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ONSOZz

Uzun ugraslar ve yogun bir emek karsiliginda hazirlamis oldugum bu tez,
elbette ki tek basima altindan kalkabilecegim bir yiik degildi. Tezimin ortaya ¢ikis
siireci sadece hazirlik ve yazim asamasindan ibaret olmayip, egitimime
basladigim ilk giinden siiregelen sayisiz emegin, faydali nasihatlerin, yol gosterici
elestirilerin ve en nihayetinde kalp ve damar cerrahisinde olmazsa olmaz kabul
edilen yogun bir sabrin harman edilmesidir. Bu siire¢te uzmanliga adim atmamu

saglayan kisilere sirayla tesekkiir etmek isterim.

Egitimime bagladigim dénemde aktif gérevde olan ancak sonradan
emekliye ayrilan Sn. Prof. Dr. Ali YENER e, Sn. Prof. Dr. Velid HALIT e, Sn.
Prof. Dr.M. Emin OZDOGAN’a ve gérevlerini siirdiirmekte olan Sn. Prof. Dr.
Halim SONCUL’a, Sn. Prof. Dr. M. Levent GOKGOZ’¢e, Sn. Prof. Dr.Volkan
SINCI’ye, Sn. Prof. Dr. G. Levent OKTARa, Sn. Prof. Dr. Erkan IRiZ’e, Sn.
Prof. Dr. Dilek ERER’e, Sn. Dog¢. Dr. M. Hakan ZOR’a, Sn. Dog. Dr. Tolga
TATAR’a, Sn. Doc. Dr. H. Selcuk GEDIK ’e, ve son olarak boliimiimiizdeki
herkesin yardimina kosan, her seyimiz Sn. Ogr. Gér. Dr. Abdullah OZER e,
egitim siirecim boyunca yapmis olduklari katkilarindan dolay1 tesekkiirii bir borg
bilirim.

Birlikte calistiZim ve her birinden gerek hayata dair gerek meslegime dair
bir seyler 6grendigim, ¢ok sevgili ¢alisma arkadaslarim olan hemsirelerimiz,
personellerimiz, temizlik gorevlilerimiz ve sekreterlerimize, egitimimin ana
unsuru olan, yardima muhtag halde karsimiza gelen ve meslegimizin temel odagi
olan hastalarimizin sahsindan yola ¢ikarak biitiin Tiirk milletine tesekkiirlerimi

sunarim.

Egitim siirecim boyunca yanimda olan, maddi ve manevi her tiirlii
destegini esirgemeyen, hayatimin giizel ve anlamli1 olmasinin bas mimarlari olan
babam Alattin MARDIN, annem Fatma MARDIN, kardesim Cagri MARDIN,
anneannem Miikerreme DEMIRER ve nese kaynagim, hayat arkadasim, ¢ok
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sevgili esim Rukiye MARDIN e edecegim tesekkiirler buraya yazmakla yetersiz
kalacaktir.

Hususi olarak ortaya koydugu caniyla, maliyla, yiiregiyle ve umutlariyla,
tilkemizin ve milletimizin bugiinlere gelmesini saglayan, ¢cagdas egitim
kurumlarinda diinya standartlarinda egitim almamizi olanakli kilan,
tiniversitemizin adinin kaynagi sanli unvanin sahibi, milli bagogretmenimiz, Gazi
Mustafa Kemal ATATURK ’iin ruhunu yad etmeyi her Tiirk genci gibi kendime

bir borg ve gorev bilirim.

Son olarak, bu sayfay1 yazmak ve iilkemizin her kosesine saglik hizmetini
ulastirabilmek adina attigimiz ve atacagimiz adimlar1 anlamli kilmay1 nasip eden

Allah’a siikretmeyi de yerine getirilmesi gereken bir 6dev olarak saymaktayim.

Tip fakiiltesine basladigim giinden itibaren hayatimin bir parcasi olan
hekimlik meslegimi hayatimin son nefesine kadar gururla ve serefle tasimak

timidiyle...
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1. GIRIS
1.1. Periferik Damar Hastaliklar

Periferik arter hastaligi tanimi, kalp ve beyindeki intrakranial segment
haricinde, viicuttaki herhangi bir organa ait besleyici arteriyel yapilarda, kronik
siirecte gelisen farkli oranlarda daralma durumunu tanimlar.! Kalpteki arterlerde
goriilen hastalik koroner arter hastaligi, beyindeki intrakranial segment arterlerinde
goriilen hastalik ise serebral vaskiiler hastalik tanimi igerisinde incelenmekte ve bu
nedenle tani/tedavi modaliteleri degismektedir.

Periferik arter hastaligi tanimi kullanilirken, bu hastalik grubu icerisinde
oldukga sik goriilen ve ilgili uzmanlarin tani, tedavi ve takip stireclerini yurutmek
zorunda kaldigi temel hastalik grubu olan alt ekstremite arter hastaligi cogunlukla
akla gelmektedir. Yine de viicutta aort haricindeki her artere ait sorunlarin temelde
periferik arter hastalig1 oldugu akilda tutulmalidir.

Periferik arter hastaligimin en temel bulgusu vaskuler klaudikasyo
intermittant ya da kisaca klaudikasyo ad1 verilen bulgudur. Klaudikasyo, etkilenen
organda besin ve oksijen ihtiyacinin artti§i durumlarda gecici olarak agr1 ve
fonksiyonu yerine getirememe durumu ortaya ¢ikmasi, dinlenmeyle de bu durumun
diizelmesi olarak tanimlanir.? Bu bulguya ek olarak, organa ait kronik beslenme
yetersizligine bagh spesifik belirtiler ortaya ¢ikabilir. Alt ekstremite 6rnegini ele
alacak olursak etkilenen bacakta deride renk degisiklikleri, sogukluk, kaslarda
atrofi, tirnaklarda sekil bozukluklari, bliylime ve iyilesme kusurlar, tiiylerde

dokiilme, agri, noropatik yakinmalar gibi ¢ok cesitli bulgular goriilebilir. Yine de



bilinmelidir ki periferik arter hastaligina sahip hastalarin %50°’sinde herhangi bir
belirti gorillmemektedir.?

Periferik damar hastalig1 insidans1 2015 yilinda diinya genelinde 155 milyon
kisi olarak belirlenmistir.®> Periferik damar hastaligmma yol acan temel neden
aterosklerozdur.* Ateroskleroza yol agan nedenlerin basinda ise sigara kullanimi
bulunmaktadir. Sigara kullaniminin miktar1 ve siiresi, ateroskleroz gelisimi ile

® Aterosklerozun bir baska onemli nedeni ise diyabettir.®

dogru orantilidir.
Diyabetik hastalarda periferik arter hastalig1 gelismesindeki mekanizmanin damar
diiz kast ve endotel tabakasinda yol actig1r fonksiyon bozuklugu oldugu ortaya
konulmustur.” Diyabetin ciddiyeti ve siiresi uzadikca, periferik arter hastaligi
gelisme riski de artmaktadir.®

Kanda dolasan LDL, VLDL, trigliserid artis1 ve HDL azalmasi seklinde
goriilen dislipidemi de bir baska ateroskleroz nedenidir. Dislipideminin
diizeltilmesi ile kalp ve beyin gibi organlarda akut iskemik hasar olusma riskinin
azaldig: bilinmektedir.® Bir baska énemli periferik damar hastalig1 etkeninin ise
kontrol altina alinmamis olan hipertansiyon oldugu 1985°te yapilan Framingham
Calismasi’nda gosterilmis ve bunun iizerine hipertansiyonun vaskiiler sisteme olan
etkileri {izerine yapilan ¢alismalar artmistir.’? Ayrica 50 yasin iizerinde olmak,
obezite!!, gecirilmis iskemik hastalik Sykiisii'? ya da ailede iskemik hastalik

oykiisiine sahip bireylerin varhg da®®4

ateroskleroz gelisimi i¢in bagimsiz risk
faktorleri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bunlardan baska, C-Reaktif Protein

diizeyinde artis, fibrinojende artis, hiperkoagiilabilite, hiperviskozite gibi durumlar

da ateroskleroza ait risk faktorleri olma potansiyeli agisindan arastirilmaktadir.®



1.2. iskemi

Organlara yetersiz kan sunumu sonucunda meydana gelen oksijen ve besin
eksikligi tablosuna iskemi adi verilir. Vazospazm, emboli, travma ve bast gibi
nedenlerle akut ya da ateroskleroz, timor basisi, intimal kalinlagma gibi nedenlerle
kronik siirecte ortaya ¢ikabilir. iskemi sonucunda etkilenen hiicrelerdeki oksidatif
metabolizma islemleri yavaslar, mitokondri ve hiicre zarinda meydana gelen
degisiklikler nedeniyle hiicrelerde gegici ya da kalici hasar ortaya ¢ikar. Bu durum
cevre hucrelerde de apoptozu tetikleyerek organ ve doku diizeyinde buyuk hasarlar
olusmasina neden olur.'® Tedavideki temel amag etkilenen organ ya da dokuyu
iskeminin etkilerinden olabildigince korumak ve yeniden eski fonksiyonlarina
kavugmasini saglamaktir. Bunun i¢in medikal, girisimsel ya da cerrahi yontemler

hastanin ve hastaligin durumuna gore dikkatle secilmelidir.*

1.3. Reperfiizyon

Iskemi ortadan kaldirildiktan sonra reperfiizyon fazi baslar. Reperfiizyon,
oksijen ve besinden kisith kalmis bir dokunun yeniden kan destegine ulasmasi
sonucunda olusan ani oksijen ve besin artigina verilen hiicresel birtakim yanitlarin
biitiiniidiir. Reperfiizyon hasari, ortamda ani artis gdsteren oksijen nedeniyle olusan
reaktif oksijen tlirevleri, birtakim immiin yanit diizenleyici maddeler ve inflamatuar
sitokinlerin yer aldig1 karmasik ve heniiz tam anlasilamamus bir konudur.’ iskemi
ve reperflizyon dncelikle transplantasyon cerrahisinde ve kardiyopulmoner bypass

gerektiren kardiyovaskiiler cerrahi alanlarinda onem arz etse de, periferik arter



hastalarinda da reperfiizyon kaynakli ciddi morbidite ve mortalite gorilebilmesi

nedeniyle dikkate alinmasi gereken bir mekanizmadir.®

1.4. Carvacrol

Carvacrol dogada kekik tiirleri basta olmak tizere ¢esitli bitkilerde bulunan
monoterpenoid yapili bir fenol bilesigidir. Kekik yaginda yiiksek oranda bulunur
ve keskin nitelikli, ferah olarak tarif edilen kekigin kendine has kokusunun

19 Antioksidan &zellige sahip oldugu gosterilmistir.?® Bu ozelligi

kaynagidir.
sayesinde reperfiizyon hasarina karst koruyucu oldugu disiinilmiis ve

calismamizda iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarini nleyici etkisi arastirilmastir.

1.5. Calisma Amaci

Kalp ve damar cerrahisinde iskemi/reperfiizyon hasari heniiz tam anlamiyla
¢Oziilememis ve mekanizmasi biitiiniliyle aciklanamamis olan bir konudur.
Reperflizyon sonrasi gelisen hasar1 en aza indirgemek i¢in ¢ok c¢esitli yontemler,
cok ¢esitli ilaclar ve uygulamalar denenmekte olup, heniiz tam olarak reperfiizyon
hasarini sifira indirgeyen bir ila¢ ya da yontem tarif edilmis degildir. Bu ¢alismay1
yapmamizdaki amag, iyi bir antioksidan oldugu bilinen carvacrol’iin reperflizyon
hasarin1 6nlemeye olan katkisini arastirmak ve bu alanda tip diinyasina bir katki

saglayabilmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. iskemi Patofizyolojisi

Iskemik kalan dokularda 6ncelikli olarak oksidatif yollarla elde edilen
enerji, oksijen eksikligi nedeniyle glikoliz yoluyla elde edilir. Glikoliz ile elde
edilen anaerobik enerji Uretimi nedeniyle ortamda biriken son Grtinler hucre ici
asidik ortamin artmasina ve enzimlerin yavaglamasina neden olur. Azalan pH
seviyesi ribozomlarin endoplazmik retikulumdan ayrilmasina ve protein sentezinin
durmasma yol acar.’ Hipoksinin sonucu olarak oksijenden yoksun kalan
hucrelerde en ciddi etki mitokondriler Gzerinde olur. Azalan adenozin trifosfat
(ATP) nedeniyle hicrenin enerji gerektiren stabilizasyon sistemlerinde meydana
gelen duraksama, hiicrenin hasarlanmasina yol agar. Hiicre zarinda yer alan
sodyum/potasyum kanali (Na/K-ATPaz) ATP eksikligi nedeniyle inaktive kalir.
Hiicre icine sodyum girisi, hiicre disina potasyum ¢ikis1 pasif olarak gerceklesir.
Hiicre i¢ine giren sodyum beraberinde suyu da tasimasi nedeniyle hiicrede sismeye
neden olur. Ayrica glikoliz triinleri olarak biriken laktik asit, inorganik fosfat ve
piirin niikleozitleri gibi maddeler de osmotik yiik olusturarak hiicre dis1 ortamdan
suyu hiicre icine ceker.?2 Hipoksi diizelmezse mitokondrilerde ve hiicre zarmnda
gerceklesen hasarlanma kalici olur ve hiicrenin temel iskelet yapisi bozulmaya
baglar. Mikrotiibiil ve mikrofilamanlarin bozulmasiyla hiicre apoptoz siirecine girer

ve olusan apoptotik kabarciklar ¢evre hiicrelerde de apoptoz sinyallerini baslatir.?®



2.2. Reperfiizyon Patofizyolojisi

Normal sartlarda, iskemik kalan dokunun reperfiize olarak yeniden besin ve
oksijen destegine kavusmasi dokularda iyilesme saglar. Ancak uzun slre iskemik
kalmis dokularda oksijene yiiksek oranda maruz kalma sonucunda reaktif oksijen
tirevleri olusur ve hiicreler bu oksijen tlrevlerinin zararl etkisi altinda hasar
gbrmeye devam eder. Yani iskemi ortadan kalksa bile hasar sireci devam
etmektedir. Bu da dokularin gegici nitelikte iskemik hasarlanma siirecine ragmen
fonksiyonlarinda siiregelen kayb1 agiklayabilir.?* Reperfiizyon hasari tam olarak
anlagilamamis olsa da bu siliregte rol oynayan belli mekanizmalar oldugu
bilinmektedir. Bunlardan bir tanesi artan hicre ici kalsiyum (Ca) nedeniyle
fosfolipaz, proteaz, endoniikleaz gibi enzim gruplarinin aktive olmasi (Sekil-1) ve
apoptoz kaskadinin baslamasidir.?® Bundan baska, dolasimin saglanmasi sayesinde
bolgeye akin eden inflamatuar hiicreler, dogrudan hiicresel yolla ya da kompleman
aktivasyonu nedeniyle, etkilenen dokularda hiicre zar1 gegirgenliginde artisa ve
hicrelerde hasara neden olur. Son olarak da iskemiden etkilenen hicrelerde gerek
kan yoluyla gerek inflamatuar hiicrelerden salinmayla ortamda hizla artan oksijen,
mitokondri hasart nedeniyle yeterince uzaklastirilamaz ve reaktif oksijen
tirevlerine donilisiim baglar. Ayrica iskemi nedeniyle gergeklesen gegici hasar
sonucunda hiicredeki antioksidan savunma sistemleri de azalmis olacagindan,

reaktif oksijen tiirevleri bu gecici hasarm kalic1 hasara doniismesine neden olur.?®
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parcalanmasi

Sekil 12: Sitoplazmik Ca artiginin etkileri.

2.3. Inflamasyon Olusumu?’

Iskemi nedeniyle etkilenen bolgede meydana gelen hiicresel ve
biyokimyasal degisikliklerin etkisi ile, kan akiminin yeniden saglanmasi sonrasinda
bolgeye inflamatuar hiicre gogii olmaya baslar. Lokositler sirasiyla marjinasyon,
yuvarlanma, adezyon, transmigrasyon asamalarint gerceklestirerek etkilenen
bolgeye goglerini tamamlarlar. Bu asamalarin tamaminda gesitli yiizey belirtegleri
ve adezyon molekiilleri ¢ok cesitli roller oynarlar. Cesitli kimyasal mediatorler,

bazi sitokinler ve ortamda biriken ya da 6nceden var olan intrinsik/ekstrinsik



kokenli maddeler bu asamalar etkileyerek inflamatuar yanitin farkli siddetlerde

gorilmesine yol agabilirler.

2.3.1. Marjinasyon ve Yuvarlanma?’

Damar i¢indeki laminer akim sayesinde l6kositlere oranla kii¢lik yapili olan
eritrositler merkezde hizlanarak ilerlerken, daha biiyiikk ve kiiresel yapidaki
I6kositler kenarlara dogru itilirler. Kapiller diizeyde akimin yavaslamasiyla beraber
endotel hiicreleri ile yakin bir iletisim halinde olan l6kositler, endotel yiizeyinde
eksprese olan yiizey molekiillerini kendi hiicre zarindaki algilayict molekdllerle
tanir ve gerekli kosullarda adezyon molekillerini kullanarak endotel ylzeyine
yapisirlar. Lokositlerin endotel yiizeyindeki bu birikimine marjinasyon adi verilir.
Daha sonra l6kositler bir sure endotel ylzeyinde yuvarlanarak ilerler ve endotel
hiicresiyle iletisimini artirirlar. Bu isleme de yuvarlanma (rolling) adi verilir.
Yuvarlanma esnasinda is goren ve ylizeyde hafif nitelikli bir tutunmaya izin veren
molekiiller selektin grubu molekiillerdir. Selektin molekiillerinde 3 alt grup vardir:
endotelde yer alan E-selektin, trombositlerde ve endotelde yer alan P-selektin,
I6kositlerde bulunan L-selektin. Bu molekiiller yiizey belirte¢lerinin siniflamasinda
kullanilan “Cluster of Differentiation-CD” sistemine gore CD62 sinifinda, CD62E,
CD62P ve CD62L ad1 altinda incelenirler.?’ Selektinler, hedef hiicrelerin yiizeyinde
yer alan 6zel karbonhidrat gruplarimi (siyalize oligosakkaritler) taniyarak onlara

baglanirlar. Normal sartlarda endotel yilizeyinde ¢ok az sayida eksprese edilen E-



selektin molekiilleri, inflamasyon esnasinda inflamatuar yanitin bir gostergesi

olarak hizla artig gosterirler.

2.3.2. Adezyon ve Transmigrasyon?®

Marjinasyon ve yuvarlanma asamalarindan sonra lokositler adezyon adi
verilen islemle endotel yiizeyine sikica tutunurlar. Bu tutunma l6kositlerin
yuzeyinde yer alan integrin tipindeki molekillere endoteldeki immunglobdlin
yapili molekUllerin baglanmasiyla olusur. Bu molekiiller igerisinde en temel roller
interseliler adezyon molekuld -1 (ICAM-1) ve vaskiler hiicre adezyon molekdli
(VCAM-1) ile olur. Endoteldeki ICAM-1 molekiliine LFA-1 ve Mac-1 reseptorleri
tutunurken, VCAM-1 molekuliine VLA-4 reseptorii baglanir. Normal durumlarda
bu reseptorler hiicre yiizeyinde inaktif halde bulunurken, inflamasyon aninda gesitli
mediatorler sayesinde aktive olur ve baglanmaya hazir hale gelirler. Adezyon
gerceklestikten sonra, 10kositlerin endotel hiicreleri arasindan dokuya ge¢mesine
transmigrasyon adi verilir. Hiicreleri birbirine baglayan molekiillerden olan
trombosit endotelyal hiicre adezyon molekiili (PECAM-1, CD31) bu asamada rol
alan temel molekiildiir.?® Bazal membran hizasina gelen 16kositler salgiladiklart
kollajenazlar ile bu bolgeyi asarlar. Lokositlerin dokuda yer alan interstisyel alana
gelince, etkileyen maddelerin yogunluguna gore hedeflenen alana gitmesine
kemotaksi adi verilir. Kemotaktik mediatorler 16kosit yiizeyine baglaninca
fosfolipaz-C aktivasyonu ile olusan G-Protein iligkili birtakim reaksiyonlar

sonucunda hiicrenin aktin iskeletinde yapisal degisiklikler olur ve l6kositler



uyarinin geldigi yone dogru hareket ederler. (Sekil-2) Hedefe ulasan 16kositler
opsonin ad1 verilen bir grup molekiiliin sardig1 hiicreyi taniyarak, hiicreyi gevreler
ve fagositoz siireci baglar. Bu siiregte hedef hiicrenin ortadan kaldirilmasinda en

onemli rolii 16kositten hiicreye dogru aktarilan reaktif oksijen tlrevleri oynar.

Marjinasyon
PECAM-1 ) )
@ —oclecn Akim Yoni ———>
— Yuvarlanma
/ e sLe‘
| 4 /9
\/ Adezyon
CD11/CD18 — Integrin | .
/ \ Transmigrasyon
End\otel ﬁ R \ oD
\ )
\| /
A iy l )
Selectins ICAM-1 VCAM-1 : V= ppeami
Inflamatuar
Sekresyon

Sekil 13: Lokositlerin endotel ile olan iliskisi

2.4. Reaktif Oksijen Turevleri®

Oksijen atomu, atom numarasi 8 olan ve yoriingesinde 8 elektron bulunan bir
atomdur. Bu elektronlarin 2 tanesi en dista yer alan 2p yoriingesinde ayn1 yonde
donmekte olup, bu yoriingelere yapilacak olan elektron eklemeleri ile oksijen
molekdll, serbest oksijen radikali (daha dogru bir adlandirma olarak: reaktif

oksijen turevleri-ROT) haline gelmektedir. Kimyasal formiillerinin yanina
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eklenmis kalin bir nokta isareti ile yazilarak ifade edilirler. (Tablo-1)
Yoriingesinde eslenmemis elektron tasiyan bu yapilar tepkimeye girmeye oldukca

istekli ve yapist geregi bozunma yoneliminde olan yapilardir.

Tablo 3: Reaktif Oksijen Turevleri

Radikaller Radikal Yapida Olmayanlar
Siiperoksid Anyonu (Oze ") Hidrojen Peroksid (H203)
Hidroksil (OHe) Lipid Hidroperoksid (LOOH)
Peroksil (ROOe) Hipohal6z Asit (HOX)
Alkoksil (ROe) N-halojenli Aminler (R-NH-X)
Semikinon (HQe) Singlet Oksijen (*02).

Hemoproteine bagli serbest radikaller | Ozon (Oz3)

Organik Radikaller (Re) Azot Dioksit (NO2)
Organik Peroksid (RCOQe) Hipoklordz Asit (HOCI)
Nitrik Oksid (NOe) Peroksinitrit (ONOO")

Reaktif oksijen turevleri ii¢ yolla olusur: kovalent baglarin homolitik olarak
ayrilmasi, kararli yapida bir molekiile elektron eklenmesi ya da bu yapidan
elektron eksiltilmesi. Reaktif oksijen turevleri endojen ya da eksojen yollarla

olusabilirler. Endojen yolla ROT olusumu;

= Elektron Tasima Zinciri
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= Enzimatik tepkimeler

- Enzimatik olmayan tepkimeler olarak (¢ temel grupta incelenebilir.3!

Elektron tasima zincirinde normal sartlarda oksijen molekiilleri sitokrom
oksidaz sistemi ile su molekiilii olusana kadar bir dizi indirgenme tepkimesinden
gegcer. Bu sistemde yer alan nikotinamid adenin diniikleotid (NAD), flavin adenin
dintkleotid (FAD) ve koenzim-Q enzimleri ile olusan siiperoksid anyon radikali
(O2e7) hiicredeki savunma sistemleri tarafindan etkisiz hale getirilerek mitokondri
hasar1 geligsmesi engellenir.

Enzimatik reaksiyonlara verilebilecek ¢ok cesitli 6rnekler bulunmaktadir.
Ormegin viicutta gérev alan en reaktif ve en toksik oksijen radikali olan hidroksil
radikali (OHe) ortamda katalizor gérevi goren bir metal iyonu yoklugunda Haber-
Weiss Tepkimesi (Sekil-3), varliginda ise Fenton Tepkimesi (Sekil-4) sonucunda

olusur.>°

H)O,+H + 00 e OH® + H) O+ O

Sekil 14: Haber-Weiss Tepkimesi

Fe™ + 020 mmmmmp Fe™2 + O Fe*2 + HyO) mmmmmp OH® + Fe** + OH-

Sekil 15: Fenton Tepkimesi
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Viicutta olagan fizyolojik siiregler sirasinda da otooksidasyon
tepkimelerinin gergeklesmesi sonucunda enzimatik olmayan yolla reaktif oksijen
turevleri elde edilmis olur.*°
Dis etkenler sonucunda da ROT olusumu gozlenebilir ve buna eksojen kdkenli ROT

olusumu adi verilir. Bunlar:
- Iyonizan radyasyon

= Toksik kimyasallar (Karbon tetrakloriir-CCls, kloroform ve halotan gibi

hidrokarbonlar, difenoller, kinonlar)
= Hava kirliligi (Azot dioksid, kiikirt dioksid gibi gazlar)
= Sitostatik ilaclar
= Pestisit (bocek élduriict) maddeler

= Agir metaller (Titanyum, kursun, civa, nikel, arsenik, alliminyum,

kadmiyum vb.)
= Baz antibiyotikler (Tetrasiklin gruplari, aminoglikozid gruplari)
= Sigara ve benzeri yollarla tiitiin alimi

= Alkol kullanimi, olarak siralanabilir.

2.5. Oksidatif Hasar Mekanizmasi®
Hiicrelerin normal kosullarda mitokondride gerceklesen indirgenme

tepkimeleri sonucunda olusan reaktif oksijen tlrevlerini zararsiz hale getiren
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sistemleri vardir. Ancak bu sistemler yetersiz kaldiginda hiicrelerde reaktif oksijen
tirevlerine bagl ciddi hasarlar olusabilir. Hasar olugsma mekanizmalari temelde ti¢

grup halinde incelenir:
= Membran lipidlerinde peroksidasyon
= Deoksiribonukleik asit (DNA) hasari

= Proteinlere olan dogrudan etki

Hiicre zarinda yer alan ¢oklu doymamis yag asitleri, reaktif oksijen tiirevlerinin
baslica hedefidir. Bu yag asitlerinin ROT tarafindan hedef alinmasiyla meydana
gelen degisiklikler hiicresel hasarda rol oynayan temel mekanizmadir. Yag asidi ile
ROT etkilesimi sonucunda lipid peroksid radikalleri olusmaktadir. Lipid
peroksidleri ortamdaki metallerin etkisiyle bazi tepkimelere girer ve etan,
malondialdehid (MDA) gibi yikim iiriinleri ortaya cikar.®® Zar yapisindaki
bozulmalar gecirgenligi artirir ve hiicre icine serbest Ca girisi olur. Hiicrede artan
serbest Ca duzeyi fosfolipaz artigina yol agar ve fosfolipidlerin yikimi hizlanir.
Hiicre zarinin bilesenlerinden olan fosfolipidlerin kaybi1 hiicre zarindaki
gecirgenligi daha da artirarak daha fazla Ca ve su girisine yol acar, bu da hiicredeki
hasarlanmay1 hizlandirir. Ayrica serbest Ca iyonlar1 proteazlari, kaspazlart ve
endoniikleazlart da tetikleyerek (Sekil-1) hiicrenin apoptoza  gidisini
hizlandirmaktadir.3*

Reaktif oksijen tiirevleri, hiicre zarindan bagska, DNA {izerinde de ciddi zararl
etki gosterir. ROT gruplart ve MDA, DNA yapisinda yer alan timin, guanin gibi

molekiillerle tepkimeye girerek DNA yapisinda kalici nitelikte hasar meydana
14



getirmektedir. Bu hasar, hiicrelerde 6nemli proteinlerin sentezini bozarak hizli bir
hicre 6limune, pro-apoptotik genlerin aktivasyonu ile apoptozun hizlanmasina
veya uzun donemde mutajenik/karsinojenik etki ortaya ¢ikmsina neden olur. Hasar
mitokondri DNA’sinda meydana geldiginde mitokondriyal enzimlerin aktivitesini
olumsuz etkilemekte ve hiicrenin enerji kullaniminin kisitlanmasina yol
acmaktadir.®

Hiicre igerisinde yer alan ¢ok ¢esitli proteinlerin yapisindaki aminoasitlerden
oOzellikle histidin, arginin, sistein, metionin ve prolin aminoasitleri reaktif oksijen
tiirevlerinin etkisine ¢ok agiktir. ROT’lar proteinleri ¢apraz baglanma, agregasyon
olusumu ya da dogrudan pargalanma gibi ¢esitli mekanizmalarla kalict olarak
hasarlayabilir. Bu hasar sonucunda hiicre zar1 gecirgenligi artar, protein sentezi
azalir, protein yikimi artar ve enzimlerin islevi kisitlanir. Mitokondride yer alan
proteinlerin etkilenmesi sonucunda da hiicredeki ATP iiretimi azalir. Ornegin ROT
tepkimesine bagli olarak gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz enziminde meydana
gelen kalici degisiklik nedeniyle NAD baglanamamasi ya da ATP-sentaz enziminin
aktivitesini yitirmesi sonucunda hiicrenin ATP iiretimi azalir ve kalici hiicre hasari

olusabilir.®®

2.6. Antioksidanlar
Antioksidan maddeler reaktif oksijen turevlerini inaktive ederek hicrelerin
zarar gormesini Onler. Farkli hiicre tiplerinde farkli diizeylerde bulunan ¢esitli

enzimler, enzimatik antioksidasyon yaparken, enzimatik tepkime ortaya
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cikarmadan reaktif oksijen tiirevlerini inaktive eden maddeler ise metabolik

antioksidanlar olarak adlandirilirlar.

2.6.1. Superoksid Dismutaz (SOD)

Gorevi, sliperoksid anyonunu daha az zararli olan hidrojen peroksit (H202)
ve oksijen (O2) molekiillerine doniistiirmektir. (Sekil-5) Superoksid anyonu, diger
ROT gruplarmin olusumunda rol oynayan tepkimelerin gugli bir tetikleyicisi
oldugu i¢in siiperoksid dismutaz enzimi oksidatif strese kars1 koruyucu olan temel
enzimdir. Siiperoksid anyonu haricinde etki ettigi bagka bir ROT
bulunmamaktadir.*®

SOD vyapisi, gorev aldigi hiicre bolimiine gore degiskenlik gosterir.
Sitoplazma iginde yer alan SOD-1 ve hiicre dis1 ortamda gérev yapan SOD-3
merkezinde bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) atomlarin1 barindirirken mitokondriyal form
olan SOD-2’de 2 adet mangan (Mn) atomu bulunmaktadir.®” Bunlardan baska,
insanda bulunmamakla beraber diger canli tiirlerinde varlig1 gosterilmis olan demir

(Fe) veya nikel (Ni) igerikli SOD enzimleri de tespit edilmistir.3®

20,0 +2H* 9D, 1H,0,+ 0,

Sekil 16: Stiperoksid anyonunun SOD tarafindan inaktivasyonu
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2.6.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi insanlarda basta karaciger olmak iizere tiim dokularda
peroksizomlarin iginde yer alir ve bu organellerde ksantin oksidaz, Urat oksidaz gibi
enzimlerin aktivitesi sonucunda agiga ¢ikan hidrojen peroksit (H20>)
molekdllerinin su (H20) ve oksijen (O2) molekillerine doniismesini saglamaktadir.
Eritrositlerde organel yapilar1 bulunmadigr i¢in hiicre zarinda ve sitoplazmada
serbest halde bulunur. 4 adet hem grubunun bir araya gelmesiyle olusmustur. Bu
hem gruplarinin merkezindeki demir atomunun, dis ortamla olan baglantist cok dar
araliklardan saglandigi i¢in H,O2’den biiyiik molekiiller demir atomuyla etkilesime
girmemektedir.®® Ayrica her alt grupta, indirgenme-yiikseltgenme tepkimelerinin
gerceklesmesine yardimci olan bir nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
molekiilii yer almaktadir.®

Katalazin etki mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamis olsa da
yapisinda yer alan hem grubundaki demir (Fe) atomunun rol oynadigi 2 basamakli
bir tepkime (Sekil-6 ve 7) olusturdugu disiiniilmektedir. Bu tepkime sirasinda
ortaya ¢ikan ara iiriin, memeli canlilarda alkol-aldehid, formik asit-karbondioksit

(CO), nitrit-nitrat gibi yiikseltgenme tepkimelerinde de gérev almaktadir.®

Katalaz

2H»>0» » H.O+ Oy

Sekil 17: Katalaz enziminin ilk basamak tepkimesi
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Katalaz-Fe™ +2H,0, == Ara Uriin + H.O

Ara Uriin + H)Q =——p Katalaz-Fe™ + H.O + O

Sekil 18: Katalaz enziminin ikinci basamak tepkimeleri

2.6.3. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Baslica gorev yeri sitoplazma olan bu enzim, H>O; ile beraber diger
peroksid bilesiklerinin inaktive edilerek zararsiz hale getirilmesinde rol oynar.
Mitokondri, endoplazmik retikulum (ER) gibi organellerde agiga ¢ikan peroksidler
de bu enzim sistemi tarafindan inaktive edilir. GPX yapis1 da katalaz gibi 4 adet alt
birimden olusur ve her alt birimde 1 adet selenyum (Se) atomu bulunmaktadir. Su

ana kadar 8 adet izoformu belirlenmistir.*
= GPX1: Ana hedefi H20; olan ve tum hucrelerde bulunan formudur.
- GPX2: intestinal sistemde hiicre disinda gérev yapar.
= GPX3: Plazmada bulunan formudur.

= GPX4: Tim hiicrelerde bulunan ama GPX1’e gore daha az miktarda

uretilen, ana hedefi lipid peroksidleri olan formudur. GPX’in 5-6-7-8
olarak adlandirilan formlar1 da vardir.

GPX formlari ve etkileri ile ilgili ¢ok ¢esitli arastirmalar yapilmaktadir. Bunlardan

bazilar1t GPX seviyelerindeki 1limli azalmanin, artmis yasam siiresiyle iligkili
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olabilecegini*! 6ne siirerken, bazilar1 da birtakim hastaliklarla iliskili olabilecegini
one stirmektedir.*?

H2>0, ile olan tepkime esnasinda 2 adet glutatyon molekill yer alan
stlfhidril gruplan disiilfid bagi olusturacak sekilde diizenlenmekte ve 2 adet su
molekiilii agiga ¢ikmaktadir. Daha sonra bu disiilfid bagl glutatyon molekiilleri,
glutatyon reduktaz enzimi ile yeniden sulfhidril igeren 2 adet glutatyona

doniistiiriilerek H2O2 ortamdan uzaklastirilmaktadir. (Sekil-8)

9GSH +H;0; ———=—p 2 H,O+ GSSG

Sekil 19: Hidrojen peroksidin GPX ile inaktivasyonu

H>0:> haricindeki peroksid gruplartyla olan tepkimeler biraz daha karmagik
yapidadir. Birkag farkli asamada gerceklesen bu tepkimelerde Se atomu daha aktif
rol almakta (Sekil-9) ve NADPH sistemini kullanan glutatyon rediiktazin yeniden
stlfhidril grubu iceren 2 adet glutatyon (GSH) olusturmasiyla (Sekil-10) sona

ermektedir.36
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ROOH +H* ROH

GPX-Se-L—Z» GPX-SeOH

GPX-SeOH-GSH =————= GPX-Se-SG + H20
H* GSSG

GPX-Se-SG-GSH=—>GPX-SeH-GSSG AL» GPX-Se

Sekil 20: Glutatyon peroksidaz enzimi ile ¢esitli peroksidlerin inaktivasyonu

NADPH+H™ NADP~

GSSG ;Ab 2GSH

Sekil 21: Distilfid bag: ile ¢apraz baglanmis 2 adet glutatyonun serbestlenmesi

2.6.4. Glutatyon

Glutatyon, hicrelerde dnemli roller oynayan bir aminoasittir. Vicutta
sentezlenebildigi i¢in esansiyel aminoasit sinifina girmez. Hiicrelerdeki baglica
rollerinin oksidatif stresi azaltmak ve diger antioksidanlarin yeniden etkin hale
gelmesini saglamak®®, demir metabolizmasinda gdrev almak**, hiicre yasaminin
planlandig1 tepkimelerde diizenleyici olarak yer almak® oldugu soylenebilir. Bu
alanda yapilan ¢aligmalarda, diisiik glutatyon diizeylerinin hiicre hasar1 ve hiicre

oliimii ile iliskili oldugu gosterilmistir.*
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2.6.5. Koenzim-Q (CoQ, CoQ1o, Q10)

Elektron tagima zincirinin bir iiyesi olan koenzim-Q (diger bilinen adlariyla
koenzim-Qio veya ubiquinon) mitokondrilerde yer alir ve enerji kullanimi fazla
olan dokularda yiiksek oranda bulunur.*” Elektron igerigine gére 3 farkli formda
bulunur: tam yikseltgenmis formu olan ubikinon, ara formu olan semikinon
(ubisemikinon) ve tam indirgenmis formu olan ubikinol. Bu genis tasiyici kapasitesi
sayesinde enerji iiretiminde ve ROT inaktivasyonunda etkin rol oynamaktadir.

Yapilan c¢alismalarda oral Qio desteginin kalp yetmezligi hastalarinda
diizelme sagladig1*® ve major kardiyak olaylarin sikliginda azalmaya yol act1gi*®

gosterilmistir.

2.6.6. Askorbik Asit (Vitamin C)

C vitamini narenciye grubu basta olmak {izere bir¢ok meyve ve bitkide yer
alan esansiyel bir vitamindir. Suda ¢o6ziilebilmesi nedeniyle fazla alimi genellikle
sorun yaratmamakta, ithtiyac fazlasi olan madde idrarla viicuttan atilabilmektedir.
Kollajen sentezi, sitoplazmadaki yag asitlerini mitokondrilere tasiyan karnitin
sentezi gibi 6nemli tepkimelerde enzim kofaktorii olarak rol alan C vitamini® ayni
zamanda antioksidan 6zelligi de tasimaktadir. Indirgenmis E vitaminin antioksidan
ozelligini yeniden kazanmasimi saglar.>! Bu 6zellikleri nedeniyle C vitamini énemli

bir antioksidandir.
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2.6.7. Tokoferoller (Vitamin E)

Tokoferoller ya da E vitamini olarak adlandirilan molekiiller, yagda eriyen
bir grup molekil olup antioksidan 6zellige sahiptirler. Bunlardan 6ne ¢ikan molekiil
a-tokoferoldiir. E vitaminleri bazi enzimlerin kofaktorii olarak vicutta gorev
alirlar.%? Eksikliginde miyopati, néropati, ataksi gibi belirtiler ortaya ¢ikabilir.>® a-
tokoferol lipid peroksidasyonunun engellenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Zincirleme tepkimeler halinde ilerleyen sistemde, peroksidlenmis lipidlerin komsu
lipidleri de peroksidlemesini engelleyerek hiicre zarmnin stabilizasyonunu saglar.>
Ayrica bilinen tek lipid peroksid indirgeyicisi olan GPX4’iin kalitsal olarak eksik
oldugu hiicrelerde, E vitamini varliginin hiicreyi o6liimden koruyabildigi

gosterilmistir.>

2.6.8. Karotenler ve Retinol (Vitamin A1)
Viicuttaki temel islevleri antioksidan olarak reaktif oksijen tiirevlerini inaktive
etmek olmayan bu molekiillerin yapilari geregi antioksidan nitelikleri

bulunmaktadir.>®

2.6.9. Urik Asit
Insanlarda piirin metabolizmasinin son iiriinii olarak ortaya cikan iirik asit
onemli bir antioksidandir. Plazmadaki antioksidan etkinin yaklasik yarisi iirik asit

tarafindan  saglanmaktadir.®® Ancak hiperiirisemi gelismesi durumunda
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kardiyovaskiiler hastaliklarin goriilme sikliginda artis goézlenebilecegi One

sirilmektedir.>’

2.7. Hasar Belirtecleri

Iskemi/reperfiizyon hasar1 sonucunda etkilenen dokularda ortaya cikan
degisiklikler c¢esitli enzimlerin ve metabolitlerin diizeylerinin 6l¢iilmesi ile
gosterilebilir. Iskemi nedeniyle hiicrelerin iskemiye karsi savunma araci olarak
kullandig1 proteinlerde artis, oksijen ve oksijenli solunum metabolitlerinde azalma,
reperfiizyon sonrasi olusan oksijen yiikiine bagl olarak antioksidan enzimlerde
azalma, hiicre zarindaki oksidasyonun lipid peroksidleri seklinde tespit edilmesi
gibi birtakim degisiklikler hiicredeki hasarlanmanin diizeyi hakkinda bilgi

verebilmektedir.>®

2.7.1. interlokin-6 (iL-6)

IL-6 akut inflamasyon yamitinda birincil rol oynayan T-lenfositler ve
makrofajlardan salinan proinflamatuar bir sitokin olarak bilinmektedir. Ancak son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda, IL-6’nin kas hiicrelerinden de salindigi, egzersiz
sirasinda plazma diizeyinin arttig1 ve oksijen kullanimi artan kas hiicrelerine besin
ve oksijen mobilizasyonunu artirdigi®® ve kas hiicrelerinde anti-inflamatuar etkisi

bulundugu yoniinde bilgiler elde edilmistir.%° Kardiyak hasar sonrasinda plazmada
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IL-6 diizeyinin uzanus yiiksekligi, kalp kasinin {izerindeki stresin yeterince

kalkmadigini diisiindiiren ve artmis mortalite ile iliskili olan bir durumdur.%!

2.7.2. Hipoksiyle indiiklenen Faktor (HIF)

Hipoksiyle indiiklenen faktorler, hiicrelerde normalden diisiik oksijen
diizeyleri goriilmeye baslandiginda diizeyleri artan transkripsiyon faktorleridir.%?
Hiicrelerin diisilk oksijen diizeylerine olan toleransim1 artirmaya yonelik
metabolizmalarini diizenleyen 6nemli bir protein grubudur. DNA’dan glikolitik
enzimlerin sentezinin artirilmasi, anjiogenezi artirmaya yonelik vaskiiler endotelyal
bilytime faktorii (VEGF) salmiminin artmasi gibi kilit roller oynarlar.®® iskemiyle
karsilasan ya da dogal kosullarinda diisiik oksijen tiiketimi yapan (Orn:
kondrositler) hiicrelerde, hiicrenin yasamina devam edebilmesi bu faktorlerin

varhigina baghdir.%

2.7.3. iskemi Modifiye Albiimin (IMA)

Iskemi modifiye alblimin, iskemi sonrasi plazma diizeyi artan bir
molekiildiir. Iskemi nedeniyle albiimin proteininin N-terminal ucunda yapisal
degisiklik gerceklesir. Bu degisikligin temel nedeninin reperfiizyon déneminde
artis gosteren OHe ~radikali nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir.®® Akut iskemi
sirasinda plazma diizeyindeki artisin diger kardiyak hasar belirtecleri ile kullanimi

akut koroner sendrom tanisin1 kesinlestirmek icin faydali olabilecegi
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gdsterilmistir.®® I/R hasarin1 engellemek igin klinikte kullanilan baz1 maddelerin de

etkinligini 6l¢gmede yararli oldugu ortaya konulmustur.®’

2.7.4. Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid, reaktif oksijen tiirevlerinin hiicre zarindaki c¢oklu
doymamis yag asitleriyle tepkimeye girerek onlar1 perokside etmesi sonucu ortaya
¢tkan son derece reaktif bir bilesiktir.®® Bu yilksek reaktiflik sonucunda proteinlerde
capraz lizin kopriileri olusturur ve onlarin fonksiyon gdrmesini engeller.”
Aterogenez patofizyolojisi arastirilirken, LDL yapilarinda lizin kopriileri ile okside
olmus LDL fraksiyonlarmin makrofajlarla olan baglantisi lizerinden aterogenezi

artird1g1 gosterilmistir.”

2.7.5. Glutatyon-S Transferaz (GST)

Glutatyon-S transferaz enzimi basta karaciger ve bobrek gibi metabolik
aktivitesi yiksek dokularda, hiicrelerin karsilastigi veya metabolizma sonucunda
ortaya ¢ikan bazi istenmeyen maddeleri glukuronidasyon yontemiyle
uzaklastirmay1 saglayan bir enzimdir. Ayrica glutatyon peroksidaz enzimine
substrat olarak sagladigt GSH molekiilii ile antioksidan metabolizmada 6nemli rol

71

oynamaktadir.”t Mitokondriyal diizeylerinin I/R hasar1 etkisi altinda kalan

hiicrelerde kilit rol oynadig1 ve hiicreyi 6liimden kurtarabildigi gosterilmistir.”
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Yapilan ¢alismalarda /R hasarmna ait &lgiilebilir bir parametre olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir.”™

2.7.6. Katalaz Duzeyi (CAT)

Katalaz ilgili bolimde anlatildigi gibi (bkz. Bolum 2.6.2) antioksidan
metabolizmanin énemli elemanlarindandir. I/R sonrasi doku diizeylerinin yetersiz
olmas1 durumunda, H2O2’nin zararli etkilerinden korunmak zorlasacak ve hiicrede
hasar meydana gelecektir. Farkli yas gruplarinda yapilan ¢alismalarda, erken yasta
katalaz aktivitesinde ve miktarinda diisiikliik olmasi nedeniyle hiicrelerin I/R
hasarma daha fazla maruz kalabilecegi gdsterilmistir.” Biyoteknoloji trtinleri
kullanilarak yapilan ve hucre igi katalaz aktivitesinde artis saglayan katalaz

replasmani uygulamasinin hiicresel hasari azaltabilecegi bildirilmistir.”

2.8. Carvacrol (Car)

Carvacrol, kekik turleri (origanum spp. ve thymus glandulosus) basta olmak
tizere, kirmiz1 bergamot (monarda didyma), ¢orek otu (nigella sativa) ve Misir
lavantas1 (lavandula multifida) gibi bitkilerde gesitli oranlarda, diger bazi terpen ve
fenol grubu aromatik bilesiklerle bir arada bulunan monoterpenoid bir fenol
bilesigidir. Kimyasal formali lineer yontemle (CHs).CHCgH3(CH3)OH olarak

ifade edilir. 2 boyutlu molekiiler yapis1 Sekil-11’de gortildiigi gibidir.
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Sekil 22: Carvacrol’iin 2 boyutlu yapis1

Carvacrol’iin antioksidan’’, antiinflamatuar’®, antibakteriyel’®, baz1 kanser
hiicreleri (izerinde proapoptotik® ve cevresel etkenlerden zarar goren saglikli
hiicrelerde antiapoptotik® etkileri mevcuttur. Cesitli mikroorganizmalara karsi
antimikrobik  etkisinden dolayr bakteri kiiltiirlerinde®?, gida  koruma
arastirmalarinda® ve deneysel hastalik modellerinde tedavi edici ajan olarak
denenmektedir.8* Carvacrol ayrica potent bir antioksidan, serbest radikal
temizleyicisi ve lipid peroksidasyon inhibitorii olmasindan dolayr kanser
arastirmalarinda®® ve reperflizyon hasarini énlemeye ydnelik arastirmalarda da
kullanilmistir. 28 Yapilan galismalar, carvacrol’iin kolon kanseri gibi bazi kanser
tirlerine karg1, birincil tedaviye yardimci ajan olarak etkili oldugunu da

gdstermistir.8’

3. ARASTIRMA DETAYLARI
3.1. Gereg ve Yontemler
Calismada agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen 18 adet Wistar cinsi

albino sigan kullanildi. Siganlar 20-21°C sicaklikta, 12 saat gece, 12 saat glindiiz
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periyodlar1 saglanarak ve anestezi uygulamasindan 2 saat Oncesine kadar
yemelerine izin verilecek sekilde bakildi. Siganlar her grupta 6 tane olmak iizere,
rastgele 3 gruba ayrildi. (Kontrol, /R, I/R-Car) Carvacrol uriinii Sigma-Aldrich
firmasindan %98’den fazla derisimde, sterilize edilmis, intraperitoneal ve
intravendz uygulamaya uygun formda (Uriin no: W224502-100G-K, Uriin tanima:
Carvacrol>=98%, FCC, FG) satin alind1.

Siganlara intraperitoneal uygulanan 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin
enjeksiyonu yapilmasinin ardindan, i1sitma lambasi altinda supin pozisyonda iken
cerrahi uygulama gergeklestirildi. I/R-Car grubuna laparotomiden 30 dakika
oncesinde intraperitoneal enjeksiyon yontemiyle 100 mg/kg dozunda carvacrol
verildi. Ciltleri aseptik olarak hazirlanan siganlara orta hat laparotomi yapildi. I/R
ve I/R-Car gruplarinda, bagirsaklarin 1slak gazli bez yardimiyla uzaklastirilmasiin
ardindan infrarenal diizeyde aortalar: dikkatli bir sekilde eksplore edildi. Infrarenal
abdominal aortaya (IAA) atravmatik mikrovaskiler klemp konuldu. 60 dakika
sonra IAA’daki mikrovaskiiler klemp kaldirild1 ve 60 dakika siireyle reperfiizyon
saglandi. Aortik iskemi, klempleme islemi sirasinda distal aortta pulsasyonun
kaybolmasiyla, aortik reperfiizyon ise klempin kaldirilmasi sonrasi distal aortta
pulsasyonun geri gelmesiyle onaylandi. Kontrol grubuna laparotomi esit siirede
uygulandi ancak I/R olusturulmadi. iskemi/reperfiizyon dénemlerinde peritoneal
bosluktan 1s1 ve sivi kaybmi en az miktara indirmek icin; IAA’ya klemp
konulduktan ve kaldirildiktan sonraki donemlerde, peritoneal bosluga uygun
sicaklikta serum fizyolojik uyguland: ve karin insizyonu gecici olarak 1slak gazl

bez ile sarilarak Ortuldi. Calismanin son asamasinda yeterli anestezi ve analjezi
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saglanarak doku ornekleri alind1 ve intrakardiyak kan alinmasi ile si¢anlara 6tenazi
uygulandi.

Histolojik inceleme i¢in alinan doku 6rnekleri %10’luk formalin ¢ozeltisinde
muhafaza edilerek 151k mikroskobuna uygun kesitler hazirlandi. Isik mikroskobu
altinda vaskiiler durum, apoptoz, hidropik dejenerasyon ve hiicresel ayrigma gibi
nitelikler degerlendirildi.

Biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alinan kan 6rnekleri kirmizi kapakli
standart laboratuar tiiplerinde +4°C’de, doku ornekleri ise —80°C’de dondurulup
saklandi. Calisma sonunda iskelet kasinda ELISA yontemiyle, MDA, GST ve
katalaz diizeyleri olguldu. Serum drneklerinde ise spektrofotometri yontemiyle

IMA diizeyleri degerlendirildi.

3.2. Bulgular

Gruplar, kas dokusu GST enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark bulundu. (p=0,024) GST enzim
aktivitesi I/R grubunda, kontrol ve I/R-Car gruplarina gére anlamli diizeyde ylksek
saptand1. (p=0,009, p=0,046, sirasiyla) (Tablo-2)

Gruplar, kas dokusu katalaz enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark bulundu. (p=0,030) katalaz enzim
aktivitesi, I/R grubunda, kontrol ve I/R-Car gruplarina gore anlaml diizeyde ylksek

saptandi. (p=0,016, p=0,028, sirasiyla) (Tablo-2)
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Gruplar, kas dokusu MDA diizeyleri agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark bulundu. (p=0,010) MDA
duizeylerinin  I/R grubunda, kontrol ve I/R-Car gruplarina gére anlamli diizeyde
yuksek oldugu goriildii. (p=0,003, p=0,033, sirastyla) (Tablo-2)

Gruplar, kas dokusu IMA diizeyleri agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p<0,0001). IMA
duizeylerinin I/R grubunda, kontrol ve I/R-Car gruplarma gére anlamli diizeyde

yuksek oldugu gorildi. (p<0,0001, p=0,001, sirasiyla) (Tablo-2)

Tablo 4: Calisma verilerinin istatistiksel analizi

Kontrol . i/R-Car
Grubu (In/EG)Grubu Grubu p**
(n=6) (n=6)
GST 0,14+0,02* 0,22+0,02 0,16+0,02* | 0,024
(mlU/mg.protein)
Katalaz 520,33+53,23* | 705,00+58,90 | 538,33+26,22* = 0,030
(IU/mg.protein)
MDA | 0g0+018* | 175:014 | 1,23t014* | 0,010
(nmol/mg.protein)
iMA (AA) 0,12+0,01* 0,18+0,01 0,14+0,01* | <0,0001

*p<0.05: Grup I/R ile karsilastirildiginda
**Kruskal-Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

Histopatolojik incelemede, kontrol grubunda yer alan kas liflerinde
herhangi bir dejenerasyona rastlanmazken, I/R grubunda miyofibrillerde

kontraksiyon, baz liflerde hipertrofi, niikleuslarda dejenerasyon, nekrotik
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miyofibriller, hyalinizasyon gibi ¢izgili kas hasarina dair bulgular izlenmistir. I/R-
Car grubunda ise bu hasarli alanlarin I/R grubuna gore kismen daha az oldugu ve
miyofibrillerin igerisinde yer alan vaskiiler yapilarda dilatasyon oldugu
gozlenmistir. Boya olarak hematoksilen-eozin (H&E) kullanilmistir. Resimlerin
sol iist kosesindeki A=40x, B=100x, C=400x biiylitme anlamina gelmektedir. Her

resim i¢in kullanilan isaretler resimlerin altinda agiklanmistir. (Resim 1-18)
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Resim 1: Normal kas dokusu, uzunlamsma kesit, *=Kas lifleri, = Interfibriler
aralik

Resim 2: Norml kas dokusu, uzunlamasina kesit *= Kas lifleri, = Interfibriler
aralik,

— = Periferik yass1 niikleuslar
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Resim 3: Normal kas dokusu, uzunlamasina kesit *= Kas liﬂri, » = Interfibriler
aralik, — = Periferik yassi niikleuslar

ReSIm 4: Normal kas dokusu, enlne kesit *= Kas lifleri, »>= Interﬁbnler aralik,
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Resim 5: Normal kas dokusu, enine kesit *= Kas lifleri, »= Interfibriler aralik,
— = Periferik yass1 niikleuslar

Resim 6: Normal kas dokusu, uzunlamasina kesit *=Kas lifleri, = Interfibriler
aralik, — = Periferik yassi niikleuslar
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Resim 7: /R sonrasi kas dokusu uzunlamasma kesit, »= Interfibriler aralik, NF=
Nekrotik fibriller, hy= Hyalinizasyon, f= Fragmentasyon, inf= infiltrasyon

Res]m 8: /R sonrasi kas dokusu, uzunlamasma kesit, = Interfibriler aralik, NF=
Nekrotik fibriller, hy= Hyalinizasyon, H= Hipertrofi
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Resim 9: I/R sonras1 kas dokusu, uzunlamasina kesit, = Interfibriler aralik, NF=
Nekrotik fibriller, f= fragmentasyon, p= Piknotik nlikleus, ON= Oval niikleus,
dej= dejenerasyon, — = Periferik yassi niikleuslar, A-l1 band= Sarkomer bantlari

S0\ Q‘; Tion TENIBARE Y |
Resim 10: I/R sonrasi kas dokusu, enine kesit, = Interfibriler aralik, NF=
Nekrotik fibriller, H= Hipertrofi, = dejenerasyon, hy= Hyalinizasyon, inf=
Infiltrasyon
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Resim 11: IfR sonrast kas dokusu enine kesit, = Kas lifleri, > Interfibriler
aralik, NF= Nekrotik fibriller, inf= infiltrasyon, ON= Oval nikleus, H=
Hipertrofi, hy= Hyalinizasyon — = Periferik yassi niikleuslar

Resim 12 I/R sonrasi kas dokusu, enine kesit, *= Kas lifleri, » = Interfibriler
aralik, f= Fragmentasyon, inf= infiltrasyon, ON= Oval nikleus, dej=
dejenerasyon, H= Hipertrofi, — = Periferik yass1 niikleuslar
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Resim 13: I/R-Car sonras1 kas dokusu, uzunlamasina kesit, *= Kas lifleri, »=
Interfibriler aralik, f= Fragmentasyon, inf= infiltrasyon, NF= Nekrotik fibriller,
hy= Hyalinizasyon, — = Periferik yassi niikleuslar

| 2 iy
Resim 14: I/R-Car sonrasi kas dokusu, uzunlamasina kesit, *= Kas lifleri, »=
Interfibriler aralik, f= Fragmentasyon, NF= Nekrotik fibriller, hy= Hyalinizasyon,
ON= Oval niikleus, p= Piknotik nukleus, H= Hipertrofi, — = Periferik yassi
nikleuslar

38



. EESF P N T :

Resim 15: I/R-Car sonras1 kas dokusu, uzunlamasina kesit, *= Kas lifleri, »=
Interfibriler aralik, f= Fragmentasyon, hy= Hyalinizasyon, ON= Oval niikleus, H=
Hipertrofi, — = Periferik yass1 niikleuslar, A-I band= Sarkomer bantlar1, SN=
Santral nikleus

‘ "
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Resim 16: I/R-Car sonras1 kas dokusu, enine kesit, *= Kas lifleri, »= Interfibriler
aralik, inf= infiltrasyon, NF= Nekrotik fibriller, hy= Hyalinizasyon
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Resim 17: I/R-Car sonrasi kas dokusu, enine kesit, *= Kas lifleri, »= Interfibriler
aralik, H= Hipertrofi, — = Periferik yass1 niikleuslar, conj= Konjesyon, «> =
Vazodilatasyon

Resim 18: I/R-Car sonrasi kas dokusu, enine Kesit, *= Kas lifleri, »= Interfibriler
aralik, NF= Nekrotik fibriller, hy= Hyalinizasyon, H= Hipertrofi, — = Periferik
yasst niikleuslar
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4. TARTISMA
4.1. I/R Hasarmn Klinik Onemi

I/R hasar1, temelde kalp ve damar cerrahisindeki kardiyopulmoner bypass
(KPB) uygulamasi ve vaskiiler cerrahideki akut/kronik iskemi ve cerrahi sonrasi
goriilen reperfiizyon nedeniyle kalp ve damar cerrahlarini, transplant cerrahisinde
de organin vericiden almip taginarak aliciya nakledilmesi nedeniyle de
transplantasyon yapan her gruptan cerrahi ilgilendirmektedir. Bu asamalardan veya
uygulamalardan herhangi birinde ortaya c¢ikacak eksiklikler hastanin hayatini
kaybetmesine neden olabilir. Cerrahlar1 zorlayan sorunlar sadece metabolik
kosullarin yol agtig1 metabolizma sorunlart degildir. Dokularin stres altinda kalmasi
nedeniyle inflamatuar yanit olugmasi doku ve organ fonksiyonlarinin istenilen
diizeyde olmasina engel olmaktadir. Reperfiizyon asamasinda bolgeye inflamatuar
hiicrelerin de tasmiyor olmasi, /R hasarindan tam anlamiyla korunmak igin
inflamasyonu da engelleyici nitelikte bir 6nlemi zorunlu kilmaktadir. Gliniimiz
sartlarinda bu yanit1 baskilamak sadece rejeksiyonu engellemek amaciyla agir bir
bagisiklik baskilama seklinde yapilmaktadir. Ancak KPB islemi gibi islemler
sonrasinda olusan ve yogun bagisiklik baskilama gerektirmeyen islemlerden sonra
gorulen reperfizyonun inflamatuar etkilerini butundyle baskilamak giiniimiiz
sartlarinda miimkiin degildir.28 Hem I/R hasarmna yonelik metabolik korunma hem
de inflamasyon hasarma yonelik hiicresel korunma saglandiginda, KPB ve organ

nakli gibi islemler ¢ok daha yiiksek basariyla yapilabilecektir.
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4.2. Literatiir Taramasi

Carvacrol’Gn miyokard dokusu®®, serebral doku®, gastrik doku®?, karaciger
dokusu®? gibi farkli dokularda iskemi/reperfiizyon hasari iizerine olan etkisi
aragtirtlmakla beraber, bu konuda iskelet kasi iizerine yapilmig bir arastirma heniiz
bulunmamaktadir. S6zU gegen arastirmalarin tamaminda carvacrol uygulamasi ile
I/R hasarmi azaltmaya yonelik olumlu sonuglar almabildigi gosterilmistir. Ancak
bu alandaki ¢aligmalar heniiz oldukg¢a kisitli durumdadir. Daha genis 6rneklem
gruplarinda taramalar yapildiktan sonra insanlar tizerinde de carvacrol’iin etkinligi
arastirilmal;, I/R hasarimi onleyici etkisine ek olarak baska alanlarda etkinligi
kanitlanmis bu maddenin miimkiin olan en kisa zamanda rutin kullanima girmesi

saglanmalidir.

4.3. Arastirma Sonuclarimin Literatiir ile Uyumlulugu

Bizim arastirmamizda, carvacrol maddesinin /R hasarim azaltmak
amactyla uygulandiginda olumlu sonu¢ vererek bu hasar1 azaltabilecegi deneysel
yontemler ve Olciimlerle ortaya konulmustur. Bu alanda yapilmis olan diger

89-92

caligmalarin sonuglar1 da bizim sonucglarimizla ayni1 noktaya varmaktadir.

4.4. Yorum
Glinlimiizde kalp ve damar cerrahisinde bircok kalp ameliyatinda rutin

uygulama haline gelmis olan KPB uygulamasi, bizleri I/R hasariyla siirekli kars
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karstya birakmaktadir. I/R hasarmi engellemeye yonelik yapilan ¢alismalar, hasar
mekanizmalariin molekiiler diizeyde agiklanmaya baslamasiyla makromolekiiler
diizeylerden mikromolekiiler diizeylere c¢ekilmistir. Ancak altta yatan
mekanizmalarin tek bir olayla aciklanamamasi ve heniiz tiimiiyle aydinlatilamamais
olmasi nedeniyle, I/R hasarim azaltmaya yonelik dnlemler kesin nitelikte bir ¢oziim
sunmamaktadir. Kalp cerrahisinde yeni kardiyopleji ve miyokardiyal koruma
tekniklerinin gelistirilmesi, transplant cerrahisinde in-vivo ortami tam anlamiyla
taklit edebilen organ hazirlama, koruma ve nakil yontemlerinin gelistirilmesi,
damar cerrahisi i¢in de iskemi ve reperflizyon asamalarinin tamamina yayilmis
doku koruyucu ilaglarin gelistirilmesi Onem tasimaktadir. Bu baglamda ele
alindiginda, I/R hasarmi 6nlemeye yonelik gelistirilebilecek olan molekiiller
arasinda carvacrol maddesi, ulasimi olduk¢a kolay olan ucuz bir maddedir.
Toksisite bulgularinin ¢ok yiiksek dozlarda bile kolay tolere edilmesi, glindelik
hayatta maruziyetimizin olduk¢a bol olmasi ve I/R hasarma yonelik koruyucu
etkilerinin yani sira antimikrobiyal 6zelliginin olmasi, anti-neoplastik 6zelliginin
olmas1 gibi ozellikleri ile ¢ok farkli alanlarda kendine yer bulabilecek olan bir
molekiildiir. Carvacrol’iin bu 0zellikleri nedeniyle tip diinyasindaki aragtirmalarda
ilerleyen zamanlarda daha fazla yer alacagimi, gerek I/R hasarindan korunmada

gerekse diger alanlarda rutin kullanima girecegini 6ngérmekteyiz.
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6. OZET

6.1. Sicanlarda Carvacrol’iin Iskelet Kasinda Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Uzerine Etkisi

Iskemi sonras1 goriilen reperfiizyon hasari, iskemi nedeniyle zarar goren

hiicrelerin eski islevlerini kazanmasina engel olmaktadir. Ortamda hizla artis

gosteren oksijen diizeylerine bagli olarak artan reaktif oksijen tiirevlerinin I/R

hasarimin temelini olusturdugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla bu

durumu dengeleyebilecek stabilizan ve antioksidan sistemler {izerine olmaktadir.
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Carvacrol maddesi, kekik yaginin igeriginde bulunan antioksidan bir
maddedir. Cesitli calismalarda elde edilen sonuglara gore, carvacrol kullaniminin
I/R hasarmi1 6nlemeye yardimci olabilecegdi goriilmiistiir.

Etik kurul onayr alindiktan sonra yaptifimiz ¢alismada 18 adet sican
rastgele 3 gruba ayrilmistir. 6 tanesine herhangi bir islem uygulanmamis, sadece
doku ve kan 6rnekleri almmustir. Bu grup kontrol grubu olarak segilmistir. ikinci
gruptakilere 60 dakika siireyle alt ekstremite iskemisinin ardindan 60 dakika
sireyle reperfiizyon uygulanmistir. Bu grup I/R grubu olarak secilmistir. Ugiincii
gruptaki sicanlara ise iskemiden 30 dakika once 100 mg/kg carvacrol
intraperitoneal olarak uygulanmig, daha sonra 60 dakika siireyle iskemi ve 60
dakika siireyle reperfiizyon uygulanmistir. Bu gruptakiler ise I/R-Car grubu olarak
secilmistir.

Calisma sonunda elde edilen bulgular histolojik ve biyokimyasal
incelemeyle degerlendirilmistir. Morfolojik 6zelliklerin yan1 sira MDA, HIF, GST
ve CAT olgiimleri yapilmistir. Istatistiksel verilerle degerlendirilen sonuclar
1s18inda, carvacrol’in I/R hasarin1 6nlemek icin etkili olabilecegi goriisiine

varilmistir.

6.2. The Effect Of “Carvacrol” On Ischemia-Reperfusion Injury In Skeletal
Muscles Of Rats.
Reperfusion injury following ischemia prevents cells fro regaining

decreased functions due to ischemia. Increased reactive oxygen species due to
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rapidly increasing oxygen levels were blamed for I/R injury. Studies are focused
mostly to find new cell stabilizing and antioxidant substances to prevent this injury.

Carvacrol is an antioxidant substance which mostly found in oregano oil.
Various studies claimed that carvacrol could be useful to prevent I/R injury.

After getting the ethical committee consent, we planned our study with 18
rats which were randomly divided into 3 groups. The first group weren’t applied
with any procedures, only blood and tissue samples were taken. This group was
chosen as control group. In the second group, lower extremity ischemia was applied
for 60 minutes and reperfusion was applied for another 60 minutes. This group was
chosen as the I/R group. In the third group, rats were given 100 mg/kg carvacrol via
intraperitoneal injection before 30 minutes from ischemia. Then 60 minutes of
ischemia and 60 minutes of reperfusion was applied. This group was chosen as the
I/R-Car group.

At the end of the study, samples were examined both histologically and
biochemically. Morphologic features were controlled as well as the levels of MDA,
HIF, GST and CAT were measured. Statistical data analysis proved that carvacrol

could be efficient to prevent the I/R injury.
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