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OZET

AMANTADININ RATLARDA ALT EKSTREMITE
ISKEMIi/REPERFUZYON HASARINDAN SONRA AKCiGER DOKUSU
UZERINDEKI ETKILERI

Iskemi/reperfiizyon  hasari, abdominal aort cerrahisinin  potansiyel bir
komplikasyonudur. N-Metil D-Aspartat (NMDA) antagonistlerinin ¢esitli doku ve
organlarda, iskemi/reperfiizyon hasarina karsi koruyucu oldugu bilinmektedir. Biz bu
calismada, bir NMDA antagonisti olan amantadinin ratlarda alt ekstremite
iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasinda akciger dokusu iizerindeki etkilerinin

arastirilmasini amagcladik.

Etik kurul onay1 alindiktan sonra, agirliklart 250-330 g. arasinda degisen toplam 24
adet Wistar cinsi rat rastgele 4 gruba ayrildi. Gruplar; Sham grubu (Grup S, n=6),
Amantadin grubu (Grup A, n=6), iskemi/reperfiizyon grubu (Grup I/R, n=6) ve
iskemi/reperfiizyon+amantadin grubu (Grup i/R-A, n=6) olarak belirlendi. Tiim
gruplara orta abdominal insizyon uygulandi. Grup /R ve I/R-A’daki ratlarin
infrarenal diizeyde abdominal aortasi 120 dk klempe edildi ve daha sonra klemp
kaldirilarak 120 dk reperfiize edildi. Grup I/R-A’daki ratlara iskemiden 15 dk dnce
45 mg/kg amantadin hidrokloriir (HCI) intraperitoneal olarak uygulandi. Grup
A’daki ratlara da orta abdominal insizyon Oncesi 45 mg/kg amantadin HCI
intraperitoneal olarak uygulandi. Deneyin sonunda ratlar sakrifiye edilerek akciger
doku ornekleri alindi. Akciger dokusunda, katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz
(GST), siiperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve diizeyleri ¢alisildi.

Ayrica akciger dokusu histopatolojik olarak incelendi.

CAT diizeyleri Grup I/R-A’da Grup S, Grup A ve Grup I/R’ye gore diisiiktii. GST
diizeylerinin Grup I/R ve Grup A’da Grup S’ye gore azalmis oldugu, Grup I/R-A’da
ise GST diizeylerinin Grup I/R’ye gére artmis oldugu saptandi. SOD diizeyleri Grup
[/R’de Grup S’ye gére yiiksekti. Grup I/R-A’da ve Grup A’da Grup S’ye ve Grup
I/R’ye gore SOD diizeylerinin azalmis oldugu saptandi. MDA diizeylerinin Grup I/R



ve Grup A’da Grup S ve Grup IR-A’ya gore artmis oldugu, Grup I/R-A’da ise Grup
S’ye gore azalmis oldugu saptandi. Ancak enzim diizeyleri agisindan higbir grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05). Histopatolojik
incelemede; Grup S’de infiltrasyon skoru Grup I/R ve Grup I/R-A’ya gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiiktii (p=0,009, 0,011, sirasiyla). Grup
[/R’de alveol duvar kalinlagmasi skoru Grup S ve Grup A’ya gore istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,001, 0,001, sirasiyla).

Bu calismada, denek sayisinin azligindan dolayr akciger dokusu biyokimyasal
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulamasak da akciger dokusunun
histopatolojik olarak I/R hasarindan etkilenmis oldugunu ve bu hasarin amantadin
kullanimiyla geri dondiiriilebildigini gézlemledik. Amantadinle ile ilgili I/R hasarina
bagli uzak organ hasari ¢aligmalarinin sayis1 yetersiz olup bu konuyla ilgili daha ¢ok

calismaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: iskemi/reperfiizyon, amantadin, alt ekstremite, akciger dokusu

Xi



ABSTRACT

EFFECTS OF AMANTADINE ON LUNG TISSUE OF RATS AFTER
LOWER EXTREMITY ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY

Ischemia/reperfusion injury is one of the potential complication of abdominal aort
surgery. It is known that N-Methyl D-Aspartate (NMDA) antagonists protect against
ischemia/reperfusion injury in various tissues and organs. In this study we aimed to
investigate the effect of amantadine, an NMDA antagonist, on lung tissue of rats

after lower extremity ischemia/reperfusion injury.

Following obtaining ethical committee approval, 24 Wistar species rats weighing
between 250-330 g. had been separated into 4 groups randomly. Groups were
defined as group Sham (Group S, n=6), Group Amantadine (Group A, n=6),
ischemia/reperfusion group (Group I/R, n=6) and ischemia/reperfusion+amantadine
group (Group I/R-A, n=6). All groups were undergone midline abdominal incision.
Abdominal aortas of rats in Group I/R and I/R-A were clamped at infrarenal level for
120 min than reperfused for 120 min after removal of clamps. 15 min before
ischemia, amantadine hydrochloride (HCI) 45 mg/kg was administered
intraperitoneally to the rats of Group I/R-A. Amantadine HCI 45 mg/kg was also
administered intraperitoneally to the rats of Group A prior to abdominal incision. In
the end of the experiment, the rats were sacrificed, and their lung tissues were
obtained. The levels of catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), superoxide
dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA) and in lung tissue were studied.

Additionally, lung tissues were examined histopathologically.

CAT levels were lower in Group I/R-A comparing to Groups S, A and I/R. GST
levels were lower in Groups I/R and A comparing to Group S. Also GST levels were
found higher in Group I/R-A than Group I/R. SOD levels were higher in Group I/R
comparing to Group S. It was assessed that SOD levels were lower in Groups I/R-A
and A comparing to Groups S and I/R. MDA levels were higher in Group I/R and

Xii



Group A comparing to Group I/R-A, and were lower in Group I/R-A comparing to
Group S. However there was no statistically significant difference of enzyme levels
between any group (p>0,05). According to histopathologic examination, infiltration
score of Group S was statistically significantly lower than Groups I/R and I/R-A
(p=0,009, 0,011, respectively). The alveoli wall thickening score of Group I/R was
found statistically significantly higher than Group S and Group A (p=0,001, 0,001,

respectively).

In this study, we assessed that the lung tissues were affected from I/R damage
histopathologically and this damage could be reversed with the usage of amantadine
despite we couldn’t find any statistically significant difference between lung tissue
biochemical levels due to insufficiency of subject count. The numbers of studies
about amantadine and I/R injury end organ injury is insufficient and there is need of

more studies.

Keywords: Ischemia/reperfusion, amantadine, lower extremity, lung tissue
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1.GIRiS
Iskelet kas hasari, abdominal aort cerrahisinin potansiyel bir komplikasyonudur.
Iskemi sirasinda, kas hiicreleri membran biitiinliiklerini muhafaza edemezler, bu da
fosfolipid A2 ve ¢oklu doymamis yag asitleri ile yag asidi radikalleri olusumuna
neden oldugu gibi kalsiyum (Ca*?) salinimma da neden olur. Iskeminin bu evresinde
tekrar oksijenizasyon gergeklesirse, yag asidi radikalleri oksijen (O2) ile tepkimeye
girer ve lipid peroksidasyon reaksiyonu meydana gelir. Bu reaksiyon membran
gecirgenligini arttirir ve aktive edildiginde oksijen tiirevi serbest radikalleri ve
proteolitik enzim salmimina neden olan I6kositlerin kemotaksisini uyarir.
Iskemi/reperfiizyondan (i/R) sonra sistemik inflamatuar yanit hem lokal hem de uzak
organ hasarlarina neden olur. Akciger hasari, cerrahi islemlere bagli gegici aort
okliizyonunu takiben gelisen alt ekstremite I/R’nin neden oldugu en énemli uzak

organ hasaridir.

Amantadin, bir N-Metil D-Aspartat (NMDA) reseptor antagonisti ajandir. Beyin
hasarlarinda koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Ancak amantadinin oksidan ve

antioksidanlari nasil etkiledigine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda; amantadinin, ratlarda olusturulan alt ekstremite I/R hasarmdan sonra
akciger dokusundaki; katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz (GST), siiperoksit
dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA), seviyelerine etkisi ve akciger dokusundaki

histopatolojik etkileri arastirilacaktir.

Hastalarda her istenildigi zaman alt ekstremite I/R durumu olusturulamadigindan bu

arastirma konusunun hayvanlarda arastirilmasi tercih edilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 iskemi

Iskemi, arteriyel veya vendz kan akimimin azalmasma ya da tamamen kesilmsine
bagli olarak organlarin ve dokularin yetersiz perfiizyonu oksijenden yoksun
kalmasidir. Iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hiicre Sliimiine yol agmaktadir. Iskemik donemde hiicrede
birtakim metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya gelen kan
akimimin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir, adenozin trifosfat
(ATP) ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir (Jennings and Reimer
1991). Hiicrede enerji depolarinin tilkenmesi ile hiicre zarinda bulunan sodyum-
potasyum ATPaz (Na'-K* ATPaz) pompasi inhibe olur. Bunun sonucunda hiicre
icerisinde Na* ve Ca*? iyon konsantrasyonlari artar (Green et al. 1989). Ca*2 birikimi
hiicre igin sitotoksiktir (Orrenius et al. 1992). iskemik dénemde hiicre igerisinde iyon
konsantrasyonlarinin degisimi sonucunda proinflamatuar sitokinlerin ve 16kosit
adezyon molekiillerinin yapiminda artis; buna karsilik antiinflamatuar sitokinlerin ve
antioksidan enzimlerin yapiminda azalma meydana gelir. Bu olaylar hiicreyi daha da
hassas hale getirir. Iskemi déneminde ATP iiretimi durdugu halde tiiketimi devam
ettigi igin ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin,
hiicre disina difiize olur, inozin ve hipoksantine pargalanir. Dolayisiyla iskemi
sonucu ATP yikimi, ksantin ve hipoksantin gibi metabolitlerin birikimine, ksantin
dehidrogenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine neden olur. Normal
sartlarda hipoksantin {irik asite metabolize olur ve bu olayda elektron alicis1 olarak
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD¥) kullanilir. Ancak iskemi nedeniyle
KDH->KOQO’ya doniistiigiinden hipoksantinin {irik aside doniisimii KO tarafindan
gerceklestirilir ve bu olayda elektron alicisi olarak molekiiler Oz kullanilir (Parks et
al. 1988).

Dokularin iskemiye dayanabilirlikleri ve kritik iskemi siireleri birbirinden farklidir.
Iskelet kaslar1 iskemiye uzun siire dayanabilmesine ragmen sinir hiicrelerinde

dakikalar icerisinde geri doniisiimsiiz hasarlar meydana gelebilir (Grace 1994, Lin



and Calvano 1999, Semenza 2000, Girotti 1998). Bununla birlikte deri ve kemik
dokular1 iskemiye iskelet kasi ve intestinal mukozaya gore daha dayaniklidir. Kritik
iskemi stiresi, dokunun iskemiyi tolere edebildigi ve canliligini siirdiirebildigi
maksimum siiredir. Bu siire doku tiirline, organa ve sicakliga bagl olarak degisiklik
gosterebilir (Gillani et al. 2012). Bu siire yaklasik olarak; karaciger ve bobrekte 10-
15 dakika (dk), iskelet kasinda 2,5 saat, beyinde 5 dk civarindadir. Bu siirenin
uzamasi biiyiik noronal 6liimlere ve enfarktiise neden olur. Kritik iskemi siiresinin
asilmasindan sonra gerceklesen reperfiizyon endotelyal ve parenkimal hasar ile

sonuglanir (Tapuria et al. 2008).

Ksantin Dehidrogenaz

Hipoksantin + NAD* + H20 Ksantin + NADH + H*

Ksantin + NAD* + H20» > Urik asit + NADH + H*

Ksantin Oksidaz

Hipoksantin + H.O, + 20, Ksantin + O2*" + H202

Ksantin + H2O» + 30, Urik asit + 02* + H20>




2.2 Reperfiizyon

Iskemik dokuya, hem hiicrelerin kendini yenilemesi hem de biriken toksik
maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Fakat, iskemik
dokunun reperfiizyonu dokuda yalnizca iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi
bir hasara neden olur (Zimmerman and Granger 1992). Reperflizyon déneminde
goriilen hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile olusan serbest oksijen
radikalleri (SOR) basta olmak iizere birgok mekanizma rol oynamaktadir. Siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali en iyi bilinen SOR tiirleridir. Bu
tirlerin olusumunda difosfoniikleotid (NADPH) sistemi ve KO sistemi 6nemli rol
oynamaktadir. Reperfliizyon hasarina en hassas yapilar; zar lipidleri, proteinler,
niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asitlerdir (Wilhelm 1990).

Reperfiizyon ile dokularda iskemik durumdan ¢ok daha agir bir hasar olugmaktadir.
Hasar tetikleyen en Onemli faktoriin endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu
diisiiniilmektedir (Semenza 2000, Girotti 1998). iskemi sonrasinda, iskemik
dokudaki serbest radikallerin en Onemli kaynagi KO enzimidir. Bu enzim
“dehidrogenaz” ve “oksidaz” aktivitesine sahip iki sekilde bulunur. Calismalarda
iskemi sirasinda, KDH enziminin Ca*? aracili bir proteaz katalizérliigiinde KO’ya
dontigiimii; intestinal dokuda 10 saniye, kalp kasinda 8 dk, karaciger, dalak, bobrek
ve akcigerde 30 dk siirmektedir. Bu da degisik dokularin I/R hasarina neden farkli
oranlarda yanit verdigi konusunda tanimlayict olmaktadir. Ayrica hipoksantin ve
ksantin oksidasyonu da serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir (Grace 1994,
Terzi ve ark. 2000, Ertan ve ark. 2001).

2.3 Iskemi/reperfiizyon hasari

Iskemi/reperfiizyon hasari; yetersiz O2 sunumu ile baglayan, nétrofil ve SORlerin rol
oynadigi steril inflamatuar yanitla devam eden patolojik bir durumdur (Dammers et
al. 2001, Alizan et al. 2006, Tokito and Silva 2005, Duru ve ark. 2005). Dokuya
giden kan akimi kesildiginde hiicresel fonksiyon bozukluguna sebep olan birbirini
takip eden kimyasal olaylar baslar. Normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in normal
kosullarda Oz bagimli yol kullanilir. Oz yoklugunda ise anaerobik metabolizma yolu

aktiflenir ve laktik asit birikimi artar. Asidoz sonucunda normal enzim aktiviteleri



degisir, yiikksek enerji baglar1 parcalanir ve hiicre canliligini siirdiirebilmek igin
gerekli enerjisini vyitirir (Alizan et al. 2006, Arasa ve Dilsizian 2007, Collard and
Gelman 2001, Schoenberg and Beger 1993). Organizmanin iskemiye verdigi cevap,
hiicre tiiriine ve iskemi siiresine gore degisir. Insan kas hiicresinde hiicresel
fonksiyon bozukluklarin bagladig iskemi siiresi yaklasik 2 saat iken, ince barsakta
bu siire yaklagik 30 dk’dir. Fizyolojik ve anatomik caligmalarda kas dokusunda 3
saatlik iskemi sonrasi geri doniisiimsiiz hiicresel hasarin basladig1 ve yaklasik olarak
6. saatte neredeyse tamamlandig1 gosterilmistir (Sekil 1) (Alizan et al. 2006, Arasa
ve Dilsizian 2007). Iskemik alanin genisligi ve siiresi iskemik hasarmn derecesini
belirleyen en onemli faktorlerdir. Iskemik dokuya tekrar kan akimi saglanmasiyla
enerji saglanir, hasar goren hiicre tamir edilir ve toksik maddeler ortamdan
uzaklastirilir. Reperfiizyon, iskemik hasarin geri donebilmesi i¢in gereklidir fakat
aym zamanda tehlikeli sonuglara da yol agcabilir. leri derecede bolgesel doku
hasarina neden olurken toksik metabolitler de sistemik dolasima gecerek sistemik
hasara neden olabilirler. I/R’nin neden oldugu doku hasarmm biiyiik &lgiide
reperfiizyon déoneminde olustugu ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Alizan
et al. 2006, Blaisdell 2002, Schlag et al. 2001). Hasarlanmaya neden olan doku
perflizyonundaki bozulma, damar gegirgenliginde artis ve buna bagli olarak gelisen
doku odemiyle iliskilidir. Damar endotelini koruyan ve endotel fonksiyonlarini
bozacak patolojik siirecleri hafifleten ajanlar ve yaklagimlar hasarlanmaya karsi
koruyucu etkinlik gostermislerdir (Arasa ve Dilsizian 2007, Collard and Gelman
2001, Schoenberg and Beger 1993).



Iskemi

Trombosit aktivasyonu Metabolizma deqisikligi

(Tromboz + vazokonstriksiyon) + (ATP kaybr)
Doku hasari
+
Reperfiizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
17 Serbest radikaller i
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endaotel hiicre hasar
v v v v v v v
Membran butanluginin Notrofil birikmesi NO L Adhezyon Kompleman PGI, 1 Sitokinler
SrmrEe molekiilleri  aktivasyonu TXA, T L1 7T
v v LB, T 6T
Fagositoz Lokosit tikaci l i l l
v v i
02 radikali « Iskemi Vazokonstriksiyon, trombaosit agregasyonu, natrofil kemotaksisi

\d \d ‘

Artmis doku hasan 4

Sekil 1. iskemi/reperfiizyon hasar1 (Sener ve ark. 2007)

Klinik ¢aligmalarda vaskiiler kan akiminin yeniden saglanmasiyla birlikte, iskemik
organa kan akimimin tam olarak saglanamadigi gosterilmistir. Bu perfiizyon
probleminin altinda yatan mekanizmalar tam olarak gosterilememistir. Bu duruma,
damar liimeninde trombosit-16kosit birikimi, interstisyel sivi birikimi (6dem),
endotelyal vazorelaksanlarin [nitrik oksit (NO), prostasiklinler] azalmasi ve sonug
olarak mekanik olarak kan akimi azalmasimin neden oldugu ileri siiriilmektedir. Bu
durum Kklinikte infarkt sahasinda artma, transplant greftinin reddi, postoperatif
donemde organ yetersizliginde artis ile karsimiza ¢ikar. S6z konusu bu olay "no-
reflow fenomeni" olarak adlandirilir. Bu fenomene neden olarak siklikla 16kosit
adezyonu iizerinde durulmaktadir. Ornek olarak; iskemi sonras1 dokuda tekrar kan
akimi olusmayan kapillerlerin sayisi ile buraya infiltre olan 16kosit sayist arasinda
giiclii bir iliski vardir. Yapilan ¢alismalarda nétrofillerin baskilanmasi ile miyokard,
beyin ve iskelet kasinda bu olusumun azaltilabildigi gosterilmistir. Bununla birlikte
SOR olusumu o6nlendiginde, kapiller akimin onarildigi ve 16kosit/endotel hiicre
adezyonunun engellendigi de birgok ¢alisma ile gosterilmistir (Gute et al. 1998,
Collard and Gelman 2001, Korthuis et al. 1988).



2.4 Iskemi/Reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisi

Iskemi sirasinda hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve ilk basamakta
mitokondrilerce gerceklestirilen oksidatif fosforilasyon yolu ile iiretilen ATP sentezi
durur. ATP, hiicrelerin kullandig: acil enerji kaynagidir. Ayrica ATP hiicre zarindan
gecemedigi i¢in hiicre disina ¢ikamaz. Suda ¢6ziindiigii i¢in depolanamaz.

Hiicre i¢inde ATP iki yolla tiretilir:

1. Glikoliz yolu: Anaerobik ortamda glukozun piriivat lizerinden laktat dehidrogenaz
(LDH) enzimi ile laktik aside yikilmasi olayidir. Glukozdan bu sekilde 2 ATP’lik
enerji saglanir. Glikolizin amaci, organizmaya gerekli kimyasal enerjiyi O3 ihtiyaci
duymaksizin kisa yoldan saglamaktir. Glikolizde, bir glukoz molekiilii i¢in edinilen
toplam enerji, glukozun oksidasyonu yoluyla elde edilen enerjiye gore ¢ok daha
azdir. Ancak O2’nin yetersiz oldugu durumlarda dokularin ihtiyaci olan enerjiyi bu
yoldan elde edebilmeleri agisindan ¢ok onemlidir. iskemide, hiicreler tarafindan
kullanilan glukozun %80-90’1 sitoplazmada anaerobik olarak glikoliz yoluyla
kullanilir (Kumar et al. 2000).

2. Oksidatif fosforilasyon: Buna aerobik glikoliz de denilir. Anaerobik glikoliz

yoluyla olusan piriivat ve laktat daha sonra mitokondriye tasinir. Burada aerobik
glikoliz yoluyla yikilmaya baslar. Anaerobik glikolizde, piriivat, yag asitlerinin
yikilmasi sonucu olusan Asetil-CoA’lar ve pek ¢ok aminoasit Krebs dongiisiine girip
yikilirlar ve organizmanin kullanilabilir enerjisi olan ATP’yi olustururlar. Bu yolla
36-38 ATP elde edilir. Krebs dongiisii mitokondrilerde ger¢eklesir. Glukozun Oz ile
yakilmasi1 sonucu olusan lirtinler 6 COz2, 6 H20, 38 ATP ve ortama serbestlesen 1s1y1
saglayan enerjidir. Anaerobik glikoliz ile olusan laktat ve piriivat, glikolizin bir
sonraki evrelerine aktarilamadiginda hiicre icinde birikirler. Aerobik glikoliz
kesinlikle O2’1li ortamda, Oz kullanarak gergeklesir. Mitokondrilerdeki O yetersiz ise
aerobik glikoliz gerceklesemez. Dolayisiyla glukozdan enerji saglanmasi aerobik
glikoliz basamaginda duraksar. Bu durum hiicre ve organizma i¢in istenmeyen bazi
olumsuz sonuglar dogurur. Glukoz tam olarak yikilamaz, bununla birlikte elde edilen
ATP miktar1 azalir. Aerobik glikoliz yolu durunca hiicre biiyilkk oranda ATP
kaybeder, clinkli glukoz sadece piriivata kadar yikilabilmis, yani 38 ATP yerine
sadece 2 ATP iiretilebilmistir. Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 uyarilan glikolitik

yol, ortamda sitrat, laktat, nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) birikimi ve doku



asidozunun olusmasi ile durur. Iskemik dokuda bulunan O ise oksidatif
fosforilasyonu devam ettirebilmek i¢in yetersiz kalir ve glikoliz sonucu olusan
piruvatin laktata doniisiimii gerceklesir. Boylece glikojenden ATP olusumu ile hiicre
enerji kaynaklart korunur. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi sonucu
olusan inorganik fosfat birikimine neden olur. Sonug olarakta hiicre i¢i pH diiser ve
buna bagli olarak asidoz gelisir (Kumar et al. 2000).

ATP kayb1 intraseliiler ¢cok sayida ve birbiriyle iliskili sistemi ayni anda etkiler.
Bunlar;

e Na'™-K* ATPaz pompasimin bozulmasi: Fizyolojik kosullarda hiicreden 3
Na" iyonunun ekstraseliiler ortama, 2 K" iyonunun intraseliiller ortama
iletilmesi islemi bir ATP molekiiliiniin adenozin difosfat (ADP)'ye
yikilmastyla metabolik enerjinin harcanmasini gerektirmektedir. Ozellikle
hiicrede ATP aktivitesinin azalmasi membranda aktif Na* pompasinin
yetersizligine yol acarak intraseliiler Na* artisi ve hiicreden K* disari
atilimina neden olur. Solid materyalin birikimine izoozmotik su birikimi eslik
eder ve akut hiicresel sisme olusur (Kumar et al. 2000).

e Intraseliiler asidoz olusumu ve buna bagh olarak pH’nin diismesi: Doku
O: diizeylerindeki azalma laktat birikimine neden olur ve doku pH’s1 diiser.

e Intraseliiler ortamda Ca*2 birikimi: Fizyolojik kosullarda sitozolik serbest
Ca'? ekstraseliiler diizeyi ile karsilastirildiginda, intraseliiler diizeyi diisiik
seviyelerde bulunur ve bunun da c¢ogunlugu mitokondri ve endoplazmik
retikulum i¢inde tutulur. Bu denge membran Ca*? ATPaz pompas! tarafindan
diizenlenir. Iskemi veya toksinler erken dénemde sitozolik Ca*? seviyelerinde
artts olusturur, bu durum mitokondri ve endoplazmik retikulumdan Ca*?
salinimi ve plazma membranindan Ca*? gecisi ile iliskilidir. Hiicrede Ca*?
artist membran gegirgenliginde spesifik olmayan artisla desteklenir. Artmis
Ca*? ¢ok sayida enzimin aktivasyonuna yol agar. Bunlar; fosfolipaz
(membran hasarini baglatir), proteaz (membran ve hiicre iskeleti proteinlerini
pargalar), ATPaz (ATP’nin azalmasini hizlandirir) ve endoniikleaz (kromatin
pargalanmasi ile birliktedir) dir (Y1ildar 2008).

e Piirin metobolitlerinin birikimi: Iskemi zamam uzadikga ATP yikim

baglar, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitleri birikimi



sekillenir. Hipoksi ve intraseliiler Ca*? artist aym1 zamanda KDH, KO
aktivasyonuna yol agar. KDH’ nin, KO’ya aktivasyonu Ca*? bagimli proteaz
katalizorliigiinde gergeklesir. Iskemi sirasinda bu proteazlar aktivasyonu;
timor nekrozis faktor-oa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-3 (IL-3),
nétrofillerden salinan elastaz ve kompleman sistem aktivasyonu tarafindan
gergeklestirilmektedir. Bu arada endotelde bazi proinflamatuar {iriinlerin
(16kosit adhezyon molekiilleri ve sitokinler) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin,
tromboksan A2) yapimi artarken, diger bazi koruyucu iriinlerin (yapisal NO
sentetaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlarin (prostosiklin, NO) yapimi
baskilanir (Davies et al. 1999). Boylece iskemi, daha sonraki reperfiizyon
doneminde doku zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir durumu
baglatir (Yildar 2008).

Iskemi/reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktdrler ileri

stiriilmistiir. Bunlarin birbirleriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve hiimoral olaylar

serisidir (Homer-Vanniasinkam et al. 1997, Monsinjon et al. 2001).
Ozellikle;

- Serbest oksijen radikalleri

- Polimorf niiveli 16kositler (PMNL)

- Kompleman sistemi

-Endotel hiicreleri olmak tizere baslica dort faktér hasarin nedenleri

arasinda yer almaktadir.

2.4.1 Serbest Radikaller

Serbest radikal, eslenmemis elektron igeren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekiil
stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron

kayb1 onu reaktif hale getirir (Acworth and Bailey 1997).



Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla karsi karsiyadir. Atmosferin
%21’ini teskil eden O2’nin aerobik organizmanin yasami i¢in gerekliligi
kaginilmazdir. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere Kkarsi
organizmanin savunmasi sirasinda da belirli oranda olusur ve i¢sel mekanizmalarla
organizmaya olabilecek zararli etkileri 6nlenir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest
radikallerin endojen kaynaklart Oz, NO, uyarilmis notrofil, mitokondriyal elektron
transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak
sayilabilir. Solunan O2’nin %95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji
olusumunda kullanilirken, yaklasik %5’1 de son yoriingelerinde ortaklanmamis
elektron igerir ve bu 6zellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere doniismektedir
(Reiter 1995).

Stiperoksit radikali, O2 molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest radikal
hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile
birlikte artan SOD araciligi ile hidrojen peroksit (H202)’e indirgenir. H20:
eslenmemis elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir (Davies et al. 1995).

0, —> O
207" + 2H" SO0 o H202+ 02
Hidrojen peroksitin hiicre icinde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.

1) H2O2, CAT veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan toksik olmayan

irtinlere doniistir:

a- 2H20: CAT = 2H,0 + Oz
b- H20, + 2GSH GSH-Px 2H,0 + GSSG
c- GSSG + NADPH + H* GSH-rediiktaz . NADP* + 2GSH

2) H2O2 gecis metallerinin varliginda toksik hidroksil (OH®) radikaline doniisiir:

Fenton reaksiyonu;
H>0> Fe+2----Fe+3; OH*

OH?® radikali oldukca reaktif ve toksik bir radikaldir. OH® radikali biiyiik molekiil

yapis1 ve elektronegativitesi nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi
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makromolekiillerle reaksiyona girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur.
Makromolekiiller hiicrelerde kisitl miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda olusan
hasar olduk¢a 6nemlidir. In vivo herhangi bir OH® radikal siipiiriiciisiiniin etkili
olabilmesi i¢in mevcut hedef molekiillerin énemli bir boliimiinii kapsayacak kadar
yiiksek konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle OH® radikalinin olusumunun

onlenmesi, bu radikalin yok edilmesinden daha etkilidir (Reiter et al. 2001).

Hiicresel hasar olusumunda 6zellikle ¢ tip reaksiyon onem tasimaktadir (Davies et

al. 1995, Schiller et al. 1991);

1. Lipid Peroksidasyonu: SOR’ler, plazma ve organel membranlarinda lipid
peroksidasyonuna neden olurlar. OH® radikali membran lipidleri ile ¢ift bag yapar ve
boylece lipid-radikal etkilesimi ile zincirleme reaksiyon sonucu birgok lipid
peroksidasyon iiriini (MDA gibi) olusur. Eritrosit membranlarinin, lipozomal
membranlarin okside olmasi ile bu yapilarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisir.
Membranin iyon gecirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur. Sonug olarak;

membran, organel ve hiicre hasar1 meydana gelir.

2.Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: SOR’ler, aminoasit yan zincirlerinin
oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olusmasina yol agarlar.
Bununla birlikte protein yapisinda, ana zinciri okside ederek proteinlerin
parcalanmasina neden olurlar. Sonug olarak; hiicrede fonksiyonel a¢idan énemli olan

enzimlerde bozulmalar meydana gelir.

3.DNA hasari: SOR’ler, niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona
girerek tek zincir kirilmalart olusturur. Sonu¢ olarak, hiicrelerin enerji
kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre 6liimii olur. Reoksidasyon sirasinda allopurinol
(KO inhibitéril), SOD veya CAT uygulamasmin endotel hiicre hasarini onledigi
gosterilmistir (Davies et al. 1995, Schiller et al. 1991).
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2.4.2 Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Reperfiizyon hasarini onlemeye yonelik antindtrofil serumlarla ya da 16kosit
adhezyon molekiillerine karst monoklonal antikorlarla yapilan c¢alismalar,
reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica notrofillerin sorumlu
oldugunu gostermistir (Lopez-Neblina et al. 1996). I/R ile 16kosit aktivasyonu,
kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre adhezyonu meydana gelir (Frangogiannis 2007).
Diger taraftan, PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de sahiptir. /R
hasarinda PMNL’nin rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri siiriilmiistiir (Eltzschig
and Collard 2004). Bunlar; 1) Mikrovaskiiler okliizyon; 2) SOR salinmasi 3)
Sitotoksik enzim salinmasi 4) Vaskiiler permeabilite artis1 ve 5) Sitokin salinmasinda

artistir.

Polimorf niiveli 16kositlerin aktivasyon ve migrasyonlari endotel hiicrelerinde ve
l6kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligiyla olur. Selektinler olarak
bilinen adhezyon molekiillerinin L, P ve E selektin olmak iizere bilinen {i¢ liyesi
vardir. I/R, endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttirir. Bu molekiil, PMNL’lerde
bulunan P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek disiik
afiniteli 16kosit endotel baglantisi1 olusturur (18kosit rolling). ikinci asamada,
16kosit beta2 integrinler (CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile endoteldeki interseliiler
adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) arasindaki etkilesim sonucunda l6kosit adhezyonu
ve agregasyonu gelisir. Uglincii asama ile, trombosit-endotel hiicresi adhezyon
molekiilii 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim ile 16kosit
transmigrasyonu gerceklesir. Aktive 16kositler damar disina ulasinca hasar bolgesine

dogru go¢ etmeye baslarlar (Woodfin et al. 2007).

Notrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢in gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve
IL-1, I6kotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktdr (PAF) ve prostaglandin
(PG) tiirleri vardir. Aktif 16kositler niikleer transkripsiyon faktorlerinin (NF-kB)
aktivasyonuna ve TNF-a sentezine yol acar (Frangogiannis 2007). Lokositlerin
irettigi serbest radikallerle etkilesen bu maddeler, mast hiicrelerinden selektin ve
ICAM gibi adhezyon molekiillerini mobilize eden inflamatuvar mediyatorlerin
salinmasini uyarirlar. Aktif nétrofiller saliverdikleri maddelerle yol agtiklari hasarin

yan1 sira, damar i¢inde olusturduklart hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif
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trombositlerle birlikte damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da
neden olurlar. Yapilan son c¢alismalarda; notrofillerin aktivasyon ve dokuya
infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir

korelasyon oldugu bulunmustur.

Dokuda aktive lokositlerin baglattigi yanit su mekanizmalar ile gergeklestirilir

(Schoenberg and Beger 1993, Weight et al. 1996);

- Fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri (PG’ler ve
l6kotrienler) tiretilir.
- Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir.

- SOR iiretimi gerceklesir.

Bu iiriinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin giiglii aracilaridir ve basglangictaki
inflamatuvar uyaranin etkisini gii¢lendirirler. Bazi durumlarda lizozomal enzimler
hiicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya yogunlugunu
azaltmaya yonelik bu inflamatuvar yanit sonucu, mikrovaskiiler permeabilite artisi,
O0dem, tromboz ve parankim hiicre oliimii de gerceklesir. Gorevini tamamlayan
16kositler apoptotik hiicre Oliimiine ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla lenfatik
dolasim yoluyla ortamdan uzaklastirilirlar (Zimmerman and Granger 1992,
Schoenberg and Beger 1993).

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerlerde l6kosit tikaglarinin olusmasma ve sivi filtrasyonunun
artmasina, post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar digina sizmasina ve
boylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperfiizyonun
baslangi¢ doneminde, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel
hiicrelerinden fazla miktarda O2 olusurken, NO olusumu ise azalir. Siiperoksit
radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden PAF, TNF-a
gibi inflamatuvar mediyatdrlerin salinmasina ve 16kosit-endotel hiicre adhezyonuna
aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin artmasina neden olur (Weight

et al. 1996, Chatterjee 2007).

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda énemli bir kaynak olan nétrofiller

azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz
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enzimlerini igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli roller iistlenir;
aktive notrofillerde KO’nun artmasi ile SOR’nin salinmasi “solunum patlamasi”
olaymi meydana getirir. Iskemi sonras1 reperfiizyonun baslamas ile birlikte, dokuya
sunulan oksijenin yaklasik %70’i NADPH-bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina
oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan dismutasyonla hidrojen
perokside doniisiir. H2O2 ise kloriir iyonlarinin varliginda miyeloperoksidaz enzimi
aracilig1 ile hipoklorik aside indirgenir. Hipoklorik asit giiclii bir oksidandir ve
birgok biyolojik molekiille kolayca reaksiyona girebilir. Notrofillerin aktivasyonu ile
notrofil sekonder graniillerden saliverilen apolaktoferrin, plazminojen aktivatort,
kompleman1 aktive eden enzim ve elastaz, kolajenaz, ve jelatinaz gibi proteolitik
enzimler damar endotelinde hasara neden olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar
duvarinda yapimin degisimi ve duvar yapisinin gevsemesi ile notrofillerin dokuya

gocii kolaylasir (Korthuis and Granger 1993).
2.4.3 Komplemanin rolii

Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar komponentler olusur.
Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a anaflatoksinlerdir ve 16kositleri
aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak CS5a,
makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan
protein (MCP)-1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 iiretimini uyararak inflamatuvar yanitt
amplifiye eder. Kompleman tarafindan sentezi uyarilan 16kosit adhezyon molekiilleri

sunlardir (Thrane et al. 2007);

Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii 1 (VCAM-1)
Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1)
E-selektin

P-selektin

C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisint uyararak 16kosit aktivasyonu ve
kemotaksisi arttirir. Ayni zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve
endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozar (Suzuki et al.

1991, Zhang et al. 1999).
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Kompleman sistemi ii¢ yol ile aktive olur.

1. Antikor bagimli klasik yol
2. Antikor bagimsiz alternatif yol
3. Lektin yolu

1. Antikor bagimh klasik yol: Antijen-antikor immun kompleksler, fibronektin ve
fibrinojen klasik yolun aktivatorleridir. Salmonella gibi diisiik virulanslhi bazi
bakteriler, gram negatif bakteriler, parainfluenza viriis gibi viriisler Clq ile direkt
olarak etkilesime girerek klasik yolu antikor yoklugunda aktive edebilir. Klasik
yolun immunolojik olmayan aktivatérleri de bulunmaktadir. Urat kristalleri, denatiire
DNA, RNA tiimér virusleri, bakteri endotoksini, bazi polianyonlar, es-molar heparin-
protamin klasik yolu direkt olarak aktive edebilirler. immunglobulin G (IgG) ve alt
gruplari, IgM grubu Ig’ler de klasik yolu aktive edebilir. Bir tek IgM veya iki IgG'nin
bakteri veya viriisle enfekte olmus host hiicresi ylizeyine baglanmasi, aktivasyon i¢in
yetebilir. Coziinlir antijenler ise ancak biiyilk multimolekiiler antijen-antikor
kompleksleri (immunkompleks) halinde kompleman sistemini aktiflestirirler. Sistem
aktivasyonu C1 proteinin bu maddelerden birine direkt baglanmasi ile ya da plazmin
gibi bazi fibrinolitik enzimlerin C1 iizerine dogrudan enzimatik saldirisiyla baslar.
Antikorun C1’e baglanmas ile serin proteaz aktive olur. Bu; C4C2’nin C4bC2a’ya
doniistimiinii saglar. C4bC2a ise C3’lin C3a ve C3b doniigiimiinii saglar. C3b
fagositler i¢in opsonin gorevi yapar. Ayrica C3b, C5‘in baglanmasi i¢in yer
olusturur. C5 membran atak kompleksin olusumunu baslatir ve hiicre zarinda porlar

meydana getirerek hiicre lizisine neden olur (Yavuzer 2008).

2. Antikor bagimsiz alternatif yol (Properdin Yolu) : E.koli, tripanosoma, diger
parazitler, virlisle enfekte olmus hiicreler, maya hiicre duvari, kobra venom faktorii,
nefritik faktor, dekstran siilfat, polivinil siilfat, ndraminidaz ile muamele edilmis
eritrositler, insanda diger memelilerin eritrositleri, antijen-antikor kompleksleri, 1g A
ve klasik yolu aktive eden immunglobulinler, lipopolisakkarid ve diger bakteri
tirlinleri kompleman sistemini alternatif yol aracilig ile aktive ederler. Alternatif yol
bakteri hiicumunda en 6nde yer alir ve heniiz konagin antikor iiretimi ic¢in yeterli
zaman bulamadig1 donemde devreye girer. Klasik yolun etkinlestirilmesi sonucunda

aktiflesen C3 de, alternatif yolu aktiflestirebilmektedir. C3 klasik ve alternatif yolun
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birlestigi noktada yer alir ve kompleman sisteminin en 6nemli {iyelerinden biridir.
Dolasimda C3 proteolitik enzimlerin etkisi ile C3a ve C3b’ye ayrilmakta, ancak
faktor I ve H ile siirekli olarak inaktive edilerek diisiik diizeyde tutulmaktadir.
Patojen mikroorganizmalarin polisakkarid ve lipopolisakkaridleri varliginda bu
denge bozuldugunda C3b, faktor B ve D ile etkilesime girer. Dolasimda devamli
olarak hidrolize ugrayarak farkli bir konformasyona cevrilen C3, faktér B’ye
baglanir, C3-faktér B kompleksine de faktér D baglanir ve sonugta faktér B kirilir.
Geride kalan kompleks, alternatif yol C3 konvertazdir. Properdin, bu konvertaza
baglanir ve onu stabilize eder ve kompleman kaskadinin devamini saglar. Faktor D,

plazmada aktif halde bulunan bir proteazdir (Yavuzer 2008).

3. Lektin Yolu: Dogal bagisiklikta, heniiz kazanilmis immun cevap olusmadan
onceki devrede 6nemli rol iistlenir. Mikroorganizmalarin yiizeylerindeki mannoz ve
N-asetilglikozamin gibi karbonhidratlar1 taniyan kollektin ailesinin bir {iyesi olan
mannoz baglayici lektin (MBL) de klasik kompleman yolunu aktive edebilmektedir
(Yavuzer 2008).

Yapilan ¢ok sayida calisma da I/R hasarmda kompleman sistemin her 3 yolunun da
aktive oldugu gosterilmistir (Arumugam et al. 2008, Link et al. 1999, Stahl et al.
2003). Kalp kasinda reperfiizyon sirasinda kompleman aktivasyonunu gosteren bir
calismada komplemanin klasik yolu C1 inhibitorii kullanilarak inhibe edilmis ve
iskemik miyokardin reperflizyon hasarindan efektif olarak korundugu goézlenmisti

(Buerke et al. 1995).
2.4.4 Endotel hiicresinin rolii

Iskemi/reperfiizyon hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri 6nemli role sahiptir.
Oksidatif stres endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden
olur. Endotel hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da
SOR iretim kaynagidir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan
endotelin (ET)’y1 ve NO’yu iiretir. NO arteriyel dolasimda ET’nin vazokonstriktor
etkisini tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi séz konusudur. I/R
hasarinda ET/NO orant ET lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon,

venlerde vazodilatasyon olur (Garcia-Villalon et al. 2008).
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Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; l6kosit
adhezyon molekiillerinin iiretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit
olarak IL-1, PAF, PG’ler (PG Iz, PG E2), GM-CSF, biiyiime faktorleri, ET, NO ve
tromboksan A2 (TxA:) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi
bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir (Weight et al.
1996). NO’larin radikal olarak reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal igeren bilesikler ve
radikaller ile biiyiikk bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipid radikallerle
tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik derisimde
tretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3") oksitlenerek
aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, NO’yu ortamdan
temizleyen herhangi bir dzel enzim yoktur. Indiiklenebilir NO sentaz enziminin
indiiksiyonu sirasinda NO derigiminin artmast ile oksidasyonu da hizlanir ve ¢esitli
reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’nun dolayli etkilerinden
sorumludur ve hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna
yol agarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler

(Phillips et al. 2009).
2.5 Antioksidanlar

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi normal bir yagamin siirdiiriilebilmesi
i¢cin ¢ok onemlidir. SOR’lerin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 6nlemek
ve detoksifikasyonu saglamak icin organizmayr koruyan ‘“antioksidan savunma

sistemi” dort yolla etki gostermektedir;

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma, yok etme “siipiiriici
etki”. Antioksidan enzimler, kiigiik molekiiller bu yolla etki gosterirler
(Karihtala and Soini 2007, Reiter 1995).

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya “inaktif sekle doniistiiriicii etki”. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler (Cherubini et al. 2008).

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller

“zincir kiric1 etki” gosterirler (Mickle and Weisel 1993).
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4) Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklinde “onarict etki”

gosterirler (Virag and Szabo 2002).

Endojen veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda ve
etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R hasar1 modelleri 6nemli katki saglamustir.
Antioksidan 6zelligi one siiriilmiis pek ¢ok madde cesitli I/R modellerinde test

edilerek degerlendirilmistir.

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olmak iizere 2 gruba ayrilirlar.
Enzimatik olanlar; CAT, SOD, GSH-Px, GST, glukoz 6- fosfat dehidrogenaz ve
glutatyon rediiktazdir (Pellegrini et al. 2009, Ratnam et al. 2006). Non-enzimatik
olanlar ise; karotenoidler (lutein, p-karoten, zeaksantin likopen), polifenoller,
mineraller (Se, Zn) diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (GSH-Px, iirik asit),
vitaminler (A, C, E ve K) ve antioksidan ko-faktorlerdir (Koenzim Q10) (Pellegrini
et al. 2009, Cemeli et al. 2009, Ratnam et al. 2006). Ayrica antioksidanlar; eksojen
(karoten, A, C ve E vitamini), endojen (melatonin, SOD, GSH-Px, CAT), vitamin (C
vitamini), eser elementler (Mg, Se), protein (melatonin), hidrofilik (askorbik asit,
tirat), kompleks bilesik, hidrofobik (B-karoten, o-tokoferol), direkt etkili (SOD,
CAT), indirekt etkili (E vitamini) olanlar seklinde ayrilabilecegi gibi, membran
(vitamin A ve E, B-karoten), sitozol (Koenzim Q10), dolasim (C vitamini,
aminoasitler ve polifenoller) ve sistem (Se, Zn) antioksidanlari seklinde de
ayrilabilirler (Pellegrini et al. 2009, Cemeli et al. 2009, Ratnam et al. 2006, Cornelli
2009, Giil¢in ve ark. 2008, Giacco et al. 2010, Stahl et al. 2002).

Oksidanlar hedef hiicrelerde c¢esitli farkli biyokimyasal degisiklikleri kapsar ve
lokositlerin  uyarilmastyla olusturulurlar. Hipoklorik asit, klorid iyonlarinin
varliginda H2O: iizerinde peroksidaz aktiviteyle diisiik molar konsantrasyonlarda
(10-20 uM) fretilerek hiicre membran proteinlerine zarar vererek fonksiyonlarini
bozarlar. H2O2 hizli bir sekilde hiicrelere niifuz ederek hem glikolitik ve hem de
oksidatif ~ fosforilasyon (mitokondrial) yollar1 {izerinden ATP sentezinin
inhibisyonuna neden olur. Glikolitik yolda hasar; gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) igeren basamakta sinirhidir. Bu durum hem H2O2’nin GAPDH iizerine
hiicumundan hem de GAPDH kofaktérii NAD konsantrasyonunda azalmadan

kaynaklanmaktadir. Bu etkilerin DNA onariminda rol alan (ADP)-riboz polimeraz
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enziminin aktivasyonundan kaynaklandigi belirtilmistir (Cochrane 1991). Hem hiicre
hasart hem de hiicre 6liimii veya amino asitlerin ve baz sirasinda meydana gelen
mutasyonlar DNA hasarina neden olmaktadir. O2* gruplarinin hizli bir sekilde
olusturdugu Oz, hiicre zarlarinin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki
doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi
yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon tirtinlerini olusturur. Lipid
peroksitler, indirgenmis GSH bagimli Se i¢eren bir enzim olan GSH-Px tarafindan
lipid alkollere doniistiiriiliip inaktive edilirse de, gerek O2* gruplariyla fazla miktarda
lipid peroksitlerin sekillendirilmesi hem Se eksikligi hem de ortamdaki GSH’nin
tilkkenmesine neden olabilen dietilmaleat, dioksin gibi maddelerin bulunmasi, lipid
hidroperoksitlerinden serbest lipid gruplarin olusmasina yol agar. Serbest lipid
gruplart da, ayrica doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur. Lipid
hidroperoksitlerin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya hiicre
diizeyinde metabolize olurlar ya da baslangictaki etki alanlarinda diffiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarak sekonder bozukluklarin da gostergesi
olabilirler. Beyin, oksidatif hasara en duyarl bolgedir. Serbest radikaller, santral sinir
sisteminin patolojik durumlarinin ¢ogunlugunda, dogrudan doku hasar1 olustururlar.
Serbest oksijen tiirleri, ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve Ca*? intraseliiler
homeostazisinde bozulma gibi ¢ogul mekanizmalarla doku hasari meydana getirirler
(Gliven ve ark. 2003, Facchinetti 1998, Kaya ve arl. 1998, Mates 2000).

2.5.1 Antioksidan enzimler

Siiperoksit dismutaz

Siiperoksit dismutaz siiperoksit serbest radikalinin (02*7), H202 ve molekiiler

oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

202° + 2H" SOD 5 H202+02

Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O iiretilmesine
ragmen hiicre i¢i diizeyi SOD tarafinda diistik tutulur. Ancak, H20O; gecis metalleri
varliginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif OH® radikaline
doniismektedir. Bu durumda CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesi artarak H202

diizeylerini kontrol altina almaktadir (Rodriguez et al. 2004).
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Katalaz

Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. H202’yi oksijen ve suya pargalar. Boylece H2O2’nin OH®

olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kalkmasini saglar (Rodriguez et al. 2004).

H.0. CAT 2H20 + O3

Glutatyon

Glutatyon, hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢i en 6nemli antioksidan
bilesiktir. Karaciger basta olmak iizere pek ¢ok dokuda glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenir. Sentezde y-glutamil sistein sentaz ve GSH sentaz enzimleri katalizordiir.
Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir.
Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar
oksidasyona karsi korur, bodylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino
asitlerin membranlardan transportunu da saglar. GSH eritrositleri, 16kositleri ve goz
mercegini oksidatif strese karsi korumada hayati 6neme sahiptir (Reiter et al. 1995).
GSH homeostaz: igin diyette yeterli protein alinmasinin gerekli oldugu ve enteral
veya parenteral alinan sistin, metiyonin ve N-asetilsistein’in GSH biyosentezinde
sisteinin prekiirsorii olarak onemli rol oynadigi deneysel ¢alismalarda gosterilmistir.
Yasamsal fonksiyonlarda 6neme sahip GSH’nin hayvan c¢alismalarinda yeterli
konsantrasyonlarda lenfositlerin ve ince barsak epitel hiicrelerinin proliferasyonu igin
gerekli oldugu belirtilmistir. Spermatogenez ve sperm olgunlasmasinda énemli rol
oynadigi, influenza enfeksiyonunu inhibe ettigi, T-lenfositlerin, PMNL’lerin ve
sitokinlerin aktivasyonu i¢in gerekli oldugu ve immiin sistemin 6nemli bir elemant
olarak fonksiyon gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin
oksidatif strese yol agtigin1 ve Alzheimer, Parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklari,
kistik fibrozis, orak hiicreli anemi, AIDS, kanser, koroner kalp hastaligi, inme,

diyabet gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya koymaktadir (Ross 1988).
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Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler ¢esitli endojen ve eksojen

bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (Reiter et al. 1995).

R-X + GSH GST S GS-R + HX

Malondialdehit

Lipid peroksidasyonu, SR’ler tarafindan baglatilan, membran fosfolipitlerindeki
¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bdylece membran lipid
yapisini degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan kimyasal bir olay veya lipid
molekiillerindeki iki doymamis bag arasinda yerlesmis metilen grubundan bir H»
atomunun ¢ikmasi ile baslatilan kompleks bir fenomendir. Sonugta yeni bir karbon
merkezli lipid serbest radikali (L*) olusur (Kalender ve ark. 2004, Slater 1987).
Olusan lipid radikali dayaniksizdir. Lipid radikalinin molekiiler O ile reaksiyona
girmesi sonucu lipid peroksit radikali (LOO®) meydana gelmektedir. Bu radikaller de
membran yapisindaki diger coklu doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit
radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de agiga ¢ikan Hz atomlarini alarak
Lipid hidroperoksitler’ine (LOOH) doniismektedir. LOOH, fenton tipi bir
reaksiyonla aldehit ve alkanlar olusur. Uretilen hidroperoksitler daha fazla radikali
yikarak, lipid peroksit, etan ve pentan gibi ugucu gazlar olusur. Aldehitler en toksik
tirtinlerdir (Halliwell and Chirico 1993). Bu son iiriinler nispeten daha stabil bir son
iriin olan ve lipid peroksidasyonunun markeri olarak kullanilabilen MDA’ya
doniistir (Slater 1987). Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki
ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur.
MDA bu o6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir ve
bundan dolayr mutajenik, hiicre kiltiirleri igin genotoksik ve Kkarsinojeniktir
(Kalender ve ark. 2004, Niki 1987, Placer et al. 1990).
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2.6 Iskemi/reperfiizyonda sistemik etki ve uzak organ hasari

Iskemi/reperfiizyondan kaynaklanan doku hasari, olustugu bélgeyle kalmayip diger
organ sistemleri iizerinde de degisik seviyelerde hasar olusturabilir. Mekanizmasi
heniiz tam anlasilamamis olsa da; akciger dokusu, bobrekler, karaciger, iskelet
kaslar1, kalp ve gastrointestinal sistem gibi organlarda meydana gelen I/R’de uzak
organ hasari olustugu gosterilmistir (Hirsch et al. 2008, Vega et al. 2000, He et al.
2011, Carden and Granger 2000). Uzak organ hasarina neden olan etmenler direkt
olarak primer hasarlanan dokudan kaynaklanabilecegi gibi dolasimdaki aktive
16kositler ve inflamatuvar mediyatorlerden de kaynaklanabilir (Sekil 2). Ozellikle
gastrointestinal sistemde (GIS), alt ekstremitede ve karacigerde meydana gelen I/R
hasarinin baslica akcigerlerde uzak organ hasarina yol actigi gosterilmistir ve bu

hasardan endotelyal KO’ya bagli artmis SOR {iretimi sorumlu tutulmustur (Ozcan ve
ark. 2015).

Iddia edilen diger bir mekanizma da, dokuda bdlgesel olarak olusan oksidanlarin
indiikledigi sitokinler veya kemotaksis faktorlerinin sistemik dolagima katilarak uzak
organlarda PMNL migrasyonu olusturmasidir. Uzak dokulara PMNL toplanmasi,
lokal doku hasarlanmasina benzer sekilde solunumsal patlama ile SOR iiretimine ve

sonugta oksidatif hasara yol acar (Ozcan ve ark. 2015).

NORMAL ALVEOL

Brongiyal Epitel

Tip | Hiicre

Sekil 2. Alt ekstremite iskemi/reperfiizyonuna bagh akciger hasar

patofizyolojisi (Kagmaz ve ark. 2005)
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2.7 Amantadin:

Amantadine Immediate release (IR) 1966 yilinda Asya Influenzasina kars1 koruyucu
bir ajan olarak Amerika Birlesik Devletlerinde onaylandi (Hubsher et al. 2012).
1969'da Schwab ve arkadaslari, amantadin hidroklortir (HCI) 'iin motor semptomlar
tizerindeki olumlu etkisini kesfetti ancak antidiskinetik etkisini kesfetmek 30 yildan
fazla zaman aldi. Nispeten kisa siireli ¢alismalar amantadin IR ile antidiskinetik bir
etki gostermistir (Schwab et al. 1969, Ory-Magne et al. 2014). Bununla birlikte, bu
etki iyi kontrollii, randomize, uzun donemli klinik caligmalarda genis bir sekilde
incelenmemistir. Bu kanita ragmen, levodopa kaynakli diskinezi tedavisinde
amantadin kullanimu ile ilgili farkli kilavuz Onerileri bulunmaktadir (Pahwa et al.
2006, Fox et al. 2011). Amerikan Noroloji Akademisi yonergeleri amantadinin
"muhtemelen etkili" oldugu sonucuna varmis fakat buna karsin Hareket Bozukluklari
Dernegi'ne ait kanita dayali bir inceleme, amantadin IR'nin diskinezi tedavisinde
"etkili" oldugunu bildirmistir (Fox et al. 2011, Crosby et al. 2003). Levodopa ile
indiiklenen  diskinezinin  azaltilmasinda  amantadinin  etki  mekanizmasi

bilinmemektedir.

Amantadin, bir glutamaterjik reseptor tiirii olan NMDA reseptoriiniin (Ki 5 10 1M)
yarigsmasiz (acgik kanalli) bir antagonistidir, glutaminerjik reseptor tipidir, direk ve
indirek glutaminerjik ve dopaminerjik sinyal etkisine sahiptir (Danysz et al 1997,
Farnebo et al. 1971). Amantadinin 6n goriilebilir antikolinerjik (6rn; agiz kurulugu,
iiriner retansiyon ve kabizlik) ve NMDA reseptorii antagonist etkinlikleri (Orn;
haliisinasyonlar) mevcuttur (Metman et al. 1999). Amantadinin giivenli doz araligi
belirlenmistir (Symmetrel and Ford 2009). Her ne kadar ¢ogu parkinson hastasi
giinde 200 mg amantadin IR’yi (amantadin HCI, 162 mg amantadine esdeger) tolere
edebilse de, yiiksek dozlarda; 300 mg/giin (243 mg amantadine esdeger) veya daha
yiiksek dozlarda, ozellikle merkezi sinir sistemi olaylarinda (uyku bozukluklar
dahil) yan etkilerin artmis olmasi amantadin IR'in rutin kullanimini simirlar

(Symmetrel and Ford 2009).
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2.8 Ketamin:

Ketamin, yaklasik 50 yildir kullanilmakta olan iyi bir intravendz anestezik ilagtir
(Domino et al. 1965). Volatil anesteziklere kiyasla belirgin bigimde farkli bir
anestezi sekli ile sonuglanan bir dizi anestetik etki iiretir. "Disosiyatif anestezi"
olarak adlandirilan bu durum; (a) diisiik konsantrasyonlarda psikotomimetik etkileri
iceren hipnoz, daha yliksek dozlarda sedasyon ve biling kaybi; (b) yogun analjezi
(veya anti-nosisepsiyon); (c) arttirilmig sempatik aktivite; ve (d) solunum yolu
tonusu ve solunumun baskilanmasidir. 1980'lerin ortalarindan beri ketaminin NMDA
reseptOr blokajina neden oldugu bilinmektedir (Mac Donald et al. 1987). Bununla
birlikte yapilan yeni ¢alismalar ketaminin genis bir yelpazede farkli molekiiler etkiler
sergiledigini ve klinik yararliliginin akut ve kronik agr1 da dahil olmak {izere genis

bir yelpazede kullanildigini gostermistir (Hirota 2006, Duman et al. 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan, G.U.ET-17.020
kod numaras1 ve 17.04.2017 tarihli etik onay1 alan bu ¢alisma, Sakarya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig tarafindan 2016-40-02-008 kod numarasi ile
desteklenmeye uygun bulunmustur. Calismamiz Gazi Universitesi Deneysel

Arastirma Merkezi (GUDAM)’ nde Haziran-2017’de gergeklestirildi.
3.1 Denek Sec¢imi

Calismada 24 adet 250-330 g agirliginda Wistar cinsi eriskin erkek ratlar kullanildi.
Ratlar, aragtirma baslangicina kadar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik ortamda
barindirilarak ortama adaptasyonlar1 saglandi. Denekler 151k ve sicakligi standardize
edilmis ortamda bakildi. Standart sican gidasi (pellet yemi) alan hayvanlara sivi ve

yem kisitlamas1 uygulanmadi.
3.2 Kullanilan Yontemler

Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi. Birinci gruba ksilazin+ketamin verilerek orta
abdominal insizyon yapildi fakat iskemi-reperfiizyon uygulanmadi (Sham grubu-
Grup S). Ikinci gruba ksilazin+ketamin ve amantadin verilerek orta abdominal
insizyon yapildi fakat I/R uygulanmadi (Amantadin grubu-Grup A). Ugiincii gruba
ksilazin+ketamin verilerek orta abdominal insizyon yapildi ve I/R uygulandi (/R
grubu—-Grup I/R). Dérdiincii gruba ksilazin+ketamin ve amantadin verilerek orta
abdominal insizyon yapildi ve iskemi-reperfiizyon uyguland: (I/R+amantadin grubu—
Grup I/R-A).

Anestezi verilmeden once agirliklar1 Olgiilen ratlarin abdominal bdlgeleri cerrahi
insizyondan 6nce tirag edildi (Resim 1). Tiim ratlara 100 mg/kg ketamin (Ketalar 1
ml:50 mg, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal, 15 mg/kg ksilazin (Xylazinbio
%?2 , Bioveta, Cek Cumhuriyeti) intramuskiiler ve 0.01 mg atropin (Atropin Siilfat
0.5 mg/ml ampul, Biofarma, Istanbul, Tiirkiye) intramuskiiler uygulanarak
anestezileri saglandi. Is1 kaybmnin engellenmesi ve hipotermiden kaginilmasi
amaciyla 1sitic1 blanket (Resim 2) ve 1s1 monitdrizasyonu igin de rektal termometre

kullanildi. Yeterli anestezi kriteri olarak agrili uyarana yanitsizlik saglandiktan sonra
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hidrasyon saglamak amaciyla kuyruk veninden 24 Gauge (G) intravendz kaniil (Ar-
Es IV Neo, Izmir, Tiirkiye) ile kaniilasyon yapildi (Resim 3). Anestezi idamesi

aralikli olarak intraperitoneal ketamin enjeksiyonu ile saglandi.

Resim 1. Ratlarin tiraslanmasi

Resim 2. Isitict blanket
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Resim 3. Kuyruk veni kaniilasyonu

Kuyruk veni kaniilasyonu sonrasinda Grup A’ya ve Grup I/R-A’ya 45 mg/kg
Amantadin (Amantadine hydrochloride, A1260-5G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
intraperitoneal olarak uygulanirken diger gruplara herhangi bir ila¢ uygulanmadi.
Tiim gruplar icin orta abdominal insizyon oncesi 15 dk herhangi bir islem
yaptlmadan beklendi. Daha sonra tiim ratlara %1°lik lidokain HCI (Jetmonal %2, 5
mL ampul, Adeka, Samsun, Tiirkiye) ile cilt infiltrasyonu sonrasi orta abdominal

insizyon yapildi (Resim 4).

Grup I/R ve I/R-A’daki ratlara orta abdominal insizyon yapildiktan sonra cerrahi
sahadan barsaklar uzaklastirilarak infrarenal abdominal aorta eksplore edildi ve
aortaya atravmatik vaskiiler klemp konuldu (Resim 5). Klemp 120 dk sonra alind1 ve
120 dk stireyle reperfiizyon uygulandi. Reperfiizyonun 2. saatinde ratlar alinarak kan

ve organ Orneklemeleri igin Gtenazi uygulandi. Grup S ve A’daki ratlara ise orta
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abdominal insizyon sonrasi herhangi bir islem uygulanmadi. 4 saat sonunda ratlara

kan ve organ drneklemeleri i¢in 6tenazi uygulandi.

Resim 4. Orta abdominal insizyon
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Resim 5. Infrarenal aortaya klemp konulmasi

Alman akciger doku ornekleri %10 formaldehit soliisyonu igerisinde +4°C’de
muhafaza edildi. Dokular Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Patoloji Klinigi laboratuvarinda hematoksilen-eozin ile boyanip
151k mikroskopisiyle degerlendirildi. Grade 0 (Hasar belirtisi yok), Grade 1 (Hafif
hasar), Grade 2 (ileri hasar), Grade 3 (Siddetli hasar varhgi) seklinde iskemi
derecelendirilmesi nétrofil/lenfosit infiltrasyon ve alveol duvar kalinlagsmasi skorlari

baz alinarak yapildi.
3.3 Homojenizasyon

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda,
doku homojenizasyonu igin —80°C’de muhafaza edilen akciger 6rneklerinin buz
lizerinde yag ve bag dokular1 uzaklastirilarak kii¢iik parcalara ayrildi. Ornekler
tartild1 ve son konsantrasyonu 100 mg doku/mL olacak sekilde soguk fosfat tamponu
(pH 7.4, 50 mmol/L) igeren cam tiiplere konuldu. Homojenizasyon islemi mekanik

homojenizator (Isolab, Laborgerate GmbH, Germany) buz iizerinde yapildi ve Isolab
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homojenizasyon cihazi kullanildi (Resim 6). Elde edilen homojenat 10.000 g’de,
4°C, 10 dk santrifiij edilerek debrisler ve diger partikiillerinden ayrildi (Resim 7).

Tiim parametreler santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlardan ¢alisildi (Resim ).

Resim 6. Homojenizasyon cihazi
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Resim 7. Homojenatlar
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Resim 8. Siipernatantlar
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3.4 Antioksidan Enzimlerin Analizi

Antioksidan enzim diizeyleri Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi

Biyokimya laboratuvarinda calisilmstir.

Katalaz diizeyleri ELISA (Elabscience Biotechnology Co. Ltd, Wuhan, China)
yontemi ile 6lgiildii. Kite ait 6l¢iim i¢i varyasyon katsayisi (CV) <%10 idi. Olgiimler
iiretici firma protokollerine uyularak otomatik ELISA analizoriinde (Triturus,
Grifols, Spain) yapildi. Elde edilen sonuglar diliisyon faktorii ile ¢arpilarak sonuglar
hesaplandi.

Glutatyon-S-transferaz diizeyleri ELISA (Elabscience Biotechnology Co. Ltd,
Wuhan, China) yontemi ile él¢iildii. Kite ait dlgiim ici CV<%10 idi. Olgiimler iiretici
firma protokollerine uyularak otomatik ELISA analizériinde (Triturus, Grifols,
Spain) yapildi. Elde edilen sonuglar diliisyon faktorii ile carpilarak sonuglar
hesaplandi.

Siiperoksid dismutaz diizeyleri ELISA (Elabscience Biotechnology Co. Ltd,
Wuhan, China) yontemi ile 6lgiildii. Kite ait dlgiim i¢i CV<%10 idi.. Olgiimler
iiretici firma protokollerine uyularak otomatik ELISA analizoriinde (Triturus,
Grifols, Spain) yapildi. Elde edilen sonuglar diliisyon faktorii ile ¢arpilarak sonuglar
hesaplandi.

3.5 Lipid Peroksidasyon Durumunun Analizi

Lipid peroksidasyon durumunu belirlemek i¢in MDA diizeyleri Sakarya Universitesi
Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda calisilmistir. MDA
diizeyleri ELISA (Elabscience Biotechnology Co. Ltd, Wuhan, China) yontemi ile
olgiildii. Kite ait dlgiim i¢i CV<%10 idi. Olgiimler iiretici firma protokollerine
uyularak otomatik ELISA analizériinde (Triturus, Grifols, Spain) yapildi. Elde edilen

sonuclar diliisyon faktorii ile carpilarak sonuglar hesaplandi
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3.6 Istatistiksel Degerlendirme

Calisma 24 denege ait veriler lizerinden gerceklestirilmistir. Veriler IBM SPSS

Statistics 23 programina aktarilarak tamamlanmistir.

Caligma verileri degerlendirilirken sayisal degiskenler i¢in merkezi egilim
Olctlilerinden minimum, maksimum, medyan ve ¢eyreklikler aras1 genislik degerleri
verilmistir. Kategorik degiskenler icin frekans dagilimlar1 (sayi, yiizde) verilmistir.

Ikiden fazla grup arasinda fark olup olmadigima Kruskal Wallis testi ile bakilmustir.

p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda incelenen 24 denekten olusan 4 grup arasinda ratlarin agirliklar:

karsilagtirildiginda  gruplarda agirlik medyanlarinin - benzer oldugu saptandi
(p=0,997).

Tablo 1. Ratlarm agirhklari, [Medyan = IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grup i/IR Grup i/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P

Agirhk 981 ,00+42,00 276,50426,00 269,50+47,00 281,00431,00 0,997

@ (255-312) (260-303) (255-310) (258-297)
281,00
282,00
280,00
278,00 276,50
20 276,00
& 274,00
=
= 27200 269,50
0 270,00
©
8 268,00
266,00
264,00
262,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 3. Rat agirhklar
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Gruplara ait CAT diizeyleri Tablo 2’de verilmistir. CAT diizeyleri Grup I/R-A’da

Grup S, Grup A ve Grup I/R’ye gore diisiiktii. Ancak gruplar arasindaki CAT
diizeyleri farki istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 2. Doku CAT Diizeyleri, pg/mg [Medyan + IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grupi/R  Grup i/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
CAT 4,84£1,00 4455021  4,66£0,79  3,68+0,54 0064
(3,78-5,61) (3,46-4,80) (3,89-4,81) (3,55-4,57)
4,84
5,00
4,50
b 4,00
=S 3,50
.‘% 3,00
E-’ 2,50
>
Y 2,00
=]
E 1,50
I 1,00
0,50
0,00

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 4. CAT diizeyleri
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Gruplara ait akciger dokusu GST diizeyleri Tablo 3’te verilmistir. GST diizeylerinin
Grup I/R ve Grup A’da Grup S’ye gore azalmis oldugu, Grup I/R-A’da ise GST
diizeylerinin Grup I/R’ye gdre artmis oldugu saptandi. Fakat gruplar arasinda GST
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,052).

Tablo 3. Doku GST Diizeyleri (pg/mg) [Medyan + IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
25,05+4,07 22,56+2,38 22,64+4,88 25,66+2,00
GST (21,00-27,41) (20,47-24,00) (19,66-26,54) (23,90-28,00) 0,052

26,00

25,50 25,05
®8 25,00
24,50
24,00
23,50
23,00
22,50

GST diizeyleri (pg/m

22,00
21,50

21,00
Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 5. GST Diizeyleri
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Gruplara ait akciger dokusu SOD diizeyleri Tablo 4’te verilmistir. SOD diizeyleri
Grup I/R’de Grup S’ye gore yiiksekti. Grup I/R-A’da ve Grup A’da Grup S’ye ve
Grup I/R’ye goére SOD diizeylerinin azalmis oldugu saptandi. Ancak gruplar
arasindaki SOD diizeyleri farki istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,090).

Tablo 4. Doku SOD Diizeyleri (pg/mg) [Medyan + IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grup /R Grup I/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P

SOD 3,06£0,52  2,68+0,68  3,2242,03  2,18+0,84 0,090
(2,10-340)  (2,12-2,90)  (2,35-4,61) (1,70-2,92)

3,06
2,68

w
[=)
o

SOD diizeyleri (pg/mg)

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 6. SOD Diizeyleri
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Gruplara ait akciger dokusu MDA diizeyleri Tablo 5’te verilmistir. MDA
diizeylerinin Grup I/R ve Grup A’da Grup S ve Grup IR-A’ya gére artmis oldugu,
Grup I/R-A’da ise Grup S’ye gore azalmis oldugu saptandi. Fakat gruplar arasinda
MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,193).

Tablo 5. Doku MDA Diizeyleri ng/mg [Medyan £ IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S GrupA Grupi/R  Grupi/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

2,90+£0,36 3,01+0,70 3,11+0,86 2,49+0,16
MDA (2,71-3,14) (2,68-3,47)  (2,37-3,50) (2,36-3,84) 0,193

3,50
2,90

w
[=]
o

”

2,50

2,00

1,50

MDA diizeyleri (ng/mg)
g

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 7. MDA diizeyleri
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Gruplara ait akciger dokusu nétrofil/lenfosit infiltrayon skoru diizeyleri Tablo 6’da
verilmistir. Grup S’de infiltrasyon skoru Grup I/R ve Grup I/R-A’ya gore istatistiksel
olarak anlamli derecede daha diisiiktii (p=0,009, 0,011, sirastyla)

Tablo 6. infiltrasyon Skorlar1 [Medyan + IQR (en az — en ¢ok)]

GrupS  GrupA  Grupi/R Grup I/R-A
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P

nfiltrasyon 0,00+1,00 0,50+1,00  1,00+1,00" 1,00+£1,00°  o10
skoru (0-1) (0-1) (1-3) (1-2) ’

“p<0,05; Grup S ile karsilastirldiginda

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30

infiltrasyon Skorlari

0,20

0,10 0,00
J
0,00

Grup S Grup A Grup i/R Grup i/R-A

Sekil 8. Infiltrasyon Skorlar

“p<0,05; Grup S ile karsilastirildiginda
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Gruplara ait akciger dokusu alveol duvar kalinlagmasi skorlar1 Tablo 7°de verilmistir.

Grup I/R’de alveol duvar kalinlasmas1 skoru Grup S ve Grup A’ya gore istatistiksel

olarak anlaml derecede yiiksek bulundu (p=0,001, 0,001, sirasiyla). Grup A ve Grup
S’de ise sonuglar benzerdi (p>0,05). Grup I/R-A’da ise Grup I/R’den diisiik ancak

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05)

Tablo 7. Alveol Duvar Kalinlasmasi Skorlar1 [Medyan + IQR (en az — en ¢ok)]

Grup S Grup A Grupi/R  Grup I/R-A

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) p
Alveol . )
duvar 0,00£1,00  0,00+1,00° 2,50+£1,00  1,00+1,00 0,001
kalinlasma 0 ©-1) (1-3) (-2)
S1
*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirildiginda

2,50

N
u
o

2,00

1,50

1,00

Alveol duvar kalinlasmasi skorlari

0,50
0,00" 0,00"
H J
0,00
Grup S Grup A Grup i/R

Sekil 9. Alveol Duvar Kalinlasmasi Skorlari

*p<0,05; Grup I/R ile karsilastirldiginda

Grup i/R-A
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Gruplarda elde edilen akciger doku preparatlarinin yapilan histopatolojik incelemesi
Resim 9, 10, 11, 12°de verildi. Grup S’de normal akciger doku parankimleri gozlendi
(Resim 9). Grup A’da akciger dokusunda nétrofil infiltrasyonu gozlendi (Resim 10).
Grup I/R’de yogun nétrofil infiltrasyonu ve alveol duvar kalinhginda ciddi artis
gdzlendi (Resim 11). Grup 1/R-A’da hafif kapiller konjesyon, nétrofil infiltrasyonu
ve alveol duvar kalinliginda hafif artig gézlendi (Resim 12).

Resim 9. Grup S’de normal akciger dokusu parankimi, hematoksilen-eozin; A-
X40; B-X100; C-X400.

o : e s, . 2 st
Resim 10. Grup A’da akciger dokusunda nétrofil infiltrasyonu, hematoksilen-
eozin, A-X40; B-X100; C-X400.
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b,

Resim 11. Grup I/R’de youn niitrofil infiltrasyonu ve alveol duvar kalinh@inda
ciddi artis, hematoksilen-eozin, A-X40; B-X100; C-X400.

o
N

Resim 12. Grup I/R-A’da hafif kapiller konjesyon, nétrofil infiltrasyonu ve

alveol duvar kalinhginda hafif artis, hematoksilen-eozin, A-X40; B-X100; C-
X400.
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5. TARTISMA

Akut alt ekstremite I/R hasar1 6zellikle aort cerrahisinde aortaya gegici olarak klemp
konulmasiyla ve tek veya c¢ift tarafli akut femoral arter tikanikliklarinda
olusmaktadir. I/R sonrasi; hem iskemik alanda lokal hasar olusabilmekte, hem de
iskemik alan disindaki bolgelerde yani uzak organlarda hasar olusabilmektedir. Uzak
organ hasarinda akciger hedef organ durumunda olup klinik olarak biiyik énem
tasimaktadir (Fantini and Conte 1995). Bu nedenle, biz de bu ¢alismamizda ratlarda
infrarenal aortayr klempleyerek alt ekstremite I/R modeli olusturduk ve I/R’nin

akciger dokusu iizerindeki etkilerini arastirdik.

Akciger hasarma sebep olan durumlar akcigerden uzak bir alanda baslar. I/R
hasarinin temelinde reperfiizyon sirasinda dokunun oksijenizasyonu sonucu meydana
gelen oksijen radikalleri yatmaktadir (Prem et al. 1999). Reaktif oksijen radikalleri
bircok kaynaktan salinabilirken bunlarin arasinda en Onemlisi aktive olmus
notrofillerdir (Pararajasingam et al. 1999, Cavanagh et al. 1998). Reperfiizyon siireci,
iskemik alanda olusan SR’lerin sistemik dolasima karigsmasina neden olur. Bunlar da
ya direkt olarak hasar1 baslatir ya da indirekt olarak nétrofillerin aktivasyonu ve
sitokinlerin tiretimi i¢in bir uyarici etki olusturur. Bu mediatorlerin ¢ogu notrofil-
endotel etkilesimini saglayarak notrofillerin dokulara migrasyonuna neden olmakta
ve go¢ eden notrofiller degraniile olarak dokuya hasar vermektedir (Pararajasingam
et al. 1999, Carden et al. 1998, Windsor et al. 1993). Degraniilasyon sonrasinda artan
SOR’ler ile proteazlar, akciger endotel hasarina ve buna bagli olarak artmig

pulmoner kapiller permeabiliteye sebep olurlar (Bengisun ve ark. 1997).

Iskemi/reperfiizyon sonrasinda ortaya ¢ikan SOR’lerin olumsuz etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in SOD, allopiirinol, CAT, mannitol, vitamin C, pravastatin, alfa
tokoferol, L-karnitin, pentoksifilin gibi ¢esitli maddeler tedavide kullanilmis ve etkili
olduklar1 gosterilmistir. Bu antioksidan maddelerin ya pulmoner mikrovaskiiler
permeabilite artis1 ve notrofil akiimiilasyonunu onleyerek ya da antioksidan sistemi
aktive etmek suretiyle, I/R sonrasinda ortaya ¢ikan uzak doku-organ hasarma kars

koruyucu etkiye sahip olduklar gosterilmistir (Joyce et al. 2001).
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Antioksidan enzim grubu olan oksidorediiktazlar, en Onemli serbest radikal
temizleyici sistemlerden birini temsil eder ve antioksidan islev otesinde bir hiicre
koruyucu rol oynar. CAT da bu antioksidan enzimlerden biridir. Viicutta dogal
olarak olusan bir metalloproteindir ve in vivo olarak SOD ile kombine bir sekilde
etki eder. CAT, H,0, yikimmi katalize eder. Bu enzimin yiiksek kan diizeyleri
antioksidan etkinligi gosterir. Deneysel calismalarin bircogunda, I/R hasarinda doku
ve serum Orneklerinde, CAT aktivite diizeylerinin kontrol gruplarina gére azalmis
oldugunu gostermisler ve bu azalisin oksidan mekanizmalarin baskin olusundan
kaynaklandigini diistinmiislerdir (Atahan ve ark. 2010, Xiao et al. 2017). Bir rat alt
ekstremite I/R hasar1 model ¢alismasinda, I/R grubunda gastrokinemius kast CAT
aktivitesinin kontrol grubuna gore anlaml1 derecede diisiik oldugunu, I/R ile birlikte
naringin uyguladiklar1 grupta gastrokinemius kast CAT aktivitesinin I/R grubuna
gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermislerdir (Atahan ve ark. 2010). Xiao
ve arkadaslari, ratlardan elde ettikleri hippokampal kesitlerde kortikosteronla
indiiklenen CA3-CAl yolagmmin anormal glutamaterjik sinaptik iletimine
amantadinin noroprotektif etkisini arastirdiklar1 deneysel ¢alismada, kortikosteron
verilen grupta CAT aktivitesinin kontrol grubuna goére anlamli derecede diisiik
oldugunu, kortikosteronla oksidatif stres olusturulduktan sonra amantadin verilen
grupta CAT aktivitesinin kortikosteron verilen gruba gore anlamli derecede yiiksek

oldugunu gostermislerdir (Xiao et al. 2017).

Bazi calismalarda ise, I/R hasarinda doku ve serum orneklerinde, CAT aktivite
diizeylerinin kontrol gruplarma gore artmis oldugunu gostermisler ve bu artigin
yiikkselmis SOD aktivitesi ile olusan H202’nin elimine edilmeye c¢alisilmasindan
kaynaklandigini savunmuslardir (Kiris ve ark. 2005, Kapan ve ark. 2009). Kapan ve
arkadaslari, rat alt ekstremite I/R hasart modelinde, I/R grubunda akciger dokusu
CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek oldugunu,
eritropoietin verdiklerinde CAT aktivitesinin I/R grubuna gére anlamli derecede
diisiik oldugunu gdstermislerdir (Kapan ve ark. 2009). Bizim calismamizda ise, I/R
grubunda CAT diizeyi kontrol grubuna gore diisiiktii. Bununla birlikte, amantadin
vererek I/R yaptigimiz grubun CAT diizeyi de I/R grubuna gére daha diisiiktii fakat
CAT diizeyleri agisindan tiim gruplar karsilastirildiginda anlamli  bir fark

bulunmadig goriildi.
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Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler ¢esitli endojen ve eksojen
bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize ederler. GSH, hiicreleri oksidan hasara
kars1 koruyan hiicre igindeki en onemli antioksidan bilesiktir (Reiter et al. 1995).
Proteinlerdeki (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona kars1
korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH
yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin membranlardan transportunu
da saglar. I/R hasarinda GST nin azaldig1 birgok hayvan ¢alismasinda gosterilmistir.
Shorouk ve arkadaslari, ratlarda intestinal I/R hasar1 olusturarak karaciger dokusu
hasari inceledikleri bir ¢alismada, I/R grubunda GST aktivitesinin kontrol grubuna
gore diisiik oldugunu, I/R ile birlikte mangiferin verdikleri grupta GST aktivitesinin
I/R grubuna gére yiiksek oldugunu bulmuslardir (Shorouk et al. 2017). Benzer
sekilde, Gokalp ve arkadaslari, ratlarda over I/R hasari olusturarak yaptiklar1 bir
calismada, I/R grubunda over dokusu GST aktivitesinin kontrol grubuna gore diisiik
oldugunu, I/R ile birlikte hidrojenden zengin salin soliisyonu uyguladiklar1 grupta
over dokusu GST aktivitesinin I/R grubuna gore yiiksek oldugunu gdstermis olup
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamislardir (Gokalp ve ark.
2016). Biz de calismamizda, I/R sonrasinda akciger dokusu GST aktivitesinin
azaldigini, amantadin uyguladigimizda I/R sonrasinda GST aktivitesinin arttigm
gozlemledik. GST aktivitesindeki bu artis bize amantadinin I/R’de koruyucu
etkilerinin olabilecegini diisiindiirdii. Fakat gruplar arasinda GST diizeyleri

istatistiksel olarak anlaml degildi.

Serbest oksijen radikallerinin temizlenmesinde antioksidan enzimler onemli rol
oynar. Bu enzimlerden biri olan SOD, antioksidan etkisini siiperoksitin hidrojen
peroksite doniisiimiinii katalizleyerek gosterir. Yapilan deneysel ¢aligmalarin
bircogunda, I/R hasarinda doku ve serum &rneklerinde, SOD aktivite diizeylerinin
kontrol gruplarina gore azalmis oldugunu gostermisler ve bu azalisin oksidan
mekanizmalarin baskin halde olmasindan kaynaklandigini savunmuslardir (Cavdar
ve ark. 2017, Xia et al. 2017, Zhang et al. 2017). Cavdar ve arkadaslari, ratlarda renal
I/R hasar1 olusturarak yaptiklar1 deneysel calismada, I/R grubunda renal doku SOD
aktvitesinin kontrol grubuna gore diisiik oldugunu, I/R ile birlikte taurin uygulanan

grupta I/R grubuna gore SOD aktivitesinin yiiksek oldugunu géstermislerdir (Cavdar
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ve ark. 2017). Xia ve arkadaslari, ratlarda alt ekstremite I/R hasar1 modeli
olusturmuslar, I/R grubunda plazma SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore diisiik
oldugunu, I/R ile birlikte lipid emiilsiyon uyguladiklar1 grupta I/R grubuna gére SOD
aktivitesinin yiiksek oldugunu gostermiglerdir (Xia et al. 2017). Zhang ve
arkadaslari, ratlarda renal I/R hasar1 olusturarak simvastatinin etkisini arastirdiklari
bir calismada, I/R grubunda renal doku SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore
diisik oldugunu, I/R ile birlikte simvastatin verdikleri grupta renal doku SOD
aktivitesinin I/R grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gdstermislerdir
(Zhang et al. 2017).

Bazi calismalarda ise, I/R hasarinda doku ve serum &rneklerinde, SOD aktivite
diizeylerinin kontrol gruplarina gore artmis oldugunu gostermisler ve bu artigin
oksidatif stres durumundaki stresi bastirabilmek i¢in bir cevap oldugunu
savunmuslardir (Kiris¢i ve ark. 2013, Kapan ve ark. 2009). Kapan ve arkadaglari,
ratlarda alt ekstremite I/R hasari modelinde, I/R grubunda akciger dokusu SOD
aktivitesinin kontrol grubuna gére yiiksek oldugunu, I/R ile birlikte eritropoietin
verdikleri grupta SOD aktivitesinin I/R grubuna gére diisiik oldugunu gostermislerdir
(Kapan ve ark. 2009). Bizim c¢alismamizda da Kapan ve arkadaslarinin
calismasindaki bulgulara benzer olarak, I/R sonrasinda akcier dokusu SOD
aktivitesinin artis gosterdigini ve amantadin uyguladigimizda I/R sonrasinda akciger
dokusu SOD aktivitesinde azalma oldugunu gozlemledik. Amantadinin neden oldugu
SOD aktivitesindeki azalma ile I/R sonrasi artan oksidatif stresin azaltiimaya

calisildigini diisiiniiyoruz.

Iskemi/reperfiizyonda olusan SOR’ler yiiksek aktiviteleri nedeniyle membranlardaki
lipidlere saldirarak lipid peroksidasyonunu baglatirlar. Bu SOR’ler; membran
lipidlerini, hiicresel proteinleri ve DNA’y1 okside ederek hiicresel hasara neden
olurlar. MDA lipid peroksidasyon son iriiniidiir ve SOR’lerin aracilik ettigi lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak kabul edilir (Gutteridge 1995). Plazma ve doku
MDA diizeyleri artmis sistemik oksidatif stresin iyi bir gostergesidir. Biz de
calismamizda, lipid peroksidasyon diizeyini tayin etmede akciger dokusunda MDA

diizeylerini aragtirdik.
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Literatiirde I/R hasari ile ilgili yapilmis calismalarda, I/R hasar1 sonrasinda MDA
seviyelerinin yiikseldigi ve antioksidan ajan uygulamasi ile de MDA seviyesinin
azaldig bildirilmistir (Uysal ve ark. 2006, Alacam ve ark. 2010, Onem ve ark. 2012,
Kapan ve ark. 2009). Tavsanlarda alt ekstremite I/R hasar1 olusturarak yapilan bir
calismada, I/R uygulanan gruplarda, kontrol grubuna gore akciger dokusunda MDA
seviyelerinin yiikseldigini gostermislerdir. Bununla birlikte reperfiizyondan hemen
once melatonin uygulamasmin /R hasarinin kan ve akciger iizerindeki hasar
olusturucu etkilerini azalttigini fakat iskemiden Once uygulanan melatoninin bu
hasar1 azaltmada etkisiz kaldigini gostermislerdir (Uysal ve ark. 2006). Alagam ve
arkadaslari, ratlarda olusturduklar alt ekstremite I/R hasar1 modelinde I/R grubunda
akciger dokusu MDA seviyesinin kontrol grubuna gére yiiksek oldugunu; I/R’de
karnozin verdikleri grupta MDA seviyesinin azalmig oldugunu gostermislerdir
(Alacam ve ark. 2010). Benzer sekilde bir baska calismada, I/R grubunda akciger
dokusu MDA seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu
gostermigler, I/R ile birlikte silostazol, levosimendan ve bu iki ilacin
kombinasyonlarmi uyguladiklarinda I/R grubuna gore bu gruplarda akciger dokusu
MDA seviyelerinin anlamli derecede diisiik oldugunu saptamislardir (Onem ve ark.
2012). Kapan ve arkadaslar1 da, ratlarda alt ekstremite I/R hasari olusturmuslar ve
I/R grubunda akciger dokusu MDA seviyesini kontrol grubuna gore yiiksek
bulmuslardir. I/R ile birlikte eritropoietin verdikleri grupta akciger dokusu MDA
seviyesinin I/R grubuna gore diisiik oldugunu fakat istatistiksel olarak anlamli
olmadigini bildirmislerdir (Kapan ve ark. 2009). Tiim bu ¢alismalara benzer sekilde,
calismamizda biz de, I/R’den sonra akciger dokusu MDA diizeylerinde kontrol
diizeyine gore artis oldugunu gozlemledik. Ayrica I/R-A grubunda I/R grubuna gore
MDA diizeylerinde azalma oldugunu da saptadik. MDA diizeyindeki bu azalma bize
amantadinin I/R’de koruyucu etkilerinin olabilecegini diisiindiirdii. Fakat bu sonuglar

istatistiksel olarak anlamli degildi.

NMDA antagonistlerinin, gesitli organ ve dokularda I/R hasarma kars1 koruyucu
etkileri oldugu bildirilmis ve bu ajanlarin antioksidan aktiviteyi arttirdigi, oksidan
etkiyi azalttig1 gosterilmistir (Camara-Lemarroy et al. 2009, Ozdemir ve ark. 2013,
Ozsiier ve ark. 2005). Bu caligmalardan birinde, rat intestinal I/R hasar1 modelinde,

I/R sonrasinda artan serum MDA seviyesinin NMDA antagonistleri olan ketamin ve
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mematin uygulamasi ile azaldiginmi ve ozellikle de ketamin ile bu etkinin daha da
belirgin oldugunu bildirmislerdir (Camara-Lemarroy et al. 2009). Ratlarda serebral
I/R hasar1 modeli olusturulan bir baska calismada, I/R grubunda total oksidan status
(TOS) degerinin kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek oldugu, I/R ile
birlikte memantin verilen grupta TOS degerinin I/R grubuna gore anlamli derecede
diisiik oldugu bildirilmistir (Ozdemir ve ark. 2013). Ratlarda kapali kafa travmasi
olusturulan bir diger ¢alismada, kafa travmasinda beyin dokusu MDA seviyesinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu, kafa travmasi ile birlikte
memantin verilen grupta beyin dokusu MDA seviyesinin kafa travmasi olusturulan

gruba gore anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir (Ozsiier ve ark. 2005).

Literatiirde amantadinin I/R hasar1 iizerindeki etkileri ile ilgili bir ¢alismaya
rastlamadik. Ancak; amantadinin ndroprotektif etki mekanizmasi ile ilgili olarak
ratlardan elde edilen hippokampal kesitlerde kortikosteron ile indiiklenen CA3-CAl
yolaginin anormal glutamaterjik sinaptik iletiminde amantadinin oksidatif stresi
azalttigt ve bunu antioksidan ozellikteki SOD ve CAT aktivitelerini diizenleyerek
olusturdugu bildirilmistir. Ayrica yazarlar, amantadinin bu etkiyi hiicre icine Ca*?
girisini azaltarak ve apopitozisi onleyerek yaptigini 6ne siirmiislerdir (Xiao et al.
2017). Biz de, amantadinin bir NMDA antagonisti olmas1 sebebiyle I/R hasarma

kars1 koruyucu etkisi olabilecegini diislinerek bu ¢alismayi planladik.

Alt ekstermite I/R’si sonrasinda iskelet kasinda olusan lokal hasara bagl olarak kas
dokusundan kan dolasgimina gecen inflamatuar mediatorler uzak organ hasarina
neden olurlar. Uzak organ hasari olarak nitelendirilen bu durumdan en ¢ok etkilenen
organlar akciger ve bobreklerdir. Bunlarin yani sira karaciger, kalp ve beyin gibi
organlarin da etkilenmesiyle multiorgan yetmezligi tablosu meydana gelebilir
(Homer-Vanniasinkam et al. 1997, Klausner et al. 1988). Alt ekstremite I/R hasari
sonrasinda meydana gelen akciger hasarinin temelinde, iskemik doku tarafindan
uyarilmig inflamatuar mediatorler ile aktive edilmis notrofillerin kan dolagimi
yoluyla akcigere gec¢ip pulmoner yatakta birikimi seklinde olusan nétrofil
sekestrasyonu onemli rol oynar (Klausner et al. 1988). Akcigerlerde meydana gelen
hasar histopatolojik olarak, alveol duvar kalinlasmasi, noétrofil ve lenfositlerin

infiltrasyonu, interstisyel ddem olarak kendini gdstermektedir (Onem ve ark. 2011).
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Literatiirde ratlarda alt ektremite I/R hasarina bagl akciger dokusunda olusan
patolojik degisiklerin incelendigi bircok deneysel ¢alisma vardir (Onem ve ark. 2011,
Akahane et al. 2017, Kiigiikebe ve ark. 2015, Kapan ve ark. 2009). Onem ve
arkadaslari, ratlarda alt ekstremite I/R hasar1 olusturarak yaptiklari deneysel
calismada, /R grubunda akciger dokusu hasar skorunun (inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, intersitisyel 6dem ve alveol duvar kalinlasmasi) kontrol grubuna gore
anlaml1 derecede yiiksek oldugunu, I/R ile birlikte cilostazol, levosimendan ve bu iki
ilacin kombinasyonlarmi verdikleri gruplarda akciger dokusu hasar skorunun I/R
grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugunu gostermislerdir (Onem ve ark. 2011).
Bir diger ¢alismada, I/R grubunda akciger dokusu hasar skorunun kontrol grubuna
gore yiiksek oldugu, I/R ile birlikte allopurinol verdikleri grupta akciger dokusu
hasar skorunun I/R grubuna gére diisiik oldugu gosterilmistir. Yine ayni sekilde
akciger dokusu nétrofil infiltrasyon derecesi I/R grubunda kontrol grubuna gére
yiiksek ve I/R+allopurinol grubunda I/R grubuna gére diisiik bulundugu bildirilmistir
(Akahane et al. 2017). Kiiciikebe ve arkadaslari, ratlarda alt ekstremite I/R hasari
olusturarak dexmedetomidinin akciger hasarina etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada,
I/R grubunda akciger dokusu hasar skorunun kontrol grubuna gére yiiksek oldugunu,
I/R ile birlikte dexmedetomidinin farkli dozlarmi (50 mg/kg, 100 mg/kg) verdikleri
gruplarda akciger dokusu hasar skorunun I/R grubuna gore diisiik oldugunu
gostermiglerdir (Kiigiikebe ve ark. 2015). Kapan ve arkadaslari, ratlarda alt
ekstremite I/R hasar1 yaparak akciger dokusundaki degisikliklere eritropoietinin
etkisini arastirdiklar1 bir calismada, /R grubunda akciger dokusu hasar skorunun
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu, I/R ile birlikte
eritropoietinin uyguladiklar1 grupta akciger dokusu hasar skorunun I/R grubuna gore

anlamli derecede diisiik oldugunu gostermislerdir (Kapan ve ark. 2009).

NMDA antagonistlerinin ¢esitli sekillerde literatiirde akciger hasarina yonelik
koruyucu etkileri gosterilmistir (Yang et al. 2011, Wang et al. 2007) NMDA
antagonisti olan amantadin ile ilgili literatlirde bdyle bir caligmaya rastlamadik. Yang
ve arkadaglari, endotoksemik ratlarda ventilator iligkili akciger hasarina
dexmedetomidin-ketamin kombinasyonunun etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada,
dexmedetomidin-ketamin kombinasyonunun ventilatér iliskili akciger hasarinda

koruyucu etkilere sahip oldugunu ve inflamasyon derecesini disiirdiigiini
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gostermiglerdir (Yang et al. 2011). Wang ve arkadaslari, ratlarda lipopolisakkaritle
indiiklenmis akut akciger hasarma ketaminin etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada,
ketaminin akciger dokusu hasarinda nétrofil infiltrasyonu azaltarak, bronkoalveoler
lavaj sivisinda protein igerigini azaltarak koruyucu etki ettigini gostermislerdir
(Wang et al. 2007). Ketamin bu etkilerini TNF-a, IL-8 ve NO {iretimlerini inhibe
ederek ve NF-kappaB protein sentezini azaltarak gostermektedir. Bizim
calismamizda da, I/R sonrasinda nétrofil/lenfosit skoru ve alveol duvar kalinlasmasi
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ayrica; istatistiksel olarak anlamli olmasa da
amantadin uygulamasi ile /R hasarma bagli olusan alveol duvar kalinlasmasinda

azama oldugunu gordiik.
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6. SONUC

Sonug olarak; bir NMDA antagonisti ve noroprotektif etkileri gosterilmis olan
amantadinin; akciger dokusu CAT, GST, SOD, MDA diizeylerine ve I/R hasarma
bagli akciger dokusu hasarina olan etkileri goz Oniine alinarak, diger NMDA
antagonisti ajanlarin etkisine benzer olarak I/R hasarma kars1 koruyucu etkisinin
oldugunu diisiinmekteyiz. Bu ¢alismada, denek sayisinin azligindan dolay1 akciger
dokusu biyokimyasal degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulamasak da
akciger dokusunun histopatolojik olarak I/R hasarmdan etkilenmis oldugunu ve bu
hasarin amantadin kullanimiyla geri dondiiriilebildigini gézlemledik. Amantadinle ile
ilgili I/R hasarina bagli uzak organ hasari calismalarinin sayisi yetersiz olup bu

konuyla ilgili daha ¢ok caligmaya ihtiya¢ vardir.
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