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OZET

ISKELET KASI ISKEMI REPERFUZYON HASARI UZERINE KRIiLL YAGININ

VE ISKEMIK ONKOSULLAMANIN KORUYUCU ETKIiSI

Iskemi reperfiizyon hasari temel olarak iskemik dokuda ve perfizyon yeniden
saglandiktan sonra doku oksijen ile tekrar karsilastiginda ortaya g¢ikan serbest oksijen
radikallerinin (SOR) olusturdugu hasarlarin tiimiidiir. Iskemi sonrasi reperflizyonun yol agtig1
agir oksidatif stres ciddi islevsel ve yapisal hasara yol agmaktadir. Bu hasardan baslica serbest
oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir. Son yillarda farkli organlarda yapilan ¢aligmalarda
reperflizyon kaynakli hasara karst iskemik onkosullama gibi ydntemlerin yant sira birgok
antioksidan maddenin koruyucu etkileri gdsterilmistir. Bu deneysel c¢alismada, bir sigan
modelinde olusturulan iskelet kasi iskemi reperflizyon hasarinda krill yag1 ve iskemik
dnkosullama etkinligi, biyokimyasal ve histopatololojik parametreler yardimi ile aragtirildi.

Ekstremite iskemisi, femoral artere klemp konarak saglandi. Siganlarin alt
ekstremitesinde femoral arter ve ven disinda biitiin dokularin disseke edilmesini takiben
femoral artere 2 saat siireyle mikrovaskiiler klemp konmus, reperflizyon gruplarinda 1 saat
reperflizyon yapilmistir. Kirk erkek Wistar albino tiirli sigan 5 esit gruba ayrildi. Grup 1°de
yalnizca sham operasyonu yapildi. Grup 2’de yer alan siganlarda yalnizca IR uygulandi.
Grup3’te120 dakikalik iskemi dncesinde tek bir siklus seklinde 10 dakika kisa stireli iskemi ve
10 dakika reperfiizyon olusturuldu. Grup 4 ve grup 5°de yer alan deneklere reperflizyon ncesi
sirastyla 200 mg/kg krill yagi (KO) intraperitoneal (ip) yoldan verildi. Biyokimyasal analiz ve
histopatolojik inceleme igin kas drnekleri ve kanlart alndi. Malondialdehit (MDA), nitrik
oksit (NO) seviyeleri, timor nekroz faktor- alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) seviyeleri ve
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri
slgiildii ve istatistiksel olarak kargilagtirildi. Kas dokular1 histolojik ve immunohistokimyasal
olarak incelendi.

Krill yagi (KO) ve iskemik onkosullama (IOK) uygulanan siganlarda I/R grubuna gore
doku MDA diizeyi, doku NO diizeyi anlamli sekilde azalirken (p<0.001, p<0.001,), ve CAT
aktivitesi (p<0.05), GSH-Px (p>0.05) aktivitesi ise artmustir. Serum SOD aktivitesi (p=0.001)
istatistiksel olarak anlamlidir. KO ve IOK uygulanan siganlarda I/R grubuna gore serum

TNF-a diizeyi azalirken, 1L-6 diizeyi degismemistir. Sham grubu ile kargilastirildiginda I/R



iv

grubunda kas lif organizasyon dejenerasyonu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu &nemli

derecede artti.
Bu sonuglar deneysel KO ve IOK uygulamalarinin iskelet kasi /R hasarmna kars:

koruyabilecegini diisiindiirmektedir. Akut vaskiiler yaralanmalt ekstremite travmalari, uzamis
turnike siireli ekstremite cerrahisi ve akut kompartman sendromu gibi olgularda serbest
radikallerin doku hasarmi azaltmak igin, KO ve IOK uygulamalarinin koruyucu etkisinin

klinik ¢alismalarla arastirilmasinin uygun olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kkelimeler: Iskemi reperfiizyon hasari, iskelet kasi, femoral arter, krill yagi, iskemik

dnkosullama, serbest oksijen radikalleri



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS OF KRiLL OiL AND AND ISCHEMIC PRECONDITIONING
ON ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY OF SKELETAL MUSCLE

Ischemia-reperfusion injury is the damage caused by free oxygen radicals those are
released after reperfusion of the ischemic tissue as a result of the ischemic tissue re-
oxygenation. Oxidative stress due to reperfusion after ischemia causes severe functional and
structural damage. Free oxygen radicals are responsible for this damage. Besides techniques
such as ischemic preconditioning the protective effects of many antioxidant substances has
been shown in many of the lately carried out studies. In this experimental study, the effect of
krill oil infusion and ischemic preconditioning event was studied by using both biochemical
and histopathological parameters in a rat model.

Limb ischemia was achieved by clamping femoral arteries. All the tissues except
femoral artery and vein of the hind limb were dissected in an attempt to prevent collateral
circulation. Animals were subjected to 2 hours of ischemia followed by 1 hour reperfusion
depending on the experimental group. Fifty male adult Wistar albino rats were randomly
allocated into 5 groups. Group 1 was served as untreated controls. The rats in Group 2 were
subjected to I/R only. In group 3, IPC was created as a single of 10-minute transient ischemia
and 10-minute reperfision given before the 120-minute ischemia. In groups 4 and 5, the rats
were treated with intraperitoneal (i.p.) injection of 200 mg/kg i.p. injection of KO before
reperfusion. Muscle and blood samples were collected for biochemical analysis and
histopathological examination. Malondialdehiyde (MDA), nitric oxide (NO), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) levels and superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) activities were measured and compared
statistically. Histolojic and immunohistochemical analysis of the rat skeletal tissues were
performed.

While tissue malondialdehyde (MDA), tissue nitric oxide (NO) levels were
significantly decreased (p<0.001, p<0.001), catalase (CAT) (p<0.05), glutathione peroxidase
(GSH-Px) (p>0.05) activities increased in krill oil (KO) and ischemic preconditioning (IPC)

compared to I/R group. Serum superoxide dismutase (SOD) activity is statistically significant.
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Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) level was decreased and interleukin-6 (IL-6) level was
unchanged in KO and IPC compared to I/R group. Degeneration of muscle fibers and
inflammatory cell infltration were significantly increase in the I/R group when compared with
the sham group.

The result suggest that experimental applications of ischemic preconditioning and krill
oil may protect the skeletal muscle against I/R injury. We suggest that the protective effect of
experimental applications of ischemic preconditioning and krill oil against I/R damage in
cases of extremity injuries with acute vascular compromise, extremity surgery with prolonged

tourniquet time and acute compartment syndrome should be investigated with clinical trials.

Key words: Ischemia-reperfusion injury, skeletal muscle, femoral artery, krill oil, ischemic

preconditioning, free oxygen radicals.
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1. GIRIS

iskemi reperfiizyon hasari teorik olarak Onlenebilir bir hasardir. Serbest oksijen
radikali olusumunu dnleyen, olugmus radikalleri enzimatik veya kimyasal olarak gideren,
radikallerin olusumunu izleyen lokosit kemotaksisi, adhezyonu ve enzim sekresyonu gibi
sonuglars durdurabilen pek gok etken ile reperflizyon hasarmin engellenebildigini gosteren
cok sayida ¢alisma vardir (3). Serbest oksijen radikallerinin yol agtig1 reperflizyon hasarimi
onlemek i¢in pek ¢ok tedavi modalitesi kullanilmis ve gok sayida g¢ahisma yapilmistir.
Ancak klinik kullanima giren birgok ajanin varligina ragmen, reperfiizyon hasarini kesin bir
bicimde &nleyen tedavi heniiz ortaya konulamamistir (1, 2, 3).

Iskemi-reperfiizyon hasari (IRH) koroner arter hastaliklari, trombolitik tedavi, balon
anjiyoplasti, kardiyopulmoner bypass, okliizif arter hastaliklari, aort / periferik arter klempleme,
inme, turnike uygulamasi, organ transplantasyonu, miyokiitanéz doku transferi ve ampute olmus
dokunun replantasyonu gibi klinik durumlarda karsilagilan bir durumdur. Hastanm morbidite ve
mortalitesini iyilestirmek adma, IRH’nin Onlenmesi ve/veya olumsuz sonuglarinin en aza
indirilmesi i¢in degisik tedavi araglarinin gelistirilmesi 6nemli bir aragtirma alani olmugtur (4).

Hastaliklarin tedavisindeki amag, dokularin temel gereksinimlerini karsilayabilmek i¢in,
dolagim biitiinliigii ve strekliligini saglamaktir. Dolagimi kesintiye ugrayarak iskemik kalan
canl dokuda, dolasim tekrar saglandiginda olusan reperflizyonun neden oldugu zararli etkiler,
iskemik hasardan daha genis ¢apli ve daha ciddidir. Iskemik dokunun kiitlesi, bir ekstremitenin
timii ya da genis bir kismn kapsadiginda reperfiizyon yalnizca lokal doku zedelenmesine
degil, aym zamanda uzak organ hasarma da yol acabilmektedir. Iskemi ve reperfiizyon
siirecinde hasarin biiyiik bslimiiniin reperflizyon periyodunda olustugu ve doku hasarindan
reaktif oksijen radikallerinin sorumlu oldugu bilinmektedir (5).

JRH, iskemiye maruz kalmis dokularin reperfiizyonu neticesinde hiicrelerin §limiiniin
hizlanmasi olarak tanimlanabilir. IRH’nin fizyopatogenezi ile ilgili birgok arastirma yapilmigtir.
Bu arastirmalarin 1s13inda gelinen noktada, SOR’un ¢ok onemli bir roliiniin oldugu sonucu
ortaya ¢ikmistir (6). Fizyolojik sartlarda geligen biyokimyasal reaksiyonlar esnasinda stiperoksit
anyonu (027), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH" ) gibi temel molekiiller ag13a
¢ikmaktadir (6). SOR’un olugmasi reperfiizyon ile anlamh sekilde artarken, fizyolojik sartlarda
antioksidan mekanizmalar sayesinde bunlarin miktari hiicrelere zarar vermeyecek bir diizeyde
tutulur (6,7). Benzer olarak iskemik iskelet kasmnmn reperflizyonuyla da SOR iretimi
gosterilmistir (8). Her ne kadar TRH’deki SOR olug mekanizmasi tam olarak ¢dziimlenmediyse
de, reperfiizyonla dokuya tekrar sunulan oksijenin bu olayda roliiniin olmast muhtemeldir.

Nitekim reperflizyonda oksijen miktarmm azaltilmasinin hasart azalttigi gesitli aragtirmacilar



tarafindan  gosterilmistir (9,10). Ayrica ksantin oksidaz, aktive olmus Iokositler ve
mitokondriyal elektron transport zincirinin de SOR iiretimine katkisinin olabilecegi
diisiiniilmektedir(11). Bunlar arasinda, ¢izgili kas s6z konusu oldugunda, ksantin oksidaz ve
notrofilik nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidazin 6n plana gectigi
goriilmektedir (12).

Iyi bir tedavi stratejisi gelistirebilmek igin her seyden dnce I/R esnasinda olusan hasarmn
iliskili oldugu diigiiniilen sistemlerde yaptig1 degisikliklerin biitiin boyutlariyla ortaya konmasi
gerekir. Bu yiizden enzimatik antioksidan sistemin ana 6geleri olan SOD, CAT ve GSH-Px
aktiviteleri; /R hasarindaki rolii tartismali olan (hasardan koruyan veya hasar1 arttiran) nitrik
oksit (NO) ve lipid peroksidasyonunun onemli bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
seviyelerinin biyokimyasal ydntemlerle dl¢tilmesi planlandi. IRH’de, SOR ile antioksidan
savunma sistemlerinin SOR lehine bir dengesizligi oldugu diisiiniildiigiinde, bu enzimlerin
degerlendirilmesinin gerekliligi de ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica bu enzimlerin 6lgiilmesi,
arastirma ilaglarimizin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina da zemin hazirlayabilir.

Calismamizin amaci, klinik pratikte sik karsilastigimiz, ciddi morbidite ve mortaliteye
neden olabilen iskemi reperflizyon hasarinda krill yagi ve iskemik 6nkosullamanin koruyucu
etkilerini, birbirlerine olan {stiinliiklerini degerlendirmektir. Ayrica, iskemi reperfiizyon
hasarinda kas dokusunda meydana gelen ve sistemik dolagimda ortaya ¢ikan bazi degisimleri
tespit etmek, iki ayr1 ajanmn tek bagina veya birlikte uygulandiklarinda bu hasarm engellenmesi
igin yeni bir tedavi modalitesi olabilir mi sorusuna cevap aramak ve bu alanda yapilacak yeni

caligmalara 151k tutmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. iskelet kasi

Bu kaslar ¢ogunlukla iskelet sistemine bagh olduklarindan iskelet kasi, enine ¢izgilenme
gosterdiklerinden ¢izgili kas lifleri olarak adlandurilirlar (13).

Kas dokusu vilcudun yaklasik %30—40’mn1 olugturan ve kontraksiyon (kasilma)
yapabilen bir dokudur (14). Kimyasal enerji kullanilarak mekanik is olarak yapilan bu
fonksiyonla viicudun biitiinii ya da bir bolimii hareket edebilmektedir. Ayrica kalbin
devaml ¢aligmasi, solunum, bagirsaklarin hareketleri gibi organizmanin yagamasi igin gok
onemli olan birgok olay da kas hiicrelerinin kasilmastyla saglanmaktadir (15).

Kas dokusunun % 70-78 ‘ini su, % 15-22’sini protein , %1-13’{inii yag, %1-2’sini
karbonhidrat, %1-2’sini mineral ve vitaminler, %1,5-1,8’ini protein olmayan azotlu

bilesikler olusturmaktadir (16).

2.1.1. Iskelet kas: gelisimi

fskelet kaslarmm ¢ogu dogumdan dnce geligir. Digerleri ise birinci yilin sonuna
kadar sekillenirler. 1lk yildan sonra daha gok miyofibrilin sekillenmesi ile liflerin ¢aplart
artar ve boylece kas boyutunda artig olur. Bityiiyen iskelet ile birlikte kaslar uzunluklarmi
ve genisliklerini artirir. Bir kas lifinin ulagabilecegi boyut, yapilan egzersiz miktarina kosut
artar. Ancak olusan her kas lifi gelisimini tamamlayamaz ve bazilar1 dejenere olur (17).

Genel olarak tiim kas dokusu mezodermden gelisir. Cizgili kasin gelismesinde dnce
mezensim hiicreleri mitozla gogalmakta ve kas hiicrelerine dontismektedirler (Sekil 1).
Embriyoda somit denen yapilardan miyotomlarin olugmasiyla viicuttaki kaslarin biiyiik bir
boliimii gelismektedir (18).

Miyotomdan koken alan hiicreler ilk olarak kas hiicreleri olan miyoblastlara
farklanirlar. Oncii miyoblastlar ard arda mitoz boliinme gegirirler. Hiicreler birbirlerinden
ayrilmaz ve kaynasarak uzun, gok ¢ekirdekli kas liflerini olustururlar. Miyoblastlarin
birlesmesi kusursuz bir stiregtir. Oncelikli olarak miyoblastlarin siralanmasini, Ca™ bagimli
tanima diizenegiyle yapismasini ve son olarak da sarkoplazmalarinin birlesmesini igerir.
Hiicreler daha sonra uzamayi siirdiirerek silindir seklini alirlar. Bu siiregte hiicreler IGF” nin
etkisiyle, yogun olarak mRNA (Mesajct riboniikleik asit) ve protein sentezi yaparlar. Aktin
ve miyozini olusturmak i¢in troponin ve tropomiyozin gibi kas kasilmasini diizenleyici
proteinler sentezlerler. Sentezlenen proteinler miyofibrillerin igine yerleserek islevsel birim

olan sarkomeri sekillendirir. Sarkoplazmada miyofibrillerin belirmeye baslamasiyla, 3. aym



sonunda iskelet kaslar1 i¢in 6zgiin olan gapraz gizgilenmeler ortaya ¢ikar. Bas boélgesinde,
oksipital somitlerin rostralinde yer alan yedi adet somitomerde de benzer bir siire¢ olaylanir.
Somitomerler higbir zaman sklerotom ve dermomiyotom segmentlerine ayrilamayan ancak
gevsek sekilde diizenlenmis yapilar olarak kalrlar (19, 20).
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Sekil 1. Cizgili kas lifinin olusumu

2.1.2. iskelet kasinin yapisi

Bol damarli ve sinirli bir yapiya sahip olan ¢izgili kas dokusu birbirine paralel
olarak siralanmis ¢ok sayida kas lifinin demet halinde bir araya gelerek fasikiilleri
olusturmasi ve bu fasikiillerin bir araya gelmesiyle olusur (21). Cizgili kas dokusunun her
boliimii bir bag dokusuyla iliski halindedir. Kas kiitlesinin biitlinii epimisyum ad! verilen
bag dokudan olugmus bir kilifla sarthdir. Epimisyumun bag dokusu kasin derinlerine
girerek fasikiilleri kugatan perimisyum denilen kilifi olusturur. Perimisyumun ince
uzantilart da her kas lifini saran endomisyumu olusturur (Sekil 2.3). Bag dokusu bir kiliftan
digerine devamlt olup kollajen, elastik ve retikulum liflerce zengin ve fibroblast, makrofaj,

yag hiicresi gibi degisik bag dokusu hiicrelerini igeren gevsek bir yapiya sahiptir (15).



Cizgili kas lifinin (hiicresinin) hiicre zar1 (sarkolemma) diger hiicrelerin zarlar1 gibi
Angstrom kalinlikta birim zar yapisindadir. Cizgili kas lifinin sarkoplazmasinin igerisinde
organeller diginda homojen ve az yogun bir esas madde olan matriks bulunur. Matriks
miyoglobin gibi protein yapisinda pigmentler, glikojen, lipid damlaciklar: ve bir miktar da
enzim igerir. Miyoglobulin kasm rengini veren pigment olup ayni zamanda oksijen
deposudur. Sarkoplazma igerisindeki organellerin baglicalar1 ise sarkolemmaya yakin
yerlesimli olan ¢ok sayida cekirdek, fazla sayida mitokondri, ¢ekirdege yakin sayida golgi
kompleksi, sarkoplazmik retikulum ve miyofibrillerdir. Uzun oval bigimli ¢ekirdekler bir
kas lifinde birkag yiiz tanedir ve lifin uzun eksenine paralel olarak sarkolemmanin altinda
yerlesiktirler (22). Kas hiicreleri sarkolemma altma yerlesik ¢ok sayida ¢ekirdek kapsar.
Cekirdek birkag cekirdekcik igerir ve kromatin orta yogunluktadwr (23, 24, 25, 26).
Cekirdekler lif boyunca oldukga diizenli araliklar ile dizilmis fakat tendona baglanma
yerinde sayilar1 daha fazla ve diizensiz bir dizilim halindedirler (27).

Sarkoplazma organel ve inkliizyonlart kapsar. Mitokondriyonlar sarkolemmanin
altinda ve miyofibrillerin arasinda yayilmistir. Mitokondriyonlarin bol miktarda yogun
kristalar1 vardir ve kasilma igin gereken enerjiyi saglarlar. Sarkoplazmada ince glikojen
tanecikleri ve lipit damlalar1 bulunur. Oksijeni baglayict bir pigment olan ayni zamanda
kasa rengini veren miyoglobin de burada yer alir. Kasilma &6zelligi olmayan miyoalbumin
ve bir albumin karisimi olan miyojen de sarkoplazmada yer alan yapilardir (24).

Bir diger organel olan sarkoplazmik retikulum, her bir kas hiicresinde, miyofibriller
cevresinde yerlesik, boyuna ve enine tiibiillerden olusan zarla kapl kanalciklar sistemidir.
Ribozomlar1 yoktur. Boyuna tiibiiller, birbirleriyle agizlasan ve miyofibrilin uzun ekseni
yoniinde yerlesik genis sarniglar seklindedir. A bandinin gevresini uzunlamasina sararlar. Bu
tiibiiller A bandmmn ortasindaki, agik renkli alan olan H bandi bélimiinde birbirleriyle
anastomozlar yaparlar. Enine olanlar ise, daha dar ¢apli tiibiillerden olusur ve miyofibrilin uzun
cksenine dikey olarak yerlesiktirler. A-I ¢izgisi birlesim bolgelerinde ya da Z gizgisinde ug
kesecikleri (terminal kesecikler) olustururlar. Sarkolemma birgok bdlgeden hiicrenin igine
dogru girerek T tiibiilleri (enine, transversal tiibiiller) denilen parmaksi ¢ikintilar yapar. Alttan
ve istten, sarkoplazmik retikulumun genislemis ug keseciklerinin arasinda kalan T tiibilleri,
sarkoplazmik retikulumun membranéz kese ve kanallars ile iligkilidir. Bunun nedeni iki lateral

sarkoplazmik retikulum kesesinden ve bir merkezi T tiibiilden olusmasidir (25).
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Sekil 2. Cizgili kas kiitlesinin yapis1 ve kiliflar1 (15).

2.1.2.1. Kas Lifleri

iskelet kasinda kas lifi olarak adlandirilan her bir kas hiicresi, esasen ¢ok ¢ekirdekli
bir hiicre toplulugudur. Bir kas lifi geligim sirasinda myoblast ad1 verilen kiigiik, birbirinden
ayr1 kas hiicrelerinin flizyonuyla meydana gelir. Yatay kesitte incelendiginde, olgun gok
¢ekirdekli kas lifleri 10~100 pum g¢apmnda poligonal sekilli olarak gorilir. Uzunluklari,
sartorius kasinda oldugu gibi bir metreye yakin olabilecegi gibi, orta kulaktaki stapedius
kasinda oldugu gibi birkag milimetre kadar kiigiik de olabilir (Resim 1) (28).

insan viicudunda 2 tip iskelet kas lifi bulunur; yavas (Tip 1) ve hizli (Tip 2). Kas
liflerinin ¢ogu uyarandan sonra 0.01 saniye gibi gok kisa bir zamanda kasilmaya bagladig:
icin “hizli” olarak adlandirilir. Hizli liflerin gaplari genistir, bilylk ve yogun glikojen
stoklariyla goreceli olarak daha az mitokondri bulunur. Bir kas lifinin trettigi gerilim,
satkomerlerin sayisiyla dogru orantilidir. Cogunlugu Tip 2 liflerden olusan kaslarin
kontraksiyonlar1 daha giiglii olur. Ancak ¢ok miktarda ATP kullandiklar1 ve temelde
glikoliz yaptiklar igin gabuk yorulurlar. Tip 1 kas lifleri uyar: sonrasinda 3 kat daha yavas
kasilirlar. Ancak sahip olduklar1 zengin kapiller yatagt ve myoglobinin sagladigi ytiksek
oksijen rezervi ve oksidatif fosforilasyon kapasitesi sayesinde daha fazla ATP
sentezleyebilirler. Kas liflerinin yavas veya hizh olmast, sahip olduklar1 myozin agir zincir

izoformlariyla belirlenmektedir.



Resim 1. Iskelet kasinin mikroskobik gériintimii

a. Paralel dizilmis kas liflerinin uzunlamasina kesiti. X 160. b. Daha biiyiik biiyiitmede kas liflerinin
apraz cizgilenmeleri ve plazma membraninin hemen altinda yerlesmis iskelet kasi liflerinin

cekirdekleri. X 360 (1).

Enine kesitlerde miyofibriller, noktaciklar halinde goriilirler ve bu yapt Chonheim
alanlar1 olarak adlandirilir. Bu goriintiiniin nedeni, miyofibrillerin ince iplikgik halinde,
kasilabilir proteinlerin yaptigi iki ana filamandan olusmasidur. iskelet kasinda iki tip
miyofilaman vardir. Bunlar ince olan aktin ve kalin olan miyozin filamanlaridir (25).

a) Aktin filamanlari (Ince filamanlar):

Yaklastk 1 pm uzunlugunda 5-7 nm genisligindedirler. Z bandindan baslarlar ve A
bandina dogru uzanip bir miktar A bandna girerler (28).

F aktin (ipliksi) ve G aktin (globiiler) molekiillerinin, ¢ift sarmal olarak birbirleri
etrafina dolanmasiyla olugan uzun ipliksi yapilardir. G-aktin molekilleri yapisal asimetri
gosterirler. G-aktin F-aktini olusturmak igin polimerize oldugundan, kutuplagsma gosteren
filamanlar yaparak arkadan one dogru biikiiliir. G-aktin monomerleri miyozin igin baglanma
bolgeleri bulundurur. Z ¢izgisi iizerinde dik agiyla oturan aktin filamanlar1 ¢izginin her iki
tarafinda karsit kutuplasma olustururlar. Aktin filamanlart a-aktin ve B-aktin olarak iki tiptir. Z

¢izgisinin ana yapisi olan o-aktin, elastik olmayan nebulin proteininin yardimiyla aktin



filamanlarina bu bdlgede tutunur. a-aktinin, aktin filamanlarini Z ¢izgisine tutundurmaktadr. -
aktin ise, H bandinin M ¢izgisinde yer alir (28).

Aktin filamanlar tropomiyozin ve troponin proteinlerini de igerir.

Tropomiyozin proteini; birbiri etrafinda biikiilmiis, hemen hemen birbirine 6zdes olan
iki a-heliks polipeptit zincir igeren, uzun bir molekiildiir. Bu molekiiller, birbirine dolanan iki
aktin uzantis1 arasindaki ¢ukurcugun dig kenari boyunca, aktinin alt birimleri tizerinde
filamanlar yapar. Her bir tropomiyozin molekiilii, yedi aktin monomerinin uzunlugu boyunca
uzanir ve troponin bilesigine baglanir (28).

Troponin proteini; ii¢ alt birimden olusur. Bunlar tropomiyozine sikica tutunan troponin
T (TnT), kalsiyum iyonlarmi baglayan troponin C (TnC) ve aktin miyozin bileskesini bozan
troponin I (TnI)’ dir. Bir troponin yapisi her tropomiyozin molekiili lizerinde belirli bir
noktayla iliskidedir (28).

Aktin filamanlar: ile dis laminada bulunan laminin ise distrofin proteini araciligiyla
baglanir. Distrofinin islevi; hiicre iskeleti ve hiicre dis1 matriks arasinda mekanik bir baglanti
olusturarak, kasin kasilma stresi siiresince, sarkolemmay1 sabitlemek ve giiclendirmektir (28).

Miyozin filamanlari (Kalin filamanlar):

2-3 nm kalinhiginda 150 nm uzunlugundadirlar. A bandinda bulunurlar. A bandinin orta
boliimleri miyozinden bagka filaman igermez ve burasi H bandidir. Elektron mikroskobunda H
bandi agik renktedir. H bandmin esas elemam fosfokreatin ve adenozin difosfattan (ADP),
adenozin trifosfat (ATP) olusumunu katalize eden kreatin kinaz enzimidir3i Bu bandin
ortasinda, kasilamayan filamanlar miyozin filamanlarii sikica baglayarak diizenli bir birlik
olustururlar. Baglanma bolgeleri koyu ince bir bant halinde goriilir ve M ¢izgisini yapar. M
cizgilerinde, miyozin filamanlarini birbirine sikica tutunduran protein myomezindir. Miyozin
filamanlarini M ¢izgisine tutunduran protein ise C proteinidir. 1 bantlarmmn ortasindaki Z
¢izgileri de iki taraftan gelen aktin filamanlarmin bu bélgede dallanarak birbirlerine
baglanmalari ile olusur. Miyozin filamanlarin1 Z gizgilerine tutundurarak sarkomere esneklik
kazandiran protein ise titin (connectin)’ dir. Titin milyonlarca alanda gériilen, molekiiler agirlig:
oldukga biiyiik bir proteindir. Kas gerildiginde elastik ve gergindir. Elastik geri ¢ekilme ozelligi

ile miyozin filamanlarm1 kusatirlar (29,30).

2.1.2.2. Motor Unite

iskelet kasinin islevi motor noktasindan kasa giren bir sinirin kontrolii altindadir.
Her bir kas lifi bir sinir ucuyla temas halindedir, bu temas noktasi ndromuskuler bileskenin
motor son plagi admi almaktadir. Néromuskuler bileske ti¢ temel yapisal bilesen igerir.
Bunlar presinaptik akson, sinaptik yarik ve kas lifleri iizerindeki postsinaptik alandir. Tek

bir sinir aksonu ve temas ettigi tiim kas liflerinin olusturdugu yapiya motor {inite ad1 verilir.



Bir motor iinite i¢indeki kas liflerinin sayisi ve iskelet kasi bagina var olan motor linite
sayisi o kasin yaptigi isi tiiriine gore degismektedir. Ekstraokiiler kaslarda motor iinite
basina 10 kadar sayida kas lifi uyarilirken, gastroknemius kasinda bu motor inite basina
1000 kadar kas lifini bulabilmektedir (20).

Kas igcigi ya da kas mekigi olarak adlandmrilan yapi, iskelet kaslarmin timiinde
bulunmaz. I¢i sivi dolu bir boslugu saran bag dokusu kapsiilii ile mekik ya da ig seklindeki
yapilardir. Bir duyu olarak kasilip gevseme sirasinda kasmn uzunlugunu algilarlar. Kas kitlesi
boyu ile kendi boylarmi oranlayip, mekigin reseptdr sinirlerini uyararak merkezlere bilgi
verirler. Kas igcigi, birkag mm uzunlugunda degisiklige ugramis iskelet kast liflerini kapsar.
Kas liflerinin arasi proteoglikanla doludur. Sinir sonlanmalar1 kapsiil i¢inde bu kas lifleriyle
iligki kurar. Kas igcigi iginde yer alan bu dzellesmis hiicrelere intrafiizal kas lifleri (mekik igi
kas lifleri) denir. Intrafiizal kas lifleri daha kalm olan ekstrafiizal kas lifleri (mekik dis1 kas
lifleri) ile sarilmistir. Ekstrafiizal kas lifleri; dinlenme halindeki kasin gerginlik derecesinden ve
daha fazla uyar1 durumunda ise tiim kasin kasilmasindan sorumludur. Kas mekiklerinin igine
birkag duyusal sinir lifi girer ve mekik dig1 kas liflerindeki gerilmeyi saptayarak bu bilgileri
omurilige iletir. Omurilikte refleksler etkinlesir ve bdylece viicut durugu saglanwr. Ayni
zamanda yiirimede gorev alan kas gruplarinin erki de diizenlenir (23).

Iskelet kas hiicrelerinin tendona baglandigi bélge yakininda bag dokusundan olusan bir
kapsiil miyelinsiz sinir telleri ile gevrili kollajen lif demetlerini kusatir. Duyu sinirleri bu bag
dokusu kapsiiliiniin igine girerek tendonlardaki gerilme degisikliklerini algilarlar ve bunu
merkezlere iletirler. Kasin kasilmasi ¢ok oldugunda bunu engelleyici ve durdurucu reseptor
olarak gérev yapar. Bunlara Golgi tendon organlari denir. Golgi tendon organlari asiri
kasilmaya kars1 duyarli olarak ¢ahgirlar ve degisik diizeylerde kas hareketi igin gerekli giicii

denetlerler (23).

2.1.2.3. Bag dokusu

Her bir kas lifi ve kas lifleri demeti, kuvvet iletiminde gerekli olan, pasif yiik
tagiyabilen bag dokusuyla sarilidir. Kollajen iskelet kasi ekstraselliiler matriksteki major
yapisal proteindir ve kuru kas agrhgmm % 1-10’unu olusturur. Kasin sonunda bu bag
dokusu tendon veya kasi genellikle kemige baglayan kollajen liflerinin diger diizenlemeleri
olarak devam eder. Kollajen liflerden zengin bu ekstraselliiler matriks, kas lifleriyle

iliskisine gore adlandirtlir (Sekil 1).



10

Sekil 3. Kas liflerini saran bag dokusu ve tendonla iligkisi

a. Endomisyum, perimisyum ve epimisyum.

b. Perimisyumun tendonla devamhligint gosteren kesit (34).

Bol damarli ve sinirli bir yapiya sahip olan iskelet kasi, bulunduklari yere goére
adlandirimig kiliflarla sarihidir, Ttim Kkasi saran siki bag dokusundan olusan kilif epimisyumdur.
Epimisyum bol miktarda kollajen lif ile daha az olarak da elastik ve retikiiler lifleri kapsar. Bu
lifler arasinda da gesitli bag dokusu hiicteleri bulunur. Epimisyumdan koken alan ve kas hiicre
demetlerini saran kilif perimisyumdur. Her bir kas hiicresini (kas lifi) saran kilif ise
endomisyum olarak adlandirilir.3t Bu bag dokusu kiliflary; kasilma birimlerinin ve bu birimlerin
yaptiklar1 demetlerin birbirine baglanmasini saglayarak, birlikte uyumlu bir sekilde
kasiimalarina yardimci olurlar. Ayni zamanda birimler arasimda hareket Ozgiirliigiiniin de
olusmasin1 saglarlar. Kaslara damarlar bu bag dokusuyla girerler. Kapillerler kas liflerinin uzun
eksenine kosut uzanir. Eriskin iskelet kasinda yan populasyon hiicreleri olarak adlandirilan bir
kok hiicre toplulugu, tiim kan hiicre serilerine doniisebilme erkine sahiptir (26,3 1,32).

Bag dokusunun igerisinde ekstraselliiler matriks ve kollajen sentezinden sorumlu
fibroblastlar, hastalik ve yaslanmada kas liflerinin yerine gegen adipositler ve fibroblastlara
veya adipositlere doniisebilme potansiyeli olan fibro/adipojenik onciiller vardir. Bu hiicreler
basarili kas rejenerasyonunda dnemli rol oynarlar; ancak kontrol altinda olmazlarsa kendini
stirdiiren fibrozis siirecine katkida bulunurlar (33). Yani rejenerasyon basarisiz olduunda

fibrotik skar fibrositlerin yan1 sira adipositlerle de dolacaktir.



2.1.2.4. Ekstraselliiler matriks patolojik degisiklikleri

a. Fibrozis

Hemen tiim myopatilerin ortak noktasi fibrozis olarak tanimlanan asir1 ekstraselliiler
matriks birikimidir. Fibrozisin histolojik bulgulari artmis endomisyum ve perimisyumla
tanimlanabilir. Iskelet kasinda fibrozis, ekstraselliiler matriksin kas islevindeki mekanik
etkisini bozabilir. Fibrotik kasta kollajen tiretimine sadece fibroblastlar degil enflamatuvar
hiicreler, kas lifleri, endotel hiicreleri ve satellit hiicreler de katkida bulunabilir. TGF-B
fibroblastlarin tip T kollajen, fibronektin ve bag dokusu biiylime faktorii tiretmelerini tetikler
ve MMP’leri baskilar. Tekrarlayan kas yaralanmalari meydana geldiginde artmis TGF-8
ekstraselliiler matriks tiretimini uyararak fibrotik yanita yol agar (Sekil 4) (35)

Fibrozis, kas yapisindaki degigikliklerin yani sira kas mekaniginde de degisikliklere
yol agar. Serebral palsili hastalarin spastik kaslarr artmis ekstraselliller madde ve kat: liflerle
karakterizedir. Spastik kaslarda kollajen miktari artmistir ve kas spastisitesinin klinik

agirhgiyla orantihidir (35).
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Sekil 4. Normal ve fibrotik kas rejenerasyonunda yer alan siiregler (36)
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b. Kas ici yaglanma

Kas ici, hiicre dis1 yag birikimi iskelet kasinm hastaliga veya yaralanmaya verdigi
baska bir patolojik yanittir. Ornek olarak ileri DMD vakalari, obezite, tip 2 diyabet,
yaslanmis kas ve rotator kaf yirtiklarina eslik eden yagli atrofi sayilabilir. Hentiz aktivasyon
mekanizmalari ve ¢ogalmalarini diizenleyen etkenlerin tam bilinmeyen adipojenik
potansiyeli olan satellit hiicreler ve mezenkimal kék hiicreler bu patolojik yanitta yer alir
(35).

2.1.2.5. Myoblastlar

Myoblastlar, embriyoda bolimlenmemis paraksiyel mezodermden (kranial kas
onciiller)) veya somitlerin béliimlenmis mezoderminden (epaksiyel ve hipaksiyel kas
onciiller)) koken alan kendi kendini yenileyen multipotent myojenik kok hiicrelerden
meydana gelir. Embriyonik gelisgimin erken donemlerinde bu hiicreler, diger myojenik
diizenleyici faktorlerle birlikte MyoD transkripsiyon faktorii de ortaya gikararak tiim iskelet
kasi soylarimin farklilasmasinda anahtar gérev oynarlar. Iskelet kasi gelisimi iizerinde
dengeleyici etki negatif diizenleyici myostatin geninin ifadesiyle elde edilir. TGF-p
ailesinden olan myostatin, kas biiyiimesi ve farklilagmas: tizerinde baskilayici bir etkiye
sahiptir. Bu etkinin baskilanmasiysa kronik kas hastaliklarinin hayvan modellerinde artmis

kas biiyiimesi ve azalmis fibrozisle sonuglanir (33).

2.1.2.6. Satellit hiicreler

flk defa 1961 yilinda Alexander Mauro tarafindan tanimlanan satellit hiicreler kas
lifinin plazma membrani ve bunun dig tabakasi arasmda bulunur (37). Az sitoplazmals
kiigiik hiicrelerdir. Sitoplazmalar tipik olarak kas hiicresinin sarkoplazmasi igine karisarak
1stk mikroskopu altinda tanimlanmasini giiglestirir. Kas hiicresininkinden daha yogun ve
kalin kromatin aga sahip tek gekirdekleri vardir.

Satellit hiicreler embriyonik hayatta somitlerin merkezi dermomyotom bolgesinden
koken alirlar. Bilyiimenin erken dénemlerinde, kas satellit hiicreleri gekirdek sayisinin %
30’una denk gelirken saglikli eriskinlerde kas hiicresi i¢indeki ¢ekirdek sayisinm % 2-7°sini
temsil etmektedir (38). Kas lifi veya kesit alani bagina diisen satellit hiicre sayis1 kaslar
arasinda degiskenlik gosterir. Ornegin, hizli kasilan ekstensor digitorum longus kasi yavasg
kasilan soleus kasina gore daha az sayida satellit hiicre igerir.

Satellit hiicreler iskelet kasmin yenilenme yeteneginden sorumludur. Bu kas
hiicrelerinin myojenik onciilleri normalde edilgendir ve myojenik diizenleyici faktorler

tiretmezler (39). Hiicre veya kas transplantasyon ¢alismalari, canlida erigkin kas dokusunda
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bir yaralanma meydana geldiginde, satellit hiicrelerin yeniden hiicre dongiisiine girdigini ve
yeni myoblastlar ortaya gikardiklarini gostermektedir (41). Dis tabaka saglam kaldigi
siirece, myoblastlar dis tabaka i¢inde myotiipleri olusturmak igin birlesirler, sonra da yeni
bir lif gekline olgunlasirlar. Tersine, eger dig tabaka bozulmussa, yaralanma alanini
fibroblastlar onararak geride skar dokusu birakirlar (39). Satellit hiicre aktivasyonuyla yeni
myotiiplerin olusmasi sinirli sayida tekrarlanabilir ve bundan sonra hasar tamir edilemez,
kas dokusunun yerini bag ve yag dokusu alir.

Satellit hiicrelerin etkinlesmesinde etkili olan diger faktorler arasinda hepatosit

bliyiime faktorii, noronal nitrik oksit sentaz ve fibroblast biiyiime faktorleri sayilabilir.
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Sekil 5. Kas rejenerasyonu ve onarim boyunca fibroadipojenik dnciillerin

¢oklu rolleri (41).

e)Onarm

Saglikli eriskin kasinda fibro/adipojenik onciiller kas liflerinin arasindaki
bosluklarda kan damarlarinin komsulugunda yerlesmislerdir. Akut yaralanma sonrasinda

fibro/adipojenik onciiller satellit hiicrelerden dnce hiicre dongiistine girer ve rejenere olan
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kas liflerinin arasindaki bosluklar1 doldurmak igin ¢ogalirlar. Myoblastlarin farklilasmasina
yol agan trofik faktdrler iireterek rejenerasyon iizerinde olumlu etki gosterirler.
Rejenerasyon etkin bir sekilde ilerlerse, bu dnciiller dokuda azalarak bastaki sayilarina geri
dénerler. Tersine, rejenerasyon basarisiz olursa dokuda kalarak adipositlere dontistirler ve

yagli dejenerasyona yol agarlar (Sekil 5) (41).

2.1.3. iskelet kasmnm islevi ve iyilesmesi
Iskelet kasmin temel islevi viicudun hareketini saglamaktir. Kaslarmn kasimasiyla
tendonlarda olusan ¢ekme hareketi iskelet kemiklerinin hareketini saglar. Hareket digindaki

gorevi ise, dinlenme anindaki gerilimi viicudun normal durusunda durmasini saglamaktr.

2.1.3.1. Kasilma

ik basamagmi presinaptik aksonlardan sinaptik yariklara asetilkolin salinimi
olusturur. Kas liflerinin bileske sonrasindaki kivrimlarinda yer alan reseptorlere baglanan
asetilkolin hiicrenin depolarize olmasina neden olur. Depolarizasyon tarafindan tetiklenen
aksiyon potansiyeli kas lifleri boyunca ilerler ve bu durum kas kasilmasiyla sonuglanir. Kas
kasiimasi sonunda asetilkolinesteraz enzimi tarafindan asetilkolinin yikimi kasin
gevsemesine yol agar.

Farkli kas kasilma tiirleri goriilebilir. Izometrik kasilmada kas tarafindan tretilen
kuvvet direng uygulanan yiike esittir, bundan dolay1 kasm boyu degismez. Konsentrik
kasilmada kasin uyguladig: kuvvet direng uygulanan yiikten daha biiyiiktiir ve kas boyunun
kisalmasina neden olur. Izometrik kasilma goniillii olarak olusturulabilir, gerilme miktars
kas boyunda kisalma baslayana kadar kas liflerinin eklenmesiyle arttirilabilir. Kisalma
basladigi anda konsentrik kasilmaya ddniigiir. Eksentrik kasilmada ise direng gosterilen yiik
iskelet kasi tarafindan olusturulan kuvvetten daha biiyiiktiir, bu durumda kasin boyu uzar
(42).

iskelet kaslari, motor sinirlerle sinirlendirilirler. Bu sinirler, kas lifi yiizeyinde dallanan
ve motor plak olarak adlandirilan uglarla sonlanir. Kas liflerinin kasilmasini saglayan uyarimlar
kas liflerine bu motor son plaklardan geger. Yer yer kas lifindeki enine tubuluslara dogru ilerler.
Sarkolemmada olusan uyarimlar, bu kanalciklarla miyofibrillerin yakinmna kadar giderler.
Kanalciklar yakininda kesecikler yapan kas lifleri ise bol miktarda Ca™ iyonlar1 igerir.
Uyarimlar sonucu kesecikleri olugturan membranlarm duvarindaki Ca™ kanallar1 agilir ve
iyonlar pasif tasinma ile keseciklerden digari ¢ikarak miyozin ve aktin filamanlarinin aralarina
girerler ve boylece kasilma gergeklesir. Bu olay igin gereken bilyiik miktardaki enerji ise

filamanlar ¢evresinde bolca bulunan ATP ve kreatin fosfatin pargalanmasi ile elde edilir.
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Kasilma i¢in gerekli olan ATP mitokondriyonlarda, kreatin fosfat ise sarkoplazmada yapilir.
Uyarimin kesildigi ve kasilmanin bittigi anda Ca' iyonlart aktif taginim ile yeniden keseciklere
cekilir ve kas gevser (24).

Kas lifinin polarizasyon mikroskobu ile incelenmesi sonucunda bazi goriintii 6zellikleri
belirlenmistir. Bu degerlendirmeye gore gore; koyu alanlar polarize 15181 ¢ift kiran anizotrop
bslgelerdir ve A bandi olarak adlandirilir. Agik renk gézlenen alanlar ise polarize 15131 tek kiran
izotrop bolgelerdir ve T bandi olarak bilinirler. Kasin kastlip gevsemesinde A bandinin boyu
degismezken, kastlmada I bandiun boyu kisalir. Isik mikroskobu ile biiyiik biiyiiltmelerde
incelenen kas lifinde T bandmin ortasinda koyu bir ¢izgi goézlenir. Bu Z ¢izgisidir. A bandinin
ortasinda goriilen agik renkli alana ise H band: denir. Elektron mikroskobu ile daha biyiik
biiyiiltmelerde agik renkli H bandinmn ortasinda koyu renkli bir M gizgisi gozlenir. Her
miyofibril iizerinde, iki Z ¢izgisinin arasinda kalan bolim sarkomer olarak adlandurilir.
Sarkomer sadece yapisal bir bélim degildir, ayn1 zamanda islevsel olarak kasmn kasilma

birimidir (43).

2.1.3.2. Iyilesme

Iskelet kaslari terminal olarak farklilasmis bir dokudur. Kas lifleri mitoz béliinmeyle
¢opalamazlar, kas dokusunun siirekliligi ve hasar tamiri satellit hiicreler tarafindan saglanir.
Epimisyum ve perimisyum iginde devamli bulunan makrofajlar yaralanma sonrasinda,
sitokinle indiiklenen nétrofil kemoatraktan ve monosit kemoatraktan protein 1 salarak
dolagimdan nétrofiller ve monositlerin toplanmasina yol agarlar (33). Hasarlanmis kan
damarlarindan ve yaralanma alanina gelen enflamatuvar hiicrelerden sitokinler ve biiyiime
faktorleri salinir. Bu faktorler de enflamatuvar hiicrelerin go¢iinii uyarirlar, hiicre ¢ogalmasi
ve sag kalimma aracilik ederler. Enflamatuvar hiicreler, hasarlanmis hiicre artiklarini
fagositozla uzaklastirirlar (44).

Enflamasyondan sonra onarimin diger bir asamasi, satellit hiicrelerden yeni kas
liflerinin olusumudur. Etkili kas onarimi enflamatuvar ve satellit hiicrelere ek olarak
fibroblastlarin go¢ii ve gogalmasini gerektirir. Bu fibroblastlar tip I kollajen, tip III kollajen,
fibronektin, elastin, proteoglikanlar ve laminin gibi dokuyu saglamlastiran ve yeni lifler i¢in
kalip gorevini goren, yeni ve gegici ekstraselliler matriks bilesenlerini tretirler. Doku
onarimi boyunca ekstraselliiler matriksin olugumu ve yikimi, pek gok proteazlar ve bunlarin
zgiin inhibitorleriyle yiiriitiiliir. Ekstraselliiler matriksin yeniden sekillenmesine ek olarak,
anjiyogenez yaralanma alaninda yeni damar aglarmin gelismesine olanak tanirken yeni

olusan kas lifleri bilylir ve olgunlagir (36).
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2.1.3.3. Kas dejenerasyonu ve enflamasyon

[lk olay kas dejenecrasyonu ve enflamasyondur, ilk dakikalarda baslayip bir-iki
haftaya kadar devam eder. Kas dokusuna travma sarkomer, sarkolemma ve bazal laminanin
biitiinliigiinii bozar. Intrinsik proteazlar par¢alanmig nekrotik kas liflerini sindirmeye baglar.
Mekanik travmaya ek olarak, kas lifleri intramiiskiiler sinir dallarmin tahrip olmasi ve
ndromiiskiiler bileske iceren lif bdlimiiniin geri kalan kas lifinden ayrilmasiyla denerve
hale gelir (45).

Yaralanmis kan damarlarindan ve yaralanma alanima gelen enflamatuvar hiicrelerden
sitokinler ve biiytime faktorleri salinir. Bu faktorler enflamatuvar hiicrelerin yaralanma
alanina gdgiinii ve yaralanma alaninda da hiicre ¢ogalmasima ve sag kalimma aracilik eder.

Hiicre artiklar1 fagositoz yoluyla ortadan kaldiriimaya baglar (46).

2.1.3.4. Kas rejenerasyonu

Kas rejenerasyonu yaralanmadan sonra ilk haftada baslar ve yaralanmadan sonra on
dort giinde zirve yapar. Bu siiregte normalde kas liflerinin bazal laminasi altinda edilgen
halde bulunan satellit hiicreler aktive olmaya, bir kismi satellit hiicre havuzunu yeniden
doldurmak i¢in kendini yenilemeye, diger kismi da farkhilasarak yeni kas lifleri olusturmaya
baslar. Enflamatuvar hiicrelerin diginda, tip I ve III kollajen, fibronektin, elastin,
proteoglikanlar ve laminin gibi yeni gegici ekstraselliiler matriks bilesenlerini iireten
fibroblastlar da gocer ve gogalir. Bu bilesenler dokuyu dengede tutar ve yeni lifler i¢in ¢ati
gorevi goriir. Satellit hiicreler dnceden var olan nekrotik liflerin bazal membranlarini
kullanarak kas liflerinin benzer bir konum almasini saglar. Bazal membranlar ve gegici
ckstraselliiler matriks bilesenleri néromiiskiiler bileskelerin olusumu igin kilavuz gorevi
gdriir. Sonugta, ekstraselliiler matriksin yeniden yapilanmasmna ek olarak anjiogenez de
yaralanma alaninda yeni damar aglarinin gelisimini saglar (46).

Kas rejenerasyonu sonrasinda degisik yeniden sekillenme Srnekleri goriilebilir. Ayni
bazal lamina igindeki myotiipler birlesmeyip daha kiigiik lif kiimeleri olusturabildikleri gibi,
sadece tek bir ucta birleserek gatallasmig liflerin olusumuna yol agabilirler (40, 47,48).

Yaralanmadan sonraki kas rejenerasyonunun ilk asamalari sinirin yoklugunda da
meydana gelebilir, ancak yeni olusmug kas liflerinin bitylimesi ve olgunlagmasi sinirin
varligim gerektirir (40,47). Noromiiskiiler bileskeler yeniden kurulmazsa rejenere olan kas

lifleri atrofik kalir (Sekil 6).
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Sekil 6. Yaralanma sonrasi kas rejenerasyonu.

A. (soldan saga sirasiyla) Yirtilmis kas lifi ve bazal membran. Yirtilnus lif uglari miihiirleyen
kontraksiyon ve yeni muskulotendindz bilegkeleri olugturmaya baslayan myotiipler. Organize skar
dokusuyla tam iyilesmis lif ve buna yapismis muskulotendinéz bileskeler. B. Néromuskuler bileske
icermeyen distal giidiikler denerve hale gelir, ancak akson tomurcuklariyla yeniden innerve

olabilirler (40,47).

2.1.3.5. Fibrozis

Dokuda yaralanma meydana geldiginde fibroblastlar yaraya go¢ eder ve TGF-p gibi
profibrotik sitokinlere yanit olarak ekstraselliiler matriks tretmeye ve yeniden
sekillendirmeye baslar. Fibrozis genelde yaralanmadan iki hafta sonra baglar ve zamanla
yaralanmadan dort hafta sonraya kadar artar. Nekrotik kas dokusunun igindeki boslukta,
hasarlanmis kan damarlarinin olusturdugu hematom yerini bag dokusundan olugan skara
birakir. Erken donemde kas yeni olusacak kas liflerine destek olustursa da yaralanmadan
sonraki 7 — 14 giinde giderek yogunlasir ve kas liflerinin rejenerasyonunu kisitlar. Agir kas
yaralanmalarindan sonra olusan yogun fibrotik doku sadece kas lifi gtidiiklerinin tekrar
birlesmesini engellemez, ayni zamanda noromiiskiiler bileskeleri olusturmak i¢in yeni
aksonlarin kas liflerine ulasmasini da engelleyebilir (49). Skar olustugu miiddetge, kas

dokusunun tam rejenerasyonu miimkiin olmayacaktir.
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Travmadan yaklagik 10 giin sonra skar olgunlagmaya baslasa da, kasa binen kuvvetli
bir yiik yenilenen kas lifleri ve skar dokusu arasinda yeni olusmus kiigiik muskulotendindz
bilegkelerin komsulugundaki kas dokusu iginde kopmalara neden olabilir. Kasin yaralanma
dncesindeki seviyesine dénebilmesi igin daha uzun bir zaman gerekmektedir (50).

Yaralanmis iskelet kasi iginde meydana gelen fibrozis miktari, kas uzun zaman
hareketsiz birakilmadigi siirece sanilanin aksine ¢ok artmaz, hatta yara kontraksiyonu

nedeniyle kiigiilebilir [23].

2.1.4. Sican gastroknemius kasinin anatomisi

Yaralanmig iskelet kasi icinde meydana gelen fibrozis miktari, kas uzun zaman
hareketsiz birakilmadig1 siirece sanilanin aksine gok artmaz, hatta yara kontraksiyonu
nedeniyle kiigiilebilir (51). Sigan gastroknemius kasmin anatomisi insan gastroknemius
kasina ¢ok benzer yapidadir. Igsi bigimlidir, degisebilen lif agilarryla birlikte goreceli olarak
kisa kas lifi boyuna ve uzun kas ve aponevroz boyuna sahiptir (52). Bu kasin ince olan
medial bagt femurun medial epikondilinden, grasilis ve semitendindz kaslarin derininden
baslar. Daha kalin olan lateral bag: ise lateral epikondil izerinde siganin arka bacagmni saran
pannikulus karnosusun derininden baslar. Bu iki bag birleserek Asil tendonunu olusturarak

kalkaneusa dogru ilerler (53). Tarsal eklemin ekstansiyonunu saglar (Resim 6).

Y T
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‘1 Gluteus superfisialls

o

2 Gluteus medius
3. Piriformis
4. Semitendinosus

5. Biseps fermoris

6. Semimembrznosas

Resim 2. Sigan arka bacak anatomisi.). Kaldirilmis biseps femoris kasinin altinda

medial ve lateral basi ile gastroknemius kasi yer almaktadir (54).
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2.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikal bir veya birden fazla ortaklanmamig elektron ihtiva eden stabil olmayan
bir molekiil olarak tarif edilmektedir (55). Molekiiler oksijenin indirgenmesi veya uyariimasi
sonucu birkag serbest oksijen radikali olugmaktadir. Bunlardan stiperoksit; mitokondrial,
endoplazmik retikulum, membran elektron transport islemleri, hemoglobin, aldehid oksidaz ve
XO tarafindan iretilen bir yan iiriindiir. In vivo olarak siiperoksit olusumu hemen hemen
tamamen hidrojen peroksit tiretiminde artmayla birliktedir. Hidroksil radikali demirin rol aldig:
Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu yoluyla iiretilmektedir. Bu radikal biyolojik sistemlerdeki en
reaktif serbest radikaldir ve lipid peroksidasyonu, sitokrom enzimlerin inaktivasyonu, membran
transport proteinlerindeki degisiklikler siilfidril gruplarinin oksidasyonu gibi yikici olaylardan
sorumludur (56).

Serbest oksijen radikalleri, sayisiz enzimatik reaksiyon ve biyolojik fonksiyon igin
gereklidir. Ancak reperfiizyon gibi baz1 patolojik durumlarda asir1 miktarlarda ortaya ¢ikarak
hiicrelere zararli etkilerde bulunurlar. Serbest radikallerin baglica kaynagi molekiiler
oksijendir(57).Oksijenin indirgenmesi ile, negatif yiiklii bir ara iiriin olan stiperoksid radikalleri
ortaya ¢ikar. Bu radikallerden spontan ya da enzimatik dismutasyon ile, ikinci bir ara {irlin
olanhidrojenperoksid ortaya gikar. Sonrasinda yine bir dizi reaksiyon sonucu hidroksil radikali
meydana gelir(57, 58).

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde
ara iirtinler olarak devaml sekilde serbest radikaller olugabilir. Bazen bu serbest radikal ara
iirtinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle kazara etkilesirler ve sonugta
ROR olusur (59-61).

Atmosferde oksijenin varhii yasam igin gerekli enerjinin sentezini saglamasindan
beri hayatin temel tagi olmustur. Oksijenin 3 dogal izomeri 16, 17 veya 18 niikleon igerir ve
nukleon sayisi ile isimlendirilirler. Bu ii¢ izomer sirayla %99,7, %0,04 ve %0,2 oraninda
bulunurlar(62).

Niikleon sayisi degisikligine ragmen elektron sayisi hep 8 dir. 11k 3 yoriingede ikiser
son iki yoriingede birer elektron vardir. Son yoriingede tek elektronu olan element serbest
radikal olarak isimlendiginden atomik oksijen (O) bir radikaldir. Molekiiler oksijen de her
iki atomunun yoriingeleri birlesemeyeceginden diradikaldir, Oy" veya O, seklinde temsil
edilir (62).

Reaktif tiirler hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerine doniigme egilimindedir. Bu
egilimin sebebi reaktif oksijen tiirlerinin reaksiyonlarinda son {riintiniin H20 olmasidir.

Viicutta biiyilk miktarda reaktif tiiriin bulunmasti oksidatif stres denen duruma yol agar (62).
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Serbest oksijen radikal kaynaklan

Serbest oksijen radikallerinin iki 6nemli kaynag: vardir:

A) Eksojen kaynaklar

Radyasyon etkisi

Bagisiklik yapan maddeler: alkol, uyusturucu vb.

Ksenobiyotikler: hava kirliligi, hiperoksi, pestisitler, solventler, anestezik
madeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara dumant vb.

Antineoplastik ajaniar

Stres; streste katekolamin diizeyi artip, artan katekolamin oksidasyonu ise

radikal iiretimi artmaktadir.

B) Endojen kaynaklar

2.2.2.

Mitokondriyal elektron transportu

Peroksizomlar

Enzimler ve proteinler; XO, triptofan dioksijenaz, hemolobin vb.

Kiiciik molekiillerin otooksidasyonus; tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar,
flavinler, tetrahidroproteinler, antibiyotikler vb.

Endoplazmik retikulum ve nilkleus membran elektron transport sistemleri
(sitokrom p-450)

Plazma membrani enzimleri; NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin
sentetaz, lipid peroksidasyonu vb.

Oksidatif stres durumlar1 (iskemi, travma, intoksikasyon gibi durumlara
bagli olarak)

Fagositik aktivasyonu (respiratory burst=solunumsal patlama)

Serbest oksijen radikal tiirleri: Serbest radikaller ortaklanmamis elektron

tagtyan kimyasal bir yapi olarak tarif edilmektedir. Serbest radikaller, bir molekiiliin bir

pargasi olarak da kabul edilebilir.

Biyolojik ortamlardaki en 6nemli serbest radikaller siiphesiz oksijen radikalleridir.

Tek bir elektronun transfer yoluyla oksijene verilip rediiklenmesi siiperoksit serbest radikal

anyonunu (siiperoksit, O,") olusturmaktadur.

0, +e — O

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi ise hidrojen peroksiti (H20,) olusturur.

0, + 2¢ + 2H" — H,0,
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Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir bilesiktir. Clinkl gegis
metal iyonlarmm varhiginda kolaylikla pargalanip oksijen radikallerinin daha reaktifi ve
biyolojik sistemlerde daha fazla hasar olusturan hidroksil radikalini (OH") olusturur.

H,0, + Fe¥* — OH + OH + Fe’

Bu ifade edilen reaksiyon demir katalizli Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu olarak
adlandiriimaktadur.

Siiperoksit dismutaz, O3 “nin H,0, ve molekiiler oksijene (O) doniisiimiinii
asagidaki reaksiyonla katalizleyen antioksidan enzimdir:

20"+ 2H — H0,+ O,

O, hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da oksidazlar gibi bazi
enzimlerin aktivitesi sonucu olusur. Oy~ SOD adli enzimle inaktive edilir (kah siitgti-1).
O, fagositlerin bakterisit etkilerinin temel mekanizmasimi olusturur. Ayni zamanda iltihabi
olaylarda normal dokulara bile zarar verebilecek aracilardir (63).

Siiperoksit radikali (O;7): Serbest radikal olmasina ragmen hasar olusturucu bir tiir
degildir. Asil onemi, hidrojen peroksitin kaynagi olmasi ve gegis metal iyonlarmin
rediikleyicisi olmasidir.

O, hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da oksidazlar gibi bazi
enzimlerin aktivitesi sonucu olusur. Oy- SOD adl enzimle inaktive edilir (4).

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit, baslica su mekanizmalarla
tiretilmektedir:

1. indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken  siiperoksit radikali ~olusur.  Hidrokinonlar, savinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi yiizlerce biyolojik molekiil
aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

2. Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce enzimin
katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir iiriin olarak olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadari siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin
olmasidir. Beklenilenin aksine, oksijenin mitokondri solunumu sirasinda baglandigi ve
suya indirgendigi sitokrom oksidaz basamaginda radikal yapimi gosterilememistir.
Sitokrom oksidaz demir:bakir:ginko:magnezyum atomlarmn 2:2:1:1 oraninda igeren bir

protein olup, siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz aktivitelerine sahiptir. Bu sayede,
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sitokrom oksidaz iizerinde stiperoksit veya HyO, olugsa bile, igerdigi enzimatik aktivite
sayesinde hizla ortamdan temizlenir.

4. Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda stiperoksit tireterek fagozom igine
ve bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki igin gerekli olan bu radikal yapimy,
daha reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir. Bu drnekte goriildiugii gibi radikal yapimi bazi
hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli de olabilir (65).

Hidrojen Peroksit (H20,): Okside edici bir ajan olup reaktif degildir. Asil nemi,
gecis metal iyonlarmin varhgmnda hidroksil radikallerini olusturmasidir. Metal
katalizorlerin yoklugunda siiperoksit ve hidrojen peroksit kolaylikla uzaklagtirilir ve
zararsiz hale getirilir.

027dan SOD enzimi vasitasiyla meydana gelen daha az toksik bir radikaldir. CAT
ve/veya glutaton peroksidaz enzimiyle H,O ve Oy’ye gevrilerek etkisiz hale getirilir (64).

Hidroksil radikali (OH’): Hemen hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona
girebilen yiiksek reaktivitesi olan bir ajandir. Reaksiyona girmeden Once hiicrede diflize
olmas giigtiir ¢linkii gok kisa 6miirlidiir. Fakat kiigiik miktarlart bile tiretildigi yerde asir1
hasar yapabilecek kapasitededir.

OH' birkag yolla olusur: Suyun hidroliziyle ya da pargalanmasiyla hidrojen
radikalleri ve hidroksil radikali olusabilir. Ayni zamanda H,O; lizerinden Fe ve Cu’nun rol
aldig1 fenton reaksiyonuyla da olusur Digeri de Haber-Weiss reaksiyonudur. Hidroksil
radikalleri en reaktif serbest radikallerdir ve viicuttaki serbest radikal hasarmm en Snemli
sorumlularidir (63).

Fe >+ H,0, —— Fe”+ OH + OH  (Fenton reaksiyonu)

0,” + Hy0, — 0O, + OH + H,O (Haber —Weiss reaksiyonu)

Singlet oksijen (‘O2): Bir radikal olmayip, siklikla serbest oksijen radikalleriyle
birlikte anilan reaktif oksijen tiiriidiir. Serbest radikal reaksiyonlarryla tretilebilir.

Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda spin kisitlamasinin kaldirilmig
olmasi nedeniyle reaktivitesi gok ytiksektir. Aldig1 enerjiyi gevreye dalga enerjisi seklinde
verip oksijene geri donebildiginden, olusumu kemiliiminesans 6Slglimil ile izlenebilir.
Baslica su mekanizmalarla viicutta olugabilir:

1- Pigmentlerin (6rnegin savin igeren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli
ortamda 15181 absorbe etmesiyle,

2- Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde,

3- Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,
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4-Prostoglandin endoperoksit sentaz, bazi sitokrom p450 tepkimelerinde,
miyelo/kloro/ laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasindadir.

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enejiyi transfer eder, ya
da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglari singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Bu molekiillerin basinda tokoferoller, fenoller, bilirubin,
DNA, karotenler, kolesterol, triptofan, methionin, sistein ve histidin gibi bilesikler gelir.
Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi radikalini (ROO.) olusturur
ve bu sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilir (65).

Karbon merkezli radikaller (R): Lipid, niikleik asit, karbonhidrat veya protein
gibi biyolojik bir molekiilii okside edici bir radikalin etkilemesiyle olusur (6rnegin OH)).
Bunlar oksijen molekiilii ile birlikte ¢ok hizl bir sekilde ilgili peroksil radiakllerini (ROO)
olusturmak iizere birlesirler. Diger taraftan bu peroksil radiaklleri, alkoksil radikalleri
(RO iireten reaksiyonlara karigabilir. Siilfiir atomlari, yeni bir serbest radikal iretimi

[thiyl (tiyo) radikaller, RS.] i¢in kaynak olabilir.

Nitrik oksit: Nitrik oksit, molekiiler oksijenin var oldugu sartlarda, L-arginin’in NOS
(nitrik oksit sentazlar) olarak bilinen enzimler tarafindan L-sitriilline doniistiiriilmesi esnasinda
meydana gelmektedir (66). Normal ve birgok patolojik stiregte NO dokuya kan akimi ve
doku hasarmnin modiile edilmesinde dnemli rol oynamaktadir. Iskemi, vaskiiler endotelde
ve ardindan dokuya infiltre olan notrofiller ve makrofajlarda NOS aktivitesinde artiga
sebep olur (67). Iskemi esnasinda doku NO diizeyi artarken reperfizyon ile degisik
mekanizmalarla siiperoksit radikali tretimi artar. Bu iki bilesigin reaksiyonu ile
peroksinitrit (ONOO") olusur. Nitrik oksidin O," ile ortamdan uzaklagtirilmasi reperflizyon
esnasinda olusan NO azalmasinin sebebi olabilir (68).

NO sentezlendigi yerde gok kisa bir siirede nitrite (NO27) ve daha sonra da nitrata (NO3’)
okside oldugu igin, NO son iiriinleri olan NO2z ve NO3 biyolojik sivilarda 6lgiilerek NO
iiretiminin invivo ve invitro belirleyicisi olarak kullanilabilir (69).

NO; diger pek gok radikale oranla daha dengeli olmasina ragmen, oksijen, siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek sonugta swrasiyla NO,, peroksinitrit
(ONOO") ve nitrat/nitrit (NO3/NO,) olugturma egilimine sahiptir. Oz ile eslesir ve zararl bir
bilesik olan ONOO- olusur (70). Peroksinitrit aromatik aminoasitleri, okside tiyolleri ve
lipidleri hidroksiller, proteine bagli ve serbest tirozin rezidiilerini nitratlar (103). Bu
reaksiyonlar NO‘in yiiksek oksidatif hasar olusturma kapasitesini gdsterir. Bunun tersine NO,
lipid peroksil ve alkoksil radikallerinin zincirini sonlandirarak ve antioksidan enzim

indiiksiyonu yapan hiicre sinyallerini diizenleyerek oksidasyon reaksiyonlarini dogrudan inhibe



24

de eder. Diisiik NO konsantrasyonlar1 diiz kas gevsemesi gibi birgok fizyolojik olayda rol
alirken, yiiksek NO konsantrasyonlars, 6zellikle oksidanlarin arttig1 durumlarda, NO,, ONOO-

ve diger nitrozan, oksidan aracilarin iiretimi ile doku hasar1 ve inflamasyona yol agar (72).

2.2.3. Serbest radikallerin etkileri

Hiicreler serbest oksijen radikallerinin hasarma bagigik degildir. Ancak genellikle
glutatyon ve katalaz ile oksijen hasarina karsi korunmuslardir. Iskemik dokularda, serbest
oksijen radikali tireten intraselliiler mekanizmalar tam aktive edilmis durumdadir. Ancak
oksijen saglanmasindaki eksiklikten dolayr fonksiyon gérmezler. Kan akimi ve oksijen
saglanmasmim restorasyonu ile biiyilk miktarlardaki serbest oksijen radikali uretilerek
reperfiizyon hasar indiiklenir (73)

Organizmada serbest oksijen radikalleri ortaya ¢iktiktan sonra radikal reaksiyon
dizileri baslar. Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse,
binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baslatir. Serbest oksijen radikalleri
paylasilmamis elektronlarindan dolay: lipid, protein, karbonhidrat, niikleik asit gibi ¢esitli
makromolekiillerin oksidatif hasarina neden olabilirler (74). Bu hasarlanma ozetle su
mekanizmalarla olur.
a-)Membran lipidlerine etkileri (Lipid peroksidasyonu): Biyomolekiillerin tiim biiyiik
siniflart serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipidler en hassas olanidir.
Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire (¢oklu doymamus) yag
asidlerinin (PUFA) oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a
zararhdir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri donistimstizdir
(60).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik
olarak aktif olan aldehidler olusurlar. Metal iyonlarinin katkisi ile bazi enzimatik
tepkimelere katilan bu peroksit iriinlerinden etan, pentan, MDA gibi yikim Uriinleri
olusmaktadir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baglangigtaki
etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bolimlerine hasart yayarlar. Ug veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbitiirik asitle dlgiilebilen
malondialdehit (MDA) meydana gelir. Bu metod lipid peroksit seviyelerinin dlgiilmesinde
siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii
degildir fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir (60). Lipit

peroksidasyonu ve kiikiirt igeren proteinlerin oksidasyonu sonucu membran gegirgenligi ve
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kirilganligmnin artmasi ile membran enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve hiicreye Ca"™
girisi artmaktadir (75).

b-)Protein oksidasyonu: Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri
amino asid kompozisyonlarina baghdir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin
serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin, sistein gibi amino asidlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Hem proteinleri de serbest radikallerden oénemli oranda zarar goriirler.
Ozellikle oksihemoglobinin oksijen(O;) veya hidrojen peroksit (H,O2) ile reaksiyonu
methemoglobin olusumuna sebep olur. (58,76)

Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonunun kimyasal sonucu olarak
metionin siilfokside, histidin oksihistidine veya aspargine, tirozin ditirozine ve sistein
distilfitlere doniisii. Bu degisiklikler proteinlerin baglanma 6zelliklerinde ve enzim
aktivitelerinde farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilir
(74,77).

Protein Karbonil: Protein karbonillerinin (PCO) olusumu, oksidatif protein
hasarinin erken bir belirteci oldugu bilinmektedir (78). PCO tiirevlerinin olusumuna yol
acan primer modifikasyon reaksiyonlari; amino asitlerin alfa-karbon atomlarinin veya R
yan zincirlenin oksidatif modifikasyonlart ve bunun sonucu meydana gelen reaktif oksijen
aracill peptit ayrilmasi reaksiyonlarmdan olusur (Sekil 7) (79,80,81). Reaktif oksijen
tiirevlerinin proteinlerfe etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arginin ve lizin gibi gok
sayida amino asit bakiyesinde ve/veya proteinlerin peptid omurgasinda olusan oksidatif
hasar sonucunda protein karbonil iiriinleri meydana gelir (79,81).

PCO olusumuna yol agan sekonder modifikasyon reaksiyonlari, proteinlerin
karbonhidrat ve lipit oksidasyon {irlinleri ile reaksiyonlarmi igermektedir (79,80). Lipit
peroksidasyonu sirasinda olusan aldehitler (malondialdehit, 4-hidroksi-2- nonemal),
indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon iirlinlerinin proteinlerdeki lizin bakiyeleri
ile reaksiyonu sonucu olusan reaktif karbonil tiirevleri protein yapisina karbonil gruplarinin
katilmasina yol agar (82).

Okside olmus proteinlerin birikimi sadece protein oksidasyonunun degil, ayni
zamanda proteinlerin yikim hiziminda bir sonucudur (80). Giiniimiizde PCO diizeyinin
saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede duyarli ve genel olarak kabul g&rmiis bir

yontemdir (79,80).
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Sekil 7. PCO olusumuna yol agan radikal aracili (primer) modifikasyon
reaksiyonlar (82).

c-)Niikleik asitler ve DNA: [yonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'y1
etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. Sitotoksisite, biiylik oranda, niikleik
asid baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger
bozukluklara baghdir. (58,76)

Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin  niikleotid ~durumlarinin
siirdiiriilebilmesi igin gerekli yollara engel olabilitler. Serbest oksijen radikalleri DNA ile
tepkimeye girerek mutajenik olan 8-hidroksiguanin’in ortaya ¢ikmasina neden olurlar
(83,84).
d-)Karbonhidratlar: Serbest radikallerin karbonhidratlar tizerine de &nemli etkileri vardir.
Monosakkaridlerin  otooksidasyonu sonucu  hidrojen  peroksid, peroksidler ve
okzoaldehidler meydana gelirler. Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilirler. Aralarinda gapraz baglar olusturma ozelliklerinden dolay: antimitotik etki
gosterirler. Boylece, kanser ve yaslanma olaylarinda da rol oynarlar (58,76)
e-)Kovalen Baglanma: Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler ve
nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin gesitli biyomolekiillere kovalen baglanmasina neden

olabilirler. Bu da dogrudan hiicre hasarma yol agabilir (84).
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f-)Kalsiyum: Hiicre yaralanmasi ile ilgili oldugu distiniilen bir elementtir. Kalsiyumun
transportunu engelleyen herhangi bir durum hiicre fonksiyonlarmni olumsuz etkiler.
Kalsiyum ATPaz enzimleri onemli siilfidril gruplarina sahiptir ve serbest oksijen

radikalleri (SOR) tarafindan inaktive edilebilir. (85).

2.3.Iskemi: Hipoksi aerobik oksidatif solunumu etkileyen, son derece dnemli ve genel
bir hiicre zedelenme ve 6liim nedenidir. Hipoksinin en 6nemli nedeni, arteriyel ya da vendz kan
akimi bozukluguna bagli organ ve dokunun yetersiz perflizyonuna yol agan iskemidir (86).

Oksijen homeostazi insan fizyolojisinde hayati ¢nem tasir. Oksidatif fosforilasyon
sirasinda ATP sentezi igin kullamlan oksijen ayni zamanda hiicresel lipid, niikleik asit ve
proteinlerdeki oksidatif hasar mekanizmalarinda da rol oynar. Dolayistyla, protein sentezi ve
aktivitesini kontrol eden kisa ve uzun donem mekanizmalarla hiicresel ve sistemik oksijen
konsantrasyonlarinin dengelenmesi oksijen biyoyararlanimi agisindan Snemlidir (87). Iskemide
hiicre zedelenmesinin patogenezinde oksijen yetersizliginin 6nemi belirtilmekle birlikte kismen
azalmis reaktif oksijen tiirevleri de hiicre limiiniin 6nemli aracilarindandir.

Sonug olarak, uzun siireli iskemilerde; hiicresel sisme, asidoz, hiicre i¢i kalsiyum
/sodyum oraninda artis, ATP/fosfokreatin seviyesi azalmasi, hipoksantin seviye artmasi,
membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigti kaybs, niikleotid hidrolizi gibi hiicre
metabolizmasi ve iskelet yapisini ilgilendiren birgok degisim meydana gelir (88).

fskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda dokuya saglanan oksijen ve metabolitler,
hasar1 geriletebilecegi gibi hasarin ilerlemesine de neden olabilir. Bu ince gizgi, iskemik hasarin
geri doniisiimlii olup olmadigma baghdir.

Iskeminin siiresine ve siddetine bagli olarak iki tiirlii hiicresel hasar ortaya ¢ikar:

o Reversibl (Geri Doniistimlii) iskemik Hasar

e Irreversibl (Geri Doniisiimsiiz) Iskemik Hasar

2.3.1. Reversibl (Geri Doniisiimlii) Iskemik Hasar: Normal kosullarda 3-4
dakikalik iskemi, yiiksek enerjili fosfat olan fosfokreatinin ile adenozin trifostat (ATP)
depolarinin  bosalmasma ve enerji bagimli membran iyon pompalarinin normal iyon
gradiyentini gergeklestirememelerine yol agar. Ozellikle potasyumun diflizyonla digar1 atilimi
ve sodyumun hiicre i¢i birikimine yol agan sodyum pompasi yetersizligine sebep olacak sekilde
oubain duyarli ATPaz aktivitesinin azalmasina neden olur (88).
normalde var olan aerobik metabolizma derhal anaerobik forma doniiserek doku

biyoenerjisi ve iyon homeostasisi, molekiiler regiilasyon ve organ performansinda
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bozulmaya yol agmaktadw. Iskemi ve hipokside aerobik metabolizma devam
edemediginden dokuda var olan adenozin trifosfatlar (ATP) tiiketilir. Yeni ATP dretimi
yetersiz kaldigindan enerji ihtiyaci i¢in gerekli olan olaylarin siirekliligi saglanamaz. ATP
diizeyinin azalmasi ile birlikte iyon gradientinin siirdiiriilmesi igin hiicrelerdeki Na-K
ATPaz enzimi fonksiyon géremez. Bunun sonucu hiicre iginde Na' konsantrasyonu artar.
Hiicre igindeki artmis Na"’u disartya ¢ikarmak igin Na-Ca antiport sistemini devreye sokar.
Bu sistem hiicre igindeki artmis olan Na"dan bir adet disariya ¢ikarirken bunun yerine bir
adet Ca iceriye tasir. Bunun sonucu olarak hiicre i¢i Ca™ miktar1 artar. Artmis olan Ca®
ortamda ATP olmadigindan hiicrenin kasilabilirligini artrmaz. Buna kargilik mitokondrilerde
sisme ve matrikste hidroksiapatit kristallerinin birikmesine yol agmaktadir (89,90).

Serbest radikallerin  olusumundan sonra ribozomlarm graniilli endoplazmik
retikulumdan (GER) ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarm olusumu ile protein sentezinde
azalma bunu takip eder. Hipoksinin devam etmesi ile mitokondrial fonksiyonun daha da
kotiilesmesi ve membran gegirgenliginin artist sonucunda morfolojik hasar artar. Hiicrenin ana
hatlar;, mikrovillus gibi ultrastriiktiirel 6zelliklerin kaybi ve hiicre yiizeyinde kabarciklarin
olusumu ile bozulur. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve tim hiicreler ozmotik
regiilasyonun bozulmasindan dolay1 sismiglerdir. Iskemi diizeltilir ve O, diizeyleri normale
dénerse tiim bu bozulmalar geri dénebilir, ancak iskemi ve hipoksi devam ederse ATP’deki

azalma siddetlenir geri doniigiimsiiz hasar meydana gelir (91).

2.3.2. lrreversibl (Geri Doniisiimsiiz) Iskemik Hasar: Morfolojik olarak
mitokondrilerin ileri derecede vakuolizasyonu, plazma zarlarinin asir1 yikimi, lizozomlarin
sismesi goriiliir. Mitokondri matriksinde sekilsiz yogunlasmalar gelisir. Mitokondride
iskemiden sonra bu erken geri doniigsiiz zedelenme bulgulari1 30-40 dakikada gozlenebilir (6).

Kritik iskemi zamani, doku canhliginin siirdiirtilebildigi maksimum iskemi siiresi olarak
tarif edilir. Ortalama kritik iskemi siiresi ise %50 doku kaybina neden olan iskemik zaman
donemidir. Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon mekanizmalarma gore kritik iskemi
siiresi farklilik gostermekle birlikte uzun siireli iskemide geri doniisiimsiiz hasar ve nekroz
kaginilmazdir (88).

Siirekli olarak asir1 gegirgen membranlardan protein, temel koenzimler ve riboniikleik
asitler kaybolur. Hiicre aym1 zamanda yasamun siirdiirmek igin gerekli olan ATP’nin yeniden
olusumunda kullanacag hiicre igi yiiksek enerjili fosfatlarint yitirir (94).

pH diismesi lizozom membranlarinda zedelenmeye yol agar. Enzimler sitoplazmaya
gegerek asit hidrolazlarin aktivasyonu ile hiicre bilesenlerinin enzimatik sindirimine bu da
riboniileoprotein, deoksiriboniikleoprotein ve glikojen yitimine sebep olur. Tim bu olaylar

sonucunda 6lii hiicre myelin sekiller bigiminde biiyiik fosfolipid kitlelerine doniigebilir. Bu ya
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diger hiicrelerce fagosite edilir ya da yag asitlerine pargalanir. Yag asitlerinin artiklarinin
kalsifikasyonu kalsiyum sabunlarmin olusmasina neden olur. Hiicrede meydana gelen iki olay
geri doniigsiizligii karakterize eder. Once mitokondriyum islev bozuklugunun yeniden
kanlanma ve oksijenlenmeye karsin diizelmeyisi (oksidatif fosforilasyon ve ATP rejenerasyon
yoklugu) ve daha sonra membran islevlerinde belirgin bozukluklarin gelisimi(6).

Geri doniigsiiz hiicre zedelenmesinde mekanizmalar ne olursa olsun sonug asir1 miktarda
Ca+2 un hiicre igine girmesidir. Membran zedelenmesi sonucunda kalsiyum yiiksek yogunlukta
bulundugu hiicre disindan hiicre igine geger. Reperfiizyon saglansa dahi kalsiyum
akiimiilasyonu devam eder. Kalsiyum mitokoridriler tarafindan alinir; hiicresel enzimleri inhibe
eder, proteinleri denatiire eder ve koagiilasyon nekrozu igin karakteristik degisikliklere neden
olur. Kalsiyum iyonlar1 hiicreyi olime gotiiren biyokimyasal degisikliklerde Onemli bir
mediatordiir. Memran bitiinliigiinin  bozulmas1 ayrica hiicre iginde bulunan stiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin kaybmni da
hizlandirmaktadir. Bu durumdaki hiicre reperflizyon swrasinda olusumu artan oksijen
radikallerinin etkisine daha duyarli hale gelecektir. Bu nedenle iskemi ne kadar uzarsa meydana
gelen reperflizyon hasari da o derece ciddi olmaktadir (6).

Hiicresel fonksiyonlar hiicre 8liimiinden dnce kaybolur. Hasarin morfolojik goriintimi,
kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisimsiiz hasar oturduktan cok
sonra belirgin hale gelir. Hiicre sismesi dakikalar i¢inde goriilebilen geri donisiimli bir
hasardir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika iginde 151k mikroskobunda goriilebilirken, hiicre
oliimii ancak 10-12 saatte belirgin hale gelir (6).

Geri doniisiimsiiz hasarin temelinde iki olay vardir; birincisi belirgin enerji azalmasinmn
neden oldugu olaylar geri dondiirmede yetersizlik, ikincisi membran fonksiyonlarin ileri

diizeyde kaybidir (6).

2.4. Reperfiizyon: Reperfiizyon, iskemide kalan dokuya kan akimmnin ve bununla
birlikte O2 nin tekrar gelmesidir, yani dolagimin diizeltilmesidir. Reperflizyon, iskemiye maruz
kalan doku ya da organlarin yeniden kanlanmasi ve oksijenlenmesi olayidir. Reperfiizyon hasart
ise, iskemi periyodunu izleyen yeniden kanlanma déneminde doku ya da organlarda meydana
gelen hasar olarak tanimlanir (86)

iskemiye maruz kalmis bir dokunun reperfiize edilmesiyle iskemik hasarin azalacags
beklenir; ancak belli durumlarda bu miimkiin olmaz ve aksine hasarin arttig: tespit edilir. Bu
fenomeni agiklamaya yonelik bir takim hipotezler gelistirilmistir. Iskemi swasinda bazi
hiicrelerin hasara karsi duyarli hale gelebilecegi ve reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan bazi
zararlt etkenler kargisinda bitiinliiklerini kaybedebilecekleri ileri stirilmiistiir. Duyarli hale

gelmis bu hiicreleri 6ldiirebilen en olas1 zararli etkenin serbest oksijen radikalleri oldugu ileri
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stiriilmiistiir. Bunlar endotel ve parankimal hiicrelerden ve inflamasyon nedeniyle dokuya niifuz
etmis notrofillerden kaynaklanabilir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonuyla
membranlara zarar verebildikleri gibi, protein, DNA ve mitokondrilere de zarar verebilirler.
Bunun disinda reperfiizyon esnasinda hiicre igine kalsiyum akiimiilasyonunun masif bir hal
aldig1 ve ardindan kalsiyumun &zellikle mitokondrilere almmasinm reperfiizyon hasarmin
belkemigini olusturdugu yéniinde kanitlar mevcuttur. Iskemi sirasinda dokuda olusan
metabolitler sirkiilasyon olmadigindan dokuda birikir (93).

Iskemik dokuya kan akiminin yeniden saglanmast ile enerji temin edilir, hasarli hiicre
onarilir ve toksik metabolitler ortamdan temizlenir. Reperfiizyon, iskemik hasarin geri
donebilmesi icin gerekli olmakla birlikte, tehlikeli metabolik sonuglara yol agabilir. Daha
siddetli bolgesel doku hasarini baglatabilir ve toksik metabolitler sistemik dolagima gegerek
sistemik hasara yol agabilir. I/R’un neden oldugu doku hasarmin biyiik dlgiide reperfiizyon
asamasinda gergeklestigi bircok galigma ile kanitlanmistir (96,97). Hasarlanmaya neden olan
doku perfiizyonundaki bozulma, damar permeabilitesinin artis1 ve buna sekonder gelisen doku
ddemiyle iliskilidir. Damar endotelini koruyan ve endotel fonksiyonlarini bozacak patolojik
siiregleri hafifleten ajanlar ve yaklagimlar hasarlanmaya karsi profilaktik etkinlik
gostermiglerdir (93,95).

Reperfiizyon, iskemi sonrasi iskeminin biraktig1 hasar artiran bir potansiyele sahiptir.
Reperfiizyon hasari endoltelial ve mikrovaskiiler disfonksiyon, selliiler nekroz ve apopitozisle

karakterizedir. Reperfiizyon hasarma yol agan mekanizmalar, etkileyici bir diizen i¢indedir (98).

2.5. Iskemi-Reperfiizyon Hasarin1 Olusturan Mekanizmalar

Iskemi reperfiizyon hasarinin patofizyolojik siiregleri olduke¢a karmagiktir. Yapilan
calismalarda birgok molekiil ve savunma sisteminin hasar tizerinde etkileri gdsterilmistir
(99).

Hiicre icine molekiiler oksijenin sunumuyla hizla olusan serbest oksijen radikal
(SOR) tiirevleri en gok suglanan faktdr olmakla birlikte, reperflizyon hasarindan birgok

mekanizma sorumlu tutulmustur (86).
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Sekil 8. I/R hasarinda yer alan olaylar dizisi (100)

iskemi reperfiizyon hasarinda fizyopatolojik degisikliklere sebep olan faktdrler:
a) Serbest radikaller,

b) Komplemanlar,

¢) Sitokinler,

d) Endotel hiicresinin rolii (101).

2.5.1. Iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest radikaller

Postiskemik dokuda serbest oksijen radikallerinin olusumuna yol agan iki kaynak
vardir. Birincisi, hipoksantin ve molekiiler oksijen ile ksantin oksidaz enziminin reaksiyon
zinciridir. Tkincisi ise iskemik doku i¢ine notrofillerin infiltrasyonudur 105-107). Serbest
radikaller hiicrelerin protein, DNA, karbonhidrat, lipidler, enzimler ve diger molekiil
gruplari ile reaksiyona girerek onlarin metabolizmalarini etkilerler (102-104) Ekstraselliiler
matrikste hyaluronik asit ve kollajen yapisinda degisiklik meydana getirerek dokularda
hasara neden olurlar. Membran yapisinda yer alan fosfolipidlerdeki poliansature yag
asitlerinin peroksidasyonu ile dogrudan hiicrelere zarar vermektedirler. Ayrica lizozom ve
mitokondrileri ¢evreleyen zarlarin permeabilitesini artirarak pargalamaktadirlar (60,108,
109). Viicutta her sey diizenli ¢alsirsa diigiik diizeyde ortaya ¢ikan bu etkiler temizleyici
enzimler ve antioksidan maddelerle etkisiz kilinirlar. Bunlarin tiretimleri organizmanin

temizleme olanaklarini astiginda dokuda yikim baglar (102, 104,110).
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Anaerobik glikoliz ile aerobik glikolizle olusan ATP nin ancak % 7 si elde
edilebilmektedir. Hiicresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfat (AMP) artisi
fosfofiuktokinazi uyarir, bu da anaerobik glikoliz ile glikojenden ATP sentezini arttirarak
hiicreye enerji saglar. Glikolizis laktik asit ve fosfat tirevlerinin hidrolizi ile inorganik
fosfatlarin birikimine yol agar, bu da hiicre i¢i pH’1 diisiiriir (24). Yine iskemi sirasinda devam
eden baska bir olay ATP seviyesinin azalmasma karsm ADP diizeyinin artmasidir. Artan
ADP’ler nce AMP’ye daha sonra adenozine doniigiir. (111). Adenozin hizla hiicre digina
difiize olur ve inozin ve hipoksantine pargalanir. Normal sartlarda hipoksantin ksantin
dehidrogenaz araciliiyla ksantine pargalanir. Iskemik durumda kalsiyum ile aktive edilen ve
“kalpein” olarak tanimlanan sitozolik proteaz enzimi ile ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza
doniigtir (95, 111, 112). Substrat olarak nikotinamid adenin diniikleotid kullanan ksantin
dehidrogenazin aksine ksantin oksidaz oksijeni kullanir. Bundan dolay: hipoksantinin ksantine
déniigimiinii katalize edemez, sonugta dokuda hipoksantin diizeyi asi1 seviyelere gikar.
Hipoksantin reaktif oksijen radikallerinin prekiirsorii olarak hiicre ig¢inde miktar1 artar.
Reperfiizyonla oksijen tekrar dokuya sunuldugunda fazla miktardaki hipoksantinin ksantin
oksidaz ile reaksiyona girmesi sonucunda toksik serbest oksijen radikalleri olugur (6)

Patolojik stireglerde ise serbest radikaller XO metabolizmasindan, aktive olmus
nétrofillerden, katekolamin oksidasyonundan endotel hiicrelerinden ve prostaglandinlerden
iiretilmektedir(113). Postiskemik dokudaki serbest radikallerin esas kaynagi XO enzimidir.
Iskemi esnasinda ilgili dokuya demir iyonu girigi olur. Reperfiizyon gergeklestigi takdirde
stiperoksit ve hidrojen peroksit iretilir. Stiperoksit serbest ferrdz demirin (Fe'?) ferritinden
salintmini arttirir (114). Boylece fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitten bol miktarda

hidroksil radikali olusur.
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Sekil 9. Ksantin-hipoksantin metabolizmasi ve serbest oksijen radikal

olusum semasi1 (115)

Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla karsi karsiyadir. Atmosferin
%21°ini teskil eden oksijenin aerobik organizmanmn yasam: igin gerekliligi kag¢inimazdir.
Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi organizmanm savunmasinda da
belirli oranda olusur ve igsel mekanizmalarla organizmaya olabilecek zararli etkileri dnlenir.
Biyolojik sistemlerde olugan serbest radikallerin endojen kaynaklari oksijen, nitrik oksit (NO),
uyarlmis nétrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin %95’inden fazlasi
mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklagik %5’i de son
yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve bu ozellikleri nedeniyle de toksik serbest
radikallere dontismektedir (112).

Molekiiler oksijenin elektron transport zincirinde indirgenmesi biyolojik sistemlerde
enetji tiretimi icin gereklidir. Indirgenme mitokondride bulunan dort adet kompleks tarafindan
saglamr. Bu indirgenme %100 basarili degildir, oksijenin yaklagik %1-47i indirgenmeyi
tamamlayamaz ve O, olarak elektron transport zincirinden sizar. O,, kompleks I (Nikotinamid
adenin diniileotid koenzim Q rediiktaz) ve kompleks ITI (ubiquinol sitokrom rediiktaz)

tarafindan uretilir. Yiiksek miktarda oksijen varhiginda ve mitokondrial hasar sonucu kompleks
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I ve kompleks III’te oksijenden O, olusumu hizlanir ve IR sirasinda olusan SOR’un kaynagmnm
bu oldugu belirtilmistir. Hiicresel hipoksi swasinda kompleks IV (sitokrom oksidaz)’iin
aktivitesi azalir ve hiicrenin tekrar oksijenlenmesi ile proksimal komplekslerden SOR kagagi
artar. Olusan O, c¢ogu mitokondriyal matrikste manganez siiperoksit dismutaz enzimi ile
H,0,’ye déniisiir ve mitokondrial membranlart kolayca gegerek sitoplazmaya ulagir. Az bir
miktar O, ise anyon kanallarindan sitoplazmaya gegerek sitoplazmada ya spontan olarak ya da
bakir siiperoksit dismutaz enzimiyle H,O,’ye doniisiir. H,O, sitoplazmada katalaz ve glutatyon
peroksidaz ile su ve oksijene doniigiir. Alternatif olarak H,O, gegis metalleri 6zellikle de ferril
demir ile reaksiyona (Fenton reaksiyonu) girerek hidroksil radikali olusturur (116).

Karaciger iskemisini takip eden hem akut hem de subakut reperfiizyon fazinda ROS
iiretilebilir. Reperflizyonun akut fazinda ROS; protein oksidasyonu ve yikilimi, lipid
peroksidasyonu ve DNA hasari iizerinden direkt hiicresel hasar olusturur (117). Biitiin bu
akut redoks hasar cesitleri daha sonra sinyal iletim yollarmi aktive ederck subakut hasarin
baslamasina yol agabilir (118). Hasarin subakut fazi esnasinda proenflamatuar sinyal iletim
kaskadinin akut-faz aktivasyonuyla firetilen sitokinler nétrofillerin alikonmasina ve hasarl
dokunun hasarinin daha da artmasina sebep olur. Ayrica subakut faz esnasinda
notrofillerden sekrete edilen proenflamatuar sitokinler reseptdr aracili yollar ile hasarli
dokuda hiicre i¢i ROS iiretimini arttirarak organ hasarini derinlestirirler (119).

SOR’un nasil etki ettigi ile ilgili iki temel goriig vardir. Bunlardan birine gére SOR
hiicrelerdeki yapisal ve fonksiyonel rolleri olan kontraktil ve transport proteinlere, enzimlere,
reseptorlere, niikleik asit ve membran lipidleri gibi bir¢ok farkli molekiile etki ederek bunlarmn
islevlerini bozar. Ozellikle membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu olusan membran hasari
neticesinde hiicre i¢ine kalsiyum girigi artabilir ve sonugta hiicre hasar1 meydana gelebilir
Ayrica SOR proteolitik reaksiyonlar1 hizlandirarak da doku yikimma yol agabilirler (120).
kinci durumda ise SOR’un 15kosit migrasyonuna yol agarak doku hasarma sebep oldugu
diisiiniilmektedir. SOR’un bu etkisini nasil yaptig1 ile ilgili bir dizi hipotez vardir.

Reperflizyon sirasinda, hiicre igine Ca'" akisinin artmasi ya da endojen fozfolipaz
A2 inhibitsrlerinin inaktivasyonu, fosfolipaz A2 aktivasyonuna neden olur. Fosfolipaz A2,
membrandaki fosfolipitlerden yag asitlerini ayirarak, lesitinden lisolesitin, sefalinden
lizosefalin ve fosfatidilkolinden lizofosfatidilkolin olusturan hidrolitik bir enzimdir. Bu
iirtinlerin ¢ogu iskemi ile hasarlanmig doku igin toksiktir, &zellikle lizofosfatidilkolin
konsantrasyonu reperfiizyon sonrasi fosfolipaz aktivasyonundaki artisla paralellik gdsterir,
yiiksek konsantrasyonlarda oldukga sitotoksiktir ve iskemi sonrasi olusan agiri gegirgenligi

artierr (121).
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Ca* iyonlart XD'in XO'a déniisiimiinde gereklidir ve reperflizyon sirasinda serbest
Ca' belirgin bir sekilde yiikselmektedir, bu da fosfolipaz A2'nin aktivasyonunda 6nemli bir
basamaktir. Fosfolipaz A2 aktivasyonu ile siklooksijenaz yolu prostoglandinler,
lipooksijenaz yolu ile lkotrien B4 ve diger arasidonik asit metaboliti olan tromboksan A2
olusur. Tromboksan A2, lokotrien B4 gibi gii¢li bir kemotaktik ajanlardir ve elastaz gibi
proteolitik enzimleri artirarak, O, radikallerinin artigma neden olurlar. Membran
fosfolipitlerinin, aktive olan fosfolipaz tarafindan pargalanmasi sonucu ise hiicre biitinlig
bozulur. Ayrica reperfiize olan dokuda ndtréfil aktivasyonu ve birikimine neden olur (122).

fskemi sonrasinda damar endotelinin hasar gormesi ile notrofil ve trombosit
aktivasyonu meydana gelmektedir. Bunun yamsira iskemik alanda ortaya gikan kemotaktik
faktorlerden kompleman 3a ve kompleman 5a nétrofillerin bdlgeye go¢ etmesine neden
olur. I/R alanina gelen nétrofiller, bu bdlgede SOR iiretirler. Ortaya ¢ikan SOR
antiproteazlar1 inaktive eder. Sonugta, lizozomlardan proteolitik enzimler salinarak
membran hasart olusur. Ayrica notrofiller de uyarilmalari sonucunda esnek yapilarini

kaybederek mikrosirkiilasyonda kalir ve embolizasyona neden olurlar (123).

2.5.2. Iskemi-reperfiizyon hasarinda komplemanlar

[R’a bagli kompleman aktivasyonu, damarsal hemostazi etkileyen inflamatuar araci
maddelerin olusumuyla sonuglanir. Bu aract maddelerden en &nemlileri; Kompleman 3a ve
Kompleman 5a gibi anafilotoksinler ile inaktif kompleman3b ve kompleman 5b-9 gibi
kompleman sistem unsurlaridir (88). Kompleman 5a; kompleman 3a’ya oranla 20 kat daha
giigli olup, hem Iokosit aktivasyon ve kemotaksisini hem de IL-1, IL-6 ve TNFa gibi
inflamatuar aracilarm sentezini arttirir. Kompleman 5b-9 ve inaktif Kompleman 3b, endotel
fonksiyon degisikliklerine neden olurlar. [R’a bagh kompleman sistem aktivasyonu,
vaskiiler hemostaz degisiklikleri ve lokosit-endotel adhezyon egilimi olusturarak, doku
iskemisini derinlestirir (124).

IR, kompleman sistemini aktive eder. Kompleman sisteminin aktivasyonuyla da
sitokin salmimmin diizenlendigi diisiiniilmekle birlikte bu konu halen tam olarak agikliga
kavusmamistir. Kompleman aktivasyonu sonucu olusan proinflamatuar komponentler bir
yandan lokositleri aktive ederken, diger yandan TNF-o, IL-1 ve IL-6 olusumunu uyararak
inflamatuar cevabi giiglendirir (125).

Notrofillerin dokuya gelebilmeleri igin gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve
interlokin-1 (IL-1), lokotrien-B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktor ve prostaglandin tiirleri
vardir. Aktif 16kositler niikleer transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonuna ve timér nekrozis

faktsr (TNF) sentezine yol agar. Lokositlerin iirettigi serbest radikallerle etkilesen bu
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maddeler, mast hiicrelerinden selektin ve ICAM gibi adezyon molekiillerini mobilize eden

inflamatuar mediattrlerin salinimini uyarlar. (112).

2.5.3. Iskemi-reperfiizyon hasarinda sitokinler

Sitokinler, dogal ve spesifik immuniitenin bir protein mediyatér grubudur. Genelde
sitokinler bir inflamatuvar veya antijenik etkilesime yanit olarak sentezlenir. Dokuya zarar

verebilirler, hatta dokuyu dliime kadar gotiirebilirler.

Sitokinler, inflamatuvar cevabi indiikleyerek ve IR hasari ciddiyetini modiile ederek, IR
hasarinda hayati bir rol oynamaktadw. Tiimor nekroz faktor-a ve interlokin-1 (IL-6) IR
hasarinda yaygin olarak bulunan iki sitokindir.

Deneysel veriler ROS’un, endotel hiicrelerinden ve monositlerden platelet aktivasyon
faktor (PAF) (131), interlokinler ve TNF-o (132) salimmini uyardigini gdstermistir. ROS,
endotel hiicre ve hepatositlerde yiikseltgenme ve indirgenmeye duyarlt transkripsiyon
faktorleri NF-xp’yi aktive etmektedir(133,134). Ayrica ROS, sogukta saklanmis fare
karacigerlerinde reperfiizyondan sonra NF-xf iizerinden TNF-o’nin ve IL-10’un salmmini
uyarmaktadir (132).

TNF-a (Tiimér nekroz faktér-o): Insan TNF 1985°de klonlanmistir (127). Tumdr
nekroz faktdr-o, notrofiller, makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan tretilirler (127;). Aktive
makrofajlardan ve T hiicrelerinden transmembran prekiirsoér proteini olarak sentezlenir. Timor
nekroz faktdr-a, akut faz reaksiyonunu uyaran proinflamatuvar bir sitokindir (128). Akut
travmaya cevap olarak TNF-o salimimi hizli ve kisa siirelidir. Yari omrii 15-18 dakika olmasima
ragmen, TNF-o’nin kisa siireli ortamda bulunmasi bile énemli metabolik ve hemodinamik
degisikliklerin gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin aktive olmasina neden
olur (126).

Timoér nekroz faktér-a, inflamatuvar sitokinlerin (IL-1p, IL-6, IL-8) salimimini uyarir,
bir seri kritik kemokinin artisina yol agar (MCP-1, MIP-2, RANTES, MIP-la) ve ayrica
endotel adezyon molekiillerinin (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin) gii¢lii bir aktivatoridiir.
Tiimér nekroz faktor-a, 16kosit kemotaksisini ve aktivasyonunu modiile eder ve Kupffer
hiicrelerinde ROT iiretimini indiikler. Timér nekroz faktér-a’nmn bu fonksiyonlari,
inflamatuvar reaksiyonlarla ilgili olaylarin baglamasimi ve siirdiiriilmesini diizenler (128).

IL-6: Interlokin-6, Kupffer hiicreleri, monosit, lenfosit, fibroblastlar ve siniizoidal
endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir (129;130). Interlokin-6, T-hiicre aktivasyonu,
biiyiimesi ve farklilagmasini diizenler. Lenfosit aktivasyonuna ek olarak, IL-6 akut faz
proteinlerinin {iretiminin hepatosit sentezinin en ¢nemli indiikleyicisi olarak bilinir. Bu

proinflamatuvar etkilerin aksine, IL-6 ¢esitli antiinflamatuvar etkileri ydnetir. Interlkin-1 ve
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TNF-a birbirlerinin ve IL-6’min sentezini indiiklerken, IL-6 IL-1 ve TNF-a sentezini inhibe
eder (130).

Sitokinlerin lokosit aracili zarar1: Cizgili kasta, interlokin-1 ve tlimér nekroz faktor-
alfa (TNF-a) iskemi reperfiizyonundan sonra saliverilirler ve Iokosit aracili zarari su
mekanizmalarla arttirirlar: 1) Lizozom saliverilmesinin fazlalasmasi, 2) O~ tiretiminin artmast,
3) Nétrofil kemotaksisinin belirginlesmesi ve 4) Endotele adhezyonunu kolaylagtirilmas)
(135,136).

Reperfiizyonla birlikte ortam oksijenlenirken hizla artan reaktif oksijen radikalleri
hiicredeki oksidatif stresi artirir. Basta makrofajlar olmak tizere dolasim ve parankimdeki
diger inflamatuvar hiicrelerden reaktif oksijen radikallerinin yaninda TNF-o. , IL-6, IL—-
1Bve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinler ortama salinir. Sitokinlerin de etkisi ile
vaskiiler yatagi doseyen endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin (ICAM-1 ve
VCAM-I1 ve E—selektin) ekspresyonu ve buna bagl olarak nétrofillerin endotel ylizeyine
kars ilgisi artar. Endotele yapisan notrofiller daha sonra hiicre araliklarindan parankime
dogru ilerleyerek fagositoz ve lizozomal enzimlerin de yardimi ile hasarin ilerlemesine

neden olurlar (137).

2.5.4. Iskemi-reperfiizyon hasarinda endotel hiicresinin rolii

Endotel tiim viicut dokulari ile kan bilesenleri ve kan hiicreleri arasinda
antiinflamatuvar, anti-trombotik ve anti-adeziv bariyerdir. Endotel su, besinler ve plazma
proteinlerinin segici olarak degigimine izin veren diizenli bir yapidir. Endotel ve endotel ile
baglantili yapilar (bazal membran, glikokaliks ve perisitler) plazma proteinleri ve su
degisiminde onemli ro! alirlar. Vendz dénils ve plazma hacminin sitirdiiriilmesinde bu
bariyer yeterlidir. Dokularin ihtiyaci olan metabolik ve hemostatik ihtiyaglarin damar digina
gegisi sirasinda dokuyu &deme karst korur. Fizyolojik sartlar altinda dokularin besin
intiyacinin alanimi, mikrovaskiiler basmct ve konsantrasyon farkini arttirrr. Buna ragmen
mikrovaskiiler degisimde sadece endotel bariyeri rol almaz, lokal kan akimi da
mikrovaskiiler degisimde etkilidir (138).

Lokositlerin adezyon ve migrasyonu sirasinda ortaya ¢ikan serbest radikaller de
endotel hiicre zedelenmesine neden olup gegirgenligi arttirir (138).

Endotel hiicre membrani kapiller limene dogru parmaksi gikintilar ve sitoplazmaya
dogru bosluklar olusturur. Iskeminin uzamasi ile birlikte endotelyal vezikilllerde artis
meydana gelir. Bitisik endotel hiicrelerindeki ayrilma ile birlikte kapiller endotel yiizeyinde

genis bosluklar meydana gelir. Bu noktadan sonra ilerleyici endotelyal 5dem gelisir, Sdem
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tiim hiicrelerde ayn1 degildir, sismis hiicreler arasinda sismemis hiicreler serpistirilmis
sekilde gortiliir (139).

Endotel hiicreleri TR’yi takiben aktive olarak inflamatuvar bir gérev istlenirler.
Endotel hiicrelerinde serbest radikal {iretiminde, transkripsiyon faktorii olan niikleer faktdr
kappa beta aktivasyonuna bagli olarak I6kositlerin ve trombositlerin baglanacagi adezyon
molekiillerinin iiretiminde ve inflamatuvar sitokin salmiminda artis olur. Endotel
hiicrelerinde oksidatif strese yanit olarak SOR etkisiyle platelet aktive edici faktor (PAF),
interlokin-1 (IL-1), prostaglandinler (PGI2, PGE2), endotelin, NO, biiyiime faktorleri,
tromboksan A2, graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktér, 1kotrien C4 ve D4, histamin,
bradikinin, H,O,, IL-8, IL-1a. ve tiimdr nekroz faktor alfa (TNF-a) salgilamr (140). Aktive
olan endotel hiicreleri kendi bazal membranlarmi sindiren kollajenazlari da salgilama

yetenegindedir (141).

2.5.5. Iskemi-reperfiizyon hasarinda polimorf niiveli 16kositler (PMNL)

Lokositler inflamatuvar yanitla ilgili ana hiicreler oldugu halde plateletler ve
eritrositler de inflamatuvar yanita katilan hiicrelerdir. Lokositler; notrofiller (%40-75),
lenfositler (%20-50), monositler (%2-10), eozinofiller (%1-6) ve bazofiller (<%1) olarak
sintflandirilir. Notrofiller inflamasyon patogenezinde rol alan en dnemli hiicrelerdir. Akut
inflamasyonda ilk 6-24 saatte baskin hiicreler notrofillerdir. Akut inflamasyonda meydana
gelen temel degisiklikler: 1) Kan akimi artisina yol agan vaskiiler yatakta vazodilatasyon
(eski ve gegici vazokonstriksiyon olup olmadigma bakilmaksizin), 2) Plazma proteinlerinin
interstisyel alana gecisine izin veren, inflamatuvar odem olugmasina neden olan
mikrodolasimdaki yapisal degisiklikler, 3) Mikrodolasimdaki Iokositlerin mevcut hasar
bolgesine gd¢ etmesi ve hasar bdlgesinde birikmesi olarak siniflanabilir (142).

Zedelenmeden sonra endotelde gegirgenlik artisi ve vazodilatasyona bagli olarak
artmuis hidrostatik basing ve plazma onkotik basincindaki azalmayla birlikte proteinden
zengin siv1 interstisyel alana geger. Sivi kaybinin sonucu eritrosit konsantrasyonunda
yiikselmeyle birlikte kan viskozitesi de artarak kan akimmi yavaglatir. Kan akiminin
yavaslamasi lokositlerin 6zellikle de nétrofillerin kan akiminin daha dis tabakalarina dogru
hareket etmesini saglayarak, endotel yiizeyinde 18kositlerin birikmesine neden olur. Buna
marginasyon denir (101,143).

nflamasyona bagli olarak lokosit marginasyonundan sonra endotel hiicreleri ve
Ikositler dolasimdaki inflamatuvar maddeler tarafindan aktive edilir. Lokositler endotelyal

yiizeyde yol boyunca gegici ve gevsek olarak yapisip yuvarlanirlar. Yuvarlanma selektin
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ailesine bagli molekiillerce saglanir. Bunlar Idkositlerin yiizeyinde bulunan L-selektin,
endotele sinirli E-selektin ve endotel ve trombositlerde bulunan P-selektindir. P-selektin
sadece l5kositlerin yuvarlanmasinda, E-selektin ise hem yuvarlanma hem de adezyonda
gorev alir (143).

Lokositlerin endotel yiizeyine sikica baglanmasma adezyon denir. Lokositlerin
yiizeyindeki integrinler ile endotel hiicrelerinin yiizeyindeki immiinglobulinlerin
etkilesmesi ile kuvvetli adezyon gergeklesir. Integrinler transmembran hiicre yiizey
proteinleri olup, immiinglobulinler ve ekstraselliiler matrikse baglanmay1 saglar. Integrinler
I6kosit plazma membraninda bulunmasina kargin, kemotaktik ajanlarla uyarilincaya kadar
reseptorlerine baglanmazlar.

Endotel yiizeyinden disa vurulan immunglobulinlerden vaskiiler hiicre adezyon
molekiilii-1 ve interseliler adezyon molekiili-1 swasiyla 18kosit fonksiyonuyla iligkili
antijen-1 ve makrofaj antijen-1’e baglanarak Iokositlerin endotel yiizeyine sikica
baglanmalarini saglar (144).

Endotel yiizeyine sikica baglanan Ikositler salgiladiklari kollajenazlar ile endotel
hiicreleri arasindaki baglantilari eriterek ekstravaskiiler alana gegerler (diapedez) (101).

Ekstravazasyondan sonra, l6kositlerin kimyasal bir uyarani izleyerek zedelenme
bolgesine dogru gog etmesine kemotaksis denir. Inflamasyonun kimyasal mediatorleri,
l6kositlerin adezyon ve diapedezini etkilemenin yanisira diger stimiilan faktorlerin de
salinimini arttieir. Kemotaktik ajanlar I6kositlerin hareketini uyarmanin yaninda lokositleri
aktive ederler. Aktivasyon sonucu I5kositlerde aragidonik asit metabolitlerinin {iretimi,
lizozomal enzimlerin salgilanmasi ve degraniilasyonu, sitokinlerin salgilanmasi, adezyon
molekiillerinin ve integrinlerin disa vurumu artar (Sekil 10) (142).

Arasidonik asit metabolitleri inflamasyon ve kemotaksis i¢in  Onemli
mediyatorlerdir. Iskemi sirasinda hiicre iginde serbest kalsiyum miktarinin hizla artmas,
plazma membranindaki fosfolipaz A2’yi aktive ederek reperflizyon sirasinda ortamda fazla
miktarda arasidonik asit birikimine neden olur. Aragidonik asit siklooksigenaz veya
lipooksigenazlarla metabolize edilir. Arasidonik asidin S-lipooksigenaz ile oksidasyonu
sonucu 5- hidroperoksitetraenoik asit olugur. Reaksiyon sirasinda O,” radikalleri olusur. 5-
hidroperoksitetraenoik asit daha sonra lokotrienlere g¢evrilir. Lokotrien B4’tin I6kosit
yiizeyindeki spesifik reseptorlerine baglanmasi, Idkositlerin endotele yapigmasini saglayan
P2 integrinlerin aktive olmastyla sonuglanir. Lokotrien C4 ve D4 ise mikrodolagimdaki kan
akimi ve perfiizyon iizerine dogrudan etkili olup, vazokonstriksiyon ve vaskiiler gegirgenlik

artigina neden olurlar.
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Siklooksijenaz aktivitesi aragidonik asidi PGG2’ye ¢evirir. PGH2 hiicre tipine

spesifik farkli PG’ler igin prokiirsdrdiir. PGG2’den PGH2’ye doniisiim sirasinda stiperoksit

radikal olusumu gdsterilmistir. Aragidonik asitten dzellikle PGI2 ve tromboksan A2 olusur

(145).

! II integrinler Ji
|————'——fs_el'eki:ih_ler———| Bazal
. Mernbran
= S = , . == - o ~TEndatal
vas«iller
Bogluk
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P-Selactin CD11/CD18 ICAM-1
Intertisyel
Mesafe

Adezyon Baslangic Adezyon/ Gegls
("Rolling”) Agregasyon

Sekil 10. Lokositlerin damar endoteli ile etkilesim mekanizmasi (26)

PGSL-1: P-selektin glikoprotein 1 CD11b/ CD18 : Lokosit fonksiyon antijeni 1
ICAM-1:“Endothelial intercellular adhesion molecule 1” Endotelyal hiicre igi adezyon molekiilii |

PECAM: “Platelet-endothelial ce!l adhesion molecule 1” Trombosit-endote! adezyon molekiilii-1

2.6. Antioksidan savunma sistemleri

Organizmada devamli olarak serbest oksijen radikalleri olugmasina ragmen

antioksidan savunma sistemleri ile oksidasyon arasindaki dinamik dengeden dolay: zararli

etkiler ortaya ¢ikmaz. Fizyolojik veya patolojik olaylar sonucu bu dengenin oksidasyon

lehine degismesi durumunda oksidatif hasar gelisebilmektedir

Antioksidanlar ¢ogu diette mevcut olan normal fizyolojik sartlarda insan viicudunda

reaktif oksijen veya reaktif nitrojen tiirlerinin zararl etkilerini anlamli derecede azaltan

maddelerdir. Reaktif oksijen ve azot tiirleri enerji ve metabolit tireten reaksiyonlarda

bulunur veya mikroorganizmalara karst savunma olusturur. Antioksidan sistemin

etkinliginin azalmasi ve oksidan durumun artmast ile olusan oksidatif stresin artig1 dokuya

zararli etkilerden sorumludur(146).
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Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalarm bir kismi serbest radikal olugsumunu, bir kismt ise olusmusg
serbest radikallerin zararli etkilerini dnlemektedir. Bu islevi yapan maddelerin tlimiine
birden genel olarak antioksidanlar denir (60,147-149).

[skemik dokularin reperfiizyonu toksik/reaktif oksijen tiirleri olusumuna yol agar.
Bunlar siiperoksit anyonlar, hidroksil radikalleri, hipoklorik asit, hidrojen peroksit ve nitrik
oksitten derive peroksinitrittir. Serbest radikal temizleyicileri, reaktif oksijen pargalar ile
reaksiyona girerek, bunlari zararsiz maddeler haline doniistiiren ajanlardir. Bu ajanlar SOD,
KAT, GSH, GR, GSH-Px olarak siralanabilir.

Hiicrenin oksidanlara karsi savunmasinda su mekanizmalar rol oynar; Metal
iyonlarinin baglanmasi ile toksik radikal olusumunun Gnlenmesi, olusan radikallerin
toplanmasi1 ve bastirilmasi, radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmasi, hedef molekiillerin
hasar sonrast tamiri, tamir edilemeyecek molekiillerin uzaklastirilmasi, antioksidan
kapasitenin artirilmasi. Antioksidan bilesiklerin bir kismi birkag mekanizmay: birden
kullanarak etkilerini gdstermektedir. Toksik oksidanlarmn olusumunun Onlenmesi igin;
organizmada oksidatif stres yapici nedenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi,
bunlardan uzak durulmasi ve etkileriyle miicadele edilmesi ilk yapilmasi gerekenler olarak
siralanabilir (150-153).

Tablo 1. Antioksidanlar

Antioksidanlar

Endojen Eksojen

Enzim olanlar

Enzimn efinavanlar

1) Siiperoksiv dismntaz 11 Melatomin 1y Vitaminler

23 Glutatyon peroksidaz { GSH-
Ps)

33 Glutatyon S=Transferaziag
(GST)

43 Katalaz (CAT)

33 Mitckondriyal sitokrom
oksidaz sistem,

6) Hidroperoksidaz

L

21 Seruioplaziiin
3) Transkenin 2}
1) Myoglobin

A3 Hemoglobin
6 Parritin -

7) Bilitubin

R Glatatyon

97 Sisteln

10} Metivonin
11y Crae

12} Lakiofgirin
13} Albiunin

21 1lagla

NADPH oksiclaz ivdiibitdrlen

*g=tokoferol (Vit E)

* pekamten Pro-vit A)
# Askorbak asit (Wit C)
* Folik asit (folar)

* Ksantin oksidaz inhibitérleri
~Allapitrinel
-Dksipiirinol

~Adenozin

~Lokal anestezikler
~Kalsiyom kanal bioketrieri
NSAID

¢ Mannito}

* Albitmin

2 Demir selatérien
#Desferroksanin
TRarbittiratlar

Olusan oksidanlar1 inaktive etmek amaci ile kullanilan antioksidanlar, endojen ve

ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak uzere baslica iki ana gruba ayrilabilirler.
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Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksid radikali temizleyicisi olarak gdrev yapar.
SOD, in vivo olarak dokular1 SR’ lere, dzellikle O2-” ye kars1 koruyan endojen bir enzimdir
(64). Insanlarda SOD’ un Cu-Zn ve Mn kapsayan iki izoenzimi vardir. Cu-Zn igeren tipi
sitozolde, Mn igeren tipi mitokondride yerlesmistir (154). Bu izoenzimlerin her ikisi de O2-
nin H202’ ye ve molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizler O2-" i metabolize etme yetenegine
sahip sirkulatuar proteinler, seruloplazmin ve ekstraselliler SOD’dir. Bununla birlikte bu
sirkiilatuar ajanlarin temizleyici etkisi agikar degildir. Ctinkii bu proteinlerin plazmadaki
aktiviteleri oldukg¢a azdwr (153).

Katalaz (CAT): 1901 yilinda tabiatta yaygin bir sekilde yer aldigim1 Leew ve
arkadaglar1 belirlemistir(155). Ilk defa 1937’de Sumner ve Dounce (156) tarafindan
karacigerden kristal formda elde edilmistir. Molekiil kiitlesi 240.000 daltondur. CAT,
glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Dort alt iiniteden olugmustur. Bu alt Uniteler
ferriprotoporfirin grubu seklindedir. Yani prostetik grubunda Fe* bulunan protopoffirin IX
bulunmaktadir. Saniyede alt tinite bagina 200.000 Kkatalitik olayr gergeklestirebildigi
saptanmustir. Doku katalaz aktiviteleri biiyiik farkliliklar gosterir. En yiiksek aktivite
karaciger ve bobrekte saptanmustir. En az aktivite ise destek dokusunda gozlenir. Dokularda
esas olarak mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagli olarak bulunur. Ayrica
sitoplazma ve endoplazmik retikulumda da aktivitesi vardir. . SOD tarafindan olusturulan
hidrojen peroksiti peroksizomlarda su ve oksijene gevirir. Oksidazlarin aktivitesi ile olusan
H,0,’i direkt olarak suya gevirir. H,O2’nin konsantrasyonunun agirt arttigi ortamlarda
aktivite gosterir. Diisiik H,O, konsantrasyonlarinda diger enzimler (glutatyon peroksidaz
gibi) devreye girer (157).

GSH-Px ile aymi etkiyi gosterir. Fakat hiicre i¢i dagilimi agisindan farklilk s6z
konusu olup, GSH-Px esas olarak mitokondri ve sitozolde aktif iken katalaz
peroksizomlarda aktiftir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidrojen peroksit ve
lipit hidroperoksitleri metabolize etmektedir. GSH-Px‘in selenyuma bagimli ve selenyumdan
bagimsiz iki farkli tiirii vardir. Selenyuma bagimli olan formu hem hidrojen peroksidin hem de
LOOH‘larin metabolizmasinda gorev alirken, selenyuma bagimli olmayan tiirli sadece
LOOH lar1 metabolize etmektedir. Glutatyon (GSH), bu reaksiyonlarda hidrojen verici olarak
gorev yapmakta, hidrojen peroksit ve LOOH‘lar indirgenirken, GSH oksitlenmis sekline
(GSSG) doniismektedir. NADPH‘a bagimli glutatyon rediiktaz (GSH-R) ise oksitlenmig
glutatyonu tekrar GSH‘a indirgemektedir (158-160). GSH-Px, H202‘yi mitokondride suya
(H,0) gevirir (161).
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Glutatyon Rediiktaz (GR): Okside glutatyonun, rediikte glutatyona doniigtimiinii
saglayarak dolayli antioksidan etki gostermektedirler.

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH, prostetik grubu FAD’
dir. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. Okside glutatyon hiicreyi oksidanlara
kars1 koruyamaz. Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH kullanan rediiktazin katalizledigi bir
reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur. NADPH, hidrojen peroksidin
indirgenmesinde endirekt olarak elektronlar1 saglar. Olusan NAD" ise Glikoz 6-fosfat

dehidrogenaz enzimi yardimiyla NADPH’ a doniistiiriiliir (162).

20, + 2t SUPEROXSIT CISMUTAZ, . HyOy + Oa

YHala LATOEAZ » HO +

2G8I1 + 11,0, GLUTATYONPEROKMIDAZ  G:i&:50 + 21RO
G-5-5-H + NADPH +H" QLUTATVONREDIRTAZ _,. 2GSH + NAD"

Glutatyon-S-transferaz: Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli  rol
oynarlar. Lipid peroksitlerine kargi (Se bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek) bir savunma
mekanizmasi olustururlar (60).

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Siiperoksit radikalinin in vivo olarak olustugu
major yollar mitokondri ve mikrozomal elektron transport sistemleridir. Mitokindriyal
elektron transportunda normal sartlar altinda bir moekiiler oksijene 4 elekton aktarilarak 2
molekiil su olusturulur:

0, + 4H" + 4¢° — 2H,0

Sitokrom oksidaz, kismen elektronlanmis oksijenleri aktif merkezinde sikica tutar,
boylece elektron swzmtisni minimale indirmis olur. Dolayisiyla buradaki konumu bir
antioksidan 6zellik arz etmektedir. Eger kismi olarak elekronlanmamis oksijen atomlarini

(serbest radikal) yapisinda tutmamis olsa, ortamda oksidatif stres artacaktir.

2.6.1.2. Enzim olmayan antioksidanlar
Melatonin: Pineal bezden salinan indolamin yapisinda bir hormon olup OH' radikalini

ortadan kaldmran etkin bir antioksidandir (60).
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Giiglii bir radikal siiptiriicii etkinligi olan melatonin, glutatyon peroksidaz enzimini
aktive etme, siiperoksit dismutaz enzim aktivitesini artirarak ve oksidatif stres durumundaki
katalaz aktivitesindeki azalmayi engelleme gibi ¢esitli dolayl: etkilere de sahiptir (60).

Seruloplazmin: SOD benzeri bir etki gosterdigi diisiinilmektedir. Ferrdz demiri (F )
ferrik demire (Fe')’e yiikseltgeyerek fenton reaksiyonu olugmasini ve H,O,’den hidroksil
radikali olugsumunu engeller (60).

Transferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglar.

Ferritin : Ferritin dokulardaki serbest demiri baglar (60).

Albiimin: Gegis metallerini baglar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipoklorit (HOCI)
toplayicisidir (60)

Bilirubin: Serbest radikal tutucusudur, siiperoksit ve hidroksil radikal toplayicisidir
(60).

Glutatyon: Oksidasyon-rediiksiyon olaylarindaki onemli roli ve yiiksek
konsantrasyonu nedeniyle glutatyon en 6nemli antioksidanlardan biridir (60).

Karacigerde, genetik bilgiye gerek olmadan glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenebilen bir tripeptiddir. Cok &nemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest radikaller
ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Ayrica proteinlerdeki
—SH gruplarimi da rediikte halde tutarak oksidasyondan korur (60)

Sistein: Serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir (60)

Taurin: Ksenobiyotiklere baglanir. Hipoklorit ile reaksiyona girer(60)

Glukoz: Hidroksil radikal tutucusudur (60)

2.6.2. Ekzojen antioksidanlar: Vitamin ekzojen antioksidanlar ve antioksidan

etkinligi olan ilaclar olarak ikiye ayrilirlar.

2.6.2.1. Vitamin ekzojen antioksidanlar:

Vitamin E (o-tokoferol): Lipofilik yapidaki giiglii bir antioksidandir. Membranlarin
lipid kisminda ve ekstraselliiler sivilarda bulunur. Hucre zari fosfolipitlerinde bulunan
poliansature yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyarak ilk savuma hattin1 olusturur,
superoksit ve hidroksil radikallerini ve diger radikalleri indirger, lipit peroksidasyonunun zincir
reaksiyonunu zincir kirict etkisiyle sonlandirir (163).

B-karoten (Vitamin A prekiirsérii): Singlet oksijenini etkisizlestirmek suretiyle,
stiperoksit radikalini temizler. Hidroksil, alkoksil, peroksil radikalleri ile dogrudan etkileserek
antioksidan goérev goriir. Lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu dnleyebilir (60).

Vitamin C (Askorbik asit): Hiicre dis1 sivilarda bulunur. Stiperoksit ve hidroksil

radikalinin dogrudan temizleyicisidir. Hidrofilik ozellige sahip en kuvvetli antioksidan
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askorbik asittir. Kolaylikla dehidroaskorbik asite oksitlenebilir. Askorbik asit hem oksidan hem
de antioksidan olarak etki edebilir. Ferrik demiri, ferroz demire doniistiirerek, hidrojen
peroksitin Fenton reaksiyonuyla kuvvetli bir oksidan olan hidroksil radikaline (OH)
doniisiimiine sebep olabilmektedir (60).

Fe™ + Askorbik asit — » Fe'? + Askorbik asit +2H"

2.6.2.2. Ilag olarak kullanilan antioksidanlar
e Ksantin oksidaz inhibitorleri (Allopurinol, oksipurinol )
e Rekombinant siiperoksit dismutaz
e NADPH oksidaz inhibitorleri ( adenozin, kalsiyum kanal
blokorleri, lokal anestezikler)
e Trolox-C (Vitamin E analogu)
¢ Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar ( asetilsistein)
o Non-enzimatik serbest radikal toplayanlar ( albumin, mannitol)
e Demir redoks déngiisii inhibitorleri (desferoksamin)
o Notrofil adhezyon inhibitorleri
e Barbituratlar
e Demir selatorleri

e Statin bilegikleri (Rosuvastatin)

2.7. iskemi reperfiizyon hasarmi énlemek igin tedavi stratejileri: Kontrollii deneysel
modellerde I-R hasarmi basariyla 6nleyen veya siirlayan birgok tedavi stratejileri klinik pratik
kullammda  siipheli  sonuglar  vermektedir ~veya insan klinik  arastirmalarinda
kullanilmamaktadir. I-R hasarini azaltmada kombine stratejilerin etkinligini bulan az sayida
calisma vardir (95).

1. Kontrollii, dereceli reperfiizyon (controlled, graded reperfusion )

2. Iskemik nkosullama (preconditioning)
3. Aspirin-triggered Lipoxin Analoglar
4

Antioksidan tedavi

a. Siiperoksit dismutaz
b. N-asetilsistein

c. Allopurinol

d. Demir selatorleri

¢. Vitamin E

f. Katalaz

g. Mannitol
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h. Tioller
Kalsiyum antagonistleri
Anjiotensin konverting enzim inhibitorleri
Anti-kompleman tedavi

Lokosit deplesyonu / filtrasyonu

© o N w»

Anti-sitokin veya lokosit adezyon molekiilii mAb
10. Endotelin reseptér antagonistleri
11. Platelet aktivasyon faktor antagonistleri

12. LTB4 antagonistleri

2.7.1. iskemik énkosullama (preconditioning)

Iskemik onkosullama (I0K), tek veya tekrarlayan kisa siireli iskemik periyotlarin
daha uzun siireli iskemik periyotlarda gelisebilecek hiicre, doku veya organ hasarina karsi
belirgin bir direng olusturmasi ile gergeklesen koruyucu bir mekanizmadir. 10K ilk kez
1986 yilinda Murry ve arkadaglari tarafindan tanimlanmistir (164). Daha sonraki yillarda
yapilan galismalarda 10’nin miyokardiyal nekroza kars1 koruyucu etkisinin yaninda aritmi,
koroner endotelyal hasar ve mikrovaskiiler fonksiyon bozukluguna karsida koruyucu
etkileri oldugu gosterilmistir.

Miyokarda kisa siireli ve periyodik olarak uygulanan iskemik streslerin daha uzun siireli
benzer iskemik strese karsi miyokarda belirgin bir direng olusturmasi ile gergeklesen
miyokardi koruyucu, adaptif bir mekanizmadir. Onkosullama ile koruma bilinen en giliglii
koruma mekanizmasidir ve arastirilan tiim hayvan tiirlerinde gosterilmigtir (166). Iskemik
onkosullama tarif edildigi 1986°dan beri biiyiik g¢ogunlukla iskemik epizodlar olusturarak
kalbin  mekanik ve metabolik  disfonksiyonunu  6zlemeye  yoneliktir.  Insan
kardiyomiyositlerinde  iskemik ©nkosullama saf tek tabakali insan  ventrikiler
kardiyomiyositleri kullanilarak iskemi ve reperfiizyon modelleri yapilmistir. Bu modelde
iskemi ve reperfiizyon epizodlarinin selliiler hasari azalttigi ve selliiler yasami artirdig:
gosterilmistir. Onkosullama sonrasi miyositlerin daha az hidrojen iyonu irettigi, LDH
salgilanmasinin azaldigi ve ATP depolarinin kontrol gruplarina gore daha iyi korundugu
gosterilmistir (165)

Bugiin i¢in IOK hemen tiim cerrahi disiplinleri ilgilendirmektedir. Ornegin; koroner
revaskiilerizasyonun morbiditesini azaltmak yaninda, transplantasyonda greft ve hasta
sagkalimin1 iyilestirmek, majér rezeksiyonlar sonrasi karacigeri, damar cerrahisi swrasinda da
barsak ve bobregi korumak, deri ve kas fleplerinde sagkalimi iyilestirmek gibi hedefler

énkosullandirmanin gelecek i¢in umut verdigi alanlardir. IOK, erken ve ge¢ donem koruyucu
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etkilere sahiptir. Ilki kisa iskemi sonrasi 2-3 saat kadar devam ederken, ikincisi 12-24 saat

sonra baslar ve 3-4 giine kadar devam eder (167).

2.7.1.1. Erken donem koruma mekanizmalar: Kisa siireli iskemi neticesi dokuda
adenozin, nitrik oksit (NO), reaktif oksijen tiirleri noradrenalin ve bradikinin gibi her biri
onkosullandirmay: tetikleyebilen mediyatdrier olugsmaktadir. Bunlar iginde adenozin ve nitrik
oksit IOK’da 6ne ¢ikmakta ve parakrin yolla etki gostermektedirler (168).

Iskemi ile beraber, ATP tiiketimi hizla artar ve saniyeler iginde ekstraselliiler alanda
yiiksek miktarda adenozin birikir. Artan adenozin hiicre membranindaki spesifik reseptorlere
(Al, A2a, A2b, A3) baglanarak bir dizi hiicre i¢i sinyal ileti yolunu hareketlendirir. (168-171).

Adenozin reseptoriiniin aktivasyonu ile baslayan siire¢ sonunda, nitrik oksid sentetaz
(NOS), protein kinaz C (PKC), adenozin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz (AMPK)
ve p38 mitojen ile aktive edilen protein kinaz (p38 MAPK) aktif hale geger. Bu hiicre i¢i sinyal
yollarinin harekete gegirilmesi yalnizca hiicrelerin iskemiye karst olan toleransini artirmakla
kalmaz, rejenerasyonu da baglatir (172).

Organ ve hiicre farkliliklar1 nedeni ile ileti yollarinda bazi farkhiliklar goriilse de genel
hatlar1 ile bakildiginda IOK’nm ilk ortak hedefi adenozin ve nitrik oksidin PKC’yi aktif hale
gecirmesidir, Calismalardan elde edilen bulgular aktive olan adenozin reseptdrlerinin G
proteinleri ile birlesmesinin 6nkosullandirmayi baslatan yol oldugunu géstermektedir (173).

Aktive olan G proteini, ayrilarak fosfolipaz C’yi ( PLC ) aktive etmekte ve bu lipaz da,
fosfotidilinozitol bifosfat1 iki hiicre i¢i iletiyi tasryan molekiile; inozitol trifosfat ve
diacilgliserole (DAG) aywrmaktadir. DAG daha sonra, PKC’yi aktive eder. Aktif hale gegen
PKC, mitokondrilerdeki ATP’ye duyarli potasyum kanallarimi (K'-ATP) agarak on
kosullandirmanin koruyucu etkilerini baslatir (174).

Adenozin mitokondriyal K'-ATP Kkanallarin1 aktive ederek igeriye Ca" girisini ve
birikimini azaltabilmenin yani swa farkli mekanizmalarla da reperflizyon hasarm
sinirlayabilmektedir. Bunlar arasinda, notrofillerin oksidatif metabolizmasini ve endotel
hiicrelerine yapismasini engelleme, membran stabilizasyonunu saglama ve glukoz transportunu
kolaylastirarak enerji iiretimini artirabilme gibi yollar bulunmaktadir (175).

Adenozin, IOK’nin diger 6nemli bir mediyatorii olan NO seviyesini, endotelial nitrik
oksid sentetazs aktive ederek artirir. NO, potent bir vazodilatator olmasimin yaninda notrofil ve
trombosit agregasyonunu da engelleyerek mikrosirkiilasyonu diizenleyebilmektedir (176). Bu
baglamda, nitrik oksid sentetazit kompetatif olarak bloke eden N-nitro-L-arjinin metilester (L-
NAME) kullanilarak nitrik oksid sentezinin engellenmesi IOK’nin koruyuculuk etkisini
ortadan kaldirmaktadir. Aksine, nitrik oksid prekiirsdrii (L-arjinin) uygulandiginda TOK’ya
benzer korunma sagladigi gosterilmistir (177). DAG analoglart ile stimiile edilen PKC
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hiicrelerin hipoksik hasara karsi direncini artirirken, “chelerythrine” ile PKC’ nin bloke
edilmesi 6nkosullandirma etkisinin ortadan kalkmas: ile sonuglanmaktadir (178).

iOK’nin erken korunma mekanizmalarindan bir digeri de, iskemi ile beraber
sitoplazmada gelisen ve hiicre iginde Na+ akiimiilasyonu neticesi hacim regiilasyon bozuklugu
ve Ca™" artig1 yaratarak hiicre 6liimiine neden olan hipoksik asiditenin protein kinaz C ve p38

MAPK tarafindan diigiiriilmesidir (179).

2.7.1.2. Geg¢ donem korunma mekanizmalari

Geg donem etkilerin agilma ve kapanma zamanlarina bakildiginda (12-24 saat ve 34
giin), bu siireler koruyucu proteinlerin yapim ve yikim siirelerine de uygun diismektedir. PKCg
izoenziminin aktive oldugu onkosullama sonrasi niikleusa yonelerek niikleer transkripsiyon
faktorlerini indiikledigi gosterilmistir. Ayrica siklooksijenaz—2, aldolaz rediiktaz, antioksidan
enzimler (6zellikle Mn-siiperoksid dismutaz) ve is1 sok proteinleri bu agamanin olas etkin

proteinleri olarak gosterilmistir (180).

" hakemik onkosullandirian
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Sekil 12. Erken ve ge¢ dnkosullamada sinyal ve iletim yollar: (181).
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2.8. Krill Yag

Karotenoidlerin yapisi ve ozellikleri:  Bitkiler, bazi bakteri, alg ve funguslar
tarafindan sentezlenen, meyve ve sebzelere saridan kirmiziya kadar defisen renkleri veren
karotenoidler; genis dagilimlari, yapsal farkliliklari, ok ¢esitli etki ve fonksiyonlariyla dogada
bulunan en énemli pigment gruplarindan birini olusturmaktadir (182). Hayvanlar karotenoid
sentezleyemedikleri igin diyet araciligtyla aldiklar1 karotenoidleri modifiye ederek dokularinda
depolamaktadir (183). Dogal kaynaklardan tammlanmis olan yaklasik 600 karotenoid
bulunmaktadir (184). Karotenoidler kirmizi, sart ve turuncu renkli meyve ve sebzelerin
yanistra tiim yesil yaprakli sebzelerde de bulunmaktadir. Ancak, yesil yaprakli sebzelerde
bulunan karotenoidlerin rengi klorofil tarafindan maskelenmis durumdadir (185).

Karotenoid pigmentler; metil gruplari baglanmis alifatik bir zincir ve karotenoidlere
renklerini veren konjuge ¢ift bag sisteminden olugmaktadir. Karotenoidlerde yapi, birbirine

kovalent olarak baglanmis izopiren iinitelerinden olugsmaktadir (Sekill3) (186).

CH; CHs
CHs CHz

Sekil 13. Karotenoidlerin poliizoprenoid yapisi

Karotenoidler kimyasal yapilarma gore oksijenden bagimsiz olan ‘“hidrokarbon
karotenoidler” ve oksijenile tiirevlerini igeren “ksantofiller” olmak tizere iki sinifa
ayrilmaktadrr. “Karotenler” olarak da adlandirilan apolar ozellikteki hidrokarbon
karotenoidlerin baslicalari; o-karoten, B-karoten ve likopendir. Ksantofiller ise, daha polar
ozellikte olup yapisinda metoksi, hidroksi, keto, karboksi ve epoksi formunda oksijen
icermektedir. Ksantofillere &rnek olarak p-kriptoksantin, zeaksantin, lutein, kantaksantin
crocetin ve astaksantin verilebilir. Karotenoidler ayrica zincir uglarmda halka grubu igerip
icermemesine gore de siklik (halkalr) ve asiklik (halkasiz) karotenoidler olarak da

gruplandiriimaktadur.
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HO p-kriptoksantin

Likopen

Sekil 14. Gidalarda bulunan bazi karotenoidler

Karotenoidlerin, peroksil (ROO") radikali ile reaksiyona girerek antioksidan aktivite
gosterdikleri bilinmektedir. Bu reaksiyon sonucunda p-karoten radikali (B-karoten®)
olugmaktadir. Peroksil radikalleri, B-karotenin konjuge ¢ift bag sisteminde ¢iftlenmemis
elektronun bulundugu C7 pozisyonunda stabil bir radikal olusturmaktadir. Karotenoid
radikalinin oksijenle birlesmesi sonucu, karotenoid-peroksil radikali (B-karoten-OO") meydana
gelmektedir. Ancak, bu reaksiyonun olusumu sistemdeki oksijen basincina baghdir. Oksijen
basmcmin diisiik oldugu durumlarda reaksiyonun dengesi peroksil radikallerini azaltma
yoniinde sola kaymaktadir. Oksijen basmcmn yiiksek olmasi durumunda ise [-karoten
otooksidasyon nedeniyle prooksidan olarak gdrev yapabilme ozelliginde olan peroksil
radikallerini tretmekte ve reaksiyon saga kaymaktadw. Buna ilaveten, B- karoten-peroksil
kompleksi bir diger peroksil radikali ile reaksiyona girebilmekte ve bu reaksiyonun sonunda da
aktif olmayan iriinler meydana gelmektedir (187).

Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, tekli oksijen yakalama ve peroksil radikallerini
tutma 6zelliklerine dayanmaktadir. Bu aktivite esas olarak, molekiiliin igerdigi ¢ok sayidaki
konjuge ¢ift baglar ve bir 6lgiide de halkali ug gruplarla iligkilidir (188,189). Karotenoidlerdeki

¢ift bag sayisi arttikga antioksidan aktivite de artmaktadir. Karotenoidler igerisinde en etkili
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antioksidanin likopen oldugu ve bunu swastyla PB-kriptoksantin ve p-karotenin izledigi,
ksantofillerin ise minimum aktiviteye sahip oldugu aktarilmaktadir (190).

Astaksantin: Dogada astaksantinin ayni kimyasal yapida {i¢ molekiili mevcuttur.
Bunlar; 3S,3’S - 3R,3’S - 3R,3’R olarak taninir. Astaksantinin yapisal formiilii sekil 1.1°de

verilmektedir.

Optical Isomers of Astaxanthin “

Sekil 15. Astaksantinin yapisal formiilii

Astaksantin (3R,3’R dihodroxy- pB,B-carotene-4,4’-dione) insanlar tarafindan dogal
destek gida olarak ve kanser hastalarinda (192), deri hastaliklarinda ve kalp rahatsizligi gibi
hastaliklarda kullanilmistir (193). Astaksantince zengin mikroalgin kullanildig: farelerle
yapilan denemelerde basarili olunmus ve insanlardaki Helicobacter pylori enfeksiyonunda
uygulanmak iizere yeni bir tedavi stratejisi olarak dnerilmigtir (194).

Astaksantin pigmentinin kullanim amaglar1 antioksidan, hormon, bagisiklik sistemini
uyarmasi, provitamin A kaynagi olmasi, iireme ve biiytime de olumlu etkileri ve zararli UV
1sinlara karst koruma etkisi olarak siralanmaktadir. Yapilan galismalarla astaksantinin deride
DNA zararini ve ayrica insanlarda giines yaniklarini zamana bagh olarak azalttif1 saptanmistir
(191).

Astaksantinin B-karotenden 10 kat daha fazla hiicresel antioksidan 6zeliliginin oldugunu
bildirmistir. Astaksantinin antioksidan &zelliginin oldugunu bildirmistir. Astaksantinin
antioksidan 6zelliginin, balig1 fotodinamik zarar ve lipid peroksidasyonuna karsi korumada
kullanilmast onerilmektedir. Yapilan arastirmalar, salmonid etindeki astaksantin seviyesini,

viicut lipidlerinin oksidasyonuna karsi korumada kullaniimasim 6nermektedir. Ayn1 zamanda
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astaksantin, yumurtlama kalitesinde embriyonun yasama sansini artrmada ve davranista da
onemli rol oynad1 g1 bildirilmektedir (195).

Astaksantinin E vitamininden 200 kere (molar bazinda) daha fazla etkili oldugu,
gidalardaki, kozmetik ve eczacilik trtnlerindeki lipidin hidroperoksidasyonunu &nlemede
etkili oldugu bildirilmistir (196).

Krill yag1 ve etkileri: Krill soguk denizlerde yasayan bir deniz canlisidir. Krill
genellikle soguk okyanus sularinda yasayan kabuklu bir deniz canlisidir. Denizin 100-200
metre derinliginde yastyor. Onemli bir Omega-3 kaynagdir. O da tipk1 baliklar gibi denizdeki
yosun benzeri maddelerle (planktonlar ve algler) beslenir ve bunlardaki bitkisel kokenli
Omega-3 yag asitlerinden EPA(Eikosapentaenoik asit) ve DHA(Dokosahexaenoik asit) iiretir.
Hiicre zarinin sagliginda 6nemli bir yag asidi olan fosfolipidler igerir. Krillde bulunan uzun
zincirli yag asitlerinden Omega 3 yag asidinin ¢ogu fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin gibi
fosfolipid formda bulunmaktadir (sekil 16). (197-198). Krill canlisindan elde edilen krill
yaginda Omega-3 yag asitleri fosfolipid formdadir. Bu 6zelligi nedeniyle suda ¢oziinme
ozelligine sahiptir ve balik yagina oranla ¢ok daha fazla miktarlarda kana gegerler (199).

Yani insan hiicresindeki yagin formuyla ayni formdadir. Bu da Omega-3’iin herhangi
bir donlisime gereksinim duymadifi anlamma gelmektedir. Balik yaginda ise trigliserid
formundadir. Kril yaginda bulunan DHA ve EPA’dan yararlanma orant %98dir. Balik yaginda
ise bu oran %61- 64 dlizeyindedir.(197-198). Krill yag1 balik yapinm aksine gii¢lii bir
antioksidan olan ‘Astaksantin’ igerir ve uzun zincitli goklu doymamis yag asidi (LCPUFA)
oksidasyonunu onlemeye yardimci olur (200). Astaksantin mitkemmel bir antioksidandir,
¢iinkii gok yiiksek bir ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity: Oksijen Radikali Emme

Kapasitesi) kapasitesine sahiptir. Bu sayede etkin bir antioksidan koruma saglar (191).
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Sekil 16. EPA ve DHA igeren fosfatidilkolinin yapist (lesitin) (201)



54

Krill yagi biyoyararlanim ¢alismalarinin yeniden incelendigi bir makalede, krill yaginin
¢esitli dzellikleri nedeniyle krill yag: ile genel balik yagmin biyoyararlanimini karsilastirmanin
zor oldugu kanitlanmustir. Bunlar daha diigiik konsantrasyonlarda aktif madde igerir (202).
Krill yagi %30 EPA ve DHA, % 40 fosfolipid (6ncelikle fosfotidilkolin) ve astaksantin,
vitamin A, vitamin E gibi antioksidanlar ve diger yag asitlerini igerir (200,203). Baska bir
calismada da; Ulven ve ark.(204), krill yagi ve diger balik yag: takviyelerinin
biyoyararlanimlar1 iizerinde ¢aligmiglardir. Krill yagmndaki omega-3’lerin digerlerinden
daha iyi absorbe edildigini bulmuslardir. Krill yagmmn serbest formunda, digerlerinde
olmayan EPA ve DHA yiizdeleri bulundugunu gostermislerdir. Soguk Antartika
denizlerinden ¢ikarilmis yiiksek kalite krill yagi, saflik agisindan, diger kirlilife maruz
kalmis denizlerden ¢ikarilmig baliklarin yaglarindan ¢ok daha saf oldugunu ve kirli
sulardan yakalanmis krill’in, Antartika’nin dogal ortamu ile Karsilastirildiginda agir metal
tasima riski oldukga fazla oldugunu bildirmislerdir.

Krill yaginin kronik inflamasyon ve artrit semptomlart {izerine olumlu etkileri vardur.
300 mg/giin krill yag: tiiketen ve tiiketmeyen iki grubu kapsayan kireglenme ve inflamasyon
etkilerindeki degisiklikleri 6lgmek igin yapilan klinik ¢alismaya kardiyovaskiiler hastaliklar,
romatoid artrit/ osteoartrit gibi enflamatuar hastaliklar teshisi tasiyan 90 kisi katilmustir.
Bulgular, krill yagmin agriy1 % 28.9, sertligi 20.3 ve fonksiyon bozuklugunu % 22.8 oraninda
azalttig1 yoniindeydi. CRP (C-reaktif protein) diizeylerini diisiirerek anti-inflamatuar etkiler
gdstermistir. Dahas krill yagi inflamasyonu ve artrit semptomlarm biiyiik dl¢tide azaltmay 7-
14 giin gibi kisa bir siirede gergeklestirmistir. (205)

Bunea ve arkadaslar1 tarafindan krill yaginin balik yagma gore aterojenik etkisinin
farklar: da ortaya konulmustur. Trigliserit, HDL ve LDL kolesterol degerlerindeki degisimleri
incelemek igin ¢ok sayida hasta lizerinde ¢ahsilmistr. Kontrol grubu (plasebo), balik yag!
tilketen ve gesitli dozlarda krill yag: tilketen 4 grup iizerinde yapilan bu ¢alismada LDL ve
trigliserit diizeylerini diigiirdigii, HDL diizeylerini ise ytkselttigi bulgularma ulastmistir

(200).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Gaziosmanpasa Universitesi (GOPU) Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali, GOPU Tip Fakiiltesi Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda yapilmustir.

3.1. Geregler
3.1.1. Deney hayvanlar

Tiim islemler, 1986 Uluslararas: Strazburg Hayvan Haklar1 Evrensel Beyannamesi
sartlarma uygun olarak, Gaziosmanpaga Universitesi Deneysel Tip Arastirma Birimi,
Uygulama Merkezi’nde, Etik Kurulu ve Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi onay1 ve proje
destegi (2014 HADYEK, BAP proje no: 2014-96) alinarak gergeklestirildi.

Calismamizda agirliklar1 200 gr ile 250 gr arasinda degisen (ortalama 220 gr) toplam
50 adet, erkek Wistar Albino tiirli sigan kullanildi. Gruplara ayrilan siganlar yeni
ortamlarma uyum saglamalari agisindan 1 hafta deney oncesi bekletildi. Deneklere ozel
kafeslerde, havalandirmasi olan, mevsimsel giin 15181 ritminde, standart sigan pellet yem ve

cesme suyu verildi. Giin agir1 sular1 degistirildi ve kafes temizligi yapildi.

3.1.2. Deneylerde kullanilan sarf malzemeler

Kloroform, etil alkol, EDTA (Na tuzu), Na,COs, (NH4)2804, NaH2POy4, % 30 H20,,
NaNs;, KH,PO4, HCI, n-butanol, kadmiyum graniilleri, NaOH, CuSO4, H2SO4, NaNO,,
Na,Bs07, ZnSOq, NasSitrat, trikloroasetikasit (TCA), Nitro-blue tetrazolium (NBT), bovine
serum albumin (BSA), ksantin oksidaz (XO), glutatyon-rediikte formu (GSH), NADPH-
rediikte formu, tiyobarbitiirik asit (TBA), N-I-naftiletilendiamin dihidrokloriir, glisin,
siilfonil amid, sodyum sitrat, 2,4-dinitrofenilhidrazin, etil asetat, folin-ciocalteu, 10 — 1000
pL hacim aralikli pipet uglari, 2,5 — 50 mL hacim aralikli pipetor uglari, cam kalemi, 1 ml,
10 ml steril enjektor, dimetilstilfoksit (DMSO), eppendorf tiip (1.5 ml), kurutma kagid1
(40x40 cm), serum fizyolojik, krill oil, TNF-o Elisa Kit, IL-6 Elisa Kit, anti-beta aktin
antikor, hematoksilen, eozin, ksilen, polilizin lam, rodajl lam, lamel (24-60), eldiven (Non-
steril ameliyat eldiveni).

Kimyasal malzemeler MERCK veya SIGMA firmalarinin tretimleri olup
Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarindan ve arastirma ‘Bilimsel Arastirma Projelerini

(BAP) Destekleme Fonu’ katkilartyla temin edilmistir.
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3.1.3. Deneylerde kullanilan alet ve cihazlar

Spektrofotometre, homojenizator, hassas terazi (Sartorius), buzdolabi, distile su
cihazi, etilv, santrifiij, sogutmali santrifiij (Jouan MR22), shaker (WiseMax), su banyosu,
derin dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40), etiiv, pH metre, mikroplayt okuyucu.

3.2. Yontemler

3.2.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Tablo 2. Deney gruplarinin dagilimi

Grup basina Tekrar
Deney ve kontrol gruplar

hayvan adedi sayisi
GRUP 1. Sham-operated kontrol grubu (SHAM) 10 1
GRUP 2. iskemi-Reperfiizyon grubu (I/R) 10 1
GRUP 3. Iskemik énkosullama grubu (I0K) 10 1
GRUP 4. I/R uygulama + Krill yagt (/R + KO) 10 1
GRUP 5. 10K uygulama + Krill yagi (10K + KO) 10 1

Sicanlar basit randomizasyon ile 10’arli 5 gruba ayrildi. Siganlar ketamin (60
mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile uyutulduktan sonra grup 1 kontrol grubu olarak
degerlendirildi. Sham-operated kontrol grubu denilen grup 1’e siganlarin ¢alisilacak bdlgesi
insizyonla agilip okliizyon uygulanmaksizin sham operasyonu yapildi. Grup 2’ye ilag
verilmeksizin sadece iskemi ve reperfiizyon olusturuldu. Ekstremite iskemisi femoral artere
klemp konarak saglandi ve 2 saatlik iskemiyi 1 saat reperflizyon izledi. Iskemi-reperfiizyon
hasar1 olusturuldu. Iskemik ©n kosullama grubu olan grup 3’e ise uzun siireli iskemiden
once bir kez olacak sekilde 10 dk’hik iskemiyi takip eden 10 dk siireli reperflizyon
olusturulduktan sonra 120 dk iskemi / 60 dk reperfiizyon meydana getirildi. Grup 4,
iskemi-reperfiizyonla birlikte koruyucu etkisinin arastirildigr maddemiz olan krill yaginin
verilmesini icermektedir. Yine 2 saat iskemi olusturuldu, klemp kaldirilmadan 1 saat dnce

krill yagi intraperitoneal olarak verildi. Bu 1 saat’lik zaman gegtikten sonra ise klemp
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kaldirildi, 1 saat reperflizyonda beklendi. Grup 5, preconditioning I/R uygulamasi ile
birlikte krill yagmnin verilmesini igermektedir. Yine bu grupta da iskemi ve reperfiizyon
oncesinde 10’ar dakikalik 1 defa kisa iskemi ve reperfiizyon periyodu ile preconditioning
(6n kosullama) saglandi. Sonrasinda uzun siireli iskemi olan 120 dk iskemi / 60 dk
reperfiizyon meydana getirildi. Krill yag: reperflizyondan 1 saat 6nce intrapetitoneal olarak
verildi. Tedavi grubundaki siganlara krill yag1 operasyonu takiben yedi giin siireyle giinlik
200 mg/kg, tek doz halinde intraperitoneal olarak verildi. Krill yagi dozu 6nceki ¢aligmalar

g0z Oniine alinarak karar verilmigtir.

3.2.2. iskemi-reperfiizyonun olusturulmasi, kan ve dokularin ahnmasi

Wistar-Albino tiirii erkek siganlarin bir giin dnceden standart yemleri kesildi.
Siganlara 60 mg/kg dozunda ketamin ile 10 mg/kg ksilazinin intraperitoneal (periton i¢i)
olarak verilmesiyle genel anestezi yapildi. Inguinal bdlge cildinin tiiyleri traglanmis ve %
10’luk povidon iyod ¢ozeltisi ile cilt temizligi uygulanmigtir. Inguinal bdlgeden yapilan
kesiyle (sekil 17) femoral arter ve ven ortaya konmustur (sekil 18). Femoral arter, femoral
ven ve femoral sinir askiya alindiktan sonra alt ekstremitede olasi kollateral akimi dnlemek
amactyla femoral arter, femoral ven ve femoral sinir digindaki tiim dokular disseke
edilmistir (sekil 19). Femoral arter kan akimi klemp ile engellenmistir. Yaklasik 1-2 dakika
sonra distaldeki nabzin kaybolmas1 ve olusan solukluk izlendikten sonra iskemik olduguna
karar verildi. 2 saatlik iskemi siiresi sonunda klemp kaldirildi ve reperfiizyonun

gergeklestifi dokunun pembelesmesiyle anlasildi.

Sekil 17. Supin pozisyonda yapilan inguinal insizyon
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femoral sinir
femoral arte
femoral ven.

5

Sekil 18. Femoral arter, femoral ven ve femoral sinirin ortaya konmasi

Sekil 19. Femoral arter, femoral ven ve femoral sinir askiya alindiktan sonra tiim

dokularin disseke edilmesi (A: Arter, B: Komsu sinir, C: Kas, D: Ven)
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Swcanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek sag gastroknemius kas doku ornekleri
alind1 (sekil 20). Histopatolojik inceleme igin alinan kas ornekleri % 10’luk formaldehit
¢ozeltisine konularak histoloji boliimiinde siradaki islemlere gegildi. Biyokimyasal analizler
icin alinan kas dokulari soguk izotonik su ile yikandi. Aliiminyum folyo igine sarilarak

numaralandirildi. -80°C derin dondurucuda testlerin yapilacagi zamana kadar saklandu.

Femoral A.

Gastrocnemicus M.

Sekil 20. Sag gastroknemius kasinin alinmast

Anestezi altinda tim deneklerden uygun separatdr jelli tiiplere, intrakardiyak kan
alimi gergeklestirildi. Alinan kanlar 1500xg’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlart ayrildi
ve ependorf tplerine aktarildi. Parametrelerin analizi yapilana kadar derin dondurucuda

(-80°C) muhafaza edildi.

3.2.3. Biyokimyasal Inceleme
3.2.3.1. Kas doku 6rneklerinin homojenize edilmesi

Derin dondurucudan ¢ikarilan dokularin buzu ¢oziildiikten sonra buzla sogutulmus
distile su ile yikandi. Bu islem 3 defa tekrarlandi. Sonrasinda soguklugu muhafaza edilerek
temiz cerrahi makasla kiigiik parcalara ayrildi. Erlene aktarilan doku iizerine Tris-HCI
tamponu eklendi. Son hacim doku agirliinin 10 katt olacak sekilde tampon ilave edildi.
Buz doldurulmus plastik kap igerisine yerlestirilen erlendeki doku 16000 devir/dakika hizda

homojenize edildi.
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Kas doku 6rnekleri 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI (pH=7.4) tamponda, buz i¢inde,
sogukta homojenize edilmis oldu (60). 50 mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu ve HCI
soliisyonu 50/39.9 (v/v) oraninda karistirilarak hazirlandi (238). Tiim caligmalarda bu
tampon kullanildi.

Hazirlanan homojenatlarin bir kismindan malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit
(NO) diizeyleri tayin edilmistir. Homojenatlarin geri kalan kismi, sogutmali santrifiijde
+4°C’de 3.500 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Ayrilan
siipernatantlardan katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ve doku protein diizeyi
tayini yapilmigtir.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini tayin etmek i¢in kalan siipernatant,
kloroform/etanol karisimi ile 1/1 (v/v) oraninda muamele edilip, 3500 rpm’de +4°C’de 40
dakika santrifiij edilmistir. Ustte olusan etanol fazindan alinarak protein ve SOD enzim

aktivite tayini yapild1 (239)

3.2.3.2. SOD enziminin (total SOD) aktivite tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metoduna (239) ve
Durak ve arkadaslarmnin tarifledigi modifikasyona (240) gére tayin edildi. Bu metoda SOD
aktivitesi, ksantin / ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksitin nitroblue tetrazoliumu
(NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek
renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin
olmadig1 ortamda bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk olugmaktadir. Ortamda SOD
oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim
miktar ve aktivitesine bagli olarak agik renk olugmaktadir.

Enzimin % inhisyonu = (Absks~AbSnum) / Absker X 100

Bir SOD {initesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Kullanilan reaktifler

SOD reaktifi [ 0.3 mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L. EDTA (2 Na tuzu), 150 pmol/L
NBT, 400 mmol/L Na,COs, 1 g/L bovine serum albumin (BSA)], 167 U/L ksantin oksidaz
(X0), 0.8 mmol/L CuClI,
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Deneyin yapihsi
Kor (mL) Numune (mL)

SOD Reaktifi 2.85 2.85
Ekstrakt - 0.10
Bidistile su 0.10 -

X0 0.05 0.05

25 °C’de 20 dakika inkiibasyon

CuCl, 1 1

Distile suya karsi korden baglanarak numuneler 560 nm’de okunur.

Siiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmasi
% Inhibisyon = ( [Absorbans koér (K) — Absorbans numune (N)]) /K x 10
% 50°lik inhibisyona 1 U denildigi igin
Aktivite  (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1/0.1)] ml
U/ml = [(K-N) / K] x 20 x 5 (sulandirma faktorii)
Spesifik aktivite (U/mg protein) = [U/ml/mg/ml protein]

3.2.3.3. CAT enziminin aktivite tayini

Metodun prensibi: Katalaz (CAT) aktivitesi Aebi’nin metoduna gore galisildi
(Efkan-37). Hidrojen peroksit (H,O;) 240 nm’de maksimum absorbans verir. Deney
ortamina ilave edilen H,O, katalaz tarafindan su ve oksijene par¢alanmakta, bu ise kendini
ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbansdaki bu
azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir:

H,0, + Katalaz ——— Hy0 + 02

Kullanilan Reaktifler

Fosfat tamponu (pH 7,50 mM), absorbanst 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan
H,0,’li fosfat tamponu (H,0; ¢ozeltisi)

Deneyin Yapilisi

Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda sifirlanan kore karsi HyO

¢Ozeltisinin absorbansi 0.500’e ayarlanda.

Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 2.99 -
H,0; ¢ozeltisi 0.01 2.99
Stlipernatan - 0.01
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Numune ilavesi ile absorbans azalmasi her 15 sn’de bir defa olmak iizere 5 dakika

siire ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasmin degerleri esas

alind1.
Hesaplama

k = {[2.3 x log (OD1/0D2)] / At (sn)}

k/mg protein = k/ [(mg/ml protein) x 1000]

3.2.3.4. GSH-Px enziminin aktivite tayini

Prensip: GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaslarmmn metoduna goére ¢alisild (162).

GSH-Px hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyon

(GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in

olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px

aktivitesi NADPH’in NADP"’ya vyiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasmin 340

nm’de okunmasiyla hesaplanir.

Reaktifler

150 Mm rediikte GSH, 8 Mm NADPH, 1 M NaN3, enzim [1.5 ml], 3.2 M (NH),SO4
+ 50 pL GSH rediiktaz], 2 mM H2O,, fosfat tamponu (pH= 7.50).

Deneyin yapilisi
Fosfat tamponu 5 Mm EDTA’l 2.65 mL
Rediikte GSH 0.10 mL
NADPH 0.10 mL
Enzim 0.01 mL
NaNj3 0.01 mL
Numune 0.02 mL
30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon
H,0, 2.65 mL

Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin absorbans

degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azahsmimn oldugu absorbans

arahginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap yapildi.

Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’in mikromol miktaridir.

GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasi

Hesap : IU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10-6] x (1 / 0.02)

Spesifik aktivite ITU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)
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3.2.3.5. MDA miktarinin tayini

Deneyin prensibi: Wasowicz ve arkadaglarnin (241) metodu ile caligildi. Bu
metoda, asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile 95°C’de reaksiyona giren malondialdehit
(MDA), pembe renkli bir kromojen olusturur. Bu kromojenin n-butanol ekstrakti fluoresans
spektrofotometrede ekstinksiyon 525 nm, emisyon 547 nm dalga boylarmda dlgiliir.
Hazirlanan MDA standart grafigi egimi kullanilarak numune MDA miktarlar1 tayin edilir.
Bu rengin siddeti ortamdaki MDA ile orantilidir.

Kullanilan reaktifler

29 mmol/L tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢dzeltisi (pH’ s1 2.8), 6 M HCI ve n-Butanol
kullanildi.

Deneyin yapihsi

Numune Numune Korii Standart | Standart Korii
Deiyonize su 1 mL 1 mL I mL 1 mL
Homojenat 50 uL 50 pL - -
Standart - - 50 uL 50 pLL
TBA ¢ozeltisi 1 mL 1 mL I mL 1 mL
1 saat inkiibasyon 96 °C 25°C 96 °C 25°C
HCI 25 puL 25 pL. 25 puL 25 L

Vortekslenip 1500 x g’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ustteki biitanol fazi alinarak

spektrofotometrede okundu.

3.2.3.6. NO miktarinin tayini

Viicutta endojen olarak iretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek ¢ok galismada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmigtir (242). Ciinki
nitrik oksit, tiretildigi bolgede saniyeler iginde okside olarak once nitrite (NO,") daha sonra
da nitrata (NOs") doniisiir. Bununla beraber proteinden zengin homojenat, serum ve plazma
gibi soliisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar meydana gelebileceginden, Griess
reaksiyonu ile dl¢timlerde belli bazi sikintilar yaganmaktadir. Bu agidan biz nonspesifik
reaksiyonlarmn 6niine gegebilmek igin homojenatlar1 6nce deproteinize edip daha sonra nitrit
ve nitrat konsantrasyonlarmi 6lgtiik. Zor olmakla birlikte in vivo olarak direkt NO 6l¢timii
de miimkiindiir. Bu amagla NO proplar1 gelistirilmistir ama bunlarin in vitro/ex vivo

sartlarda ¢alisilmasi miimkiin degildir (243).
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Dokuda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile
belirlendi (244). Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon
metodu ile degerlendirildi. PH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri
deproteinize numune siipernatanti ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu
saglandi. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna bagli N-nafiiletilen diamin (NNDA)
diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe rengin 545 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmast ile belirlendi. Sonugta elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk
konsantrasyondan ¢ikarilarak nitrat miktar: belirlendi.

Kullanilan reaktifler

Kadmiyum graniilleri (Cd), pH 9.7 glisin-NaOH tamponu, siilfanilamid, N-
naftiletilen diamin (NNDA), 5 mmol/L. CuSOsy, 0.1 mol/L H;8O4, 75 mmol/L. ZnSOy, 55
mmol/L. NaOH.

Kadmiyumlarn aktiflestirilmesi

Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 20 cc kapakli plastik tiiplere dagitilir. Graniiller
deiyonize su ile yikanir. 1-2 dakika CuSOy4 soliisyonu iginde bekletilir ve soliisyon dokiiliir.
Graniiller glisin tamponu ile yikanarak deneyde kullanilir.

Deneyin Yapihsi

Deproteinizasyon islemi: 500 pL numune + 2 mL ZnSO, vortekslenir. 1.250 mL
NaOH ilave edilip tekrar tekrar vortekslenir ve 3500xg’de 10 dakika santrifiij edilir.
Siipernatan numune olarak kullanilir.

En son glisin tamponu ile yikanmis aktif kadmiyum graniillii tiiplerinin iizerine 1 Ml
glisin tamponu ilave edilir. 1 mL deproteinize numune konur. Uzerine 2 mL deiyonize su
ilave edilir. 90 dakika oda i1sinda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 2 mL almip {izerine 2.5
mL deiyonize su, 1 mL NNDA ilave edilip 1 saat inkiibe edilir. 545 nm’de kdre karsi

okunur.

3.2.3.7. Lowry metodu ile protein tayini

Deneyin prensibi: (245) Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve koyu
mavi bir renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu reaktif
sadece asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10’da

olusmaktadir. Bu yiizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ézeltisine ilave edilmeli
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ve vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi
pargalanmadan dnce rediiklenme olay: gergeklesir.

Kullanilan reaktifler

CuSOs, NasSitrat, Na,CO3, NaOH, Folin-Ciocalteu reaktifi

Deneyin yapihisi

A reaktifi: 0.50 gr CuS04.5H,0, 1 gr sodyum sitrat (NasSitrat susuz) 100 ml distile
suda ¢oziiliir.

B reaktifi: 20 gr Na,CO; ve 4 gr NaOH, 1 L distile suda ¢ozilliir.

C reaktifi: 50,0 mL B ¢dzeltisine 1,0 mL A g¢dzeltisi eklenir.

D reaktifi: 10,0 mL Folin-Ciocalteu reaktifine 10,0 mL distile su ilave edilir.

Kor Numune
Numune (pL) - 10
Distile su (pL) 500 490
C Reaktifi (mL) 2,5 2,5
Karstir, 5-10 dk bekle
D Reaktifi (mL) 0,25 0,25

Agz1 kapali olarak karigtir, 20-30 dk bekle (25 °C) ve kore karsi 700 nm’de

numuneler okunur.

3.2.3.8. Tiimér Nekroz faktorii — a (TNF- a) Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum TNF-a diizeyleri Invitrogen Rat TNF-a (BMS622; Bender MedSystems,
Vienna, Austria) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak 8l¢tildti. Kitin olgtim i¢i kesinlik
degeri (intra-assay % CV) < 5% ve Olglimler arasi kesinlik degeri (inter-assay % CV)

<10 % ’dur.

TNF - a Diizeyleri Ol¢iim Metodu Prensibi

Invitrogen TNF-o kiti solid faz sandvig Enzim Bagh Immiin Olgiim (ELISA)
prensibine dayanir. Rat TNF-a molekiiliine spesifik poliklonal antikorlar strip halindeki 8°li
kuyucuklara kaplanmigtir.

Bilinen konsantrasyondaki TNF-a standartlart ve bilinmeyen &rnekler kuyucuklara

pipetlenir. Biyotin ile konjuge edilmis ikincil antikorlar eklenir. Inkiibasyondan sonra
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streptavidin ile konjuge peroksidaz enzimi eklenir. Ikinci inkiibasyondan sonra
baglanmayan enzimler yikama islemiyle ekarte edilir. Substrat soliisyonu ilave edilerek
bagli enzimlerin reaksiyonuyla renk degisimi gozlenir. Renk siddeti TNF-a
konsantrasyonuyla orantili olarak degisim gdsterir.
TNF - o Diizeyleri Ol¢iim Materyalleri
1. Rat TNF-a Standartlar
% Kit iceriginde 2 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadir.

2. Konsantre Deney Tamponu

% 5 ml’lik 1 adet sige igerisinde kit igeriinde mevcuttur.
3. Rat TNF-a Biotin Konjugati

% 100 pl’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.
4. Streptavidin — HRP

% 150 ul’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.
5. Ornek Diltienti

% 12 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur
6. Konsantre Deney Tamponu (20X)

% 5Sml’lik 1 adet sise igerisinde kit igeriginde mevcuttur.
7. Konsantre Yikama Tamponu (20X)

% 50 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.
8. Substrat Soliisyonu (Tetrametil benzidin)

% 15 ml’lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.
9. Stop Soliisyonu

% 15 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.
10. Mavi, kirmizi ve yesil boya

% 0.4 ml’lik 3 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadir.

TNF - a Diizeyleri Ol¢iim Metodu
1. Standartlarin Diliisyonu
e Liyofilize haldeki standart sisesi etiketi tizerinde belirtilen miktar
distile su eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Bu sekilde hazirlanan
¢oziinmiis standart konsantrasyonu 5000 pg/ml’dir. En az 10 dakika
oda 1sisinda bekletilerek tim liyofilize partikiillerin ¢6ziinmesi

saglandi.
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e Sulandirilmis standarttan 225 pl. alinarak igerisinde 225 pL 6rnek
dilienti bulunan tiipe aktarildi. Bu sise igerisindeki standart
konsantrasyonu 2500 pg/ml olarak belirtildi.

e Alt1 adet bos tiip iizerine swrastyla 1250 — 625.0 — 312.5 — 156.3 —
78.1 — 39.1 -0 pg/ml konsantrasyon degerleri yazildi ve her birine
225 pL standart diliient tamponu pipetlendi.

e 2500 ml’lik standart tiipiinden 225 pL almarak 1250 pg/ml etiketli
tiipe aktarildi ve bdylece 1:2 oraninda seyreltme iglemi
gergeklestirildi. Diger tiipler iginde aym1 oranda seyreltme
yapild1.

Transfer 225 pl
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rat tnf-alfa 225 i
standart

2. Yikama Tamponunun Seyreltilmesi
e Kit icerigindeki mevcut yikama tamponu 20 kat konsantre olup
¢alisma aninda 1 hacim yikama tamponu 19 hacim distile suyla 20
kat seyreltildi. Kuyucuk bagina harcanan miktar hesaplanarak gerekli
miktarda tampon hazirland:.
3. Deney Tamponunun Seyreltilmesi
e Kit igerigindeki mevcut deney tamponu 20 kat konsantre olup
calisma aninda 1 hacim yikama tamponu 19 hacim distile suyla 20
kat seyreltildi. Kuyucuk bagsina harcanan miktar hesaplanarak gerekli
miktarda tampon hazirland..
3. Mavi, kirmizi ve yesil boyanin ilave edilmesi
e Biotin-konjugat ve streptavidin-HRP hazirlanirken kullanilan deney
tamponu (1x) igerisine belirtilen miktarlarda boyalardan ilave edildi.
3. Streptavidin — HRP Hazirlanmasi
e 60 pL stok siseden alinip igerisinde 5.94 mL deney tamponu (1x)

bulunan siseye aktarildi. Bdylece 1:100 oraninda konsantre
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cozeltiden seyreltme yapilmis oldu. Bu ¢dzelti kullanilacagi an taze

olarak hazirlanmalidir.

3. Biotin-Konjugat Hazirlanmasi

e 60 pL stok siseden alinip igerisinde 2.97 mL deney tamponu (1x)
bulunan siseye aktarildi. Boylece 1:100 oraninda konsantre
cozeltiden seyreltme yapilmig oldu. Bu ¢ozelti kullanilacagi an taze

olarak hazirlanmalidir

Ol¢iim Prosediirii

1.

10.

Calismada 6rnek sayisi kadar kuyucuklu strip plate gergevesinde hazirlanarak
kullanilmayacak fazla stripler tekrar orijinal kabma yerlestirildi.

Yerleri belirli tiim kuyucuklara 100 pL standart serileri, 50 pL drnek diliienti ve
ornekler pipetlendi.

Tiim kuyucuklara 50 pL hazirlanan biyotin konjugati eklendi.

Plate’in tizeri 6zel yapiskan bandi ile kapatildiktan sonra 2 saat oda 1sisida
inkiibe edildi. Bu asamada o6rnek ve standart igindeki mevcut TNF-o
molekiilleri  kuyucuklarin i¢ duvarina kaplanmig TNF-a antikorlar tarafindan
tutulur. Birinci inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklar 400 pL yikama
tamponu ile 4 kez yikandi. .

Tiim kuyucuklara 100 pL hazirlanan streptavidin-HRP konjugati eklendi.

jkinci inkiibasyon islemi sonrasi yikama islemi 5. basamakta oldugu gibi
tekrarlandi.

Tium kuyucuklara 100 pL Streptavidin — HRP konjugat: eklendikten sonra 30
dakika oda isisinda inkiibe edildi ve besinci basamaktaki yikama islemi
tekrarland..

Tim kuyucuklara 100 pL Substrat (tetrametilbenzidin - TMB) eklendi ve
karanlk bir ortamda 10 dakika inkiibasyona birakild1.

inkiibasyon islemi bitiminde tiim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu eklendi
ve stop dncesi mavi rengin sar1 renge degistigi gozlemlendi. Renk degisimi
ornekteki TNF-o konsantrasyonuyla orantili olarak 450 nm’de absorbans
diizeyleriyle belirlendi.

Tum sonuglar standart seri diliisyonlarma karsilik ¢izilen absorbans egrisi

tizerinden hesapland1 (Sekil 24). Ornek sonuglari diliisyon faktoriiyle ¢arpilarak

verildi.
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Sekil 21. Standart TNF-o, Grafigi

3.2.3.9. interlokin — 6 (IL-6) Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum [L-6 diizeyleri Invitrogen Rat TNF-o. (BMS625; Bender MedSystems,
Vienna, Austria) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak &lgtildu. Kitin dl¢tim i¢i kesinlik
degeri (intra-assay % CV) < % 5 ve olglimler arasi kesinlik degeri (inter-assay % CV)
< % 10 *dur.

interlokin — 6 Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

invitrogen IL-6 kiti solid faz sandvig Enzim Bagl immiin Ol¢tim (ELISA)
prensibine dayanir. Rat IL-6 molekiiliine spesifik poliklonal antikorlar strip halindeki 8’li
kuyucuklara kaplanmigtir.

Bilinen konsantrasyondaki IL-6 standartlart ve bilinmeyen Srnekler kuyucuklara
pipetlenir. Biyotin ile konjuge edilmis ikincil antikorlar eklenir. Inkiibasyondan sonra
streptavidin ile konjuge peroksidaz enzimi eklenir. Ikinci inkiibasyondan sonra
baglanmayan enzimler yikama iglemiyle ekarte edilir. Substrat soliisyonu ilave edilerek
bagli enzimlerin reaksiyonuyla renk degisimi gdzlenir. Renk siddeti TNF-a
konsantrasyonuyla orantili olarak degisim gdsterir.

interlokin — 6 Diizeyleri Ol¢iim Materyalleri

1. Rat IL-6 Standartlart

% Kit igeriginde 2 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadur.

2. Konsantre Deney Tamponu
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% 5 mllik 1 adet sise igerisinde kit iceriginde mevcuttur.

3. Rat IL-6 Biotin Konjugati

< 100 pl’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.
4. Streptavidin — HRP

% 150 ul’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.

5. Konsantre Deney Tamponu (20X)

% 5 ml’lik 1 adet sise igerisinde kit igeriginde mevcuttur.

6. Konsantre Yikama Tamponu (20X)

< 50 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.

7. Substrat Soliisyonu (Tetrametil benzidin)

< 15 ml’lik 1 adet sisede kit i¢eriginde mevcuttur.

8. Stop Soliisyonu

% 15 ml’lik 1 adet sisede kit i¢eriginde mevcuttur.

9. Mavi, kirmizi ve yesil boya

% 0.4 ml’lik 3 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadir.

interlokin — 6 Diizeyleri Ol¢iim Metodu

1. Standartlarin Dillisyonu

Liyofilize haldeki standart gisesi etiketi iizerinde belirtilen miktar
distile su eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Bu sekilde hazirlanan
¢oziinmils standart konsantrasyonu 4000 pg/ml’dir. En az 10 dakika
oda isisinda bekletilerek tiim liyofilize partikiillerin ¢oziinmesi
sagland..

Sulandirilmis standarttan 225 pl. alinarak igerisinde 225 pl. deney
tamponu bulunan tiipe aktarildi. Bu sise igerisindeki standart
konsantrasyonu 2000 pg/ml olarak belirtildi.

Alt1 adet bos tiip lizerine sirastyla 1000 — 500.0 — 250.0 — 125.0 -
62.5 — 31.3 -0 pg/ml konsantrasyon degerleri yazild1 ve her birine
225 uL deney tamponu(1x) pipetlendi.

2000 ml’lik standart tiipiinden 225 pl. alinarak 1000 pg/ml etiketli
tiipe aktarildi  ve boylece 1:2 oraminda seyreltme islemi

gergeklestirildi. Diger tiipler iginde ayn: oranda seyreltme yapilds.
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Transfer 225 pl
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2. Yikama Tamponunun Seyreltilmesi
e Kit igerifindeki mevcut yikama tamponu 20 kat konsantre olup
¢alisma aninda 1 hacim yikama tamponu 19 hacim distile suyla 20
kat seyreltildi. Kuyucuk bagina harcanan miktar hesaplanarak gerekli
miktarda tampon hazirland.
3. Deney Tamponunun Seyreltilmesi
e Kit icerigindeki mevcut deney tamponu 20 kat konsantre olup
calisma aninda 1 hacim yikama tamponu 19 hacim distile suyla 20
kat seyreltildi. Kuyucuk bagma harcanan miktar hesaplanarak gerekli
miktarda tampon hazirland..
3. Mavi, kirmizi1 ve yesil boyanin ilave edilmesi
¢ Biotin-konjugat ve streptavidin-HRP hazirlanirken kullanilan deney
tamponu (1x) igerisine belirtilen miktarlarda boyalardan ilave edildi.
3. Streptavidin — HRP Hazirlanmasi
e 60 uL stok siseden alinip igerisinde 5.94 mL deney tamponu (1x)
bulunan siseye aktarildi. Boylece 1:100 oraninda konsantre
¢ozeltiden seyreltme yapilmis oldu. Bu ¢ozelti kullanilacag: an taze
olarak hazirlanmalidir.
3. Biotin-Konjugat Hazirlanmasi
e 60 pL stok siseden alinip igerisinde 2.97 mL deney tamponu (1x)
bulunan siseye aktarildi. Boylece 1:100 oraninda konsantre
¢ozeltiden seyreltme yapilmis oldu. Bu ¢ozelti kullanilacagi an taze
olarak hazirlanmalidir
Ol¢iim Prosediirii
11. Calismada ornek sayisi kadar kuyucuklu strip plate ger¢evesinde hazirlanarak

kullanilmayacak fazla stripler tekrar orijinal kabmna yerlestirildi.
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13.
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15.
16.

17.

18.

19.

20.
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Yerleri belirli tiim kuyucuklara 100 pL standart serileri, 50 pL deney tamponu
ve Ornekler pipetlendi.

Tiim kuyucuklara 50 pL hazirlanan biyotin konjugati eklendi.

Plate’in tizeri 6zel yapiskan bandi ile kapatildiktan sonra 2 saat oda isisinda
inkiibe edildi. Bu asamada o©rnek ve standart igindeki mevcut IL-6
molekiilleri  kuyucuklarin i¢ duvarina kaplanmis IL-6 antikorlar: tarafindan
tutulur. Birinci inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklar 400 pL yikama
tamponu ile 4 kez yikandu. .

Tiim kuyucuklara 100 pL hazirlanan streptavidin-HRP konjugati eklendi.

Ikinci inkiibasyon islemi sonrasi yikama iglemi 5. basamakta oldugu gibi
tekrarlandi.

Tiim kuyucuklara 100 pL Streptavidin — HRP konjugati eklendikten sonra 30
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi ve besinci basamaktaki yikama islemi
tekrarlandi.

Tiim kuyucuklara 100 pl. Substrat (tetrametilbenzidin - TMB) eklendi ve
karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon islemi bitiminde tiim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu eklendi
ve stop Oncesi mavi rengin sari renge degistigi gozlemlendi. Renk degisimi
ornekteki 1L-6 konsantrasyonuyla orantili olarak 450 nm’de absorbans
diizeyleriyle belirlendi.

Tiim sonuglar standart seri diliisyonlarina karsilik ¢izilen absorbans egrisi
iizerinden hesapland: (Sekil 24). Ornek sonuglar1 diliisyon faktdriiyle garpilarak

verildi.
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Sekil 22. Standart IL-6 Grafigi

3.2.4. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme igin ayrilan kas ornekleri, 15tk mikroskobik diizeyde
histolojik incelemelerinin yapilabilmesi igin %10’luk formalin fiksatifi i¢ine alinarak 48
saat siire ile fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyonlari saglanan ornekler fiksatifin ¢okmesini
engellemek amaciyla 24 saat gesme suyunda yikandi Daha kigiik pargalara boliindii.
Kiigiik parcalara ayrilan doku pargalart daha sonra sirasiyla kademeli olarak %70’lik
alkolde 1 gece, %80°lik, %90’lik, %96, %99,5’luk alkol serilerinde 1’er saat bekletilerek
dehidratasyonlari saglandi. Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler seffaflandirilmak Uzere
2 kez 30°ar dakika ksilende bekletildi. Etiiv iginde 58°C’de eritilmis parafinlere alinarak 12
saat bekletildi. Parafinize edilen dokular ayri ayri parafin iceren kasetlere gomiilerek
bloklandi, buzdolabinda sogutuldu ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklar
icerisindeki dokular rotarimikrotom (LEICA RM2125RT, China) aracihigt ile her bir
ornekten 5’er mikrometre kalinliginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su
banyosunda agilmalar1 saglanarak temiz lamlar {izerine alinmasindan sonra etiiv icinde 1
gece bekletildi. Boylece kesitler hem hemotoksilen eozin boyama igin hem de
immiinohistokimyasal analiz i¢in hazir duruma getirildi. Her bir grupta 7 hayvan ve her bir
hayvana ait 10 kesit ve her bir kesitte ortalama 20-25 alan iizerinde histolojik analizler

gerceklestirildi.
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3.2.4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu: Preparatlar 15 dakika siire ile ii¢
ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlars saglandiktan sonra boyama asamasina gegildi.
Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyast kullanildi. Deparafinizasyonu
yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %100, %90, %80, %70’lik alkollerde ve
distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 10 dakika ve eosin ile 2 dakika boyandi.
Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla %70, %80’lik %90 ve %100’liik alkol
serilerinden gegirilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular ti¢ ayr1 ksilolde 5’er dakika
tutularak seffaflastirildi. Seffaflanan dokular daha sonra entellan damlatilarak kapatildi.

Histolojik hasar analizi: Parafini erimis olan kesitlerden histolojik hasar skoru
yapilacak olanlara HematoksilenEozin boyama protokolii uygulanarak dokular histolojik
olarak boyandilar. Her bir grupta 7 hayvan ve her bir hayvana ait 10 kesit ve her bir kesitte
ortalama 20-25 alan iizerinde histolojik analizler gergeklestirildi. Histolojik analizler Nis
Element programu yiiklii bilgisayar destekli 151k mikroskobundaki (NikonEclipse 200 Serial
No:Tlal 944909, Japan) goriintiiniin mikroskabaentegre edilmis olan kamara (Nikon Ds-
Fil, Japan) vasitasi ile bilgisayar monitdriine aktarilmas: suretiyle gerceklestirildi.
Mikroskobik analizler iki arastirici tarafindan kodlama sistemine dayali olarak kor bir
calisma seklinde gergeklestirildi. Histolojik hasarin derecesini sayisal olarak ifade
edebilmek i¢in kas liflerinin organizasyon bozuklugu ve dejenerasyonu degerlendirildi

3.2.4.2. Immiinohistokimyasal Metod: Immiinohistokimyasal boyama igin
polilizinli lamlara alinarak etiivde parifini eritilen kesitlere indirektimmiinohistokimyasal
boyama protokolii uygulanarak doku kesitlerinde beta aktin proteinleri immiinolojik olarak
isaretlenerek boyandi. Bunun igin kesitler 5’er dakika 3 degisim ksilende bekletilerek
tamamen deparafinize edildikten sonra sirasi ile 5’er dakika %100, 96, 90, 80 ve 70’lik etil
alkol serilerinden gegirilerek distile suda 5 dakika bekletilip rehidrate edildiler. Antijen
retrival islemi i¢in dokular sitrik asit soliisyonu igerisinde 5 dakika iki degisim 360 watt
ayarli mikrodalga firinda (nitellowawe MD 554 argelik) tutuldu. Mikro dalgadan disar
alman kesitler tizerinde 80 ml kadar soguk distile su ilave edilerek ani bir sekilde
sogumalar1 saglandi. Oda 1sisina gelmesi igin disarida yaklagik 10 dakika kestitlerdistile
suiceridinde bekletildiler. Doku kesitlerindeki muhtemel endojenperoksidaz aktivitesini
boloke etmek icin kesitler %3’liikk H,O, (hidrojen peroksit) soliisyonunda 10 dakika
bekletildikten sonra 3 degisim 5 dakika FTS (fosfat tampon soliisyonu) ile yikandilar. FTS’
de 3x5 dakika Lamlar iizerindeki kesitlerin g¢evresi hidrofobikpappen kalem (Liquid
Blocker, Japan) ile gevrelendikten sonra blocking serum (nonimmun serum) damlatilarak
nemli ortamda 15 dakika kadar bekletildiler. Bloking serum yikmadan uzaklastirildiktan

sonra kesitler iizerine dokulari kapatacak miktarda primer antikor olan Anti-beta



75

Actinantibody (mAbcam 8226)1/500diliisyon oraninda damlatilip nemli kapali bir kutu
igerisinde £40C buzdolabinda (04 nt 465v/03 Regal) bir gece inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra lamlar FTS’ de 3 kez 5 dakika yikandilar. Sonra kesitler lizerine ayni
sekilde biyotinlenmissekonder antikor damlatilarak kapali nemli kutu igerisinde oda 1sisinda
30 dakika bekletildiler. Kesitler FTS’ de 3 kez 5 dakika yikandiktan sonra dokularin tizerine
streptavidin igaretli sekonder antikor damlatilarak kapali nemli kutu igerisinde 30 dakika
oda 1sisinda bekletildiler. FTS ile 3 kez 5’er dakika yikama isleminden sonra kesitler
tizerine AEC damlatilip 5-10 dakika igerisinde reaksiyon olustuktan sonra kesitler FTS
almarak reaksiyon sonlandirildi ve 3 kez 5 dakika yikandiktan sonra distile suya alinarak
yikandi. Sonrasinda Hematoksilen ile zit boyama yapildi. Boyanan preparatlardaki fazla
boyanin uzaklastirilmasi igin akarsu ile tekrar yikandilar. Sonra distile su ile yikandiktan
sonra kesitler iizerindeki fazla su uzaklastirildi ve su bazli (Aqueous-Mount, Invitrogen)
kapatma soliisyonu damlatilarak lamel ile kesitlerin tizeri kapatild1. Kontrol amaciyla birkag
tane kesitte, primer antikor damlatma asamasinda beta aktinantikoru yerine FTS damlatildi,
diger basamaklarda ayni protokoller uygulandi. Bu preparatlardaki dokularin
immiinohistokimyasal olarak boyanmadiklart gézlemlenmesi ile ¢alismamizin saglikh
olarak gergeklesmis oldugu gorildii.

Immiinohistokimyasal boyama yapilan doku kesitlerinde beta aktin proteininin
tanimlanmasini saptamak amactyla semikantitatif degerlendirme sistemi kullanildi. Immiin
boyanmanin siddetine goére hiicrelerin sayimlari yapilarak sonuglar semikantitatif olarak
degerlendirildiler.

Semikantitatif HSCORE analizi: Herbir kesit i¢in 151k mikroskobu altmmda 40X
biiyiitmede birbirinden habersiz iki arastirmaci tarafindan rastgele bes alan segildi. Bu
alanlar i¢inde hiicrelerin immiin boyanma yogunluklarma gore Nis Element programi
destegi ile boyanma siddeti skorlarina gore kategorik olarak sayimlari yapildi. Bu sayimlar
yapilirken hem pozitif immunreaktivite gosteren hiicrelerin sayisi, hem immunreaktivitenin
yogunluk dereceleri hem de boyanan boyanmayan tiim hiicreler géz oniinde tutuldu. Elde
edilen sayim sonuglarinin hesaplama igin HSCORE formilii [} Pi(i+ )] kullanildi. Bu
formiilde; i: boyanma yogunlugu skorunu, Pi: boyanan hiicrelerin ylizdesini gostermektedir.
Gozlemler sonunda hesaplanan skorlarin bireydeki ifadelerinin ortalamasi alindi ve

HSCORE degerleri grafikle gosterildi.
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3.2.5. Istatistiksel Analizler

Kategorik degiskenler say1 ve yiizde ile ifade edildi. Stirekli degigkenlerin, gruplar
arasindaki karsilastirmalarinda Tek Yonlii varyans analizi ve Kruskal Wallis varyans analizi
kullanildi. Tek Yonlii varyans analizinde, post hoc goklu karsilastrma i¢in, Tukey HSD
testi kullanildi. Tek yonlii varyans analizi testinde stirekli degiskenler, ortalama (Ort) ve
standart sapma (SS) olarak ifade edildi. p degerleri 0.05’in altinda hesaplandiginda
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi. Hesaplamalar hazir istatistik yazilimi ile yapilds.

(IBM SPSS Statistics 19, SPSS inc., an IBM Co., Somers, NY).
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4. BULGULAR

4.1.Biyokimyasal Bulgular

Deneysel prosediir uygulanan gruplar; sham operasyonu yapilan grup (SHAM,
n=10), iskemi reperfiizyon yapilan grup (I/R, n=10), iskemik Snkosullama yapilan grup
(10K, n=10), iskemi reperflizyon sirasinda 200 mg/kg dozunda krill oil karvakrol verilen
grup (I/R+KO, n=10), iskemik onkosullama ve krill oil ile birlikte iskemi reperflizyon
uygulanan grup (IOK+KO, n=10) olarak ifade edildi.

Tablo 3. Gruplarda kas dokusunda enzim sonuglar

Gruplar GSH-Px CAT SOD
Ul/gr protein k/gr protein U/mg protein
I Sham 0,73+0,57 0,04+0,02 0,02+0,01
1 iR 0,66+0,34 0,02+0,01 0,0120,01
I 1(0):9 0,730,21 0,03+0,02 0,02+0,01
v I/R+KO 0,78+0,22 0,09+0,06 0,02+0,01
v I0K+KO 0,82+0,17 0,06+0,05 0,02+0,01

Tablo 4. Gruplarda serumda enzim sonuglari

Gruplar GSH-Px SOD
U/L U/mL
I Sham 110,44+47,92 14,70+0,64
I IR 82,77+51,72 14,54+0,28
T 10K 93,43+51,36 14,9+0,74
v I/R+KO 120,56+39,46 13,9+0,38

\% IOK+KO  138,83+129,99 14,16+0,42

Tablo 5. Kas dokusunda gruplararast MDA ve NO miktarlari

Gruplar MDA NO
nmol/gr yas doku umol/gr yas doku
I Sham 5,97+0,69 0,94+0,1
| i/R 9,88+0,68 1,1440,22
m 10K 9,62+0,53 0,95+0,16
v I/R+KO 8,22+0,51 0,9+0,09

\Y [OK+KO 7,94+0,96 0,78+0,1
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Tablo 6. Serumda gruplararast MDA ve NO miktarlari

Gruplar MDA NO
pmol/L pmol/L
I Sham 1,99+1,56 84,62+10,08
1I IR 1,91+2,96 76,71+8,56
m 10K 1,88+1,09 75,71+11,17
v I/R+KO 2,31+1,85 79,73+13,68
v [0K+KO 3,20+2,19 79,61+15,89

Tablo 7. Gruplararasit TNF-o ve IL-6 diizeyleri

Gruplar TNF-a IL-6

ng/ml ng/ml
I Sham 0,17+0,12 0,26+0,13
i IR 0,23+0,08 0,27+0,19
m 10K 0,2+0,12 0,27+£0,15
A% I/R+KO 0,17+0,13 0,27+0,19
v 10K+KO 0,18+0,11 0,27+0,20

Calismada olgiimii yapilan parametrelerin ortalama + standart sapma degerleri

yukarida verilmistir.

4.1.1. Gruplarda MDA miktarlan

Sonuglar sekil 23°de gosterilmistir. Bu grafige gore I/R ve IOK+I/R yoniine dogru
MDA miktarlar1 gittikge artan bir degisim izlemistir. Tek bagina I/R uygulanan grup ile
birlikte artis en iist seviyeye ulagmistir. Gruplar arasinda elde edilen istatistiksel p degerleri
soyle bulunmustur: Sham-I/R arasinda p<0,001, sham-IOK+I/R arasinda p<0,001. Bununla
beraber IOK+i/R grubunda I/R grubuna gdre minimal bir diisiis olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir. Krill yagi uygulanmasi ile MDA
diizeyi 1/R’da oldugundan daha diisiik diizeylere inmistir. Krill yagi uygulanmasi I/R ve
IOK ile karsilastirildiginda hem I/R ile I/R+KO arasinda (p<0,001) hem de 10K ile
[OK+KO (p<0,001) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmugtur. Krill yagi lipid

peroksidasyonunu bagarili gekilde azaltarak MDA diizeyini diiiirmustir.
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Sekil 23. Doku MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimini gdsteren grafik

4.1.2. Gruplarda NO miktarlan
Sonuglar sekil 24’de gosterilmigtir. Iskemi reperflizyonla birlikte NO diizeyi sham
grubuna gore oldukga yiikselmistir. NO diizeyleri krill yagindan etkilenerek /R ve I/R+KO
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh fark tespit edilmistir (p=0,007). Ayrica IR ve
{OK+KO arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,001). Krill yagi NO

miktarim sham grubundan daha diigiik bir diizeye indirmistir.

1,007

0,50

NO (nmol/gr yas doku)

-

0,00

oK

Gruplar

IIR+KO

{OK+KO

Sekil 24. Doku NO diizeylerinin gruplara gore dagilimini gosteren grafik
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4.1.3. Gruplarda SOD aktivitesi

Asagidaki grafikte gosterilmistir. Bu grafige gore krill yagi verilen siganlarda SOD
aktivitesi sham, /R ve IOK gruplari ile kargilastirildiginda belirgin bir artis veya azalma
tespit edilmezken sham grubu ile I/R+KO grubu arasinda (p=0,024), 10K ile /R+KO
arasinda (p=0,002) ve IOK ile IOK+KO arasinda (p=0,032) istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmusgtur. Net bir fikir elde etmek igin dokuda baktigimiz SOD aktivitesi grafik
5°de ifade edilmistir. Buna gore krill yagi uygulanmast ile SOD aktivitesi hem I/R hem de
IOK grubu ile karsilastirildiginda dnemli oranda arti gostermistir. Ancak bu artis istatiksel

olarak anlamli degildir.
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o |
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=
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(e ]
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SHAM IR 10K IR+KO " IOK+KO
Gruplar

Sekil 25. Serum SOD aktivitelerinin gruplara gore dagilimini gdsteren grafik
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Sekil 26. Doku SOD aktivitelerinin gruplara gore dagilimini gosteren grafik
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4.1.4. Gruplarda CAT aktivitesi

CAT aktivitelerinin gruplara gére durumu grafikte ifade edilmigtir. Bu grafife gore
krill yag: verilen her iki grupta da CAT aktivitesi yar1 yartya artmustir. [OK ile IOK+KO
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken I/R ve I/R+KO gruplart arasinda
istatistiksel olarak anlamli bu farkliik (p=0.020) grafikteki artisa da paralellik
gostermektedir. /R ile [OK grubu Kkarsilastirildiginda ise uzun siireli iskemi ve
reperfiizyondan 6nce uygulanan kisa siireli iskemi ve repeflizyonun CAT aktivitesi tizerinde
bir artiga sebep oldugu goriilmektedir. CAT diizeyini sham grubunda olana ¢ok yakin bir
diizeye ¢ikardig1 grafikte goriilmektedir.

0159

0,307

CAT (k/gr protein)

if

SHAM R IOK YR+KO IOK+KO
Gruplar

nag="—

Sekil 27. Doku CAT aktivitelerinin gruplara gore dagilimini gosteren grafik

4.1.5. Gruplarda GSH-Px aktivitesi

Sonuglar asagidaki grafikte gdsterilmistir. Bu grafiklerin her ikisinde de benzer
seyreden artiglar ve azalmalar s6z konusudur. Iskemi reperfiizyon ile birlikte azalan GSH-
Px aktivitesi, krill yaginin verilmesi ve iskemik onkosullamanin uygulanmasi ile

istatistiksel olarak anlami1 olmayan (p>0,05) bir artig gostermistir.
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Sekil 29. Serum GSH-Px diizeylerinin gruplara gore dagilimin gésteren grafik
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Sekil 30. Doku GSH-Px diizeylerinin gruplara gore dagilimini gdsteren grafik

4.1.6. Gruplarda TNF-a diizeyleri
Sonuglar sekil 31°de gosterilmistir. Sham grubunda TNF-o. diizeyleri diigiiktir.

Iskemik 8nkosullama ve 6zellikle tek basina uygulanan uzun siireli iskemi ve reperfliizyonla
birlikte TNF-o. diizeylerinin yiikseldigi gortilmektedir. Bu grafiklerin her ikisinde de benzer
seyreden artiglar ve azalmalar s6z konusudur. Iskemi reperfiizyon ile birlikte artan TNF-a.
diizeyi, krill yagmnin verilmesi ve iskemik 6nkosullamanin uygulanmasi ile istatistiksel

olarak anlami olmayan (p>0,05) bir azalma gostermistir.
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Sekil 31. TNF-a diizeylerinin gruplara gore dagilimini gosteren grafik

4.1.7. Gruplarda IL-6 diizeyleri
Asagida grafikte goriilecegi gibi I/R, IOK ve KO gruplarinda TL-6 diizeyleri degisim
gdstermemistir. Sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da minimal bir artis

sdz konusudur (p>0,05).
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0,00 - . - ~ —
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Sekil 32. IL-6 diizeylerinin gruplara gore dagilimini gosteren grafik
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4.2. Histopatolojik bulgular

4.2.1.Hematoksilen-eozin boyama bulgulari: Cahgmamizdaki iskelet kas doku
ornekleri klasik bir metod olan Hematoksilen-Eozin boyama yontemiyle incelendi. Tiim
gruplar, kas lifi organizasyon ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu agisindan degerlendirildi.

Histolojik skor analizi: Bu amagla 0’dan baslaylp 4’¢ kadar gittikge hasar
siddetinin artisini1 gsteren toplam 4 skorlama sistemi baz alind1. Bu skorlama sisteminde 0:
normal bir dokuyu, 1: hafif sekilse hasar oldugunu, 2: orta diizeyde doku hasarini, 3:
siddetli hasar ve dejenerasyon sonucu kas lifi organizasyonunun agir bir sekilde bozulmug
olduguna karsihik gelmektedir. Kas dokusundaki enflamatuar hiicre infiltrasyonunun
degerlendirmesinde de yine benzer bir skorlama sistemi kullanilarak analiz yapild1 (0:
normal, 1: hafif, 2: orta, 3: agr) bakildi (224). Bu hasar derecelendirme kriterlerine goére
mikroskobik doku analizi sonucunda elde edilen skorlar herbir bireyin skor katsayi

ortalamasi bulunarak grubun ortalama hasar skorlari hesapland..



Tablo 29. Gruplararasi histolojik hasar skorlarmm sonuglari
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Sham grubu: Siganlarin gastrokinemius kas dokularmnin histolojik analizleri

sonucunda preperasyon artefaktlari diginda dikkati gekecek herhangi bir yapisal ve

enflamatuar hiicreler bakimindan histolojik olarak degisikligin gozlenmedigi normal iskelet
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kas dokusu gortiniimiindeydiler (Sekil 33). Kas lifi organizasyon skorlari ve inflamatuar

hiicre infiltrasyonu skoru degerleri sirasi ile grade 0,5 ve grade 0,7 degerlerinde bulundu.

Resim 3. Sham grubu histolojik inceleme goriintiisii

(bar: 50.0pm, H&E).

iskemi reperfiizyon grubu: Iskemi reperflizyon gruplarinda yapilan histolojik
analizler sonucunda preperasyon artefaklarina ilaveten siddetli hasarlarm oldugu ve kas
lifleri organizasyonunun bilylk g¢ogunlugunun bozulmus oldugu iskelet kaslarin tipik
histolojik goriiniimleri olan A ve T bantlarinin hiicrelerin gogunda kaybolmug oldugu
goriildii. Kas hiicrelerinin ¢aplarinin da normalden daha fazla geniglemis oldugu ve hilcre
¢ekirdeklerinin normal konumlar1 olan periferik yerlegimlerinin bozulmus oldugu tespit
edildi. Hiicrelerinin soluk boyandiklari goriildii ve bu durumun muhtemelen kasilabilir
miyoflamenlerinin bozulmus olmalarindan kaynaklanmig olabilecekleri sonucuna varildi.
Cekirdek pozisyon degisiklikleri ve soluk boyanmalar ve hiicre ¢apinin normalden daha
fazla artmig oldugu kas liflerinin enine kesit goriintiilerinde daha bariz bir sekilde
goriiliiyordu. Bu hiicresel goriiniimle uyumlu bir sekilde ekstraselliiler alanlarda yogun bir
sekilde kanamalarin oldugu yabanci cisim dev hiicrelerinin de yer yer goriildigii

enflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 belirgin bir sekilde dikkati gekmekteydi (Sekil 34).
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Resim 4. Iskemi-reperflizyon grubu histolojik inceleme goriintiisii

(bar: 50.0um, H&E).

fskemik onkosullama grubu: Bu grubu olusturan siganlardan alman kas
rneklerinin yapilan 15tk mikroskobik incelemelerinde; kas lifi hiicresel hasarin pek fazla
anlam ifade etmeyecek sekilde bir miktar fazla oldugu ancak her iki iskemi reperfiizyon
grubundaki hasar skorlarinin birbirlerine yakin oldugu tespit edildi (Sekil 35). Kas lifi
organizasyon skorlar1 ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu skoru degerlerinin yapilan

hesaplamalar neticesinde ortalama olarak 2 ile 2,5 arasinda oldugu bulundu.

Resim 5. Iskemik dnkosullama grubu histolojik inceleme goriintiisii

(bar: 50.0pm, H&E).
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Krill yag grubu I ve IT: Tedavi gruplarinin histolojik analizleri neticesinde kas lifi
organizasyonlarinin belirgin olmasa da diizelme egiliminde olduklar1 goriilmekte edi. Buna
paralel olarak kas hiicrelerinin A ve I bantlari seklindeki ¢izgilenmelerinde yer yer
bozulmalar ve dejenerasyonlar olmakla birlikte genel olarak kas liflerinin enine
¢izgilenmelerinin korundugunu veya korunma egiliminde oldugunu ve kas dokusu
organizasyonunun genel olarak korundugunu gozlemledik. Kas lifi ¢ekirdek pozisyonlar: ve
hiicre morfolojileri kontrol grubunda oldugu gibi normal goriiniimde olmasa da genel olarak
¢ok ciddi bir deformasyonun olmadig1 gozlemlendi. Iskemi reperfiizyon grubundaki gibi
hiicrelerin boyanmalarinin gok soluk olmadigi da gozlemlendi (Sekil 36). Preconditioning
tedavi grubunun dikkati gekecek sekilde olmasa da kas lifi organizasyon hasarinin cok hafif
azalmis oldugu inflamatuar hiicre infiltrasyonun ise gok hafif artmis oldugu gozlemlendi
(Sekil 37).

Tedavi grubunun mikroskobik analiz sonuglarinin hesaplanmasi neticesinde hem kas
lifi organizasyon hem de enflamatuar hiicre infiltrasyonlar: skorlarinin grade 1 ile 1,5
arasinda bir degerde oldugu hesap edildi. Boylelikle sonucun iskemi reperflizyon grundan

ziyade kontrol grubuna yaklagma egiliminde oldugu tespit edilmig oldu.

Resim 6. [/R+KO grubu histolojik inceleme goriintiisii
(bar: 50.0um, H&E).
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Resim 7. [OK+KO grubu histolojik inceleme goriintiisii
(bar: 50.0pm, H&E).

4.2.2. Immiinohistokimyasal bulgular

Semikantitatif HSCORE analizi: {mmiinohistokimyasal boyama yapilan doku
kesitlerinde beta aktin proteininin tanimlanmasini saptamak amactyla semikantitatif
degerlendirme sistemi kullanildi. Bu maksat igin antijen antikor reaksiyonu sonucu olugan
boyanmanin siddetine gore bir skorlama skalasi kullanildi. Bu skalada boyanma siddeti
negatiften ti¢ pozitif degere kadar toplam dort derecelendirme yapildi. Skorlama sisteminde;
(-): boyanma yok, (+): tespit edilebilir zayif boyanma, (++): orta siddetli boyanma, (+++):
siddetli boyanmanin oldugunu gostermektedir. Bu boyanma derecelerini gdsteren skala
kullanilarak ¢alismaya dahil edilen siganlarin gastrokinemius kas dokularindaki beta aktin
molekiillerinin immiin boyanma siddetleri degerlendirildi. Immiin boyanmanin siddetine
gore hiicrelerin sayimlari yapilarak sonuglar semikantitatif olarak degerlendirildiler.
Cahismanmin sonucunda immiln boyanmanin kas doku hiicrelerinde ve daha ziyade
fibroblastlar basta olmak iizere kas dokusu gevresindeki bag dokusu elamanlart ve kan

damari hiicrelerinde oldugu goriildii.
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Tablo 9. Semikantitatif HSCORE analizlerinin sonuglar:

BOYANMA SIDDETLERI

SICANLAR 0f) 1(+) 2(+4) 3{++4)  BryBSSK  GrpBSSK % B SK Pi Bry HSCOR  Grup HSCOR
G1-1 20 30 3 15 1,82 1,55 1547 8551 241,03 205,01
61-2 10 17 15 20 1,73 B15 8B WK

G1-3 35 41 ] 10 1,11 27,65 69,03 145,38

621 59 10 7 1 035 026 877 2338 31,57 25,68
622 60 2 5 0 029 24 208 2839

623 63 1 0 0 015 3N 1486 17,07

Bry BS SK : Birey boyanma siddeti skoru Grp BS SK : Grup boyanma siddeti skoru

% BS SK : Yiizde boyanma siddeti skoru i: boyanma yoguntugu skorunu  Pi: boyanan hiicrelerin ylizdesi

HSCORE: [XPi(i+ I)] (elde edilen sayim sonuglarinin hesaplanmasi igin).

immunohistokimyasal boyama: indirekt immunohistokimyasal boyama protokolii
uygulanarak doku kesitlerinde beta aktin proteinleri immiinolojik olarak isaretlenerek
boyandi.

skemi reperfiizyon hasarinin krill yagi ile tedavisinde beta aktin proteinleri
bakimindan immunohistokimyasal olarak arastirilmasinda tiim gruplarda immiin
boyanmanin az ya da ¢ok kas lifi hiicrelerinden ziyade hiicrelerin gevresindeki bag doku
clamanlarinda ve damarlar cevresindeki hiicrelerde daha belirgin olarak boyandig:

gbzlemlendi. Gruplarin ayri ayri analizlerinde ise su bulgular elde edildi.
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Sham grubu: Sham grubu siganlarin kas dokularinin immunohistokimyasal olarak
B-Aktin proteini antikoru ile isaretlenmesi sonucunda hem kas lif hiicrelerinde hem de kas
lifi hiicreleri disindaki bag dokusu hiicreleri ve damar duvari endotel ve diiz kas
hiicrelerinde siddetli immun reaksiyon gdzlemlendi. Boyama siddetlerinin hscore analiz

yiizdelerinin yiiksek oldugu hesap edildi.

Resim 8. Sham gubu kas dokusu; giiglii IHC boyanma goriintiisii

(bar:100pm, x40)

iskemi reperfiizyon grubu: Iskemi reperfiizyon gruplarinda ise her ikisindeki
immunohistokimyasal boyanma siddetlerinin benzer oldugu ve boyanmanin siddetinin ¢ok
azaldig1 goriildii. Genelde boyanmanin olmadigt boyanan hiicrelerin de ortalama bir (+)
siddetinde boyandiklari gdzlemlendi. Bu grubun boyanma siddeti hscore analizlerinin ¢ok

diisiik olduklari tespit edildi.
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Resim 9. I/R grubu kas dokusu; zayif [HC boyanma goriintiisii
(bar:100um, x40)

fskemik onkosullama grubu: Iskemi reperfizyon gruplarinda ise her ikisindeki
immunohistokimyasal boyanma siddetlerinin benzer oldugu ve boyanmanin siddetinin cok
azaldig1 goriildii. Genelde boyanmanin olmadigi boyanan hiicrelerin de ortalama bir (+)
siddetinde boyandiklar1 gézlemlendi. Bu grubun boyanma siddeti hscore analizlerinin ¢ok

diisiik olduklart tespit edildi.

Resim 10. [OK grubu kas dokusu; zayif IHC boyanma goriintiisii
(bar:100pm, x40)
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Krill yag: grubu I ve II: Tedavi gruplarinin her ikisinin [HK analizlerinde immun
boyanma siddetlerinin birbirlerine yakin olduklari ve reaksiyon giddetinin kontrol kadar
yiiksek olmadiklari iskemi reperflizyon grubundaki kadar da diisiik olmadiklari tespit edildi.
Dolayist ile immun boyanma siddeti skor derecelerinin de iskemi reperfiizyon grubundakine

oranla artmig oldugu hesap edildi.

Resim 11. I/R+KO grubu kas dokusu; orta [HC boyanma goriintiisii
(bar:100pm, x40)

Resim 12. IOK+KO grubu kas dokusu; orta siddette IHC boyanma goriintiisii
(bar:100pum, x40)
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5. TARTISMA

Organize edilen ¢aligmalarda yeterli vaka sayisina ulasmak ve kullanilan tedavi
modelinden, klinik neticelere ve kan biyokimyasina dayanan, indirekt parametrelerle sonug
¢ikarmak gogu kez son derece giigtiir. Bu nedenle ¢ofu aragtirmaci hayvan modeline
yonelmistir. Domuz, kopek, kedi, tavsan, sigan gibi pek gok hayvanmn kalp, karaciger,
beyin, retina, barsak, bdbrek, akciger, iskelet kasi vb. pek ¢ok dokusunda, ¢ok sayida
¢alisma yiiriitiilmiistiir (206-209). Siganda alt ekstremite dolagim insan alt ekstremitesinin
dolasimina ¢ok benzerdir ve iskemiye direng siiresi de insana yakindir (210-212). Siganda
abdominal aortaya veya ana femoral artere klemp konularak yapilan ¢aligmalar vardir. Bir
kistm aragtirmacilar da turnike yontemi uygulamiglardir (210, 211, 213, 214). Siganda cilt
aracilig1 ile olusan kollateraller sadece aorta veya direkt ana femoral artere klemp konularak
yapilan ¢alismalarda iskemiyi tartismali hale getirmektedir. Ote yandan turnike uygulamasi
vendz ve lenfatik dolasimi engellemekte ayrica ‘ezilme hasar1’ denilen turnikeye bagli doku
hasarini giindeme getirmektedir (213-216). Bu calismalarda sigan alt ekstremitesinde
yaklagik 2-4 saat arasinda iskemi siiresini takiben vaskiiler klemp kaldirildiginda veya
turnike uygulamasina son verildiginde reperflizyonun gergeklesti§i gdsterilmistir.
Reperfiizyon saglanabilirligi agisindan direkt arteriel klemp veya turnike uygulamasi
arasinda bir fark rapor edilmemistir. Kas, kemik ve ciltten olusabilecek kollateral akimin
engellenmesi ve dogrudan ana femoral arterin klemplenmesini &neren modeller
gelistirilmistir (210-212). Yapmis oldugumuz ¢alismamizda da ekstremitenin ana femoral
arter ve ven disinda tiim dokular: disseke edildi ve dogrudan ana femoral arter klemplendi.
Boylece turnike yonteminin yerine direkt olarak femoral arteri klempleyerek iskemiden ve
reperfiizyondan emin olunmasi planlanmistir. Bu yéntemle lenfatik dolagim korunmus ve
ezilme hasar1 engellenmistir. Kollateral dolasim doku diseksiyonu ile tamamen bloke
edilmisgtir.

Sican iskelet kasinda 3,5-4 saate kadar iskemiye diren¢ oldugu, daha kisa stireli
iskemilerde belirgin doku hasar1 gelismedigi gosterilmistir. 4 saatin {izerinde ise &zellikle 6
saatten sonra olusan hasar geri dondiiriilememektedir. Bundan arteriyel tikaniklik
giderildigi halde doku diizeyinde kan akimmm tekrar saglanamamast sorumlu
tutulmaktadir. Reperfiizyon siiresinin 1-2 saaten daha uzun oldugu ¢aligmalarda, dokuda
ileri derecede nekroz goriilmektedir ve histopatolojik bulgularla ve biyokimyasal sonuglarla
ayrima gitmek giiglesmektedir. 1 saatlik reperfiizyonda ise nekroz orani son derece diisiiktiir
( % 96 ) Ancak dokuda belirgin 6dem, lokosit infiltrasyonu meydana gelmekte ve vaskiiler

morfoloji bozulmaktadir (209,215). Bizim ¢alismamizda hasarin bir géstergesi olan kas
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liflerinde organizasyon bozuklugu ve dejenerasyonu ile birlikte inflamatuar hiicre
infiltrasyon artis1 gozlendi.

Yapilan calismalarda KO’nun anti-inflamatuar, anti-aterojenik ve anti-oksidan
ozellikleri oldugu gosterilmigtir (197-200, 202-205.) KO ile ilgili yukarida belirtilen
konularda olduk¢a az galisma bulunmakla birlikte I/R sistemlerinde yararliliginin
arastirildig1 herhangi bir ¢alismaya rastlamadik.

Bozkurt ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada iloprostun deneysel AIR (Aortik
iskemi reperfiizyon) modelinde iskelet kas1 hasarma olan etkisinin arastirildigi ve AIR +
iloprost grubuna ait MDA degerlerinin, AIR grubundaki degerlere gére anlaml diizeyde
azaldig1 bulunmustur (217) Ozyurt ve ark. yaptigi bir ¢alismada Kafeik asit fenetil ester
(Caffeic acid phenethyl ester, CAPE)’nin deneysel AIR modelinde iskelet kasi hasarina
olan etkisinin arastirildig1 ve AIR + CAPE grubuna ait MDA degerlerinin, AIR grubundaki
degerlere gore anlamli diizeyde azaldig1 bulunmustur (218). Akbas ve arkadaglarinin yaptig:
bir ¢alismada karvedilol’iin deneysel AIR modelinde iskelet kasi hasarmna olan etkisinin
arastirildig1 ve AIR+ karvedilol grubuna ait MDA degerlerinin AIR grubundaki degerlere
gore anlamli diizeyde azaldigi bulunmustur (219). Erdem ve ark., melatoninin iskelet kasi
[/R hasarma etkisini arastirdiklari galismalarinda, siganlara reperflizyondan 24, 48, 60
dakika once intraperitoneal olarak verilen melatoninin hem histopatolojik hem de hasar
gostermede yaygin olarak kullanilan biyokimyasal parametrelerden (MDA, NO) yola
¢ikarak reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisini vurgulamislardir (220). Yapmus
oldugumuz ¢alismada I/R uygulanan grupta MDA diizeyi 2.627 nmol/gr yas doku
bulunurken, melatonin uygulanan grupta MDA diizeyi 1.763 nmol/gr yas doku
bulunmustur. Siganlara femoral arter okliizyonundan 60 dakika 6nce intraperitoneal olarak
verdigimiz KO’nun koruyucu etkisini arastirdigimiz bu tez ¢alismamizda ise I/R uygulanan
grupta MDA diizeyi 9.88 nmol/gr yas doku bulunurken, KO ve JOK uygulanan gruplarda
MDA diizeyi 7.94 nmol/gr yas doku bulunmustur. KO ve IOK’nim birlikte uygulanmasinin
faydali bir sonug dogurdugu ve lipid peroksidasyonunu azalttigini s6yleyebiliriz. Bunun
yaninda; Koksel ve ark., rat IR modelinde, serum MDA diizeyleri bakimindan IR ve
[R+iloprost gruplar1 arasinda anlamli fark saptamamiglardir (221). Yine bagka bir
arastirmada, AIR sonrasi dokudaki dlgiilen MDA degerinin anlamli derecede yiikseldigi
goriilmiistiir. (222). Kril yagmin igeriginde bulunan astaksantin de daha gok lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu antioksidan ozelligi ile bilinmektedir. Bu sonuglar da
bunu dogrulamaktadir.

Kas hasarma duyarhligi en yiiksek olan ve klinik olarak en ¢ok ¢ok kullanilan enzim

kreatin kinaz (CK) veya diger adiyla kreatin fosfokinaz (CPK)’dir. Tiryakioglu ve ark.



96

tarafindan yapilan ¢alismada (223), iloprost ve N-asetil sistein’in iskelet kasi iskemi
reperfiizyon hasarina karsi etkisini total antioksidan durum (TAS), total oksidan durum
(TOS), kreatin kinaz (CK) ve laktat dehidrojenaz (LDH) gibi biyokimyasal parametrelerle
calismis ve bu ajanlarin kas dokusunu korudugu, hasari azalttig1 sonucuna varmislardir.
Ayrica calisma diger sistematik etkilerin ve yararli hiicresel etkilerinin klinik ¢alismalar ile
arastirilmasinin faydali olacagi kanaatini tasimaktadir.

Bir cahismada AIR sonrasi dokudaki &lgiilen NO deBerinin anlamli derecede
yiitkseldigi goriilmiistir. AIR+VEGF ve AIR+ADM grubundaki iskelet kasi doku NO
degerinin AIR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu
goriilmiistiir.(222). Akbas ve ark. yaptig1 galismada iskemi sonrasi verilen karvediloliin NO'
seviyesini olduk¢a diistiigli goriilmistiir (219). Bizim yaptigimiz ¢alismaya ok yakin
fikirde galisilmis iki (218-220) arastrma mevcuttur. Bunlar femoral arterin klemplenmesi
ile olusturulan iskelet kasi iskemi reperfizyonu ve hasarin derecesini Slgen, dokuyu
koruyarak hasari azaltmay: amaglayan, ancak farkl ajan, farkli tedavi stratejileri iizerinde
yogunlasiimis ¢ahigmalardir. Yapmis oldugumuz ¢alisma da bunlardan biridir. Bu iki
¢alismada da kas dokusunda NO™ seviyelerinin arttig1 gozlenmistir. Calismamizda I/R
uygulanan grupta NO' seviyesi 0.95 umol/gr yas doku bulunurken, KO uygulanan grupta
NO seviyesi 0.90 pmol/gr yas doku ve KO+IOK uygulanan grupta 0.78 pmol/gr yas doku
bulunmustur. Birlikte uygulanan bu tedavi stratejilerinin ¢ok daha pozitif bir sonug
dogurdugu ve yukaridaki galigmalarin sonuglart ile paralellik iginde oldugu goriilmektedir.

Akbas ve arkadagslarinin karvadilol’iin antioksidan etkisini arastirdig: ¢aligmasinda
(219), turnike ile saglanan 4 saatlik iskemi periyodunun ardindan 2 saat reperflizyona maruz
birakilan siganlarin kan Ornekleri alinarak SOD, GSH-Px antioksidan enzim diizeylerine
bakilmistir. Iskemi ve iskemi+karvadilol gruplarmni karsilastirdigimizda hem SOD hem de
GSH- Px diizeylerinin iskemi grubunda oldukga diisiik oldugu ve tedavi grubunda ise enzim
diizeylerinin artis gostererek neredeyse kontrol grubuna yakin degerlere ulastig:
gériilmiistiir. Baska bir calismada (224) alt ekstremite I/R modelinde, melatonin ile tedavi
edilen reperflize dokularda GSH (glutatyon) seviyelerinde artig tespit ettiklerini bildirmistir.
Uz ve arkadaslar1 da (226), E vitamini ve CAPE ile tedavi edilen reperflize dokularda E
vit+ I/R grubunda enzim aktiviteleri sham grubuna gok yakin iken CAPE+I/R grubunda her
ic enzimin aktivitesinin arttigim bildirmislerdir. Karaciger iskemi reperfiizyon(227) ve
bobrek iskemi reperflizyon(228) ¢alisilan iki aragtirmada, antioksidan enzim aktiviteleri ile
ilgili ortak bir kanrya ulasilmistir. Reperfiizyon sonrasinda antioksidan enzim aktivitesinin
duistiigiinii ve bu durumun artan oksidatif stres nedeniyle bu enzimlerin kullaniminin

artmasindan kaynaklanabilecegini ileri stirmuglerdir. Bu, yukaridaki paragrafta gegen
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calismalar1 dogrular niteliktedir. Ancak yukaridaki ¢aligmalardan farkll olarak aydin ve
ark., IR sonrasi kas dokusunda SOD, CAT, GSH-Px ve serumda GSH-Px antioksidan enzim
seviyelerinin anlamli diizeyde yiikseldigini saptamistir. Ancak IR+proantosiyanidin ve
[R+iloprost grubunda, kas dokusu SOD, GSH-Px ve serum GSH-Px diizeyleri kontrol (IR)
grubundaki  diizeylere gore diisik oldugu  goriilmiistir. Bununla  birlikte
[R+proantosiyanidin grubundaki kas dokusu CAT diizeyleri ise kontrol grubuna benzer
sonuglanmistir. IR+ proantosiyanidin+iloprost grubunda ise kas dokusu SOD, CAT, GSH-
Px degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma g&riilmiistiir.
Kas dokusundaki IR hasarinda iloprost ve pronantosiyanidin ile antioksidan enzimlerde bir
azalma meydana geldigi saptanmustir. (229) Sonug olarak iloprost ve proantosiyanidin
verilen gruplarda antioksidan enzim diizeyleri daha diisiik oldugu saptanmistir. Bunu ise
“antioksidan enzim diizeylerinde azalmanin, iloprost ve proantosiyanidinin kas dokusunda
oksidan yamit1 ve SOR olusumunu azaltmasiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir”
seklinde yorumlamiglardir. (229) Baska bir ¢alismada, AIR grubunda alt ekstremite iskelet
kast dokusunda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli yiikselme saptandi, ancak
AIR+VEGF grubunda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamh azalma saptanmadi.
AIR+ADM grubunda istatiksel olarak anlaml bir azalma oldugu goriildii (222). Bu
durumu ise, “AIR +ADM grubunda SOD diizeyinde belirgin azalma olmasi, ancak
AIR+VEGF grubunun kontrol seviyesine inmemesi, oksidatif stresin VEGF uygulanan
grupta azaldigini ancak tamamen ortadan kalkmadigini diistindiirmektedir. AIR+ADM
uygulanan grupta normale yakin bir seviyeye diismils olmast ilacin etkin oldugunu
diistindlirmektedir” seklinde ifade ederek netlestirdiler. Ayni galigmada AIR grubunda alt
ekstremite iskelet kasi dokusundaki KAT aktivitelerinde, kontrol grubuna gore rakamsal
olarak artma saptanmustir. AIR + ADM ve AIR+VEGF grubunda da AIR grubuna gore
rakamsal azalma saptanmistir, fakat istatistiksel olarak anlamli degildir. (222). Ozyurt ve
arkadaslar1 da yaptiklar iskelet kasi I/R ¢aligmasinda reperfiizyon sonrasi kas dokusunda
SOD ve CAT antioksidan enzim aktivitelerini yiliksek bulmuglardir. Erdem ve ark.
yaptiklar1 iskelet kasi I/R ¢alismasinda (220) ise, reperflizyon sonrasi I/R grubundaki kas
dokularinda SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan enzimlerin aktivitesinde artis gosterdigini
bildirmistir. Erdem ve ark. bu durumu galismalarinda; “Iskemi/reperfiizyon grubunda
reperflizyon sonrasi antioksidan enzimlerdeki bu artis; I/R olayinda asir1 iiretilen
ROR’larin, antioksidan savunma sistemini uyararak ve antioksidan enzimler olarak bilinen
CAT, SOD ve GSH-Px enzimlerin ekspresyonunda artisa neden olarak, antioksidan
savunma sistemini giiglendirmektedir. Boylece, reperflizyon sonrasi iskelet kasinda olusan

yiiksek miktardaki serbest radikalleri detoksifiye etmek igin viicudun olugturdugu
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kompansatuvar bir mekanizma ile daha fazla antioksidan enzim {iretimi gergeklesmektedir
ve bu sonu¢ Ozyurt ve arkadaslarimin (218) iskelet kasi I/R galigmasint desteklemektedir”
seklinde ifade etmislerdir. O halde Erdem ve arkadaslarinin bu ileri stirdiikleri sav ile ilgili
sunu vurgulamak gerekir. Organizmada devamli olarak SOR olugmasina ragmen
antioksidan savunma sistemleri ile oksidasyon arasindaki dinamik dengeden dolay1 zararli
etkiler ortaya ¢ikmaz (222).

Cahsmamizda da reperflizyon sonrasi I/R grubunda SOD, CAT ve GSH-Px
antioksidan enzimlerin aktivitesi azalirken, I/R+KO grubunda SOD, CAT ve GSH-Px
antioksidan enzimlerin aktivitesinde artis tespit edildi (Sekil 25-27, 29, 30). KO’nun hangi
mekanizma ile kas antioksidan enzimlerinin aktivitelerini arttrdigi en azindan su anda
bilinmemektedir. Bulgulardan yola ¢ikarak KO’nun antioksidan bir madde olarak gorev
aldigin1 soylemek zor degil. KO’nun direkt olarak serbest radikal siipiiriicii etkisi ile veya
dolaylr yoldan antioksidan savunma sistemlerini giiglendirerek etki ettigini genel bir ifade
ile soyleyebiliriz. Ancak KO’nun enzim aktivitelerini artirmasi tek basmna antioksidan
savunma sistemini uyararak gen ekspresyonunu artirdigt anlamina gelmeyebilir, g¢linki
fizyolojik ve patolojik kosullarda aktiviteyi etkileyen pek ¢ok sebep vardir. Hangi
mekanizma ile etki ettigini bilmek son derece 6nemli. Bunu biliyor olsaydik, antioksidan
madde olarak KO’nun hangi yoniiyle etki ettigini de biliyor olurduk. Etkilerini serbest
radikal olusumunu baskilayarak mi, lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak mi, hidroksil
radikallerini temizleyip lipid peroksidasyonunun baslamasini dnleyerek mi, gegis metal
iyonlarin1 baglayip etkisizlestirerek mi, peroksitlerin alkol gibi nonradikal triinlere
doniisiimiinde etkin rol oynayarak mi, zincir reaksiyonlarina neden olan tiim radikallerle
reaksiyona girip zinciri kirarak mi gosteriyor? Bu ¢aligma arastirdigimiz maddenin etki
mekanizmalarinin aydimnlatilmasina ve bdylece sorularin cevaplarinin aydinlatilmasina da
zemin hazirlayacaktir.

Iskemi- reperfiizyon (IR) hasarina karsi koruma amagl olusturulacak koruyucu
uyar1 siddetli ve hasara yol agan iskemiden Once (iskemik Onkosullama) veya
reperflizyonun baslangici esnasinda (iskemik ardkosullama) ortaya ¢ikarilabilir ( 230). A¢ik
kalp cerrahisinde iskemik 6nkogullamanin iskemik miyokard hasarima etkisinin aragtir1ldig:
bir ¢alismanin sonuglarina gdre, ¢aligma grubu hastalarinin islem sonrasi serum MDA
diizeyleri preop degerlerine gore diisiik ¢ikmistir. Kontrol grubu hastalarinin ise serum
MDA degerleri preoperatif MDA degerlerine gore yiiksek ¢ikmistir. Calisma ve kontrol
grubunun preoperatif serum MDA diizeylerinde anlaml1 bir fark yoktur. Caligma grubunun
islem sonrasi serum MDA degerleri kontrol grubuna gore belirgin diisiik bulunmus ve

istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (231).
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Iskemik 6nkosullamanin koruyucu etkisi iskelet kasmda da gosterilmistir (232).
Onkosullamanin yalniz infarkt biiyiikliigiinii azaltmadigi, ayni zamanda da kas fonksiyonu
da diizelttigi ortaya konmustur (233). Mekanizma yine tam olarak belli olmamakla beraber,
adenozinin ve Karp kanallarinin rolii oldugunu gosteren galigmalar bulunmaktadir (234).
iskelet kasinda da iskemik hasar, ozellikle revaskiilarizasyon ve flap transplantasyon
operasyonlarinda sorun yaratmaktadir. Yapilan 6n ¢alismalar, muskulokiitandz flaplarda
iskemik ©nkosullamanin yarar sagladigini gostermektedir (235). Rat alt ekstremite I/R
modelinde iskemik dnkosullamanin erken dénem etkilerinin arastirildigt ¢alisgmada, MDA
ve NO paramatreleri Slgiilmiigtir. Doku MDA seviyesinin kontrol grubunda en yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Doku NO seviyeleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmemekle birlikte degerlerin sham grubunda en diisiik
oldugu goriilmiistiir. Diger parametrelerin de 1s1ginda iskemik kosullama modellerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamasma ragmen erken dénemde doku
hasarinin daha az oldugunu bildirmislerdir. Iskelet kasi I/R hasarina karsi iskemik
onkosullamanm etkisinin incelendigi ¢alismada MDA, NO ve CAT parametrelerinin
yaninda MPO ve KASPAZ-3 parametreleri de 6l¢iilmiistiir. Hemen hemen [OK gruplarmin
tamam1 I/R gruplar1 ile Kkargilastirildiginda doku biyokimyasal markirlarinin arttigini
bildirmislerdir. ~ Sonuglar istatistiksel olarak da anlamli ¢ikmistir (p<0.05). IOK’nin
histolojik hasar skorlarini diigiirdiigii (p<0.05) gorillmiistiir. Apoptoz skorlarmi
kargilagtirdiklarinda ise en yiiksek skorun I/R grubunda, en diisik skorun ise 10K
gruplarinda oldugunu bildirmislerdir (236). Onkosullanin da iskelet kasinda koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu ve IOK’nin ve preiskemik adenozin davraniginin kas infarktiistini
sirastyla %40 ve %64 oraninda azalttigi ortaya konulmustur (237). Iskelet kasinda da
iskemik hasar, ozellikle revaskiilarizasyon ve flap transplantasyon operasyonlarinda sorun
yaratmaktadir. Yapilan 6n ¢alismalar, muskulokiitandz flaplarda iskemik dnkosullamanin
yarar sagladigint gostermektedir (64). Calismamizda iskemik ©nkogullamanin koruyucu
etkisi iskelet kasinda da gozlendi. IOK uygulanan grupta SOD, GSH-Px ve CAT
antioksidan enzim aktivitesinde, I/R grubuna gore artig tespit edildi. MDA ve NO gibi
reperfiizyon hasarmin gostergesi olan ROU seviyelerinin I/R+IOK grubunda, /R
grubundan diistik bulundu.

Iskemi aracili ndtrofil aktivasyonu ile buna eslik eden ROR iiretimi ve kompleman
sisteminin aktivasyonu IL-1B, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimi ve
salinimina neden olarak inflamatuar yanit olusturmaktadir (24).

Calismamizda 10K ve KO’nun, [/R’daki inflamatuar yaniti baskilayarak iskemi

reperflizyon hasarini azaltip azaltmayacaklarinin belirlenmesinden ziyade hasarin ¢alisma
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kaynakli olup olmadigmin belirlenmesi amaglandi. /R grubunda TNF-o degerlerinin tiim
calisma gruplarindan yiiksek oldugu tespit edildi. [/R grubunda TNF-o diizeyinin arttigm,
IOK’nin bu diizeyi azalttigmi, tedavi gruplarinda ise sham seviyesinde oldugunu
gormekteyiz (Sekil 31). Buradan, uygulanan koruyucu yontemlerin ya dogrudan TNF-a
{iretimini veya salinimini baskiladig1 ya da dolayli olarak ROR {iiretimini veya kompleman
sistemini inaktive ettigi diisiiniilebilir. Ancak bundan daha da dnemlisi; istatistiksel olarak
anlamli olmayan bu bulgularin, sadece tedavi gruplarina intraperitoneal olarak verilen bu
jelimsi maddenin inflamasyona neden olmadigini gostermesidir. Bu da I/R hasarinin
inflamasyon kaynakli olmadig1, iskemi periyodunu izleyen reperfiizyon kaynakli oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan istatistiksel olarak anlamli olmayan IL-6 diizeylerinde
gruplararasi bir degisme goriilmedi (Sekil 32). Siganda iskelet kasi iskemi reperfiizyon
modeli olusturulup 10K ve N-asetilsistein’in inflamatuar siireg iizerine olan etkisinin
izlendigi bir ¢alismada I/R grubunda TNF-a degerlerinin tiim ¢aligma gruplarindan anlaml
derecede yiiksek oldugunu, IL-6 degeri igin bu farkin istatistiksel bir anlamlilik
gostermedigi bildirilmistir. Her iki ¢alijma grubunda IL-6 diizeyinin, TNF-a diizeyi kadar
belirgin diismemesinin nedeni kan drneklerinin inflamasyonun erken déneminde alinmasma
baglanmigtir. Sigan alt ekstremite iskemi reperflizyon modelinde [OK’nin ve IAK’nm
etkisinin incelendigi bagka bir ¢alismada da serum sitokin degerleri (TNF-o., IL-6 ve IL 1-
B) belirlenmistir. IL-6 degerleri incelendiginde yine I/R grubunda diger gruplara kiyasla
daha yiiksek degerler elde edildigi goriilmekle beraber fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. TNF-o agisindan sonuglar incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi ancak en diisik degerlerin IAK grubunda oldugu
gbzlemlenmistir. Bu bulgulart gdz oniine alarak 10K yontemlerinin I/R ile iliskili

inflamatuar hasar1 azaltabilecegi sonucuna ulasmiglardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, tedavi gruplarinda reperflizyon hasarmin gostergesi olan MDA ve
NO' seviyelerinin I/R gruplarinda artmasi serbest radikallere bagli lipid peroksidasyonun
oldugunu goéstermektedir. KO ve 10K anlamli gekilde MDA, NO diizeylerini azaltmustir.
KO ve 10K direkt veya indirekt bir mekanizma ile patolojik dokuda enzim aktivitelerinde
anlamli artisa neden olmustur. Histolojik incelemede, kas dokusunda inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun artisy, kas lifinde organizasyon bozuklugu ve dejenerasyon gozlenmesi;
immiinohistokimyasal incelemede boyanma siddetinin azalmasi bu biyokimyasal sonuglari
desteklemekte idi. Tedavi uygulamalar1 histolojik skorlar, immiinohistokimyasal skorlar ve
biyokimyasal parametrelerde anlamli diizelme sagladi. Bunlar neticesinde krill yagmnin anti-
oksidan etkiye sahip oldugunu, iskemik dnkosullamanin iyi bir tedavi stratejisi oldugunu
sdylemek yanlis olmaz.

iskelet kasi reperfiizyon hasarlarinda KO ve IOK’nin ayri ayr1 veya kombine olarak
kullanilmasinin iskelet kas dokusunda tam veya kismi faydasi olabilecegi kanaatindeyiz.
[skemik ©nkosullamanin klinik ortamda kullamimuyla ilgili deneyimler smirhdir. Bu
arastirmanin, tedavi stratejilerimizin klinik ¢alismalarla desteklenerek hayata gegirilmesi
icin iyi bir kaynak olacag1, ayrica krill yagimnin mekanizmasinin aydinlatilarak yeni ilaglarin

gelistirilmesine zemin hazirlayacag: goriisiindeyiz.
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