T.C.
HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
GOGUS KALP DAMAR CERRAHISi ANABILiM DALI
PERFUZYONIST YETiSTIRME PROGRAMI

TIMOKINON, SILIMARIN VE CURCUMIN’IN
DENEYSEL AORTIK iISKEMI-REPERFUZYON
MODELINDE TERAPOTIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Mustafa YARDIMCI

YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN

Doc. Dr. Mustafa GOZ

SANLIURFA
2015



T.C.
HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
GOGUS KALP DAMAR CERRAHISi ANABILiM DALI
PERFUZYONIST YETiSTIRME PROGRAMI

TIMOKINON, SILIMARIN VE CURCUMIN’IN
DENEYSEL AORTIK ISKEMIi-REPERFUZYON
MODELINDE TERAPOTIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Mustafa YARDIMCI

DANISMAN

Dog. Dr. Mustafa GOZ

SANLIURFA
2015



HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITU MUDURLUGU’NE
Mustafa YARDIMCI’nin hazirladigi “Timokinon, Silimarin Ve Curcumin’in Deneysel

Aortik Iskemi-Reperfiizyon Modelinde Terapétik Etkilerinin Arastirilmasi®” konulu galisma

31/03/2015 tarihinde jiiri {iyeleri tarafindan degerlendirilerek

Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dalinda Perflizyonist Yetistirme Programi

YUKSEKLISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Dog¢. Dr. Mustafa GOZ (Danisman)
Harran Universitesi

/BASKAN
[ [ e
/,
||
Dog. Dr. Abdussamed HAZAR Yrd. Dog. Dr. M. Salih AYDIN
Harran Universitesi Harran Universitesi
UYE, A/] UYE M
V%
| %
| N




TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez caligmalarim siiresince bilgi ve desteklerini
esirgemeyen basta boliim baskanimiz ve danisman hocam Saym Dog. Dr. Mustafa GOZ’e,
Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Mehmet Salih AYDIN’a, Saym Dog. Dr.Abdussemed HAZAR’a, Sayin
Yrd. Dog. Dr. Aydemir KOCARSLAN’a, Sayin Prof. Dr. Nurten AKSOY’a ve Harran
Universitesi Merkez Biyokimya Laboratuvari ¢alisanlarina, Sayin Resat DIKME ve Sami
AKPIRINC’e ve Ahmet KOLAGASIOGLU na,

Yiiksek lisans egitimim boyunca benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen ve
tezimin her asamasinda yanimda olan nisanlim Kiibra DURMUS ve aileme tesekkiirlerimi
sunarim.

Mustafa YARDIMCI

2015


http://tip.harran.edu.tr/temel/personel/naksoy.htm

ICINDEKILER SAYFA NO

TESEKKUR ..ottt ettt s ettt sttt ettt s s s st s s s st s sans |
ICINDEKILER ......oniiii e s [
GRAFIK DIZINI. . e, Vv

SEKILLER DIZINI.... ..oV

TABLO DIZINT...ooiiiiiiiis st VI
KISALTMALAR DIZINT...ooiiiiiiiiiie e VI
OZET .cote ittt sb bbb bbb bbb X1
ABSTRACT . ettt b et nhe e e b e n e nne e neennee s Xl
1 GIRIS VE AMAC 1
2 TEMEL BILGILER 4
2.1 ESKEMULeuviieeecece et 4
211 Geri Doniistmlii ZEAEIENME. ..........c..vvvivieeeeeeeeeeeeeee e 5

2.1.2. Geri DOnisimsiz ZEAeIENME. .........ccovvveeveeeeeeeeeeeeeee e 5

2.2 REPETTUZYON. .. i 6

2.3 Aort Cerrahisinde Iskemi Reperfiizyon Hasarl............ccccoveeeveverineceereresncnenne, 7

2.4 Iskemi Reperfiizyon Hasar MeKanizmalart...............ccceeveveiieieererensnescessenennns 8
241 OKSIAAtIT SIIES.....c.eiiiiiiiieiisiecee s 9

2.4.2  ANtioKSIdaN SAVUNMA.........coviiiiiiiinieeeseeee e 10

2.4.3  Total AntiokSidan SEVIVE........ccoviiieiiiiic e 12

2.4.4  Total OKSIOAtIT SIIES .....ocveiviiiiiiecee e 13



245 OKSIatif SIrES TNAEKSI. v.veeveereer e oo eeeee e e eeeeereereee e e eeeseeeseereareaeas 13

2.5 Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Tedaviye Ydnelik Uygulamalar......................... 14
2.5.1 ANLIOKSIAAN TIAPI. .. veveeivieiieieieeie e 14

2.5.2 | 0] (O LA <) 1) P RSP RURPPPRTPRN 14

2.5.3 [skemik OnKoSUIIAMA. ........ccoevvieeeeeie et 15

2.5.4  Antitrombotik ve Fibrinolitik Terapi.......c.ccccoecviveriveieniienecie e 15

2.5.5 NItrTK OKSIt TEIAPISI.c.vvivveiteeieiiesieerie e sre e 16

2.5.6 HErDAl TEraPI. .....oiiiiieiieieeii e 16
206561  VTIMOKINON...cooiviiiiiri e, 16

2.5.6.2  CUICUMIN....coiiiiiiiiii 18

2.5.6.3  SHIMArin......cccooiiiii e, 19

3 MATERYAL VE METOD 21
3.1 Calisma Gruplarinin OluSturulmast.........c.ceveeiiiriiriiieee e 21
3.2 lIskemi Reperfiizyon Hasart Modeli...................oeiuniiiniiiiiiiiieiiieeieen, 21
3.3 Tedavi Edici Ajanlarin Hazirlanmast..........ccoccoooiiiiiiiiiiiii 22
3.4 Deney Gruplart ve Protokol..........cccociiiiiiiiiiiii 22
3.5 Gastroknemius Kasmin Histopatolojik Incelenmesi............c..ccoovvvreveririrrirerennnne, 23
KT N @) (i1 11 AT 23
3.7 TOS OIGUMI...viveverireriecrceeteeeteteeeeeteeeeetesete sttt teseeesesesesese e sesesesesesesesesesesesesesesenas 23
3.8 OSI HeSaPIaNMASI.........c.cviviveiieieiriiereiiiieeie ettt 24
3.9 IStatiStIKSEl ANALIZ........oeviveveiiiieceeie et 24



BULGULAR

4.1 Tedavi Edici Ajanlarin TAS, TOS ve OSI Degerlerine Etkisi..................
4.2 Tedavi Edici Ajanlarin Histopatolojik Hasar Skorlarinin Karsilastirilmast...
TARTISMA

SONUC ve ONERILER

KAYNAKLAR

25

25

29

30

35

36



GRAFIK DiziNi

Grafik Sayfa No
4.1. Gruplar aras1 TAS degerlerinin karsilastirilmast.............cooeeeiiiieii i, 28
4.2. Gruplar aras1 TOS degerlerinin karsilasgtirilmast.............coooiiiiiiiiiiiiniinnn. 28

4.3. Gruplar aras1 OSI degerlerinin karsilagtirtlmast..................coeeveiiiiiiieeiieeiieieine, 29



SEKIL DiZiNi

Sekil Sayfa No

2.1, Glutatyonun ISIeVI. . ......oouii i, 13
2.2. Timokinonun Kimyasal YapiSl........c.ueuiiuiitiitiiii i e 18
2.3. Timokinonun Etki Alanlari..............ooii i 19
2.4. Curcuminin Kimyasal YapiSi........c.ouiiriiiiiii e 20
2.5. Silimarinin Kimyasal YapiSi......c.oooueiiiiiii i e e e 21

4.1. Gastroknemius Kas Dokusunda Iskemi Reperfiizyon Hasarmin Histopatolojik Etkilerinin
INCRIBIIMESI.........eceevveeee ettt et e e s e sa e e e st ss st ebe bt ss s ssae bt s s eee 31

W



TABLO DiZiNi

Tablo Sayfa No

4.1. Timokinon, Curcumin ve Silimarinin TAS (Trolox Equivalent/gr protein), TOS (umol
H,0, Equivalent/gr protein), OSI (Arbutrary Units; AU) Degerleri Uzerine Etkisi.............. 30

Vil



KISALTMALAR

AAA

ATP

CABPG

CAT

DMSO

ECM

GSH

GSSG

GPx

GR

GS

GST

HIF-1

HO-1

IAA

ICAM

LP

IRH

LOO-

MDA

Abdominal Aortik Anevrizma
Adenozin Tri Fosfat

Koroner Arter Bypass Grafting
Katalaz

Dimetil Stilfoksit
Ekstraselliiler Matriks

Rediikte Glutatyon

Okside Glutatyon

Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon Sentetaz

Glutatyon S-Transferaz
Hypoxia Inducable Factor-1
Hem Oksijenaz-1

Infrarenal Abdominal Aorta
Interseliiler Adezyon Molekiilii
Periton I¢i (intraperitonal)
Iskemi Reperfiizyon Hasar1
Lipid Peroksit Radikali

Malon Dialdehid

VI



MOF

MPT

NAD

NO

NOX-2

OSl

PAF

PECAM

PMNL

RAAA

SH

SIRS

SOD

ROS

TAAA

TAS

tGSH

TOS

OSi

VCAM

XD

Coklu Organ Yetmezligi

Mitokondriyal Zar Gegirgenliginin Degisimi
Nikotinamid Adenin Diniikleotit

Nitrik Oksit

NADPH Oksidaz

Oksidatif Stres Indeksi

Trombosit Aktive Edici Faktor

Adezyon Molekiili

Polimorf Niiveli Lokositler

Riiptiire Abdominal Aortik Anevrizmalari
Siilthidril

Sistemik Enflamatuvar Yanit Sendromu
Siiperoksit Dismutaz

Reaktif Oksijen Tiirevleri
Torakoabdominal Aortik Anevrizma
Total Antioksidan Seviye

Total Glutatyon

Total Oksidatif Stres

Oksidatif Stres Indeksi

Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii

Ksantin Dehidrogenaz



Ksantin Oksidaz
y-Glutamilsistein Sentetaz

v-Glutamil Transpeptidaz



OZET

TIMOKINON, SILIMARIN VE CURCUMIN’IN DENEYSEL AORTIK iSKEMi-
REPERFUZYON MODELINDE TERAPOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Mustafa YARDIMCI

Gogls Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali
Perflizyonist Yetistirme Programi
Yiiksek Lisans Tezi

Giris: Organ korunumuna iliskin modern yaklagimlar gelistirilmesine ragmen tibbi anlamda
torakoabdominal aorta cerrahisinde iskemi reperflizyon hasarinin Onlenmesine yonelik
gelismelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu anlamda cerrahlar bahsedilen hasari énlemek igin gesitli
yontemler gelistirse de bu yontemlerden hig biri tek basina yeterli gelmemektedir.

Amag¢: Bu calismada amag¢ timokinon, silimarin ve curcuminin, torakoabdominal aorta

cerrahisiyle iliskili iskemi reperfiizyon hasarina kars: antioksidant etkilerini belirlemektir.

Materyal ve Metod: Bu amagla, toplam 25 Wistar albino irki sigan her bir grupta 5 sigan olacak
sekilde sham, kontrol ve tedavi gruplarina ayrilmistir. infrarenal aortada 120 dakika boyunca
iskemi uygulanmuis, reperfiizyon baslamadan peritonal agikliktan 20 mg/kg timokinon, 200 mg/kg
silimarin ya da 200 mg/kg curcumin verilmistir. 60 dakikalik reperfiizyon uygulamasi sonunda
sag ventrikiilden alinan kan dokusunda TAS, TOS ve OSI ticari kitlerle fotometrik yontemlerle,

gastroknemius kas dokusunun histopatolojisi ise mikroskopik yontemlerle arastirtlmistir.

Bulgular: Timokinon etkisinde oksidatif stres indeksi azalirken TAS ve TOS degismemistir.
Silimarin etkisinde TAS, TOS ve OSI azalmistir. Curcumin TAS ve TOS’ta artisa neden olurken
OSi’de herhangi bir degisiklik belirlenmemistir. Gastroknemius kas dokusunda ise herhangi bir

patoloji tespit edilmemistir.

Sonuc: Sonug olarak, deneysel aortik iskemi reperfiizyon modeli deneyinde TAS, TOS ve OSi’de
meydana gelen degisikliklere bagli olarak kullanilan ajanlarin terapétik etkilerinin oldugu

diistintiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi/Reperfiizyon Hasar1, Timokinon, Silimarin, Curcumin
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THERAPEUTIC EFFECTS OF
THYMOQUINONE, SLYMARIN AND CIRCUMIN ON
EXPERIMENTAL AORTIC ISCHEMIA REPERFUSION MODEL

Mustafa YARDIMCI

Department of Thoracic and Cardiovascular Surgery
Training Program of Perfusionist
Master’s Degree Thesis

Background: Despite the developing of modern approaches for organ protection it is still needed to
develop thoracoabdaminal aorta surgery operations and to protect ischemia reperfusion injury. In this sense,
even surgeons developed some methods to prevent that damages, however none of these methods are

sufficient by itself.

Aim: Aim of this work is to determine antioxidant effect of thymoquinone, slymarin and curcumin on

ischemia reperfusion injury that related with thoracoabdaminal aorta surgery.

Material and Method: Totally, 25 Wistar albino rats were divided into the sham, control and treatment
groups, each of those included 5 rats. Ischemia applied to the Infrarenal aorta during thoracoabdaminal
aorta surgery for 120 minutes. Before the reperfusion, 20 mg/kg Thymoquinone, 200 mg/kg Slymarin or
200 mg/kg Circumin were given to the goups from peritonal orifice of the rats. After application of
reperfusion for 60 minutes, the whole blood was taken from right ventricles. Total antioxidant status
(TAS), total oxidant status (TOS) and oxidative stress index (OSI) in the serum derived from whole blood
were studied with available commercial Kits. Histopathology of the Gastrocnemius muscle tissue is

investigated by microscopic methods.

Findings: Oxidative stress index levels in Thymogquinone group decreases (p<0.05) while TAS and TOS
levels remain unchanged (p>0.05). TAS, TOS and OSI levels decrease in Slymarin group (p<0.05).
Circumin leads to increase in TAS and TOS levels (p<0.05) though there is no change detectable in OSI

levels (p>0.05). There is no pathological finding in the gastrocnemius muscle tissue.

Conclusion: As a result, on the experiment of aortic ischemia reperfusion model, it maybe assumed that
thymogquinone, slymarin and curcumin have therapeutics effects on ischemia reperfusion injury regarding
to TAS, TOS and OSI levels.

Keywords: Ischemia/Reperfusion Injury, Thymoquinone, Slymarin, Circumin
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1. GIRIS ve AMAC

Iskemi reperfiizyon hasari (IRH), intraselliiler hasar1 ve zararli enflamatuvar yanit
hasarmi igeren kompleks bir fenomenondur. Her iki hasarin siire¢ ve olaylar1 ayni patojenik
aglarla iliskilidir. Iskemik fazda anoksik hiicre hasar1 baskindir (1). Iskemi, doku enerji
kaynaklarimin deplesyonuna, proteazlarin aktivasyonuna ve iskemik hiicre icerisine kalsiyum
akisina neden olur (2). Azalan mitokondriyal ATP {iretimi, hiicre membraninin segici
gecirgenliginin kayb1 ve hidrolazlarin aktivasyonu ile hiicresel iyon dengesini bozar.
Tekrardan kanlanma (reperfiizyon) ile enflamatuvar yanit baglamis olur (1, 2). Bu durum

mikrodolagim1 bozar, apoptoza ve nekroza neden olur (2).

Hiicre yaralanmasi, ya iskemik fazda baglamis olan hiicre hasarinin ya da enflamatuvar
yanitin bir sonucu olarak reperfiizyon fazinda baslar. Intraselliiler zararli olusumlar, anoksik
hiicre hasarini iceren bu faz ile kismen aynidir. Ek olarak, intraselliiler sinyal kaskadlarinin ve
apoptotik mekanizmalarin aktivasyonu da yer alabilir (1). IR-hasariin gesitli organlarda
etkisi; pro-enflamatuvar sitokin salinimi, enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, reaktif oksijen
tiirevlerinin (ROS) iiretimi, nitrik oksit (NO) ifadesinde artis ve enflamatuvar transkripsiyon

faktorlerinin aktivasyonu seklinde kompleks metabolizmalari igerir (2,3)

Organ korunumuna iligkin modern yaklagimlara ragmen abdominal aortik
anevrimazlarin (AAA) tamirinde yapilan girisimler ciddi morbidite ve mortalite ile iligkilidir
(26, 27). Iskemi hasarina bagli olarak gelisen sistemik enflamatuvar yanit sendromu (SIRS;
systemic inflammatory response syndrome) ve ¢oklu organ yetmezligi (MOF; multiorgan
failure) lokal veya uzak doku hasarina yol agarak abdominal aortik anevrizmalarinda mortalite
riskini artirmaktadir. Oyle ki anevrizmaya cerrahi miidahale yapilmazdan énce MOF sikligi

%3.8 iken cerrahi girisim sonrasinda %64’e yiikselmistir (25).

Iskemi reperfiizyon hasari; serebrovaskiiler olay, sok, travma gibi bir ¢cok hastalik ve
trombolitik tedavi, koroner anjioplasti, transplantasyon, kardiyopulmoner bypass, anevrizma
cerrahisi, periferik arter cerrahisi gibi cerrahi girisimler igin ortak klinik tablodur. I-R; artmis
oksidan olusumu, kompleman aktivasyonu, lokosit-endotel-platelet adezyon ve etkilesimi,
mikrovaskiiler gecirgenlik artisi, endotel bagimli vazodilatasyon disfonksiyonu ve inflamatuar

molekiil (sitokin, kemokin) artisi ile karakterizedir (6,9). I-R hasarmin temel mekanizmalari;



oksidatif stres, 16kosit-endotel etkilesimi, notrofil-endotel etkilesimi ve apoptozistir (17). I-R
hasarmin patofizyolojik siireci; hiicre iskeletinin yapisinin bozulmasi ve gecirgenliginin
artmasi, adenin niikleotid metabolizmasinda degismesi, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler
matriks (ECM) baglantilarinin kaybi, ROS firetimi, endotel aktivasyonunu takiben olusan
enflamatuvar yanitin onciiliik ettigi efektor hiicrelerin infiltrasyonu ve nihayetinde apoptozun

meydana gelmesi seklindedir (21).

Aerobik canlilar ROS hasarina karst koymak icin birkag mekanizmaya sahiptir.
Antioksidant terimi herhangi bir maddenin hedef molekiil tlizerindeki oksidatif hasari
engellemesi ya da geciktirmesi seklinde tanimlanir. Antioksidant aktivite gdsteren birgok
madde vardir; fakat iki temel sistemde kategorize edilebilir. ROS hasarindan korunmada
temel sistem oksidasyonu engelleyen enzimatik sistemdir, digeri enzimatik olmayan
antioksidant bilesiklerdir. Enzimatik sistem biitiin radikalleri saf dis1 birakmaya calisir; fakat
oksidatif stres savunma mekanizmasinin kapasitesinden yiiksek ise savunma sisteminin ikinci

hatt1 enzimatik olmayan antioksidant bilesikler devreye girebilir (50).

Herbal antioksidanlar, birgok calismada I-R hasarini énlemek veya etkisini azaltmak
amactyla kullanilmis ve bircogunda basari saglanmustir. Uziimden elde edilen bir ekstrakt
olan resveratrol iskemi ve reperfiizyondan once uygun dozlarda uygulandiginda rediikte
glutatyon (GSH) miktarinin artmasini ve siiper oksit dismutaz (SOD) ve katalaz CAT
aktivitelerinin artmasini saglamistir. Herbal terapi genel olarak anti-enflamatuvar yanit,

kalsiyum kanallar1 ve SOD aktivitesine etkisi ile bilinmektedir (28).

Timokinon gida hazirlanmasinda katki olarak, yaniklar, deri enfeksiyonlari, eklem
agrilari, nemlendirici ve kirigik Onleyici, ditiretik, diyaforetik, stomasik, karaciger
kuvvetlendirici ve dijestif, diyare, hazimsizlik ve dispepside gibi pek ¢ok farkli kullanim alani
bulmustur. Yapilan fitokimyasal arastirmalarda ugucu yagda bulunan timokinon bir¢ok
biyolojik etkiden sorumludur (31, 33). Timokinon’un antioksidan, antihepatotoksik,
antienflamatuar ve analjezik, antikanserojenik, antimikrobiyal 6zellikleri ile ilgili in vitro ve

in vivo ¢alisma mevcuttur (30, 31, 32, 33, 34)

Curcumin’in  antienflamatuvar, antioksidan, antikanser, antiaterosklerotik,
antimikrobiyal gibi ¢ok fazla farmakolojik &zelliginden dolayr tedavi edici olarak

kullanilmaktadir. Bu etkilerini ¢ok fazla sinyal molekiilii ile etkilesime girme yetenegiyle



yapmaktadir. Transkripsiyon faktorleri, biiyiime faktorleri, enzimler, sitokinler ve protein

kinazlar gibi ¢cok sayida molekiiliin hedefi oldugu belirlenmistir (39).

Klasik olarak Slybum marianum bitkisinin ekstrakti olan silimarin tarih boyunca baslica
karaciger ve gastro-intestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmis olup giinlimiizde de siroz,
kronik hepatitis, alkolle ilgili karaciger hastaliklarinda ve ¢esitli ¢evresel toksik maddelere
kars1 kullanilmaktadir (41, 43, 44). Silimarinin hepatoprotektif 6zelligini aciklamak icin
baslica iki mekanizma One siiriilmektedir; antioksidan ve antienflamatuvar mekanizmalar (41,

43).



2. TEMEL BiLGILER

2.1. iskemi

Oksidatif fosforilasyonda kullanilan oksijen oksidatif streste de rol oynadigindan
oksijen hemostazi insan fizyolojisinde hayati 6nem tasimaktadir (5). Iskemi, dokunun oksijen
ve diger metabolitlere olan gereksiniminin perfiizyon bozukluguna bagl dolasim tarafindan
saglanamamasi ve bu siiregte olusan atik {irlinlerin yine dolasim tarafindan
uzaklagtirllamamasi olarak tanimlanir. Hipoksi ise dokuya yetersiz oksijen sunumu seklinde
tarif edilebilir. Hipoksinin en sik goriilen nedeni iskemidir. Her iki durum da I-R hasarinm ilk
kismimi olusturmakta ve metabolizmanin anaerobik yone kaymasiyla karakterizedir. Ancak
iskemide, hem metabolit yetersizligi hem de atik iriin birikimi nedeniyle, glikoliz

metabolizmasi hipoksiye oranla daha erken sonlanir ve hasar ¢ok daha erken olusur (6).

Iskemi, akut veya kronik olabilir. Soguk iskemi ile viicut disinda olusan doku iskemisi,
sicak iskemi ile ise viicut i¢indeki doku iskemisi kastedilir. Dokularin sicak ve soguk
iskemiye olan yamitlar1 farklidir (7). Iskemi evresinde, sicak ve soguk iskemi arasinda olusan
hasar agisindan bir farklilik olmamasina karsin reperfiizyon fazinda sicak iskemi ve soguk

iskemi arasinda biiyiik farklilik vardir (1).

Iskemiye bagl hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili olup,
hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1i hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyact ve
metabolizmasina gore farklilik gdsterir. Sonug olarak, hiicresel enerji depolarindaki azalma ve

toksik metabolit birikimi hiicre 6liimiine yol agar (6).

Sonug¢ olarak, uzun siireli doku iskemisinde; hiicresel sisme, asidoz, iyon dagilim
degisiklikleri (hiicre i¢i kalsiyum/sodyum oraninda artis), hipoksantin seviyesi artisi, adenozin
trifosfat/fosfokreatin ve glutatyon diizeyi azalmasi, adenozin sinyal aktivitesi artisi, membran
potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigii kaybi, niikleotid fosfohidrolizi (CD39 ve CD73
yoluyla) ve hypoxia inducable factor-1 (HIF-1) g¢ekirdek translokasyonu ile stabilizasyonu

gibi hiicre metabolizmasi ve iskelet yapisini ilgilendiren bir¢cok degisim meydana gelir (8).

Iskemi, perfiizyon bozukluguna bagl dolasim tarafindan oksijen saglanamamasi ve atik

tiriinlerin dolagim tarafindan uzaklastirilamamasi, hipoksi ise dokuya yetersiz oksijen sunumu



seklinde tarif edilebilir. Hipoksinin en sik goriilen nedeni iskemidir. Her iki durum da i-R
hasarinin ilk kismini olusturmakta ve metabolizmanin anaerobik yone kaymasiyla

karakterizedir (6, 9).

2.1.1. Geri Doniisiimlii Zedelenme

Hipoksi, hiicre hasar1 ve 6limiiniin en sik nedenlerinden biridir. Hipokside, hiicre igi
oksijen azlig1 nedeniyle aerobik solunum aksamasi sonucu mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon engellenir. ATP iiretimi azalir ya da tamamen sona erer. ATP azalmasi ve
sonucunda ATPaz aktivitesinin azalmasi hiicre zarinda bulunan aktif sodyum pompasi
yetersizligini meydana getirir. Bunun sonucunda ise hiicre i¢inde sodyum birikimi olusur.
Hiicre i¢i potasyum disar1 atilir, hiicre icerisine su girmeye baslar ve hiicresel sisme meydana
gelir. Hiicresel sismenin bir diger nedeni ise katabolitlerin birikimidir. Hiicrenin enerji
metabolizmasi bu siire¢ igerisinde oksidatif metabolizmanin bozulmasindan dolay1 glikoza
bagimli hale gelir. Glikojen depolar1 hizla azalir. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinin
hidrolizi ile inorganik fosfatlarin birikimine neden olur ve hiicre i¢i pH diiserek asidoz olusur.
Sonrasinda graniillii endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir, polizomlar monozomlara
parcalanir ve protein sentezi azalir. Hipoksi devam ederse membran gegirgenligi artar ve
mitokondri fonksiyonlar1 yavaslar. Sonugta hiicre belirgin bicimde siser. Bu olaylar geri
donebilir degisikliklerdir. Iskemi devam ederse, geri doniisiimsiiz hiicre zedelenmesi baslar.
Hiicre hasarinin yapisal degisiklikleri, baz1 kritik biyokimyasal sistemlerin bozulmasindan
sonra gorlinlir hale gelir. Hiicre sismesi geri doniisiimlii bir hasardir ve dakikalar iginde

goriilebilir.

Hiicre 6liimii, tam iskemiden 10-12 saat sonrasina kadar 151k mikroskobu ile goriilmez.

Geri donlistimsiiz hasar bugiinkii bilgilerimize gore ilk 20-60 dakika i¢inde olusur (10).

2.1.2. Geri Doniisiimsiiz Zedelenme

Geri doniistimsiiz hiicre zedelenmesinde mitokondrilerde asir1 vakuolizasyon ile
plazma zarinda asir1 zedelenme vardir. Hasarlanmis ve ileri derecede gecirgenlesmis zarlarda

yasamsal elemanlarin kayboldugu goriiliir. Hiicre i¢i pH’nin diismesi, lizozom zarlarinin



zedelenmesi ve beraberinde enzimlerin sitoplazmaya gecerek asit hidrolazlar1 aktiflemesi
sonucu, ¢ekirdek ve sitoplazma yapilari sindirilir. Hiicre zedelenmesinde en 6nemli basamak

kuskusuz membran zedelenmesidir. Hiicre membran zedelenmesinde baslica alti neden vardir;

Mitokondri fonksiyon bozuklugu,

Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybu,
Hiicre iskeletindeki degisimler,

ROS,

Lipid yikim iiriinleri,

© a0k~ 0w N e

Hiicre i¢i aminoasidlerin kaybi.

Membran zedelenmesi, hiicreler arasi mesafeden hiicre igine dogru kalsiyum (Ca+2)
tutulumuna neden olur. Reoksijenasyondan sonra mitokondri tarafindan tutulan Ca+2 hiicresel
enzimleri inhibe ve proteinleri denature eder. Sonugta koagiilasyon nekrozuna 6zgii hiicresel
degisimler meydana gelir. Iskemi sonrasinda dokuda dolasimin yeniden baslamast,
reperfiizyon olarak adlandirilmaktadir. iskemi sonucunda artan ROS kan akimi diizeldikten
sonra reperflizyon zedelenmesine yol acar. Reperflizyon olusmazsa, oOldiiriicii iskemik
zedelenme gelisir fakat toksik ROS olusmaz. Reperfiizyon sirasinda iskemik alanda toplanan
noétrofil ve trombositlerin aktivasyonu, hiicre i¢i Ca+2 birikimi ile mikrovaskiiler hasarin
dokudaki zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirevlerinin biiyiik

o6l¢iide iskemik alanda toplanan 16kositler tarafindan yapildig: diistiniilmektedir (10).

2.2. Reperfiizyon

Ik defa 1975 yilinda Cerra ve arkadaslar tarafindan tanimlanan reperfiizyon, iskemik
dokularin nekrozdan kurtulmasi i¢in kesinlikle gereklidir (11,12). Fakat kan akiminin yeniden

saglanmasi paradoksik sekilde iskemi hasarina ek olarak yeni hiicresel hasarlara yol acabilir

(6,9, 12, 13, 14, 18).



Iskemi fazmi takiben reperfiizyonla birlikte bir enflamatuvar yanit olusur. Bu
enflamatuvar yanit; makrofajlar, endoteliyal hiicreler, nétrofiller, lenfositler, trombositler ve
parankimatik hiicreler gibi hiicresel elemanlar1 kapsadigi gibi, kompleman sistem, kan
pihtilasma kaskadi, ROSlar, nitrik oksit, pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokinleri

iceren hiicresel olmayan elamanlari da kapsar (1, 13, 15).

Iskemi fazinda hiicre i¢i ATP kaynaklarinin tiikenmesine bagli olarak hiicre icinde Ca+2
artist olur. Hiicre i¢i kalsiyumun artis hizi ve miktari, hasari etkileyen en 6nemli ve erken
mekanizma olup, hiicre nekroz ve apoptozuyla direkt ilgilidir. Artmis mitokondriyal
kalsiyum, oksijenin suya olan dordiincii seviyeden rediiksiyonunu engelleyerek birinci derece
rediiksiyon ve radikal olusumuna neden olur ve iskemik dokuda ATP’yi daha fazla azaltip
hasart derinlestirir (6). Reperfiizyon fazindaki hiicre hasari, o6zellikle erken reperfiizyon
fazinda, iskemik fazda meydana gelen hiicreler arasi degisikliklerin bir sonucu olabilir

(16,17).

Artmis hiicre i¢i kalsiyum, bir proteaz enzim olan kalpain aktivasyonunu ve dolayisiyla
ksantin dehidrogenaz (XD) enziminin ksantin oksido-rediiktaz (XO) enzim formuna
doniisimiinii saglar. Doku iskemisi sirasinda, enzimin XO formu baskin hale gelir ancak XO
aktivitesi oksijen gerektirdigi i¢in iskemik dokuda XO birikimi olur. Dolayisiyla, iskemik
donemde, hipoksiye bagli, hipoksantin ve XO birikimi s6z konusudur. Reperfiizyon
doéneminde ise, oksijen sunumuyla birlikte XO aktivasyonu ve hipoksantinden toksik oksijen
radikalleri olusur. XO enzim seviyesi ve aktivitesi, tiirden tiire ve dokudan dokuya farklilik
gosterir. Endotel ve gastrointestinal sistem mukoza villus yapisi, viicutta diger dokulara oranla

daha fazla XO enzim aktivitesine sahip olup, I-R hasarma en hassas dokulardir (6).

2.3. Aort Cerrahisinde Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Organ korunumuna iliskin modern yaklagimlara ragmen abdominal aortik
anevrimazlarin(AAA) tamirinde yapilan girisimler ciddi morbidite ve mortalite ile iliskilidir
(26, 27). Iskemi hasarina bagl olarak gelisen sistemik enflamatuvar yanit sendromu (SIRS;
systemic inflammatory response syndrome) ve ¢oklu organ yetmezligi (MOF; multiorgan
failure) lokal veya uzak doku hasarina yol agarak riiptiire abdominal aortik anevrizmalarinda

(RAAA; ruptured abdominal aortic aneurysm) mortalite riskini artirmaktadir. Oyle ki



anevrizmaya cerrahi miidahale yapilmazdan once MOF siklig1 %3.8 iken cerrahi girisim
sonrasinda %64’e ylikselmistir (25). Torakoabdominal aortik anevrizmalarina (TAAA;
thoracoabdominal aortic aneurysm) yapilan cerrahi girisimler de olduk¢a kompleks ve zorlu
miidahalelerdir. Bu girisimlerin neticesinde solunum yetmezligi, bobrek yetmezligi, norolojik
hasar ve hatta 6liim bile beklenebilir. Tiim bu sonuglar iR-hasarina bagh olarak gelisen
sistemik enflamatuvar yanitin sonuglar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yetersiz veya sonlanmig
heparin uygulamasi sonucu olusan mikrotrombuslar, aortik klemping ile gelisen iskemi ile
iliskilidir. Mikrotrombus olusumu MOF gibi histopatolojik ve fonksiyonel degisiklikleri de
beraberinde getirir. Bu girisimlerde tek sorumlu aort klempi degildir. Antikoagiilasyon i¢in
kullanilan heparin dogrudan antienflamatuvar etkiye sahiptir. Heparinin antienflamatuvar ve
antikoagiilasyondaki rolii ¢esitli enzimler, hormonlar, biyojenik aminler ve plazma

proteinleriyle iligkilidir (26).

2.4. iskemi/Reperfiizyon Hasar Mekanizmalari

Iskemi reperfiizyon hasari; serebrovaskiiler olay, sok, travma gibi bir ¢cok hastalik ve
trombolitik tedavi, koroner anjioplasti, transplantasyon, kardiyopulmoner bypass, anevrizma
cerrahisi, periferik arter cerrahisi gibi cerrahi girisimler igin ortak klinik tablodur. i-R; artmus
oksidan olusumu, kompleman aktivasyonu, 16kosit-endotel-platelet adezyon ve etkilesimi,
mikrovaskiiler gecirgenlik artis1, endotel bagimli vazodilatasyon disfonksiyonu ve inflamatuar
molekiil (sitokin, kemokin) artis1 ile karakterizedir (6, 9). I-R hasari sirasinda Idkosit,
endotel, T Ilenfosit, monosit ve platelet aktivasyon ve hiicreler arasi etkilesimleri
gerceklesmekte olup, hasarin genislemesinde 16kosit-endotel ve 16kosit-platelet etkilesimleri
merkezi rol oynar (20). Iskemi/reperfiizyon hasarmin temel mekanizmalari; oksidatif stres,

16kosit-endotel etkilesimi, notrofil-endotel etkilesimi ve apoptozistir (17).

Iskemi reperfiizyon hasarinin patofizyolojik siireci; hiicre iskeletinin yapisinin
bozulmasi ve gecirgenliginin artmasi, adenin niikleotid metabolizmasinda degismesi, hiicre-
hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks (ECM) baglantilarinin kaybi, ROS iiretimi, endotel
aktivasyonunu takiben olusan enflamatuvar yanitin Onciiliik ettigi efektér hiicrelerin

infiltrasyonu ve nihayetinde apoptozun meydana gelmesi seklindedir (21).



2.4.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, ROS olusumu ile antioksidant savunma kapasitesi arasindaki dengenin
bozulmasindan kaynaklanan, ROSlarin hiicresel membran lipidleri, proteinler ve DNA gibi
makromolekiiller lizerinde hasar yapma etkisini kapsamaktadir (47, 48, 49). Aerobik canlilar
icin olmazsa olmaz bir element olan oksijen, bazi durumlarda bu canlilara zarar
verebilmektedir. Oksijenin olast zararli etkilerinin bir¢ogu diger maddeleri okside etme
kapasitesi yliksek olan ROS olusumu ve aktivasyonundan dolayidir (50). Biyolojik
sistemlerde bircok ¢esidi bulunan ROS, olusum yerlerine, fizyolojik islevlerine,
reaktifliklerine ve biyolojik yar1 Omiirlerine gore ayrilabilir (51). ROS; siiperoksit radikal
anyonu (O2e-), singlet oksijen (102), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri (.OH)
gibi inorganik molekiiller veya alkoksil ve peroksil radikalleri gibi organik molekiiller

seklinde de ayirmak miimkiindiir (47, 52, 53).

Reaktif oksijen tiirleri, enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerin sonucu olarak
hiicrede siirekli meydana gelir (50). Hiicrede ROS’un yaklasik %5’1 elektron transfer
zincirinde O2’nin indirgenmesi sirasinda olusur, bu ROS’un birinci hiicresel kaynagidir. Bazi
oksidasyon enzimleri ROS olusumuna katkida bulunur; bu ikinci hiicresel kaynaktir. Diamin
oksidaz, triptofan dioksijenaz, ksantin oksidaz ve sitokrom P450 O2¢— olusumuna katkida
bulunurken, guanil siklaz ve glukoz oksidaz H202 olusumuna katkida bulunur. Bazi
ksenobiyotikler, mitokondriyal elektron transport zincirinin ya da antioksidant enzimlerin
inhibisyonu yoluyla hiicredeki ROS olusumunu artirirlar; bu da hiicrede tgilincii ROS

kaynagidir (54).

Elektron transfer zincirinde, oksijen dort elektronla indirgendikten sonra sitokrom c
oksidaza aktarilir. Oksijenin bir elektronla indirgenmesi ve sonra elektronlarin bir kisminin
akistan kagmasi sonucu bir ROS onciilii olan O2+— anyonu olusur. O2¢— anyonu hizlica
H202’e doniistiiriiliir ve H202, mitokondri membranindan disartya kolayca diflize olur (55).

H202 metal iyonlarinin katalizledigi tepkimelerle ‘OH’ne doniisiir (92).

Reaktif oksijen tiirleri bir sinyal molekiilii olarak rol oynamasina karsin bazi apoptotik
mekanizmalar1 tetikleyen DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonu gibi hiicresel hasar

stireglerinde de yer alir (53). ROS Parkinson, Alzheimer, katarakt, cilt yaglanmasi, astim vb.



birgok hastalia neden olabildigi gibi I-R hasarmin nedenleri arasinda ilk sirada yer

almaktadir (50).

Oksidatif stres kosullarinda, poliansatiire yag asitlerince zengin olan hiicre ve organel
membranlarinda bulunan lipidlerin oksidatif modifikasyonlar1 ile hiicrenin bir ve iki valanslh
elektronlara gegirgenligi artmakta, membran enzimleri inhibe olmakta ve hatta lizozim gibi
yapilarin igerigi bosaltilarak hiicrenin sindirimi baglamaktadir. Bu nedenle biyolojik
membranlardaki peroksidasyonun kontrol edilememesi membran yapisi ve islevini bozarak

hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (56).

2.4.2. Antioksidant Savunma

Aerobik canlilar ROS hasarina karst koymak icin birkag mekanizmaya sahiptir.
Antioksidant terimi herhangi bir maddenin hedef molekiil iizerindeki oksidatif hasari
engellemesi ya da geciktirmesi seklinde tanimlanir. Antioksidant aktivite gosteren bircok
madde vardir; fakat iki temel sistemde kategorize edilebilir. ROS hasarindan korunmada
temel sistem oksidasyonu engelleyen enzimatik sistemdir, digeri enzimatik olmayan
antioksidant bilesiklerdir. Enzimatik sistem biitiin radikalleri saf dis1 birakmaya calisir; fakat
oksidatif stres savunma mekanizmasinin kapasitesinden yiiksek ise savunma sisteminin ikinci
hatt1 enzimatik olmayan antioksidant bilesikler devreye girebilir (50). Antioksidant enzimler;
katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), glutatyon rediiktaz
(GR; EC 1.8.1.7), glutatyon peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9) ve glutatyon S-transferaz (GST;
EC 2.5.1.18) ile enzimatik olmayan antioksidantlar, rediikte glutatyon (GSH), vitamin E,
vitamin C, tiyoredoksin vd. kapsar (57).

Stiperoksit dismutaz enzimi agia cikan O2.-‘yi H202’ye doniistiiriirken, aerobik
organizmalarin peroksizomlarinda bulunan CAT enzimi, agiga c¢ikan H202’yi su ve
molekiiler oksijene doniistirmektedir (58; 59). CAT, GPx enziminin aksine H202’nin
detoksifikasyonu icin hiicresel indirgeyicilere gereksinim duymaz ve bu iki enzim yarigma
halindedir (60; 61).
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O2.— —SOL_? H202

2H202 —CAT 4 51420 + 02

Glutatyon peroksidaz, H202 varliginda substrat olarak kullandigi GSH’1n elektronlarini
H202’ye aktarir ve GSH 1in GSSG’ye oksidasyonunu katalizler (62; 63). Selenyum bagimli
bir enzim olan GPx lipid peroksidleri ve H202’nin indirgenmesinde 6nemli bir role sahiptir
(64).

H202 + 26SH ——GPX_, G55G + H20

Glutatyon S-transferaz, baslica ksenobiyotiklerin ve karsinojenlerin
detoksifikasyonunda yer alir ve merkaptiirik asit olusumunun ilk basamagini katalizler.
Organik hidroperoksitlerin birgok formuna ve H202’ye karsi aktif degildir (62). GST
varhiginda, elektrofilik metabolitler ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda GSH geri

doniisiimsiiz olarak tiiketilir (65).

GSH+R-X —GST ,  GSR + HX

Tiyol gruplar1 igeren antioksidant savunma bilesenleri ROS-aracilikli oksidatif hasardan
korunmada ikincil savunma hattin1 olusturmaktadir (66). GSH (y-glutamilsisteinilglisin),
antioksidant savunmada yer alan protein olmayan bir tiyol bilesigidir (47). y-Glutamilsistein
sentetaz (y-GCS; EC 6.3.2.2), glutatyon sentetaz (GS; EC 6.3.2.3) gibi sentez enzimleri, GPX,
GR ve GST gibi islevinde yer alan enzimler ile y-glutamil transpeptidaz (y-GT; EC 2.3.2.2)
gibi intra ve interseliiler transportunda yer alan enzimlerin hepsi birden glutatyon redoks
sistemini olusturmaktadir (67). Son ¢alismalar GSH’1n; sinyal iletimi, hiicre ¢cogalmasi ve gen
ekspresyonu ile apoptozun diizenlenmesinde rol aldigin1 6ne siirmektedir. GSH, ayrica, DNA
metabolizmasi, protein sentezi, ¢esitli enzimlerin aktivasyonu ve immiin sistemin

desteklenmesi gibi bir takim hiicresel siireglerde de rol oynar (68).

11



Glutatyon hiicrede 2 ana formda bulunur; rediikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon
(GSSG). Tiyol grubu (-SH) GSH’1n en reaktif grubudur. Bir ya da iki elektron oksidasyon
tepkimelerinde yer alir (67). GSH’mn de novo sentezini y-GCS saglamaktadir (69). GSH
hiicrede serbest ya da proteinlere bagl sekilde bulunabilir. Serbest glutatyon genel olarak
rediikte haldedir ve oksidatif stres siiresince GPx katalizli enzimatik ya da non-enzimatik
GSSG’ye doniisiir (70; 71). GR araciligiyla NADPH varliginda GSH’a indirgenir (69; 70).
Rediikte ve okside glutatyon orani1 (GSH/GSSG) oksidatif stresin belirlenmesinde 6nemli bir
parametredir (70). Yogun oksidatif stres kosullarinda GSH/GSSG oranini1 korumak amaciyla
GSSG, olustugu zaman hiicre membranindan disar1 salinir ve hiicrede net GSH kaybi
meydana gelir (72; 71). Bu nedenle kanda ya da ekstraseliiler sivida 6l¢iillen GSSG miktari
dokunun ya da hiicrenin oksidatif stres durumunun anlagilmasinda 6nemlidir (72). Hiicresel
total GSH (tGSH) miktarinin hiicresel oksidatif stres durumunu belirten duyarli bir parametre

oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (73; 74).

] jGPx
fl I\ \
1 &, \
A ] % : ,
2@ / @& + H.0 NADPH
GSSG

Sekil 2.1: Glutatyonun islevi (93)

2.4.3. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Normal sartlarda organizma, endojen ve/veya eksojen nedenlerle meydana gelen serbest
radikaller ve bu radikallere bagli olarak gelisen oksidatif stres ile miicadele eden karmasik bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara kars1 antioksidan
savunma sistemlerinin c¢alisarak serbest radikallerin temizlenmesinde kan ¢ok onemlidir.
Antioksidanlar kan ile viicudun tamamina taginir ve dagitilir (22). Total antioksidan
kapasitenin biiyiik bir kism1 plazmada bulunan antioksidan molekiillerle olusturulur. Serbest

demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi antioksidanlarin yaninda serbest radikalleri
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kapan zincir kiric1 antioksidanlar da plazmada bulunmaktadir. Albiimin, {irik asit ve askorbik
asit gibi antioksidanlar ise plazmadaki total antioksidan seviyenin % 85’inden fazlasini
meydana getirir. Ciinkii bu antioksidanlar bilirubin, a-tokoferol, flavinoidler, indirgenmis
glutatyon ve B-karoten gibi antioksidanlara oranla plazmada daha yiiksek seviyelerde bulunur.
Antioksidanlar plazmada kendi aralarinda da etkilesim i¢indedirler. Bu etkilesimler sayesinde
antioksidanlar tek baglarma yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla antioksidan etki
gosterebilmektedir. Glutatyonun askorbati, askorbatin da a-tokoferolii yeniden aktiflestirmesi
bu sinerjistik etkiye 6rnek olarak gosterilebilir. Bundan dolayidir ki total antioksidan durumun

belirlenmesi antioksidanlarin ayr1 ayr1 dlgiilerek belirlenmesinden ¢ok daha degerlidir (23,24).

2.4.4. Total Oksidatif Stres (TOS)

Viicudumuzda mevcut oksidan ve antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
sonucu meydana gelen patolojik durum oksidatif stres olarak adlandirilir. Oksidatif stresin
toplam degeri Total Oksidatif Stres (TOS) olarak ifade edilir. Bu durum, asir1 miktarda reaktif
oksijen radikali ve/veya nitrojen radikallerinin olusumu veya antioksidan tampon Sisteminin
yetersizligi sonucu ortaya ¢ikar. Reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin seviyelerindeki artig
ise hiicrelere toksik etki yapar ve hiicrenin lipit, protein ve DNA benzeri molekiillerine zarar

verir. Bu gibi durumlarda damar endoteli daha az oranda etkilenir. (23, 24).

2.4.5 Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Total oksidanlarin seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine boliinmesiyle elde
edilen oransal bir indekstir ve OSI degerinin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttig

durumlarda ortaya cikar (45,46).
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2.5. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Tedaviye Yonelik Uygulamalar
2.5.1. Antioksidan Terapi

Glutatyon redoks dongiisii, antioksidan savunmanin enzimatik basamagina ek olarak i-R
hasarinda farkli antioksidan terapotik uygulamalar mevcuttur. Notrofiller ve Kupffer hiicreleri
dogrudan NADPH oksidaz (NOX-2) iizerinden ROS {iretmektedir. NOX-2 inhibitorlerinin
kullanimi ile IR-hasar1 bityiik 6l¢iide azaltilmaktadir (6,28).

Mitokondriyal zar gecirgenliginin degisimi (MPT; Mitochondrial permeability
transition) ROS’lar araciliiyla olmaktadir. MPT nin engellenmesi hepatik IR-hasarin1 biiyiik
Olciide azaltmaktadir (28).

Vitamin A, C ve E tek baglarina verildiklerinde etkili serbest radikal temizleyicisi
degildirler. ~ Fakat vitamin A ve E birlikte hayvan modellerinde verildiginde lipid
peroksidasyonunu azaltirlar. Vitamin E ile birlikte prostasiklinin hayvan deneylerinde kas
fleplerine uygulanmasi lipid peroksidasyonunu azaltarak reperflizyon hasarimi azaltir (13).
Vitamin E analogu a-tocopherol insanlarda dogrudan emilmektedir. Oral a-tocopherol

uygulamasinin iskemi sonras1 ATP tiretimi artirdig1 belirlenmistir (28).

Ubiquinon’un (Koenzim Q10) yapilan son ¢aligmalarda, reperfiizyon donemi serbest
oksijen radikali patlamasim1 direkt antioksidan etkiyle engelledigi ve endotel bagimh

vazodilatasyon iizerinde olumlu etkilerde bulundugu bildirilmistir (29).

Bunlarin  disinda; karvedilol, Allopurinol (XO inhibitorii), Quercetin (FB277),
nikaravan, alipoik asit, thioredoxin, N asetilsistenin, ve kalsiyum kanal blokérleri ile IR

hasarinda azalma tespit edilmistir (6).

2.5.2. Lokosit Terapisi

Lokosit aracili IR hasar1 azaltilmasinda; inflamatuar aract maddeler, adezyon
molekiilleri ve 16kosit-endotel adezyonuna yonelik terapdtik yaklagimlar kullanilmaktadir (8).
Trombosit aktive edici faktor (PAF; platelet activated factor), histamin, LT-B4 ve TNF-a gibi
aract inflamatuar maddelerin sentez veya reseptor etkilesimlerinin engellenmesi ile IR-

hasarinda fayda saglanmistir. Aspirin, glukokortikoidler, altin tuzlari ve D-penisilamin gibi
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anti-inflamatuar ilaglar; NF-kB ve activator protein-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu engelleyerek, 10kosit adezyon molekiilii sentezi veya sitokin olusumunu
azaltirlar. Lokosit endotel etkilesiminin engellenmesi bir diger yaklasim seklidir. Lokosit
adezyon molekiillerine yonelmis monoklonal antikorlar veya c¢oziilebilir serbest adezyon
molekiilleri (PSGL-1, sialyl-Lewisx, ICAMI ), 16kosit-endotel adezyonunda etkin yapilarin

blokaj1 ve inaktivasyonunu saglarlar (6).

2.5.3. Iskemik Onkosullanma

Iskemi reperfiizyon hasarinin etkilerinin azalmasinda iskemik kosullanma oldukca
etkilidir. Iskemik kosullanma, iskemi siirecinin 6zeti seklindedir ve organ savunmasimin ve
enflamatuvar yanitin modiilasyonunu saglayarak iR-hasarmin etkilerini azaltir. Iskemik
kosullanmanin mekanizmas1 komplekstir ve ¢esitli metabolizmalar1 igerir. Iskemik
kosullanma, GSH, SOD ve hem-oksijenaz-1 (HO-1) gibi dogal antioksidantlar1 artirir ve lipit
peroksidasyon diizeyini azaltir. Pro-enflamatuvar sitokinlerin {iretimini ve salinimini saglayan
niiklear transkripsiyon faktorleri de iskemik kosullanma tarafindan diizenlenir. Ek olarak,
sinlizoidal kan akimi, oksijenizasyon ve mitokondriyal fonksiyonun korunumunu saglayan
NO iskemik kosullanma tarafindan diizenlenir. Bu olaylar sayesinde dokular IR-hasarma

dayanikli hale gelir (4).

2.5.4. Antitrombotik ve Fibrinolitik Terapi

Heparin; antitrombotik etkinliginin yani sira anti-inflamatuar etkinlige de sahiptir. Anti-
inflamatuar etkileri; P ve L selektine baglanarak 16kosit-endotel etkilesiminin engellenmesi,
NF-kB inhibisyonu saglayarak inflamatuar kaskadin bozulmasi1 ve lokositlerden ROS
olusumunun engellenmesidir. Vendz kilcallarda; endotel-16kosit etkilesimi, trombosit
kiimelesmesi ve mikrotrombiis olusumunu engelleyerek “no reflow” fenomeni etkinligini
azaltir. Rekombinant insan doku faktoriiniin de heparin kadar etkili oldugu gozlenmistir (6,
13). Etkin bir fibrinolitik olan tissue plasminogen activator’iin IR’da uygulanimi sonras,
16kosit adezyon ve diapedezinde azalmaya bagli, doku inflamasyon ve ddeminde azalma

saptanmistir (6).
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2.5.5. Nitrik Oksit Terapisi

Inhaler veya serum fizyolojikte ¢oziinmiis oOlarak tatbik edilen NO gazin, hayvan
deneylerinde, I-R hasarimi ve 16kosit adezyonunu azaltti1 saptanmustir. Ayrica selektif NOS

inhibitori kullanimi da ayr1 bir segenektir (6).

2.5.6. Herbal Terapi

Herbal antioksidanlar, birgok calismada I-R hasarin1 énlemek veya etkisini azaltmak
amactyla kullanilmis ve bircogunda basari saglanmustir. Uziimden elde edilen bir ekstrakt
olan resveratrol iskemi ve reperfiizyondan 6nce uygun dozlarda uygulandiginda GSH
miktarinin artmasini ve SOD ve CAT aktivitelerinin artmasini saglamistir. Herbal terapi genel
olarak anti-enflamatuvar yanit, kalsiyum kanallar1 ve SOD aktivitesine etkisi ile bilinmektedir
(28).

2.6. Timokinon

Nigella sativa gegmisten giliniimiize, Orta Dogu ve Uzak Dogu’da dogal bir ilag olarak
kullanilmistir. Gida hazirlanmasinda katki olarak, yaniklar, deri enfeksiyonlari, eklem agrilari,
nemlendirici ve kirisik onleyici, diiiretik, diyaforetik, stomasik, karaciger kuvvetlendirici ve
dijestif, diyare, hazimsizlik ve dispepside gibi pek ¢ok farkli kullanim alani bulmustur.
Yapilan fitokimyasal aragtirmalarda ugucu yagda bulunan timokinon bir¢ok biyolojik etkiden
sorumludur (31, 33). Timokinon (thymoquinone; p-Cymene-2,5-dione, p-Mentha-3,6-diene-
2,5-dione, 2-1sopropyl-5-methylbenzo-1,4-quinone), N. sativa bitkisinden elde edilen bir
monoterpen kinon bilesigidir (30, 31, 32, 33). N. sativa’nin ana bileseni timokinon olmakla

birlikte timol ve ditimokinon bilesikleri de eslik etmektedir (31, 33).
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Sekil 2.2: Timokinon’un kimyasal yapisi (PubChem-CID 10281) (34, 38)

Timokinon, kimyasal yapist C10H1202 seklinde olan ugucu bir yagdir (30).
Timokinon’un antioksidan, antihepatotoksik, antienflamatuar ve analjezik, antikanserojenik,
antimikrobiyal dzellikleri ile ilgili in vitro ve in vivo ¢alisma mevcuttur (30-34). Kuvvetli bir
OH radikali siipiiriiciisii olan timokinon SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzim aktivitelerini

ve GSH miktarini artirarak antioksidan 6zelligini ortaya koyar (31).
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Sekil 2.3: Timokinon’un etki alanlar1 (31).
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2.7. Curcumin

Curcumin, hint safran1 (zerdegal) olarak bilinen Curcuma longa bitkisinin kok
kismindan elde edilen, parlak sar1 renkte polifenol tiirevi bitkisel bir ekstrakttir (35,36,37,39).
C.longa bitkisi Asya tibbinda binlerce yildir kullanilmasina karsin; yaklasik %8’ini olusturan
curcumin ilk defa 1910 yilinda kesfedilmistir (35). Diferuloylmethane, Natural yellow 3,
Turmeric yellow, Turmeric seklinde de isimlendirilen curcuminin (IUPAC: (1E,6E)-1,7-bis(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)hepta-1,6-diene-3,5-dione) molekiil agirhig 368.3799°dir ve
kimyasal formiilasyonu C21H2006 seklindedir (37).
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Sekil 2.4: Curcumin’in kimyasal yapis1 (37)

Curcumin’in antienflamatuvar, antioksidan, antikanser, antiaterosklerotik,
antimikrobiyal gibi ¢ok fazla farmakolojik oOzelliginden dolayr tedavi edici olarak
kullanilmaktadir. Bu etkilerini ¢ok fazla sinyal molekiilii ile etkilesime girme yetenegiyle
yapmaktadir. Transkripsiyon faktorleri, biliylime faktorleri, enzimler, sitokinler ve protein

kinazlar gibi ¢cok sayida molekiiliin hedefi oldugu belirlenmistir (39).

Asidik ve notral pH’da antioksidan etkisi yaninda siklooksijenaz, GST {izerine etkileri,

immiin modiilasyon etkisi, angiogenezis ve hiicre-hiicre adezyon etkisi vardir. Gen
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transkripsiyonu ve apoptozisi indiikleyerek kanser hastalarinda olumlu etkileri goriilmiistiir.
Ozellikle kolon ve rektum kanserindeki olumlu etkileri faz II galismalarinda gosterilmistir.
Barsak ve karacigerde curcumin glukuronid ve curcumin siilfata konjuge edilir ya da
hekzahidrocurcumine indirgenir. Fakat metabolitleri ayni biyolojik aktiviteye sahip degildir

(35,36). Toksik etkileri yoktur ve ¢ok miktarda verilebilir (36,39).

Shen ve arkadaslarimin yaptigi calismada antioksidan metabolizmasini tetikleyip,
noétrofil infiltrasyonunu ve ROS olusumunu azalttigi belirlenmistir. Reperfiizyon sonrast NOS

aktivitesi azalmis, endoteliyal NOS aktivitesi etkilenmemistir (40).

2.8. Silimarin

Silybum marianum L. Gaertn. (devedikeni), Asteraceae familyasina ait bir bitkidir.
Silimarin (ayrica; slymarin, legalon, carsil, D012838 olarak da bilinir), Slybum marianum
(Meryemana dikeni) bitkisinin tohumlarindan elde edilen karmasik bir bilesik olup baslica
komponentini slybin olusturmakla beraber yapisinda diger flavolignanlardan isosilybin,
silychristin, silydianin ve flavonoid bir yapi olan taxifolinden olusur. Slybin, silimarin

kompleksi i¢inde en etkin antihepatotoksik madde olarak bilinir (41, 42).

Silimarin (IUPAC ismi: (2R,3R)-3,5,7-trihydroxy-2-[(2R,3R)-3-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2-(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl]-2,3-dihydrochromen-
4-one), molekiil agirligi 482.43618, molekiil formiilii C25H22010 olan flavolignan bir
bilesiktir (42).

Sekil 2.5: Silimarin’in kimyasal yapisi (42).

19



Klasik olarak slybum marianum bitkisinin ekstrakti olan silimarin tarih boyunca baslica
karaciger ve gastro-intestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmis olup giiniimiizde de siroz,
kronik hepatitis, alkolle ilgili karaciger hastaliklarinda ve c¢esitli ¢evresel toksik maddelere
karst kullanilmaktadir (41, 43, 44). Silimarinin hepatoprotektif 6zelligini agiklamak i¢in
baslica iki mekanizma 6ne siiriilmektedir. ki kuvvetli serbest radikal siipiiriicii (41), ROS ve
lipid peroksidasyonu azaltic1 6zelliklerinden dolay1 antioksidan etkisine dayandirilmaktadir.
Ikinci mekanizma ise NF-kB modiilasyonu, NO modiilasyonu ve COX-2 ifadesinde
azalmadan dolay:1 anti-enflamatuvar ve anti-apoptotik mekanizmalardir. Ayrica; antiviral ve

antifibrotik etkilerinin de oldugu bilinmektedir (43).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz Dollvet etik kurul onay1 (07/12/2014 tarihli 2014/62 sayil etik kurul onay1)
alindiktan sonra, Cevre ve Orman Bakanlig1 tarafindan Resmi Gazete’nin 6 Temmuz 2006
tarih ve 2622 sayil1 niishasinda yayimlanan Hayvan Deneyleri Etik kurullarinin Caligma Usul
ve Esaslarma dair Yonetmelik ile Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Yonergesine uygun olarak gerceklestirildi.

3.1 Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Ortalama agirliklar1 250-300 gr. olan 25 adet Wistar-albino cinsi sigan randomize olarak
esit sayida (n = 5) 5 gruba ayrildi. Siganlar ¢alisma dncesinde oda sicakliginda ve 12 saat 151k
12 saat karanlik ortamda tutuldu. Tim sicanlar standart kosullar altinda sebeke suyu ve

standart sigan yemi ile beslendi. Girisimden 8 saat once tiim siganlarin beslenmesi kesildi.

3.2. iskemi Reperfiizyon Hasar1 Modeli

Deneyde kullanilan tiim siganlara 8 saat aclik sonrasinda Ketamin 87 mg/kg
intraperitonal olarak (Ketalar; Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve Xylazine 13
mg/kg (Rompun; Bayer AG, Leverkusen, Germany) dozlarinda yapildi. Gerekli oldugunda
deney siiresince bir kez olmak {izere ek doz yapilmasi planlandi. Ciltleri aseptik olarak
hazirlanan siganlara orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarin 1slak gazli bez yardimiyla
uzaklastirilmas1 ardindan, infrarenal abdominal aorta (IAA), dikkatli bir sekilde explore
edildi. IAA’ya, travmatik olmayan bir mikrovaskiiler klemp konuldu. 120 dakika sonra IAA’
daki mikrovaskiiler klemp kaldirildi ve 60 dakika siireyle reperfiizyon saglandi. Aortik
iskemi; klempleme islemi sirasinda distal aortada pulsasyonun kaybolmasiyla, aortik
reperfiizyon ise; klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortada pulsasyonun geri gelmesiyle
onaylandi. Kontrol grubunu olusturacak siganlarda laparotomi ve abdominal aort diseksiyonu
esit siirede (120 dakika) uygulandi ancak bu grupta I-R olusturulmadi. I-R dénemlerinde

peritoneal bosluktan 1s1 ve sivi kaybini en az miktara indirmek i¢in; IAA’ya klemp konulmasi
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ve kaldirilmast sonrasi donemlerinde, peritoneal bosluga serum fizyolojik uygulanip, batin
insizyonu gecici olarak 1slak gazli bez ile sarilarak kapatildi. Reperfiizyon siiresi sonunda;
tim siganlarda, median laparotomi kesisi yukariya dogru ilerletilerek mediasten agildi, kalbe
ulasildi ve 5 cc’lik enjektor yardimiyla sag ventrikiiler bosluktan kan alindi. Sonrasinda sag
gastroknemius kas doku Ornegi alindi. Kas doku ornekleri; immunohistokimyasal ve
hematoksilen-eosin degerlendirme yapilincaya kadar %10’luk formaldehid soliisyonu iginde
sakland1. Si¢anlardan alinan kanlar, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve si¢can plazma

ornekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20 derecede saklandi.

3.3. Tedavi Edici Ajanlarin Hazirlanmasi

Timokinon ve silimarin serum fizyolojik (SF) kullanilarak, curcumin ise %1°lik dimetil

stilfoksit (DMSO) intraperitonal enjeksiyon i¢in hazirlandi.

3.4. Deney Gruplari ve Protokol
Bes grup olusturuldu.

Grup 1 (Sham, n=5): Calisma boyunca anestezi uygulamasi disinda hi¢ bir islem

gerceklestirilmedi. Reperfilizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi alindu.

Grup 2 (Kontrol, IR, n=5): Anestezi sonrasi infrarenal abdominal aortaya 120dakika
iskemi ve 60 dakika reperflizyon uygulandi, ilag verilmedi. Reperfiizyon siiresinin bitimine

uyan saatte doku ve kan 6rnegi alindi.

Grup 3 (R + Thymoquinone (TQ) n=5): Anestezi sonrasi infrarenal abdominal aortaya
120 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Iskemi sonlandirildiktan hemen sonra
20 mg/kg timokinon uygulandi. Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan

ornegi alindu.

Grup 4 ( IR + Silimarin n=5): Anestezi sonrasi infrarenal abdominal aortaya 120

dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. iskemi sonlandirildiktan hemen sonra 200
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mg/kg silimarin uygulandi. Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi

alindi

Grup 5 (IR + Curcumin n=5): Anestezi sonrasi infrarenal abdominal aortaya 120
dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Iskemi sonlandirildiktan hemen sonra 200
mg/kg curcumin uygulandi. Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan ornegi

alindi

3.5. Gastroknemius Kasinin Histopatolojik Incelenmesi

Histopatolojik inceleme i¢in kas dokular1 ayr1 ayr1 %10°luk tamponlu nétral formaldehit
¢ozeltisinde fikse edildi. Ornekler parafin bloklara gémiildii. 5 mikronmetrelik kesitler alindi.
Hematoksilen eozin boyasi ile boyandi. 20 objektiflik biiyiitme kullanildi. Solez ve ark. (18)
tarafindan kullanilan skorlama sistemiyle bobrek hasarmmin siddeti skorlandi. Yok:0 var:1
belirgin:2 olarak kabul edildi. Her 6rnek i¢in tiim parametre skorlar1 toplanarak histolojik skor

belirlendi.

3.6. TAS Olg¢iimii

Orneklerin TAS diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak dl¢iilmiistiir. Ol¢iim
yontemi ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS katyonik radikalini rediiklemesi
sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak
dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu

olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edilir (45).

3.7. TOS Olciimii

Orneklerin TOS diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak dlciilmiistiir. Olgiim
testin ¢alisma prensibinde ifade edildigi iizere 6rneklerin icerdigi oksidan molekiillerin ferroz
iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanilir.

Sonuglar pmol H,O, Equivalent/L olarak ifade edilir (76).
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3.8. OSI Hesaplanmasi

Orneklerin OSI hesaplanirken TAS degerleri 10 ile garpilarak TOS ile birimler esitlenir.
Orneklerin icerdigi TOS diizeylerinin, &rneklerin icerdigi TAS orani OSI olarak belirtildi
(77). Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi.

(TOS, umol H,0, Equiv. / L.)

OSI = X 100

(TAS, mmol trolox Equiv./L.)

3.9. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal analiz sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 17.0 paket
programinda (SPSS Inc., Chicago, IL, A.B.D.) yapilmistir. Siirekli bir degisken yoniinden
ikiden ¢ok bagimsiz grup arasinda farklilik olup olmadigini incelemek ig¢in P<0.05 6nem
derecesinde Kruskal-Wallis testi kullanilmustir. Kruskal-Wallis testinde 6nem gosteren
parametrelerde siirekli bir degisken yoniinden bagimsiz iki grup arasinda fark olup olmadiginm

test etmek i¢in Mann-Whitney U Testi uygulanmistir. (75).
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4. BULGULAR

Bu calismada Wistar-albino cinsi siganlarda tedavi edici ajanlar olan; timokinon,
silimarin ve curcuminin gastroknemius kas dokusunda iskemi-reperfiizyon hasarina ve kan

dokusunda TAS, TOS ve OSI degerlerine etkileri arastiriimustir.
4.1. TimoKinon, Silimarin ve Curcuminin TAS, TOS ve OSI degerlerine etkisi
Timokinon, silimarin ve curcuminin TAS, TOS ve OSI parametrelerine etkisi Tablo 4-1

ve Sekil 4-1, Sekil 4-2 ve Sekil 4-3’de gosterilmistir.

Kontrol grubunda sham grubuna gére TAS degismezken, TOS ve OSI’de sirasiyla %95
ve %104 artis belirlenmistir.

Timokinon uygulanan grupta TAS’ta bir degisiklik belirlenmezken, silimarin etkisinde

%27 azalma curcumin etkisinde ise %48 artis belirlenmistir.

Timokinon etkisinde degisiklik belirlenmeyen TOS silimarin etkisinde %63 azalmig

curcumin etkisinde ise %45 artmustir.

Oksidatif stres indeksi timokinon ve silimarin etkisinde sirastyla %33 ve %49 azalirken

curcumin etkisinde bir degisiklik belirlenmemistir.
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Sekil 4.1: Gruplar aras1 TAS degerlerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.2: Gruplar aras1 TOS degerlerinin karsilastirilmasi.

CURCUMIN

CURCU MIM
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OSI Arbutrary Units (AU)

EOMTROL TiMOKINON SiLim AaRIN CURCUMIN

Sekil 4.3: Gruplar aras1 OSI degerlerinin karsilastiriimas.
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TAS TOS OSi

SHAM 1.47+0.142 77.11£10.08? 5.22+0.36
KONTROL 1.39+0.08° 150.16+19.96° 10.63+0.90°

TIMOKINON 1.66+0.16%° 117.12411.09° 7.09+0.25°
SILIMARIN 1.02+0.07° 55.81+7.72° 5.45+0.68°
CURCUMIN 2.05+0.09° 217.23+32.01¢ 10.62+1.46"

Tablo 4.1: Timokinon, Curcumin ve Silimarinin TAS (Trolox Equivalent/gr protein), TOS(umol H,O, Equivalent/gr protein), OSI
(Arbutrary Units; AU) degerleri iizerine etkisi. X+SX = Aritmetik ortalama+Standart hata. a, b, ¢ ve d harfleri gruplar arasindaki ayrmmi

gostermek amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=5).



4.2. Gastroknemius Kas Dokusunda Timokinon, Silimarin ve Curciminin Iskemi-

Reperfiizyon Hasarina Etkisi

Olusturulan IRH {izerine uygulanan tedavi edici ajanlardan hi¢ biri kas dokusunda
anlamli olarak bir etki gostermemistir. Mikroskobik inceleme sonucu elde edilen fotograflar

Resim 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1: Gastroknemius kas dokusunda IRH’nin histopatolojik hasar olusturma

etkisinin incelenmesi.
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5. TARTISMA

Calismamizda iskemi ve reperfiizyon sonrasi, gastroknemius kas dokusunda I-R hasari

lizerine timokinon, silimarin ve curcuminin etkilerini arastirmay1 amacladik.

Cerrahi operasyonlarin hemen hepsinde alternatifi olmayan bir uygulama olan klemp
islemi cerrahi sahada birgok avantaj saglamaktadir. Bu avantajlarin yani sira bir¢ok yapisal ve
metabolik degisikliklere neden olmaktadir. Olusturdugu iskemi ve sonrasinda yaptigi I-R
hasar1 ile bulundugu alandaki doku ve organlarda enerji dilizeyinin diismesi, toksik
metabolitlerin birikimi, hiicre fonksiyon bozukluklari ve hiicre 6liimiine varan biyokimyasal

reaksiyonlar1 baglatir.

Iskemi, dokunun oksijen ve dier metabolitlere olan gereksiniminin perfiizyon
bozukluguna bagli dolasim tarafindan saglanamamasi ve bu siiregte olusan atik {iriinlerin yine
dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir. Iskemi, metabolizmanin anaerobik
yone kaymasiyla karakterizedir. iskemide, hem metabolit yetersizligi hem de atik iiriin

birikimi nedeniyle, glikoliz metabolizmas1 erken sonlanir ve hasar ¢ok daha erken olusur (6).

Iskemiye bagli hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili olup,
hiicrenin  tipi, yaralanmaya kars1i hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyact ve
metabolizmasina gore farklilik gosterir. Kisa siireli iskemide dakikalar icerisinde goriilebilen
hiicre sismesi meydana gelir. Iskemi devam ederse, geri déniisiimsiiz hiicre zedelenmesi
baglar.  Hiicre hasarinin yapisal degisiklikleri, bazi kritik biyokimyasal sistemlerin

bozulmasindan sonra goriiniir hale gelir (6, 8, 10).

Kan akiminin yeniden saglanmasi seklinde tanimlanan reperfiizyon, paradoksik sekilde
iskemi hasarina ek olarak yeni hiicresel hasarlara yol acabilir. Hoffman ve ark. (2004),
reperflizyon hasarinin, iskemi fazinda meydana gelen hiicreler arasi bir degisikligin sonucu
oldugunu diistinmektedir (17). Tekin (2007), bu hasari etkileyen en 6nemli faktoriin ATP
kaynaklarinin tiikenmesiyle artan kalsiyumun hiicre i¢i artis hizi ve miktar1 oldugunu

belirtmektedir (6).

Iskemi reperfiizyon hasarmin patofizyolojik siireci; hiicre iskeletinin yapisinin

bozulmasi ve geg¢irgenliginin artmasi, adenin niikleotid metabolizmasinda degismesi, hiicre-
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hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks (ECM) baglantilarinin kaybi, ROS {iretimi, endotel
aktivasyonunu takiben olusan enflamatuvar yanitin Onciiliik ettigi efektor hiicrelerin

infiltrasyonu ve nihayetinde apoptozun meydana gelmesi seklindedir (21).

Iskemi reperfiizyon hasarinda tedaviye yonelik; antioksidan terapi, ldkosit terapisi,
iskemik onkosullanma, antitrombotik ve fibrinolitik terapi, nitrik oksit terapisi, herbal terapi
gibi bir ¢ok uygulama mevcuttur. Calismamizda bu uygulamalardan herbal terapi yontemini
denedik.

Timokinon, Nigella sativa bitkisinden elde edilen bir monoterpen kinon bilesigidir
(30,32). Kuvvetli bir OH radikali siiriiciisii olan timokinon SOD, CAT, GPx enzim
aktivitelerini ve GSH miktarin1 artirarak antioksidan o6zelligi ortaya koymaktadir (31).
Timokinon’un antioksidan, antihepatotoksik, antienflamatuar ve analjezik, antikanserojenik,

antimikrobiyal 6zellikleri ile ilgili bir¢ok in vitro Ve in vivo ¢aligma mevcuttur.

Hossainzadeh ve ark. (2012), timokinonun bacak iskelet kasinda I-R hasarma karsi
koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. 2 saatlik iskemi sonrasi 1 saat reperfiizyona maruz

birakilan si¢canlarda TBARS miktarinda azalma ve tiyol (SH) gruplarinda artis oldugunu
belirtmektedirler (78).

Nemmar ve ark. (2011) intratrakeal timokinon uygulamasinin DEP indiikli
kardiyovaskiiler degisimleri onledigini, bununla birlikte plazma SOD aktivitesini artirdigini

ve trombosit sayisindaki azalmayi onledigini bildirmistir (79).

Kuvvetli bir radikal siipiiriicii olan timokinonun ¢esitli mekanizmalar ile antioksidan
ozelligi gosterdigi ve 5-hidroksieikozatetraenoik asit ile 5-lipoksijenaz sentezini inhibe ettigi
bildirilmektedir (80).

Nigella sativa bitkisine ait diger bilesiklerden daha ¢ok antioksidan etki gosterdigi
bildirilen timokinonun, si¢anlarda koroner, serebral ve periferal damar hastaliklarinda risk

olusturan hiperhomosisteinemiye kargt koruma sagladig: belirtilmistir (81, 82).

Siganlarda civa kloriir tarafindan indiiklenen renal oksidatif hasarin Onlenmesinde
timokinonun apoptozis ve proliferatif reaksiyonlar1 azalttigi ve inorganik civa
intoksikasyonunun sebep oldugu akut renal yetmezligin korunmasinda klinik 6nemi oldugu

bildirilmektedir (83).
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Calismamizda timokinonun OSI’yi diisiirdiigiinii ayrica TOS u azalttig: fakat istatiksel
olarak anlamli olmadigin1 ve TAS’1 degistirmedigini belirledik. Bizim ¢aligmamiza paralel
olarak Gokge ve ark. (2010) yaptiklari ¢alismada si¢an testis dokusunda timokinonun TOS ve
OSI degerlerini azalttig1 fakat TAS’1 degistirmedigini belirlemislerdir (84).

Curcumin, Curcuma longa bitkisinin kok kismindan elde edilen, parlak sari renkte
polifenol tiirevi bitkisel bir ekstrakttir. C.longa bitkisi Asya tibbinda binlerce yildir
kullanilmasina karsin; yaklasik %8’ini olusturan curcumin ilk defa 1910 yilinda kesfedilmistir
(35). Antienflamatuvar, antioksidan, antikanser, antiaterosklerotik, antimikrobiyal gibi ¢ok
fazla farmakolojik Ozellige sahiptir. Bu 6zelligi sinyal molekiilleri ile etkilesime girerek
gerceklestirmektedir. Transkripsiyon faktorleri, biiyiime faktorleri, enzimler, sitokinler ve
protein kinazlar gibi ¢ok sayida molekiiliin hedefi oldugu belirlenmistir. Antioksidan, immiin
modiilasyon ve anjiyogenetik etkilere sahiptir. Ayrica apoptozu indiikleyerek kanser

tedavisinde olumlu etkileri bulundugu bildirilmistir (35, 36, 39).

Wang ve ark. (2012) curcuminin kollojen ve fibréz doku sentezini artirarak miyokard
kiitlesini artirdigini, miyokard dokusunda ekstraselliiler matriksi bozulmalarina karsi
korudugunu ve MDA diizeyini azalttigim1 bildirmislerdir. Kardiyak fonksiyonlar
korudugundan dolay1 kalp krizi riski tasiyan hastalarin diyetlerinde kullanmasi gerektigini

onermislerdir (85).

Fan ve ark. (2014), curmuninin I-R hasari sonucu artan karaciger ALT ve AST
diizeylerini diisiirdligli, azalan SOD aktivitesini artirdigin1 belirlemislerdir. Curcuminin
antioksidan ve antienflamatuvar etkisini NF-kB metabolizmasini inhibe ederek gosterdigini
bildirmislerdir (86).

Calismamizda curcumin etkisinde TOS’un kontrol grubuna gore artis gosterdigini
OSI'nin ise degismedigini belirledik. Aydin ve ark. (2014), abdominal aorta I-R modeli
olusturmus ve TOS ve OSI degerlerinin kontrol grubuna gére azaldigimi bildirmislerdir (87).
Bu durumun aragtirmacilarin uzun tuttugu reperfiizyon siiresinden kaynaklandigini

diistinmekteyiz.

Curcuminin I-R hasarinda; sican ovaryumunda oksidatif stresi azalttig: (88), mezenterik
I-R hasarinda, intestinal dokuda histopatolojik hasar1 énledigi, MDA ve diger oksidatif stres
parametreleri diistirdiigii belirlenmistir (89).
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Silimarin, Slybum marianum (Meryemana dikeni) bitkisinin tohumlarindan elde edilen
karmasik bir bilesik olup baslica komponentini slybin olusturmaktadir (41,42). silimarin tarih
boyunca baslica karaciger ve gastro-intestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmis olup
glinlimiizde de siroz, kronik hepatitis, alkolle ilgili karaciger hastaliklarinda ve gesitli ¢cevresel
toksik maddelere kars1 kullanilmaktadir (41, 43, 44). Silimarinin hepatoprotektif 6zelligini
aciklamak icin baslica iki mekanizma &ne siiriilmektedir. Ilki kuvvetli serbest radikal
stipiiricii (41), ROS ve lipid peroksidasyonu azaltic1 Ozelliklerinden dolay1 antioksidan
etkisine dayandirilmaktadir. ikinci mekanizma ise NF-xB modiilasyonu, NO modiilasyonu ve
COX-2 ifadesinde azalmadan dolay1 anti-enflamatuvar ve anti-apoptotik mekanizmalardir
(43).

Calismamizda silimarin TOS ve OSI’yi sirasiyla %63 ve %49 oraninda azaltmistir. Bu
etkisini, kuvvetli bir ROS siipiiriici 6zelliginden (41) ve karaciger metabolizmasini
giiclendiren hepatoprotektif bir madde (41, 43, 44) olusundan kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

Altaei (2012), koroner arter bypass grafting (CABPG) ameliyat: sirasinda silimarin
uygulandigini ve TAS ve MDA diizeylerinin azalip GSH diizeyinin arttigin1 bildirmistir ve bu
uygulamanin CABPG ameliyati geciren hastalar1 [-R hasarindan ve enflamasyondan

koruyacagini belirtmektedir (90).

Hou ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada silimarinin i-R indiiklii beyin hasarina kars1
koruyucu oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar silimarinin bu etkisini NF-xB ve STAT-1

aktivasyonunu bozarak gosterdigini diigiinmektedirler (91).

Siganlarda abdominal aortaya travmatik olmayan bir mikrovaskiiler klemp konularak
olusturdugumuz bu I-R deney modelinde, pek ¢ok ¢alismada antioksidan 6zelligi kanitlanan
timokinon silimarin ve curcuminin deneyimizde de bu 6zelligini gosterdigini diistinmekteyiz.
Tedavi edici 3 ajan karsilagtirildiginda silimarinin etkisi goze ¢arpmaktadir. Silimarinin bu
etkisinde ¢oziicli olarak kullanilan DMSO’nun hem prooksidan hem antioksidan olarak ¢ift
yonlii karakterli olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Azalan TOS ve OSI’nin yaninda

TAS’1n da azalmasi bu fikrimizi desteklemektedir.

Gastroknemius kas dokusunda tiim gruplarda hi¢ bir histopatolojik degisim meydana

gelmemistir. Daha once yapilan bir¢cok ¢alisma mevcut olmasina karsin ¢alismamizda boyle
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bir degisiklik olmamasinin nedenini, iskemi ve reperfiizyon siirelerinden ve gastroknemius
kas dokusunun I-R hasarma karsi duyarli olmayisindan kaynaklandigim diisiinmekteyiz.
Kumar ve ark (2004) Hiicre oliimiiniin, tam iskemiden 10-12 saat sonrasina kadar 1sik
mikroskobu ile goriilmeyecegini bildirmislerdir(10). Bu durum hig bir histopatolojik degisim
olmamasiin iskemi ve reperfiizyon siirelerinin diisiik olmasindan kaynaklanmasi fikrini

destekler niteliktedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sicanlarda abdominal aorttaya travmatik olmayan bir mikrovaskiiler klemp konularak

olusturdugumuz IR deney modelinde elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde;

Siganlarda klemp ile abdominal aortta olusturdugumuz deneysel iR sonucu oksidatif
stres olusmakta ve buda lokal hasar olusturmaktadir. Bunun {izerine Timokinon, silimarin ve
curcumin verildiginde biyokimyasal olarak antioksidan dzelligi ile IR hasarinda her birinin

koruyucu 6zellik gosterdigi diisiincesindeyiz

Kalp Damar cerrahisi operasyonlarda pratikte kullanilan klemp uygulamasi iskemi
altindaki doku ve reperfiizyondan sonra meydana gelen IR nedeniyle uzak doku ve organlarda
oksidatif stresten dolay1 etkilenmektedir. Timokinon, silimarin ve curcumin ile yapilan diger
bilimsel ¢alismalarda ve yaptigimiz hayvan deneyinde de antioksidan 6zelligi ile bu etkiyi

azalttig1 goriilmektedir.

Ayrica ¢alismamiza ekleyecegimiz birkag degisik kategorinin timokinon, silimarin ve
curcuminin antioksidan ve histopatolojik hasar1 dnleyici 6zellikleri hakkinda bize daha detayli

ve faydali bilgiler verecegini diisiinmekteyiz.

Diisiindiiglimiiz bu yontemlerden ilki, intraperitonal uygulama yam sira terapotik
ajanlar1 oral formda da denemek. Oral yolla uygulanan ajanlarin i.p. yolla uygulanan ajanlara

gore degisiklik farki bize uygun uygulama yontemi hakkinda fikir verecegini diistinmekteyiz.

Yine calismamiza kalpte iskemi hasarin1 gosteren kreatinin fosfokinaz, kreatinin kinaz
MB gibi ekleyecegimiz birka¢ biyokimyasal parametre ile bu ajanlarin histopatolojik hasari

engellemedeki etkinligi hakkinda 6nemli bilimsel veriler verecegi diisiincesindeyiz.

Sonug¢ olarak; yaptigimiz g¢alismada uygulanan ajanlarin antioksidan ozellikleri ile

iskemi reperfiizyona bagli gelisen IR hasarii anlamli sekilde azalttig1 goriilmiistiir.

Klinikte meydana gelen oksidatif stres endekslerini ve hiicre hasarlarini timokinon,
silimarin ve curcuminin ayrt ayr1 klinik alanlarda kullanilmasiyla tedavi edilebilinecegi
kanaatindeyiz. Ancak bu maddelerin klinik tedavide kullanilabilmesi igin gelecekte yapilacak

daha kapsamli bilimsel preklinik ve klinik ¢calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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