0,05) as revealed. Statistically no

significant difference between groups 2, 3 and 4.

Pathological changes in the lungs are used to express the degree calculated
to assess the damage semicantitative the lowest score for score as seen in the sham
group. This group's average score of the damage score was 0.57. Ischemia-
reperfusion group (control) the average damage score of 3.5 points and 2.4 in the
low dose group, high dose of lycopene in the high dose group was calculated as

1.4.

CONCLUSION: Lung injury occurs after the surgery involving the
temporary aortic cross clamping with subsequent ischemia/reperfusion of the
lower extremities is an important cause of high mortality and morbidity rate in
vascular surgery. The results of the study indicate that lycopene was decreased the
lipid peroxidation rate and inflamatuary proces in serum and pulmonary tissue
induced by I/R. Our study is a new and a different research by lycopene on I/R

injury about the lungs. It would also be a guide to new studies.
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