. G

S &

; g T
5 g A ¥
L7 4

B, & e

iy Y D ¥

YILDIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SICAN KARACIGER I{SKEMIK REPERFUZYON
HASARINDA HIPERBARIK OKSiJEN UYGULAMASININ
VE ISKEMIK ON KOSULLANMANIN ETKISI

Biyoloji 6gretmeni Mehmet Cigek

F.B.E. Kimya Anabilim Dali Biyokimya Programinda
Hazrlanan

YUKSEK LiSANS TEZi

D'O(f‘ Dr lnii Afag

Tez Damgmam : Yrd. Dog. Dr. Volkan Sozer W

Swe

Neat -Dog,. Wolke,

P"Of OV"Q@PW\/QM‘:’%

ISTANBUL, 2004




ICINDEKILER Sayfa

KISALTMA LISTEST...ccuvivivrerrieeeteereresseressssssessesessssssssssesessesssssssssessssassessesessessesssesssassessssess iv
SEKIL LISTESI ....veveteverereiereeeetereresssssesssssssssesessesessssssssssssssssssesssssssssesesssssssesasesssnsessessase vi
CIZELGE LISTESI ..cviuevierereereneeiesesssseeneesasssssssessssesssssssssesessessssssessesssssssasssssssssssessssss vii
ONSOZ .o rereseesseseessesesse s e sssesesesessesssassassesessssssssassssasbessebesassassassassesssssnsassesens viii
OZET o eteeeeereeeeestess s ssss s e sesssasssssssssassassesssssssassosassessssessssssnssosassnssessssnssosssssssessssssssnssoses ix
ABSTRACT ...verereeerenreeeistesessesnesressessessessssesessnossssessesesssssessessassesssssssessssssssssssessessssassnsssessons X
1 GIRIS e vrerreeerenseeiresissesisiesessassssssesesansasasssssssssessssassssassssssssssssassassssarassessesssasansaras 1
2 KAYNAK TARAMASI ......eitrterntrreneecresnssteniesneseesessssesssssesssesessessassassasassesss 2
2.1 Iskemik Reperfiizyon Hasarinin Temeli.......cccccevieverreeeeenenrcrenrnecersessesusssesaesnssneens 2
2.1.1 ISKIM .eevtenreienieninneeerentenieseeeseesereesnessessesssssesessessessesssesessnsssensosssnsesasssssssassnansesss 5
2.1.2 REPEITUZYOM ..ceverririiitiierneneresentettiinesesesesesstsseensesaseseesesstsssesesassssssssstosassssssnsoses 6
2.2 Reperfiizyonda Serbest Radikal Ureten Kaynaklar .........ccccceceereveevrnreerercnerresseesnenns 7
2.3 Iskemi-Reperfiizyonda Meydana Gelen Baglica Hasarlar..........c.ccoeveeereecneecenennene 9
2.3.1 Lipid Peroksidasyon HaSarl.......cceeeeenreieinrereereeseesresioesassserassnsassssessessessessasssasssssaons 9
2.3.1.1 Baglangic BaSamaGi......coccereeeeiereeesenerearersecssesseesssanssesssessasssesssessassssssasssessansasssssens 10
2.3.1.2 Ilerleme BaSAmaG] .....ceeovecreereerrereesenrenensessaesessneonsessessessessesnessassessassessasssssssesaassans 10
2.3.13 Sonlanma BaSamagl .......ccceceeveereereerrerersenseeseessessasresssessessesssessssassseseasssseossasssssseass 11
2.3.2 Lipid Karboksilasyonu hasart..........cceeeeererreseesseserrenienrenseseseesssnesessossssssscassassanses 12
2.3.3 Notrofil Kaynakli HUCIE HASAT......cccevervrerrereerseerrernreesneesanssrensesseesassnosssssssaesaases 13
24 Hiperbarik OKsijen Tedavisi.......cccoceriererrerceereereessasrersressesnessesessesessessesseesoassaasaenss 18
24.1 Hiperbarik Oksijen Uygulamasinda Biyokimyasal, Hiicresel Fizyolojik
EAKILET..ccvitiirrernesteirinieneecneenesestenteseesseseesassssseesessessasessessssessenssssnsssssessonsesnessoss 18
24.2 Kan Oksijen [CeriZinin ArtmMAaSsI......ccocereereerervereecsusrerses sevassseosessessessessessessaasssassasne 18
243 ADHDAKLETYE] €1Ki ovveeveeereererrerreieeiteneereeeeeneesreesaeesseesssessessesssssssessessassseesssesssassnee 18
244 VazZoKONSIITKSIYOM. ....ccuirurrrrerereiiirierinrerensesessessessesnssesessesseossssrssaassssesessoseassassessrns 19
245 Akut Travmatik Iskemi Hasar.......cccoeereeeerenreereeciininnrernecenserienieneesesssesesssesarsaneene 19
24.6 Hiperbarik oksijenin yararli mekanizmalart......c....ceeeeerererereesnnsreseeseessernessesacssenns 21
2.5 Iskemik OnNKOSUIIASIMNA........ccveeeeerricreerreereereeireeseeerteerreeressaesrteeessesseessasssesssaasssenns 22
3. DENEYSEL CALISMALAR.......ccceovertrinreneentenersresesessessessesassassesssssssssessssssasseses 26
3.1 DeneydeKi SIUPIATL......ccovveverreereererernerinresreseesessesarsassneeesessessessssssassessssasssssassesssrssase 26
32 Materyaller Ve MEOtIar.........coueuiriivinineieiicnnnienieeneciinissenanesesesssssscresseseossses 26
3.2.1.1 MaLETYALLET.......eeueereeereerotienreceeeeeteeestentessesasesesstssrassessnessrssesssesessessessesnesseossasssessees 26
32.1.2 PMN NN RAZITIANISL..c..veinvrereeereeeeecreeteerecteeeeeneeteesseesseessesssesessasssessessseessseessenns 26
3.2.1.3 Dokunun hazirlani§l .....cccveeeveereeeninernnnreecsseesienesesssesseseessessessessersessessssssssssens 27
32.14 Myeloperoksidaz Aktivitesinin OIGUMI  ....coveeeeerirreeevenrererenenerenercseseesessanenennes 27
3.2.1.4.1.1 Gelistirilmis TMB Metodu (imp-TMB) ...cccevvrrreerrerierenenerenesseessesassansnessssees 27
3.2.1.4.1.2 Orijinal TMB MEtOAU ...cucevrreeiciiirinrenineerneeeetrreresessesseseesessesassesessassesssssassassees 27
3.2.1.5 Lipid Peroksidasyonun OIGUMIL .......c.cceveveereereresuerrersereesessesseresseressersesessessassnaseens 27
3.2.1.5.1 Tiyobarbiturik asit 8NalIZI .........ccccerererrreererrersecsenersrreesessessesseressresaessesessassnsssanss 27
4, SONUGLAR ....oocieiectrereceeenesseseesisentesassesssssssessesasssssessssessssssssessssasassesssssasssassass 28

ii



4.1. Serum Myeloperoksidaz Aktivitesinin Olgtimii SONUGIATL......c.cvvvvevrrerecrerncrennnes 28

4.2 Doku Myeloperoksidaz Aktivitesinin Olqjimﬁ Sonuglart...c..coveeeereerenseecernreernnnnns 29
4.3 Serum Lipid Peroksidasyon Seviyesinin Ol¢iiSonuglart............c..ccoooeiieee 29
44 Doku Lipid peroksidasyon Seviyesi Ol¢lim Sonuglari........c.vveveveiiinennennnns 30
5 SONUCLAR VE TARTISMA.....ooooneeeeeseeeeeeereeereesesssmesseesmmesssssemsssssesmmssessenssese 32
KAYNAKLAR.....ccooeetrireerenteeeresessnessesssessessesesseosessssssssssessssassessessssssassssassassssensssesssssasssssanes 33
INTERNET KAYNAKLARLT......coveverrererrerentesnsesesssesesssssssesssernssessesessssesssssssssessosesssssesesns 35
OZGECMIS ...evrtereteeeeeneeeserssssesessesssessssesssssessssssssssssssassesssssssssesnssesssesssssssssssssessssssssssases 36

iii



KISALTMA LISTESI

DMB 3-3 dimetoksi benzidin

ET-1 Endotelin-1,

GTP Glutamat piruvat transaminaz
GSSG Glutatyon;

GSH Glutatyon (indirgenmis form);
GR Glutatyon rediiktaz

HBO, Hiperbarik oksijen

HBOT Hiperbarik oksijen tedavisi
HCL Hidroklorik asit

H,0. Hidroperoksil

HOCL Hipoklordz asit

/R Iskemi/reperfiizyon

ICAM-1 Hiicreler aras1 adhezyon molekdilii
0K Iskemik 6nkosullama

KC Kupfer hiicreleri

Katp Potasyum duyarli ATP kanal1
LPO Lipid peroksidasyon

LOO. Lipid peroksid radikali
LCOO. Lipid karboloksil Radikali
METZ Mitokondrial Elektron Transport Zincirinden
MDA Malondialdehid

MPO Myeloperoksidaz

MNG N,-Merkapto Propiyanol Glisin
NG Nétrofil groniilosit,

PAF Trombosit aktive eden faktor
NO Nitrit oksit

0, Siiper Oksit Anyonu

ONOO" Peroksinitrit

OH Hidroksil Anyonu

PBS Fosfat tampon tuzu

PKC Protein Kinaz C

PML Polimorfoniikleer 16kositler
RO. Alkoloksil

ROO. Peroksil

ROS Reaktif oksijen radikelleri,
iv



SEC

TBA
TCA
TBARS

T™MB
XOD
XDH

Sinusendotel hiicre,

Transkripsiyon faktorleri

Tiyobabutirik asit,

Triklorik asetik asit

Tiyobarbitiirik asid ile reaksiyon veren maddeler
Tumor nekroz faktor alfa

Tetrametoksi benzidin

Ksantin oksidaz

Ksantinin dehidregenaz



SEKIL LISTESI Sayfa
Sekil 2.1 Iskemik reperflizyon hasarinin patofizy0lojiSi......ceersrererreeresesererersasersesencsrsessensessaees 5
Sekil 2.2 Iskemi reperfiizyon hasarinin patOmeKaniZmask.......ccceeerevererenererseescsesssenssesesessasenc 7
Sekil 2.3 Lipid radiKaller.....c.coeerreeereerenrerreeriesessesinreseserucsenscsesscssessssessesessessessesssossressssessesss 11
Sekil 2.4 Lokosit’in endotele adhezZyont..........c.coieieieeeinseneieeicecseinncsnsssssossesesrossessesesses 14
Sekil 2.5 Notrofil fagositozu, oksijen bagimli myeloperoksidaz sistemi........c.ccecereercrvervrcruence 17

vi



CiZELGE LISTESI Sayfa no
Cizelge 4.1.1 Serum myeloperoksidaz baglangi¢ hiz1 sonuglart (AA 655 dk/ml homejenat)...28

Cizelge 4.2.1 Doku myeloperoksidaz baglangig hiz1 sonuglari (AA ¢ss dk/ml homejenat).....29
Cizelge 4.3.1 Serum LPO (mM/ml) Sonuglari.......cocoeuvniniiiiiiiiiiiiiniiiniiiiiininininann. 29
Cizelge 4.4.1 Doku LPO (nM/ gram yag doku).......ccccuvermmniiimeirimiiiiiiniiiiieeniiieeenineeenn. 30

vii



ONSOZ

Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Kimya Anabilim Dali Biyokimya
Programinda Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum bu ¢aligmamim bagindan itibaren bana her
tiirlii yardim ve destegi saglayip degerli Onerileriyle yol gbsteren tez y6neticim ve degerli
hocam Sn. Yrd. Dog. Dr. Volkan Sézer’e,

Laboratuar ¢aligmalart ve dokularin temininde katkida bulunan  Cerrahpaga Tip
Fakiiltesindeki 6gretim gorevlilerine ve c¢alisanlarina, 6zellikle Prof. Dr Rafet Yigitbas1 ve
Prof. Dr Ezel Usta’ya,

Her zaman maddi manevi desteklerini gérdiigtim degerli Anneme ve Sevgili Esime ve yagsami
boyunca bana 1s1k tutup yol gbsteren saygideger Babama;

En igten saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

viii



OZET
Bu deneysel ¢aligmada, hiperbarik oksijen uygulamanin ve iskemik dnkosullamanin sigan

karacigeri hasarinda, ayn ve birlikte, lipit ve myeloperoksidaz seviyelerini inceleyerek
etkisini aragtirmaya yoneliktir.

50 adet, 220-300 agirliginda, Wistar-Albino sigan, 5 gruba ayrilmigstir; grup 1 (kontrol grubu),
grup 2 (iskemi/reperfiizyon), grup 3 (iskemik onkosullama + iskemi/reperfiizyon), grup 4
(hiperbarik oksijen uygulamasi+ iskemi/reperflizyon), grup 5 (hiperbarik oksijen uygulamasi+
iskemik onkosullama+ iskemi/reperfiizyon). Her bir calisma tamamlandiginda kan ve
karaciger dokularinin lipid peroksidasyon ve Myeloperoksidaz (MPO) seviyeleri 6l¢iilmiis,
istatistik analizler The-KruskaWalls-One-Wall ANOVA ile gruplar arasindaki nemli farki
anlamak icin 6l¢iilmiistiir. Post-Hoc testide c¢oklu karsilastirmalar iginde kullamilmugtir.
Gruplar arasindaki korelasyonlar igin Pearson Correlation Sig. (2-tailed) test kullanilmigtar.

Lipid peroksidasyon (LPO) olglimleri serumda ve karaciger dokularinda grup 2 ile
karsilagtirildiginda 6nemli olgiide artmus, grup 4, grup 5 ve grup 3, grup 2 ile
karsilastirdiginda hepsinin diisik serum LPO seviyelerine sahip oldugu gozlemlenilmistir.
Aym sekilde grup 4 ve grup 5 doku LPO seviyeleri, yalmzca grup 2 degil, grup 3’de de
onemli 6lglide diisiik oldugu gézlemlenilmistir. Biitiin gruplarin serum MPO seviyeleri
kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda, grup 4 istatiksel olarak anlamh fark goriilmektedir.
Doku MPO seviyelerinde ise, grup 5 ile kontrol grubu arasinda istatiksel anlamlidir.
Myeloperoksidaz serum seviyeleri korelasyon dlgtimlerinde, grup 3 ile kontrol grubu arasinda
anlaml: pozitif bir korelasyon varken, grup 5 ile grup 2 arasinda anlamh negatif korelasyon
vardir. LPO doku seviyelerinin grup 3 ile kontrol grubu ve grup 2 arasinda anlamli pozitif
korelasyon varken grup 5 arasinda anlaml negatif korelasyon gériilmektedir

Iskemik &n kosullama ve hiperbarik oksijen uygulamasi, iskemik-reperflizyon nun zararh
etkilerini lipit peroksidasyonunu diiglirerek hafifletir. Bu gelisme, iki tedavinin
kombinasyonuyla maksimumdur. Yiiksek MPO seviyeleri, polimorfikniikleer hiicre (PMN)
toplanmasinda hiperbarik oksijen uygulanan gruplarinda Snemlidir ve hiperbarik oksijen
tedavisi PMN’ nin iskemik dokuda ve serumda toplanmasinda etkisi yoktur.

Anahtar Sozciikler; iskemik reperfiizyon hasari, iskemik dnkosullama, hiperbarik oksijen
uygulamasi, myeloperoksidaz, lipid peroksidasyon, polimorfik niikleer notrofil

ix



ABSTRACT

In this experimental study, we aimed to investigate the effect of Hyperbaric oxygen
pretreatment (HBOP) and ischemic preconditioning on ischemia-reperfusion injury of the
liver separately and together by investigating lipid peroxidation parameters and
myeloperoksidaz (MPO) levels.

A total of 50 Wistar-Albino rats weighing 220-300 gr were allocated into 5 groups. Group 1
(sham operated), group 2 (ischemia-reperfusion), group 3 (ischemic preconditioning +
ischemia-reperfusion), group 4 (hyperbaric oxygen pretreatment + ischemia-reperfusion),
group 5 (hyperbaric oxygen pretreatment + ischemic preconditioning + ischemia-
reperfusion).The end of the each study, blood and liver tissue samples were taken to
investigate lipid peroxidation ands myeloperoxidase levels. Statically analysis was done by
using The-KruskaWalls-One-Wall Anova to measure significant differences between groups,
and the Post- hoc test was used for multiple comparisons. Pearson Correlation Sig. (2-tailed)
test was also used for correlation for groups one by one.

Lipid peroxidation (LPO) measurement in liver tissue and serum showed that group 2 had
significantly increased levels when compared with control group. It is observed that Group 4,
group 5 and group 3 compared with group 2 all had significant lower serum LPO levels. In
the same way, group 4 and group 5 had significant lower tissue LPO levels than not only
group 2 but also group 3. MPO measurement in liver serum showed that group 4 had
significant higher serum level when all groups compared with control group. Comparisons
between group 5 and control group for MPO level measurement in liver tissue, group 5 had
significant difference. Myeloperoksidaz serum level correlation measurement showed that
group 3 had a positive significant correlation when compared with control group. Group 5 had
a negative significant correlation when compared with group 2. Lipid peroxidation tissue level
measurement showed that group 3 had a significant positive correlation when compared with
control group and group 2 but a significant negative correlation when compared with group 5.

Ischemic preconditioning and hyperbaric oxygen pretreatment can alleviate the harmful effect
of ischemia-reperfusion injury by decreasing lipid peroxidation. The improvement was
maximum when these two treatment modalities used in combination. Higher MPO levels,
which may suggest polymorphonuclear cell accumulation (PMN), were especially prominent
in hyperbaric oxygen -pretreated groups that hyperbaric oxygen pretreatment has no effect on
PMN accumulation within ischemic tissue.

Key Words; ischemic reperfusion injury, ischemic preconditioning, hyperbaric oxygen
pretreatment, myeloperoksidase, lipid peroksidase, polymorphonuclear leukocytes



1.GIRIS

Iskemi, kan akiminin, hiicresel fonksiyonlar1 kargilamak icin gerekli olan diizeyin altinda
olmast durumudur. Aerobik kosullarda yasayan biyolojik organizmalar, temel yasam
kaynaklar1 olan oksijen ve metabolit substratlar ortamda bulunmadift zaman canhliklarim
belirli bir siire devam ettirebilmektedirler. Iskemik dokunun reperfiizyonu ise, bir yandan
iskemi sirasinda kaybolan baz1 fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken diger yandan, ani ve
fazla miktarda oksijen, ve dolagimdaki kan elemanlari, iskemik hasara ugramis dokularda,
ozellikle serbest oksijen radikallerinin olugmasi yolu ile ileri hasara yol agmaktadir Ayrica
iskemik bolgeye l6kositlerin, oncelikle de polimorfoniikleer lSkositler (PMN) olan
nétrofillerin infiltrasyonunun dokuda hasara neden oldugu diistintilmektedir. Bilindigi gibi
nétrofiller fagositoz olayi ile canliy1 enfeksiy6z ajanlardan koruyan kan hiicreleridir (Islekel
vd., 2000a).

fskemik 6n kosullama (I0K), iskeminin ve perfiizyonun ana iskemik perfiizyondan nceki
kisa periyodudur ve zararl etkileri hafiflettigi diigtintilmektedir (Demirylirek vd.,2003). Diger
yandan, hiperbarik oksijen (HBO,) dokulara oksijen taginmasim arttinr ve lipid
peroksidasyonu hafifletir (Bhalchandra vd., 2000). Lipid peroksidasyonu sirasinda, karbon
baglarimin kopmas: ile aldehit yapisinda yikilim {iriinleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu sitotoksik
metabolitler, malondialdehid (MDA) gibi alkaneller, 4 hidroksinonenal gibi
hidroksialkenallerdir. Malondialdehid sinifindan olan tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren
maddeler (TBARS), iskemi reperfiizyon olayinda lipid peroksiasyonunun en duyarl
gostergelerindendir (Islekel vd., 2000b).

Malondialdehit, doymamis yag asitlerin yikimu sonucunda olusur ve peroksidasyon
reaksiyonlarinin derecesini belirleyen elverigli bir indeks gibidir. Malondialdehit lipid

peroksidasyonlarin sonucu gibi tammlanmustir (Buege., ve Aust., 1978).

PMN, hedef hiicreler i¢in zarali olan hidrojen peroksid ve hipoklorik salinmasi yoluyla hasara
neden olurlar. Doku hasar1 nétrofil infiltrasyonu derecesi ile orantilidir ve direkt olarak

myeloperoksidazin (MPO) aktivitesiyle 6l¢iile bilinir (Katleen, vd 1998).

Bu deneysel galismada, hiperbarik oksijen uygulamanin ve iskemik 6n kosullamanin ayri ve
birlikte, sican karacigeri hasarinda, lipid peroksidasyon seviyelerini ve myeloperoksidaz

aktivitesini inceleyerek etkisini aragtirmaya ySneliktir.



2. KAYNAK TARAMASI
2.1 iskemik reperfiizyon Hasarimin Temeli:

Iskemi de anormalligin baglangi¢ kismi, ATP {iretiminde 6zel bir Sneme sahip organ, selliiler
mitokondri tizerinde durulmustur. Buna ragmen dramatik bir sekilde biiyiimesi bir ¢ok sayida
olaylara baglidir. Oksijen serbest radikal firetimi, demir depo salimimu, organlarin iskemi-
reperflizyon kaynakli mikrovaskular hasari, inflamatuvar sitokinez, komplement aktivasyonu
ve hasar kismindan nétrofil infiltrasyonu gibi olaylar 6rnek verebilinir [1]. Hiicresel seviyede
iskemi, aerobik mekanizmadan hiicre i¢i ATP seviyesinin diismesi ile sonug¢lanan anaerobik
mekanizmaya degisimi baglatir. ATP bagimli enzimlerin bozulmasiyla hiicre igi Ca®
birikmesine neden olur. Bu sitolojik kalsiyum birgok kalsiyum duyarli enzimlerin
aktivasyonuna neden olur. Ornegin; fosfolipaz hiicre membramndaki lipidleri yikar (Katleen,
vd 1998). Bununla birlikte hiicre hasart reperflizyon sirasinda meydana geldigi
soylenmektedir. Reperfiizyon, serbest oksijen radikalleri, stiper oksit anyon, hidrojen peroksit
ve hipoklorik asit olusumuna neden olur (Katleden, vd 1998). S6z konusu radikallerin
baslicalar: oksijenin dokularda belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu olugan ¢ok kisa
omiirlii ve giicli oksidan nitelikli oksijen metabolitleri olan asagidaki 4 maddedir: hidrojen
peroksit (H,O,), stiperoksit anyonu (O™s), hidroksil radikali (OHe) ve singlet oksijen.
Bunlardan en reaktif ve en sitotoksik olani hidroksil radikalidir, serbest demir iyonunun
katalizor etkisi altinda hidrojen peroksitden agagidaki reaksiyonla da olusur [2] (Haber—Weiss
reaksiyonu (2.1) ):

H,0, + H + Fe?* v > OHe + H,0 + Fe** 2.1)

Bu radikal, siiperoksit anyonu ile hidrojen peroksitin etkilesmesi sonucu asagidaki

reaksiyonla da olusur (reaksiyon 2.2).
Oy * + HyOy+ H - > OHe + 0, + H,0 (2.2)

Hidroksil radikalleri, CI” ile reaksiyona girerek dokuda diger bir sitotoksik madde olan HOCl
(hipoklorik asit) olusturabilir. Superoksit anyonu, damar endotelinde endojen nitrik oksit
(NO) ile reaksiyona girerek, daha fazla sitotoksik olan peroksinitrit (ONOO™) ve sonra
peroksinitr6z asit olusturur. Reaktif oksijen radikalleri, artan oksijen parsiyel basinci sonucu
konsantrasyona bagimli olarak birgok hiicre tiirtinde ve 6zellikle alyuvarlar, damar endotel
hiicreleri ve iltihap hiicrelerinde artmis miktarlarda olugur. Bu maddeler; sitoplazmik
membrami ve hiicre-igi organel membrammin lipidlerinin peroksidasyonuna ve membran
gecirgenliginin artmasina, enzimlerin ve sitostriiktiirel proteinlerin siilfidril oksitlenmesine ve

capraz—baglanmasina, enzimlerin inaktivasyonuna, bu arada antiproteazlarin inhibasyonu



sonucu proteolitik enzimlerin aktivasyonuna, DNA yapisinin bozulmasina ve kirilmasina
(mutasyona) ve mukopolisakkaridlerin depolimerizasyonuna neden olurlar. Lipid
peroksidasyonu membran yapisiu bozduktan baska, olusan lipid peroksitler (L.0Oe), iltihap
hiicreleri i¢in kemotaktik oldugu i¢in bu hiicreleri dokuya gekerek inflamatuvar reaksiyon
olusturur. Radikaller glikozaminoglikan molekiillerinde de oksidatif zedelenme yaparlar.
Hiicrede iyon transportunu transmembranal potansiyeli bozarlar. Radikal olugma hizimin
derecesine, antioksidan savunma mekanizmalar etkinlik derecesine ve diger 6zelliklere gore
hiicre tiirlerinin, reaktif oksijen radikallerinin toksisitesine duyarhiligi farklidir. Vurgulanmasi
gereken bir nokta, serbest oksijen radikallerinin, hiicrelerde hiperoksi olmaksizin da fizyolojik
olaylar veya patolojik olaylar sonucu meydana gelmesidir. Hiperoksi, bu olaylarn radikal
olusturmalarini potansiyalize eder. S6z konusu radikalleri fizyolojik olaylar mitokondriyel ve

mikrozomal elektron transport zincirleri ve oksidan enzimlerin katalize ettigi olaylardir [2].

I/R hasarinin fizyopatolojik siirecinde oksijen radikalinin &nemi, serbest radikal yakalayici,
stiper oksit dismutaz, katalaz veya glutatyon peroksidaz gibi perfiizyon sirasinda hasari
onleyen enzimlerin enjekte edilmesiyle gosterilmistir (Katleen, vd 1998). Hiicrelerde ve
ckstraseliiler sivida sitotoksik oksijen radikallerini zararsiz duruma getirmeye ¢alisan
antioksidan savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar normal biyokimyasal olaylar
sirasinda az miktarda olusan radikalleri etkisizlestirebilirler. Ancak hiperoksi, iskemiden
sonra reperfiizyon ve bu radikalleri bol miktarda olugturan aktive edilmis nétrofiller ile diger
fagositlerin dokuda toplanmasi gibi durumlarda oksidan/antioksidan dengesi bozulursa
antioksidan mekanizmalar tiikenir (deplesyon); sonugta sitotoksik radikal etkinligi artar ve
hiicre zedelenmesine ve 6liimiine yol agar. Antioksidan savunma mekanizmalarinin baglicalar
sunlardir [2]:

(i) Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik tirlinlere doniistiiren antioksidan enzim
sistemleri: katalaz, superoksit dismutaz ve glutatyon redoks siklusu enzimleri (glutatyon
peroksidaz), GSH rediiktaz, glukoz—6—fosfat dehidrojenaz vb. gibi).

(i) Radikalleri yakalayip etkisizlestiren antioksidan maddeler (“scavengers™): insanda hiicre
membraminda oksidanin yapacagi zedelenmeyi Onleyen E vitamini (alfa—tokoferol), hem
ekstraseliiler srvida ve hem de hiicrede anti—oksidan etkinlik gosteren ve antiproteazlarin
oksidanlarla inaktivasyonunu Onleyen askorbik asit (C vitamini), indirgenmis glutatyon
(GSH), iirik asit, beta—karoten (pro—vitamin A), taurin ve yiiksek molekiil agirlikli

antioksidanlar olan mukus ve albiimin,



(iii) Reaktif oksijen radikallerinin olugmasii 6nleyen ve olusanin yayilmasimi engelleyen
(kompartmentalize eden) sistemler: Bunlar hidrojen peroksid ve stiperoksid anyonundan
hidroksil radikali olusmasim saglayan Haber—Weiss reaksiyonunu katalize eden demir ve
bakir iyonunu hiicrede ve plazmada baglayan ferritin, transferin, laktoferrin ve seruloplazmin
ve mitokondrilerde dogal olarak olusan radikalleri suya indirgeyen mitokondriyel sitokrom
oksidazdir. Enzim—dis1 antioksidan maddelerden yagda ¢8ziiniir bir vitamin olan E vitamini
hiicre membraninda yerlegmistir ve oksijen radikallerinin lipid peroksidasyonu yapmasin
engeller. A vitamini ve beta—karoten, zincir reaksiyonu kiran antioksidanlardir ve ayrica
singlet oksijeni dogrudan yakalarlar (etkisizlestirir). Askorbik asit nétrofillerdeki oksidantlari,
hidroksil radikalini ve hidrojen peroksidi yakalar. Indirgenmis glutatyon (GSH), hiicrelerde
(6zellikle karacigerde) sistein, glisin ve glutamik asit’ten sentez edilen bir tripeptittir; reaktif
oksijen radikallerini ya dogrudan ya da yukarida deginildigi gibi enzimatik olarak yakalar.
Enzimatik ve enzim—dis1 antioksidan mekanizmalar genellikle tek baglarina degil, birbiri ile
yakindan etkileserek bir batarya halinde g¢aligirlar. $oyle ki askorbik asit ve GSH; lipid
peroksid (L0Oe) ile reaksiyona girerek onu normal (LOOH) durumuna getirirler; ayrica, bu
sirada oksitlenmis olan E vitaminini, tekrar indirgenmis (aktif) E vitamini haline getirirler;
baska bir deyisle E vitamini siklusunun stirdiiriilmesini saglarlar. Savunma mekanizmasi
enzimlerinden siiperoksid dismiitazin katalize ettigi ilk basamaktaki reaksiyon agagidaki
sekilde olur (reaksiyon 2.3) [2] .

2 0%+ 2H" —mmmmev > H,05+ O, (2.3)

Meydana gelen H,0,, ufak miktarda ise indirgenmis glutatyon peroksidaz (GPO) tarafindan
suya ve Oy ye doniistiiriilerek yok edilir; eger fazla miktarda olusmussa, daha ziyade katalaz
ile ve aymt sekilde yok edilir. Superoksit radikalinden yukarida gosterildigi sekilde olusan
H,0, yok edilemezse, viicuttaki demir (ferro) ve bakir iyonlari tarafindan hidroksil radikaline
doéntstiiriiliir.  Glutatyon peroksidaz, glutatyonu oksitlerken hidrojen peroksidi suya
dontistiiriir. Oksitlenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmis (aktif) glutatyona (GSH’ ye)
cevrilmesi glutatyon rediiktaz (GR) enzimi tarafindan yapilir. Glutatyonla ilgili oksitlenme ve
indirgenme reaksiyonlar1 (2.4, 2.5) asagidaki gibidir [2]:

H,0,+ 2GSH GPO > GSSG + 2H,0 (2.4)
GSSG + NADPH + H* wemm- R > 2GSH + NADP* (2.5)

Farkli dokular, hipoksiye farkli zaman periyotlarinda dayamir. iskelet kaslari iskemiye
saatlerce maruz kalabilmesine ragmen, dakikalik iskemi neuronal hasarda geri doniistilemez

hasara neden olur. Aym organin degisik kisimlari, 6rnegin; bagirsak (intestine) jejunum ve



ileum aym periyotlu hipoksinin degisik hasar derecesine sahip. Farkli tiirlerin aymi orgam da
I/R hasarmma kars1 direngleri farklidir. Sigan ilenum, domuz ilenum’ununkinden daha

duyarhidir. Sebebi heniiz agiklana bilinememigtirf1].
2.1.1 iskemi

Iskemi sirasinda, adenozin ve inosinin hipoksantanine yikimi ile adenozin mono fosfat’a hizli
defosforilasyonun ve {iretimin kisilmasindan dolayt hiicre selliller ATP seviyesi
diserf1].(Sekil 2.1)

AT{S
ADP
% \@ 20 + HY
ke T e
Adenosme
202
Inos:na 2HoO+  4H0 4+
Oz 2GS-5G
Hypoxan’mme
pomg | + 2H*
e L2 405 20H-Cl +
superoxide myeiob 2Hz0
g;iieases Xa nthme dismutase peroxidase
Xanthine e v 20H+
Dehydrogenase Fettt 201

Sekil 2.1 Iskemik reperfiizyon hasarinin patalofizyolojisi (Kathleen vd., 1998)

1. Normal fizyolojik kosullar altinda, O radikalleri biiyiik bir kism1 hiicrenin
mitokondirilerinde ve de nétrofil ve makrofajlarda iiretilir.

2. Iskemik periyot da, ATP hipoksantanine yikilir ve ksantinin
dehidrogenaz ksantinin oksidaza doniigiir.

3. Reperflizyon meydana geldiginde, hipoksantinin ksantinin O
radlkallenmn tiretimi ve hidrojen peroksid (H20,) olusmasiyla dondsiir.
Fe'? varliginda, hidroksil radikaller (OH) diretilir. (Haber-Weiss
reaksiyonu). Myeloperoksidazin varliginda, hidrojen peroksit, hipoklordz
aside (HOCI) doniisiir.



Selliler ATP’nin diismesi, ATP- bagimli iyon kanallarimin regiilasyonunun kayb: ile
sonuglanir ve hiicre membrania gegen pasif iyon degisimlerinin saglar. K* ve Mg*? disartya
diftizyon olurken Na*, Ca ™ ve H,O igeriye diftizyon olur ve hiicreyi sisirir. Artmus selliiler
Ca'? yikicidir ve en 6nemli sonuglarmdan biriside kalsiyuma bagh proteazlarin aktivasyonuna
neden olur ve ksantin dehidrogenaz (XDH)’1n ksantine oksidaz’a (XOD) yikar (Sekil 2.1).
Cerrahi reconstruction (yeniden yapilanma) tedavilerini géren hastalarda ekstirim akmt: kam
incelemis ve insan dokusunda iskemide ksantin oksidaz’in arttifini dogrulanmigtir. Hayvan
calismalarinda, iskemik organ canliliinin aragtirtimast i¢in ATP ve hipoksantinin seviyeleri,

kullanish parametre oldugu gosterilmistir [1].

Buna ragmen toksik radikallerin kaynagi az bilinen bir olaydir. Toksik radikaller birgok
sayida parenkima hiicreleri, vaskular endotel, nétrofiller ve makrofajlar gibi, degisik

hiicrelerden olustugu var sayilir.

Reaktif oksijen metabolitleri, normal fizyolojik kosullarda mikrosom ve mitokondri ETS’ de
tiretilir. Serbest radikallerin konsantrasyonlart minimum diizeyde, serbest radikal
yakalayicilar1 glutatyon ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan tutulur. Sinirlanmig
oksijen varhiginda aktif oksijenin hiicresel kaynaklar: geligir (Sekil 2.1). Serbest radikallerin
olusumu mitokondride normal metabolizmanin sonucu olusur. Fakat smirli oksijen
uygulamas: sirasinda ATP azalmasindan dolayi, mitokondri ATP yoksunlugun {istesinden
gelmek icin serbest radikallerin iiretimi belirgin bir sekilde artirarak daha fazla caligir.
(Kathleen vd., 1998)

2.1.2 Repertfiizyon

Toksik radikallerin ikinci kaynagi ise iskemik perflizyon sirasinda XDH’m XOD’ tersine
cevrilemez olarak doniismesiyle hipoksantinin (yikilmig ATP) ksantine doniismesi esnasinda
stiper oksit iyonlar1 ve hidrojen peroksid olusturarak neden olur. Reperfiizyonda,
hipoksantinin ksantin’e ve tiirik asit’e doniistiiriiliir. Oksijen ve ksantin oksidaz varliginda

superoksit radikalleri olugur[1].

ksantin oksidaz ksantin oksidaz
hipoksantin > ksantin >iirik asit
A A
0, Oy 0, 0y

Superoksit, nispeten diisiik enerji seviyeli bir radikaldir fakat hayli reaktif ve hasar veren

hidroksil radikal tiretiminde sorumludur. 3 saatlik iskemi ve 1 saatlik reperfiizyonun firettigi



istestinal hasar, 4 saatlik perflizyonsuz iskeminin {irettiginden daha fazladir (Parks, ve
Granger,1986).

Eger iskemide ksantin oksidaz’in ve hipoksantinin toplanmasi silahin doldurulmasi ve
horozunun ¢ekilmesine benzetilirse, reperfiizyon da tetigin ¢ekilmesine benzetile bilinir,
zararli serbest radikal {iretimine sebep veren reaksiyon patlamalarim baglatir. Allopurinol,
ksantin oksidaz’m inhibitorudur, tetifin g¢ekilmesini 6nleme kapasitesine sahip oldugu

ispatlanmigtir [1].
2.2 Reperfiizyonda Serbest Radikal Ureten Kaynaklar

Reperfiizyonda ¢ok ¢esitli hiicre, organel ve enzimler serbest radikal kaynagim
olusturmaktadir. Mitokondrial elektron transport zincirinden (METZ) oksijen kagaklarinin
artmas1 bunlardan biridir. Normal kosullarda METZ'de oksijenin kismi indirgenmesi ile
olusan serbest radikallerin %1-5 oldugu belirtilmistir. Reperfiizyonda gelen ani ve yiiksek
konsantrasyondaki molekiiler oksijenin iskemi sirasinda birikmis indirgen esdegerler NADH,
FADH,) ile kismi indirgenmesi sonucunda, serbest radikal iletimi ve oksijen kagagindaki

fizyolojik oran artmaktadir (Islekel vd., 2000a).

Iskemi ve reperfiizyon (iskemik dokunun yeniden kanlanmasi) olaylarinin meydana geldigi
klinik durumlarda (sok ve sokun diizenlenmesi, myokard infaktusunda trombolik ilag yada
balon anjiyopasti uygulanarak tikanmis koroner dalimin agilmasi, karaciger gibi organ
transplantasyonu, iskemik ekstremitenin revaskiilarizasyonu ve barsaktaki tikanikligin
acilmasi gibi) ve deneysel olarak bir organin arterinin klamplanmasi, sonra birden kapaklarin
acilmas1 durumunda bu olaylardan etkilenen dokulardaki hiicrelerde belirgin oksidatif stres
olusur. Bunun bir nedeni de iskemik epidozun uzunluguna bagli olarak iskemi sirasinda XOD
enziminin sentezinin, etkinliginin ve substratlarinin artmas: ve boylece, enzimin reperflizyon
sirasinda dokuda konsantrasyonu birden artan oksijeni agir1 miktarda su-peroksid anyonuna
doniistiirmesidir. Iskemi doneminde Ca®* bagimli proteazlarca veya siilfidril gruplarmm
oksidasyonu ile ksantin dehidrogenazin, ksantin oksidaza doniigmesi sonucunda dokuda
ksantin oksidaz oram1 %10 luk fizyolojik oranin iizerine ¢ikmaktadir. Yine iskemide ATP'nin
hidrolizi ile ortaya ¢ikan purin metabolitlerinden hipoksantin ve ksantin, XOD i¢in substrat
olusturmaktadir. Reperfiizyon ile molekiiler oksijenin ani ve fazla miktarda dokuya girmesi
sonucu XOD reaksiyonu ile iirik asit, yan iiriin olarak da siiperoksid anyon radikali (0P
olusmaktadir [2].

Hipoksantin + H,0 + 20, ksantin oksidaz,, {Jrik asit +2 O+ 2H" (2.6)

Olugan siiperoksid radikali HO, ve "OH'ni olusturmaktadir.



02+ Q24 2" stperoksid dismutez., 1y 4 (), Q.7
0-2 + H202 demir katalizor> OH+ OH + 02 (28)

Reperflizyon periyodunda kan destegi restore edildiginde, hepatik ve ekstra-hepatik
mekanizmalarin karigik agt karacifer hasarinin daha da kotiilesmesine neden olurlar. Kupfer
hiicreleri, karaciger makrofajlar1 hizlica aktive olurlar ve genellikle hepatik mekanizmalarin
en Onemli etkenidirler. Reaktif oksijenlerin salimisiyla, ¢ok ¢esitli sinyal transdiiksiyon
prosesleri baglar. Lipid peroksidasyonda reaktif oksijen radikalleri’nin (ROS) amaglanmg
direk toksitesi hasarin 6nemli mekanizmasi gibi goriinmektedir. Bunun tersine, trombosit
aktive eden faktdr (PAF), interleukins ve TNF-o endotel hiicrelerden ve monositlerden
salimgiyla, ve de redoks duyarli transkripsiyon faktérlerin (TF) AP-1 ve NF-kB
aktivasyonuyla adhezyon molekiillerinin uyarilmis inflamatuvar cevabi, nétrofil sekestrumu,
makrofaj ve notrofillerin toksitelerinin artmasi igin hazirlamlmasimi  baglatir. Hepatik
mikrosérkiilasyonda gecikmis perfiizyon basarisizligin gelisimi ileri basamaklarda iskemi
reperflizyon hasari’na atfedilir. Bu olay endotelin-1 (ET-2), ROS gibi vasokonstriksiyonlarin
iretiminin artirilmasi, nitrik oksit (NO) gibi vasodilasyonlarin kisitlanmasi ile karaciger
perfiizyonunda dengesizlige neden olabilir. (Gerwig, 2002) (Sekil 2.2)

Ischemia Reperfusion

b 23 b
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Hepatooyte

ATP ¢

Ca2r 7

Nat+ *

Protsases *
Phogpholpases ©

™A ROS, PAF

Cytakines, TF

ET-1

Adhasion mcﬁe’:uley

Yascular inflammation

|

Mireocirculatory dsturbancas

Sekil 2.2-Iskemi reperfiizyon hasarimn patomekanizmasi (Gerwig, 2002).



Karaciger hasarinda oksijen radikalleri 6nemli bir rol oynar. Ayrica radikallerden bagka,
aktiflesmis 16kositler, endotel hiicreler (kupfer hiicrelerini (KC) de igeren), mikrosdrkular
bozukluklar ve digerleri de karaciger iskemi reperfiizyonuna neden olurlar. Asin inflamatuvar
cevap reperflizyon sirasinda hasarin agiklayan en Snemli kilit mekanizmadir. Iskemi KC
aktive eder ve ilk perfiizyon periyodu sirasinda olusan reaktif oksijen radikallerin en dnemli
vaskular kaynagidir. Fakat bu etki yalmizca no-flow fenomonlu iskemide goriilmektedir.
Bununla beraber kanamali yaralanmalarda, 6rnegin, diisiik-akiglt iskemide goriilmemektedir.
KC odakli oksidatif stres, iskemik epidozun uzunlugu ile, ksantinin ve mitokondri kaynakli
hiicre aras1 reaktif oksijen tiretiminde karaciger bozukluguna ve iskemi sirasinda olugan hiicre
hasarina neden olabilir. Fagositoz-tipi NADPH oksidaz varlifn son zamanlarda endotel
hiicrelerde ve hepositlerde siiper oksit tiretiminin en 6nemli kaynag: olarak tamimlanmagtir.
GTP’ az larin Rho ailesinden Racl bu enzimi regiile eder ve inhibe edilmesi hiicreler aras:
oksidatif stresi erken perfiizyon sirasinda azaltir ve karaciger hasarna kars: korur (Jaeschke,
H., (2003).

2.3 iskemi-Reperfiizyonda Meydana Gelen Bashica Hasarlar

Iskemi-reperfiizyon sirasinda meydana gelen baglica hasarlar; lipid peroksidasyon hasari, lipid

karboksilasyonu hasar1 ve nétrofil kaynakli hiicre hasaridir.
2.3.1 Lipid peroksidasyon hasan

Lipid peroksidasyon hayvan ve bitkilerin her ikisinde de meydana geldigi bilinen karmasik bir
stiregtir. Lipid radikallerinin olusumu ve yayilmasini, oksijen kullanimim, doymamis
lipidlerde ¢ift baglarin ayarlanmasimi icerir. Membran lipidlerin yikiminda sonug olarak

birgok yikim {irtinii olusur.

Iskemi-reperfiizyon hasarinin (I/R) en 6nemli nedeni, artan serbest radikallerin iskemik hiicre,
plazma ve organel membranlarinda, vaskiiler endotel hiicre membraninda baglattiklar lipid
peroksidasyonudur. Radikal aracili bir zincir reaksiyon mekanizmas: geklinde gelisen lipid
peroksidasyonu sirasinda, doymamis yag asidlerinin yan zincirlerinde yeniden diizenlenme

s6z konusudur.

Lipid peroksidasyon genellikle doymamis yag asidinden hidrojen atomu kopartilmas: ile
baglar ve lipid radikallerin olugmasi ile son bulur. Cift baglarin diizenlenmesi konjuge
dienlerin olusmasi ile sonuglanir. Molekiiler oksijen ile atak, lipid peroksit radikalleri
olugturur. Komsu lipidten hidrojen kopartilmasi ile ya lipid hidroperoksit veya lipid

endoperoksitleri olusur. Doymamis yag asitlerde endoperoksidaz olugumu, yikim {irtinti gibi
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malondialdehit olusmasina neden olabilen en az 3 metilen aralikl ¢ift bag icerir. (Buege ve
Aust, 1978)

Lipid peroksidasyonu {i¢ asamada ger¢eklesmektedir; Lipid peroksidasyon {i¢ asamada
gergeklesmektedir; Baglangig basamag (initiation), ilerleme basamagi (propagation),

sonlanma basamag (termination).
2.3.1.1 Baslangi¢c basamag) (initiation)

Hiz kasitlayic: olup yeterli reaktivitedeki oksijen kaynakh bir radikalin bir metilen  (-CH;-)
grubundaki divinil (allilik) hidrojen atomunu koparmas ile gergeklesmektedir. Yag asidinde
¢ift bag varligi C-H bagim zayiflatarak H' atomunun kopartilmasint kolaylastirmaktadir. Bu
nedenle membran lipidlerinin doymamuis yag asidleri yan zincirleri, peroksidasyona ozellikle
duyarhdirlar. Ilk hidrojen atomunu kopartacak reaktivitedeki radikaller, hidroksil (OH),
alkoksil (RO"), peroksil (ROO’) ve hidroperoksil (HO) radikalleri olup, sliperoksid anyonu
ve hidrojen peroksid bu reaksiyonu baglatamamaktadir. Hidrojen atomu tek bir elektron
icerdigi i¢in, baslangi¢ reaksiyonu sonunda geride karbon iizerinde eslenmemis bif elektron
kalmaktadir (~CH-). Daha Once bagslangi¢ reaksiyonu kavramm daha ileri basamaklari
kapsamaktaysa da, son goriigler bu asamamn sadece hidrojen atomunun koparilmasi

reaksiyonu oldugunu kabul etmektedir.
2.3.1.2. ilerleme basamag (propagation)

Karbon merkezli radikal, molekiiler bir diizenleme ile izole ¢ift bag formundan, konjuge dien
formuna gecer. Olusan lipid alkil radikali oksijen ile reaksiyona girerek lipid peroksil
radikalini olusturur (Sekil 2.3). Lipid peroksil radikali ise, bir bagka yag asidinden hidrojen
atomunu kopararak lipid hidroperoksidi ve yeni bir lipid alkil radikalini olugturarak yeni bir
zincir reaksiyonu baglatabilmektedir. Lipid hidroperoksidleri, fizyolojik kosullarda nispeten
kararli molekiiller olmakla birlikte, gegis metalleri veya metal komplekslerinin
katalizorltiglinde pargalanabilmektedirler Serbest demirin en Snemli kaynag: ferritindir.
NADH ve O?, ferritindeki ferrik demirin indirgenmesini ve ferrdz demir (Fe*") olarak
salinmasini kolaylagtirmaktadir(2.9).

NADH + Fe*" + Ferritin ------n----- > NAD" + Fe** + Ferritin (2.9)

Indirgenmis metal iyonlar1 (Fe ** ve Cu") lipid hidroperoksidi ile reaksiyona girerek alkoksil
radikalini (LO"), okside metal iyonlar ise (Fe** ve Cu 2y daha yavas bir reaksiyonla alkoksil
ve peroksil (LOO") radikallerini olugturmaktadir (2.10).

LOOH + M™ LO > + M™D*+ OH (2.10)
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Her iki radikal de baska yag asidlerinden hidrojen atomu kopartarak lipid peroksidasyonu

zincir reaksiyonunu stirdiiriirler.

2.3.1.3 Sonlanma basamag

Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlari, iki lipid peroksid radikali etkilesinceye kadar
stirmekte ve siklik peroksid (LOOL) olugumu ile sonlanmaktadir (2.11).

LO 3+ LO ~—memmmmmmommemes >2 LOOL + O, (2.11)

LH AN Doymanis yad asidi
'L -H* {hidrojen koparnimas)

L PN RN Lipid alkil radikal (izole gift bag formu)
1 {Melekiller dizenleme)

L NN Lipid alkol radikall {kenjuge dien formu)

t/ 0, girigl
LoD S\ A= _—
Y:\:/\_/ Lkph'l peroksil Tﬂdlk&ﬁ Yz\:f LOOH

,,,,,
....

o-0

Codmanms yad asidi
LH Lipid alkil rediksli

Sekil 2.3 Lipid radikalleri (islekel vd., 2000b).

Lipid peroksidasyonu sirasinda, karbon baglarmin kopmas: ile aldehit yapisinda yikilim
tirlinleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu sitotoksik metabolitler, malondialdehid (MDA) gibi
alkaneller, 4 hidroksinonenal gibi hidroksialkenallerdir. Malondialdehid simifindan olan
tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler (TBARS), iskemi reperfiizyon olayinda lipid
peroksiasyonunun en duyarli gostergelerindendir. Ciinkii tiyobarbitiirik asitle tepkimeye
girerek 576 nm absorbansta Sl¢iim verir. Mikrozomal membramn lipidlerinin peroksitlesmesi
sirasinda olugan malondialdehit olusumu, farkli dokularda farkli miktarda olmasi lipid
peroksidasyonun seviyesinin kargilastirmay1 zorlagtirir. Bunun nedeni farkli dokularin

mikrozomal membraninda degisik miktarlarda doymamig yag asitlerin neden olmasindan
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kaynaklanir, ¢ilinkii yalnizca 3 veya 3 den fazla metilenmis ¢ift baglara sahip doymamig yag
asitleri yikim tiriinii olarak malondialdehit tiretebilir. Buna ragmen, tiyobarbitiirik asit analizi
lipid peroksidasyonlarin goriintiilenmesinde duyarlilik ve basitlige sahip olmasiyla kullamsh
bir metot olmayi siirdiirmektedir. (Buege ve Aust, 1978)

Iskemide baslayan lipolizin, reperfiizyon siiresince de devam ettifine dair kamtlar
bulunmaktadir. Bu nedenle reperflizyonda, enzimatik lipoliz ve lipid peroksidasyonu,
membran hasarinda sinerjizm ic¢inde slirmektedir. Perokside olmus yag asidleri, lipolizi
gerceklestiren fosfolipazlar icin dogal yag asidlerine oranla daha iyi substratlardir. Ayrica
lipid peroksidasyon f{iriinleri de fosfolipaz aktivitesini stimiile etmektedirler. Lipid
peroksidasyonu, ortamda doymamis yag asidleri, oksijen ve metal katalizorler (Fe2+, Cuh)
bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin olugumuna neden
olmaktadir. Bu nedenle reperfiizyon ddnemi, lipid peroksidasyonu icin gerekli kosullart
saglamasi bakimindan ¢ok uygundur. Lipid radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon iirlinleri
aracihi1 ile lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman hiicresel
yap1 ve fonksiyon hasarlan ortaya ¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya gikan ve
fonksiyonel hasara neden olan temel yapisal degisiklik; membran yag asidlerinin interior alkil
zincirlerine hidrofilik bir grubun girmesi ve yag asidlerinin akdz faza dogru donmeleridir.

Bunun sonucunda olusan fonksiyonel hasarlar sunlardir:

Lizozomal ve mitokondrial membranlar: ilgilendiren ileri derecede lipid peroksidasyonu ile
organel igeriginin (mitokondrial matriks enzimleri, lizozomal enzimler gibi) hiicre igine
salinmasi. Normal kosullarda lizozomlar iginde giivenli bir sekilde tutulan lizozomal
proteolitik enzimlerin sitoplazmaya salinmalar ile hiicre i¢i proteolizin hizlanmas: ve doku
hasarmnin siddetlenmesi (Islekel vd., 2000b).

2.3.3 Lipid Karboksilasyonu hasar:

Reperfiizyonda ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkisi ile olusan lipid radikali, dokuda artmig
bulunan karbondioksit ile reaksiyona girerek lipid karboksil radikalini olusturmaktadir.
Karboksil radikali, lipid peroksidasyonu kadar yaygin olmasa da membran hasarina katkida
bulunmaktadir (Gutteridge, 1995).

HO +LH >HOH + L (2.11)

L +CO, >LCOO 2.12)

|0 0 R 5(0); P— >LCOOH + HO (2.13)
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2.3.3 Notrofil Kaynakh Hiicre Hasar:

Reperflizyon hasarimin 6nemli bir nedeni de, iskemik bolgeye l6kositlerin, 6ncelikle de
polimorfoniikleer 16kositler (PNL) olan nétrofillerin infiltrasyonudur. Bilindigi gibi nétrofiller
fagositoz olayr ile canliy1 enfeksiy6z ajanlardan koruyan kan hiicreleridir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda, iskemiye maruz kalmis hucrelerin nétrofil ve trombositlerin vaskiiler
endotele adhezyonuna dolayisiyla yangisal yamita yol agan, kemoatraktan maddeleri ve
adhezyon molekiil aktivatdrlerini salgiladiklar: gésterilmigtir. Notrofil kemotaksisine neden

olan en 6nemli etken, XOD reaksiyonu sirasinda ortaya ¢ikan siiperoksid anyon radikalleridir.

Nétrofiller, adhezyon molekiilleri araciligi ile etkilesime girdikleri endotel hiicreleri arasinda
ilerleyerek (diapedez olay1) ekstravaskiiler dokuya dogru go¢ ederler. Aktiflesmis nétrofiller,
antimikrobiyal savunma sisteminde kullandiklari mekanizma olan NADPH oksidaz enzimi
aktivasyonu ile reperflizyonda gelen molekiiler oksijenden seri reaksiyonlar sonucunda
stiperoksid anyon radikali (O-2), hidrojen peroksid (H202), hidroksil radikali (.OH),
hipoklorik asit (HOCl) ve kloraminleri (R'/RNCI) olusturarak, ileri doku hasarina neden
olurlar (Islekel vd., 2000a).

Perflizyon sirasinda kapilleriler, anoksik hasarin daha kétii yapma ihtimaliyle kapanir ve ‘no-
flow’ fenomen olarak bilinir. Reperfiizyon doneminin en 6nemli mikrovaskiiler patolojisi olan
kan akiginin geri dénmemesi fenomenine (no reflow phenomen), aktive olmus nétrofillerin
yol agtig1 ve nétrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlan ile kan akiminin geri dSnmesine engel

olan kapiller tikaglan olusturdugu bildirilmistir. (Islekel vd., 2000b).

Nétrofiller salgiladiklar1 vazokonstriiktér ajanlar ve trombosit aktive edici faktor (PAF) ile
daha biiyilik damarlarda da (arteriyol, prekapiller damarlar) daralmaya neden olmaktadirlar.
Hidrojen peroksidin, kiltiirlesmis endotel hiicrelerin PAF {iretimi igin uyarilmasim ve sonug
olarak I6kositlerin ve monolayer endotel hiicrelerin adhezyonunu tegvik ettigini gostermistir.
Iskemiyi izleyen perfiizyonun, PAF seviyesini Onemli 6lgiide arttirdigim ve 16kosit
adhezyonunu kolaylastirdigini  g6stermistir. Notrofillerce fiiretilen siiperoksid anyon
radikalininin de eritrositlerin agregasyonunu hizlandirdifim ve bu etkinin ndtrofil

agregasyonu ile birlikte kapiller tikanmay: daha arttiric1 olabilmektedir [1]

Polimorfik hiicrede myeloperoksidaz (MPO) ve NAPH oksidaz’in mekanizmasina dogru
serbest radikaller de iiretebilir. PMN, hedef hiicreler i¢in zararli olan hidrojen peroksid ve
hipoklorik salinmasi yoluyla hasara neden olabilirler. Notrofil graniilleri serine proteaz,
elastaz, kollegenaz ve jeletinaz gibi ¢ok sayida enzimi igerir. Sonugta bu enzimler

mikrovaskular gecirgenlifin artmasina sebep olurlar. Notrofillerden kaynaklanan toksik
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metabolitler yoluyla proteolitik enzimlerin doku yikimina alakali katkis1 hala agik degildir.
(Katleen, vd 1998).

Iskemik dokuda, serbest radikaller de dahil olmak tizere diger baz1 kemoatraktanlarin etkisi ile
gd¢ eden notrofiller, asagidaki mekanizmalar ile reperfiizyonda doku hasarinin ilerlemesine
yol agmaktadirlar. Lokositlerin inflamatuvar bolgelerine ikmali birka¢ basamakta olur.
Birincisi, ilk iskemi olayindan sonra, kemotarakslarin, sitokinlerin salimi; lokal
inflamatuvar blgesinden sirayla salmir ve endotel ve nétrofilleri aktive eder. Izleyen yapigma
olay1 birbirini takip eden 4 boliime ayrilir; baglanma reaksiyonlar: (tethering), baslama
reaksiyonlan (triggering), kuvvetli yapisma (strong adhesion) reaksiyonlar1 ve kendiliginden
hareket basamag: (motility) (Adams ve Shaw, 1994) ( Sekil 2.4).
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Sekil 2.4- Lokosit’in endotele adhezyon basamaklarinin siras1 (Adams ve Shaw, 1994)

Endotel hiicreler ve 16kosit arasindaki baglanma reaksiyonlar: selektin ve ligantlar vasitasiyla
l16kosit’in  kiiglilmesine neden olur. Endotel hiicreleri sitokinezle aktive oldugunda
(triggering), sitoplazmik graniillerden olan integrinlerin endotel hiicre membranina
translokasyonu hizli olur. Endotel ve l6kosit arasinda integrin ve hiicre arasi baglanma
molekiillerinin vasitasiyla siki baglanma (yapisma) meydana gelir. Kuvvetli baglanmadan
sonra 16kosit yassilagir ve gd¢ basamag baslar (Adams ve Shaw, 1994). Temel membrana
dogru gog, proteazlarin salinmasina neden olur ve 16kosit gocli gergeklesmis olur. PMN'ler
ilk inflamatuvar yamtin kritik mediatorii gibi uzun siire kabul edildi fakat I/R’da ki rolii hala
tartigmalidir (Katleen, vd 1998).

PMN, Kkaraciger I/R hasarinda 6nemli bir rol oynar. I/R hasar1 karacigerin 1. dereceden

bozukluklart 6nemli klinik problemleri arasinda yer alir ve Sliimetil olarak atfedilir. iskemi



15

reperfiizyon hasarinda belirgin iki fazi tespit etmistir. IIki, oksidant stres yoluyla kupfer
hiicrelerine atfedilir. Sonraki faz ise, reperfiizyon sirasinda, karacigerde polimorfiknikleer
hiicrelerin kiitle toplanmasina eslik eder. Birinci fazda meydana gelen olaylar kupfer
hiicrelerinin aktivasyonunu igerir ve karmagik inflamatuvar cevabi aktive eder. Bu da
notrofillerin hepatik birikintisiyle sonuglanir. Birikmis notrofiller direkt olarak hepatositleri,
oksidant ve proteazlar salarak hasara neden olurlar. Aktiftenmis PMN I/R hasarinda can alici
faktorler olarak atfedilir (Jiang vd., 2003).

Jaescke vd, (1993) anti-CD 11 monoklonol antikor kullanarak I/R deneylerini yapmustir. Bu
antikorla o6nctil tedavi karaciger hasarim1 Onemli &lgtide hafifletmis ve post-iskemik
karacigerde polimorfoniikleer hiicrelerin sayisim morfolojik olarak 6lgiildligiinde %359
azaltmistir. Ek olarak, in vitro olarak ndtrofillerin stiper oksit olusturma yetenegini
azaltmustir. Farhood vd, (1995) bildirdigine gére de; anti-ICAM-1 monoklonal antikor
kullanilmasimn karaciger hasarim {izerinde koruyucu bir etkisinin oldugu, infltre nétrofillerin
sayisinda smirlandirlmug diisiis olustururken siiper oksit olusumunda ise in vitro olarak

etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

T-hiicrelerinden yoksun fare modellerini kullanarak, Zwzcka vd, (1997) T-lenfosit lerin
(CD4+hiicreler) iskemi/reperfiizyon sonras: karacigerde subakut nétrofil inflamatuvar yamitin
kilit arac1 oldugu gosterilmigtir. Subakut karaciger hasarinin kapsami (GTP(glutamat pruvat
transaminaz) ile 6lgililmiis) ve hepatosellular nekrosis, T-hiicresi yoksun farede dramatik
sekilde azalmigtir ve spesifik olmayan sigan anti-mouse antikorlu immunofliioresans boyama

ile 8lgiilen hepatik nétrofil infiltrasyonunda 10 kat azalma ile alakal1 oldugunu gérmiistiir.

Vollmar vd, (1994) sican Karacigerinde iskemi reperflizyon deneyinde vivo fliioresans
mikroskopi teknigin kullanmig; hasar ve post-sinosodual veniillerde 16kosit yapigma miktar:

arasinda 6nemli bir korelasyon bulmustur.

Harada vd., (1999), modife antitrombin kullanarak iskemik hepatik hasarin  endotel
hiicrelerden prostacyclin salinarak 15kositlerin hiire ylizeyindeki glikoaminoglikanlara
yapismasim engelleyerek hasar azaltifim bulmugtur. Prostocyclin aktivitelerinden biride
vasodilasyondur ve I6kositlerin aktivasyonunu inhibe eder. Bunu da monositlerden,

nétrofillerin endotel hiicreye yapigsmast ile salinan TNF-o inhibe ederek saglar.

Zhang vd, (1994) 30 dakikalik iskemiden sonra PMN ile aktive edilmis izole perflizyonu
gdstermis ve 60 dakikalik perfiizyondan sonra 6lii hepatositlerin sayisinda 6nemli bir artig
azalmakta ve olaylar kisir bir d6ngii igine girmektedir.
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I/R hasarinda, nétrofiller endotel hiicrelere yapigma ve interstitial bdlgelere gé¢ igin aktive
olurlar. Doku hasar1 nétrofil infiltrasyonu derecesi ile orantilidir ve direkt olarak
myeloperoksidazin (MPO) aktivitesiyle Slgiile bilinir. Si¢anlarda iskemi/perfiizyondan sonra,
filtre i¢i nétrofillerin sayisinda ve MPO aktiviteleri arasinda iyi bir korelasyon vardir. Uzun
stireli stiperoksid dismutaz ile onciil tedavi, ylikselmis MPO aktivitesini ve I/R hasar ile

indiiklenmis nétrofil sayisim Snemli Slgiide hafifletir (Katleen, vd 1998).

Fagositoz mikroorganizmalar, yabanci partikiiller ve hiicresel atiklarin nétrofil (PMN) ve
makrofaj gibi hiicreler tarafindan yutulmasidir. Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarda 6nemli
bir savunma mekanizmasidir. PMN ve monositler bakterilerin Sldiirtilmesi igin hem
oksijen/bagimli hem de oksijen bagimsiz mekanizmalar igerir. Oksijen bagimli mekanizmalar
MPO sistemini oksijen tiirevi serbest radikallerin {iretimini saglayan bagka bir sistemi igerir.
Oksijenden bagimsiz bir sistem patojenlerin ldiirlilmesinde fagolizomdaki pH degisiklikleri
ve lizozomal enzimleri kullanir. Biitiiniinde, bu baktarisidal mekanizmalarin etkilisi MPO
sistemleridir (Sekil 2.5). Fagositoz olduktan sonra, 16kosit hiicre membraninda yerlesmis olan
NADPH oksidaz sistemi ¢gevre dokulardaki molekiiler oksijeni siiper okside doniistiiriir. Stiper
oksit olusumuna etki eden molekiiler oksijenin hizli tiiketimi ‘respirator patlama’ olarak
adlandirilir. Daha sonra siiperoksit, siiper oksidaz dismutaz (SOD) ile hidrojen perokside
doniistir. Fagolizozomlarda bulunan lizozomal bir enzim olan MPO’nun varliginda peroksit
ve kloriir iyonlart bakteriyi 6ldiiren hipoklordz aside (HOCL, ¢amasir suyunun temel
maddesidir) doniistiiriiliir. Fazla peroksit katalaz veya glutatyon peroksidaz ile nétralize edilir.
NADPH oksidaz hormanal olarak diizenlenen ve alt birimlerinde sitokrom ile flavin koenzimi

tastyan bir enzim kompleksidir (Champe ve Harvey, 1997).

MPO, polimorfik niikleer 16kositler de halojen iyonlarini1 kofaktor gibi kullanarak bakterilerin
oldiirtilmesinde dnemli rol oynar. Toplam kuru hiicre agirliginin % 5° i kadar olan MPO,
PMN’ nin normal fonksiyonlar1 i¢in gerekli bir enzimdir. PMN’ nin iginde azurofil
graniillerine yerlestirilmiglerdir ve fagositozis sonucu olarak fagolizozomlarindan salinir.
PMN ¢esitli uyaricilar tarafindan uyarildign zaman, MPO hiicrenin diger lizozomal
enzimleriyle birlikte saliiir. MPO, ayrica fagozomlanmig bakteriyi direkt olarak klorlayabilir
olmasindan dolayn MPO-hidrojen peroksid-Cl sistemi, mikrop dezenfektesinde ¢ok Snemli bir
role sahip oldugu gorillmektedir. Kesin mekanizmalarla mikrop dezenfektesi tartigmali iken ,
acikca goriiliiyor ki MPO sistemi iglemlerin optimal bir sekilde gergeklesmesi igin ¢ok
Oonemlidir (Suzuki, vd., 1983).
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Bakteri dezenfektesine ek olarak, MPO-hidrojen peroksidaz sisteminin {irlinleri mantar,
parazit, protozoa, viriis, timor hiicreleri, natiirel Sldiiriictiler (naturél killer) ve trombositlerin
dldiiriilmesinde 6nemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir. Ayrica MPO hidrojen peroksid-Cl
sistemi respiratuvar patlamasim da sonlandir maktadir. Ciinkéi MPO aktivitesinden yoksun
bireyler respiratuvar patlamasim siirdiirmektedir (Lanza, 1998).
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Sekil 2.5 Nétrofil, oksijen bagimli myeloperoksidaz sistemi (Champe ve Harvey,
1997)

MPO analizinde, metot yaygin olarak kullanilan madde olan dimetoksi benzidin (DMB)
kullamilir. Ciinkii DMB, kanserojen olarak bilinen tetrametoksi benzidine (TBM)’nin
alternatifidir. Inkiibe sicakligi, madde konsantrasyonlari ve pH gibi tahlil kosullari, Andrew &
Krinsky’nin TBM metodu iizerine geligtirilmigtir. MPO’nun enzim kaynag: gibi kullamlmasi
mantiklidir. Ciinkii MPO her ikisi de potansiyel lizozomal enzimlerin salinmasinda etkili olan
sitoklasin ve f-met-leu-phe’ nin uyarilmas: ile fagozomlarin bakterilerin 6ldiiriildiigii yere,
hiicre i¢ine salini. MPO tahlilinin duyarlihg arttirilmig ve ¢ok sayida drnek eklenmesiyle ayni
zamanda tahlil yapilabilmistir (Suzuki, vd., 1983).
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2.4 Hiperbarik Oksijen (HBO,) Tedavisi

Hiperbarik oksijen tedavi (HBOT)’si, deniz seviyesindeki atmosferik basingtan (1 ATA
[atmosphere absolute] = 760 mmHg) 2-3 kat daha fazla bir basingta %100 oksijen solutulmasi
ile uygulanan, birgok akut veya kronik hastalifin tedavisinde primer tedavi yontemi olarak, ya
da bir ¢ok iskemik reperfiizyon hasarmin tedavisinde yardimci terapi olarak kullanilan bir
yontemdir bir tedavi seklidir. Maske, baslik veya endotrakeal tiip ile uygulanan HBO, ile
arteryel oksijen basinci 2000 mmHg’ya, doku oksijen basinci da 400 mmHg’ya kadar
cikarilabilir. Bu basingla yapilan oksijen uygulamasi biyokimyasal, selliiler ve fizyolojik
birgok yarar saglar (Buras vd., 2000).

Hiperbarik oksijenin klinik yarari, basincin mekanik etkisiyle, gaz kanunlarinin fizigiyle,
hiperoksianin fizyolojik ve biyokimyasal etkileriyle ve ayricada hedef hiicrelerin lokal
hipoksinin ters doniisiimiine bakilarak agiklana bilinir (Lieutenant, 2000).

2.4.1 Hiperbarik Oksijen Uygulamasinda Biyokimyasal, Hiicresel Etkiler ve Fizyolojik
Etkiler

HBOT’si sirasinda PaO,’nin artmasinin baglica farmakolojik etkiler su sekilde siralayabiliriz;
2.4.2 Kan Oksijen I¢eriginin Artmas:

Deniz seviyesinde ¢6ziinmils oksijenin plazmadaki konsantrasyonu 3 ml/ 1 dir. Hareketsiz
normal perfiizyona ugramis hiicre her litre kan i¢in yaklasik 60 ml oksijene ihtiya¢ duyar. 3
ATA da ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu 60 ml/ | ye yiikselir ve dokuda oksijen taginmasi
icin gerekli olan hemoglobine gerek duymadan yapabilir. Béylece HBO, (hiperbarik
oksijen)’nin yarar1 agik¢a patolojide hemoglobin igeren karbon monoksit zehirlenmesi gibi ve

ciddi anemilerde yarar agiktir. (Lieutenant, 2000).
2.4.3 Antibakteryel etki

Lokal hipoksi, nétrofil-iligkili bakteri ¢liimiinii serbest radikaller vasitasiyla azaltarak yaray:
enfeksiyona yatkin hale getirir. HBO, savunma mekanizmasini gii¢lendirir ve fagositoz ile
bazi bakterilerin Sldiirtilmesini saglar. Ek olarak, HBO,, Clostridium perfringens gibi bazi
anaeroblar tiizerine bakterisidal, bazi escherichia ve pseudomonas tiirleri iizerine de
bakteriostatik etkiye sahiptir. Ayni zamanda clostridial alfa toksin yapimim da baskilar
(Gokmen, 2001),
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2.4.4 Vazokonstriksiyon

HBOT, yiiksek arteryel oksijen tansiyonundan dolayr kemoresoptérleri etkilediginden
vazokonstriksiyon neden olurlar. Bu % 20°’lik kan artiginin azaltmasi kapiller sizmay:1 ve
disaptisesi azaltir, dolayisiyla Odemi azaltir. HBOT 6nemli anoeroplara karsi direk
antibakterial etki gosterir. Fagositozdan sonra l6kositlerin ldiiriicti 6zelligini korur. HBOT
doku oksijen tansiyonunu, fibrolastlarin kollogenlere uygulanmasi igin gerekli seviyenin
istiinde angiogenesisin olugmasi igin arttirir. Ek olarak HBOT aktif transportla hiicre duvarin:
gecen antibiyotiklerin etkisini arttirir [3].

2.4.5 Akut Travmatik iskemik Hasar

Bircok mekanizma HBOT’ sinin iskemik hasarda yarari olarak diistiniilmiistiir. Bunlarmn
biride dokuyu radikallerden koruyan radikal yakalayicilarmn liretimini tegvik etmek ve hiicre
membraninin lipid peroksidasyonlarimi engellemek ve l8kositlerin iskemiye maruz kalmis
hiicrede alikonulmasini tegvik ederek hasarli hiicrede toplamlmasini engellemektir (Zamboni
vd., 1989)

HBOT’si lipid oksidasyon tirlinlerinin (konjuge dienler, trienler, thiobarbutirik asit-reaktif
maddeleri) plazmasinda, diisiik yogunlukta lipoproteinlerde ve plazmanin yiiksek yogunluklu
lipoprotein fraksiyonlarinda, karacigerde bu {irlinlerin birikmesini azaltir. Tekrarlanan HBOT’
sine veya hiperoksiye maruz kalma hidrojen peroksidin {iretilmesine neden olur ve hidrojen
peroksit myeloperoksidaz-katalizli hipoklor6z asidin {iretilmesinde 6nemli bir etkendir. Diger
taraftan tekrarlanmig korunmasiz, HBO, doku tarafindan antioksidan reajint veya enzimlerin
tiretilmesini indiikleyebilir. (Bhalchandra vd., 2000)

HBO, biitiin viicut i¢in daha fazla oksijenlesme saglar. Artmis doku oksijeni, fibrolastlarin
bitylimesini, kollajen olusumunu, anjiogenesizi ve hipoksik 16kositlerin fagositoz kapasitesini
arttirir. BOylece reperfiizyonla alakali hasar 10kositlerin uygun olamayan aktivasyonuyla
alakalidir. Iskemik aralifin izlenmesi ile, tiim hasar iki kompartmandan olusur. Hipoksiden
kaynaklanan direk geri doniisimsiiz hasar kompanenti ve l6kositlerin uygun olmayan
aktivasyonlarindan kaynaklanan indirekt hasar. HBO, hasarin indirekt olamim azaltir.Marjinal
dokularin korunmas: net etkidir. (Yasar vd.,2003).

Reperfiizyonda ani gelen yiiksek O, kan, ROS olusmas: ile hasara neden olurken, HBO,
tedavisinin kullamilmas: aykir1 goriinmektedir. Fakat HBO, tedavisi reperfiizyon hasar
deneylerinde yapilan son invivo g¢aligmalarda etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemekie
birlikte hasarin {istesinden gelmistir. Reperflizyon hasari tamamiyla hasarli dokuya nétrofil

infiltrasyonu ve serbest radikaller {irctmesiyle alakalidir. Hiicreler arasi adhezyon molekiilleri
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ICAM-1, iskemik hasarda CD11/CD18 polimorfoniikleer 16kositler ekspresyonuyla
alakalidir. Peptidlerin bloklagmasi araciligiyla ICAM—1 fonksiyonun inhibasyonu ve ICAM-1
nul-trasjenik fare modellerinde reperfiizyon hasarinda 6nemli Slgiide bir azalma oldugu
gosterilmistir. HBO,, PMN adhezyonu {izerine ve infiltrasyonuna olan yararli etkisinin
molekiiler mekanizmasi gok iyi sekilde tanmimlanmamigtir fakat yapilan bir ¢ok c¢aligmalarda
HBO;’nin PMN adhezyon molekiilleri tizerindeki etkisini ICAM~-1 protein ekspresyonunu
ayarlamasiyla olabilecegi {izerine ¢alisilmistir. Hipoksiyi izleyen endotel hiicrelerinin HBO;
tedavilerinde ICAM-1 protein ekspresyonlarimi indiiklemesinin kaldirilmas: i¢in uyarmasgtir.
Ayrica PMN nin endotel monolayer adhezyonu da engellemek i¢in de uyariimigtir. Kisaca
HBO, nin IR hasarinda yararli etkisi ICAM-1 molekiiliintin ekspresyonunu azaltarak
olmaktadir (Buras vd., 2000).

Reperflizyon hasari, “crush injury” ve kompartman sendromunda tabloyu agirlastirir ve cilt
flepleri ve doku greftlerinin beslenmesini bozar. Nétrofiller reperfiizyon hasarinda suglanan
Snemli bir endojen faktdrdiir. N6trofiller iskemik damar duvarina yapisarak proteaz ve serbest
oksijen radikalleri salimmina neden olur, buna bagli olarak vazokonstriksiyon ve asir1 doku
yikimi ortaya gikar. HBO, nétrofillerin yapigmasimi ve fare iskemik dokusunda olusan post
iskemik vasokonstriksiyonu engeller. “Crush injury” ve ekstremitelerde meydana gelen diger
ciddi travmalar, biiylik damarlarda yirtilma ve mikrosirkiilasyonda bozulma ile sonuglanir.
Buna bagh gelisen iskemi ve 6dem, kompartman sendromu ve doku nekrozu ile sonuglanir.
Akut travmatik iskemik hasarda, halen tedavide temel yontem cerrahidir. Odemin azaltilmasi,
reperfiizyon hasarindan korunma ve yara iyilesmesinin saglanmasinda, HBO; destek tedavi
olarak yararlidir. Deneysel iskemi ve kompartman sendromu olusturulan hayvanlarda,
HBOT’i, tedavi uygulanmamasina kiyasla daha etkili oldugu gosterilmigtir. HBO,’nin akut
travmatik iskemik hasarda yararli oldugunu gdsteren birgok olgu sunumlart ve olgu serileri
olmasma karsin, hayvanlar ve insanlarda normobarik ve hiperbarik oksijenin etkilerini

kiyaslayan kargilagtirmali bir ¢aligma yoktur (G6kmen, 2001).

HBO, oksijen i¢in itici difizyon gilictini ve onunla ilgili artan doku oksijen elde
edilebilmesini etkili bir sekilde arttirir. Bu I/R iistesinden gelir ve olusan 6demi engeller,
hiicre membrani ve bariyerlerin biitiinliiliigiinii korur, toksik maddeleri notralize ™ eder,

fagositozu tesvik eder, serbest radikalleri yakalar, anjiogenesizi situmule eder [5]

Hipoksi serbest oksijen radikelerine neden olur. Dokuya yetersiz oksijen verilmesi ATP nin
adenizine katabolizlanmasina ve elektron verici olan, ksantaninin iiretilmesine neden olur.

Oksijen varken, elektron superoksit iyonundan 0, den alinir. Burada 6nemli olan hipoksinin
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hidroksil iyonunu olugturan, membranin hasar gérmesi ve kalsiyumun hiicre i¢ine ¢ekilmesi
gibi bir siiri reaksiyona neden olmasidir. Hipoksinin diizenlenmesi bu serbest radikallerin
olugmasimi smirlar. Hekimlerin ¢ogu oksijenin oksidatif strese neden oldugunu diisiincesine
meyillidirler fakat oksijenin yoklugu hasara neden olur. Reperfiizyon hasar1 sérkulasyon
kesildiginde ve sonra oksijeni diisiik kan dolasimda iken olur. Hiperbarik oksijenlestirmenin
yararini reperfiizyon hasarimi dramatik sekilde diisiirdtigtinden gorebiliriz [4]

2.4.6 Hiperbarik oksijenin yararli mekanizmalar

Yararh birgok mekanizma HBO, aralikli uygulanmasiyla alakalidir. Tek basina yada diger
ilaglarla ve cerrahi prosedirlerle kombinasyonunda, bu mekanizmalar tedavi kosullarinda
iyilesmeyi ve detoksifikasyonlarin arttirir. Hiperoksijenlenme kan akiginin az oldugu bélgeye
acilen oksijen verilmesini saglar. Yiiksek basingta hiperbarik odada- oksijen plazma
konsetrasyonunu, ve faal durumdaki kapilleriden perfiizyonlanan oksijen konsantrasyonunun
dort kat arttirir. Bu hiperoksijenlenme formu yalnizea gecici 6lgiim iken, doku canlilifini
korunmasinda dogrulayict Olgiimler yapilanabilene veya yeni kan akist olusana kadar
yardimci olur. ATP iiretimi, hiicre membranin biitiinl{ig{i, iyon ve membrandan gegen
molekiillerin korunmas: igin gereklidir. iskemik hasarda, ATP seviyesi diiser ve buna bagh
olarak oksijene dayali olan iiretimde diiser HBO,’ nin iskemiden sonra ATP diigtigiinii
azalttif1 ve iskemik dokuda da laktoz birikmesini 6nemli Slciide diistirdiigti g6sterilmigtir.
(Lieutenant, 2000)

Lipid peroksidasyon iskemik hasarda en 6nemli siire¢ olarak kabul edilir. Farelerde ve CO
zehirlenmesi ¢alismalarinda HBOT’si 2 ATA lipid peroksidasyonu engelledigi gosterilmigtir
(Gokmen, 2001).

HBOT’si, dokuda kismi1 oksijen basincini degistirir ve yararli birgok hiicresel cevaba neden
olur. HBOT’ sinde oksijen hasarli bolgeye uygulandifinda sistematik sekilde oksijen
verildiginden, yalmizca tedavi edilen bolge degil biitiin dokular {izerinde etkisi oldugu i¢in
Oonemlidir. Hepatik, pulmonary, retinal, kardiak, vaskular, neural, iskelet kaslari dokulari
oksijen uygulamasindan ayr etkilenirler ve oksidatif kogullarda degisikliklere neden olurlar.
(Yasar vd., 2003)

HBOT’si hiicreler aras1t ATP seviyesini korur, 6demi engeller ve reperfiizyon hasarina karsi
korur. HBOT’si nétrofillerin hasarli hiicre duvarina yapigmasi egilimini azaltir. Global
hipoksik limlerde 6dem olusmasim1 % 50, HBOT 8 saatlik siirede engeller. HBOT’si ilk
fizyolojik etkisi akut arteri yetersizliinden kaynaklanan dokunun hiperoksijenlenmesidir. Bu
etki lineer degil logaritmiktir ve yeteri kadar oksijen plazmada fiziksel olarak ¢oziinmiis
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haldedir. HBOT’ sinde PO, 10, 15 lik bir faktor ile basinci arttirir. Bu artig, kapillerden
dokuya oksijeni 3- 4 kez daha fazla arttirir. Farelerde HBOT’ sinden sonra post-iskemik §dem

olugsmasin1 Snemli Slgiide azaltmugtir [S].

Chen vd., (1998), fare modellerinde hiperbarik oksijen uygulamasim hepatik reperfiizyonda
incelemis ve calismasinda HBO, grubunda 16kosit yapigsma miktarim azaltarak (6.00+/-1.31
hiicre/200 mikrom vs 11.38+/-2.88 hiicre/200 mikrom), MDA sevisini diistirerek (1.04+/-0.24
nmol/mg protein vs 2.24+/-0.49 mikromol/g protein), ve ATP seviyesini arttirarak (2.03+/-
0.17 mikromol/g yas doku vs 0.73+/-0.11 micromol/g yas doku)iskemik reperflizyon zararl

etkilerini azalttiini bulmustur.
2.5 Iskemik On kosullagma

Bir organin maruz kaldig1 kisa siireli iskemik periyotlar, ayni organda daha sonra meydana
gelecek uzun siireli bir iskemik periyodun neden olacagi hiicre Slimiinii Snleyebilir. Bu
koruyucu mekanizma iskemik 6n kosulama (I0K) olarak adlandirilmaktadir. ilk kalpte
tanimlanmig, daha sonra bu fenemon beyin, bobrek, iskelet kaslann ve karacigere
genisletilmistir. IOK’ nin koruyucu etkisi ¢aligilan tiim tiirlerde gdsterilmistir. Koruyucu etki
tiire 6zgii degildir. Bu bulusun dnemi IOK kullamlan deneylerde iskemik hasarin iyilesmede
tutarlilik gdstermesine isaret edilmistir. Buna ragmen 10K, iskemi ve reperfiizyon hasarina
kars1 koruyucu etkisi heniliz agiklanabilinememistir. Birgok mekanizma; mitokondirik ATP
sensetif potasyum kanallardan (Karp), l6kosit adhezyon molekiilii olan P-selektin’nin
baskilanmasina, heat-shock proteinlerin indiiklenmesi ve muhtemelen adenosin saliniminin
artinmina, iskemik on kosullama sirasinda saliverilen reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin

korumada rol oynadig1 6ne siiriilmektedir. (Demirytirek, vd., 2003; John, 2001)

Disaridan adenozin vererek hepatik reperfiizyon hasarimi azalttifin bir ¢ok ¢alismada
dogrulanmigtir (Peralta vd., 1999). Adenozin, reseptorlerinin aktivasyonlart ve kisa stireli
iskemi-reperfiizyon boyunca oksijen radikallerinin ortama verilmesi I0K’y1 tetiklemeye
katkida bulur. Adenozin, iskemik hiicrelerde ATP’nin yikim {iriinii olarak olusmaktadir. Once
ATP iki yiiksek enerjili fosfatim kaybederek AMP’ ye yikilir, daha sonra da AMP 5°-
niikleotidaz enzimi ile defosforilasyon sonucu serbest adenozini olugturur. Adenozinin
iskemik 6n kosullamada 6nemli rolii, adenozin A1 reseptdr antagonisti ile tavsan kalbinde 6n
kosullamayla olusan korumanm ortadan kalktigim goriilmiistiir. IOK sirasinda sigan, tavsan,
kopek ve domuzda interstisyel adenozin konsantrasyonunda artig olustufu belirlenmistir.
Adenozin regiile edici ajan olan acadezin, iskemi sirasinda adenozin saliverilmesi artirir ve n

kosullama icin gerekli esigi diistiriir. Adenozin transport inhibitoru dipiridamol verilmesi de
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benzer etkiyi olusturur. Simdiye kadar 3 adenozin reseptdér alt tipi (Al, A2 ve A3)
tammlanmig. A1 ve A3 adenozin reseptér antagonistlerinin tavsanda infarkt alanindaki
azalmay1 tamamen bloke ettigi gosterilmistir. Dolayisiyla korumanin baglatilmasinda Al ve
A3 reseptorlerinin rolii oldugu diistiniilmektedir. Tavsanda adenozinle olusan miyokardiyal
infarkt alanindaki azalma PKC inhibitdrleri ile ortadan kaldirilmaktadir. Adenozin ve
asetilkolin gibi pek ¢ok endojen mediyatsrin I0OK’y1 Karp’ye bagimhi mekanizma ile
olusturdugu gosterilmistir. A1 adenozin reseptorii ve Karp kanali arasindaki baglantinin G-
protein sistemi araciliiyla oldugu gosterilmistir. Adenozin protein kinaz C (PKC)’nin
stimiilasyonu araciligiyla mitokondrideki Karp kanallarinin aktivasyonuna yol ag¢masi
korunmadan sorumlu olabilir. Korunmay: saglayan Karp kanallarin agilma mekanizmasi
heniiz tam olarak aydinlatilamamugstir. ATP’ye bagimli K* kanallart intraseliiler ATP
diizeyleri diistiigiinde agilir. Karp kanallarimin blokaji, birgok tiirde ve insanlarda IOK’y1
ortadan kaldirmaktadir. Buna karsilik Katp kanallarimi acan bir ajan olan bimakalim, IOK
taklit etmekte veya uyarilmasi igin gerekli esigi azaltmaktadir. Mitokondrial Karp kanallarinm
selektif olarak bloke eden 5-hidroksidekanoat, diazoksidin K* kanallarim agarak olusturdugu

korumay1 tersine ¢evirebilmektedir.

Yiiksek konsantrasyonlardaki serbest radikaller hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu
indiikleyerek hiicre biitiinliigiinii degistirip permeabilitesini artirir. Serbest radikallerin diger
Onemli etki yerleri de hiicresel homeostazisi saglayan iyon transportu ile iligkili membran
proteinleridir. Diflize olabilen bir antioksidan olan N—2-merkaptopropiyonil glisin (MPG) ve
bir radikal temizleyicisi olan dimetiltiyoiire infiizyonunun 10K koruyucu etkiyi bloke etmesi
serbest radikallerin sadece hasar olusturmadigini, ayn1 zamanda diisiik konsantrasyonlarda
IOK’y1 da tetikleyebileceklerini gostermistir. Serbest oksijen radikalleri, tavsan kalbinde
reseptore bagimli olmayan tetikleyici olarak gérev almaktadirlar. Serbest oksijen radikalleri
olusturmak amaci ile yapilan hipoksantin/ksantin infiizyonu 6n kosullamay1 taklit etmis ve
infarkt biiytikliigiinii azaltmistir. Serbest oksijen radikalleri IOK’mada tetikleyici olarak gorev
almaktadirlar PKC aktivasyonu 10K’ da sinyal ileti yol agmnda 6nemli bir basamaktir ve
serbest oksijen radikalleri farkli mekanizmalarla PKC aktivasyonuna yol agabilirler. Serbest
oksijen radikalleri protein kinaz C’yi direkt olarak uyarabilirler. Fosfolipaz D yine serbest
oksijen radikalleri tarafindan aktive edilebilmekte ve fosfolipaz C gibi PKC aktivasyonuna
yol agmaktadir. PKC aktivasyonu yaninda, serbest radikaller G-proteinlerini ve ATP bagiml
potasyum kanallarimi aktive edebilirler. Serbest oksijen radikalleri tavsan kalbinde reseptore
bagimli olmayan tetikleyici olarak gérev almaktadirlar ve PKC de bu korunmanin sinyal ileti
yolaginda bulunmaktadir. Superoksit radikali ve nitrik oksidin reaksiyon iiriinii olan
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peroksinitritin direkt olarak diigilk konsantrasyonlarda izole sican kalbinde 6n kosullama
olusturdugu gosterilmistir. On kosullama sirasinda peroksinitrit olusumu nitrotirozin 6lgiimii
yapilarak da gOsterilmigtir. Peroksinitrit 6n kosullamasinda tirozin kinazin roli
bulunmaktadir. Ayrica, 6n kosullama ile olusan gecikmis fazdaki koroner endotel
korunmasmda nitrik oksidin degil de peroksinitin baglica tetikleyici oldugu ortaya
konulmustur (Demirytirek, vd., 2003).

On kosullama mekanizmasi ne olursa olsun bu cevap doku ve organin birgok kétii durumlara
kars1 6z metodu olabilir. Diger durumlar 6n kosullama ile alakali degisiklikleri taklit ederler.
Omnegin; dipiridamol adenosin bioviabiliteyi arttinr ve 15kositlerin endotel hiicre
adhezyonunu hafifletmede énemli oldugu diistiniilmektedir. Iskemiden 6nce dipirimidamol ile
tedavi reperfiizyon sirasinda hasari hafifletmistir. Adenosin-A2 reseptdr agonisti de iskemide
karaciger endotel hiicrelerine koruma saglamistir. NO sentez inhibitdrleri, NG-monometl-L-
arginine iskemik reperfiizyon hasarim daha kotii yapmustir ve P-selektin ekspresyonuna
benzer bir etki yapmigtir. P-selektin reperfiizyon hasarini nétrofil ve trombositlerin hasarli
endotele adhezyonu ile arcilik ettigi gosterilmistir. (John, 2001). i{OK’ nin PMN ftizerine etki
mekanizmasi kesin bilinmemekle birlikte, intastinal ve iskelet kaslarinda Ikositlerin endotel
hiicreyle etkilesimlerini engelledigi ihtimali {izerinde durulmaktadir. Cheng vd., (2003),
bildirdigine gore iskemik 6n kosullamanin I/R hasarinda 16kosit adhezyonunu ve

infiltrasyonunun postiskemik P-selektin ekspresyonunu 6nleyerek hasari azaltir.

IOK hepatik hasan azaltir ve canlimn yasam siiresini uzatir. Normal karacigerde, endojen
koruyucu  mekanizma  lipid  peroksidasyonlarinda,  hepatik = mikrosirkulasyon
bagarisizliklarinda, notrofil toplanmasinda hepatik hasarin sonraki basamaklarim azalttig
bulunmustur. Bu yararli etkiler NO ile ayarlanila bilinir, ¢iinkii nitrik oksitlerin sentezlerinin
durdurulmasi ve nitrojen oksit dondr tedavisinin iptali veya uygulanmasi yarariyla orantilidir

(Serracino-Inglott vd., 2002).

IOK karacigerin iskemik reperfiizyon hasarmna (cold and warm iskemi) karsi daha fazla
tolerans tanir. Genelde, iskemik reperfiizyonu izleyen 5 —10 dk reperfiizyon karaciere en
etkin erken korunmayi saglar. Bu endojen koruyucu etki mekanizmasi sunlar igerir:
Karaciger 6n kosullamasi sirasinda olugsan kisa siireli nitrik oksit tretimi, reperflizyon
sirasinda olusan toksin reaktif maddelerin azaltilmasi, ekstra hepatik organlar olan karaciger,
bobrek, p;dnkreas gibi etkiyi kontrol altina alinmasi, iskemi sirasinda enerji metabolizmasinn
korunmasi, niikleer transkripsiyon faktér ve digerlerinin arasinda ilisgki kurmak gibi
mekanizmalardir. (Peralta vd., 2003).
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Cavalieri vd., (2003) yaptiklann ¢alismada IOK kupfer hiicresinden yoksun karacigere
uygulandiginda, iskemik tolerans seviyesine bir katkisi olmadig: gostermistir. Bu da iskemik
6n kosullamanin hedef hiicresinin iskemi sirasinda kupfer hiicreleri oldugunu gésterir. Kupfer
hiicrelerinin modiilasyonunun heposit biitiinliigiiyle ve reperfiizyon sirasinda diistik pro-toksik
madde iiretimiyle alakali oldugunu gosterir. Aktif kupfer hiicreleri potansiyel toksik
maddelerin firetebilir ve salimmum yapabilir. Bu hiicrelerin modiilasyonu reperfiizyon

hasarina kars1 karacigeri korumak i¢in yeni bir cerrahi ve/veya farmolojik strateji olabilir.

IOK, sican karaciger ve akciger hasarmi hepatik iskemiden sonra korur. Ksantinin ve
ksantinin oksidazin roliinii anlamak igin yapilan ¢alismada IOK’ mn, karaciger hasarina kars
korumay: dogrulaylp dogrulamadigi incelenmistir. Karaciger ve serum ksantinin/XOD
sevileri Slgiilmiistir. IOK ksantinin toplanmasimi, XDH’in XOD ye iskemi sirasinda
doéniiglimiinii azathigi goriilmiistiir. XOD’1n inhibasyonu post iskemik reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini dolayisiyla hepatik hasarm azaltig1 gézlemlenmistir. On kogullama, XDH’in
XOD ye iskemi sirasinda doniistim seviyesinin diisiik olmasi, nétrofil toplanmasinin, oksidatif
stres ve endoma olusumunun azalmastyla sonuglanmistir. Sonug olarak I0K, ROS’i tireten
ksantinin/XOD’ bloklayarak, hepatik I/R hasarla indiiklenen karaciger ve akciger hasarlarina
kars1 koruma saglar. (Peralta, vd., 2003)

IOK konseptinin son zamanlarda organ koruma deneysel modellerinde uygulanmaya
baslanildi. Hayvan modellerinde, IOK donér kalp korunmasim arttirdi ve bu koruma
hipertermia ve koruyucu soliisyonlariyla alakali yarali etkiye katki sagladi. Normotermik
res6rkulasyonunu izleyen kardiak tutuklulugun kisa periyotlari korunan domuz karacigeri,
reperfiizyonsuz kardiak tutukluluguna gére denenen donérlere gore 6nemli Slglide hayatta

kalmayi saglamustir. (John, 2001)

Arai vd., (2001), tarafindan yapilan ¢aligmada, kisa siireli iskemik periyot i¢in vaskular kan
akigt tikamklidi, zaman kazandirir ve karaciger sonraki iskemik hasari tolare edebilir, uzun
stireli hasar korunmasindan once IOK uygulanmasina maruz kalmis hayvanlarin hayatta
kalabilmelerini de arttirmustir. Ek olarak, IOK” nin yararh etkisi dncelikle nonprankimal hiicre
populasyonunda ozellikle sinodial ve kupfer hiicrelerinde goriinmiistir. Onceden de
gosterildigi gibi reperflizyon hasarindan-korunmanimn éncelikli hedefi endotel hiicre hasaridir.

IOK endotel hiicre hasarim hafiflettigi gériilmektedir. (John, 2001)
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Deneydeki gruplar

Toplam 50 adet, 220-300 agirliinda, 6-6,5 aylik Wistar-Albino si¢anlar, 5 gruba ayrildi.
Grup 1: Kontrol grubu 8 (n=10).

Grup 2 (I/R): Hepatik hilum’un 40 dk klamplanmasim takiben 60 dk reperfiizyon (n=10).

Grup 3 (IOK+-R) :10 dk hilar klamplanmas: ile IOK’y1 takiben 5 dk perflizyon yukarida

agiklan I/R prosediiriinden az 6nce uygulanmis (n=10)

Grup 4 (HBO,+I-R): Siganlar % 100 oksijenli li odada 2.5 atm de 80 dk, I-R periyodundan
15-20 dk 6nce tutulmustur (n=10).

Grup 5 (HBO,+ IOK+I-R): Hiperbarik oksijen uygulamasi ve iskemik 6n kosullamanim her
ikisi de, I-R prosediiriinden 6nce uygulanmig (n=10).

Her bir galisma tamamlandifinda kan ve karaciger dokular: lipid peroksidasyon ve MPO
seviyeleri olgtilmek icin alinmustir. Istatiksel analizler The-KruskaWalls-One-Wall Anova ile
gruplar arasindaki Onemli farki anlamak i¢in olglilmistiir. Post Hoc testide g¢oklu
karsilastirmalar iginde kullamlmustir. Gruplar arasindaki korelasyonlar igin Pearson

Correlation Sig. (2-tailed) test kullanilmstir.
3.2 Materyaller ve Metotlar:
3.2.1.1 Materyaller;

TMB; tetrametoksi benzidin, N-N dimethil formamid i¢inde ¢6ztinmiis halde, DMB:3-3
dimetoksi benzidin, Dekstran; Dulbecco’nun fosfat tampon tuzunda ¢6ztinmiis halde
(Phosphate Buffered Saline PBS), TCA; triklor asetik asit ,TBA; tiyobabutirik asit,
HCL:hidroklorik asit, (stok TCA, TBA, HCL ayiraci: %15 w/v; %0.375 w/v; 0.25 N).

3.2.1.2 Polimorfoniikleer Liokosit (PMN)’ in hazirlaniss;

PMN ve eritrositler, her bir grup igin biitiin periferik kandan heparinle antikogulant
olarak ayrildi (20 unit/ml kanda). Eritrositler, 1.5 % dekstran ile PMN’den 10dk oda
sicakliginda ¢oktiiriiliir. Supernetant kismi 400g 10 dk 20 C° de sentrifuj edilir ve 20
mM tris-HCL (son pH 7.2) tamponu igeren %75 amonyum klorlir soliisyonu ve % 25
otologus plazma soltisyonuna eklenir. 5-10 dk 37 C° de kalan eritrositlerin par¢alanmasi
icin hafifce kanigtirilir. Plazma, hiicre canliliim korumak ve ¢okeltmeyi azaltmak i¢in
eklenmistir. PMN PBS’ de iki kere yikandiktan sonra ve 350 x g 10 dk 20 C° de

senrifuj edilmigtir
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3.2.1.3 Dokunun hazirlanis::

Doku homojenatlari, her bir gruptan alinan dokular tartildiktan sonra teflon uglu
homojenizator ile, serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) ilave edilerek 1/10 (w/v) olacak
sekilde homojeneze edilerek hazirlandi. Bu homojenatlar buz i¢inde 10 saniyelik
araliklarla 2 kez sonikasyona ugratildi. Daha sonra homojenatlar 2000 x g devir ve 4 C°
de 30 dk. santrifij edildi.

3.2 .1.4 Myeloperoksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii
3.2.1.4.1.1 Gelistirilmis Tetrametoksi Benzidin Metodu ( imp-TMB)

MPO igin her bir gruptan alinan 10 pl PMN supernetant: veya doku homojenat1 reaksiyonu;
1.6 mM TMB , 0.3 mM H;0; , 80 mM sodyum fosfat tamponu ( pH 5.4), % 8 N-N
dimetilformamid ve % 40 PBS (fosfat tampon tuzu), 500 pl toplam hacminde karistirilir.
Karisim 3 dk 37 C° de inkiibe edildikten sonrada buz banyosuna gémiilmiistiir. Reaksiyon
1.75 ml 200 mM sodyum asetat tamponunun eklenmesiyle sonlandirilmistir. MPO f{irtinleri,
Nihon Bunko 505 spektrofotometresinde 655 nm dalga boyunda 6l¢tilmiistiir. Reaksiyon
aktivitesi 655 nm (A655 /dk/ Supernetant ml veya doku mg)’ da artan absorbun ilk hiz1 gibi
tarif edilir.

3.2.1.4.1.2 Orijinal TMB metodu

MPO igin karisim reaksiyonu; PMN supernetanti, 0.88 mM TMB, 5 mM H;0,, 50 mM
sodyum asetat tamponu (pH 4.5) 2,5 ml toplam hacminde igerir. Karisim, 26 C® de inkiibe

edilir. Oksitlenmisg {iriin orani1 655 nm obsorbasinda Slgiiliir.
3.2.1.5 Lipid Peroksidasyonun Ol¢iimii
3.2.1.5.1 Tiyobarbitiirik asit analizi

Her bir gruptan alinan, 1.0 ml PMN supernetant1 veya doku homejenatim1 2,0 ml TCA-TBA-
TCL (stok TCA, TBA, HCL ayiraci: %15 triklorik asetik asit; %0.375 tiyobabutirik asit; 0.25
N hidroklorik asit) ile birlestirmek ve tamamen karigtirilir. Soliisyon 15 dakika kaynayan su
kiivetin iginde 1sitilir. Soguduktan sonra yiin yumag: seklindeki ¢okelme, 10 dk. 1000 g
santrifiigasyon ile ayrilir. Orneklerin Supernetant absorbanslari; kontrol grubuna (blank) karst

535 nm absorbans ta 6l¢iiliir.



28

4. SONUCLAR

Her gruptaki ¢aligma tamamlandiktan sonra serum MPO seviyeleri 6l¢iilmiig,statik analizler
The-KruskaWalls-One-Wall Anova Post-Hoc ile gruplar arasindaki Onemli farki anlamak
icin oOlglilmiistiir. Post-Hoc test c¢oklu kargilastirmalar iginde kullamilmigtir.Aralarinda
korelasyonlarina bakmak iginde Pearson Correlation Sig. (2-tailed) N kullamilmaigtir.

4.1. Serum Myeloperoksidaz Aktivitesinin Olgiim Sonuglar:

Cizelge 4.1.1 Serum myeloperoksidaz baslangi¢ hizi sonuglart (AA ¢ss dk/ml siipernetant)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

1 0,842 0,936 0,806 1,104 1,173
2 1,055 0,926 0,871 0,958 1,150
3 0,989 1,175 0,962 1,094 0,660
4 0,856 1,166 0,961 1,172 0,855
5 0,964 0,909 0,919 1,201 1,142
6 0,959 0,863 0,942 1,166 1,082
7 0,956 0,858 1,162 1,128
8 0,677 0,700 1,128
9 0,494

Ortalama+/- 0,8672+/- 0,9958+/-  0,8774+/- 1,1224+-  1,0391+-
SD 0,1781 0,1376 9,27.10 8,19.10%  0,1844

Serum Myeloperoksidaz Aktivitesinin Olglim Sonuglari g¢izelge 4.1.1 de verilmistir.
Myelopeoksidaz aktivitesi baglangic hiz1 olarak 6lgiildii. Cizelge 4.1.1 e bakildiginda, biitlin
gruplarin  serum MPO seviyelerinin ortalama degerlerleri kontrol grubuna gore
karsilagtirildiginda biitiin gruplarda yiiksek oldugu gozlemlendi. Grup 4 de ise bu fark daha
belirgindir ve istatiksel anlamlilik gostermektedir (p= 0,032; p<0,05). Yiiksek MPO seviyesi
polimorfikniikleer hiicre toplanmas: fikrini 6ne siirebilir. Grup 4 de diger gruplara gére
yiiksek MPO seviyesi goriilmektedir. Fakat, HBO, tedavisi iskemiye maruz kalmig serumda
PMN toplanmasina higbir etkisi yoktur.

Myeloperoksidaz serum seviyeleri korelasyonunda ise, grup 3 ile kontrol grubu arasinda
anlamli pozitif bir korelasyon varken (p=0.049, p< 0.050), bu iki tedavinin kombinasyonu
olan grup 5 ile grup 2 grubu arasinda anlaml negatif korelasyon vardir (p=0.012, p< 0.050)
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4.2 Doku Myeloperoksidaz Aktivitesinin Ol¢iim Sonuglan

Cizelge 4.2.1 Doku myeloperoksidaz baglangi¢ hiz1 sonuglari (AA ¢ss dk/ml homojenat)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

1 0,78 1,69 1,98 1,32 1,46
2 1,22 0,81 243 1,61 1,95
3 1,05 0,74 1,20 1,23 3,29
4 1,29 1,48 1,08 2,00 1,15
5 1,19 1,75 1,49 2,53 1,33
6 1,22 3,84 1,49 0,76 4,62
7 1,03 3,19 1,07 3,30 3,32
8 1,04 2,26 2,09 3,40 2,09
9 1,04 1,94 1,66 1,49 2,74
10 1,23 1,13 2,02 2,53 1,75
Ortalama+- 1,1090+/- 1,8830+/- 11,6510+ 2,0170 + 2,3700+-
SD 0,1513 0,9959 0,4670 0,8953 1,1048

Cizelge 4.2.1 e bakildiginda, biitiin gruplarin doku MPO seviyelerinin ortalama degerleri
kontrol grubuna goére kargilagtirildifinda serum sonuglarina benzer sekilde biitlin gruplarda
yiiksek oldugu gozlemlendi. Hiperbarik oksijen uygulamalari igeren, grup 4 ve grup 5 de ise
bu fark daha belirgindir fakat grup 5 de istatiksel anlamlilik gostermektedir (p=0,011,
p<0.05). HBO, ve IP beraber uygulandiginda doku MPO degerlerinde anlamlh yiiksek
goriilmektedir. HBO, tedavisi ve iskemik 6nkosullamanin iskemiye maruz kalmis serumda

PMN toplanmasina higbir etkisi olmadig1 goriilmektedir..

4.3 Serum Lipid Peroksidasyon Seviyesinin Olgiim Sonuglan
Cizelge 4.3.1 Serum LPO (nM MDA / ml) Sonuglar

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

1 7,280 8,884 6,118 7,696 6,032
2 6,292 6,656 7,592 5,980 4,992
3 6,344 8,320 5,304 6,136 6,604
4 7,020 8,632 6,032 4,368 5,876
5 6,812 9,152 6,500 5,980 5,408
6 4,212 5,980 5,200
7 6,240 8,320 5,928
8 5,876 6,396 5,304
9 6,240 5,200 5,928
10 6,396

Ortalama+- 6,2712+/- 8,3288+/- 6,3824+/- 6,0320+/-  5,6969+/-
SD 0,8390 0,9844 1,0092 1,1783 0,5069
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Serum LPO seviyeleri i¢in ¢oklu kargilastirmalan igin yapilan deney sonuglar gizelge 4.3.1
de verilmigtir. Cizelgeye bakildiginda; LPO 6l¢timleri serumda karsilastirildiginda, grup 2°nin
ortalama degetrleri kontrol grubuna gore anlamli artig gosterirken(p= 0,002, p< 0,05); grup 3,
grup 4 ve grup 5, grup 2 ile kargilagtirdiginda hepsinin anlamh diisiik serum LPO
seviyelerine sahip oldugu gézlemlenilmistir (p=0,004 p=0,003 p=0,000 p< 0,05). Bu
sonuglardan iskemi ©Oncesi HBO, uygulamasinin ve iskemik ©n kosullama ile
kombinasyonunun, serumda lipid peroksidasyonu hafifleterek zararl etkiyi azaltmistir. Aym
sekilde grup 5 ve grup 4 serum LPO seviyeleri, yalnizca grup 2 degil, grup 3°de de 6nemli
oletide diisiik oldugu gozlemlenilmistir fakat degerler istatiksel anlamli degildirler. Iki
tedavinin kombinasyonu olan grup 5, grup 2 ile karsilagtirildiginda, grup 3 ve grup 4 den daha
etkilidir ve istatiksel anlamlidir ( p=0,000 , p=0,004 ve p=0,003 p< 0,005) gore daha etkilidir .

4.4 Doku Lipid peroksidasyon Seviyesi Olgiim Sonuclan

Cizelge 4.4.1 Doku LPO (nM MDA / gram yas dokuy)..
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

1 41,748 55,664 43,239 34,79 35,784
2 43,736 57,155 47,712 43,736 36,778
3 44,233 62,125 56,161 43,239 31,808
4 44,730 61,131 58,149 44,730 29,820
5 46,718 60,137 60,137 42,245 35,287
6 45,227 60,634 62,622 42,742 31,311
7 46,718 70,077 56,658 40,257 31,808
8 49,203 56,161 54,670 38,766 36,281
9 49,700 73,556 66,101 37,772 30,317
10 48,706 51,688 41,251 36,778

Ortalama+t+ 45,7792+ 60,5346+- 55,7137+ 40,9528+- 33,5972+
-SD 2,5758 7,1325 6,8244 3,0834 2,8231

Doku LPO seviyeleri i¢in ¢oklu kargilagtirmalari i¢in yapilan deney sonuglar Cizelge 4.4.1 de
verilmigtir. Cizelgede lipid peroksidasyon seviyelerine bakildiginda; serum seviyelerinde
oldugu gibi, doku seviyelerinde grup 2 LPO olgtimleri, kontrol grubuna gére anlaml artig
gosterirken (p= 0,000 p< 0,05), grup 3 (p= 0,356 p> 0,05) LPO seviyesinde bu artig anlamlt
degildir. Dokuda da serumdaki gibi, grup 5, grup 4 ve grup 3 , grup 2 ile karsilagtirdiginda
hepsinin diisikk doku LPO seviyelerine sahip oldugu gozlemlenilmistir (grup 3 hari¢ hepsi
istatiksel anlamlidir (p= 0,000, p= 0,000, p< 0,05). Bu sonuglardan iskemi 6ncesi HBO,
uygulamanin ve iskemik on kogullamanin dokuda da lipid peroksidasyonu hafifleterek zararl
etkiyi azaltmigtir kanisina varabiliriz. Aymi gekilde grup 5 ve grup 4 doku LPO seviyeleri,
yalmzca grup 2 degil, grup 3’de de dnemli Slgtide diigik oldugu gozlemlenilmistir. Doku
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lipid peroksidasyon seviyeleri korelasyonunda LPO doku seviyelerinde grup 3 ile kontrol
grubu ( p<0,037) ve grup 2 (p<0,041) arasinda anlamli pozitif korelasyon varken grup 5
(p<0,025) arasinda anlamli negatif korelasyon goriilmektedir. Bu sonuglara bakarak, HBO,
uygulamalarim igeren tedavilerin IOK kosulamaya nazaran daha etkili oldugu kamsina
varabiliriz. Fakat her iki tedavinin kombinasyonu olan grup 5, HBO; uygulamasim igeren
grup 4 ve 10K igeren grup 3 tende daha etkili olmas lipid peroksidasyonun zararl: etkilerini
azalmada en iyi olan gruptur.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Iskemik reperfiizyon hasar1 hiicre membraninin lipid peroksidasyonunu tesvik eden serbest
oksijen radikalleri vasitasiyla gosterir. Hiperbarik oksijen tedavisi ise dokulara oksijen
tasinmasin arttinr ve lipid peroksidasyonu hafifletir (Bhalchandra vd., 2000). Bir ¢ok
mekanizma hiperbarik oksijen iskemik hasarda yararl olarak diigiiniilmistiir. Bunlarin biride
dokuyu radikallerden koruyan radikal yakalayicilarin iiretimini tegvik etmek ve hiicre
membrammin lipid peroksidasyonlarini engellemek ve lokositlerin iskemiye maruz kalan
bolimde alikonulmasim tesvik ederek hasarh hiicrede toplanilmasimi engellemektir (Islekel
vd., 2000a). On kosullama, iskeminin ve perfiizyonun ana iskemik perflizyondan 6nceki kisa
periyodudur ve zararli etkileri hafiflettigi diistintilmektedir. Iskemik &nkogullagma hepatik
hasar1 azaltir ve canlimin yasam siiresini uzatir.Normal karacigerde, endojen koruyucu
mekanizma lipid peroksidasyonlarinda, hepatik mikrostrkulasyon basarisizliklarinda, nétrofil
toplanmasinda hepatik hasarin sonraki basamaklarim azalttigi bulunmugtur. (Serracino-Inglott
vd., 2002)

Bu yapilan deneysel ¢alismada, sonug olarak; 10K ve HBOT’si, iskemik-reperfiizyonun sigan
karacigeri hasarinda zararli etkilerini lipid peroksidasyonunu diisiirerek hafifletmekte iken,
iki tedavinin kombinasyonuyla maksimum oldugunu gézlemledik ve HBOT iskemik serumda

IOK ya gore lipid peroksidasyonu hafifletmede daha etkili oldugu goriilmektedir.

Yiiksek MPO seviyeleri PMN hiicre toplanmasinda HBO; gruplarinda 6énemli oldugunu ve
hiperbarik oksijen tedavisinin, PMN hiicrelerin toplanmasinda etkisi olmadigini gozlemledik.
Iskemik dokuda da HBOT ve IP beraber uygulandiginda PMN hiicrelerinin MPO
aktivitelerinde anlamli yiikselme goriilmektedir.
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