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1. GIRIiS VE AMAC

Bilimsel calismamizin temeli siddetli akut iskeminin ve bunu takiben
iskemik dokudaki akut reperfiizyonun viicudun diger organlarindaki etkisinin

patofizyolojisini arastirma iizerine kurulmugtur.

Iskemi-reperfiizyon (I/R), etkilenen dokularda metabolik, trombotik ve
inflamatuar degisiklikler ile sonuglanan hiicre i¢i ve hiicre disi yolaklan igeren

karmagik bir patolojik siirectir.

I/R, hiicrenin metabolizmas: devam ettirebilmek icin gerekli maddeleri
hiicreye alinmasim ve metabolik siire¢ sonunda olusan atiklann hiicreden
uzaklastinlmasim saglayacak fizyolojik yapimin bozulmasina sebebiyet veren tim
durumlarda iyilesme oramm belirleyen 6nemli bir patolojidir. Bu durumun
sebeplenn  arasinda  ateroskleroz, tromboz, hipovolemik sok, travma,
kardiyopulmoner arrest gibi perfiizyonun kesilmesine ya da kritik diizeyde
azalmasmma neden olan patolojiler ile birlikte kalp cerrahisi, rekostritksiyon
cerrahisi, ortopedik cerrahi, transplantasyon cerrahisi, vaskiiler cerrahi gibi kan
dolagsiminmin belli bir siire durdurulmasimi mecbur kilan cerrahi prosediirler de
olabilmektedir (1, 2). Tim bu klinik tablolardaki tedavi basansi IR
patofizyolojisinin anlagilarak hasarin onlenebilmesine baghdir. Bu durum IR
yaralanmasimn dogasim anlama ve etkilerini 6nleme veya iyilestirme tedavileri
gelistirme konusunda stirekli bir ilgi dogmasina sebep olmustur. Kan akis: tekrar
saflanmazsa sonucta iskemik hiicreler olir, ancak aym zamanda bu siirec

reperflizyon sirasindaki hasann da ¢ofunun baslangic: olur. Boylece, paradoksal



olarak, iskemiyi tedavi etmek i¢in gerekli terapitik miidahale, reperfiizyon doku

patofizyolojisini baslatir (3).

I/ R hasarimin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan hiicresel hasar, insanlar, deney
hayvanlan ve hiicre kiiltiirii sistemlerinde yofun olarak ¢alisilmugtir. Akut iskenmk
olaylarin bashca tedavisi mekanik ve / veya farmakolojik (trombolitik) miidahale
ile hizh reperfiizyon saglanmasidir. Bugiine kadar, ¢ok az insan ¢alismasinda
reperfiizyona yardime: olarak uygulanan bir farmakolojik maddenin I/ R hasarim

azaltabilecegine dair kamt saglanmastir.

Bacopa Monnieni (B. monnieri), deneysel ¢alismalarda kardiyoprotektif,
antihipertansif, antioksidan, anti-aging, anti-inflamatuar, hepatoprotektif,
nefroprotektif etkilerinin olduguna dair bulgular elde edilmis olan geleneksel Hint

tibbinda (Ayurveda) kullamlan bir bitkidir (4).

Bu c¢ahismanin  amacit  akut iskemi devaminda akut reperfiizyon
patofizyolojisinin  aydinlatilarak olusan doku hasan i¢in tedavi olanaklan
olusturmaktir. Dokuda iskemi reperfiizyon hasan patolojisini anlamak ve tedavi
olanaklan olusturmak ateroskleroz ve travmatik arter yaralanmasi gibi dokuda
iskemi olusmasma sebebiyet veren hastaliklann morbidite ve mortalite oranlarim
diisiirecektir. Aym zamanda vaskiiler cerrahi prosediirlerin uygulanma siirecinde de
zorunlu olarak olusturulan doku iskemisinin tedavi basansinda klinik dnemi sz

konusudur.



Deneysel hayvan ¢alismamiz B. Monnieri ekstraktimin kullammin iskemi
reperfiizyon hasanm  onleyici veya tedavi edici olmasi hipotezi iizerine

planlanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tammlar

I/R hasari, bir dokuya verilen kan miktan dakika ila saat boyunca bloke
edildiginde (iskemi) ve daha sonra onanldifinda (reperfiizyon) olusur (5). IR,
etkilenen dokularda metabolik, trombotik ve inflamatuar degisiklikler ile

sonuglanan hiicre i¢i ve hiicre dis1 yolaklan igeren karmasik bir patolojik siirectir.

Ekstrem I/R 'nin yayinlanmus ilk klinik gézlemlerinden biri olan akut iskemi
sonras1 revaskillarizasyon uygulanan hastalarda palpabl nabizlann varhifinda
devam eden alt ekstremite kas nekrozu ve miyoglobin kaynakh bébrek yetmezlif
klinifi seklinde ortaya ¢ikan myonefropatik sendrom. 19507 1i yillarin sonlarinda
Haimovici tarafindan tanimlanmustir (6). Cerra ve arkadaslan tarafindan 19757 te
yapilan deneysel hayvan modelinde saptanan reperfiizyon patolojisi, insanlarda
gelisen klinik ile korelasyon gostermistir. Kopek miyokardimin  histolojik
degerlendirmesi sonucunda, subendotelyal hemorajik nekroz gelisiminin kan
akisinin restorasyonunun ile iliskili oldufunu saptanmustir (7). Aort kapak
replasman1 operasyonu sonrasi dlen hastalann tibbi kawitlanmin ve otopsi
dokularimin  degerlendirmesi  sonucunda subendotelyal hemorajik  nekroz
patolojisinin 70 dakikadan fazla kardiyopulmoner bypasa maruz kalan bireylerde
gelistigi gosterilmistir. Bu bulgular kalp ameliyatlan i¢in kardiyopulmoner baypasa

alman hastalarda 6liim nedeni olarak reperfiizyon hasan ile iliskili bulunmustur (8).



Iskemik siire¢ devaminda kan akisi tekrar saglanamazsa sonugta iskemik
hiicreler 6liir, ancak aym1 zamanda bu siire¢ reperfiizyon sirasindaki hasarn da
cofunun baglangicr olur. Boylece, paradoksal olarak, iskemiyi tedavi etmek icin
gerekli terapotik miidahale, reperfiizyon doku patofizyolojisini baslatir (9).
Reperfiizyon hasan nasil meydana gelir? Muhtemel cevap, zararh siireglerin
reperfiizyon sirasinda harekete gecirilmesi ve iyilesmis olabilecek hiicrelerin

dlmesine neden olmasidir. Bununla ilgili birkag mekanizma 6ne siiriilmiistiir:

o Oksidatif stres: Yeniden oksijenasyon sirasinda reaktif oksijen ve azot

tiirlerinin artan tiretimi ile yeni hasar baglatilabilir. Bu serbest radikaller, hasar
gormils mitokondriler tarafindan oksijenin eksik tamamlanmasimn bir sonucu
olarak ya da lokositler, endotel hiicreleri veya parenkimal hiicrelerdeki
oksidazlann etkisiyle reperfiizyonlu dokuda iiretilebilir. Iskemi, serbest
radikallerin birikmesine sebep olarak hiicresel antioksidan savunma
mekanizmalarim tehdit edebilir.

e Hiicre ici kalsivum asin1 viiklenmesi: Intraseliiler ve mitokondrivyal kalsiyum

asi yilkii akut iskemi smrasinda baslar; hiicre zar hasanindan kaynaklanan
kalsiyum akisi ve serbest oksijen radikallenn (SOR) aracih sarkoplazmik
retikulum yaralanmasi nedeniyle reperfiizyon sirasinda siddetlenir. Kalsiyum
agin yiki, sonugta mitokondriyal gozeneklerin agilmas: ile adenin trifosfat
(ATP) tilkenmesine neden olur. Bu da daha fazla hiicre yaralanmasina neden
olur.

o [Enflamasvon: Iskemik hasar 6lii hiicrelerden salinan tehlike sinyallerinin

sonucu olan enflamasyonla iligkilidir. Makrofajlar gibi yerlesik immiin hiicreler



tarafindan salglanan sitokinler, hipoksik parankimal ve endotel hiicreleri
tarafindan adezyon molekiillerinin ekspresyonunun artmas: sonucu dolasimdaki
notrofillerin  reperfiize dokuya c¢ekimine ve enflamasyona sebep olur.
Enflamasyon ise ek doku hasarina neden olur. Reperfiizyon hasarinda nétrofil
akinmimin énemi, sitokinler veya yapisma molekiillerini bloke eden ve dolayisiyla
notrofil ekstravazasyonu azaltacak antikorlarla yapilan tedavinin faydah etkileri
ile gosterilmistir.

« Kompleman sisteminin aktivasyonu: Baz imminglobulin M (IgM)
antikorlary, bilinmeyen nedenlerle iskemik dokularda tutulma egilimi gosterir
ve kan akisi yeniden baslatildifinda, tamamlayic1 proteinler biritkmis antikora
baglanir, etkinlestirilir ve daha fazla hilicre yaralanmasina ve enflamasyona

neden olur (10).

2.2. iskemi Reperfiizyon Hasarimin Komponentleri
Biyokimyasal perspektiften I/ R hasarim anlamak ve karakterize etmek igin,
bu siireci iki bilesenli iskemik yaralanma ve reperfiizyon hasan acgisindan

arastirmak yararh olacaktir.

2.2.1. Iskemi Hasan
I / R hasanmin iskemik fazinda hasar doku hipoksisi kaynakhdir. Cesitli

organlardan alinan dokularin iskemi siirecini tolere edebilme kapasitesi, her



dokunun temel metabolik talebine baghdir. Normotermik kogullar altinda insan
iskeleti kas: iskemiyi 2 saatten fazla tolere edebilirken, jejunum dokusunda 30

dakika iskemi sonras1 iskemik hasarin histolojik kamitlan gelismis olur (11).

Doku
- Hipoksisi _~

Mitokondriyal Oksidatif ATP Uretimi |

SOR Uretimi 1 Fosforilasyon |

MPTP Agihm - islevsiz iyﬂn
Hazrhi J Ca** iyonlar T _‘ Pompalar

| VN

-

Organel Proteaz Fosfolipaz A, \ \
Degraniilasyonu Aktivasyonu Aktivasyonu = Arasidonik asit
( N PAF
VW Faktir — T,
//"

P-Selektin ( Staz \\., /

IL-8 . Kemotaksis
Salimm \‘m. ",

Sekil 1. Iskemi Hasan. Azalmus oksijen sunumu metabolik, inflamatuvar ve protrombotik kompleks
kaskad aktive eder ve reperfilzyon sirasinda MPTP agilmasimn kosullanm hazirlar. ATP, Adenozin

trifosfat; MPTP, mitokondriyal membran permeabilite tranzisyon por; SOR, serbest oksijen radikali.



Iskemi devaminda gelisen hipoksi ile aerobik metabolizma durur (Sekil 1).
Bu siirecte oOncelikle mitokondrideki oksidatif fosforilasyon engellenmesi
nedeniyle ATP, kreatin gibi yiiksek enerjili fosfat depolan azalir (12). Meveut ATP
sirasiyla adenozindifosfat, adenozinmonofosfat, inozin ve hipoksantin’e yikilir.
Olusan ve biriken bu metabolitler fosfofruktokinaz enzimini uyanr. Hiicresel
metabolizmamn anaerobik yone kaymasina neden olur. Aerobik metabolizmanin
durmasi devaminda 6n plana gegen anaerobik glikoliz sonucu olusan laktk asit ve
hasarlanmug lizozomlardan salman hidrojen iyonu (H") nedeniyle hiicre igi pH
diiger. ATP azalmas, hiicre zarinda aktif sodyum-potasyum ATPaz (Na-K ATPaz)
pompasinda inhibisyona neden olur. Solid madde birikimine 1zoosmotik su birikimi
eslik eder ve hiicresel sisme meydana gelir. Artan glikoliz aktivitesi ile rediiksiyon
sistemleri aktive olur. Hiicre i¢i sodyum (Na®) artmasi sonucu kalsiyum iyonu
(Ca™) artar (13). Hiicre iginde Ca** artis1 fosfolipazlar (fosfolipaz Az), proteazlar
(kalpainler) ve endoniikleazlar gibi enzimleri aktive eder. Membran fosfolipidleri
fosfolipaz enzimi ile parcalamir. Baslayan katabolik siire¢te membran ve hiicre
iskelet proteinleri stimiile oldmus proteaz enzim ile yikihr. Endoniikleaz enzim
aktivitesinin artmasi ise niikleer kromatin hasannin meydana gelmesine neden olur.
Tim bu olaylar sonucunda plazma membran permeabilitesi ve mitokondri
permeabilitesi artar ve membran potansiyeli kaybolur. Neticede anoksik hasar
devaminda nekrotik hiicre 6limi gergeklesir (14).

Iskemi siirecinde dokuda bircok mekanizma daha aktive olur. Niikleer
faktiér-kappa B (NF- kB) aktive olur ve iltihabi aracilar ile adezyon molekiillerinin

ozellikle hiicreler arasi adezyon molekiili-1 (ICAM-1) ve endoteliyal lokosit



adezyon molekiili (E selektin) sentezinde artisa neden olur. Adezyon
molekiillerindeki artis ile iltihabi iskemik bélge, lokosit adezyonunu arttirir.
Oksijen, nitrik oksit (NO) sentezi i¢in de gerekli olup, iskemik dokuda NO
seviyesinde azalma gorilir. Endotelin  sentezledigi NO  inaktivasyonu
vazokonstriksiyona sebebiyet verir. Aragidonik asit kaskadinda denge prostasiklin
aleyhine ¢evrilir ve sonucunda hem vazokonstriksiyon hem de platelet aktivasyonu
gergeklesir. Kompleman sisteminin aktive olmasi ve Platelet Aktive Edici Faktor
(PAF) sentez artis1 ile olusan patolojik tablo dokunun reperfiizyon hasarina kars:
daha hassas bir duruma gelmesine neden olur. Perfiizyonun diizelmesi bu siireci
geri dondiirebilir.  Ancak iskeminin devarm durumunda geri donistimsiiz

zedelenme kagimilmazdir (15).

2.2.2. Reperfiizyon Hasarn

Iskemi siirecinden sonra tekrar kan akimi saglandifinda reperfiizyon hasan
dokuya verilen karmasik bir yamttir. Reperfiizyon hasarinin metabolik, trombotik
ve inflamatuar komponentleri séz konusudur (Sekil 2).

Reperfiizyon saflanmasi iskemik kalmis olan dokuda her zaman hasarin
geri doniisiimii ile sonuglanmayabilir hatta reperfiizyon, ¢ok daha fazla hasar
meydana getiren bir sirecin baslangici olabilir. Bu karmasik patolojik siirecin

agiklanmasi amaciyla ¢esitli hipotezler gelistirilmistir.



Nekrotik Hiicre Oliimii

Siiperoksit anyonu DAMPS

Hidrojen Peroksit
Hidroksil Radikali

Klinik Giriiniimler

Sekil 2. Reperfiizyon Hasan. Oksijenin doniisi, enflamtauvar hilcrelerin ginisi ve metabolitlerin
dagilmas hiicre éliimiine katkida bulunur. Olusan inflamatuvar ve protrombotik ortam doku hasanm
siddetlendirir. Reperfiizyon sirasinda yaralanma. ARDS, akut solunum sikintisi sendromu; DAMPS,
tehlikeyle iliskili molekiiler paternler; ETZ, elektron tasima zinciri; MPTP, mitokondriyal membran
permeabilite transport por; NADH, indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotidi; NF-xB. niikleer

faktir kappa B; SOR, serbest oksijen radikali; TLR, toll benzeri reseptorler.
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Iskemi baz hiicrelerde hasara kargi duyarhhifa neden olabilecegi ve
reperfiizyon ile ortaya ¢ikan baz zararh etkenlerin biitiinliiklerini kaybetmelerine
neden olabilecefi ileri sirilmiistir. Bu zararh maddelerden en dnemlilerinin
endotel ve parankimal hiicrelerden ve enflamasyon nedeniyle dokuya niifuz etmis
notrofillerden  kaynaklanan SOR  oldugu  disinilmistir.  SOR, hipid
peroksidasyonu ile membranlara ve protein, DNA, mitokondrilere zarar verebilir.

+2!

Bunun disinda hiicre iginde masif Ca™ birikiminin ve Ca™'un dzellikle
mitokondrilere ge¢mesinin reperfiizyon hasarinin ana patofizyolojisini olusturdugu
yoniinde kanitlar saptanmustir. Iskemi siirecinde dokuda biriken metabolik atiklar

reperfiizyon ile sistemik dolasima katilarak uzak organ hasarina neden olurlar (16).

2.3. liskemi Reperfiizyon Hasari Mekanizmasi
I/R patofizyolojisinde siirecin bilesenleri su sekilde gruplandirilabilir (17):
o Serbest oksijen radikalleri,
o Polimorf niiveli 16kositler,
» Kompleman sistemi,

o Endotel hiicreleri

2.3.1. Serbest Radikaller
Dns yiiriingesinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron igeren atom ya

da molekiillere verilen isimdir.
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Serbest radikal olusumu ii¢ farkh yol ile olabilir (18):
1. Molekiile ait kovalent bagin homolitik yikimu ile,
2.Bir molekiilden tek elektronun kaybi1 veya bir molekiiliin heterolitik
olarak béliinmesi ile,

3. Bir molekiile bir elektronun eklenmesi ile

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en Onemlileri oksijenden
olusmus olanlardir (19). Serbest radikaller stabil degillerdir ve 6miirleri kisadur.
Pozitif, negatif veya notr elektriksel yiike sahip olabilirler. (14). Oksijen atomuna
ait dig yoriingeyi olusturan p orbitalinde iki adet elektronun eksik olmasi nedeniyle
“diradikal™ olarak degerlendirilir. Bu 6zelligi oksijenin difer serbest radikallerle
daha kolay reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise yavas
reaksiyona girer. Metabolizmada oksijen, en son basamakta suya indirgenir.
Oksijenin kismen indirgenmesi ile reaktif oksijen radikalleri olusur (20). Oksijen,
kararsiz yapisim1 daha kararh hale getirebilmek i¢in bagka bir oksijen atomuna ait
dis yoriingedeki iki elektronu ortaklasa kullamir ve oksijen radikalleri olusur (21).

SOR kisa omiirliidiirler ve giiglii oksidan etkilen vardir. Serbest radikaller
fizyolojik sartlarda organizmada belirli oranlarda olusmaktadir ve intrensek
mekanizmalar yardimu ile zararh etkilen 6nlenir. Organizmada olusan SOR endojen
kaynakli oksijen, NO, uyanlms nétrofil, , endoplazmik retikulum, mitokondriyal
elektron transport sistemi, plazma membram ve peroksizom olarak sayilabilir (17).

SOR i¢in en Onemli kaynak aerobik canhlardaki molekiiler oksijendir.

0O;'nin %98°1 normal metabolik siirecte suya (H,0) indirgenmektedir. Yaklagik
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%2’lik kisim ise hidroksil (OH") radikali ve siiperoksit (O2") radikaline doniisiir. En

onemli serbest oksijen radikalleri 02" ve OH™ anyonlandir (Tablo-1).

Tablo 1. Serbest Radikal Tirlen

Oksijen kayvnakh radikaller Oksijen kaynakh olmayan radikaller
Potansivel oksijen Reaktil oksijen
radikalleri tiirevleri
Siiperoksit radikali (O4) Singlet oksijen '['01. Karbon kaynakl radikaller
Hidroksil radikali (HO") Trikbor matll (CC1)
Hidrojen peroksat (Ho0:)  Silfir kaynakh radikaller
Thiyl (RS)

Peroksil radikal (ROOr)

Nitrik oksit (NOr) Peroksinitrit (OONO") Nitrojen kaynakh radikaller
Fenildiazin {CsHaN:N)
Alkoksil radikak (RO)
Gegrs metal komplekslen
Fe"'fFe®, Cu*¥Cu®

SOR toksik etkileri soyledir (22):

» Hiicre membranina ve organellerine ait lipid ve protein yapisinda
bozulmaya neden olurlar.

» Hiicre iginde baz1 yararh enzimlerin etkisizlestirilmesine neden olurlar.

« DNA’da hasar olustururlar.

e Mitokondrilerdeki aerobik solunumun bozulmasina neden olurlar.

o Litik enzimler olan elastaz, proteaz, fosfolipaz, siklooksigenaz,

lipoksigenaz, ksantinoksidaz, triptofan dioksigenaz, indolamin
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dioksigenaz, galaktoz oksidaz enzimlerinin aktive olmasina neden
olurlar.

Hiicrenin potasyum kaybimin artmasina neden olurlar.

Trombosit agregasyonunun artmasina neden olurlar.

Dokulara fagosit gogiinii kolaylastirirlar.

Ekstraseliller kollajen gibi  doku komponentlerinin, savunma

enzimlerinin ve transmitterlerin yikilmasina neden olurlar.

Viicuttaki SOR kaynaklar soyledir (14, 22):

Oksijenli solunum, katabolik ve anabolik normal fizyolojik siire¢

Stres faktori ile stimiile olan katekolaminlerin artisi oksidasyonu
fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit,
makrofaj, eozinofil, endotelyal hiicreler),

Metabolik hastaliklar, yaslanma siireci, sicak soku, giines 1511, sigara,
Oksidatif stres (iskemi, hemorajik, travma, radyoaktivite, intoksikasyon,
ksenobiyotik maddeler),

Oksidan enzimler (Ksantin oksidaz, indolamin dioksigenaz, Triptofan
dioksigenaz, Galaktoz oksidaz, Siklooksigenaz, Lipooksigenaz,

Monoamino oksidaz).
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Siiperoksit (Or): Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (Oz) bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusur. Cok toksik degildir. Zayif oksidandir.
Stiperoksit radikali olarak kendisi direkt olarak zarar vermez. Hidrojen peroksit
(H201) kaynagidir. Diisitk pH degerlerinde protonlanarak hidroperoksil (HO»-)
olusturur. Bu radikal anyonun asil onemi budur. Ge¢is metallenn iyonlannmn

indirgeyicisidir (14).

Hidrojen peroksit (H20:): Siiperoksitin etrafindan bir elektron almas:
veya molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasi1 sonucu
peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen molekiilii ile birleserek H:0:
olusturur. H20z tek bagina radikal degildir (23). H202 uzun 6miirlii oksidan olup
membranlardan gegebilir. Kendisi bir serbest radikal olmadifn halde, reaktif oksijen
tirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir gorev oynar.
Siiperoksit anyon radikaliyle ge¢is metal iyonlan mevcudiyetinde hizla gergeklesen

bir reaksiyonla en reaktif radikal olan hidroksil radikalini olusturmaktadir (20).

Hidroksil radikali (OH"): Hiicrede olustugu yerden daha uzafa gidemez.
Oldukga reaktif ve toksik bir radikaldir, yanlanma 6mrii ¢ok kisadir. Olugtugu yerin
cevresinde oldukca biiyiik hasara yol agabilir. Fenton Reaksiyonu ve Haber-Weiss
Reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir. Aynica suyun yiksek
enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusur.

Elektronegativitesi ve biiyiilk molekiil yapis1 sebebiyle DNA, protein, karbonhidrat
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ve lipitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasar olugmasina

neden olur. (14, 24)

Singlet oksijen (0O2): Radikal degildir. Serbest oksijen radikalleri ile

birlikte olan reaktif oksijen tiradir (14).

Nitrik oksit (NO'): L-Argmin’in guanidium grubundan, nitrik oksit
sentetaz (NOS) enzimi aracihf ile endotelde sentezlenen serbest radikaldir. U
farkhh NOS enzimi vardir. Endoteliyal, ndronal ve indiiklenebilir NOS (iNOS) dur.
NO, siiperoksit anyon radikali ile hizla reaksiyona girdiginden hiicre koruyucusu
olarak disiiniilebilir (14, 25).

NO, wvaskiiler tonusun fizyolojik diizenlenmesi, vaskiiler gecgirgenligin
devamu, endotele lokosit adezyonunun engellenmesi, trombosit agregasyonunun
inhibisyonu, immun defansm giiclendirilmesi, oksijen kaynakh serbest radikallerin
temizlenmesi, diz kas proliferasyonunun engellenmesi, endotel hiicrelennin
rejenerasyonu  gibi bir¢ok olayda etken bir maddedir (26). Ayrnica iskemik
dokularda siiperoksit dismutaz aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini

azaltir.
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2.3.2. Polimorf Niiveli Lékositler

Iskemi/Reperfiizyon hasan sonrasinda aktif hale gelen ilk hiicreler polimorf
niiveli lékositler olup, mikrovaskiiler permeabilitede artistan bashea sorumlu
tutulan ana hiicrelerdir (10, 28). Mikrodolasim, en u¢ kan dolasimi sistemidir.
Arteriol, veniil, arteryel ve vendz kilcallarin boyutu 7-100 pm arasinda degisir.
Iskeminin ardindan dokuda reperfiizyon saglandiinda uyanlmis Idkositler
mikrodolasimda birikerek kollaps ve tkamkhEa neden olurlar. Bu nedenle l6kosit-
trombosit ve lokosit-endotel hiicre etkilesimleri ana mekanizma olup, interstisyel
sivi birikimi ve endotel bagimh vazodilatasyonda azalma bu duruma katkida
bulunur (29). Bu durum ilk kez 1967 yilinda Majno tarafindan “no reflow™

fenomeni olarak tammlanmstir (30).

2.3.3. Kompleman Sistemi

Kompleman sistemi bir dizi plazma proteinmi ve bu proteinlerin hiicre zan
reseptorlerinden olusur. Kompleman (C) komponentlerinin sentez yerlen
makrofajlar, monositler, hepatositler, bobrefin glomeriiler ve tiibiiler hiicreleridir.
Proinflamatuvar komponentler (C3a, C5a, C3b ve C5b-9) kompleman sisteminin
aktivasyonu sonucunda olusur. C3a ve C5a, lokositleri aktive eden
anafilatoksinlerdir. C5a aynca, tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-u), interlokin-1
(IL-1), IL-6, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b ve monosit

kemoatraktan protein (MCP)-1 iiretimini uyararak inflamatuvar yamt arttirir (31).
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Sitokinler, salgilandif:i hiicrenin embriyolojik kaynafina gore farkhhk
gosteren ve hiicreler arasi iletisimi gergeklestiren polipeptid yapida araci
maddelerdir.  Sitokinler ¢ok genis bir ailedir. Sitokin terimi  ayrica,
immunomodiilator ajanlar olan interlokinler ve interferonlan da tammlamak igin
kullamlir, Literatiirde; IL-1, IL-6, tromboksan Az (TxAz) ve TNF-a * nmin etkiler,
I/R hasan icin iyi tammlanmistir. Bu sitokinler, lokositler ve vaskiiler endotel
bariyeri arasinda sinyal gorevi iistlenerek lokositlerin selektif adezyon ve

migrasyonunu saflamaktadir (32).

2.3.4. Endotel

Endotel, kan ile dokulan birbirinden ayiran tek sira dizilmis hiicrelerden
olusan bir bariyerdir. Damar fonksiyonlannin devam etmesinde rol abir. Kan ve
dokular arasinda madde ahs verisini se¢ici gegirgen ozelligi sayesinde saglar (33).
Endotel hiicreleri SOR iiretim kaynaf olup aym zamanda SOR ic¢in hedef
konumundadir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)

ve NO’nun ana kaynagidir (34).
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2.4. Vaskiiler Cerrahi Alaninda iskemi Reperfiizyon

I/R sendromunda iki énemli komponent vardir. Bunlar: lokal doku hasan ve
uzak organ hasandir (14). Iskemiye karsi doku toleransi, dokunun yapisi ve
kollateral akimla yvakin iliskili olmakla birlikte, sicaklik ve doku kiitlesi de 6nemli
faktorlerdir. Alt ekstremite 1skemi reperfiizyon hasannin gelismesinde iskelet kasi,
iskemik hasara karsi en duyarh dokulardan biri olmasi ve biiyiik kiitleye sahip
olmasi nedeniyle énemli rol oynar. Prognoz, reperfiizyon hasarinda kas hasan
miktanyla ters orantilidir (35). Iskemik dokuda reperfiizyon ile birlikte baslayan
inflamatuvar cevap neticesinde lokal doku hasari artmaktadir. Olii hiicrelerden
inflamatuvar cevap olusumunda salinan histamin benzeri maddeler, asit fosfataz,
laktat, lizozimler, inorganik fosfatlar, miyoglobin, potasyum, niikleotitler,
aminoasitler, aspartat aminotransferaz, laktat dehidrogenaz, proteolitik enzimler,
kreatin fosfokinaz, piirin bazlan gibi iriinlerin énemli gorevleri vardir. Olii
hiicrelerden salinan yikim iriinleri neticesinde pihtilasma mekanizmalarnin
aktiflesmesi ile mikrovaskiiler hasar ve mikrovaskiiler trombozis olusarak kas
hasarimin daha da artmasiyla sonug¢lamir. Boylece kapiller kacak ve interstisyel
basingta artma gozlenir. Eger interstisyel alandaki basinglar mikrodolasim
basincina yaklasir veya asarsa kan akimimin engellenmesine neden olur (14).
Pihtilasma neticesinde olusan inflamatuvar mediatérler doku hasarnnin artmasinda
onemli sebeplerden biridir. Bu sebeple yilksek doz heparinin permeabilite
degigikliklerini ve iskemik demarkasyon seviyesini azaltabilecefi aym zamanda
kollateral akimi dizeltebilecegi yapilan baz c¢alismalarda gosterilmistir (36).

Yikim iiriinleri ve prokoagiilanlar dokunun reperfiizyonu sonucu sistemik dolasima

15



gecer ve sistemik koagilasyon olusturabilirler. Faktor XII'nin uyanlmas: ve
histamin, bradikinin, kompleman, tromboksan gibi inflamatuvar mediatérler ile
pihtilasma baslatilabilir (14).

Alt ekstremite I/R hasarinda mikrovaskiiler disfonksiyon ve kas
degisikliklen birbirleriyle paralel seyretmekte olup, prognoz kas hasan miktarnna
baghdir. Sonugta meydana gelen inflamatuvar yamt, geri doniisiimlii zedelenme
miktan ile dogru, nekrotik kas miktan ile ters orantihdir. Alt ekstremite /R
hasarinda lokal ve sistemik etkiler gozlenir. Lokal etkiler iskelet kas: ve damar
endotelinde gozlenirken, sistemik etkiler bashca akeiger, kalp, beyin ve bobrekler
olmak iizere tiim dokularda gozlenebilir (37). Kas nekrozu ve ATP deposu azalmas:
arasinda yakin iliski saptanmistir. Iskemik kas dokusunda éncelikle glikojen ve
kreatin fosfat azalirken bu sathada miyonekroz olusumu azdir. Sonrasinda, ATP
azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla artma gosterir. Alt saat siiresince devam
eden kas iskemisini takiben ATP deposunda %80 azalma ve kas dokusunun
timiinde nekroz gozlenir. Mikro dolasim degisikliklen, iskemik donemde
gerceklesir ve iskemi siiresi ile uyum gosterir. Iskemi ilk olarak kapiller endotel
hiicreleri etkileyerek hem liimen hem de sitoplazmaya dogru uzanan parmaks:
¢ikintilar olusturur. Iskeminin devarmuyla birlikte endotel vezikiillerinde artig
olusur. Bu arada, hiicreler aras1 baglar zayiflar ve gegit genisler. Heterojen dagihmh
endotel hiicre ddemi olusarak kirmizi kiire sikismasim artinr. Iskeminin dérdiincii
saatinden sonra mikrosirkiilasyonda hiicresel etkilesimler baglar. Vendz ve arteriyel
kapillerler reperfiizyon dncesinde sikismus eritrositlerle kapanmis giriiniimdedir.

Eritrosit kiimeleri erken reperfiizyonda endotelde hasar olusturur. Endotel
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hiicrelerinde parcalanma sonucu hiicreler arasi biiyik gecitler olusur.
Reperfiizyonla birlikte dzellikle vendz kilcallarda platelet ve fibrin kiimeleri ile
karakterize trombotik komplikasyonlar gelisir. Platelet kiimeleri endoteldeki
defektleri kapatir. Venlerde ldkosit diyapedezi olusurken, vendz kilcallarda
lokositlerin lenfosit ve monositlerle olan kimelesmes: olusur. Kas iskemisi
ilerlediginde kasi besleyen damarda kalic1 tikamklik olusur. Iskemi siiresi uzadik¢a
damarsal gegirgenlik artis1 ve ilerleyici interstisyel ddem olusur (38). Iskemik doku
reperfiizyonu  inflamatuvar bir cevap dofurur. Ancak doku nekrozundan
reperfiizyon déneminden ¢ok iskemik donem sorumludur. Reperfiizyon saglanmus
hasarli ve nekrotik alan miktarn morbiditeyi belirler (39). Inflamatuvar cevabin
tetikleyicileri: asit fosfataz, inorganik fosfat, laktik asit, miyoglobin, niikleotidler,
potasyum (K¥), proteolitik enzimler, piirin bazlar1 gibi kas yikim triinleridir. Bu
iriinler prokoagiilan 6zellikte olup intrensek pihtilasma sistemim aktive ederek
venoz kileal trombozu ve kollateral arteriyollerde vazospazm olusturur. Dolayisiyla
antitrombotik ve antiplatelet tedaviyle geri dontsiimli hasar bolgelerine olan
kollateral akim ve mikro dolagim korunarak nekrotik genigleme engellenebilir (37).

I/R hasarmin dnemli sonuglarindan biri uzak organ hasari olup yiiksek
mortalite ve morbiditeyle seyreder. Olusan sistemik inflamasyon hemen her
organda hasar olusturabilir. I/R hasar klinikte lokal olarak kas 6demi, kompartman
sendromu, kas nekrozu ve fonksiyon bozuklugu seklinde ortaya ¢ikar. Lokal hasar
sirasinda ve sonrasinda dokudan kana gegen miyoglobin gibi maddeler ve
lokotriyen Bs (LTB4), TxA2, TNF-a, IL-1pB, IL-6, aktive kompleman bilesenleri

gibi inflamatuvar mediyatérler uzak organlarda fonksiyon bozuklufuna neden olur.
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Uzak organlardan klinik olarak ilk belirti verenler akcigerler ve
bébreklerdir. Bu organlann yam sira, karacifer, miyokart ve santral sinir sistemi
fonksiyonlarimin da etkilenmesiyle ¢oklu organ yetersizlifi sendromu tablosu
gelisebilir (40). I/R hasar1 bobrekte oldukca sik karsilasilan ve ciddi sonuglara
neden olan patolojik siirelerdendir. Gelisen mekanizma ne olursa olsun /R
hasarimin sonucu geri doniisiimli veya gen doniisiimsiiz hiicre polarizasyonunda
bozulma, apoptozis veya hiicre 6limiidiir. Bobrek yiiksek enerji gereksinimi ve
karmasik mikrovaskiiler damar ag nedeniyle I/R hasarna ¢ok duyarlidir. Bébrek
I/R hasan transplantasyon sonrasi gecikmis greft fonksiyonu, sok komplikasyonu
ve kardiyak veya aortik cerrahide artrms mortalite ve morbidite ile iliskilidir (41).
Bobrek viicutta en iyi perfiize olan organ olmas: nedeniyle hipoperfiizyona da en
¢ok duyarli organlardan biridir. Abdominal aort cerrahisinde postoperatif donemde
morbidite ve mortaliteyi etkileyen en 6nemli komplikasyon akut bobrek yetmezlifi
(ABY) dir. Aortik cerrahide ABY olusmasinda en onemli fizyopatolojik
mekanizma /R hasanidir. Bobrek yetmezliginde aortik klemp uygulamasi ve /R
hasar 6nemli yer tutar. Iskemi ile baslayan TNF-a artis1 ve l6kosit aktivasyonu ile
karakterize inflamatuvar yamt son organ hasarinda en énemli rolii oynar. Iskemiden
sonra gelisen ABY: glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, tiibiiler nekroz, bibrek
damarlarinda direng artis1 ile karakterizedir. Bobrek kan akimindaki kesilme veya
azalma ve sonradan olusan reperfiizyon ile birlikte ¢esith derecelerde doku hasan
olusur. Bibrek I/R hasarinda SOR énemli rol oynamaktadir (39). /R hasan
oncelikle bobregin hipoksiye duyarh kismindan baslar. Bobrege gelen kan akiminin

biiyiik kismi renal korteksten gecer ve renal medullanin kanlanmasim saglayan vasa
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rektaya ¢ok az kan gider, bu da renal medullay: hipoksiye daha duyarh hale getirir.
Mediiller hipoksi ayrica hiicresel enerji depolanmn azalmasina, endotel ve diiz kas
hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin bozulmasina neden olur. Bunun sonucu ise
hiicresel deformite ve c¢evre dokulardaki hipoksinin artmasidir. Renal hasar
oncelikle tiibiillerde olusur. Nedemi iskemiye bagh gelisen tibiiler nekrozdur.
Genellikle geriye doniisimlidiir, reperfiizyonla birlikte 1-2 hafta icinde tibiil
fonksiyonlar normale donmektedir (39).  Iskemi  reperfiizyon  hasarindan
kaynaklanan ABY karmasik ve dinamik bir siiregtir (42). Iskemik ABY,
hipoperfiizyonun bébrek parankimal hiicrelerde ve dzellikle de tiibiiler hiicrelerde
harabiyet olusturmasi, bobrek hiicrelerinin onanlmas1 ve rejenerasyonunu
gerektifinden dolayr perfiizyon normale getirilirse bile olayin diizelmesinin 1-2
haftahk bir siire periyodunun gerekmesinden dolay1 prerenal ABY” den farkhhk
gistermektedir. Iskemik ABY ileri formlaninda bilateral kortikal nekroza yol
agmasindan dolayi, geri doniigiimsiiz bobrek yetmezlifine yol acabilmektedir.
Iskemik ABY en sik olarak majér kardiyovaskiiler cerrahi uygulanan, siddetli
travma, kanama, sepsis ve bobrek transplantasyon yapilan hastalarda gelismektedir

(43).
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2.5. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tirevlerinin olusumunu engelleyen ve olustuktan sonra
meydana getirdifi hasan dnleyici ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalan
vardir. Viicutta oksidan ve antioksidan mekanizmalar arasinda bir denge olmakla
birlikte, bu dengenin bozuldugu durumlarda oksidatif stres meydana gelir (44).
Endojen wveya eksojen kaynakh olan bu savunma sistemi oldukca
karmasiktir (45)

Endojen antioksidanlar enzimatik veya non-enzimatik olabilirler. A, C ve E
vitaminleri, glutatyon, karotenoidler, alfa lipoik asit, koenzim-Q10, mineraller
(bakir, ¢inko, mangan, selenyum), kofaktérler (folik asit, trik asit, albiimin, vitamin
Bl, B2, B6, B12) non-enzimatik antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlar ise
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon-5 transferaz (GST), glukoz 6 fosfat dehidrogenazdir (46). Eksojen
antioksidanlar; ilaglar, gidalar ve vitaminlerde dogal ve yapay olarak bulunan

antioksidanlar olarak simflandinilabilirler.

2.5.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Metalloprotein yapida olan S0D, O:- molekiiliinii O: molekiiliine
yiikseltgeyip, diger O:- molekiiliinii H202" ye indirger. Iki tip SOD vardir. Birincisi
sitozolde bulunan dimerik yapidaki bakir ve ¢inko igeren SOD (Cu-Zn SOD);
ikincisi ise mitokondride bulunan tetramerik yapidaki mangan igeren SOD
(MnSOD)" dir (47, 48). Bu reaksiyon “oksidatif strese kars: ilk savunma™ olarak da

adlandinlmaktadir. Ciinkii siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarimin gii¢lii bir
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baslaticisidir. Bu  sistem  sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit
diizeyleri kontrol altinda tutulmaktadir. Aym zamanda SOD, lipit
peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan

dokularda fazladir (49).

2.5.2. Katalaz (KAT)

Hemoprotein yapidaki KAT peroksizomlarda lokalizedir. H202" y1 oksijen
ve suya indirger. KAT aktivitesi en fazla eritrosit, karaciger ve bobrektedir. KAT
hiicrenin kendi respiratuvar patlamasina kars: koruyucu olarak hizmet etmektedir

(49).

2.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Yapisinda selenosistein i¢eren GSH-Px, H202" yi suya indirger ve bu
reaksiyonda rediikte glutatyon yiikseltgenir (50). GSH-Px, fagositik hiicrelerde
onemli fonksiyonlara sahiptir. Difer antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum
patlamas: sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu, fagositik hiicrelerin
zarar gormesini engeller. Entrositlerde de GSH-Px oksidan strese kars: en etkili
antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H;O;" in artmasina ve siddethi

hiicre hasarina yol acar (49).
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2.5.4. Glutatyon-S Transferaz (GST)

Organizmaya giren ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda gorev
almaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak izere lipid
hidroperoksitlere karst GST® ler “Selenyum™ bafimsiz aktivite gostermektedirler

(49).

2.5.5. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidaz tarafindan H 0, ve diger lipid peroksitlerin
yiikseltgenmesi  sirasinda  glutatyon, okside glutatyona  doniismektedir.
Oksidasyona ugramms bu yapiyr tekrar kullanmak i¢in redilkkte glutatyona

déniistiiren enzim glutatyon rediiktazdir (49).

2.5.6. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz
Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz siiperoksit radikalini

suya cevirerek etki gostermektedir (49).

2.5.7. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit, poliansatiire wyaf asitlerinin peroksidasyonu sonucu
meydana gelir ve tiyobarbitimk asit reaktif substans (TBARS) olarak
olgillmektedir. MDA, spesifik olmamakla birlikte lipit peroksidasyonunun
derecesiyle iy1 korelasyon gostermektedir. Serbest radikallere bagh hiicre

hasarindaki en énemli mekanizmalardan biri lipid peroksidasyonudur. MDA gibi
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lipit peroksidasyonu son frinleri, aterosklerozun ge¢ komplikasyonlarimn

gelisiminde nemli role sahiptir (49,51).

2.6. Bacopa Monnieri

I/R yaralanmasmin dogasini anlama ve etkilerini énleme veya iyilestirme
tedavileri gelistirme konusunda bir¢ok madde arastirma yapilmigtir. Bunlara tibbi

Ayurvedik bitkiler de dahildir.

B. Monnieri, geleneksel Hint ibbinda (Ayurveda) kullamilan bir batkidir

(Resim 1). Genellikle Brahmi olarak bilinen B. Monnieri, nemli bélgelerde yetigir

ve Scrophulariaceae ailesine aittir (52).

Resim-1. Bacopa Monnieri Bitkisi
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B. monnieri bitkisinin  deneysel calismalarda kardiyoprotektif,
antihipertansif, antioksidan, anti-aging, anti-inflamatuar, hepatoprotektif,
nefroprotektif etkilerinin olduguna dair bulgular elde edilmistir (4). Uc hafta
boyunca oral B. Monnieri verilen ratlarda B. Monnieri tedavisinin miyokart
antioksidan enzimlerini arttinrken ve miyokardiyal apoptotik sinyal proteinlerini
azaltarak I/R kaynakh biyokimyasal wve histopatolojik bozulmalan azalttif
saptanmstir (53). B. monnieri'nin sistemik vaskiiler fonksiyonu gelistirdigine dair
baz1 kamitlar da vardir. Vaskiiler diiz kasta sarkoplazmik retikulumdan Ca* akim
ve Ca® salimim inhibe ederek ve kismen endotelyal NO salimmm saglayarak
arterleri genislettifine dair bulgular elde edilmistir (54). Dahasi, néroprotektiftir ve
etki mekanizmasi esas olarak antioksidan ve anti-inflamatuar Gzellikleri ile
iligkilidir (55, 56). B. Monnieri, antioksidan mekanizma iizerine olas1 etkilen

nedeniyle birgok bilimsel ¢alismaya konu olmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

Cahsmamizda yirmi dort adet eriskin, yasca (10-12 haftahk) ve agirhkca
(170-222 gr) eslesen Winstar albino cinsi erkek rat kullamlmistir. G.U.ET-17.078
kod numarali deneysel arastirmamizin protokollerinin ilkelere uygunlugu Gazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanh@ tarafindan
onaylanmistir. Tiim hayvanlar i¢in Ulusal Bilimsel Arastirmalar Dernegi tarafindan
hazirlanan Laboratuvar Hayvan Bakimmn [lkeleri ve Ulusal Bilim Akademisi
tarafindan hazirlanan ve Ulusal Saghk Enstitiilen tarafindan  yaymlanan
Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimn ve Kullanimi Kilavuzu ile uyumlu olarak insani
bakim saglanmistir (NTH yayin no. 85¢23, revize 1985). Ratlar, G.U. Laboratuvar
Hayvanlan Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezinden saglanmus olup
burada deney Oncesi ve deney siiresince serbest yem ve su ile beslenerek
barndinlmslardir. Tiim deneysel islemler ratlanin sirkadyan ritmine (12 saat
aydinhk 12 saat karanhk) uygun olacak sekilde gergeklestirilmistir. Calismamiz
Gazi Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

(Proje Kodu: 01/2018-2)
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3.1

Cahsma Dizaym

Deney hayvanlan rastgele 4 gruba aynlmstir:

IL.

1L

V.

Sham Kontrol Grubu (Gr I, n=6): Bu gruba 10 giin boyunca giinde bir
kez oral gavaj uygulamas: ile sadece normal salin soliisyonu
verilmistir. 10 giinliik bakim sonrasinda aortik  klemp
uygulanmaksizin laparatomi uygulanarak diseksiyon
gerceklestirilmigtir.

Bacopa monnieri ekstrakt ile tedavi altinda olan Sham Grubu (Gr 11,
n=6): Bu gruptaki ratlara 10 giin boyunca giinde bir kez oral gavaj
uygulamasi ile Bacopa monnieri ekstrakt: (300mg/kg p.o) verilmistir
(57). 10 giinliik bakim sonrasinda aortik klemp uygulanmaksizin
laparatomi uyglunarak diseksiyon gerceklestinilmistir.

iskemi / Reperfiizyon Grubu (Gr III, n=6): Bu gruptaki ratlara 10
giinliikk bakim siiresince ek madde verilmemistir. 10 giinlilkk bakim
sonrasinda laparotomi gerceklestirilerek abdominal aortaya infra-
renal bolgeden nontravmatize kross klemp uygulamas: ile 120 dakika
iskemi olusturulmus ve devaminda abdominal aortadan kross klemp
kaldinlarak 120 dakika boyunca reperfiizyon saglanmstir (58).
Bacopa monnieri ekstrakt: ile tedavi altinda olan Iskemi/Reperfiizyon
Grubu (Gr IV, n=6): Bu gruptaki ratlara 10 giin boyunca giinde bir kez
oral gavaj uygulamas: ile Bacopa monnieri ekstrakti (300mg/kg p.o)
verilmistir. 10 giinliik bakim sonrasinda laparotomi gerceklestirilerek
abdominal aortaya infra-renal bblgeden nontravmatize kross klemp
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uygulamasi ile 120 dakika iskemi olusturulmus ve devaminda

abdominal aortadan kross klemp kaldinlarak 120 dakika boyunca

reperfiizyon saglanmistir.

Bacopa monnieri ekstrakti (300mg/kg) 0.5 ml salin solisyonunda
¢ozdiiriilerek olusturulan sispansiyon Grup II ve IV'e 10 giin boyunca yirmi dort
saatte bir oral gavaj uygulamas: ile verilmistir. Deney sirasinda yapilan tim cerrahi

islemler ketamin ve ksilazin anestezisi altinda steril kosullarda gerceklestirilmistir.

3.2. Aortik Okliizyon ve iskemi-Reperfiizyon Protokolii

Cahsmamiz sirasinda cerrahi uygulama oncesinde prosediire uygun genel
anestezi verildi. Anestezi 6ncesi 2 saatlik aghk saglandi ve 60 dk Oncesi deney
hayvanlarimin su igmeleri engellendi. Tiim hayvanlara cerrahi prosediiriin 30 dk
dncesinde ketamin (ketamine hydrochloride, Ketalar, 45 mg/kg,I. M.; Parke-Davis
Eczacibasi, Istanbul, Turkey) ve ksilazin (xylazine hydrochloride, Alfazyne, 2%, 5
mg/kg, LM.; Ege Vet, Izmir, Turkey) uygulandi. Perioperatif dénem boyunca
ratlarin anestezi derinlifi monitorizasyonu saglandi. Refleks monitorizasyonu, kas
tonusu, solunum paterni, hiz1 ve derinligi, kalp atim hiz1 ve derinlifi periyodik
olarak degerlendirildi. Anestezi siiresince tiim hayvanlarda spontan solunum
saglandh ve 151 kaybmm onlemek i¢in intra-operatif alt govde 1sitma battaniyesi
kullamldi. Bu siirede sivi-elektrolit stabilitesini saglayabilmek ic¢in periyvodik

intraperitoneal salin kullamldi.

31



Cerrahi prosediirler, bir 1s1tma lambasi altinda ratlar supin pozisyona yerlesik
haldeyken gergeklestirildi. Deneklerin karin bélgeleri tras edildi ve deri aseptik
olarak hazirland: (Resim 2). Abdominal orta hattan yapilan insizyon ile cilt-cilt alt
gecildi, periton agildi, kann duvan laterale ekarte edildi, bafirsaklar salinle
1slatilnus steril nemli spang iizerine laterale deviye olacak sekilde intestinal bolge
disina alindi (Resim 3). Abdominal aort ¢cevre dokulardan diseke edilerek non-
travmatik aortik klemp infrarenal bélgeye tam kat uygulanarak distal sirkiilasyon
okliizyonu saglandi. Okliizyon takibi distal aorta ve her iki femoral arter palpe
edilerek periyodik olarak kontrol edildi. Muayene edilen nabizlardaki pulsasyon
kaybi ile okliizyon ve iskemi dogruland. Distal iskemi modeli i¢cin aortik klemp
uygulamasina 2 saat boyunca devam edildi (58). Devaminda aortik klemp kaldirilda
ve tekrar distal sirkiilasyon saglandi. Reperfiizyon takibi distal aorta ve her iki
femoral arter palpe edilerek periyodik olarak kontrol edildi. Muayene edilen
nabizlardaki pulsasyon varh@ ile sirkiilasyon ve reperfiizyon dogrulandi. Distal
reperfiizyon modeli i¢in uygulamaya 2 saat boyunca devam edildi. Iskemi-
reperfiizyon prosediirii siiresince 1sitma battaniyesi ile viicut 15181 stabil tutuldu.
Viicut sicakhfinda intraperitoneal salin periyodik olarak verilerek sivi-elektrolit
stabilizesi saflandi. Anestezi, cerrahi prosediire uygun derinlikte takip edildi ve

spontane solunum devamhhf saglandi.

Reperfiizyon déneminin sonunda tiim ratlardan anestezi altinda 6nce kardiak
puncture (delme) ile kan 6rnekler1 alinarak Otenazi saglandi. Alt ekstremite kas,
bobrek, karacifer ve akcifer dokulan diseke edilerek alindi. Dokular molekiiler

analizler yapilmak tizere serum fizyolojik ile yikandiktan sonra izole edilerek siv1
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nitrojende dondurularak ve deney giiniine kadar -80 “C’de saklandi. Kontrol ve
deney gruplarindan alinan doku érnekleri, % 10°luk nétral formalin soliisyonunda

72 saat oda sicakhfinda tespit edildikten sonra, rutin histolojik islemlerden

gecirildi.

Resim 2. Rat cerrahi pozisyonu

33



Resim 3. Rat Cerrahi prosedir

3.3. ELISA Analizleri

Oksidan wve antioksidan mekanizmalarin  degerlendirilmesi amaciyla

standart ELISA ydntemlerinin kullamlds.

3.3.1. lintrinsik Antioksidan Enzimler Uzerine Olan Etkisi

3.3.1.1. Katalaz (KAT) Aktivitesi:
KAT aktivitesi kit protokolil esas alinarak uygulandi. Alt ekstremite kas,

karaciger, bobrek ve akciger doku ormekleri, 1X PBS ile yikanarak 500 pl 1X hiicre
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parcalama ¢ozeltisi ile siispande edildi. 96k kiiltiir kaplanna aktanldiktan sonra
her bir kuyucuga 50 pL hidrojen peroksit calisma cozeltisi (12 mM) ilave edilerek
| dakika bekletildi. Reaksiyonu durdurmak iizere her bir kuyucuga 50 pLL “Catalase
Quencher” eklendi. Ardindan her bir kuyucuktan 5 pL alinarak yeni kuyucuklara
aktarildi ve tizerine 250 pL kromojenik ¢alisma ¢ozeltisi ilave edildi. 40-60 dakika
370Cde inkiibe edildikten sonra 520 nm’de absorbans degerleri okunarak kontrol

gruplan ile karsilastinldi.

3.3.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi:

Alt ekstremite kas, karaciger, bobrek ve akeiger doku 6meklen, 1X PBS ile
yikanarak 500 pl 1X hiicre parcalama c¢ozeltisi ile siispande edildi. Sispande
hiicreler 1.5 mL’lik tiiplere aktarilarak 12000-14000g, 2 - 8° C’de 5 dakika santrifiyj
edildi. Siipernatandan 100 pL alnarak 50 mM potasyum fosfat (pH 7.0), ImM
EDTA, ImM sodyum azid, 0.2 mM NADPH, 1 U/ml glutatyon rediiktaz ve | mM
GSH igeren reaksiyon kangimimin 0.8 ml’si ile kanstinlarak oda sicakhgmda 5
dakika inkiibe edildi ve 0.1 ml 0.25 mM H202 ¢ozeltisi ile reaksiyon baslatildi.
Absorbans degerlen1 340 nM’de 5 dakika igerisinde okutuldu ve aktivite, mol bagina
dakikada okside olan NADPH diizeylerine gore belirlendi. Kor grup olarak distile

su ile benzer islemler uyguldi. GPx aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.
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3.3.2. Nitrozatif Stres ve inflamatuar Belirtecler Uzerine Olan Etkisi
3.3.2.1. 3- Nitrotirozin (3-NT) Diizeylerinin Belirlenmesi:

Alt ekstremite kas, karaciger, bobrek ve akeiger doku 6rnekleri, 1X PBS ile
yikanarak 1X hiicre pargalama cozeltisi ile pargalandi. Elde edilen lizatlar, 1.5
mL’lik tiiplere aktanlarak 12000-14000g, 2 - 8° C’de 20 dakika santrifiij edildi.
Supernatant kismindan 50 pl alinarak kit protokolii esas alnarak 96hk kiltiir
kaplanna aktanld1 ve 2 saat oda sicakhifinda inkiibe edilerek kiiltiir kabi yiizeyine
yapismasi saglandi. Ardindan 50 pL 3-NT primer antikoru ilave edilerek 1 saat oda
sicakhfinda inkiibe edildikten sonra yikama islemi yapilarak 1 saat sekonder
antikor ile muamele edildi ve HRP-substrat ile muamele edildikten 15 dakika i¢inde
600 nm’de veya stop ¢ozeltisi ilavesi sonras 450 nm’de mikroplaka okuyucuda

okutularak standartlar ile optik dansitelen kiyasland.

3.3.2.2. iNOS Diizeylerinin Belirlenmesi:

Alt ekstremite kas, karaciger, bobrek ve akeiger doku 6rnekleri, 1X PBS ile
yikanarak 1X hiicre parcalama cozeltisi ile parcalandi. Elde edilen lizatlar, 1.5
mL’lik tiiplere aktanlarak 12000-14000g, 2 - 8° C’de 20 dakika santrifiij edildi.
Supernatant kismundan 50 pl alinarak kit protokolii esas alnarak 96hk kiltiir
kaplanna aktanld1 ve 2 saat oda sicakh@inda inkiibe edilerek kiiltiir kab yiizeyine
yapismasi saglandi. Ardindan 50 pL 3-NT primer antikoru ilave edilerek | saat oda
sicakhfinda inkiibe edildikten sonra yikama islemi yapilarak 1 saat sekonder

antikor ile muamele edildi ve HRP-substrat ile muamele edildikten 15 dakika icinde
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600 nm’de veya stop ¢ozeltisi ilavesi sonras 450 nm’de mikroplaka okuyucuda

okutularak standartlar ile optik dansiteleri kiyasland.

3.3.2.3. IL 1 beta Diizeylerinin Belirlenmesi:

Alt ekstremite kas, karaciger, bobrek ve akeiger doku 6meklen, 1X PBS ile
yikanarak 1X hiicre parcalama cozeltisi ile pargalandi. Elde edilen lizatlar, 1.5
mL’lik tiiplere aktanlarak 12000-14000g, 2 - 8° C’de 20 dakika santrifiyj edildi.
Supernatant kismindan 50 pl alinarak kit protokolii esas alnarak 96hk kiiltiir
kaplanna aktanld1 ve 2 saat oda sicakhifinda inkiibe edilerek kiiltiir kabi yiizeyine
yapismasi saglandi. Ardindan 50 pL 3-NT primer antikoru ilave edilerek 1 saat oda
sicakhfinda inkiibe edildikten sonra yikama islemi yapilarak 1 saat sekonder
antikor ile muamele edildi ve HRP-substrat ile muamele edildikten 15 dakika icinde
600 nm’de veya stop ¢dzeltisi ilavesi sonras 450 nm’de mikroplaka okuyucuda

okutularak standartlar ile optik dansiteleri kiyaslandi.

3.3.2.4. TNF alfa Diizeylerinin Belirlenmesi:

Alt ekstremite kas, karaciger, bobrek ve akeiger doku 6meklen, 1X PBS ile
yikanarak 1X hiicre pargalama ¢ozeltisi ile parcalandi. Elde edilen lizatlar, 1.5
mL’lik tiiplere aktanlarak 12000-14000g, 2 - 8° C’de 20 dakika santrifiij edildi.
Supernatant kismindan 50 pL alinarak kit protokoli esas almarak 96hk kiltir
kaplanna aktanld1 ve 2 saat oda sicakhifinda inkiibe edilerek kiiltiir kab: yiizeyine
yapismasi saglandi. Ardindan 50 pL 3-NT primer antikoru ilave edilerek 1 saat oda

sicakhfinda inkiibe edildikten sonra yikama islemi yapilarak 1 saat sekonder
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antikor ile muamele edildi ve HRP-substrat ile muamele edildikten 15 dakika i¢inde
600 nm’'de veya stop ¢ozeltisi ilavesi sonras 450 nm’de mikroplaka okuyucuda

okutularak standartlar ile optik dansiteleri kiyasland.

3.4. Iimmiinohistokimyasal Degerlendirme

Alman doku ornekleri fiksatife konulup Histoloji  embriyoloji
laboratuvarnda Hematoksilen-Eozin (H/E) ile boyanarak odem, nekroz ve
infiltrasyon diizeyleri incelenerek apoptag parametreleri Histoloji Anabilim dalinda

calisilda.

3.4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Y ontemi

Gruplara ait tiim doku émekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in ilk olarak
%10’luk nétral formaldehit soliisyonunda en az 72 saat olacak gekilde tespit edildi.
Tespit isleminden sonra doku émekleri kasetlere konularak akarsu altinda 24 saat
siresince yikandi. Suyun uzaklastinlmas: i¢in dokular artan derecelerde alkol
serilerinden ( %70, %80, %90, %100) gecirildi. Sonrasinda dokular parlatilmak
amaciyla ksilolden gecinildi ve ardindan erimis parafine gémiildi. Hazirlanan
parafin bloklardan 4-5 mikron kalinhifinda kesitler alindi. Deney gruplarindan
alman kesitler 60°C etiivde 30 dakika bekletildikten sonra, 2x15 dakika ksilole
almarak parafinden anndinlmalan saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan
alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %80, %70, %50) havada kurutuldu. 10

dakika akar suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de 10-15 dakika boyand:
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ve 10 dakika akar suda yikandi. %70 alkol + 2 — 3 damla glasiyel asetik asit
kanisimina batirilip tekrar 10 dakika akar suda yikandi. Lamlar 15 dakika Eozin’de
bekletilip 10 dakika daha akar suda yikandiktan sonra artan dereceli alkol
serilerinden gegirilerek (%350, %70, %80, %96, %100), 2 x 15 dakika ksilole alind:

ve entellan ile kapatilda.

3.4.2. TUNEL Yontemi

DNA parcalanmasi ve apoptotik hiicre dliimiiniin belirlenmesi i¢in in situ
apoptozis saptama kiti kullamldi (Millipore Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit, Lot: 2199001. Temecula, CA 92590). Parafin bloklardan elde edilen
kesitler 37°C*deki etiivde bir gece tutuldu, daha sonra deparafinizasyonu
kolaylastirmak i¢in etiiv 1151 57 “C'ye ¢ikanlarak bu 1sida 1 saat inkiibe edildi.
Camlar deparafinizasyonu tamamlamak amaciyla 2 kez 15%er dakika ksilol’e etkin
birakildi. Daha sonra 10°ar dakika sirasiyla %100, %96 ve % 80°lik etil alkol
serilerinden gegirildiler. Kesitler alkolden anndinlmak amaciyla iki kez 5’er dakika
distile sudan gecirildikten sonra 15 dakika 20 pg/ml proteinaz K ile inkiibe
edildiler. Distile su ile yikama asamasindan sonra 5 dakika %3 °"likk hidrojen
peroksit ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildiler.
PBS ile yikanan kesitler 5 dakika dengeli tamponda ve 60 dakika 37°C nemli
ortamda TdT enziminde (77 pL Reaksiyon Buffer + 33 puL TdT Enzim, 1[]1 TdT
enzim) inkilbe edildiler. Ardindan oda sicakhfinda oOnceden 1sitilmug
durdurma/yikama tamponunda 10 dakika bekletildiler ve Anti-Digoxigenin’de 30

dakika inkiibe edildiler. Her asamada PBS ile dikkatle yikama yapildi. Yikamamn
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ardindan TUNEL pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in DAB ile boyama yapild.
Zemin boyamasi i¢in 5-10 dakika siireyle Metil yesili uygulandi. Boyanan camlar
artan alkol serilerinden gecirilerek suyu alindiktan sonra 20 dakika seffaflastirmak
icin ksilolde bekletildi. Ardindan entellan ile kapatildi. Dokuda apoptozise giden
hiicreler saptandi ve hiicreler 1 merkez, 5 penfer bolgede olmak iizere toplam 6
bélge i¢in tiim grup ve tiim hayvanlarda sayilarak, istatistik uygulamas: igin veriler

olusturuldu.

3.5.  listatistiksel Analiz

Istatistik degerlendirme SPSS 20.0 bilgisayar programinda siralanan testler
kullamlarak gerceklestirildi. Istatistiksel analiz verileri [Ortalama = standart sapma|
olarak sunuldu. Yapilan tiim istatistiksel analizlerde anlamhilik simn olarak p<0.05
degeri anlamh kabul edildi. Olgiilebilen parametrelere Kolmogorov-Smirnov testi
uygulanarak daglimin normal ya da anormal olup olmadi@ belirlendi. Normal
daglim gosterenler i¢in gruplar arasinda fark olup olmadifini belirlemede bagimsiz
gruplarda Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Farkhihk olmasi durumunda

gruplar aras1 Mann-Whitney U testi ile karsilastinlma yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Analizleri
4.1.1. intrinsik Antioksidan Enzimler Uzerine Olan Etkisi
4.1.1.1. Katalaz (KAT) Aktivitesi:

10 giin boyunca 1 x 300 mg/kg p.o. B. Monnieri ektresi uygulanms ratlarda
olusturulan alt ekstremite I/R modeli sonucunda ratlara ait kas dokusunda katalaz
diizeylerinde Sham kontrol ve I/R grubuna kiyasla anlaml bir azalma gdzlenmistir.
Ote yandan B. Monnieri ektresi uygulanmus ratlarda olusturulan alt ekstremite I/R
modeli sonucunda ratlara ait bobrek, karacier ve akciger dokularindaki katalaz
diizeyleri diizeylerinde, Sham kontrol ve I/R grubuna kiyasla anlaml bir degisiklik

olmadif gozlenmistir (Grafik-1).
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Grafik 1. Alt Ekstremite I/R modeli olusturulmus ratlarda B. Monnien uygulanmasimmin kas,
bobrek, karaciger ve akeiger dokusu KAT dizeyleri iizerine olan etkisi. Veriler ortalama + standart
sapma seklinde verilmistir {(n=6). **p < 0.01 sham kontrol grubuna gore; #p < 0.05, VR grubununa

gore. KAT: katalaz, I/R: iskemi- reperfiizyon.
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4.1.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi :

10 giin boyunca 1 x 300 mg/kg p.o. B. Monnieri ektresi uygulanmis ratlarda
olusturulan alt ekstremite I/R modeli sonucunda ratlara ait kas, bobrek, karaciger
ve akciger dokusunda Glutatyon Peroksidaz diizeylerinde Sham kontrol ve I/R
grubuna kiyasla anlamh bir anlamh bir degisiklik olmadifn gézlenmistir. Analizi
yapilan dokularda tek basma B. Monnieri ektresi uygulanmasi veya /R modeli
olusturulmasimin  kontrol grubuna kiyasla Glutatyon Peroksidaz diizeylerinde
istatistiksel anlamda herhangi bir degisiklik meydana getirmedifi saptanmmstir

(Grafik-2).
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Grafik 2. Alt Ekstremite /R modeli olusturulmug ratlarda B. Monnien uygulanmasimmin kas,
bobrek, karacier ve akeier dokusu GPx diizeyler dizerine olan etkisi. Veriler ortalama + standart

sapma seklinde verilmistir (n=6). GPx: Glutatyon Peroksidaz, I/R: iskemi- reperfiizyon.



4.1.2. Nitrozatif Stres ve inflamatuar Belirtecler Uzerine Olan Etkisi
4.1.2.1. 3- Nitrotirozin (3-NT) Diizeylerinin Belirlenmesi:

10 giin boyunca 1 x 300 mg/kg p.o. B. Monnieri ektresi uygulanms ratlarda
olusturulan alt ekstremite [/R modeli sonucunda ratlara ait bibrek, karaciger ve
akciger dokusunda dokularindaki 3-NT diizeylerinde sham kontrol ve IR grubuna
kiyasla anlamh bir degisiklik olmadigi gozlenmistir. Ote yandan B. Monnieri
ektresi uygulanmus ratlarda olusturulan alt ekstremite I/R modeli sonucunda ratlara
ait kas dokusunda 3-NT diizeylerinde diizeylerinde, Sham kontrol ve /R grubuna

kiyasla anlamh bir azalma gozlenmistir (Grafik 3).

45



Bobrek = MNormalize 3-NT dizeyleri | Karaciger 0 Mormalize 3-NT dilzeyleri
2 1,2 q
5 1.6
|
E | 0,8 -
3 1,2 .E
0,8 - =
0.4 1
0.4 -
o 4 - o '
Sham Bacopa m"ﬂlﬂﬂpﬂ Sham Bacopa mﬂmnpl
Kontrol mannieri maonmnieri Kontral  monnier monnier
Akciger BMNormalize 3-NT diizeyleri Kas B MNormalize 3-NT diizeyleri
0.6 4 1,2 5
T 04 208
2 3 I
c
0.2 | 0.4 -
[ v T T o
Sham Bacopa R IIR+Bacopa Sharm mﬁﬂm
Kontrol mnnieri monnieri Kontrol munniﬂri monnieri

Grafik 3. Alt Ekstremite IR modeli olusturulmus ratlarda B. Monnien uygulanmasimmin kas,
bobrek, karaciger ve akciger dokusu 3-NT diizeyleri iizerine olan etkisi. Venler ortalamazstandart
sapma seklinde verilmistir (n=6). *p < 0.05, sham kontrol grubuna gire; #p <0.05, VR grubununa

gore. 3-NT: 3- Nitrotirozin, I/R.: iskemi- reperfiizyon
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4.1.2.2. iNOS Diizeylerinin Belirlenmesi

10 giin boyunca 1 x 300 mg/kg p.o. B. Monnieri ektresi uygulanmus ratlarda
olusturulan alt ekstremite /R modeli sonucunda ratlara ait kas dokusunda iNOS
diizeylerinde Sham kontrol ve I/R grubuna kiyasla anlamli bir azalma gdzlenmistir.
Ote yandan B. Monnieri ektresi uygulanmus ratlarda olusturulan alt ekstremite /R
modeli sonucunda ratlara ait bobrek, karacifer ve akcifer dokulanndaki iNOS
diizeyleri diizeylerinde, Sham kontrol ve I/R grubuna kiyasla anlaml bir degisiklik

olmadif gozlenmistir (Grafik 4).
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Grafik 4. Alt Ekstremite I/R modeli olusturulmus ratlarda B. Monnien uygulanmasimnin kas,
bobrek, karaciger ve akciger dokusu iNOS diizeyleri tizerine olan etkisi. Veriler ortalama+standart
sapma seklinde verilmistir (n=6). *p < (0.05, sham kontrol grubuna gire; #p < 0.05, VR grubununa

gore INOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, I/R: iskemi- reperfiizyon.
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4.1.2.3. IL-1 beta Diizeylerinin Belirlenmesi

10 giin boyunca 1 x 300 mg/kg p.o. B. Monnieri ektresi uygulanmis ratlarda
olusturulan alt ekstremite I/R modeli sonucunda ratlara ait bobrek ve karaciger
dokularinda IL-1 beta diizeylerinde Sham kontrol ve I/R grubuna kiyasla anlamli
bir degisiklik olmadifn gézlenmstir. Ote yandan B. Monnieri ektresi uygulanms
ratlarda olusturulan alt ekstremite I/R modeli sonucunda ratlara ait kas ve akciger
dokulanindaki IL-1 beta diizeylerinde, istatistiksel olarak anlaml bir azalma oldugu
gozlenmistir. Sadece /R modeli olusturulan ratlarda ise kas ve akeifer dokulaninda

IL-1 beta diizeylerinde anlamh bir artis meydana gelmistir (Grafik 5)
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Grafik 5. Alt Ekstremite /R modeli olusturulmus ratlarda B. Monnieri uygulanmasimnin kas,

bobrek, karaciger wve akciger dokusu [L-1 beta diizeylen iizerine olan etkisi.

Venler

ortalama+standart sapma seklinde verilmistir (n=6). *p < 0.05, sham kontrol grubuna gore; #p <

0.05, _##p <001 IR grubununa gore IL-1 beta: Interlékin-1 beta, I/R: iskemi- reperfiizyon.
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4.1.2.4. TNF alfa Diizeylerinin Belirlenmesi

10 giin boyunca 1 x 300 mg/kg p.o. B. Monnieri ektresi uygulanmus ratlarda
olusturulan alt ekstremite [/R modeli sonucunda ratlara ait bobrek, karaciger ve
akciger dokusunda TNF-alfa diizeylerinde Sham kontrol ve I/R grubuna kiyasla
anlamh bir defisiklik olmadif gozlenmiastir. Sadece I/R. modeli olusturulan ratlara
ait kas dokusunda TNF-alfa diizeylerinde istatistiksel olarak anlamh bir artis
meydana gelmistir. Ote yandan B. Monnieri ektresi uygulanmis ratlarda olusturulan

alt ekstremite IR modeli sonucunda ratlara ait kas dokusundaki TNF-alfa

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamh bir azalma gézlenmistir (Grafik 6).
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Grafik 6. Alt Ekstremite /R modeli olusturulmug ratlarda B. Monnien uygulanmasimmin kas,
bobrek, karaciger ve akciger dokusu TNF-alfa diizeyleri iizerine olan etkisi. Veriler ortalama +
standart sapma seklinde verilmistir (n=6). *p < 0.05, sham kontrol grubuna gore; ##p <001 /R

grubununa gdre TNF-alfa: Timor nekrozis faktir alfa, I/R: iskemi- reperfiizyon.
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4.2, immiinohistokimyasal Degerlendirme

4.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Yintemi ile Degerlendirme
4.2.1.1. Kas Dokusu Hematoksilen-Eozin Bulgular

Sham kontrol grubu ve Bacopa uygulanan gruba ait gastrokinemius kas:
Hematoksilen-Eozin boyamalarinda kas lifleri sarkolemma altina yerlesmis kas
gekirdekleri ve enine ¢izgilenmeleri ile normal yamda izlendi. Kas liflerini saran

endomisyumda kan damarlan belirgindi (Resim 4 ve 5).

Resim 4. Sham kontrol grubuna ait resimde kas hiicrelerinde sarkolemma ( = ), cekirdek ( » ), enine

cizgilenme | I ), endomisyum { ~ ), kan damarlari { ¥ ) gorilityor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 5. Bacopa kontrol grubuna ait resimde kas hiicrelerinde sarkolemma ( = ), ¢ekirdek ( » ),

enine gizgilenme | I ), endomisyum { ~ ) izlemiyor (Hematoksilen-Eozin x400).

Iskemi-reperfiizyon uygulanan gruba ait kas kesitlerinde en dikkat cekici
bulgu; kas hiicre ¢ekirdeklerindeki merkezi go¢ ve amitotik bolimmeydi, bu bulgu,
iskemiye bagh yetersiz kanlanma sonucu kas hiicrelerinde olaylanan adaptasyon
olarak degerlendinldi. Ozellikle merkezi ¢ekirdek gicii olan kas liflerinde,
miyofibril organizasyonunun bozuldugu ve enine ¢izgilenmelerin gozlenmedif
dikkati ¢ekti. Bu liflerde goreceli hipertrofik goriintii ilgi ¢ekiciydi. Endomisyumda

herhangi bir degisiklik gorilmed: (Resim 6).



Resim 6. Iskemi-reperfiizyon grubuna ait resimde kas hiicrelerinde merkezi pekirdek gocii ( 1),

amitotik bélimen gekirdekler { 1), bozulmus mivofibril organizasyonu ( = ), hipertrofi { = J,

endomisyum { ~ ) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).

iskemi-reperfiizyon ile birlikte Bacopa uygulanan gruba ait kas kesitlerinde
¢ekirdek goglintin hala devam ettifi ancak miyofibril organizasyonu ve enine
cizgilenmelerin sadece iskemi-reperfilzyon uygulanan gruba karsin daha diizenli
oldugu dikkati ¢ekti. Cekirdek proliferasyonunun (amitotik béliinme) izlenmeye
devam ettii ancak kas hipertrofisinin goriilmedigi tespit edildi. Endomisyum

normal yapidayd: (Resim 7).
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Resim 7. Bacopa-iskemi-reperfiizyon grubuna ait resimde kas hiicrelerinde merkezi cekirdek gicii

{ 1), amitotik boliinen ¢ekirdekler ( 1), endomisyum { = ) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).

Sonug olarak iskemi-reperfiizyon uygulamasinin kas dokusunda amitotik
¢ekirdek biliinmesi ve gigiine yol actifi, buna bagh miyofibril organizasyonunda
bozulmaya neden oldugu tespit edildi. Iskemi-reperfiizyon ile birlikte uygulanan
Bacopa'nin, kas dokusunda meydana gelen dejenerasyonlan kismen engelledifi

izlendi.
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4.2.1.2. Bibrek Dokusu Hematoksilen-Eozin Bulgulan

Sham kontrol grubu Hematoksilen-Eozin boyamalan bébrek korteksinde,
bébrek cisimeigi glomeriiler kapiller ve Bowman kapsiilii ile normal yapisinda
izlendi. Idrar boslugu ve tek kath yass1 epitel yapisi ile Bowman kapsiiliiniin
paryetal yapragi normal morfolojik 6zellik sergiliyordu. Bobrek cisimeii
cevresinde nefrona ait proksimal tiibiiller eozinofilik yapisi ile, distal tibiiller ise
daha zay1f boyanmus 6zellikleri ile belirgindi. Makula densa yapisi baz nefronlarda
belirgin olarak izlendi. Peritiibiiler kapillerler olagan goriiniimlerindeydi (Resim §).
Bobrek medullasinda Henle kulbunun ince parcasi, toplama kanallan ve kapillerler

normal yapilan ile ayirt edildi (Resim 9).
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Resim 8. Sham kontrol grubuna ait resimde bobrek korteksinde bobrek cisimeigi (
[ ). glomeriiler kapillerler ( | ), Bowman kapsiiliiniin paryetal vaprag ( > ),
idrar boslugu ( » ). proksimal tiibiiller ( © ), distal tiibiiller ( 4 ), makula densa
( » ), peritiibiiler kapillerler ( 1) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 9. Sham kontrol grubuna ait resimde bébrek medullasinda Henle kulbunun
ince pargasi ( ¥ ), toplama kanallan ( # ), medullar kapillerler ( ~ ) 1zleniyor
(Hematoksilen-Eozin x400).
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Bacopa uygulanan gruba ait bobrek dokusu Hematoksilen-Eozin
boyamalannda; bébrek korteksinde yer alan bdbrek cisimceiklerinde en tipik bulgu,
goreceli  glomeriller kapiller dilatasyonuydu. Ayneca, idrar boslufunda
hiyalinizasyon belirgindi, hiyalinizasyona bagh olarak Bowman kapsiilii paryetal
yapragim olusturan yass: epitel hiicreleri ¢ok net izlenemedi. Nefrona ait tiibiiller
incelendifinde, proksimal ve distal tiibiller normal yapilan ile izlenirken, distal
tiibiiliin olusturdufu makula densa yaps1 belirgin olarak gizlendi. Glomeriillerde
oldugu gibi, peritiibiiler kapillerlerde de belirgin dilatasyon ayirt edildi (Resim 10).
Bobrek medullasinda, medullar kapillerlerde dilatasyon mevcuttu, Henle kulbunun

ince par¢asi ve toplama kanallan ise normal yapisinda ayirt edildi (Resim 11).
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Resim 10. Bacopa grubuna ait resimde bobrek korteksinde glomeriiler kapillerlerde dilatasyon (V).

idrar boslugunda hiyalinizasyon ( + ), proksimal tiibiiller { ¢ ), distal tiibiiller { 4 ). makula densa (»),

peritiibiiler kapillerlerde dilatasyon ( = ) gonilityor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 11. Bacopa grubuna ait resimde Bobrek medullasinda medullar kapillerlerde
dilatasyon ( = ), Henle kulbunun ince parcasi ('V), toplama kanallar1 ( # )
izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Iskemi-reperfiizyon grubu Hematoksilen-Eozin boyamalarmda bébrek
korteksinde bibrek cisimcifinde, Bacopa grubunda gozlenen glomeriiler kapiller
agdaki dilatasyon bu grupta da dikkati ¢ekti. Bowman kapsiilii paryetal yvapraf
yass1 epitel hiicreleri ile belirgindi. Nefrona ait tiibiiller degerlendirildiginde, distal
tiibiiller ve gozlemlenen alanlardaki makula densa yapilann normal olarak
izlenirken, proksimal tiibiillerde tiibiil liimeninin apikal sitoplazmasinda liimen
igerisine kopma ve dokiilmeler belirgin olarak ayirt edildi. Peritiibiiler kapillerlerde
¢ok yofun ve yaygn dilatasyon, bu grubun en dikkat ¢ekici dzellifi olarak tespit
edildi. Ayrica periarteriyal ddem de dikkat ¢ekti (Resim 12). Bobrek medullasinda
yapilan incelemelerde, medullar kapiller dilatasyonu goriildii, Henle kulbunun ince

parcasi ve toplama kanallan ise normal yapilaniyla izlendi (Resim 13).
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Resim 12. Iskemi-reperfiizyon grubuna ait resimde bdbrek korteksinde glomeriiler
kapillerlerde dilatasyon ( ), Bowman kapsiiliiniin paryetal yaprag ( > ),
distal tiibiiller ( 4 ), makula densa ( » ), proksimal tiibiillerde tiibiil liimeni
igerisine kopma ve dokiilmeler ( m ), peritibiiler kapillerlerde dilatasyon ( x ),
periarteriyal 6dem ( ¥ ) goriiliyor (Hematoksilen-Eozin x400).



Resim 13. Iskemi-reperfiizyon grubuna ait resimde bobrek medullasinda medullar
kapillerlerde dilatasyon ( = ), Henle kulbunun ince parcas: (W), toplama
kanallan ( # ) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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iskemi-reperfiizyon ile birlikte Bacopa uygulanan gruba ait bobrek dokusu
Hematoksilen-Eozin boyamalan bébrek korteksinde; glomeriiler kapillerler,
Bowman kapsiiliiniin paryetal yapraf, makula densa ve proksimal tiibiiller normal
vapilarinda izlendi. Glomeriiler kapillerlerde dilatasyon ve proksimal tiibiillerde
dokiilme tespit edilmedi. Periarteriyal kapillerlerde azalmis 6dem, distal tiibiillerde
dilatasyon ve peritiibiiler kapillerlerde yogun dilatasyon izlendi (Resim 14). Bobrek
medullasinda, medullar kapillerlerde dilatasyon mevcuttu, Henle kulbunun ince

parcas: ve toplama kanallan ise normal yapisindayd: (Resim 15).

1



Resim 14. Bacopa-iskemi-reperfiizyon grubuna ait resimde bobrek korteksinde
glomeriiler kapillerler (|),Eowman kapsiiliiniin paryetal yaprag ( > ),
makula densa ( » ), proksimal tiibiiller ( ¢ ), periarteriyal ddem ( ¥ ), distal
tiibiillerde dilatasyon ( 0 ), peritiibiiler kapillerlerde yogun dilatasyon ( % )
goriilityor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Resim 15. Bacopa-iskemi-reperflizyon grubuna ait resimde bébrek medullasinda

medullar kapillerlerde dilatasyon ( £ ), Henle kulbunun ince parcasi ( '¥ ), toplama kanallari

( #) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Sonug olarak, Hematoksilen-Eozin bulgulanna gore iskemi-reperflizyon
uygulamasinin glomeriiler ve peritiibiiler kapillerlerde vaskiiler dilatasyona neden
oldufu, uygulamanin periarteriyal 6dem olusturdufu ve proksimal tiibiillerde
hiicresel kayip seklinde gozlenen dejeneratif degisikliklere yol agtifn gozlendi.
Iskemi-reperfiizyon ile birlikte uygulanan Bacopa’nin glomeriiler ve peritiibiiler
kapiller dilatasyonu iizerinde koruyucu olamadifi, ancak periarteriyal ddemi

azaltip, bobrek tiibiillerindeki doku kaybim engelledigi tespit edildi.

4.2.1.3.  Akager Dokusu Hematoksilen-Eozin Bulgulan
Sham kontrol grubu akeiger kesitlerinde akeiger solunum alaninda,
alveoller ve interalveolar septa normal yapisi ile gozlendi. Interalveolar septadaki

kapillerler normal yapilan ile izlendi (Resim 16).
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Resim 16. Sham kontrol grubuna ait akciger kesitlerinde alveoller ( W ), interalveolar
septa ( » ) ve kapillerler ( =) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Bacopa uygulanan grupta interalveolar septamin goreceli olarak kalinlastifn,

buraya ait kapillerlerin dilate oldugu izlendi. Alveoller ise normal yapilan ile ayirt

edildi (Resim 17).

Resim 17. Bacopa grubuna ait akeiger kesitlerinde alveoller ( 'W ), interalveolar septa
(») ve kapiller dilatasyonu ( 1) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x400).

71



iskemi-reperfiizyon uygulanan gruba ait akciger kesitlerinde genel yap
normaldi ancak interalveoler septada goreceli kapiller artis1 dikkati ¢ekti (Resim

18).

Resim 18. Iskemi-reperfiizyon grubuna ait akciger kesitlerinde alveoller { W ),
interalveolar septa ( » ) ve kapillerler ( >) goriiliiyor (Hematoksilen-Eozin
x400).
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iskemi-reperfiizyon ile birlikte Bacopa uygulanan gruba ait akciger
kesitlerinde alveol duvarlan normal yapilan ile gozlenirken, yer yer interalveolar

septadaki kapiller dilatasyonu Bacopa grubuna benzer olarak izlendi. Interalveolar

septa goreceli olarak yer yer kalind1 (Resim 19).

——

Resim 19. Bacopa-iskemi-reperfiizyon grubuna ait akciger kesitlerinde alveoller ( W ),
interalveolar septa ( » ) wve kapiller dilatasyonu ( 1 ) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x400).
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Sonug olarak, Hematoksilen-Eozin bulgulanna gore iskemi-reperflizyon
uygulamasinin uzak doku hasarinda solunum alaminda dejenerasyona yol agmadifn
ancak sistemik uygulanan Bacopa’nin alveol duvarinda kalinlasma ve kapiller
dilatasyonu gibi yapisal degisimlere neden oldufu ve bu etkisini iskemi-

reperfiizyon ile de gosterdifm gorildii.

4.2.2. TUNEL Yintemi ile Degerlendirme

4.2.2.1. Kas Dokusu TUNEL Bulgulan

TUNEL boyama sonucunda sham kontrol, Bacopa ve Bacopa-iskemi-
reperfiizyon gruplanna ait kas dokularinda apoptotik hiicrelerin bulunmadi tespit
edildi. Iskemi-reperfiizyon grubunda ise az sayida kas hiicresi ¢ekirdeginin TUNEL

pozitif oldugu izlendi (Resim 20, 21, 22 ve 23).
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Resim 20. Sham kontrol grubuna ait kas dokularinin TUNEL boyamalarinda pozitif

tutulum gosteren hiicre goriilmityor (TUNEL-metilen yesili x400).

75



Resim 21. Bacopa grubuna ait kas dokularimn TUNEL boyamalarinda pozitif tutulum

gosteren hiicre goriilmiiyor (TUNEL-metilen yesili x400).
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Mmlliskcnﬁ-mpwﬁzymgmhmaaitmdutuhnmmbn}ramﬂmndam
hiicrelerinde pozitif tutulum gosteren cekirdekler ( T ) izleniyor (TUNEL-
metilen yesili x400).



Resim 23. Bacopa-iskemi-reperfiizyon grubuna ait kas dokulanmn TUNEL
boyamalarinda pozitif tutulum gésteren hiicre goriilmiiyor (TUNEL-metilen
yesili x400).
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4.2.2.2. Bobrek Dokusu TUNEL Bulgulan

Apopitozisi degerlendirmek i¢in TUNEL ile boyanan sham kontrol, Bacopa
ve Bacopa-iskemi-reperfiizyon  gruplanmin  bébrek  dokularinda  yapilan
incelemelerde kortekse ait yapilarda tutulum gozlenmedi. Iskemi-reperfiizyon
grubuna ait bibrek kesitlerinde distal tiibiil hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicreler

ayirt edildi (Resim 24, 25, 26 ve 27).
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Resim 24. Sham kontrol grubuna ait bobrek dokularinin TUNEL boyamalannda pozitif
tutulum gosteren hiicre giriilmiiyor (TUNEL-metilen yesili x400).



Resim 25, Bacopa grubuna ait bibrek dokularimn TUNEL boyamalannda pozitif
tutulum gisteren hiicre goriilmiiyor (TUNEL-metilen yesili x400).
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Resim 26. Iskemi-reperfiizyon grubuna ait bibrek dokularimin TUNEL boyamalarinda
distal tiibiillerde pozitif tutulum gosteren hiicreler ( 1) izleniyor (TUNEL-
metilen yesili x400).
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Resim 27. Bacopa-iskemi-reperfiizyon grubuna ait bobrek dokularimin TUNEL

boyamalannda pozitif tutulum gosteren hiicre goriilmiiyor (TUNEL-metilen yesili

x400).
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4.2.2.3. Akciger Dokusu TUNEL Bulgulan

Sham kontrol, Bacopa ve Bacopa-iskemi-reperfiizyon gruplanmin akciger
dokularinda yapilan incelemelerde solunum alanlarinda tutulum izlenmedi. Iskemi-
reperfiizyon grubuna ait akcifer kesitlerinde az sayida tip 1 alveolar hiicrenin

TUNEL pozitif oldugu ayirt edildi (Resim 28, 29, 30 ve 31).



Resim 28. Sham kontrol grubuna ait akciger dokularimin TUNEL boyamalarinda pozitif
tutulum gisteren hiicre goriilmiiyor (TUNEL-metilen yesili x400).
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Resim 29, Bacopa grubuna ait akcifer dokulanmn TUNEL boyamalaninda pozitif
tutulum gosteren hiicre giriilmiiyor (TUNEL-metilen yesili x400).
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Resim 30. Iskemi-reperfiizyon grubuna ait akciger dokularimn TUNEL boyamalarinda
alveol duvarinda pozitif tutulum gosteren tip 1 alveolar hiicreler ( T ) izleniyor
(TUNEL-metilen yesili x400).
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Resim 31. Bacopa-iskemi-reperfiizyon grubuna ait akciger dokulannin TUNEL

boyamalannda pozitif tutulum gosteren hiicre gorilmiiyor (TUNEL-metilen yesili

x400).



Sonug olarak:; iskemi-reperfiizyon uygulamasimin bobrek, akcifer ve kas
dokusuna ait baz1 bilgelerde farkh derecelerde dejenerasyona yol actifn ve az
sayida olmakla birlikte hiicrelerde apoptozisi indiikledigi tespit edildi. Bacopa
uygulamasinin 6zellikle bobrek ve akeiger dokularinda tek bagma uygulanmasimin
da ¢esitli dejenerasyonlara neden oldu@u belirlendi. Iskemi-reperfiizyon ile birlikte
uygulanan Bacopa’nin, iskemi-reperfiizyon uygulamas: ile ortaya c¢ikan
dejenerasyonlann engellenmesi lizerinde kismen etkili oldugu, ancak tek basina
yapilan uygulamalarinda da doku hasarmna yol a¢tif gz 6niinde bulundurularak,

etkili bir koruma saglayamadif kamsina vanldu

B9



5. TARTISMA

Ekstremitenin akut iskemisi ve devaminda dolagimin tekrar saglanmasi hem
lokal hem de sistemik hasar meydana gelmesine neden olur. [skemik dokuda olusan
serbest oksijen radikallerinin, endotel wve noétrofillerle etkileserek, lipid
peroksidasyonunu artirmasi, lokal ve sistemik bir¢ok etkinin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Hiicre sismesi, 6dem, toksin ve myoglobulin sahmm ile beraber,
serbest oksijen radikallerinin etkisi ile akut bobrek yetersizligi, akciger 6demi, akut
stkintili solunum sendromu, ok karacigeri gibi sistemik hasarlar gelisebilir.
Bundan dolayi bu olayin negatif sonuclarim azaltmak amaciyla yeni ilaglarn
gelistirilmesi énem arz etmektedir. Daman klempleme veya turnike uygulamasa,
bazi ameliyatlarda, ameliyat bélgesinde miimkiin oldugunca kansiz bir ortam
saflamak ve boylece cerrahin calismasim kolaylastirmayr amaclayan bir
yontemdir. Ancak bu ydntemin I/R hasarina yol agabilme gibi bir sakincasi

vardir.(59,60)

Kalp ve damar cerrahisi prosediirlerinde mecbur kalinan iskeminin ve
reperfiizyonun hasarlarim azaltabilmek adina birgok maddenin koruyucu / 6nleyici
etkisi arastinlmistir. Reperfiizyon sirasinda etkilenen alandaki hasann diginda, tam
olarak netlesmemis mekanizmalara bagh olarak uzak organlarda da ciddi hasarlar
meydana gelmektedir. Hasara ugrayan bu organlarin baginda akciger, karaciger ve
bébrek gelmektedir. Bu organlarda olusan hasarlar postoperatif safhadaki 6nemli
mortalite ve morbidite nedenleridir. Reperfiizyon hasanndan serbest oksijen
radikallerinin bilyilk oranda sorumlu olmalan nedemiyle, iskemik alanda bu
molekiillerin azaltilmas: olusacak olan doku hasarim da azaltabilecektir. Herhangi
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bir nedene bagh olarak iskemi ve takiben reperfiizyon gelisirse, genelde iskeminin
siiresi ile ilgili olarak antioksidan savunma mekanizmalan yetersiz kalir ve

hiicrelerde miktarlan yiikselen SOR’ler ¢esitli derecelerde hasar meydana getirir

(61).

Kas hiicresinde I/R sonucu énce geri déniisiimlii, sonrasinda iskeminin ileri
evrelerinde geri doniisimsiiz hilcre hasan ortaya ¢ikar. Hiicrede gen1 doniistimlii
zedelenmede akut hiicresel sisme, niikleer kromatin kiimelesmesi, mikrovilluslann
kaybi, endoplazmik retikulum ve mitokondri sismesi gibi degisiklikler ortaya gikar.
endoplazmik retikulumda sisme sonucu protein sentezi bozulur. Hipoksi diizelmez
ise mitokondri fonksiyonlaninin daha da kétiilesmesi ve membran permeabilitesinin
artmasi daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Geri donistimsiiz
zedelenmeye, mitokondrilerin daha siddetli sismesi ve mitokondri matriksinde
sekilsiz, kalsiyumdan zengin yogunluklann birikimi eslik eder. Lizozomal
membranlann zedelenmesi, enzimlerin sitoplazma ig¢ine sizmasmna yol acar.
endoplazmik retikulum da lizis, fosfolipitlerin kaybi, hiicre iskelet degisiklikler,
SOR olusumu, lipitlerin yikimm, protein sindirimi, kreatin kinaz ve LDH gibi
enzimlerin ortaya ¢ikisi gozlenir. Cekirdekte ise kromatin bazofilisinde azalma
(karyolizis), nikleer biiziilme (piknoz) ve piknotik ¢ekirdegin pargalanmas:
(karyorhekzis) gozlenir. /R hasarimin ilerleyen déneminde hiicre 6liimii, “nekroz”

ortaya ¢ikar.(62,63)

Bugiine kadar, ¢ok az insan ¢alismasinda reperfiizyona yardime: olarak
uygulanan bir farmakolojik maddenin I / R hasarim azaltabilecegine dair kamt
saglanmigtir.  Bacopa Monnieri (B. Monnieri), deneysel c¢alismalarda
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kardiyoprotektif, antihipertansif, antioksidan, anti-aging, anti-inflamatuar,
hepatoprotektif, nefroprotektif etkilerinin olduguna dair bulgular elde edilmis olan
geleneksel Hint tibbinda (Ayurveda) kullamlan bir bitkidir (4). Daha énce yapilms
olan ¢alismalarda 3 hafta boyunca oral B. Monnieri verilen ratlarda B. Monnieri
tedavisinin miyokard antioksidan enzimlerini arttinrken ve miyokardiyal apoptotik
sinyal proteinlerini azaltarak /R kaynaklh biyokimyasal ve histopatolojik
bozulmalan azalthfn saptanmustir (52). B. monnieri'min  sistemik vaskiiler
fonksiyonu gelistirdifine dair baz kamtlar da wvardir. Vaskiller diiz kasta
sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum (Ca2 +) akuim ve Ca2 + salimim inhibe
ederek ve kismen endotelyal mitrik oksit (NO) salmmim saglayarak arterlen
genislettifine dair bulgular elde edilmistir (53). Dahasi, néroprotektiftir ve etki
mekanizmasi esas olarak antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleni ile iliskilidir
(54, 55). B. Monnieri, Pubmed yaymh 217 ¢ahsmaya konu olmustur. Deneysel
caligmalarda kardiyoprotektif, antihipertansif, antioksidan, anti-aging, anti-
inflamatuar, hepatoprotektif, nefroprotektif etkilerinin oldufuna dair bulgular elde
edilmistir (4). Cahsmamizda yaptifimiz ELISA Analizlerimizde BM & IR
Grubunda kas dokusunda katalaz ve 3-NT diizeylerinde Sham kontrol ve I/R
grubuna kiyasla anlamh bir azalma gozlenmistir. Ote yandan bibrek, karaciger ve
akciger dokularindaki katalaz ve 3-NT diizeyleri diizeylerinde, Sham kontrol ve I/R
grubuna kiyasla anlamh bir degisiklik olmamstir. Glutatyon Peroksidaz diizeylen
ise BM & I/R Grubunda kas, bobrek, karaciger ve akeiger dokusunda Sham kontrol
ve I/R grubuna kiyasla anlaml bir anlaml bir degisiklik olmadif gozlenmistir.

Analizi yaplan dokularda tek basina B. Monnieri ektresi uygulanmasi veya I/R
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modeli  olusturulmasinin - kontrol grubuna kiyasla Glutatyon Peroksidaz
diizeylerinde istatistiksel anlamda herhangi bir degisiklik meydana getirmedigi
saptanmstir. iNOS diizeylerinde BM & I/R. Grubunda kas dokusunda Sham kontrol
ve I/R grubuna kiyasla anlamh bir azalma gézlenirken bibrek, karaciger ve akciger
dokularindaki iNOS diizeyleri diizeylerinde, Sham kontrol ve I/R grubuna kiyasla
anlamh bir degisiklik olmadifn gozlenmistir. IL-1 beta diizeylerinde BM & /R
Grubunda bibrek ve karaciger dokularinda anlaml bir degisiklik olmamstir. Ote
yandan B. Monnieri ektresi uygulanmis ratlarda olusturulan alt ekstremite /R
modeli sonucunda ratlara ait kas ve akciger dokulanndaki IL-1 beta diizeylerinde,
istatistiksel olarak anlaml bir azalma oldugu goézlenmistir. Sadece /R modeli
olusturulan ratlarda ise kas ve akciger dokularinda IL-1 beta diizeylerinde anlamh
bir artis meydana gelmistir. TNF-alfa diizeyleri BM & I/R Grubunda bébrek,
karaciger ve akcifer dokusunda anlamh bir defisiklik olmadifn gézlenmigtir. VR
modeli olusturulan ratlara ait kas dokusunda TNF-alfa diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis meydana gelmistir. Ote yandan B. Monnieri ektresi
uygulanmis ratlarda olusturulan alt ekstremite I/R modeli sonucunda ratlara ait kas
dokusundaki TNF-alfa diizeylerinde istatistiksel olarak anlamh bir azalma

gozlenmistir.

Deneysel galismamizin sonucunda ratlara ait dokulann
immiinhistokimyasal incelemeleri sonucunda /R uygulamasimin kas dokusunda
amitotik ¢ekirdek bdéliinmesi ve gogine yol actifn, buna bagh miyofibril
organizasyonunda bozulmaya neden oldugu tespit edildi. Iskemi-reperfiizyon ile

birlikte uygulanan Bacopa'nmin, kas dokusunda meydana gelen dejenerasyonlan
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kismen engelledifi izlendi. Hematoksilen-Eozin bulgulanna gore iskemi-
reperfiizyon uygulamasinin glomeriiler ve peritiibiller kapillerlerde vaskiiler
dilatasyona neden oldugu, uygulamanmn periarteriyal ddem olusturdugu ve
proksimal tiibiillerde hiicresel kayip seklinde gizlenen dejeneratif defisikliklere yol
agtify gozlendi. Iskemi-reperfiizyon ile birlikte uygulanan Bacopa'nmin glomeriiler
ve peritiibiller kapiller dilatasyonu iizerinde koruyucu olamadif, ancak
periarteriyal ddemi azaltip, bébrek tiibiillerindeki doku kaybim engelledigi tespit
edildi.

Sonug¢ olarak Hematoksilen-Eozin bulgularna gére iskemi-reperfiizyon
uygulamasinin uzak doku hasarinda solunum alaminda dejenerasyona yol agmadifn
ancak sistemik uygulanan Bacopa’nin alveol duvarinda kalinlasma ve kapiller
dilatasyonu gibi yapisal degisimlere neden oldugu ve bu etkisini iskemi-

reperfiizyon ile de gisterdif gorildii.

TUNEL yontemi apoptozisin bir gostergesi olan DNA fragmanlarimin
(kinklarmin) in situ olarak saptanmasi i¢in kullamlan bir boyama yontemidir.
Apoptotik sinyaller DNA iizerinde kinklar olusturmaktadir. Agiga ¢ikan DNA
parcaciklanimin serbest 3'-OH uglarna TdT aracihifn ile biotin ile isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis
niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz konjugatt ile tespit edilir.
Diaminobenzidine, isaretlenmis drnek ile tepkimeye girerek DNA king bilgesinde
¢bziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile ters boyama yapilarak islem
sonlandinhr. Kahverengi-siyah niikleer-periniikleer boyanma pozitif reaksiyon
olarak degerlendirilir.
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/R uygulamasimin bobrek, akcifer ve kas dokusuna ait baz1 bolgelerde
farkh derecelerde dejenerasyona yol agtif1 ve az sayida olmakla birlikte hiicrelerde
apoptozisi indiikledifi tespit edildi. Bacopa uygulamasimin ézellikle bébrek ve
akciger dokulannda tek bagina uygulanmasimin da ¢esitli dejenerasyonlara neden
oldugu belirlendi. iskemi—reperﬁizynn ile birlikte uygulanan Bacopa'nin, iskemi-
reperfiizyon uygulamas: ile ortaya ¢ikan dejenerasyonlann engellenmesi iizerinde
kismen etkili oldugu, ancak tek basina yapilan uygulamalarinda da doku hasanna
yol agtif1 goz oniinde bulundurularak, etkili bir koruma saglayamadifm kamsina

varildi.
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6. SONUC

Bacopa Monnieri bitkisinin kamitlannmug olan antioksidan etkileri goz
oniinde bulundurularak iskemi reperfiizyon hasarm oGnleyici/tedavi edici olas:
etkilerini aragtirdifimiz ¢alismamiz sonucunda Bacopa Monnieri bitki ekstresi
iskemi olusturdugumuz kas dokuda katalaz, 3-NT, IL-1 beta ve TNF-alfa
diizeylerinde anlamh bir azalmay: saglamistir. Aynca reperfiizyona bagh uzak
doku hasan gormeyi bekledigimiz akcifer dokusunda da IL-1 beta diizeylerinin
azalmasim saglamstir. Ancak Bacopa uygulamasimin ozellikle bobrek ve akeiger
dokulaninda tek basina uygulanmasimin da ¢esitli dejenerasyonlara neden oldugu
belirlendi. Iskemi-reperfiizyon ile birlikte uygulanan Bacopa'nin, iskemi-
reperfiizyon uygulamas: ile ortaya ¢ikan dejenerasyonlann engellenmesi tizerinde
kismen etkili oldugu, ancak tek bagina yapilan uygulamalaninda da doku hasarnna
yol agtig1 goz oniinde bulundurularak, etkili bir koruma saglayamadim kamsina
varildi. Bacopa Monnieri ekstrakti tedavisinin iskemi ve reperfiizyon hasan iizerine
olan olas1 koruyucu etkilerinin mekanizmasimin tam olarak anlasilabilmesi i¢in

daha ileri calismalara gerek oldugu distniilmektedir.
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OZET

Bacopa Monnieri Ekstrakt Tedavisinin Ratlarda Alt Ekestremite
iskemi Reperfiizyon Hasarina Karsi Etkisi; Akut iskemi ve takiben reperfiizyon
etkilenen dokularda metabolik, trombotik ve inflamatuar degisiklikler ile
sonuglanan hiicre i¢i ve dis1 yolaklan igeren karmasik bir patolojik siire¢ olup klinik
olarak 6nemli sonu¢lar dogurur. Geleneksel Hint ibbinda kullamilan bir bitki olan
ve daha 6nce antioksidan etkilerine dair kanitlar olan Bacopa Monnieri bitkisi akut
alt ekstremite I/R hasarinda koruyucu/tedavi edici olabilir. Calismamizda 24 adet
erigkin, yagca (10-12 haftahk) ve afirhkea (170-222 gr) eslesen Winstar albino cinsi
erkek rat kullamldi. Gruplar; Sham Kontrol, 'R, BM&IR ve BM olarak belirlendi.
BM&IR ve BM gruplarna 10 giin siire ile 300mg/kg p.o Bacopa monnieri ekstrakt
verildi. Abdominal aort infrarenal diizeyde klempe edilerek 120 dk iskemi ve
devaminda klemp kaldinlarak 120 dk reperfiizyon saglandi. Deneyin sonunda ratlar

sakrifiye edilrek dokulan ELISA ve immiinohistokimyasal olarak analiz edildi.

Bacopa Monnieri bitki ekstresinin iskemi olusturulan grubun kas dokularinda
katalaz, 3-NT, IL-1 beta ve TNF-alfa diizeylen ile reperfiizyona bagh uzak doku
hasan gérmeyi bekledigimiz akeiger dokusunda da IL-1 beta diizeylerinde anlamh
bir azalma sagladig goriildii. Immiinhistokimyasal olarak da I/R ile ortaya ¢ikan
dejenerasyonlann engellenmesi iizerinde kismen etkili oldugu saptandi. lleri
deneysel ve klinik ¢aligmalar bu bulgularin deneysel ve klinik 6neminin ve olayin
molekiiler mekanizmasinin degerlendirilmesi ve netlestirilmesi i¢in gereklidir.
Anahtar Kelimeler: Iskemi Reperfiizyon, Bacopa Monnieri, Alt Ekstremite Iskelet
Kasi
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SUMMARY

Effect of Bacopa Monnieri Extract Treatment on Acute Limb Ischemia-
Reperfusion Injury in Rats; Acute ischemia and subsequent reperfusion is a
complex pathological process involving intracellular and extracellular pathways
resulting in metabolic, thrombotic, and inflammatory changes in affected tissues
and has clinically important consequences. Bacopa Monnieri, a plant used in
traditional Indian medicine and evidence of previous antioxidant effects, may be
protective / therapeutic in acute limb VR injury. In our study, 24 adult male Winstar
albino male rats (age 10-12 weeks) and weights (170-222 gr) were used. Groups:
Sham Control, I/ R, BM & IR and BM. BM & IR and BM groups were given 300
mg/kg p.o Bacopa monnieri extract for 10 days. The abdominal aorta was clamped
at infrarenal level and 120 min ischemia was performed and the clamp was removed
for 120 min reperfusion. At the end of the experiment, rats were sacrificed and
analyzed. It was observed that Bacopa Monnieri plant extract significantly reduced
catalase, 3-NT, IL-1 beta and TNF-alpha levels in muscle tissues of the ischemic
group. Also similar finding was observed that IL-1 beta levels in lung tissue which
we  expected to see reperfusion-induced distant tissue  damage.
Immunohistochemically, it was also found to be partially effective in inhibiting I/R-
induced degeneration. Advanced experimental and clinical studies are necessary for
the evaluation and clarification of the experimental and clinical significance of
these findings and the molecular mechanism of the phenomenon.

Key Words: Ischemia Reperfusion, Bacopa Monnieri, Limb Skeletal Muscle
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