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GENEL KONULAR VE GiRiS

Fizyopatolojik olarak olduk¢a karmagik ve multifakt6ryel olan iskemi-reperflizyon sendromunun
yol acgtif1 lokal doku hasari ve sistemik etkileri, rekonstriiktif vaskiiler cerrahide dnemli bir sorun
olarak karsimza cikmaktadwr. 1960 yilindan beri akut ekstremite arter tikanmikliklar1 sonrasi
revaskiilarizasyonu takiben myoglobiniiri, hiperkalemi ve metabolik asidoz olusacagi, bunlarin da
siddetli ve gogunlukla OSldiirlici metabolik komplikasyonlara yol agacaf: bilinmektedir. Bu
olumsuz etkiler son zamanlarda reperfiizyon sirasinda liretilen toksik serbest oksijen radikallerine
baglanmaktadir (1,2).

Serbest oksijen radikallerinin etkisini 6nlemede bugiine kadar bir¢ok farmakolojik ajan deneysel ve
klinik olarak arastmilmugtrr. Bu c¢ahismada; olduk¢a yaygin bir sekilde mukolitik ajan olarak
kullamlan, L-Sistein'in N-asetil tiirevi olan N-Asetilsistein (NAS)'in, serbest oksijen radikali
temizleyici etkisi, olugturulan alt ekstremite deneysel iskemi-reperfiizyon modelinde aragtirilmugtir.

a- GENEL BIiLGILER

Canh organizma bir hiicreler kiimesidir ve varhfm devam ettirmek i¢in yagami boyunca ¢esitli dis
ve i¢ etkenlerle savagim verir. Canlmin en kiigiik islevsel iinitesi olan hiicre, aktif olarak bu
savaginun icindedir. Gerek disaridan dolagim yoluyla gelen, gerek igerisindeki metabolik siiregler
aninda ortaya ¢ikan zararh etkenler, hiicrenin savunma mekanizmalar1 ile zararsiz hale getirilebilir.
Eger bu basarilamaz ise geriye doniigebilir hiicre hasar1 veya geri doniislimsiiz hiicre 6liimii olur.

Hiicre yaralanmasina neden olan etkenleri asagidaki gibi simflandirabiliriz (1):

1- Hipoksi,

2- Fizik ajanlar,

3- Kimyasal ajan ve droglar,
4- infeksiy6z ajanlar,



5- Immiinolojik reaksiyonlar,
6- Genetik bozukluklar,
7- Beslenme bozukluklar.

Hiicre hasarina yol agan ajanlarin biyokimyasal etki yerini her zaman saptamak miimkiin olmasa da
hiicre i¢i 4 sistem dzellikle yaralanmaya hassastir ve bunlarn devamliifim stirdiirmek gereklidir
1)

1- Hiicre zarlarnin biitlinkig{int devam ettirmek,

2- Oksidatif fosforilasyon ve adenozin trifosfat tiretimini iceren aerobik solunum,
3- Enzim ve yap: proteinlerinin sentezinin saglanmasi,

4- Hicrenin genetik yapisinin biitiinligiinti korumak.

Hiicre hasarimin morfolojik belirtileri hiicre iginde baz kritik biyokimyasal mekanizmalarin
degismesinden sonra gériiniir olur. Onceleri 151k mikroskobu kullanmmyla bu degisimlerin drnegin
kalp kasinda total iskemiden 10-12 saat sonra olustuBu diigiintiliirken simdi geriye dostimsiiz hiicre
hasari igin 20-60 dakikanin yeterli oldugunu biliyoruz (1).

Oksijen yoklugu, iskemik hiicre hasan patogenezinde altta yatan nedendir. Kismen indirgenmis
aktive oksijen tiirlerinin ¢ogu patolojik durumda hiicre hasarmn Snemli sebebi oldugu agiktir. Bu
serbest radikaller lipid peroksidasyonuna sebep olup , hiicre yapisinda pek ¢ok hasar yapici
Ozellige sahiptir (1,2).

Hipoksinin baslattif1 olaylar dizisi ayrintih olarak tammmlanmgtir. Ancak hangi asamada hiicrenin
gergekten 61dGgl, bu olaylan durdurabilmenin miimki{in olup olmadif: ve geri déniiglimsiiz
noktanin ne oldugu sorularinin yanit1 halen aragtirilmaktadir.

Geri doniislimsiiz hiicre hasarim olugturmak i¢in gerekli hipoksi siiresi hiicre tipine ve hayvanm
beslenme ve hormonal durumuna gére degigmektedir (3).



Oldiiriicii hipoksik yaralanmada iki bulgu geri doniigimsiiz hasarin devamh elemamdir. Birincisi
mitokondriyal iglev bozuklugunun geriye dondiiriilmesinde yetersizlik olup ATP'de diismeye yol
acar. Ikincisi hiicre zar islevlerinde belirgin bozuklugun gelismesidir. Ikinci olay, yani hiicre zan
hasar, geriye doniigiimsiiz hasarin merkezi noktasidir. Hiicre zan hasarina birgok biyokimyasal
mekanizma katilabilir (1):

1- Fosfolipidlerin ilerleyici kaybi,
2- Hiicre iskeleti anormallikleri,
3- Reaktif oksijen tlirleri,

4- Lipid parcalanma iiriinleri,

5- Hiicre igi aminoasitlerin kaybu.

Tiim bu karmasik olaylan 6zetlersek, hipoksinin oksidatif fosforilasyonu ve bdylece ATP yapimim
etkiledigini, 6ldiirlicti hiicre hasarmin gelisiminde hiicre zar1 hasarmin kritik nokta oldugunu ve
kalsiyumun hiicre 6liimiine giden siiregte biyokimyasal ve morfolojik degisimlerin Snemli elemam
oldugunu sdyleyebiliriz.

b- Serbest Radikalin Tanimn:

Molekiillerdeki atomlarin yapisina baktigimzda, atomlarin uzayda bir yer kapladiklarim ve bu yere
orbital ad1 verildigini gorityoruz. Her orbitalde ise biri saat yoniinde digeri de tersi yonde hareket
eden iki elektron bulunur. Eger bir orbitalde yalmzca elektron bulunuyorsa buna esi olmayan
(unpaired) elektron denir. Serbest radikal ise dig orbitalinde tek sayida ortaklanmams elektron
tasryan, elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir (3,4). Kimyasal formiillerde
bu elektron bir nokta ile (OH") gosterilir. Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarm
isleyisi srrasinda olustugu gibi, gesitli dig etkenlerin etkisiyle de olugmaktadir. Cok kisa yasam
stireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapih olan serbest radikaller tiim hiicre
bilegenleri ile etkilesebilme 8zelligi gstermektedir (1,4,5).

Dogal oksijen molekiilii (O;) , iki tane esi olmayan elektrona sahiptir ve kimyasal agidan bir
diradikaldir. Oksijen molekiiliindeki iki essiz elektron ayn orbitallerde bulunurlar, ancak hareket
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yonleri aymdir. Oksijen molekiilii, elektron alicis1 olarak davramir ve oksidasyon yapar, ancak
orbital yapisindaki &zellik nedeniyle oksijen diradikali termodinamik olarak elektron almaya
egilimli iken kinetik olarak elektron vermek istemez. Eger bir oksijen diradikali bir molekiil veya
atomu okside edecekse (2 elektron alacaksa), bu elektronlarmn her biri mevcut elektronlarin hareket
yOniiniin tersinde hareket eden elektronlar olmalan gerekir. Bagka bir molekiiliin aym orbitalindeki
bir ¢ift elektron bu ge;ekliliée uymaz ve bu nedenle oksijen non-radikallerle ¢ok yavas reaksiyona
girer. Ancak birgok oksidaz ve oksijenaz enzimleri ile mitokondriyal elektron transport zincirinde
bulunan basta demir olmak iizere metal iyonlary, bir elektron alma (veya verme) kapasiteleri
sayesinde bu yoriinge kisitlanmasinin iistesinden gelebilirler (1,6,7,8).

Genel kimya agisindan tarif ettiimiz bu serbest radikaller ve &zellikle aktive oksijen tlirleri,
kimyasal ve radyasyon yaralanmasi, oksijen ve difer gaz yaralanmalar, hiicre yaglanmas, fagositik
hiicrelerle mikrobiyal Sldiirme, inflamatuar hasar ve makrofajlarla tiimor destriiksiyonu gibi pek
cok olaym ortak sonucudur (1).

c- Serbest Radikallerin Olus Mekanizmas: ve Kimyasal Reaksiyonlar
Serbest radikaller;

1- Radyant enerjinin emilmesiyle (ultraviyole 1giklan, x-1ginlar),

2- Endojen yolla, normal metabolik progesler siiresince olusan genellikle oksidatif reaksyionlarla,
veya

3- Ekzojen kimyasallar veya droglarm enzimatik metabolizmas: yoluyla ( 6rn: CCl'lin bir {iriinii
olan CCl) hiicre i¢inde baslatilabilirler (1).

Aerobik metabolizmas: olan memelilerde serbest radikaller baglica oksijenden tiiremektedir (9,10).
Ancak organizmada oksijen tiirevi serbest radikaller disinda karbon ve kiikiirt merkezli radikaller
de olugmaktadir (Tablo 1).



Bilindigi gibi , oksijen normal olarak sitokrom oksidaz tarafindan katalize edilerek H,O 'nun 4
elektron indirgenmesine neden olur. Hiicre i¢i oksijenin varligi kismen indirgenmis toksik ara
oksijen tiirlerinin uygunsuz {iretimine yol agar. Bu tiirlerden en dnemli {igli stiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil iyonlandir. En 6nemli ti¢ serbest radikali olusturan bu toksik bilesikler
sitozol, mitokondri, lizozom, peroksizom ve plazma membranlar1 gibi hiicrenin ¢esitli yerlerinde
cesitli oksidatif enzimlerin aktivitesi ile iiretilebilirler (1,7).

Siiperoksit hem mitokondride oto-oksidasyon siiresince direkt olarak hem de ksantin oksidaz,
sitokrom P-450 ve digerleri gibi sitoplazmik enzimler yoluyla enzimatik olarak olugturulur (1).

Siiperoksit bir kez olustugunda hizla siiperoksit dismutaz sayesinde H,O; olusturularak inaktive
edilir (1).

Stiperoksit radikali asil toksisitesini hidroksil radikali olugturarak gosterir ve Oy'nin ferritin ve
transferrinden iyonik demiri ¢6zme yetenegine de sahip oldugu gosterilmistir. Ortama siiperoksit
dismutaz eklenmesi demir ¢dziilmesini %95-97 oraninda énleyebilmekte, ortam hipoksik olduk¢a
O2'nin demir ¢6zme yetenegi artmaktadir (2).
Hidroksil radikalleri su durumlarda olusur;
1- Iyonizan radyasyonun neden oldugu su hidrolizi

H,0 2> H +OH
2- Fenton reaksiyonunda gegis metallerinin (6rn: demir, bakir) etkilesimiyle

Fe'" +H,0, » Fe'™" + OH+ OH

3- Haber- Weiss reaksiyonu ile olusur:



H,0; + 02 = OH+ OH+ 02 (1,7).

Demir toksik oksijen yaralanmasinda 6zellikle Snemlidir. Siiperoksit, demirin Fenton reaksyonu
igin gerekli ferric (Fe'™") seklinden ferrdz (Fe™") sekle doniisiinii arttirir (1),

Demir hiicre iginde ve diginda proteinlere bagh olarak bulunur. Bu proteinlerden birincisi, bir
transport proteini olan transferrindir. Transferrin, fizyolojik pH'ta her molii bagna iki mol Fe™**
baglar. Normal plazmada baglanacak Fe ++'ten ¢ok fazla transferrin bulunur ve bu yiizden
transferrin satlirasyonu % 20-30 arasindadir. Ayrica, plazmada serbest iyonik demir bulunmaz.
Sindirim sisteminden emilen demirin derhal transferrine baglanmasi ve plazmada serbest iyonik
demir bulunmamasmin ¢ok 6zellesmis transport mekanizmalan ile izlenmesi, hiicre disi sivilarda
serbest oksijen radikali olusumunu engelleyecek birincil sistemdir. Kagimimaz olarak hiicre iginde
de bir miktar demir bulundugundan antioksidan savunma i¢in hiicre i¢i enzim sistemlerinin varhg
Onemlidir. Transferrinin demir baglamasi diginda albiimin, haptoglobin, hemopeksin, ve laktoferrin
de benzer islev yaparlar. Seriiloplazmin de Fe'* i Fe'™" e okside ederek hizla transferrine
baglanmasm saglar. Fizyolojik pH'da transferrine bagh demirin ne lipid peroksidasyonunu ne de
OH: olusumu yapamadig1 gosterilmigtir. Ancak pH'min 6'nin altina inmesiyle demir transferrinden
ayrihr ve bu demirin hiicre i¢inde serbest kalmasmin mekanizmasidir. Haber-Weiss reaksiyonu,
metal iyonlarinim katalizorliigii olmadan ¢ok yavag ilerler. Ancak 6zellikle demirin bu reaksiyonu
hizlandirdifinmm bulunmasmmdan sonra OH' radikalinin Gnemi anlagilmig ve serbest oksijen
radikallerinin akciger, beyin, kalp, deri flepleri ve karaciger gibi dokularda yaptiklan hasar
belirlenmistir (3).

Haber-Weiss reaksiyonunu serbest demir iyonunun katalize edebilecegi, bagh demirin bdyle bir
etkisinin olamayacag: pek ¢ok aragtirmaci tarafindan belirtilmigtir. Iskemik dokularda demirin
transferrinden ¢bzillerek serbest kaldigi ve OH: radikali olusturdugu da yine deneysel olarak
kanitlanmistir. Bu durumda serbest oksijen radikalleri agisindan postiskemik dokularda olusan
olaylar 6zetlenirse ; iskemi swrasinda Ca++ iyonu tarafindan aktive edilen proteaz ksantin
dehidrogenaz1 ksantin oksidaza doniigtiirmekte, iskemi sonucu AMP metabolizmas: ile olusan
hipoksantin artmakta, diisen pH nedeniyle transferrinden bir miktar demir iyonu aynimakta,
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ksantin oksidazm olusturdugu Oz radikali hem direkt hasar yapmakta hem de transferrinden daha
fazla demir iyonu ayrilmasim saglamaktadir. Ortamda bulunan siiperoksit radikallerinin bir kism
stiperoksit dismutaz ile giderilmekte, ancak ani ve fazla miktarda olugan O2- radikallerinin tiimii
icin sliperoksit dismutaz aktivitesi yetersiz kalmakta, sonugta postiskemik dokuda Oz, demir iyonu
ve sliperoksit radikalinin dismutasyonu ile olugan H,O, birarada bulunmaktadir (2).

Insanda oksijen indirgenmesi ile ilgili reaksiyonlarin %98'i, mitokondrilerde bulunan sitokrom
oksidaz enzim sistemi tarafindan katalize edilir ve bu 4 elektronlu indirgenme sonucunda su olugur.

(02+4é+4H+ > 2H0)

Sitokrom oksidaz karmagik bir enzimdir, oksijen molekiiliine elektronlan birer birer ekler ve
radikali baglayarak ortama salimmasim engeller. Ancak oksidatif fosforilasyonda kullamlan oksijen
molekiillerinin tiimii ¢ok Ozellesmis olan sitokrom oksidaz sisteminden gegerek indirgenmez.
Oksijen molekiillerinin %1-2'si daha az &zellesmis enzim sistemlerinden geger, bu sekilde univalan
indirgenme ve oksijen radikalleri olugur. Ornegin oksijen molekiiltine bir elektron eklenmesi
stiperoksit radikalini (O2') , iki elektron eklenmesi ise ¢ok reaktif olan hidroksil (OH") radikalini
ortaya ¢ikarir. Hidrojen peroksit (H»O,) essiz elektronu olmadifindan radikal sayilmaz ancak OH-
olusturabildifinden ve direkt doku hasar: yapabileceginden radikal sayilmaktadir (3).

Sitokrom oksidaz sisteminden sizan % 1-2 oksijen disinda iki enzim sistemi daha in vivo serbest
oksijen radikali olusumunda rol oynar. Bu enzimler;

1- NADPH dehidrogenaz
Nétrofiller ve diger inflamatuar hiicreler plazmada membrana bagh NADPH oksidaz sistemini
harekete gegirebilirler. Sonugta NADPH, NADP+' ye ylikseltgenir ve serbest oksijen radikalleri

¢ikar;

NADPH + 202 - NADP+ T 202 +H+



Bu, organizma tarafindan istemli olarak serbest oksijen radikali olusturulan tek durumdur ve
olugan siiperoksit radikali, inflamatuar yanitta intraselliiler 6ldiirme yeteneginin bir pargasidir.
Fizyolojik pH'larda, olugan O2' radikali H,O. ve O.'e dismute olur. Bu dismutasyon reaksiyonunu
organizmada bulunan fizyolojik bir serbest oksijen radikali giderici, siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimi saglar (2,11).

Dismutasyon fiiriin{i olan H,0,'nin uzaklagtiriimas i¢in iki enzim sistemi mevcuttur. Birincisi hiicre
icinde peroksizomlarda bulunan katalaz, ikinci ve daha 6nemlisi glutatyon peroksidaz enzimleridir.
Bunlardan sonra, savunmanin son basamafinda simflandinlamayan antioksidanlar bulunur;
hiicrenin hidrofilik bolgelerinde askorbik asit, sistein, seruloplazmin ve transferrin; hidrofobik
bolgelerinde ise bir gok yag asidi ve E vitamini (4,12,13).

2- Ksantin oksidaz.

In vivo serbest oksijen radikali olusturan difer enzim ise ksantin oksidazdir. Bu enzim, purin
metabolizmasimn son oksidasyonu olan hipoksantinin ksantine oksidasyonunu gergeklestirir;
ksantin oksidaz O, varhgmda hipoksantini ksantine, ksantini de iirik aside okside ederek ortama
Oz ile H,O; salmmasm saglar. Normal dokularda ksantin oksidaz, ksantin dehidrogenaz olarak
bulunur, elektron alicisi olarak O, yerine NAD+'yi kullamir ve bu reaksiyonlar sonucunda hicbir
serbest oksijen radikali olusmaz (2).

Postiskemik dokuda siiperoksit radikalinin biiyiik kismmnm kaynag ksantin oksidaz sistemidir. Bu
enzim ksantin dehidrogenaz olarak sentezlenir ve elektron alicist olarak NAD+Yyi kullandigindan
normal dokularda ne O2' ne de H,0; olugmaz. Dokuya kan saflanmas: belli bir diizey altma
indiginde ATP iiretimi i¢in gerekli O, miktar1 da diiger. Enerji deposu azaldimnda hiicre,
membranindan gerekli iyon transportunu yapamaz hale gelir ve sonugta hiicre sitozoliinde
kalsiyum iyonu konsantrasyonu oran: artar. Artan Ca+2 konsantrasyonu da ksantin dehidrogenaz
ksantin oksidaza doniigterecek proteazlan harekete gegirir. Proteaz aktivitesinin Ca+2 iyonu ile
arttif1 degisik deney hayvanlarmm degisik dokularinda gosterilmigtir. Bu da tipki serbest oksijen
radikallerinin yaptig1 hasar gibi tiire 6zgii degildir (2,7).



Hiicrenin ATP miktarmin azalmasi ile es zamanh olarak AMP miktar1 artar, AMP de adenozin,
inozin ve hipoksantine metabolize olur. Hipoksantin miktarimn iskemik dokularda artti3
bilinmektedir ve hemorajik sokta goriilen tiim beden hipoksisi ve kismi iskemisinde de dolagimda
bulunan miktar1 artar. Artrms hipoksantin, aktivitesi yiikselmis ksantin dehidrogenaz tarafindan
metabolize olur ve sekil 1'de gortildtigii gibi toksik serbest radikaller ortama salimir. Ozetle iskemik
dokularda iki 6nemli degisiklik olur; yeni bir enzim aktivitesi , ksantin oksidaz belirir ve bu enzimin
gerekli iki substratindan biri, hipoksantin olusur. Diger bir substrat olan molekiiler oksijenin de
reperflizyonla saglanmasiyla dokuda ani ve gok miktarda stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit
olusur.

d- Serbest Radikallerin Siniflandirilmasi:
Aerobik metabolizmas: olan memelilerde serbest radikaller bashca oksijenden tiiremektedir (Tablo

1). Ancak organizmada oksijen tiirevi serbest radikaller diginda karbon ve kiikiirt merkezli
radikaller de olugmaktadir (7).

Tablo 1: Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller: Radikal olmayanlar
Hidroksil Hidrojen peroksit
Alkoksil Singlet oksijen
Peroksil Ozon

Stiperoksit Hipoklorid asit
Nitrik oksit Lipid hiperoksit
Azot dioksit Peroksinitrit.
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Sekil 1. iskemik dokularda ksantin oksidaz yolu ile serbest oksijen radikali tiretimi (5,8).

Serbest radikaller hiicrenin tiim boliimlerinde olusabilme &6zelligindedir. Hiicrede zara bagh veya
serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ile serbest radikaller olugsmaktadir. Bu radikal
olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik gdstermesine ragmen, tiim aerobik hiicrelerde belirli
diizeylerde radikal olugmaktadir. Bu olusjum mitokondrideki elektron transport zinciri
reaksiyonlarm, endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemini, sitoplazmada
ksantin oksidaz, dopamin B- hidroksilaz, D- amino asit oksidaz, iirat oksidaz gibi enzimlerin
etkinlifini, hiicre zarma bagh NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz ve lipoksijenazlarin
faaliyetini, peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylar1 kapsamaktadir (2,6,7,8,9).

Serbest radikaller, hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar gdyle siralanabilir
(:

a- DNA'nin tahrip olmasi,

b- Niikleotit yapih koenzimlerin yikim,

c- Tiollere bagimh enzimlerin yap: ve fonksiyonlarmin bozuimasi, hiicre ortammda tiol/disiilfit

oranmmn degismesi,

10



d- Protein ve lipidlerle kovalan baglantilar yapmas,

e- Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler,

f- Mukopolisakkaritlerin yikimu,

g- Proteinlerin tahrip olmasi ve protein " turnover"'nin artmasi,

h- Hiicre ve organellerin zarlarnda bulunan lipidierin peroksidasyonu, hiicre zan yapisi ve
fonksiyonunun degismesi,

i- Hiicre zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

j- Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi,

k- Kollagen ve elastin gibi uzun Smiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarmmn bozularak
kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugmas.

Siiperoksit radikali molekiiler diizeyde hasar yaparak hiicre 6ltimiine neden olur. Ayrica Oy,
hidroksil radikali gibi daha toksik radikaller olusturarak indirekt hasara da yol agar. Dokularda
karsilasilan serbest oksijen radikali hasarmin biiylik kismm OH- radikali olugturur; bu radikal biitlin
biyolojik molekiillerle cok ¢abuk (10 —9 sn. ) reaksiyona girerek hasara yol agar (1,10).

e- Antioksidanlar

Serbest oksijen radikallerinin hasar yapici &zelliklerine kargin hiicreler dogal olarak oksidatif hasan
azaltmaya veya smirlamaya yeteneklidirler. Bu hiicre koruyucu mekanizmalar oksijen radikallerini
gidermek ve detoksifiye etmek lizere diizenlenmis birka¢ enzim sistemini igerirler. Baghca dogal
antioksidan etki gegitleri sunlardir (7,11,12):

1- Reaktif oksijen tiirlerinin enzim reaksiyonlar aracilifiyla veya dogrudan temizlenmesi,
2- Reaktif oksijen tiirlerinin olugmasimn baskilama yoluyla engellenmesi,

3- Metal iyonlarmm baglanmasi ve bdylece radikal olusum reaksiyonlarmin engellenmesi,
4- Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.
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Tablo 2: Dogal savunma mekanizmalan ve iglevleri (7,13,14).

Savunma mekanizmasi Islev

@::ksidaz sistemi Dért degerli O, indirgenmesi
Siiperokstt dismutaz Oz dismutasyonu
Katalaz ve glutatyon preoksidaz H,0,'i uzaklagtirir
Transferrin, Askorbik asit, Sistein Hidrofilik bdlgelerde serbest
ve Seruloplazmin radikalleri siipiiriir.
Vitamin E ve bir¢ok yag asidi Hidrofobik boligelerde serbest

radikalleri siipiiriir.

Dogadaki antioksidanlarin topluca listesini tablo 3'de goriiyorsunuz.
Tablo 3: Antioksidan sistemin baghca elemanlar1

ENZIMLER
Stiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon rediiktaz (GSH-R)
Glutatyon transferaz (GST)
SUDA COZUNEN RADIKAL TUTUCULARI
Glutatyon
Vitamin C
Glukoz
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Sistein
YAGDA GOZUNEN RADIKAL TUTUCULARI
Vitamin E
B- karoten
Bilirubin
Ubikinol
Flavanoidler
METAL IYONLARINI BAGLAYAN PROTEINLER
Ferritin
Transferrin
Haptoglobin
Hemopeksin
Seruloplazmin
Alblimin
DIGER ANTIOKSIDANLAR

DIiGER ANTiOKSIDANLAR

Yukarida s6zli edilen antioksidanlarn diginda, ¢ok sayida endojen ve ekzojen molekiiliin
antioksidan etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir (Tablo 4).(1,12).

Tablo 4 : Antioksidan etkili endojen ve ekzojen molekiiller
1- Endojen molekiiller:

. Sistein, histidin gibi amino asitler

° Safra asitleri

) Sitokinler

2- Ekzojen molekiiller
° Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi radikal kaynag1 enzimlerin inhibitorleri
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Lokal anestezikler,
Kalsiyum kanal blokerleri: Verapamil,
Nifedipin,
Nitrendipin,
Steroid yapida olmayan antienflamatuarlar: Ibuprofen,
Rekombinant antioksidan enzimler (r-SOD),
GSH_Px aktivitesini arttiran veya benzer etki g6steren molekiiller: Asetil, Ebselen.
Serbest radikal toplayicilari: DMSO, Mannitol.
Demir tutuculari: Deferroksamin, EDTA.
Besinlere eklenen koruyucular: BHA, BHT, Sodyum Benzoat, Propil gallat.
Nétrofil inhibitorleri: Siklosporin A, FK 506, Ibuprofen, Steroidler.
Notrofile kars1 monoklonal antikor: RP3
Endotel reseptérierine ( ICAM-1, ICAM-2) kars1 monoklonal antikor.

Dogadaki antioksidanlari gesitli kriterlere gore gruplandirmak olasidir:

1- Yapilarma gore

Enzimler (Sitokrom oksidaz, stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon transferaz)

Enzim olmayan proteinler, kiigiik molekiiller (askorbik asit, glutatyon, E vitamini,
keratonoidler ve retinoidler, ubikinonlar, flavanoidlar, melatonin, iirik asit ve albiimin)

2- Kaynaklarina goére

Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar: SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz,
bilirubin, iirik asit, sistein, histidin, albiimin, safra asitleri, sitokinler)

Disandan almanlar (eksojen antioksidanlar: alfa-tokoferol, beta-karoten, askorbik asit,
enzim inhibitorleri, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid
antiinflamatuar ilaglar, DMSO, mannitol, deferoksamin, sodyum benzoat, propil gallat
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gibi besin koruyucular, Siklosporin A ve FK 506 gibi nétrofil inhibitorleri, antintrofil
antikorlar, endotel reseptorlerine karsi monoklonal antikorlar)

3- Cozinirliiklerine gére
a- Suda ¢6zlinenler
b- Lipidlerde ¢6ziinenler

4- Yerlesimlerine gére
a- Hiicre i¢inde bulunanlar
b- Plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunanlar.

Dogal Endojen antioksidanlar

Insanda da dogal olarak bulunan antioksidanlar vardir. Bunlar,

1- Siiperoksit dismutaz
2- Katalaz

3- Glutatyon peroksidaz
4- Bilirubin

5- Urik asittir.

(=Y
1

Stiperoksit dismutaz:

Bir metalloprotein olan siiperoksit dismutaz, dismutasyon olarak bilinen reaksiyonu katalize eder;
202 + 2H+ 2 H, 0; + Oy

Hiicrelerdeki stiperoksit dismutaz miktar1 normal kosullarda olusan O, {retimini karsilayacak

kadardr. Yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda siiperoksit dismutaz sentezi artmakla birlikte
detoksifikasyonda yetersiz kalmakta, ayrica ekstraselliller ortamda bu enzim bulunmamaktadir.
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Dismutasyon ile olusan H,O; ise katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan O, ve
H,O'ya indirgenmektedir (2,15).

Serbest radikallere kars: organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gerceklesir (Sekil 2). SOD,
katalaz ve glutatyon peroksidazdan farkh olarak serbest radikali substrat olarak kullanr. SOD
enziminin aerobik hiicrelerin tiimiinde bulunup anaerob hiicrelerin ¢ofunda bulunmadif:
bilinmektedir. Fridovich ve arkadaslari SOD enziminin aerobik hiicrelerin yasamu igin gerekli

oldugunu gostermiglerdir (16).

Katalaz, glutatyon peroksidaz
SOD
Fenton reaksiyonu
. Fet+2
E €+ 2H+ é+ H+ é+ H+
O, —»0y ——» H,0 —»O0OH —_— H,O

1

Haber-Weiss reaksiyonu

Sekil 2: Antioksidan enzim sistemi ( 7,16).
Organizmada oksidan stresin arttig1 klinik durumlarda SOD enzimi aktivitesini arttirarak koruyucu

etkinligini devam ettirir. Ozellikle antioksidan etkili dier enzimlerin aktivitelerinde azalmamn
sozkonusu oldugu klinik durumlarda SOD enziminin aktivitesinin arttif gesitli arastirmalarda

gsterimistir (17).

2- Katalaz
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Katalaz, tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan bir hem-enzimdir. %20 oraminda
sitoplazmada ve %80 oraninda peroksizomlarda lokalizedir. H,O, ile reaksiyona girer (17).

3- Glutatyon Peroksidaz

Normal kosullarda hiicrede bulunan H;O,in detoksifikasyonundan esas olarak glutatyon
peroksidaz sorumludur. GSH- Px lipid peroksidasyonunun baglamasm ve gelismesini Snleyici
6zellikte bir enzimdir (17).

Stiperoksit radikalinin detoksifikasyonu igin enzim sistemleri bulunmasmna karsmm OH' i¢in benzer
sistemler yoktur. Hidroksil radikali diizeyi, ancak H,O, ve O diizeylerinin kontrolii yardimiyla
denetlenebilir. Siiperoksit dismutaz etkili bir bigimde O, detoksifikasyonu yapmasmna kargin
sonucta H,O, olustugundan serbest radikaller tam olarak giderilmis sayilmaz. Ciinkii O, ve H;O,,
demir kataliz6rliigiinde reaksiyona girerek OH" olugtururlar ve bu bilinen en toksik serbest oksijen
radikalidir. Hidroksil radikali, suyun yiiksek enerjili iyonizan radyasyona maruz birakilmasiya da
olugur ve canh dokularda iyonizan radyasyonun yaptif1 hasarmn biiyiik kismundan sorumludur (2).

4- Bilirubin

5- Urik asit.

f- Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve zar yapisindaki ¢oklu doymamg
yag asitlerinin oksidasyonunu i¢eren kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir (7).

Hidroksil radikali DNA, protein ve karbohidratlar dahil olmak {izere her canh molekiili ile

reaksiyona girerek hasar yapar, membran lipidlerinden H+ ¢ikararak lipid peroksidasyonunu
baglatir;
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Lipid-H + OH' >H,0 + Lipid

Lipid' + O,~> Lipid- O, (Peroksi radikali),

Lipid- Oy + Lipid-H >Lipid + Lipid- O,H (Lipid peroksit),
Lipid' + O, - Lipid- Oy

Hidroksil radikalinin baglattif1 peroksidasyon, zincirleme bir reaksiyondur ve lipid zinciri bitene ya
da reaksiyon bir antioksidan tarafindan durdurulana kadar devam eder (7).

Lipid peroksidasyonu, lipid hiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere déntigmesiyle
sona ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan malondialdehit (MDA) miktar, tiyobarbitiirik
asit testi ile Olgiilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikia
kullamimaktadir. Lipid hiperoksitlerinin parcalanmasi ile olugan etan, biitan ve pentan gibi gazlarm
tayini de son yillarda lipid peroksidasyon gostergesi olarak degerlendirilmektedir (7).

Klinikte fizyopatogenezinde lipid peroksidasyonunun etkili oldufu durumlar olarak sunlan
sayabiliriz:

1- Yaglanma,

2- Ateroskleroz,

3- Kanser,

4- Radyasyon hasari,

5- Iskemi-reperfiizyon hasari,

6- Inflamasyon (yara iyilegmesi / yaralanma),

7- Romatoid artrit ve diger otoimmiin hastaliklar,

8- Diabetes mellitus,

9- Akciger hastaliklar: (sigara, amfizem, oksijen toksisitesi, asbestoz, bronkopulmoner displazi),

10-Beyin bozukluklar1 (hiperbarik oksijen, aliiminyum toksisitesi, norotoksinier, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaliZi),

11-Bobrek bozukluklan (otoimmiln nefroz, aminoglikozid nefrotoksisitesi, afir metal

nefrotoksisitesi),
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12- Kardiak myopati (Keshan hastalif),

13- Kas hastaliklan (kas distrofisi, multipl skleroz, egzersiz),

14- G6z bozukluklan (makiiler dejenerasyon, katarakt)

15- Cilt bozukluklar: (solar radyasyon, kontakt dermatit)

16- Karaciger bozukluklari (endotoksin, alkol, halojenli hidrokarbonlar, asetaminofen, demir)

17-Kan hastabklar1 (fenil hidrazin, primaquin, siilfonamid gibi kimyasal bilesikler, protoporfirin
fotooksidasyonu, malarya, orak hiicre anemisi, favizm),

18- Gastrointestinal bozukluklar (iilseratif kolit, steroid olmayan antiinflamatuar ilaglara bagh
hasar),

19- Beslenme yetersizlikleri (Kwashiorkor, vitamin E eksikligi)

20- Yanik (sistemik hasar ve lokal ilerleyici hasar),

21-Sok.

g- iskelet Kas) Iskemi-Reperfiizyon Hasarinn Patofizyolojisi

Arteryel okliizyonu takiben ekstremitenin revaskiilarizasyonu ile hastalarin ¢ogunda metabolik
bulgularda gegici veya uzamg degisiklikler olusur (18).

Metabolik asidoz her zaman, ancak ¢esitli derecelerde goriiliir ve asit metabolitlerin birikimi ile
ilgili oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Dokunun hipoksik kalmasi vaya tam bir anoksi,
krebs siklusu ile gergeklestirilen aerobik solunumda belirgin bir azalmaya sebep olacaktir. Krebs
siklusunda bu azalma anaerobik solunumu arttiracak boylece devreye Embden-Meyerhoff yolu
girecektir. Bu da kanda ve dokuda oldukga yliksek laktik ve pirtlivik asitin olugmasmma neden
olacaktir. Baglangigta laktat ve piriivat degerleri egit derecede yiikselirken bir siire sonra laktat
diizeyinde piriivat diizeyine gére belirgin bir artig goriiliir bu da laktat/piriivat oraninda artisa sebep
olur (19).

Kan pH ve CO, diizeyi belirgin bir gekilde diiger. Bikarbonat diizeylerinde diisme g6zlenirken

katyon ve anyonlarda artig dikkat ¢eker. Iskemik kalan ekstremitenin revaskiilarizasyonundan 6nce
ilgili ekstremitenin pH ve vendz d6niigli metabolik asidozun giddetine gére degisir. Eger baslangic
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pH 7.2'den diisiik ise prognoz olduk¢a kotiidiir. Tedavide revaskiilarizasyon sonrasi hidrojen
iyonunun nétralizasyonu igin yeterli tampon bilesiklerin verilmesi gerekir (18,20).

Iskemik ekstremitedeki ven6z pO, konsantrasyonu sistemik vendz kandakinden daha diisiik, vendz
pCO, diizeyi ise sistemik kandakine gore anlamh olarak daha yiiksektir. Arteryel dolagimin
restorasyonundan sonra vendz pO, ve pCO, diizeyleri iskeminin giddetine ve sliresine bagimh
olarak ¢esitli stirelerde normal diizeylere ulagir (21).

Olgularin ¢ogunda serum sodyum diizeyleri normal siirlardadir. Potasyum diizeyi ise baslangicta
iskemik bacaktan gelen vendz kanda ve serumda aym ve normal diizeylerde bulunurken
revaskiilarizasyon sonrasi artiy gdzlenir. Hafif olgularda, 6rnefin iskemik siire 6 saatten az
olanlarda, potasyum diizeyini normale getirmek kolay iken uzun siireli iskemik kalan olgularda bu
hi¢ de kolay degildir. Siddetli olgularda potasyum diizeyi kalp kasinm kasiimasim etkileyecek
kadar siddetlidir. Uzun siire iskemik kalan dokunun revaskiilarizasyonu ile artrmg potasyum diizeyi
kaslarda sitolize sebep olacak ve ani deklampajla ekstraselliiler ortamda asirn potasyum artigi
sonucu kardiak arreste yol agabilecektir (22).

Enzimatik Degisiklikler: Serum kreatinin fosfokinaz diizeyi (CPK) revaskiilarizasyondan &nce
sistemik kanda hafifce artarken iskemik bacaktaki vendz kanda oldukga yiiksek oldugu gozlenir.
Arteryel klempin kaldirilmas: ile olusan revaskilarizasyonla CPK diizeylerinde artig gériiliir. Bu
enzimin artigi ¢izgili kaslardaki hasarin kesin kamitidir (23,24). Bu enzimin yliksek diizeylerde
olmas: kas nekrozunu gésterir. Boyle olgularda cildin korunmus veya intakt gbriinitigli altmdaki
kasin nekroza ugramadifim géstermemektedir ve ¢ogu zaman yamlticidir. Hafif olgularda serum
CPK diizeyleri birkag saat veya bir iki giin i¢inde diiser. Deneysel ¢aligmalarda CPK'nin dier
metabolitlere, 6rnegin myoglobuline gore daha yavas yiikseldigi gosterilmistir. Orta derecede
siddetli bir iskemi-reperflizyon sendromunda CPK diizeyi 1000-2000 Unite diizeyine ulagir ve 10-
12 giin igerisinde normal diizeyine diiger. Siddetli ve fatal olgularda CPK progressif olarak yiikselir
ve 20 000 diizeyine ulagir (25,26).
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Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve serum glutamik-oxaloasetik transaminaz (SGOT) diizeylerinin
iskemi-reperfiizyon sendromunda oldukga yiiksek oldugu gosterilmistir. Serum glutamik-piriivik
transaminaz (SGPT) SGOT kadar yiikselmese de yine de normalin {izerindedir. Her ikisi de
iskeminin diizeyine gére artig gosterir. Siddetli kas yikim olan iskemi-reperflizyon sendromunda
transaminazlarin kalic: yiikseklii dokularda geri doniiglimsiiz degisikliklerin oldugunu gosterir.

Aslmda LDH ve CPK'nin yiiksekligini yalmzca iskemi-reperfiizyondan degil myokard infarktiisti
gibi daha genis spektrumda birgok hastalikta da olabilecei gdzoniinde bulundurulmaldir.
Myokard infarktiisiinde LDH ve CPK yiiksekliginin gsterilmesi iskemi-reperflizyon sendromunda
gosterilmesinden ¢ok daba oncedir. Siddetli tikayici arter hastalify olan hastalarda myokardial
hasarin olabilecegi de diigiiniilmeli ve ileri tetkikler yapilmahdir. Bu nedenle LDH ve CPK'nin alt
gruplar Snem tagir. LDH'nin iki alt grubu LDH1 ve LDH2 myokardial infarktiiste artarken, LDH4
ve LDHS c¢izgili kas yikiminda arttif1 g6sterilmistir. Aym zamanda CPK'nin da ikinci fraksiyonu
veya MB fraksiyonu olarak tamimlanan alt grubu myokard infarktiistinde artarken MM fraksiyonu
cizgili kas yikiminda artar. Enzim diizeylerinin kanda azalmasimin goriilmesi kas yikimmin
geriledigini gosterir. Enzim diizeylerinin diizenli olarak izlenmesi hastahfin seyri hakkinda
klinisyene fikir verir (27).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda olugan metabolik bozukluklarin temelini, dokuya ulagan oksijenin
azalmasi ve sonucunda dokuda anaerobik metabolizmann 6ne gegmesi olugturur. Hiicredeki ATP
deposu olayn baslangicindan itibaren 3 saat iginde tiikenecegi ve bunun sonucunda da kreatinin
fosfatin kreatin ve inorganik fosfata doniigecegi bildirilmistir (28). Daha fazla uzams bir iskemi ile
ATP diizeyinde progressif bir diisme, glikojenin laktata metabolize olmasi ve ATP yikimmnm
yapmundan fazla olmasi goriilecektir.

Mikrovaskiiler yapilar iskemide olusan hasarin ilk belirlendigi yerdir. Henfiz iskeminin ilk 30

dakikasnda membran permeabilitesinde artig ve hiicrede progressif ddem gdsterilmistir (29,30).
Iskelet kasinda geri doniiglimsiiz hasar 4-6 saat iginde gorilir.
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Akut arteryel tikamkhk sonras: olusan hasarlar yalmzca iskemik fazda degil reperflizyon fazinda
serbest radikallerle de olusacaktrr (31,32). Serbest radikallerin olugpumu ve etkileri yukarida
ayrmtilaryla anlatilomgtir.

Iskelet kasmin iskemi-reperflizyon hasarinin olugumunun mikrovaskiiler patofizyolojisi endotel,
I6kositler ve bunlarin mikrovaskiiler diizeyde birbirleriyle iligkileri ile ilgilidir. Bunlarm
patofizyolojisinin aymlatiimas iskemi-reperfiizyon sendromunun tedavisinde ¢i1§ir agmugtir (33).

Endotelin Rolii:

Endotelin vaskiiler homeostazisin saglanmasmda énemli rolleri vardir. Bunlar; (33)

1- Mikrovaskiiler permeabilitenin saglanmasi,
2- Damar kontraktilitesi,

3- Anjiogenezis,

4- Koagiilasyon,

5- Lokosit trafigi,

6- Immiinite.

Bu endotelyal fonksiyonlar eksojen ve endojen bazi faktérler tarafindan regiile edilir. Kan akim
regiilasyonu bliylik oranda intakt bir endotelyal yapimin varhgiyla saglanir. Endotelyal hiicrelerin
NO iirettifi ve bunun da endotelial-derived relaxing factor (EDRF) ile aym oldugu gdsterilmistir
(34). NO veya EDREF siklik guanilat siklaza stimiile ederek vaskiiler diiz kaslarda relaksasyona,
dolayisiyla vazodilatasyona yol agar (35). Entotelyal hiicreler endotelin denen giiglii bir
vazokonstriktor maddeyi da dretirler. Endotelyal hasar bu vazoaktif maddelerin salmummm
azalmasina sebep olacaktir.

Mikrovaskiiler permeabilite birgok kimyasal mediatorler tarafindan kontrol edilir. [skemi-
reperflizyon hasarinda bu mediatorler aktive olur. Bu maddelerin baginda Platelet Agregating
Factor (PAF), bradikinin ve histamin gelir. Bunlar intraselliller kalsiyumun hem hiicre i¢ine hem de



disma olmak {izere iki ydnli mobilizasyonuna sebep olurlar. Endotelyal sitozolik kalsiyum
miktarmda bu anormal artigla NO ve endotelin gibi giiglii vazoaktif ajanlar salgilamr. Endotelyal
ylizey normal kan akimmn saflanmas: igin piiriizsiiz ve bdylece nonkoagiilandir. Bu durum
antitrombin IIIin olusumunun katalizasyonu ve ylizeysel trombomodiilinin varh$ ile saglamr
(36,37). Endotelyal hiicrelerin koagiilasyondaki rolii prostasiklinin iretilmesi ile saglanir.
Prostasiklin tromboxan A2'nin aktivitesini antagonize ederek trombosit agregasyonunu inhibe eder. ‘

Endotelyal hiicrelerin immiin yanittaki rolii yine sitokinleri aracihf ile olugur. Interleukin-1(IL-1),
tiimér nekrozis faktor (TNF) ve interferonlar endotelyal hiicrelerin yiizeyinde immiin yamti modiile
ederler. Pober ve Cotran, sitokinler ve entotelyal hiicre biyolojisi arasindaki ilgiyi aragtrmglar ve
lokosit bagimh adezyonla, endotel bagimh adhezyonun immiin yanitta temel rolii olduklarmi
gostermislerdir (34). Thrombin, I8kotrien B4, 16kotrien C4 bes dakika gibi kisa bir siirede

endotelyal hiicrelerin adezivitesini arttirir.

Nétrofillerin Rolii:

Iskemi-reperflizyon sonras: endotel diizeyindeki patolojik degisiklikler membran permeabilitesinde
artisa sebep olacak bu da nétrofil infiltrasyonuna yol agacaktir. Notrofil infiltrasyonu iskemi-
reperflizyon hasarinin patofizyolojisinde Gnemli bir rol oynar. Notrofiller yapilarinda bulunan
nikotin amid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazin aktive olmasiyla NADPH NADP+'ye ,
H+'ne ve 20,-.'e doniigerek sliperoksit anyonlar iiretir.

Rees ve arkadaglan ksantin oksidaz aktivitesindeki hizh artigin, notrofil kemotaktik aktivitesini
arttiran serbest radikal olusumunu saglayabilecegini ve hiicre zan hasarim baglatabilecegini
savunmuglardir (12). Nétrofil post iskemik dokularda serbest oksijen radikali doguran potansiyel

bir kaynaktrr (38).

Postiskemik iskelet kasi hasarinda graniilositlerin varhfmmn kamti artrmg myeloperoksidaz
aktivitesidir. Myeloperoksidaz nétrofiller tarafindan dretilen H,O,'den doniigtiiriilen ve
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stiperoksidden daha toksik olan hipoklorik asiti nétralize eder. Myeloperoksidaz iskemi sirasinda
orta derecede artarken reperfiizyonun 15-60. dakikalarinda anormal bir artig gosterir (39).

Iskemi-reperfiizyon hasarmm patofizyolojisinde I6kositlerin rolii yapilan birgok deneysel
cahsmalarla gosterilmigtir. Lokosit filtreleri (40), ¢esitli hayvan modellerinde farmakolojik ajanlar
(41), radyasyon (42) ve monoklonal antikorlar (43,44) bu deneysel g¢ahymalarda kullamlan
yontemlerin birkagidir. Biitlin arastirmacilar uyguladiklar1 modellerde beyaz hiicre oranlarinda
azalmanm iskemi reperflizyon hasarmin azalmas: ile paralel oldugunu géstermislerdir. Ancak
sebep-sonug iligkisi halen aragtirlmaktadir. Lokosit miktarmda azalmanm 16kosit filtreleri gibi
yontemlerle saglanmasi sonucu lipid peroksidasyonunda ve kas nekrozunda azalma tesbit edilmigtir
(44).

Endotel hiicreleri ve 16kositler arasindaki Iliski:

Iskemi-reperfiizyon patofizyolojisinde endotel hiicreleri ve 18kositler arasindaki iligki bir dizi olayr
icerir (33).

1- Parenkim hiicrelerinde enerji depolar1 bosalir,

2- Makrofajlar veya mast hiicreleri IL-1gibi sitokinleri salgiar,

3- Iskemi sirasmda endotelde ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza doniigiir ve serbest oksijen
radikalleri olusur.

4- Endotelden PAF salinimi olur. PAF'n stimiilasyonu ile CD11/CD18 kompleksinin endotelyal
ICAM-1 ile etkilesmesi sonucu da adhezyon olugur.

5- Adhezyon yapan l6kositlerde serbest oksijen radikalleri olusur,

6- Lokositlerde myloperoksidaz aracihifi ile hipoklorik asit olugur,

7- Endotelden salman P-selektin ve 16kositlerden sahnan L-selektin'in birbirleriyle iligkileri sonucu
"Rolling" de denen bir tiir adhezyon olusur.

Hiicresel enerji depolarinda azalma ve serbest oksijen radikallerininin ortama salinmas: ile

16kositler hasarh bdlgeye dogru go¢ ederler. Bu da bagka kemoatraktan molekiillerin endotelden
salmmina neden olur. En belirgin 6rnekleri PAF ve lokotrien B4'diir. Serbest oksijen radikalleri
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endotelyal ylizeyde adhesiviteyi degistirir ve endotelden interselliiler adhezyon molekiilleri (ICAM)
salgilanir, ICAM'lar endotel yiizeyinde, inflamasyon olan bdlgelerde nétrofil adezyonunu saglar.
CD11/CD18 kompleksi, ya da diger ismi ile “B-2 integrin” 16kosit ve endotel arasindaki
adhezyonu diizenler.

Iskemi-reperflizyon sendromunda gériilen rolling seklindeki endotel-lokosit adhezyonu intravital
mikroskopiyle goriilebilir. Bu tiir adhezyon gdreceli olarak yliksek gevresel basing oraninda olugan
reolojik bir siiregtir. Lokositler veniillerin duvarlari boyunca lokal kan akimina gére 100 kat daha
yavas olarak hareket ederler. Rolling mekanizmasinda L-selectin'in rolii gosterilmistir (45).

Endotelde in-vitro ¢ahsmalar P-selektin'in veniiler ¢evresel basmcin degisimiyle rolling
mekanizmasim diizenledifini gostermistir (45). P-selektin'in endotelyal membrana translokasyonu
histamin, trombin gibi kimyasal mediatorler aracihifiyla saglanir. Giiglii adhezyon i¢in integrinler,
ICAM-1 ve E-selektin gibi mediatdrlerin varligi gereklidir. E-selectin'in 16kosit migrasyonu igin
gerekli olmadifim gosteren ¢aligmalar vardir (45,46).

Iskemi-reperflizyon hasarmm siddeti 16kosit infiltrasyonunda hiicre sayis1 ile dogru orantiidir
(47,48). Normalde veniil duvarmda her 100 pm'de yalmzca 2-4 16kosit vardir. Iskemi-
reperflizyonda bu oran 100 kat artabilir. Monoklonal antikor 60.3 CD18'deki B-zincirini etkiler ve
boylece intestinal mukozada ndtrofil yapigmasim ve proteinlerin ekstravazasyonunu Onler. Bir
bagka monoklonal antikor olan IB4, direkt olarak CD11/CD18'i etkileyerek barsak veniiler
endotelyumundaki PAF aracth adhezyonu engeller (49). Képeklerde yapilan alt ekstremite iskemi-
reperflizyon modelinde IB4'lin uygulamasi ile nétrofil infiltrasyonunun engellendigi gosterilmigtir
(50).

PAF'm iskemi-reperfiizyondaki rolii son yillarda aydnlatilmaya ¢ahgilmugtir (43,51). K6peklerde alt
ckstremite iskemi-reperflizyon modelinde reperfiizyon sonrasi ilkk 5 dakikada PAF
konsantrasyonunun dramatik olarak arttifi ve notrofil infiltrasyonunu arttirarak postiskemik
veniillerde adhezyona sebep olduklar1 goriilmiistiir (52). PAF reseptor antagonistlerinin 16kosit
adhezyonunu engelledigi gosterilmigtir. Kisa Omiirlii bir fosfolipid olan PAF vasokonstriktor
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etkisiyle mikrovaskiiler permeabilite artipm Onlerken aym zamanda I6kositler i¢in de bir
kemoatraktandir.

Phan ve arkadaslan tarafindan yapilan gahgmada endotelial hiicrelerin ksantin oksidaz iirettigi ve
aktive notrofillerle ksantin oksidaz aktivitesinin arttif: gSsterilmigtir (33).

h- N-Asetil Sistein:

L- sisteinin N-asetil tiirevidir. Ik defa 1960'h yillarda niikleer radyasyona karsi koruyucu
etkilerinin gosterilmesi iizerine bir ¢ok arastirmaci siilfiir igeren droglara ySnelmislerdir.
Detoksifikasyonda rol oynadiklar: gibi oksidatif strese kars hiicreyi ve komponentlerini korurlar.
Bugiin NAS glutatyonun kendisinden ¢ok daha Onemli bir antioksidandir. NAS canh
organizmalardan iretildiginden ve dogal siilfiir iceren amino asid trevi oldugundan giiglii bir
antioksidan olarak kabul edilmektedir (53,54).

NAS barsaklardan yiiksek oranda absorbe edilebilir (55,56). Hizla metabolize olur ve yalmzca
yaklagik %10'Tuk bir kistu metabolize edilmeden atilir (57). NAS'n bityiik bir kismu intraselliiler
ortamda glutatyon firetimi i¢in kullanilir, NAS hiicre iginde giicli bir antioksidan olan tiol
metabolitlerine déniistir (57).

NAS'|m baghca kullamidii durumlar:

Egzersiz: NAS'm giilii bir antioksidan besin oldugu gériildiigiinden beri atletler siddetli egzersiz
srrasinda NAS kullanmaktadirlar (58,59). Oksidatif stres kas yorgunlufu olusumunda Snemli
oldugu ve NAS ile tedavide bu yorgunlufun olusumunun anlamh olarak azaldif1 gosterilmistir

(60).

NAS ve AIDS: Son yillarda NAS''n Human Immundeficiency Virus (HIV) infeksiyonundan
korunmadaki rolii aragtirilmaya baglanmugtir. NAS HIV ile infekte olsa da hiicre membranlarim
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glutatyona gére kolayca geger (61,62). NAS intraselliiler glutatyon {iretimindeki roliyle
immiiniteyi etkiler. HIV infeksiyonuyla hiicrede glutatyon tiretimi bozulur. Eck ve ark. retroviral
infeksiyonun direkt ve erken sonuglarmi incelemis ve intraselliler glutatyondaki diismeyi
gostermislerdir (62). Intraselliiler glutatyonun B ve T hiicreleri izerine pozitif yonde gliglii bir
etkisi vardir (62,63). NAS serbest oksijen radikallerinin immiin sistem {izerine olan negatif etkisini
engeller (64,65,66). NAS AIDS viriisiinit enfekte hiicrelerdeki glutatyon diizeyini arttirarak bloke
eder (67,68).

Detoksifikasyon: Siilfiir iceren besinlerin detoksifikasyon etkilerinin oldufunun bilinmesi ¢ok
eskilere dayanir. NAS'in detoksifiye edebildigi baslica ajanlan gyle siralayabiliriz:

a- Agir metaller (civa, kursun ve kadmiyum) (69,70).

b- Asetaminofen i¢eren droglar (57,71,72),

c- herbisitler (73),

d- ¢evresel temizleyiciler (CCl, tirethane) (74,75,76),

e- aflatoksin igeren organizmalar ve escherischia coli (77,78,79).
NAS'i yapisinda bulunan siilfidril grubu dogrudan agir metallerle reaksiyona girer. Dolayh olarak
da sitokrom P-450 sistemini etkiler. Asetaminofen toksikasyonunda karaciger hasarmnmn olugumunu
engeller. NAS'm doxorubicin, ifosfamide, valproik asit ve alkol gibi droglarm yan etkilerini
azalttigim bildiren yaymlar vardir (57).

Kanser: NAS hem antioksidan hem de detoksifikasyon etkisiyle kanser tedavisinde rol oynar
(80,81). Ayrica cisplatin ve oxazophosporine temelli ajanlarin toksik etkilerini azaltir (82,83). NAS
ile tedavide plazma albiimin diizeyi artar; bdylelikle bu da kanser hastalarinda ve salikh bireylerde
hiicre kiitlesinin azalmasm 6nleyecektir (84).

Akcigerlere etkisi: NAS 40 yildan fazla bir zamandir kronik brosit, kistik fibrozis, asthma, siniizit
ve pndmoni gibi bronkopulmoner hastahklarm tedavisinde kullaniimaktadir (85). 1963 yilindan beri
NAS''m mukusun viskozitesini diiglirdiigli ve daha kolay Oksiiriikle atilmasm sagladif
bilinmektedir (86). NAS bu etkisini mukoproteinlerin distilfid baglarim siiifidril baglarina ¢evirerek
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mukoproteinleri kiiglik parcalara aywmasiyla gosterir. Bazi yerlerde nebillizer ajan olarak
kullanilirken Italya'da tablet seklinde alimi tavsiye edilmektedir (85).

NAS'm diafragma yorgunlugunu énleyerek solunuma pozitif yonde etki ettigini gosteren cahsmalar
da vardir (87,88,89).

Kardiovaskiiler etki: Kalp hastahg: indikatérii olarak son yillarda iki giiclii ajan gosterilmistir. Biri
lipoprotein (a) digeri ise vitamin E diizeyleridir. Lipoprotein (a) kolesterol, LDL, HDL diizeylerine
gore daha giiclii bir indikatérdiir. Kardiak diet ya da lipid diisiirticli droglar lipoprotein (a)'ya etki
edememektedirler. Son yillarda yapilan gahgmalar NAS'in lipoprotein (a)'yr hemen hemen %70
oraninda diigiirdiiglinii géstermiglerdir (90,91,92,93).

Lp (a) LDL partikiillerinin oldukga biiyiik bir glikoprotein olan Apo(a)'ya birden gok distilfid
baglariyla baglanmas: ile olugur. NAS bu disiilfid baglarim kirarak etkisini gdsterir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde oleik asidin regiile ettii mitojenik sinyal yollarinda oleik aside yanit
olarak artmug HO, NAS'la inhibe edilir (94). Sigan kardiak fibroblastlarda yapilan bir ¢ahsmada
NAS'm Angiotensin IT aracilifiyla mitojen aktive protein kinazi inhibe ettigi gosterilmistir (95).

Iskelet kasmmn iskemi-reperfiizyon hasarindan korunmasmda NAS'in 6nemi rol oynadifm: gésteren
cabigmalar vardir. Chen ve ark. reperflizyonun erken fazinda doza bagmml olarak NAS'm hasar
olugmasim bityiik dlciide dnledigini gostermislerdir (96). Van der Laan ve ark. antioksidan NAS'in
yumusak doku hasarim anlamh olarak diigiirdiigli ve onarim zamamm kisalttifim g6stermiglerdir
7.

i- Iskemi Modelleri

Total iskemiye dokularin dayanma siireleri aragtirtirken fizyopatoloji daha iyi anlasildikca gesitli
hayvan tiirlerinde klinikte rastlanilan durumlara uygun modeller gelistirilmistir.
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Iskeminin hangi komponentinin daha ¢ok hasar olugturdugu lizerine yapilan gahymalar, vendz
cikistaki azalmanin daha kisa siirede daha biiyiik hasar yaptigi ortak sonucunu getirmistir.

Deneysel modeller i¢inde sican kremaster kasinn hazirlamp mikrodolagimmn mikroskopla dogrudan

izlenmesi ve video kaydmin yapimasi olaym dinamik agidan izlenmesini olanakh kilar.

Mikrodolagimdaki dinamik degisimler ve histopatolojisi iskemi siiresince arterlerin konstriksiyonu,

endotel ve lokosit sismesi ve eritrositlerde rulo formasyonunu igerir. iskemi siiresi uzarken bu

degisimlerin derecesi de artar. Reperflizyondaki degisimler kan akim yapisimn bozulmasi, girdap
formasyonu, bélgesel staz, 16kositlerin adhezyon ve migrasyonu, fokal hemoraji, 6dem, vazospazm

ve trombosit kiimelenmesidir (98).

Iskemi modelleri; (98)

1- Total arteryel: Arteryel kan akiminin tam olarak durmasi,

2- Total Ventz: Ven akimmin digsaridan (basi, biikiilme, v.s.) veya igeriden (tromboemboli)
kaynaklanan bir nedenle kesilmesidir. Arteryel iskemiden daha hizh hasar olusturdugu genel
kabul g6rmiistiir.

3- Total global: Dokuya gelen kan akimimin tam kesilmesini ifade eder.

4- Kismi arteryel: Arteryel kan akimmin azhg: genelde planlama hatasi nedeniyle anjiozomun
besleyebilecegi alanin disinda kalinmasi ile ilgilidir.

5- Kismi vendz: ven duvarmm arter duvarma gore son derece ince ve zayif olmasi disaridan
olacak basi ve biikiilmelerden daha fazla kolay etkilenme sebebidir.
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AMAC

Klinikte iskelet kasmm gegici iskemiye maruz kaldif1 birgok durumlar vardir. Bunlara drnek olarak
arteryel tromboz, vaskiiler travma, serbest doku transferi ve ekstremite cerrahisinde gegici
pnomatik turnike uygulanmasi verilebilir. Bu durumlarda doku hasarmm minimale indirgemek
Snemlidir. Kan akimimin azalmasi doku hasarma ve ¢ok ge¢meden iskemik alamn nekrozuna sebep
olur. Kan akimmin yeniden saglanmas: ise iskemi-reperflizyon hasari dedifimiz hiicre membran
yikim ve sv1 ekstravazasyonu ile ilgili lokal doku kayiplarma ve bobrek, akciger gibi uzak
organlarin hasarina sebep olacaktr. Bu sistemik etkiler reperflizyon sirasmda {iretilen toksik
serbest oksijen radikallerine baglanmaktadir. Serbest oksijen radikalleri organizma tarafindan baz
temizleyici sistemlerle yok edilmeye ¢ahgilir.

Serbest oksijen radikallerinin etkisini onlemede ksantin oksidaz inhibitdrleri ve birgok serbest
oksijen radikali temizleyicilerinin deneysel olarak iskemi-reperfiizyon hasarmi Snlemede etkinligi
gosterilmigtir. N-asetil sistein'in antioksidan etkisi ¢ok eskiden beri bilinmektedir. Ancak iskemi-
reperflizyon hasarinda lipid peroksidasyonunun 6nlenmesinde NAS uygulamim ile ilgili caligmalar

son derece azdir.

Bu ¢alismada amag, alt ekstremitenin iskemi-reperflizyon modelinde NAS'in iskemi-reperflizyon
hasarmi 6nlemedeki roliinii arastrmaktir. Iskemi-reperflizyon hasarmin laboratuar gostergesi
olarak lipid peroksidasyonu, metabolik asidoz , kas ve akciger dokusunun patolojik incelemesi

alinmustir.
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YONTEM VE GERECLER

Deney siiresince fare yemi ve su ile beslenen, agirbkian 300-400 gram arasinda degisen erkek
Wistar-Albino siganlari kullamidi. Ameliyattan 6nce intraperitoneal yolla ketamin hidroklorid
(Ketalar 50 mg/ml flakon, Parke-Davis, USA) 50 mg/kg verilerek uyutulan siganlarin abdomen
bolgeleri bistiiri ile trag edildi.

a- Cerrahi Yontem:

Gobek fiistli alt1 median insizyonla batma girildi. Barsaklar eksplore edilecek iliak arterin tersi
yoniinde devie edilerek batmn iginde kalacak sekilde ekarte edildi. Sag veya sol iliak arter disseke
edilerek serbestlestirildi ve 2/0 polyglactin 910 ile doniilerek kontrol altma alindi. Karg: iliak ven
kan Ornegi almak ve ilag uygulamak icin disseke edilerek 26 numara kaniil ile kaniile edildi.
Barsaklar kurumamasi igin zaman zaman serum izotonik ile islatildi.

Siganmn kuyrugu sicak su ile 1sitihp ug boliimii kesilerek baglangic MDA Sl¢limii i¢in kan ahinds,

Mikrovaskiiler klemp ile iliak arter klempe edildi. Kollateral dolagim engellemek igin yalmzca
sakro-iliak kemikler kalacak gekilde gluteal kaslar kesildi. iskemi boyunca siirecek NAS

perfiizyonuna baglandi.

Dort saatlik iskemi sonunda mikrovaskiiler klemp kaldirlarak bir saat reperflizyon yapildi
Reperflizyon sonunda laboratuar tetkikleri i¢in kan alindiktan sonra sican sakrifiye edilerek
patolojik inceleme igin gastroknemius kasindan ve akcigerinden biyopsi yapildi.

b- Deney Protokolii:
Hayvanlar her grupta 6 denek olan iki gruba ayrilds;

Kontrol grubu: Mikrovaskiiler klemp kaldirilmadan bir dakika 6nce Kkars: iliak venden 0,1-0,2 cc
serum fizyolojik verildi.

31



Deney Grubu: Anestezinin baglamasi ile NAS 5 ug/kg/dak inflizyon seklinde uyguland:.

¢- Degerlendirme Ydntemleri:

Biyokimyasal Analizler:

- Tiobarbiltirik Asit reaktif Substans (TBARS) (MDA) Analizi

Sigandan alnan kanlar oda sicakhfinda yarim saat bekletildikten sonra, 4000 rpm'de 10 dakika
cevrilerek eritrositlerden ayrilan plazma MDA analizi i¢in —70 C derecede saklandi.

Prensip: Malondialdehit, ¢coklu doymamug yag asitlerinin yikim ile olugsur ve peroksidasyon
reaksiyonunun derecesininin belirlenmesinde uygun bir indeks oldugu disiiniilmektedir (34,98).
MDA, 535 nm'de absorbe edilen sari-kirmmuzi renkli bir bilesik olmak tizere TBA ile reaksiyona
giren lipid peroksidasyon tirlinii olarak da tanimlanabilir (98).

Lipid peroksidasyonu, lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan TBARS (Malondialdehid)'in
Slgtimii ile degerlendirildi. Dokular % 0.001 butile hidroksitoluen, %0.07 sodyum dodesil siilfat
igeren, kullanim 6ncesinde 10 dakika siireyle azot gaz ile muamele edilmis olan soguk %0.9 NaCl
icinde Potter tipi homojenizattr kullanilarak homojenize edildi ( 20 mg doku/ 1.5 ml %0.9 NaCl).
Homojenata hemoglobini uzaklagtirmak i¢in etanol-kloroform (3:2) katildiktan sonra TBARS
(MDA) Shin ve arkadaslan tarafindan &nerilen thiobarbitiirik asit ile reaksiyona dayanan
kolorimetrik yontemle &lgiildii (54). Homojenattaki protein konsantrasyonu Lowry yOntemiyle
tayin edildi. TBARS (MDA) miktar1 nmol/gr x protein olarak ifade edildi.

Patolojik Inceleme:
Kas ve akciger doku biyopsileri ayr ayr: parafine yatirilarak Sy'luk kesitler yapilarak Hematoxilen
Eosin boyastyla boyandi. Isik mikroskopu ile incelemeler yapildi.



ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde, elde edilen verilerin dagihm &zelliklerine gore;
ortalamalar arasindaki farkn belirlenmesinde non-parametrik (Mann-Whitney —U) test uygulandi.
Islemler, pentium III islemci PC aracihih ile Microsoft Excel yaziim ile gergeklestirildi. Usbio
degeri 29 (6-6) idi. 29’un tizeri U degerleri anlamh kabul edildi.



BULGULAR

PO,, PCO,, pH, HCOs-, Na+, K+ degerleri ve kan, doku MDA diizeyleri tablolarda verilmistir.

KONTROL
K1
K2
K3
K4
K5

K6

Tablo 5: Kontrol grubu kan gaz ve elektrolit degerleri:

N-ASETILSISTEIN
pH
NAS1 7.269
NAS2 7.372
NAS3 7.153
NAS4 7.241
NASS5 7.293
NAS6 7.259

Tablo 6: Deney grubu kan gaz ve elektrolit degerleri.

NAS
Kontrol
3.43+1.2

pH

7.250
7.181
7.266
7.166
7.122
7.127

pH
7.267+1.7
7.168+0.49

pO>
156.5
63.3
115.6
131.0
60.5
120.6

pO:
126.3
94.6
46.3
64.6
84.2
147.3

pO;
03.88+23.2
67.3+23.2

pCO;
40.0
46.7
41.2
49.5
77.0
55.4

pCO,
46.2
48.5
65.3
493
34.9
26.9

pCOz
45.18+16.4
54.5+24.4

HCO;
17.1
17.1
18.3
17.5
24.6
17.9

HCO;
16.7
12.5
7.3
14.8
21.5
13.6

HCO;
14.4+4.3
9.5+3.2

Tablo 7: Kan gaz degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri

Na K

152.7 3.18
158.7 2.69
156.1 3.22
1589 2.24
148.9 3.43
153.8 2.02

Na K

148.9 3.06
136.5 4.60
168.3 6.9
163.7 3.95
146.7 4.57
157.4 4.65

Na K
153.58+13.6 4.62+1.2
158.3+24.2



pH pO; pCO; HCO:; Na K
U degerleri  28* 41* 19 70* 12 14.5
Tablo 8: NAS'da kan gaz ve elektrolit degerlerinin kontrol grubu ile kargilagtintmas:
* p<0.05.

1-KONTROL
CPK(U/L) LDH(U/L) MDA(kan) MDA(KAS) MDA(AKC)
(nmol/ml) (nmol/g doku)

K1 590 214 15.42 255.3 269.8
K2 729 608 18.4 273.8 270.5
K3 1860 840 243 304.6 254.8
K4 1547 734 21.7 317.2 295.4
K5 >2000 1782 283 298.5 348.4
K6 1905 448 279 372.5 213.4

Tablo 9: Kontrol grubunda kan CPK, LDH, MDA ve Doku MDA Diizeyleri

2- N-ASETILSISTEIN
CPK(U/L) LDH(UL) MDA(kan) MDA(KAS) MDA(AKC)

(nmol/ml) (nmol/g doku)
NAS1 824 572 16.3 170.8 185.3
NAS2 476 294 14.3 183.3 180.1
NAS3 642 473 23.2 184.2 1934
NAS4 1440 635 24.1 215.2 193.2
NASS 735 462 17.4 183.6 182.7
NAS6 448 273 9.6 173.45 184.5

Tablo 10: Deney grubu Kan CPK, LDH, MDA ve Doku MDA Diizeyleri



CPK(U/L) LDH(U/L) MDA(kan) MDA(KAS) MDA(AKC)
NAS 760.8+140  451.5+95 17.48+3.6 185.1+12 186.5+4.2
Kontrol 1705+228 638+125 22.67+4.6  303.65+82.3 275.38+67.4
Tablo 11: Kan CPK, LDH, MDA ve Doku MDA Diizeylerinin ortalama ve standart sapma

degerleri

CPK(U/L) LDH(U/L) MDA(kan) MDA(KAS) MDA(AKC)
U degerleri  70.5* 16.5 38* 48.5* 39.5*
Tablo 12: Kan CPK, LDH, MDA ve Doku MDA Dizeylerinin NAS ve Kontrol grubunda
kargilagtiriimas:
* p<0.05.

Histopatolojik inceleme:

Histopatolojik incelemede preperatlar hematoksilen eozin boyasiyla boyanarak 20 biiyiitmede
hiicre infiltrasyonlan yogunluguna gére 1+’den 3+’e kadar semikantitatif olarak degerlendirildi.
Kas dokusu kesitlerinde, kontrol grubunda 4 olguda hafif diizeyde hiicre infiltrasyonu gorildi.
Bunlann %3-5 arasinda notrofiller olugturmaktaydi. Deney grubunda ise sadece bir olguda hafif
dizeyde hiicre infiltrasyonu varken diger 5 olguda infiltrasyon goriilmedi (Tablo 13,14).

KAS KONTROL GRUBU
Hiicre infiltrasyonu Notrofil
+ %5
+ %3
+ %35
+ %4

Tablo 13: Kontrol grubu kas hiicre infiltrasyonu:
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KAS N-ASETIL SISTEIN GRUBU

Hiicre infiltrasyonu Notrofil sayisi

+ %4
Tablo 14: Deney grubu kas hiicre infiltrasyonu.

Ayrica kontrol grubunda, myofibrillerin diizensiz bir goriinim aldiklari, myofibriller arasindaki
kapillerlerin eritrositlerle dolu oldugu ve endomyozomal araligin daraldift gorildia (Resim 1).
Deney grubunda ise myofibrillerin normale yakin gériiniimde olduklan, kapillerlerin agik oldugu ve
endomyosal aralifin korundugu gériildii (Resim 2).
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Resim 1: Myofibriller diizensiz bir goriniim almis, endomyozal aralik geniglemistir (x200,
Hematoksilen (H) + Eosin(E), Olgu K2).

Resim 2: Endomyosal araligin korundugu gérilmektedir (x400, H+E, Olgu NAS3).
Akciger dokusu kesitlerinde, kontrol grubunda tig olguda agir ii¢ olguda da orta dizeyde hiicre
infiltrasyonu gériildi. Bunlarin %30-40"im1 nétrofiller olugturmaktaydi. Akciger 6demi t¢ olguda
varken peribronsial hiicre infiltrasyonu ii¢ olguda agir derecedeydi (Tablo 15) (Resim 3)
AKCIGER KONTROL GRUBU
Hiicre infiltrasyonu paab sV S SO A
Notrofil infiltrasyonu %40 / %35 / %45 / %30 / %35 / %40
Akciger 6demi o s ] s Fe A
Peribrongial iltihabi H+ [ A [

hiicre  infiltrasyonu
Tablo 15: Kontrol grubu akciger histopatolojik inceleme sonuglart:
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% - . A
Resim 3: Kontrol grubunda hiicre infiltrasyonu. (x400, Toluidin mavisi, Olgu K2)

NAS grubunun akciger kesitleri incelendiginde tiim olgularda hiicre infiltrasyonu hafif diizeyde
olurken akciger 6demi ve peribronsial hiicre infiltrasyonu yalnizca bir olguda goriildii (Tablo 16).
(Resim 4)

Resim 4: Kontrol grubuna gore daha az hiicre infiltrasyonu ve nisbeten daha iyi korunmus alveoller
gorilmektedir (x200, H+E, Olgu NAS3).
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AKCIGER NAS GRUBU

Hiicre infiltrasyonu +) % I FEd FdE
Notrofil infiltrasyonu %d | % 3/ %5 | %5 %41 %5
Akciger 6demi 0 & e e =
Peribronsial iltihabi sl = Qs el X S

hiicre infiltrasyonu

Tablo 16: Deney grubu akciger histopatolojik inceleme sonuglari.

1. YOKSEKOGRETIM R8RULY
DOKUMANTASYON




TARTISMA

Akut ekstremite iskemisini takiben, ekstremitenin yeniden kanlandinimasi ve normal dolagimin
saglanmast doku hasan ve sistemik komplikasyonlar: birlikte getirmektedir. Degisik kaynaklarda
liim oram %15-52, amputasyon orani ise %12-22 olarak belirtilmistir. En iyi cerrahi girisim
sonrasinda bile ancak %60-70 olguda tam diizelme saglanabilmektedir (99). Bu yiiksek mortalite
ve morbiditenin sebebi, reperfiizyon hasarnmn etkisiyle ortaya ¢ikan myonefropatik-metabolik
sendromdur. Uzun siire iskemik kalmis ekstremitenin tekrar kanlandinlmastyla ortaya gikan serbest
oksijen radikallerinin endotel ve notrofillerle etkileserek lipid peroksidasyonunu hizla arttirmasi,
lokal ve sistemik birgok etkinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Hiicre sismesi, 6dem, toksin ve
myoglobulin salimmu ile beraber serbest oksijen radikallerinin etkisi ile, akut bobrek yetersizligi,

akciger ddemi, eriskin solunum yetersizligi, sok karacigeri gibi sistemik hasarlar gelisebilir (100).

Reperfiizyon hasart dokunun yeniden oksijenlenle karsilasma siirecinde uretilen toksik serbest
oksijen radikallerine bagh gelismektedir (101,102). Serbest oksijen radikalleri organizma
tarafindan bazi temizleyici sistemlerle yok edilmeye cahsilir. Serbest oksijen radikallerinin etkisini
onlemede mannitol, allopirinol, askorbik asit, siiperoksit dismutaz, pentoksifilin, alfa tokoferol
gibi bazi maddeler denenmistir ve deneysel olarak IR hasarim onlemede etkili olduklarn

gosterilmigtir (103, 104, 105, 106).

Bu calismada antioksidan ozelligi bir gok galismada gosterilmis hicrede thiol metabolizmasinda
glutatyon saglayici olan N-asetil sistein (NAS) kullanildi. NAS barsaklardan yiiksek oranda
absorbe edilir (55). Hizla metabolize olur ve yalnizca %10'luk bir kismu metabolize edilmeden atilir
(57). NAS'm biiyitk bir kismu intraselliler ortamda glutatyon tretimi igin hizla kullanilir. NAS
hiicre iginde giiglii bir antioksidan olan tiol metabolitlerine donusir (57). Glutatyonun kendisinden
cok daha énemli bir antioksidan kabul edilen NAS, canli organizmalardan tiiretildiginden ve dogal
silfiir igeren amino asid tirevi oldugundan giiglii bir antioksidan olarak kabul edilmektedir

(53,54).
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Bu caliymada NAS, iskemi bagladiktan hemen sonra inflizyon halinde deney hayvanlarina
uygulanmig, kan ve doku 6rnekleri alinarak biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler yapilmugtir.

Kontrol grubunda ise serum izotonik uygulanmugtir.

Sistemik parametreler degerlendirildiginde, kontrol grubu ile deney grubunda reperfiizyon sonrasi
alman PO,, pH ve HCO; ortalama degerlerinde anlamh farklibiklar goriilmektedir. Kontrol
grubunda deney grubuna gére PCO, degerinde (54.5+24.4) (U=19) anlamh fark bulunmamasina
karsin HCO; degerinde (9.5+3.2) (U=70) anlamh bir fark bulunmas: bu grupta metabolik asidozun
6n planda oldugunu gosterir. NAS uygulanan deney grubunda da pCO, degerleri (45.18+16.4)
normalden yiksek ancak kontrol gubuna gére anlamh bir fark bulunmazken (U=19), HCO;
degerleri (14.4+4.3) ise normalden diigik, kontrol grubuna gore ise anlamh olarak yiiksek (U=70)
bulunmugtur. Deney grubunda HCO; degerindeki diisiisiin kontrol grubuna gore daha az olmast

major etyolojinin respiratuar asidoz oldugunu disiindiirmektedir.

Kan Kreatin fosfokinaz (CPK) ve Laktat Dehidrogenaz (LDH) enzim diizeylerinin, iskemi-
reperfizyonda kas yikimim gosterdikleri bilinmektedir (1, 7, 8 ). Calijmamizda yalmzca CPK
diizeyinde anlamli bir fark saptamirken , LDH diizeyinde bir farkin olmamasim reperfiizyonun kisa

stireli yapilmasina bagladik.

Serbest oksijen radikallerinin gosterilebilmeleri yagsam siirelerinin ¢ok kisa olmasindan dolayr son
derece zordur. Ozellikle biyolojik serbest oksijen reaksiyonlan lipid peroksidasyonunun son iirtinii
olan malondialdehidin (MDA) gosterilmesine dayamr (107). Bu yiizden bu ¢aligmada reperfiizyon
hasarinin ortaya konabilmesi igin MDA 6l¢iimii yapilmugtir. Kan, kas ve akciger doku MDA diizeyi
tiobarbitiirik asit yontemi ile analiz edilmis ve NAS grubunda kontrol grubuna gére her tigiinde de
anlamh olarak diigiik bulunmustur. Boylece NAS 1 lipid peroksidasyonunu énlemede etkili oldugu
anlagilmugtir,

Rabl ve ark 'mn bir ¢alismasinda, bobrek transplantasyonu veya ekstremite kurtarma amaciyla

revaskiilarizasyon uygulanan hastalann plazma MDA diizeyleri, transplantasyon uygulanan

hastalarda ortalama %10, revaskiilarizasyon uygulanan hastalarda ise ortalama %50 arttifin
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gostermislerdir (108). Feng ve ark., tavsanlarda olugturduklan bir iskemi-reperflizyon modelinde
MDA artigim serbest radikal olusumuna baglamiglardir (109).

Ekstremite iskemisini takiben yapilan reperfliizyon sonrasinda goriilen akciger hasan da lipid
peroksidasyonu sonras: gelisen toksik maddelerin akcifere olan etkileri sonucudur. Reperflizyon
stresindeki hasarin bilyikk bolimi, polimorfoniikleer 16kositlerin inflamatuar aktivitesiyle
agiklanabilir. Akcigerdeki hasarlanma reperfizyonun 30-45. dakikalarinda baglar. Bu erken
etkilerin notrofil aktivasyonu sonucu oldufunu bildiren ¢aligmalar vardir (110). Akciger
hasarlanmasimin esas nedeni nétrofillerle endotelin etkilesmesi sonucu gelisen daha 6nce

agikladigimz olaylar zinciridir.

Istk mikroskopi akciger bulgularimiz, Weiss (111), Feller (112) ve Faust (113)'un bulgulanyla
uyumludur. Kontrol grubunda akcifer alveollerindeki notrofil infiltrasyonu deney grubuna gore
oldukga fazla oldugu gorulmektedir. Seekamp (114) caligmasinda reperflizyon hasarina bagh
sistemik degisiklikler, 6zellikle akciger degisikliklerinin 4 saatlik bir reperflizyondan sonra nétrofil
bagimh olarak meydana geldigini gostermistir. Bilindigi gibi serbest oksijen radikalleri meydana
geldikten sonra mikrosaniyeler iginde yok olmaktadir. Ancak bir serbest oksijen radikali, bir atom
veya molekiil ile karsilastifinda zincirleme g¢ekirdeksel reaksiyonlara benzer etkilerle yeni serbest
radikal olusumuna neden olabilmektedir. Boylece olustugu yerde etkili mesafesi son derece kisa
(vaklasik 30 AQ) olan serbest oksijen radikali, bu zincirleme reaksiyonlarla daha uzakta ve sistemik
etkiler de olugsturabilmektedir. Akcigerle ilgili parametrelerimizdeki bu anlamh farklihklar ve
histolojik bulgular, belki bu sekilde bagka fizyopatolojik etkilerle de agiklanabilir.

Serbest oksijen radikallerinin hasar yapici 6zelliklerine karg: hiicreler dogal olarak oksidatif hasan
azaltmaya veya smirlamaya yeteneklidirler. Bu hiicre koruyucu mekanizmalar oksijen radikallerini
gidermek ve detoksifiye etmek iizere diizenlenmis birka¢ enzim sistemini igerirler. Ancak bu

savunma sistemleri yetersiz kalinca, serbest oksijen radikalleri zararh etkiler yapabilirler.
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Serbest oksijen radikali temizleyicilerinin deneysel ve klinik kullammmn etkinliini gosteren
¢alismalardan ozellikle anlagilan, antioksidanlarin reperfiizyon baglamadan 6nce uygulanmasidir
(111, 112, 113, 114).
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SONUC

Iskemi reperfiizyon (IR) hasarinin mekanizmasmin tam olarak anlagiimas: hasarin g¢abuk ve en
uygun bir sekilde dnlenmesini saglayacaktir. Klinikte uygulanabilecek stratejilerin gelistirilmesi igin
klinik olarak uygulanan tedavinin etkinliginin dogru bir sekilde 6lgiilmesi gerekmektedir. Hayvan
laboratuvarinda intakt ekstremitede mikrovaskiiler hasarin ve doku hasarimn morfolojik,
biyokimyasal olarak ortaya konabilmesi halen sorun yaratmaktadir. Reperflizyon hasarm
Onleyebilecek yontemlerin geligtirilmesi 6ncelikle hasarin yogunlugunun ekstremitede tedavi
etkinliginin gosterilmesi ile miimkiin olacaktir. Dogal olarak ozellikle alt ekstremitede IR hasarinin
olusumunun azalmasi i¢in Onemli olan erken tam ve mumkin oldugunca erken

revaskiilarizasyonun saglanmasidir.

NAS'in deneysel modelimizde iskemi-reperfiizyon hasarninin sistemik-lokal etkilerini engellemede
etkili oldugu gorulmigtiir.

Bu ¢aliymanin sonuglarina dayanarak, akut arter ikamkhgma yonelik akimun tekrar olusturulmasi

sonrast olugabilecek lokal ve sistemik etkilerin azaltilmasinda NAS’in profilaktik olarak
kullaniminin faydah olabilecegini diisiinmekteyiz.
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OZET

Fizyopatolojik olarak reperfiizyondan sonra serbest oksijen radikallerinin hiicre membramnda
yaptif1 lipoperoksidasyon sonucu olusan doku hasar, rekonstriiktif vaskiiler cerrahide énemli bir
problem olarak karsgimiza ¢ikmaktadir. Farmakoterapotik olarak antioksidan veya vazodilatator
ajanlar kullamlmaktadir. Caligmamizda reperfiizyon hasarini 6nlemede N-asetil sistein’in etkilerinin
aragtinimast amaglanmstir.

Caligma igin 2 grupta (n=6) toplam 12 sican (300-400 gr.) kullamldi. Eter anestezisi ile siganlar
uyutulduktan sonra anestezi idamesi intraperitoneal ketamine ile saglandi. Sag veya sol iliak arter
klemp i¢in hazirlanirken aym zamanda karg: iliak arter kan 6megi almak ve ilag uygulamak igin
kaniile edildi. Mikrovaskiiler klemp ile 4 saat iskemi ve sonrasinda klemp kaldinlarak 1 saat
reperfiizyon uygulandi. Kontrol grubuna deklempajdan 1 dak. 6nce 0,1-0,2 cc serum fizyolojik, 2.
gruba N-asetil sistein anestezinin baglamas: ile S5ug/kg/dk. inflizyon seklinde uygulandi.

Iskemi baglangicinda ve reperfiizyon sonunda (1. Ve 5. Saatler) arteryel kan 6rnegi alinarak
PCO2, PO2, HCO3, pH ve laktat bakildi. Aym saatlerde alinan kan omneginden MDA(
malondialdehid), LDH ve CPK bakildi. Reperfiizyon sonrasi sakrifiye edilen siganlardan MDA
duzeyi ol¢iimii ve histopatolojik inceleme i¢in kas ve akciger biyopsisi yapildi.

Kontrol grubunda MDA diizeyi 2. gruba gore anlamh yiiksek bulundu. Reperfiizyonda N-
asetilsistein tedavisi ile MDA diizeyinin distiigiic ve histopatolojik incelemede nétrofil
infiltrasyonunun azaldify gorildii. Asetilsistein, iskemi-reperflizyon peryodundan sonra olusan
oksidatif kas yikimim azaltmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi reperflizyon hasan, N-asetilsistein.
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SUMMARY

Management of acute limb ischemia continues to be a formidable challange for the vascular
surgeon. A better understanding of the pathophysiology of limb ischemia-reperfusion also may
result in oppurtunities for further therapeutic intervention. N-acetylcysteine (NAC) is an
antioxidant that has a direct effect on radicals, and is also a glutathione precursor, another
antioxidant.

At the two groups (n=6) total 12 rats (300-400gm) were anaesthetized with intraperitoneal
ketamine. Right or left iliac artery was prepared for clamping and counter iliac vein was canulated
for the blood sample and drug perfusion. After 4 hours ischemia, reperfusion was realized for 1
hour. Prior to reperfusion control group was infused 0,1-0,2 cc isotonic solution, 2™ group was
infused 5 ug/kg/min NAC. Before and after reperfusion, blood samples were taken for
measurement of the Na, K, pO,, pCO, and MDA(Malondyaldehid). After the reperfusion rats were
sacrified for the muscle and lung tissue samples.

Blood and tissue MDA levels in the control group were significantly higher than those in the
experimental group. In the experimental group histopathological investigation was demonstrated
reducing neutrophyl infiltration in the muscle and lung samples.

It was shown that NAC can prevent the reperfusion damage in acute ischemic occlusions.

Keywords: Ischemia reperfusion injury, N-acetylcysteine,
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