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I. GIRiS VE AMAC

Giiniimiizde mikrocerrahi teknikler ve ekipmanlardaki gelismelere paralel
olarak, vaskiiler yaralanma sonucu dolasimi bozulmus bir gkstremite tekrar
revaskiilarize edilebiliyor, kopan bir ekstremite replante edilebiliyor, genis doku
defektleri serbest fleplerle kapatilabiliyor, akut arteriyel tikanmalar en gelismis
kateterlerle agilabiliyor, basarihi turnike uygulamalariyla iist ve alt ekstremitelerde
kansiz ameliyatlar yapilabiliyor. Ne var ki tiim bu olaylar sirasinda dokular bir siire
iskemiye maruz kalmakta ve reperfiizyonla birlikte mikrosirkiiler diizeyde gelisen bir
dizi biyokimyasal ve histopatolojik olaylar sonucu, bagarili mikrocerrahi girisimlere
ragmen doku kaybi ile cerrahlar yiizyiize birakmaktadir.

Bir- siire iskemik kalan herhangi bir dokunun, mikrocerrahi yﬁntemlérle
revaskiilarize edilmesi sonucu ortaya c¢ikan ve Ozellikle reperfiizyon sirasinda
belirgiﬁlesen oksidatif stresin tetikledigi doku hasarina I/R (iskemi-reperfiizyon)
yaralanmasi denir. I/R yaralanmast sirasinda iyon gradienti siirdiiriilemediginden hiicre
i¢i kalsiyum (Ca) diizeyi artar, ksantin dehidrojenaz (XD) enzimi ksantin oksidaz (XO)
enzimine doniiglir. Spontan ve enzimatik reaksiyonlarla serbest oksijen ve nitrojen
radikélleri iiretilir, 16kosit, mast hiicresi ve kompleman aktivasyonu meydana gelir. Bu
olaylarin sonucunda iskemik dokuda &dem, kompartman sendromu, no-reflow
fenomeni, enfeksiyon ve nekroz gibi lokal komplikasyonlar meydana gelir. I/R
yaralanmas: sadece lokal degil, akut respiratuar distres sendromu (ARDS), akut tiibiiler
nekroz (ATN), multiple organ yetmezligi sendromu (MODS) ve sistemik inflamatuar
cevap sendromu (SIRS) gibi yasam tehdit eden ciddi sorunlara da yol agabilir. Son
klinik ve deneysel galigmalarda I/R yaralanmas: siirecini baglatan en onemli faktdriin
serbest oksijen ve nitrojen radikalleri oldugu bildirilmistir. Bu nedenle serbest
radikalleri detoksifiye edebilen, oksidasyon reaksiyonlarini durdurabilen ve antioksidan
savunma sistemlerini hem dogrudan hem de dolayli olarak giiclendirebilen

antioksidanlarin I/R yaralanmasini 6nleyebilecegi diistiniilmiistiir (1).



Literatiir taramamizda A, C ve E -vitaminle\ri, Caffeié Acid Phenethyl Ester (CAPE),
Melatonin (MLT), Resveratrol (RES), Nitrik oksit (NO) dondérleri, l6kosit antiadezyon
antikorlari, kompleman inhibitorleri, mast hiicre stabilizatorleri, stiperoksit dismutazlar
(SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan, antiinflamatuar dzellikleri bulunan molekiil
ve enzimlerin gesitli deneysel I/R modellerinde kullanilmakta oldugu ve yiizgiildiiriicii
sonuglar alindig1 bildirilmektedir.

Hardy ve arkadaglan kalga hizasindan lastik turnike uygulamak suretiyle
olusturduklan ekstremite I/R modelinde kan akimini % 98 azaldigim bildirmiglerdir.
Arteryel akimdaki bu submaksimal azalmanin insanlardaki akut arteryel yaralanmalar,
turnike uygulamalari ve revaskiilarizasyon-replantasyon ile benzerlik gosterdigi
diistiniilmektedir (2). Biz bu ¢alismamizda Hardy ve arkadaglari’nin tammladig: sekilde
ratlarin sag arka ekstremitelerine, trokanter majér iizerinden 4 saat lastik turnike
uygularak, I/R modeli olusturduk. Iskemi siiresinin son 45 dakikasi icinde ratlara
intraperitoneal (IP) olarak CAPE, MLT ve RES verdik. Tumikehin sonlandirtlmasini
takiben 4 saat ve 8 saat reperfiizyon uygulayarak, islemler sonunda ratlar1 yiiksek doz
anestezi ile sakrifiye ettik. Takiben siyatik sinir, gastroknemius ve tibialis anterior
kasinda  meydana gelen degisiklikleri histopatolojik ve biyokimyasal olarak
degerlendirdik.



II. GENEL BIiLGILER

II. A. OKSIDATIF STRES

Iskemik ekstremitenin revaskiilarizasyonu, replantasyonlar, serbest flep
uygulamalan, turnike uygulanmast ve arteryel embolektomi sonrasi reoksijenasyonla
birlikte iskemik dokularda, hiicrenin antioksidan savunma sistemlerini etkisiz hale
getiren asir1 miktarda reaktif serbest oksijen ve nitrojen radikalleri olusur. Bu durumda
reperfiizyonla birlikte gelen oksijen molekiilleri, XO enzimi ve aktive olan l6kositlerce
hizla reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerine dﬁnﬁstﬁfﬁlmekte, olusan radikaller hem
antioksidan savunma sistemlerini yetersiz birakmakta hem de antioksidan tiretimini
engellemektedir. Biitin bu patolojik siiregte hiicre yogun serbest radikal
bombardimanina maruz kalmaktadir ki, bu olaya oksidatif stres, oksidatif stresin
baslattig1 hiicresel hasara da I/R yaralanmasi denir (3). I/R yaralanmasi sirasinda
ortaya ¢ikan serbest radikaller hiicre membrani, DNA, enzimler, proteinler,
karbonhidratlar basta olmak tizere hiicrenin biitiin fonksiyonel ve yapisal olusumlarina
zarar vérmekte, hatta hiicreyi 6liime gotiirmektedir. Otoimmun hastaliklar (romatoid
artrit vs.), osteoartrit, hipertansiyon, yaslanma, tiimor gelisimi, ﬁziksel ve kimyasal
travmalar, radyasyon, ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar, diabetes mellitus ve I/R
yaralanmasi gibi birgok hastalifin temelinde oksidatif stresin rol aldigi diisiiniiliiyor.
Oksidatif strese daha yatkin olmasi nedeniyle, serbest radikallerinin morbidite ve

mortalite acisindan en birincil hedefi kardiyovaskiiler sistemdir (4).



1L B. REAKTIF SERBEST OKSIJEN VE NiTROJEN RADIiKALLERi

Bir siire iskemik kalan dokunun yeniden oksijenasyonuyla birlikte, hiicrenin
yagsamasi ig¢in en 6nemli molekiil olan dksijen ve nitrojenler, bir dizi spontan ve
enzimatik reaksiyonlarla hiicreyi 6ldiiren birer serbest radikale doniisiir. Serbest
radikaller son yoriingesinde ¢iftlenmemis elektronlar bulunan, kararsiz, oldukga reaktif
ve yapisina katildigs molekiiliin niteligini degistiren zararli organik veya inorganik

molekiillerdir (5) (Resim1).

IL. B. 1. Siiperoksit Radikalleri (O2™)

Oksijenin tek bir elektron. alarak rediikte duruma gegmesiyle olusur. Bu
reaksiyon O2+e"—02~ geklinde gosterilir. Serbest radikal olmasina ragmen fazla doku
hasar1 olusturmaz, ancak I/R yaralanmasi sirasinda hidrojen . peroksit ve hidroksil
radikali i¢in kaynak tegkil etmesi, Haber-Weiss ile Fe *? ve Cu* gibi metal iyonlariyla
reaksiyona girererek, hidroksil radikali olugturmasi ve NO ile reaksiyona girip olduk¢a
sitotoksik olan peroksinitrit radikallerine doniigmesi ile biitiin serbest radikallerin

temelini olugturur.

IL. B. 2. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Oksijen molekiiliiniin 2 elektronla rediikte hale gegmesi sonucu olusur.
0,+2¢ —H,0, seklinde gosterilir. Okside edicidir ancak fazla reaktif degildir. /R
yaralanmasi sirasinda Fehton reaksiyonuyla gecis metalleri ve NO ile reaksiyona

girerek, hidroksil ve peroksinitrit radikallerini olugturur.

11. B. 3. Hidroksil Radikalleri (OH *)

Hidrojen peroksitin gegis iyonlarn varhinda pargalanmasiyla ortaya ¢ikar. Bu
reaksiyon Fe'? katalizorliigiinde gerceklesir ve Fenton reaksiyonu olarak adlandirirhr.
(HyO,tFe +2—->-OH+OH’+Fe+3). Ayrica siiperoksitle basglayan biitiin serbest radikal
reaksiyonlari, hidroksil radikallerin olugmasi ile sonlanir. Cok kisa dmiirlii olduundan
hiicreden disari’ ¢tkmaya zaman bulamaz, fakat kiigik miktarlarda dahi tretildigi
bolgede ileri derecede hasar yapabilir. Bilinen serbest radikaller iciﬁdé en reaktif ve eh

sitotoksik radikaldir.



11. B. 4. Nitrojen Kaynakh Radikaller

Bir serbest radikal olan NO, kolaylikla kimyasal reaksiyona giren, biyolojik
membranlardan hizla gegebilen, 6-10 sn gibi ¢ok kisa 6miirlii bir molekiildiir. iskemi
durumunda siiperoksitle (O, 7) reaksiyona girip, peroksinitrit, nitrojen dioksit (NO;) ve

peroksinitroz asit (ONOOH) gibi sitotoksik radikallere doniisiir (6).

1I. B. 5. Peroksil radikalleri (LOO?)
| Oksidatif stres durumunda olusan reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin
baslattig lipit peroksidasyonu sirasinda ortaya ¢ikan zincirleme reaksiyon tiriinleridir.
Bu progresif ve spontan reaksiyonlarla hem membran lipitleri yikilir hem de siirekli

olarak peroksil radikalleri ortaya ¢ikar ve daha fazla doku hasar1 olusur (5).

ROT/RNT reaksiyonlari ve etkilegimleri

spontan realmiyonlar

s +H* —=HOD -

Nz~ + 09 +2H —-HJ'M'D

0z~ + Fe'* - Fe® + 0, + HA0,

HOwF**'—F-:-“‘ +OH + OH
¥ i — OMNO-

ufmn + H' —ONOOH

ONOOH — OH + NG,

oM+ O, + }L.D—-»ZNO

Enzimatik reaksiyonlar

S0P
25+ 2H s Hally + O,
t‘!T
H,0, —— 2,0 + O,
o Pt

H,0, + 208H —— 655G + 3H,0
Resim.1.I/R yaralanmas: sirasmda serbest radikal olusturan enzimatik ve spontan reaksiyonlar.
ROT: reaktif oksijen tiirevleri, RNT: reaktif nitrojen tiirevleri, O2: siiperoksit, H,0,: hidrojen
peroksit, OH: hidroksil, HOO,: hidroperoksil radikali, NO: nitrik oksit, ONOO ~: peroksinitrit,
NO;: nitrojen dioksit, ONOOH:peroksinitroz asit, SOD: siiperoksit dismutaz, CAT: katalaz, GSH:

rediikte glutatyon; GPX: glutatyon peroksidaz, GSSG: okside glutatyon



11. C. HUCREDE SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI
I/R yaralanmasi sirasinda reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin ortaya

cikmasini saglayan hiicreigi ve hiicredist kaynaklar mevcuttur (7) (Resim 2).

11. C. 1. Mitokondriyal Elcktron Transport Zinciri

Reperfiizyon sirasinda oksijen, iskemik fazda indirgenmis bir mitokondriyal
elektron transport zinciriyle kargilagir ve bu durum mitokondri i¢ membraninda serbest
radikali

dismutasyonuyla olugan hidrojen peroksitler, sitozolun disina diffiize olur ve

oksijen olusumunu tetikler. Mitokondriyal matrikste stiperoksitlerin

stoplamada metal iyonlari, 0,7, NO ve miyoglobinle reaksiyona girerek, hidroksil

radikali olusmasina neden olur (5).

Mitokondriyal ve .
mikrozomal elektron M1:0 = 17202
transport sistemi
X0
Ny | CAT
. - 4 SOop GSIE-Py
Respirawar ____y ()4 — » 1.0 2
patlama ‘« I ‘i /: I &
PMNL / : - ’ 33
(PMNL) / H Feo | GsH GSSG
Prostoglandin 7 Y T GSH-R
sentezl 3 Pt
wos i o
Arjinin —»NO> Fenton | NADP NADPUHT
!.{ reaksiyonu
v v
ONOQ™ - » ONOQOH —> ‘OH + OH™ - » poliansatiire yay asitlerine
Loy ¥ saldir
NO3
Enzhuatlk 4 l
antiokshlan ve i
okshian mekanizma *
S wtal NOS ‘ i
:‘ v
_________ MDA saliwumi .
Subselliiler “«

komponentiere saldin

Resim 2. Hiicrede Serbest radikal olusum mekanizmalar:



11. C. 2. Ksantin Oksidaz (XO)

Iskemi sirasinda hiicre igi Ca artigiyla birlikte ksantin dehidrojenaz (XD)’1n
XO’a doniigtimii ya proteolitik ayrilma ya da siilfhidril gruplaninin oksidayonuyla
. olusmaktadir. I/R sirasinda XO ile biryandan 0, ,'H202 ve OH » iiretilmekte, biryandan
da bu radikaller tarafindan XD’in XO’a doniisiimii hizlanmaktadir. Ayrica ksantin
oksidaz enzimi yardumyla diretilen O; , H,0; “ler NO ile ilgili farkli yollarla serbest
nitrojen radikali {iretilir(8).

Ksantin + H,0; + 20, — Urik Asit + 20, +2H"

II. C. 3. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonu
Iskemik donemde demir (Fe), fenton reaksiyonu sonucu  H,0; ile
reaksiyona girerek, *OH radikallerini olusturur. Ayrica ortamda Bakir (Cu) ve Fe gibi
gecis metalleri, Haber-Weiss reaksiyonu sonucu oksijenle direk reaksiyona girerek,
027 radikallerinin dogmasina yol agarlar (8).
H,0, +Fe > «OH+ OH™+ Fe'’ (Fenton reaksiyonu)
Fe'>+0, —Fe'*+0," (Haber-Weiss reaksiyonu)

II. C. 4. Arasidonik Asit Metabolitleri ve Lipit Peroksidasyonu

I[/R yaralanmas: sirasinda enerji yoklugu nedeniyle hiicre membraninda
iyon dengesi stirdiiriilemez ve serbest radikallerin hiicre membran lipitlerine saldirmast
sonucu membran akiskanhg ve gegirgenligini bozulur. Bu nedenle hiicre iginde agirt
Ca birikerek, inaktif litik enzimler akiif hale gelir. Litik enzimlerden fosfolipaz. A,
aktive olarak membran }fosfolipitlerini pargalar, bagta aragidonik asit olmak iizere birgok
serbest yag asitleri olusur. Membran fosfolipitlerinin pargalanmasi ve arasidonik asitin
siklooksijenaz, lipooksijenaz -enzimleri ile yikilmasi sirasinda siiperoksit (0O;7)
radikalleri ortaya g¢ikar. Ayrica I/R yaralanmasi sirasinda ortaya ¢ikan O,”, OHe
radikalleri ve H,O, gibi reaktif oksijen tiirevleri, ONOO™ gibi nitrojen kaynakli
radikaller hiicre membraninda doymamig yag asitleri ile reaksiyona girer ve zincirleme
reaksiyonlarla hq gecen dakika daha fazla peroksil (LOO»*) radikallerinin olusmasina
yol acar. Iskemik doku ve kanda lipit peroksidasyon indikatérii olarak kullanilan
malondialdehit (MDA) ve tiyobarbitiirik asit (TBARS) membran lipitlerinin

oksidasyonuyla ortaya ¢ikan stabil son {iriinlerdir (9).



I1. C. 5. Notrofil Aktivasyonu ve Akiimiilasyonu

‘ I/R yaralanmasi sirasinda nétrofil membraninda yerlesen, NADPH oksidaz
enzimi oksijeni kullanarak, siiperoksit radikalleri iiretir. Daha sonra bu siiperoksitler
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle hidrojen peroksitlere doniisiir. Notrofil
lizozomlarinda bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enzimiyle H,O, ‘ler oldukga
sitotoksik hipoklorik asit (HOCI)’e doniigiir. Normal kosullarda bu reaktif oksijen
metabolitleri 16kositler tarafindan patojenlerin 6ldiiriilmesi amaciyla savunma

mekanizmasinda goérev alir.

IL. C. 6. Nitrik Oksit ve Peroksinitrit Radikaleri

Normal kogullarda NO nétrofil, fagositik hiicre ve endotelde NOS (nitrik
oksit sentaz) enzimi yardimiyla iiretilir. NOS’mn noronal (nNOS), endotelial (eNOS) ve
indiiklenebilir (iNOS) olmak tizere 3 izoformu vardir. Makrofaj, nétrofil ve endotelde
bulunan NOS indiiklenebilir tiirdendir. nNOS ve eNOS hiicre i¢i kalsiyum diizeyine
bagli olarak sentezlenirken, iNOS sentezi Ca’dan bagimsiz, oksidasyon ve inflamasyon
olaylarinda indiiklenir (5). I/R yaralanmas: sirasinda NO, Oy *+NO—ONOQ"~
reaksiyonuyla ONOQO™ (peroksinitrit) radikallerine doniisiir. ' Peroksinitritlerin
biyolojik sistemde yar dmrii 1-2 saniyedir ve 100 mikrometre gibi uzak mesafelere

diffiize olabilir, iiretildigi noktanin uzaginda da etki gosterebilir.

IL. D. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERi

Antioksidanlar, ortamda okside olabilecek substratlardan (lipit, protein,
DNA) daha az miktarda bulunan ancak bu substratlarin oksidayonunu geciktiren veya
durduran maddeler seklinde tamimlanmistir. Hiicrelerde intraselliiler, ekstraselliiler veya
hiicre membraninda aktivite gosteren ve sitotoksik oksijen ve nitrojen radikallerini
detoksifiye eden antioksidan savunma sistemleri vardir. Bu mekanizmalar normal
biyokimyasal olaylar sirasinda az miktarda olﬁsan radikalleri nétralize edebilirler.
Ancak iskemi sonrasi reperfiizyon strasinda dokularda asirt miktarda reaktif oksijen
radikalleri ortaya ¢ikar ki, bu durumda enzimatik ve nonenzimatik biitiin antioksidan
savunma sistemleri g:éker (8). Bu nedenle I/R yaralanmasi sirasinda hiicrenin
antioksidan savunmasim replase eden veya giiclendiren molekiillerin oksidatif stres

olaylarinda etkileri aragtirilmaktadir.



Antioksidanlar baslica dort mekanizmayla etki gosterirler;

- Serbest radikallcre elcktron sunarak veya onlardan elektron alarak kararli hale
getirirler (10). Baskilayici etkiyle radikal olusturan reaksiyonlart durdururlar (11).

- Zincir kiricr etkiyle lipit peroksidayonu gibi serbest radikal {ireten zincirleme kimyasal
reaksiyonlar1 durdururlar (12).

- Onarici ctkiyle lipit, protcin ve DNA gibi yapilarda olusan biyolojik molckiiler hasari
rejenere ederler.

- Organizmada SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerle glutatyon (GSH) gibi

enzimatik olmayan antioksidanlarin transkripsiyonunu ve sentezini arttirirlar (13).

1L D. 1. ENZIMATIK ANTIOKSIDAN SAVUNMA
Enzimatik savunma sistemleri oksidatif strese karst her durumda hiicrede
bulunan ve genetik bilgi ile sentezlenen proteinlerdir, serbest oksijen radikallerine karsi

ilk savunma hattim olugturur ve reaktif oksijen tiirevlerini detoksifiye ederler.

IL. D. 1. 1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enzimi, Q¢ radikallerini - HyOy’e doniistiiriir. Asidik kosullarda bu
tepkimeler spontan olarak da gergeklegebilir. (20, +2H +—>H202+v02 ) Boylece Oy~
radikallerinin NO ile reaksiyona girerek, peroksinitrit olusturmasnﬁl; Fe'? ve Cu' gibi
metal iyonlariyla reaksiyona girip, OHe radikali olusumunu da engeller. Bu enzimin
Cu/ZnSOD, MnSOD, ECSOD (ekstraselliiler) olmak {izere ii¢ formu vardir. Metal
icerdikleri i¢in metalloenzimler olarak adlandirilir. Cu/ZnSOD sitoplazma ve ¢ekirdekte
bulunur. Iki alt tinitesine Cu ve Zn baglanr. MnSOD mitokondriyal bir enzimdir, ancak
ekstraselliiler siviya da salinabilir (10). Iki alt {initesine manganez (Mn) baglanir.
ECSOD ekstraselliiler alanda, BOS’da ve serebral damarlarda bulunan formudur (14).

IL. D. 1. 2. Katalaz (CAT)

CAT enzimi H0,’in su ve oksijene yikilmasin katalizler (15).
(H202— H»0+1/20;) Dort alt tiniteden olugur. Alt iinitelerinin prostetik gruplarinda,
Fe* iceren protoporfirin IX bulunur. Dokulara gore katalazin enzim aktivitesi degisiklik
gosterir. Karaciger ve bobrekte en yilksek aktiviteye sahipken, destek dokularinda en az
aktiviteye sahiptir. Ortamda H,O, diizeyi artinca aktivite gosterir ve H,0,’nin suya

donisiimiinii saglar.



1L D. 1. 3. Glutayon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px enzimi prostetik grup olarak selenyum bulundurdugu igin
metalloenzimdir. H,0,’in detoksifikasyonunu yiiksek spesifite ile katalizler. (H,Ox+
2GSH —> GSSG + 2H,0) Lipit peroksil radikallerinin indirgenmesini katalizler.
indirgenmis glutatyondaki hidrojeni kulanarak, glutatyonun yiikseltgenmesini saglar
(16). Ortamda az miktarda bulunan H,O, durumunda oncelikli olarak bu enzim

tarafindan detoksifiye edilir.

I1. D. 1. 4. Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)

GSH-Rd enzimi oksidasyon reaksiyonlariyla yiikseltgenen glutatyonun
(GSSH), kofaktor olarak NADPH kullanarak, indirgenmis glutatyona (GSH)
doniismesini katalizleyen enzimdir. NADP kaynag: ise glikolitik yolda pentoz fosfat
yolagidir.
GSSG + NADPH + H+ —> 2GSH + NADP"

IL. D. 1. 5. Glukoz-6 Fosfat dehidrojenaz (G-6-P Dh)
G-6-P Dh Hiicrede oksidasyon-rediiksiyon olaylarinda ve birgok metabolik
aktivitenin gergeklesmesinde kofaktor olarak kullanilan indirgeyici NADPH sentezinin

yapildig1 pentoz fosfat yolunda gérev alir.
IL D. 2. NONENZIMATiK ANTIOKSIDAN SAVUNMA

II. D. 2. 1. Glutatyon(GSH)

Glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptitdir.
Cesitli biyolojik reaksiyohlar sirasinda proteinlerin tiol (-SH) gruplarinin rediikte halde
tutulmasini ve hidrojen peroksitlerin detoksifikasyonunu saglar. GSH, oldukga
sitotoksik olan hidroksil (OH+) radikali, diazot trioksit (N2Os3) ve peroksinitrit (ONOO™)
ile lizli, nonenzimatik sekilde reaksiyona girer ve onlari detoksifiye eder. Bu
reaksiyonlar sirasinda selenyum bagimli GSH-Px enzimiyle yiikseltgenmis glutatyona
(GSSH) déniisiir. GSSH ise NADPH- NADP" oksidasyonuyla indirgenmis GSH
doniigiir. GSH-Px ve GSH-Rd enzimiyle hiicre icinde GSH / GSSH orani sabit tutulur.

Bu dengenin bozulmasi hiicreyi oksidatif stresle karsi kargtya birakir (17).
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II. D. 2. 2. Beta-Karoten(p-karoten)

Yagda eriyen, vitamin A onciilii B-Karotenler, I/R sirasinda zincirleme
membran lipit peroksidasyon reaksiyonlarini durdurular. Peroksil radikalleri basta

olmak iizere, serbest radikalleri temizlerler.

II. D. 2. 3. Vitamin C (Askorbikasit)

Suda eriyen C vitamini, hiicre i¢i kalsiyum birikimini, serbest oksijen
radikalleri olusumunu baskilayarak, reperfiizyon hasarin azaltir. Membran igindeki ve
ekstraselliiler sividaki lipit peroksidasyonunu onler, siiperoksit ve hidroksil radikali ile

kolayca reaksiyona girerek serbest oksijen radikallerini ortamdan temizler (18).

I1. D. 2. 4. Vitamin E

Antioksidan 6zelligiyle vitamin E, Op¢~, OHe gibi serbest radikallerle
reaksiyona girerek, mem:bran lipitleri, proteinleri,enzimleri ve DNA’1 oksidasyona kars:
korur. Zincirleme membran lipit peroksidayon reaksiyonlarim durdururlar. Son yapilan
calismalarda vitamin E’nin radikal temizleme, baskilama, onarma ve endojen
savunmay arttirma mekanizmalarinin tiimiinii kullanabildigi, bu nedenle ¢ok hizli ve

genis bir antioksidan etki kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (19).

II. D. 2. 5. CAPE (Caffeic Acid Phenethyl Ester)

CAPE (3.4-dihydroxycinnamic acid), art kovanlarinda arilarin bal disinda
kendilerini soguktan ve patojenik ajanlardan korumak igin sentezledikleri, kovanda
bulunan delikleri sivamak i¢in kullandiklar1 propolisin aktif bir bilegenidir. CAPE
antiinflamatuar, immunomodiilatdr, antikarsinojen, antioksidan zelligiyle genis
spektrumlu giivenilir bir farmakolojik ajandir (20;23). CAPE bu ozlelliklerinin ¢ogunu
NF-xB (Niikleer faktor kappa-B) inhibisyonu tizerinden gergeklestirir (20).

Birgok hastaligin patogenezinde NF-xB’nin rolu oldugu diigiiniiliiyor (24).
Yapilan deneysel caligmalarda H»O,, bakteryel tirtinler, TNFa ve IL-1 gibi gesitli
inflamatuar sitokinler tarafindan NF-kB nin aktivasyonu indiiklenir. Aktiflenen NF-xB
ise metalloproteazlar, adezyon molekiilleri, major histokompatibilite proteinleri, COX-2
ve iINOS transkripsiyonunu indiikler. CAPE, NF-xB aktivasyonunu spesifik gekilde,
doza bagnnh ve geri doniistimlii olarak bloke eder (20).

Osteoartrit ve romatoid artrit gibi dejeneratif ve inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde NF-kB tarafindan gen diizeyinde sentezi regiile edilen TNFa ve IL-IB,

one ¢ikan baslica proinflamatuar sitokinlerdir (25).
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Elmali ve ark., tavsanlarda 6n ¢apraz bagi keserek olusturduklar: osteoartrit
modelinde, 2 hafta siireyle diz igine 150pmol/kg CAPE uyguladilar. Iki hafta sonra
eklem kikirdag1 ve sinovyada yapilan histopatolojik incelemede, kontrol grubuna gore
daha az kikirdak harabiyeti ve sinovyal inflamasyon gézlemlemislerdir. Elmali ve ark.,
bu &n bilgiye dayanarak, osteoartrit modelinde daha az kikirdak harabiyeti ve sinovyal
inflamasyon goriilmesini CAPE’nin NF-xB yi inhibe etmesi oOzelligine bagh
olabilecegini diistinmiiglerdir (26).

CAPE, giiclii bir serbest radikal temizleyicisdir. /R yaralanmasi sirasinda
ortaya ¢ikan serbest radikalleri temizleyerek doku hasarini 6nleyebilir. Iskemik dokuda
major bir serbest radikal kaynagi olan XO enzimini de inhibe eder. Ayrica CAPE
siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin yol ag¢tifi membran lipit
peroksidayon reaksiyonlarimi 6nler (27). In vitro yapilan bir ¢aligmada 10pMol
konsantrasyonunda CAPE’nin, ksantin/ksantin oksidaz enzim sistemini ve insan
nétrofillerinde reaktif oksijen tiirevleri iiretimini tamamen bloke ettigi gosterilmigtir
(28). Sahin ve ark., spinal kord I/R ¢alismasinda, CAPE’nin XO aktivitesini, XD’1n,
X0O’a doniisiimiinii inhibe ederek azatligim ve membran lipit peroksidayonunu
Onledigini gostermislerdir (29). CAPE, lipooksijenaz yolu ve NF-«xB inhibisyonu
tizerinden COX-2 (siklooksijenaz) enzimlerini inhibe ederck, arasidonik asit
metabolizmasim 6nler ve boylece antiinflamatuar 6zellik gﬁsterir~(30).‘

I/R yaralanmsi sonrast dokularda NO seviyesi azalma egilimindedir. Bir
vazodilatator olarak NO doku kan akimim artirmaktadir. NO’in azaldigi durumlarda
kapiller diizeyde vazokonstrﬁksiyon meydana gelmekte, trombosit agregasyonu,
Trombaksan A, (TXA, ) ve Platelet aktive edici faktor (PAF) salinimi artmaktadir.
Ayrica NO, nétrofillerin kemotaksis, adezyon ve. aktivasyonunun internal inhibit6riidiir.
CAPE antioksidan 6zelligiyle I/R yaralanmas: sirasinda, NO sentezini ve aktivitesini
arttirarak, dokulara kan akimin arttirir ve béylece doku hasarini nler (31).

Koltuksuz ve ark., intestinal IR yaralanmasinda CAPE’nin serbest oksijen
radikali olusumunu inhibe ederek, reperfiizyon hasarini azalttii gostermislerdir (32).
- Giirel ve ark., bobrek /R modelinde reperflizyon oncesi CAPE verilmesiyle fenal
reperfiizyon hasaninin  6nlendigini gii’s‘;ermiﬂérdir. Bu ¢alismada CAPE’nin lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi, serbest radikalleri temizledigi, NO sentezini stimiile
ettigi ve polimorfontikleer 16kosit infiltrasyonu 6nledigi sonucuna varilmistir (33).

CAPE, aktive olmus inflamatuar  hiicrelerde apoptozisi  baslatarak,

inflamasyon bolgesinde notrofileriit doku hasar1 meydana getirmesini  engeller.
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Ratlarda olusturulan subkutan inﬂamasyon modellerinde CAPE’nin lokal verilmesiyle
inflamasyon bélgesinde lﬁkositlerde apoptozisin arttifi goriilmiis ve eksuda iginde
16kosit, monosit ve notrofil konsantrasyonunun daha az oldugu tesbit edilmistir(34).

A Alt ekstremite I/R yaralanmasindan sonra akcigerlerde nétrofil infiltrasyonu
ve oksidatif inflamatuar hasar gelistigi biliniyor (35,36). Calikoglu ve ark. ratlarin arka
ekstremitelerine turnike uygulamak siiretiyle 4 saat iskemi, takiben 4 saat reperfiizyon
uygulamislar ve yaptiklar: histopatolojik incelemede CAPE’nin akcigerde inflamasyonu
azalttigini  gézlemislerdir. Ayrica hem akciger dokusunda hem de serumda lipit
peroksidayon indeksi olan MDA seviyesinin. diistiigiinii, akcigerde Na-K ATPaz
aktivitesinin arttigim, 16kosit aktivitesi indikatorii olarak MPO seviyesinin diigtiigiinii
bildirmislerdir (37). Reperfiizyonla birlikte iskemik dokuda aktive olmus I6kositler
tekrar sistemik dolagima gecerek uzak organlarda mikrovaskiiler endotele tutunur.
TNFo ve IL-1B gibi inflamatuar, kemotaktik ve vazoaktif mediyatorler, proteolitik
enzimler ve serbest radikaller salgilar. CAPE aktive olan l6kositlerde serbest radikal
tiretimini ve lipoksijenaz enzimini bloke ederek, NF-«B inhibisyonu iizerinden COX-2,
TNFa ve IL-1B transkripsiyonlarin: baskilayarak uzak organlarda iflamasyon ve doku
hasarim Snler (38,39,40).
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IL.D.2.6. MELATONIN (MLT)

MLT, pineal bezden salgilanan bir nérohormondur. MLT’in pineal bezden
bagka retina, bagirsak gibi organlarda da sentezlendigi gosterilmesine ragmen, bunun
kan MLT diizeyine etkisi yok denecek kadar azd1r(4i). MLT pineal-bezde belirgin giin
i¢i ritimle sentezlenir. MLT iiretimi ve salinimi karanlik ile baglar, aydinlik ile sonlanr.
Aydinlik d6nemin uzatilmasi veya aniden 1518a ¢ikilmasi MLT sentezini durdurur. MLT
6n maddesi bir aminoasit olan triptofandir ve pinealositler i¢cinde 6nce seratonine daha

sonra MEL’e doniigiir.
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Esansiyel aromatik aminoasit triptofandan tiireyen indoller ve 6zellikle MLT,
mitokondiyel elektron transferini diizenleyebilmekte, reaktif ara ﬁriinleri detoksifiye
edebilmekte, peroksidatif reaksiyon zincirlerini kontrol edebilmektedir (42).

Biyoiojik sistemin biyokimyasal isleyisinde oksidasyon ara iriinleri ve
dolayisiyla oksidatif stres olusumu kaginmilmazdir. Ancak gene biyolojik sistem, bu
kaginilmaz oksidatif strese kargi etkin antioksidan koruma diizeneklerine sahiptir. Son
galismalarda, endojen antioksidan molekiiller iginde en giigliisiiniin MLT oldugu
gosterilmistir (43,44). MLT molekiilii kolaylikla oksitlenmez, otooksidasyona ugramaz
ve redoks dongiisiinde, hidroksil radikali iireten reaksiyonlara katilmaz. MLT yam sira
MLT metabolitlerinden higbirinin prooksidatif aktivitesi yoktur. MLT’in hidroksil
radikali notralize etme 6zelligi glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat, peroksit radikal
tutucu oOzelligi ise E vitamninden 2 kat daha giiglidir. MLT’in yiiksek
konsantrasyonlarda direkt radikal temizleyici kapasitesi ile farkli oksidatif stres
saldirilarina karst hiicreyi korudugu gosterilmistir (45,46). MLTin hidroksil, stiperoksit
radikalleri, Asinglet okéijen ve nitrojen kaynaklt peroksinitrit .radikaﬂerini temizledigi,
SOD, GS-Px, GSH-Rd ve G-6-P Dh enzimlerini stimiile ettigi biliniyor (47,48,49).

Fizyolojik veya farmakolojik dozlara yakin dozlarda MLT antioksidan
enzimlerin mRNA diizeyini arttirir ve bu sekilde reseptér araciligiyla antioksidan
enzimlerin sentezini regiile eder. MLT CuZnSOD ve GSH-Px’in mRNA stabilitesini de
regule eder. Bu bilgilerden hareket edilerek, hiicresel diizeyde antioksidanlarin
nérohormonal olarak MLT tarafindan diizenlendigi sonucuna varilmistir(50)

MLT farkhi dokular ve farkli tiirlerde antioksidan &zelligi arastirilmig ve
norodejeneratif hastaliklar, yaslanma, diger oksidatif stres durumlarinda genel bir
koruyucu oldugu kanaatine varlmistir (51). Farmakolojik olarak MLT, disiik
konsantrasyonlarda antioksidan enzim aktivitesini ve ekspresyonunu indiikler, yiiksek
konsantrasyonlarda direkt radikal temizleyicisidir. MLT, NF-xB aktivasyonunu
diizenleyerek, 6zellikle CuZnSOD olmak tizere antioksidan enzimler iizerinde olumlu
etki gosterdigi bildirilmigtir (52)

MLT, invivo ve invitro olarak lipit peroksidasyonunu etkili bir sekilde
Onleyerek hiicre membranlarini, serbest radikallere karst proteinleri yapilart ve DNA’y1
korur (53-56). iskemik dokuda hiicrelerin biitiin subselluler kompartmanlarina girer ve
radikalleri temizler. Bu 6zelligi ile MLT diger biitiin antioksidanlardan daha avantajlidir
(57). Serbest radikal temizlemesi yaninda MLT, I/R yaralanmasi sirasinda hiicre ici Ca

konsantrasyonunu diigiiriir, insan platelet agregasyonunu ve TXA,; iiretimini inhibe eder
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(58). Sahna ve ark., bobrek I/R modelinde MLT’in (4mg/kg) hem histopatolojik hem de
biyokimyasal olarak bobrekleri korudugunu gostermislerdir. Bobreklerde kontrol
grubuna gore daha diigiik MDA diizeyi saptanmis ve histopatolojik olarak daha az doku
hasar1 ve Iokosit infiltrasyonu goriilmiig (59). Sonug olarak MEL; Oksijen ve nitrojen
kaynakli serbest radikalleri temizler, antioksidan enzimleri stimiile eder, peroksidatif
enzimleri inhibe eder, hiicre membraninu stabilize eder, oksidatif fosforilasyonun etkin
olmasim ve diizglin ¢alismasim saglar, 16kosit birikimi ve 16kosit-endotel yiizeyinde

adezyon molekiillerinin ekspresyonunu baskllar (60).

\ NHCOCH,
CH,0 |

Melatonin

Resim. 4. Melatonin kimyasal yapisi

IL. D. 2. 7. RESVERATROL (RES)

RES (resveratrol)  bitkileri ~ mantar enfeksiyonundan koruyan bir
fitoaleksindir. Ozellikle {iziim kabugunda bulunur. Kirmizi sarap yapimu sirasinda iiziim
kabugu da isleme tabi tutulduéundan kirmizi sarapta daha fazla bulundugu tesbit
edilmistir. Son birka¢ yilin ¢aligmasinda RES’un kardiyoprotelétif ve kemopreventif
ozelligi oldugu‘ tesbit edilmistir. RES’un kardiyoprotektif e_tkis.i' tam olarak
anlagilamamigtir ancak trombosit agregasyonunu inhibe ettigi, diisiik dansiteli
lipoproteinlerin oksidasyonunu engelledigi ve NO iiretimini indiikledigi biliniyor.
RES’un riboniikleotid reduktaz ve DNA polimerazi inhibe edebilme ve hiicre
biiylimesini baskilama. yeteneginin de kardiyoprotektif 6zelligine katkida bulundugu
diistiniiliiyor (61-63).

RES’un TNFa, IL-1p gibi ¢esitli inflamatuar sitokinlerin ve oksidatif
‘stresin baglattigt NF-kB aktivasyonun gii¢lii bir inhibitorii oldugu gésterilmistir ve bu
inhibisyon hiicre tipine 6zgii degildir. NF-xB bagumli reporter gen transkripsiyonu da
RES tarafindan baskilanmigtir. Resveratrol TNFo. tarafindan indiiklenen reaktif oksijen
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radikallerinin tiretimini ve lipit peroksidayonunu bloke etmesi transkripsiyon faktorii ve
iligkili kinazlarla etkilesmesine baglidir (64).

RES hidroksil ve siiperoksit radikallerini temizler, platelet agregasyonunu
inhibe eder. RES ipoksijeham giiclii sekilde inhibe ederek ve NF-xB inhibisyonuyla
COX-2 enzim sentezini Onleyerek, aragidonik asit metabolizmasin engeller, boylece
antiinflamatuar ve antianafilaktik, antimutajen etki gosterir (65). .

RES, trombositlerin biyolojik aktivitelerini inhibe eder.Trombin tarafindan
indiiklenen agregasyonu azaltir, trombositlerin tip-1 kollajen ve fibrinojene yapismasin
inhibe eder. Muhtemelen afasidonik asit metabolizmasina inhibitdr etkisi bu 6zelligine
kismen katkida bulunmaktadir. RES trombositlerde serbest radikallere kars1 antioksidan
olarak aktivite g6sterir (66).

Reaktif oksijen metabolitleri fosf_olipaz A2 aktivitesini arttirarak, arasidonik
asit serbestlesmesini baglatirlar. Aragldonik asitten lipooksijenaz enzimiyle 1okotrienler
(LTB4, LTC4/D4/Eyg),  COX yoluyla prostoglandinler, trombaksanlar ve protosiklinler
ortaya ¢ikar. RES COX-1 ve COX-2’i inhibe ederek inflamatuar siireci baskilarlar.
Hiicre kiiltiirlerinde de hidrojen peroksitler tarafindan baglatilan COX-2 indiiksiyonu
resveratrol tarafindan baskilanmigtir (67). RES serbest radikaller tarafindan baglatilan
membran lipit peroksidayonunu ve oksidatif DNA hasarini 6nler (68).

Birgok hayvan ve insan deneysel caligmalarinda Ostrojen hormonunun
endoteliyal NO sentezini diizenleyerek,ukardiyoprotektif Ozellik tasidig gosterilmistir
(69). RES yapisal olarak sentetik bir 6strojen olan dietilstilbestrole benzer. Dolaystyla
RES’un 8strojen sensitif dokularda ve hiicre illtiirlerinde Ostrojen o ve P reseptorlerine
baglanarak, ilgili koruyucu genlerin transkripsiyonunu aktive ettigi gosterilmistir (70).

Hipertansiyon, ateroskleroz ve diyabet gibi ¢esitli kardiyovaskiiler
patolojilerde anormal NADPH oksidaz aktivitesi ile gereksiz siiperoksit radikalleri
iiretilir ve bu radikaller endotel " giicrelerinde eNOS aktivitesini baskilayarak, NO
sentezini Gnler. Bu nedenle vaskiiler yapilarda vazokonstriiksiyon meydana gelir. Son
caligmalarda RES’un vaskiiler NADPH oksidaz aktivitesini ve siiperoksit {iretimini
inhibe ettigi, boylece endotelial NO sentezini arttirarak vazorelaksasyon sagladigi
bildirilmigtir. Bu etkisinin yam sira RES, NO yikimum yavaglatarak da
vazoralaksasyona katkl’da bulunur |

Onarilamayacak diizeyde DNA hasari meydana gelmis insan hiicrelerinde,
p53 geninin apoptozisin baglamasinda 6nemli oldugu gosterilmistir. p53 eksikligi olan

hiicrelerin, normal apoptotik siiregten kurtuldugu ve kansere doniistiigti goriilmiistiir.
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p53 en 6nemli tiimdr stipressdr gendir. Mutasyon veya p53 proteininin fonksiyon kaybi
insan kanserlerinin yarisindan fazlasinda tesbit edilmigtir. Resveratrol p53 bagimh
transkripsiyonel aktiviteyi indiikler ve apoptozis meydana getirir. Farklh hiicrelerde

resveratrolun apoptozisi uyarmém i¢in p53 geninin gerekli oldugu gosterilmistir (72).

Resim. 5. Resveratrol (3,4°,5-trihydroxy-trans-stilbene)

I1. E. iSKEMI-REPERFUZYON YARALANMASI

Klinik olarak ekstremite amputasyonlari, vaskiiler travma, uzun siireli turnike
uygulamasi, serbest flep ameliyatlan ve akut arteriyel emboli sonrasi reoksijenasyonla
birlikte iskemi siiresi, ortam isis1 ve doku kitlesinin 6zelligine bagli olarak, reperfiizyon
yaralanmasi1 meydana gelmektedir. Revaskiilarizasyonla birlikte iskelét kasi nekrozu,
periferik sinir hasari, doku &demi, kompartman sendromu, ekstremite amputasyonlari,
hipovolemik sok, miyoglobiniiri, hiperkalemi, aritmi, metabolik asidoz, akut bobrek
yetmezligi, pulmoner yaralanma, multiorgan yetmezligi ve 6liime yol agan birgok lokal

ve sistemik komplikasyonlara meydana gelebilmektedir (73).

Iskemik dokunun tekrar onceki fonksiyonlartni kazanip-kazanmayacagi,
normal hiicresel metabolizmanin restore olup-olmayacagi ya da I/R yaralanmasiyla
sonuglanip-sonuglanmayacag temel olarak iskemi siresiyle iligkili bir olaydir. Belkin
ve ark., turnike ile olusturduklari ekstremite I/R modelinde kas dokusunda hiicre
Olimiine yol agan temel faktoriin reperflizyon degil, iskemi siiresi oldugunu
gostremiglerdir. Iskemi siiresi ne kadar uzun ise reperflizyon yaralanmasi da o kadar
failadlr (74). Doku tipi, ortam 1sis1, perfiizyon basinci, farmakoljik tedaviler ve
fizyolojik kosullar da I/R yaralanmasim etkileyen diger faktorlerdir. Genel olarak

iskelet kas1 4 saat, sinir dokusu 8 saat,- yag dokusu 13 saat, cilt 24 saat ve kemik 4 giine
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kadar iskemiyi tolere edebilir (75). Omegin el ve ayak parmaklan disinda
replantasyonlar major replantasyonlar olarak degerlendirilir ve kas kitlesi daha fazla
oldugu i¢in I/R yaralanmas: daha fazla olacaktir. Replante veya revaskiilarize edilecek
dokunun soguk ortamda veya &zel solusyonlarda muhafaza edilmesi metabolizmay:
yavas]ataca@ndan iskemiye tolerans: arttiracaktir. Normal kosullar altinda reperfiizyon,

normal kan akimim ve normal metabolik fonksiyonlan restore eder (76).

IL E. 1. Hiicre I¢i Ca Artis1, Ksantin Oksidaz Aktivitesi ve Notrofil Aktivasyonu

Herhangi bir nedenle canh ve aktif bir doku iskemik kaldiginda hiicrelerde
oksijensizlik nedeniyle aerobik solunum, anaerobik yone dogru hizla degisir. Buna baglh
olarak hiicre ici laktat, piruvat, tirik asit, iire, ksantin, hipoksantin gibi anaerobik
metabolitler birikerek, hiicre i¢i asidoz meydana gelir. Iskemi siiresiyle iligkili olarak,
oksijen saglanamadigida hiicrenin yapim-yikim aktivitesi igin gerekli olan ATP
refosforile olamaz ve ADP, AMP, adenozin, inozin ve hipoksantin seklinde alt
basamaklara pargalanir. Na-K ATPaz, Na-Ca iyon pompasi ATP yoklugu nedeniyle
inaktive olur ve hiicrenin iyon gradienti bozulur. Bu nedenle hiicre igine gb¢ eden Ca
hem disant atilamaz hem de depolanamaz ve sitozolik serbest Ca miktart 6nemli
derecede yiikselir (77,78). Hiicrenin iyonh déngesinin bozulmas1 ve hiicre iginde
anaerobik metabolitlerin birikimi sonucu hiicre i¢i ozmotik basing arttifindan, iskemiye
ilk reaksiyon sigme sekline ortaya gikar.
Sitozolde kalsiyum artigi:
1. Proteaz, vfosfolipaz, endoniikleaz, ATPaz (ATP yikict) ve diger bazi yikici enzimlerin
aktivasyonuna sébep olur. Proteolitik enzimler, hiicre membran biitlinliigtinii bozarak,
membranlardan daha fazla kalsiyumun igeri girmesine neden olur.
2. Normal §artlarda, kas hiicresinde depolarizasyonu igin sarkoplazmik retikulumdan
sitozole Ca salinmas: gerekir. Bu sekilde kas kontraksiyonlar meydana gelir. Kasin
gevsemesi i¢in ise Kalsiyumun hiicre i¢i depolarina geri donmesi gerekir. Bu islemler
sirasinda da ATP gereklidir. ATP eksikligi nedeniyle kalsiyum iyonlari depolara geri
dénemez ve sitozolde siirekli yiiksek konsantrasyonda bulnur, bu durum stirekli kas
kontraksiyonunu uyararak, gereksiz enerji tiiketimine yol agar

Sitozolde serbest Ca’un aktive ettigi proteazlardan biri XD enzimini, ksantin
oksidaz enzimine doniigtiiren kalpeindir (79). XD enziminin, XO enzimine doniismesi
dokunun metabolik aktivitesi, ortamin 1siss1 ve iskemi siiresine gore farklhilik gosterir.

[skelet kas1 bu doniisiime oldukga direngli iken, endotel hiicresi ise oldukg¢a duyarhidir
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(80). Normal kosullarda XD enzimi, piirin bazlarinin yikim {iriinii olan ksantin ve
hipoksantinin tirik asite yikilmasin gerc;ekfestirir. Bu reaksiyon sirasinda hi¢bir zaman
serbest radikal olugmaz. Ancak hiicre igi serbest Ca’un proteolitik enzimleri aktive
etmesiyle XD’ yapis1 degisir ve XO’a doniigiir. Urik asit olugumu sirasinda XD
ksantin ve hipoksantinden kopardipn elektronlar, NADe transfer ederken, XO
kopardig1 elektronlari oksijen molekiillerine transfer eder.

Reperfiizyonun baslamasiyla birlikte iskemik siiregte hiicre iginde birikmis
olan hipoksantin, iskemik dokularda metabolik aktivite ve iskemi siiresiyle iligkili
olarak artmig XO enzimiyle ksantin ve iirik asite yikilir. Bu yikim sirasinda XO enzimi
hipoksantinden bir elektron kopararak, reperfiizyonla birlikte, bol miktarda gelen
oksijen molekiillerine transfer eder. Bir elektron alan oksijen molekiilii speroksit (02_)
olarak adlandirilan serbest oksijen radikaline doniisiir. Stiperoksitler de SOD enzimiyle
bir elektron daha alarak, hidrojen peroksitlere (H;0;) doniigiir. Ortamda bol miktarda
biriken H,0, ve O, ’ler spontan ve enzimatik gesitli reaksiyonlarla *OH radikallerine
doniiglir. ATP yikim {iriinleri nekadar fazla birikirse bu reaksiyonlar okadar fazla
olacaktir. Iskemi siiresi arttikga ATP yikim {riinleri de artacafindan, reperfiizyon
hasari da o denli fazla olacaktir (81) (Resim 6).

Normal sartlarda endotellerde ve kas hiicrelerinde  sentezlenen ve
vazodilatasyondan sorumlu NO ise sﬁperoksit ve hidrojen peroksit radikalleriyle
spontan reaksiyona girerek, peroksinitrit radikallerini olusturur. Peroksinitritler hidrojen

- iyonlariyla reaksiyona girerek, peroksinitrdz asitleri olusturur. Peroksintrdz asit ise hizla
nitrojén dioksit ve hidroksil radikallerine ayrigir. Gerek oksijen kaynakli, gerekse
nitrojen kayanakli olsun biitiin serbest radikaller sonugta hiicreler igin en toksik ve en
zararli radikal olan OHe radikallerine déniistir (82). Ayrica hem ortamda bulunan hem
de asidozla birlikte bagli bulunduklar1 proteinlerden ayrilan demir (Fe'?) iyonlari,
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla siiperoksitler ve hidrojen peroksitlerle
tepkimeye girip, hidroksil radikallerini olustururlar (83).

Reperfiizyonla birlikte .saglanan oksijen molekiilleri iskemik dénemde
olduk¢a indirgenmis bir mitokindriyel respiratuar zincirle karsilasir ve bu durum
mitokondri i¢ membraninda hizla siiperoksit radikallerinin olugmasina yol agar.
Matrikste stiperoksitlerin dismutasyonuyla hidrojen peroksitler olusarak, hiicrenin
stoplazmasina diffiize olur. Stoplazmada hidrojen peroksitler miyoglobinlerle

reaksiyona girerek tekrar hidroksil radikallerinin dogmasina yol écar (84,85).
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‘Reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri hiicre
membrani  lipid komponentlerine saldirarak, zincirleme lipid peroksidasyon
reaksiyonlarimi baglatir. Peroksidasyon reaksiyonlariyla hasar géren hiicre membrani,
biitiinliik, akigkanlik ve gegirgenligini kaybeder ve hiicre i¢ine yogun sodyum,
kalsiyum ve su akim baslar. Sonunda hiicre siserek, lizise ugrar. Ayrica hiicresel
proteinler, enzimler, karbonhidratlar ve  DNA gibi biitiin yapisal ve fonksiyonel
birimler, yogun serbest radikal saldirisina maruz kalir, yapr ve fonksiyonlar1 degisir
(86).

Mikrosirkiilasyonda serbest radikaller kollajenlere ve bazal membranlara
zarar vererek endotel hasarini baglatirlar, bu sekilde graniilosit ve platelet adezyonunu

kolaylagir, mikrosirkiilasyonda pihtilagma selalesi tetiklenir (87).
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Resim.6. I/R yaralanmasi, serbest radikal olusumu ve doku hasar1 meydana gelmesi.

I/R yaralanmas strasinda inflamatuar hiicreler ve endotelden, transkripsiyon
ve RNA’dan sentezi gerekmeyen lipit orijinli, erken faz -PAF (platelet aktive edici
faktér), LTB4 (I6kotrien By ) ve TXA; (trombaksan A; ) gibi mediyatorler salinir.
LTB; ve TXA, arasidonik asit metabolitleridir. Bu mediyatorlerin iiretilmesi
notrofillerdeki enzimler (lipoksijenaz ve siklooksijenaz) ve endotelde hiicre ici Ca artist
sonucu aktive olan fosfolipaz A, ile baglar. Deneysel olarék bu enzimlerin bloke
edilmesiyle I/R yaralanmasimin azaldig1 gosterilmistir (87). Notrofiller kemotaktik

uyaranlarla inflamasyon bolgesine gekilir. Bu kemotaktik sinyanler I/R sirasinda serbest
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radikallerin aktive ettii veya zafar verdigi trombositler, endotel hiicreleri, diger
l6kositler, makrofajlar ve mast hiicrelerinden tarafindan salinir. PAF, TX ve LT gibi
inflamasyona cevap olarak ortama salinanan mediyatorler daha fazla platelet ve 16kosit
aktivasyonuna, daha fazla serbest radikal dogmasina yol agmaktadir (87).

PAF endotel hiicreleri ve birgok inflamatuar hiicrelerce iiretilir. PAF platelet
aktivasyonu ve birikimine ilave olarak, giiglii bir vazokonstriiktﬁr, bir kemotaktik ajan
ve notrofil aktivatdriidiir. PAF ayni zamanda protein orijinli, sentezi NF-kB tarafindan
diizenlenen TNF-o, (tiimor nekroze edici faktor) ve IL-1p (interlokin) tiretimini de
indiikler ve bu ajanlar inﬂamasyonu alevlendirirler. Trombositler vaskiiler anastomoz
hattina tutunmasa dahi, konnektif doku elemanlariyla kargilagmasi - sonucu PAF
salgilayabilir, bu  durum Vazokonstrﬁksiyoné, mikrosirkiilasyonda  nétrofil
aktivasyonuna yol agar (87). .

Memeli hiicresinde p50 ve p65 protein alt initelerden olugan, heterodimer
yapida bir transkripsiyon fakt6r olan Niikleer faktor kapé—B (NF-B) tesbit edilmisgtir.
Normal kosullarda NF-xB sitoplazmada IkBa (inhibitér kappa B) vtarafm‘dan inaktif
sekilde tutulur. I/R yaralanmas, inﬂamatuar sitokinler (TNF, interlﬁkin), prostonoidler,
serbest radikaller, sitoplazmadé IxB’nin fosforilasyona ugramasina ve yikilmasina yol
acarlar. Bu durumda aktif hale gegen NF-xB hemen ¢ekirdege go¢ ederek, TNFa ve IL-
1B gibi ge¢ faz inflamatuar, kemotaktik ve vazoaktif sitokinler, proteazlar, 15kositik ve
endoteliyal yiizey adezyon molgkﬁllérinin, iNOS ve COX-2 enzimlerinin
transkripsiyonu baglatir (88)(Resim 7). COX enzimi, prostoglandinler, TXA; ve
prostosiklinlerin séntezin&e gorev alan bir enzimdir. COX-2 enzimi, COX enziminin
endotel hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlarda bulunan ve IL-1 B gibi proinflamatuar
ajanlar tarafindan uyarilabilen formudur (115,116).

/R yaralanmasi sonucu olugan oksidatif stresle aktive olan NF-xB
endotelde P-selektin, E- selektin, ICAM-I, ICAM-II (interselliiler adezyon molekiilleri)
gibi adezyon molekiillerinin ve aktive olan 16kosit yiizeyinde CD;;/CDyg adezsron
molekiillerinin olugmasim baglatir. Bu yiizey adezyon molekiilleri yardimiyla 16kosit
endotel etkilesimi baslar, yuvarlanma, marjinasyon, diapedez ve parankime lkosit
" infiltrasyonu geklinde devam eden siire¢ baglar. Daha sonra aktive olan 16kositler MPO
ve NADPH oksidaz enzimleri ile réperﬁizyon sirasinda bol miktarda gelen' oksijenleri
kullanarak, ikinci serbest radikal saldirisini baglatir. Ayrica 16kositlerden salinan
proteolitik enzimler ve fosfolipazlarla ¢ok hizhi geri doniisii olmayan doku hasar
meydana getirir (89,90) (Resim. 8 '
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Lokositler igerdikleri proteolitik enzimlerle bazal membranlan ve endoteliyal
bariyeri olustﬁran birlestirici proteinleri pargalar. Boylece endoteliyal bariyer
fonksiyonu bozularak, parankime I6kosit infiltrasyonu, sivi ve makromolekiil
ekstravazasyonu meydana gelmektedir.

Uzun siiren iskemi veya I/R yaralanmasi durumunda endotel hiicrelerinin
yap1 ve fonksiyonlarint bozulur. Endotel hiicresi yasst yapisim kaybedip, siser ve
yuvarlaklasir, kapiler liimen darahlir, kapiller devamlilikta bozulma meydana gelir ve
damar duvan gegirgenligi artar. Morfolojik degisiklige ilave olarak, endotel hiicresi
ﬁzydlojik fonksiyonlarini da kaybeder. Normal endotel hiicresi NO gibi vazodilatator
sentezleme ve vazokonstriiktdr yikabilme kapasitesine sahiptir. NO endotel hiicrelerinde
normal olarak sentezlenen bir vazodilatatérdiir. Anoksik durumda endotel hiicresi NO

sentezleme ve vazokonstriiktdr yikabilme yetenegini kaybeder (91).

T
KitvasaL
@KSEI:)\\ _— _W.»-/)

e s

C\J!.mumn.cpln >

\J NF-xB3

AKTIVASYORU I/ °

KAPPA-B ILISKILI GENLER

‘ . t 1 [] ] . [ ¢ ' . . 1

T ﬂ'

- TER)
| TRANSKRIPSlYON

. | "| apEZVOM

- | (- = APOPTOZ MOLEKULLERI
SITOKINLER | AKUTFAZ VE HUCRE SIKLUSU HUCRE YOZEY
KEMOKINLER STRES PROTEINLER MARKIRLAR]

| PROTEINLERI EMZIMLER -
'l ] .
2"«% {lwllg'l:ﬁ INFLAMASYON NF-«B HOCRE MIGRASYVONY VE TARIE
REGULASYONY

Resim-7. NF-kB aktivasyonu (88)
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Resim.8. Iskemi-reperfiizyon yaralanmasi endotel, I8kosit iligkisi (89)

IL. E. 2. Mast Hiicreleri

Inflamasyon; artmis mikrovaskiiler gegirgenlik (permaabilite) sonucu protein ve
sivi1 ekstravazasyonu ve parankimde 16kosit infiltrasyonu ile karakterize bir durumdur.
Bir¢ok inflamatuar siiregte zengin inflamatuar mediyatorler igeren mast hiicrelerinin
6nemli roller aldigi biliniyor. Mast hiicreleri kemik iliginde stem hiicrelerden
kaynaklanan graniillii hiicrelerdir. Kanda bulunan bazofillerin aksine mikrovaskiiler
¢evreye yakin bag dokusunda yerlesim gosterirler, bazofil kaynakl degildir. I/R
olayinda aktive olan mast hiicrelerinin akciger,'kalp kasi ve ince bagirsakta doku hasari
olusturdugu iyi bilinmesine ragmen iskelet:kasmdé rolﬁ tam olarak bilinmiyor. Kas ve
sinir dokusunda bulunan mast hiicréleri I/R yaralanmasi siirecince aktive olunca PAF,
TNF-a gibi sitokinler, kimokinler, triptaz ve kimaz gibi proteinazlar, proteazlar,
prostenoidler, aminler, lékotrienlé; ve NO gibi kimyasal mediatorler salgilar.
- Lokositlerin adezyon, migrasyon kolaylagtirirlar ve salglladiklarl histamin ve bradikinin
gibi vazoaktif aminlerle dokularda 6deme yol agarlar. Iskelet kas1 I/R yaralanmasinda
mast hiicrelerinin majoér rol oynadifi ve mast hiicre inhibitdrleri kullanilarak
reperflizyon - yaralanmasmnin = azaltilabilecegi ~ deneysel géhsmalarda gosterilmigtir
(92,93,94).

IL. E .3. Kompleman éktivasyonu ©
Kompleman 20 kadar farkli proteinden olusan bir sistemi ifade etmek igin
kullanilan ortak terimdir. Esas olarak, C1-9 ve B, D olmak tizere 11 proteinden olusan

ve normal olarak plazma proteinleri ile kapillerden dokulara sizan plazma proteinleridir.
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Enzim 6n maddeleri normalde inaktiftir. C5a’min nétrofil ve makrofajlarda kemotaksis
etkisi mevcuttur. C3a, C4a ve C5a fragmanlari mast hiicreleri ve bazofilleri aktive eder
ve bu gekilde lokal sivilara histamin, bradikinin vb.maddelerin serbestlenmesine yol
acarlar. Aktive olan kompleman gelalesindé C5b litik kompleks olarak bilinir. Hiicre
memebranim diretkt olarak tahrip edici etkisi vardir (95). C1 esteraz gibi kompleman
inhibitérlerinin kullanilmasi veya kompleman komponenetlerine spesifik (6r. C5, C5a)
mononklonal antikorlarin kullamlmasiyla, I/R yaralanmasi modellerinde doku hasarinda
belirgin azalma goriilmiistiir. Son ¢aligmalarda I/R yaralanmasinda 6zellikle terminal
kompleman komponentlerinin 5nemli oldugﬁ tesbit edilmisgtir.

I/R yaralanmasinda alternatif kompleman yolunuri aktive oldugu birgok
calismada gtisterilnﬁstir. Alternatif yol antijen-antikor kompleksine ihtiyag duymadan,
erken dénemde nonspesifik savunmanin meydana gelmesinde rol alan mekanizmadir.
Deneysel hayvan calismalarinda kompleman aktivasyonu C3 ve C5 asamasinda bloke
edilince inflamasyon ve I/R yaralanmasinda dikkate deger azalmalar tesbit edilmistir.
Komplerﬁan yolunun herhangi bir yolakla aktivasyonu sonucu C5 konvertaz enzimiyle
C5, C5a ve C5b’ye pargalanmaktadir. Miyokart infarktiisti, intestinal iskemi,
bobreklerde alt ekstremitelerde, I/R yaralanmas: siirecinde komplemanlarin onemli
roller aldigy gosterilmigtir. Ancak I/R yaralanmasi siirecinde olusan oksidatif stresin

hangi mekanizmayla kompleman aktivasyonuna yol agtii tam olarak bilinmiyor (96).

II. E. 4. Nitrik Oksit (NO)

Normal vaskiiler fizyolojide NO vazodilatator olarak kan basincim ayarlar,
nontrombotik endoteliyal yiizey saglayarak, PAF ve TXA2 gibi proinflamatuar
.sitokinlerin firetimini baskilar, bdylece trombosit agregasyonunu engeller. I/R
yaralanmas: sirasinda siiperoksit radikalleri lehine bozulan dengeler hem pozitif geri
beslemeyle NO tretimini azaltir hem de NO’in koruyucu etkilerini baskilar (97). NO
azaldiginda selektin gibi endoteliyal yiiZéy adezyon molekiilleri ve nétrofillerin
endotele tutunmasini saglayan CD11/CD18 gibi yiizey adezyon molekiilleri artar.
Ayrica NO’in nétrofillerin kemotaksis, adezyon ve aktivasyonunun internal inhibitorii
oldugu gosterilmigtir (98, 99).

NO sentezi L-arjiniden nitrik oksit sentaz enzimiyle (NOS) L-sitrulin
olusmas: sirasinda sentezlenir. Bu yol oksijen(O,) ve kofaktér olarak NADPH ve

tetrahidrobiopterin (BHy4) gerektiren bir reaksiyondur. Mikromolar diizeyde NO sentezi
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igin 6nemli miktarda oksijen gerekmektedir. NOS enzimi bir molekiil NO iiretmek icin
iki molekiil oksijen harcar (98).
L-arginin — Citrulline+sN=0/ +N=0— NO,+NO;

Yapisal ve indiiklenebilir olarak .iki tiir NOS biliniyor.Yapisal NOS
noronlarda, endotel hiicrelerinde, sentezi genetik olarak kodlanmig sekilde her hiicrede
bulunur. Yapisal NOS Ca'* bagimlidir ve bu yiizden intraselliler Ca seviyesini
degistiren ajanlarca sentezi aktive veya inhibe olur. Endotel hiicrelerinde asetil kolin,
bradikinin, taikinin, seratonin, platelet aktive edici faktér (PAF) ve histamin
intraselliiler Ca diizeyini arttirarak, NO {izerinden vazodilatasyon yaparlar (100).

Indiiklenebilir NOS Ca’dan bagimsizdir ve inflamatuar hﬁcrelerde, endotel
hiicresinde, diiz kaslarda ve diger hiicrelerde bulunur. Lipopolisakkarit ve inerferon-
gama(IFN-y), timdr nekroze edici faktor(TNF-o) ve interlokin-la(IL-1-a) gibi
sitokinler NF-kB’i aktive ederek iNOS aktivitesi uyarilir (98).

Kang Liu ve ark. reperfiize kremaster kasinda NO donérii (nitrozo N-asetil
sistein) SNAC verilmesiyle kontraktil fonksiyonlarin korundugunu gostermiglerdir.
- Mekanizmast tam olarak bilinmemekle birlikte SNAC verilmesiyle olusan NO
sayesinde mikrovaskiiler yatakta dolagim diizelmekte, niitriient molekiillerin ulagsmasi
ve sitotoksik metabolitlerin uzaklagtirilmasi saglanmaktadir (101).

Endojen sentezlenen NO’in mast hiicre aktivitesini de diizenledigi ve bu yolla
mikrovaskiiler akimu etkiledigi disiiniilmektedir. Bir ¢aligmada endojen NO sentezini
inhibe eden L-arginin analogu L-NAME ( N-nitro-L-arginin metil ester) verilen
gruplarda mast hiicre degraniilasyonu meydana geldigi, mikrovaskiiler permaabilite ve

l6kosit infiltrasyonunun arttig gﬁstérilmistir (102).

II. E. 5. No-Reflow fenomeni

No-reflow fenomeni I/R yaralanmas: sirasinda, majtir damarlarda akim
olmasina ragmen besleyici kapiller yatakta akimin olmamasi seklinde tanimlanur (103).
No-reflow fenomeninde, kapilller liimende endoteller sigmis, endotel hiicreleri kismen
detage olmus, vazokonstriikksiyon ve intestisiel 6derﬁ nedeniyle liimenler daralmus,
damar liimeninde lokosit, trombosit ve eritrosit tikaglar1 belirmigtir. Klinik olarak
ilerleyici organ disfonksiyonu, doku nekrozu ya da terminal organ destriiksiyonu

seklinde ortaya ¢ikar. No-reflow mekanizmasim agiklayan birkag teori ortaya atilmistir.
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Intravaskiiler hemokonsantrasyon teorisi: Bu teoriye gore kapiller permaabilite artisy
sonucu, intravaskiiler alandan sivi kagigi olmakta ve rélatif olarak kapiller iginde
hemotokrit yiikselmektedir. Kan yoguhlugu artinca kapiler diizeyde akim
ger(;eklesmémektedir. Preoperatif kaﬁ hematokrit diizeyinin diistiriilmesi ile I/R

yaralanmasinda azalma goriilmesi bu teoriyi destekteyen en 6nemli bulgudur.

Endotel hiicrelerinde gisme: Bu teoriye gore hipoksik ortamda ATP yetersizligi
sonucu iyonik pompalann g¢aligmamasi ve anaerobik metabolitlerin hiicre iginde
birikmesiyle hiicre iginde ozmotik basing artmakta, endotel hiicrelerinde sisme meydana
gelmektedir. Sisen endotel hiicreleri ise kapiller limenin daralmasmna ve akima kargi

hidrostatik direncin yiikselmesine neden olmaktadir.

Kapiller Liimenin l6kosit, eritrosit ve trombosit tikaglariyla kapanmasi:
Mikrosirkiilasyonda I/R yaralanmasinin en yogun yasandigi bolge postkapiller
veniillerdir. Eritrositlerin pargalanmasi, trombosit ve 16kosit aktivasyonlari, pihtilasma

selalesinin ateslenmesi ile kapiller diizeyde tikaglar olusmaktadir.

Interstisiel 6dem teorisi: Endotel hiicre hasarn, vazoaktif inflamatuar mediatorler ve
sitokinler vs.mekanizrﬂalarla damar disina siv1 kagisi olmaktadir. Damar digina ¢ikan
sivi miktan arttikca intersitisiel alanda basing artmakta, bu durun kapiller yataga
disardan bast yapmaktadlr. Bu sekilde kapiller akim durmaktadir.

Stphesiz ki, no-reflow fenomeni gelismesinde biitiin bu teorilerin ayri-ayr
rolleri vardir, belki de bu teorilerin birlesimi sonucu no-reflow fenomeni meydana
gelmektedir. No-reflow fenomeni i/R yaralanmasinin geri doniisii olmayan son

basamagim gosterir (87).

II. E. 6. Kompartman Sendromu

I/R yaralanmas siirecinde serbest oksijen ve nitrojen radikalleri, aktive olan
l6kositlerin salgiladiklari proteolitik enzimler ve vazoaktif inflamatuar sitokinler
nedeniyle endotel hiicreleri zarar gorerek, endoteliyel bariyer fonksiyonu bozulur.
Bunun sonucu eritroéitler, nﬁtrdﬁller, proteinler ve makromolekiiller ekstravaze
plmaktadlr. Damar digina ¢gikan proteinler kisir déngiiye neden olarak daha fazla sivinin
disart gekilmesine yol agar. Ozellikle baldir ve nkol gibi adale kitlesinin fazla oldugu

bélgelerde kompartman sendromuna zemin hazirlar. Fasial kilif ile siurh volumdeki
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adale kitlesi, periferik sinir ve vaskiiler yapilarda ekstraselliiler stvi basincimin artmast,
dokularin sikismasina ve ekstremiteyi tehdit eden kompartman sendromuna yol agar. Bu
durum ekstremiteyi iskemik kontraktiir gelisiminden nekroza kadar gotiiren, erken
miidahale edilmesi gereken ve klinik olarak yakin takip gerektiren bir tablodur. Pasif
eklem haraeketleriyle g:okj siddetli agr1 olmasi, distalde nabizlarin palpe edilebilmesine
ragmen parestezi/paralizi gelismesi ve hastanin daha dnceki agrilarindan ¢ok farkls bir
agr) tammlamasi, agri kesicilere cevap alinamamasi baglica klinik bulgulardir.
Kompartman sendromu siiphesinde klinik bulgular1 maskeleyecegi igin agr1 kesiciler
kontendikedir. Klinik olarak siiphelenildigi durumlarda proﬁlaktik fasiotomi yapilmasi
gerekir. Erken ve dogru girisimle kurtarilabilecek canli adale dokusunun nekroza

gitmesi 6nlenebilir (104).

II.E. 7. iskemi-lieperfiizyon Yaralanmasinin Sistemik Etkileri

Akut baglayan iskemi sonrasi revaskiilarizasyon yliksek mortalite (%10-20)
ve morbidite (%20-30) ile sonuglanir. Revaskiilarizasyon sendromu olarak adlandirilan
bu tabloda lokal komplikasyonlar (6dém, no-reflow fenomeni, kompartman sendromu,
nekroz, reamputasyon, rabdomiyoliz, enfeksiyon vs) yanminda, uzak organ yaralanmasi
(akciger, karaciger, kalp, bobrekler, karaciger ve gastrointestinal sistem) ve sistemik
komplikasyonlar (ARDS, DIC, SIRS, MODS) ortaya ¢ikmaktadir. Biitiin bu
komplikasyonlar iskemi siiresi, ortam isist ve iskemik doku kitlesinin metabolik
aktivitesiyle dogru orantihdir. Reperfiizyon sirasinda XO enzimi, serbest oksijen
radikalleri, kemotaktik Ozelligi olan proinflamatuar mediyatorler ve iskemik dokuda
aktive olan l6kositler sistemik dolagima geger (1).

Endotel hiicrelerinin XO agisindan zengin olusu, bu enzimin siiperoksit (O37)
ve hidrojen peroksid (H,0z) olusumlamimi inditklemesi I/R yaralanmasinin neden oldugu
uzak organ yaralanmasina katkida bulunur. Aort okliizyonu sonrasi, hepatik ve
intestinal I/R yaralanmasi olaylarinda plazma XO diizeyinin dramatik sekilde yiikseldigi
goriilmiistiir. Deneysel ¢aligmalarda ksantin oksidaz enzimi ve iiriinlerinin
inhibisyonuyla, akciger ve karaciger gibi uzak organlarda I/R hasari azalmistir (105).

Vega ve ark., ratlarda ekstremiteye turnike uygulayarak, gergeklestirdikleri
deneysel ¢aligmalarda XO enziminin sistemik dolagima gegmesiyle, karacigerde kupfer
hiicreleri, polimorfoniikleer 15kositlerin aktive oldugunu, endotel hasar1 ve uzak organ
yaralanmasi olustugunu gostermislerdir. Vega ve ark., 5 saat iskemi siirecinde

gastroknemius kasinda XD enziminin % 30’ unun XO doniistiigiinii, reperflizyon
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sirasinda ise ilk 10 dk. Iginde XO’ in femoral ven yoluyla sistemik dolasima gectigini
gostermislerdir. ilave olarak, endojen XD enziminden bagimsiz olarak, reperfiizyonun
30 dk. icinde karaciger dokusunda XO diizeyinin anlamli sekilde arttigim
gostermislerdir. 60 dk. i¢inde hepatik XD’m X0O’a doniismeye bagladigimi, hepatik
vende alanin transferaz (ALT)’m yiikseldigini, oksidatif stres sonucu Kkaraciger
parankim hiicrelerinin basar gordiigiinii ve karaciger dokusunda nétrofil aktivasyonunu
gosteren MPO aktivite artigin1 da gostermislerdir. (106).

Notrofillerin O, ve Hy0, iirettikleri, HyO,+CI'— HOCI reaksiyonunu
hipoklorik asit olusumunu saglayan, MPO enzimi salgiladiklar1 ve bu enzimin uzak
organlarda hasar olugturdugu biliniyor. Ayrica aktive olan nétrofiller endoteliyal bariyer
fonksiyonun siirdiiriilmesini saglayan junctional protein gibi endoteliyal bazal
membranin biitiin komponenetlerihi parcalayabilen proteazlar da salgilar. Iskemik
dokuda aktive olan lokositler reperfiizyonla birlikte tekrar sistemik dolagima gegebilir.
Bu aktive olan Iokositler uzak organ yaralanmasint baglatan TNFa ve IL-1B gibi
mediyatdrlerin saliniminda da rol alir. Deneysel ¢aligmalarda 18kosit adezyonunu inhibe
edilmesiyle uzak organ yaralanmasinda azalma tesbit edilmigtir (107).

Alt ekstremite I/R yaralanmasim sonrasi akcigerlerde vaskiiler permaabilite
artigs, alveollere protein kagis;i ve notrofil infiltrasyonu karakterize ARDS (akut
respiratuar distres sensdromu) meydana geldigi tesbit edilmistir (108). Postiskemik
dokudan, sistemik dolasimdaki nétrofilleri aidive eden TNFa , TXB,, PAF ve C5a gibi
inflamatuar mediyatorler salimr. TNFo uzak organlarda notrofil aktivitelerini
indiikleyerek, notrofil kaynakli doku hasarim arttirir. C5a gibi kompleman aktivasyon
triinleri Iokositler igin kemotaktik, aktive edici dzellik tasir ve Iokositlerin serbest
radikal tiretimini, yiizey adezyon molekiillerinin ekspresyonunu stimiile eder. PAF
ndtrofil aktivasyonunu ve adezyonunu giiglendirerek, l6kosit kaynakli doku hasarini
arttinir. Deneysel galigmalarda sistemik olarak, PAF verilmesi ile MODS (multforgan
yetmezligi sendromu)’nda goriilen hipotansiyon, vaskiiler permaabilite artis), platelet
agregasyonu ve kardiyak depresyon bulgularina benzer sonuglar ortaya ¢ikmistir (109).

Barry ve ark., aortun klemplenmesi ve klempin kaldirilmasiyla ortaya ¢ikan
I/R yaralanmast modelinde sistemik d01a§1mda TNFa ve TXB, diizeyinin arttigini ve iki
mediyatdriin plazma konsantrasyonuyla, ‘pulmoner vaskiiler disfonksiyon arasinda
dogru oranti oldugunu tesbit etmislerdir. I/R sirasinda sistemik dolasima gegen

inflamatuar mediyatorler, uzak organlarda endotel ve l6kosit yiizeyinde adezyon
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molekiillerinin ekspresyonunu attirmakta, bu sekilde lokosit adezyonu, migrasyonu ve
infiltrasyonuna ve endoteliyal bariyer fonksiyonlarin bozulmasina yol agmaktadir (110).

Hasarh ya da nekrotik dokulardan histamin, kompleman, trombaksan ve
bradikinin gibi inflamatuar mediaytSrlerin - sistemik dolasima gegmesiyle faktdr XII
aktive olarak, pihtilasma selalesi baglatilir ve dissemine intravaskiiler koaghilopatiyle
sonuglanabilir. Uzak organ yaralanmasi bakiminda ¢izgili kaslarda nekroz sonucu
miyoglobin dolagima geger ve miyoglobuniiri sonucu bébreklerde yakin takip gerektiren

akut tiibiiler nekroz (ATN) gelisebilir (1).
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III. GEREC VE YONTEM

Iskemi-Reperfiizyon Modeli
inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlan Etik Kurulu’nun onay
alinarak, 200-250 gr agirliginda matiir, digi 48 wistar albino rat, rasgele altisar rattan
olusan 8 gruba baliindi. Biitiin hayvanlér 20° C oda 1sinda, standart rat yemi ve gesme
suyuyla beslendi. Ratlar intraperitoneal 75 mg/kg Ketamin HCL ‘(Ketalar®) ve
8 mg/ kg Xylozin HC] (Pompun®) verilerek anestetize edildi. Anestezi altinda ratlarin
sag arka ekstremitelerine trokanter major tizerinden 3 tur dolanmak siiretiyle
standardize edilerek, 4 saat lastik turnike uygulandi. iskemi siiresinin son 45 dakikasi
icinde ratlara intraperitoneal (IP) olarak CAPE, MLT ve RES verilerek, turnike
sonlandinimak suretiyle 4 saat ve 8 saat reperfiizyon uygulandi. fslemler sonrasi sag
arka ekstremiteler dezartikiile edilerek, tibialis anterior kasinda biyokimyasal degisikler,
gastroknemius kas1 ve siyatik sinirde histopatolojik degisiklikler degerleﬂdirildi.~
Deney gruplar: (Tablo.1)
Grup-1 (Kontrol-1)
Altr rat anestetize edildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uyguland: ve
iskeminin son 45 dakikas1 iginde %5’lik 0,5 cc etil alkol IP verildi. Turnike
sonlandirilmak siiretiyle, 4 saat reperfiizyona izin verildi.
Grup-2 (Kontrol-2)
Altr adet rat anestetize edildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uygulandi
ve iskeminin. son 45 dakikasi icinde % 5°lik 0,5 cc etil élkol IP verilerek, 8 saat

reperfiizyona izin verildi.
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Grup-3 (CAPE-1)
Alt1 adet rat anestetize édildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uygulandi
ve iskeminin son 45 dakikast iginde 'etil alkolde ¢oziildiikten sonra 0.5 cc iginde 20
uM/kg CAPE (Sigma Aldrich Co.) IP olarak verildi ve 4 saat reperfiizyona izin verildi.
Grup-4 (CAPE-2)
. Alt1 adet rat anestetize edildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uygulandi
ve iskeminin son 45 dakikasi i¢inde etil alkolde ¢oziilditkten sonra 0.5 cc iginde 20
pM/kg CAPE, IP olarak verildi ve 8 saat reperfiizyona izin verildi.
Grup-5 (MLT-1) '
Altt adet rat anestetize edildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uygulandi
ve iskeminin son 45 dakikas: icinde etil alkolde Qﬁzﬁldﬁktenls'onra 0.5 cc iginde 20
mg/kg MLT (Sigma Aldrich Co.) IP olarak verildi ve 4 saat reperfiizyona izin verildi.
Grup-6 (MLT-2) '
Altt adet rat anestetize edildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uyguland:
ve iskeminin son 45 dakikas: icinde etil alkolde ¢oziildiikten sonra0.5 cc iginde 20
mg/kg MLT, IP olarak verildi ve 8 saat reperfiizyona izin verildi
Grup-7 (RES-1) '
Alti adet rat anestetize edildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uygulandi
ve iskeminin son 45 dakikasi i¢inde etil alkolde ¢oziildiikten sonra 0,5 cc iginde 10
mg/kg RES (Sigma Aldrich Co.) IP olarak verildi ve 4 saat reperfiizyona izin verildi.
Grup-8 (RES-2)
Alt1 adet rat anestetize edildikten sonra sag arka ekstremiteye 4 saat turnike uygulandi
ve iskeminin son 45 dakikasi i¢inde etil alkolde ¢oziilditkten sonra 0,5 cc iginde 10
mg/kg RES, IP olarak verildi ve 8 saat reperfiizyona izin verildi.

| Tablo.1. Deney Gruplari

Grup-1 4 saat iskemi + 4 saat reperflizyon + Etil alkol % 5, 0,5 cc IP

Grup—2 ' 4 saat iskemi + 8 saat reperflizyon + Etil alkol %5, 0,5 cc IP
Grup-3 |4 saat iskemi + 4 saat reperfiizyon + CAPE 20 uM/kg 1P
Grup-4 4 saat iskemi + 8 saat reperfiizyon + CAPE | 20 uM/kg 1P
Grup-5 4 saat iskemi + 4 saat reperfiizyon + MELATONIN 20 mg/kg [P
Grup-6 4 saat iskemi + 8 saat reperfizyon + MELATONIN 20 mg/kg [P
Grup-7 4 saat iskemi + 4 saat reperfizyon + RESVERATROL 10 mg/kg IP
Grup-8 4 saat iskemi + 8 saat reperfiizyon + RESVERATROL 10 mg/kg IP
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islemler bittikten sonra biitiin ratlar 200 mg/kg thiopental, IP yiiksek doz
anesteziyle sakrifiye edildi. Sonra turnike uygulanan sag arka baldir kaslarindan tibialis
anterior kasi, doku XO (Ksantin oksidaz), NQ (Nitrik oksit), MDA (Malondialdehit) ve
GSH (Glutatyon) diizeyi arastirilmak iizere, gastroknemius kasi ve siyatik sinir ise

histopatolojik inceleme igin gikarildi.

Tibialis Anterior Kasinda MDA, GSH, XO ve NO 'Diizeylerinin Arastirllmasi
Yaklagik 100 mg rat tibialis anterior kas ornegi, % 1.15°lik KCI ¢ozeltisi

icinde % 10’luk homojenat olugsturacak sekilde, 1500 devir/dk. hizda 1 daki‘ka siireyle
buz ¢bzeltisinde homojenize edildi. Ortamda bulunan MDA’nin tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona girerek, renkli bir kromojen olusturmasi saglandi. Olusan kromojenin
535 nm’de absorbansi okunarak, MDA konsantrasyonu nmol/gr doku cinsinden tesbit
edildi. Tibialis anterior kasindan olustirulan homojenatin 5,5-ditiyobis 2-nitrobenzoik
asit ile reaksiyona girmesiyle, sar1 yesilimsi renk elde edildi. Olusan bu rengin 151k
siddeti 410 nm’de spektrofotometrede okunarak, GSH miktar1 nmol/gr doku cinsinden
. tesbit-edildi. Ortamda bulunan XO miktari, iirik asit diizeyi Olgiilerek tesbit edildi. XO
enzim miktar1 U/gr protein cinsinden 8lgiildii. NO -iretildigi bolgede 6nce nirite daha
sonra nitrata doniisiir. Bu nedenle dokudaki total nitrit analizi dogrudan NO gostergesi
olacaktir. Homojenattaki NO diizeyinin belirlenmesi i¢in, kadmiyum graniillerinin
ortamdaki  nitrati, nitrite indirgemesi saglandi. Olusan nitrit Greiss reaktifi ile
kirmizimst bir renk meydana getirdi. Bu rengin de 548 nm’de, spektrofotometrik analizi
ile dokulardaki NO tayini nmol/gr doku olarak tesbit edildi.
Gastroknemius Kasi ve Siyatik Sinir Histopatolojik Analiz

Ratlar sakrifiye edildikten sonra turnike uygulanan sag arka ekstremiteleri
kalgadan dezartikiile edildi. Gastroknemius ve siyatik sinirler ¢ikarilarak % 10’luk
formaldehit iginde 24 saat bekletildi. Gastroknemius ve siyatik sinir standart teknik
- kullanilarak, gastroknemius kasindan 4 pm ve siyatik sinirden 2 pm parafin kesitler
alindi. Kas ve sinir dokular H&E (hemotoksilen&eozin) ve mason-trikrom ile boyandi.
Biitiin kesitlerde [/R yaralanmasina ait bulgular planimetrik yontemle, 151k
mikroskopunda degerlendirildi. | |

Kas dokusunda nétrofil infiltrasyonu O=yok (< %S5), 1=hafif (< %10), 2=orta
(< %15-20) ve 3=siddetli (< % 20-25) seklinde skorlanarak, degerlendirildi
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Kas hiicrelerinde diger histopatolojik degisiklikle Akar ve ark., nin kriterleri
| modifiye edilerek degérlendirildi. Kas hiicrelerinde intermiyofibriler ve intrafibriler
6dém boyﬁt degisiklikleri, striasyon kayiplari, eritrosit ekstravazasyonu ve segmental
nekroz degerlendirildi (111). Her deger (0)=yok, (1)=hafif, (2)—-orta, (3)=siddetli olarak
belirlendi.

Siyatik sinir dokusu Nukada ve ark., larimin histopatolojik degerlendirmeleri
modifiye edilerek karsilagtirildi (112). Buna gore endondral-perindral 6dem, nétrofil
infiltrasyonlar1 ve eritrosit ekstravasyonlari degerlendirildi. Her deger (O)=y0k,
(1)=hafif, (2)=orta, (3)=siddetli olarak belirlendi. '
istatistiksel Analiz

'Istatistiksel} degerlendirme ié:in SPSS 10.01 (Statistical Package for Social
Science) versiyonu kullamldi. Biitin gruplarda biyokimyasal ve histopatolojik
parametfelcr grup ici dagilimi normal oldugundan, student’s t testi karsilastirildi..
Sonuglar ortalama deger + standart sapma. olarak ifade edildi. Kargilagtirma sonucu elde

edilen p degerinin < 0,05 olmasi lstatlstlksel olarak anlamli kabul edildi.
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1V. BULGULAR

Turnike uygulandiktan hemen sonra ratlarin sag arka ekstremitelerinde
yaklagik 5 dakika siiren tetani tarzi kasilmalar oldu. ilerleyen dakikalarda siyanoz,
sogukluk, 6dem meydana geldi ve kapiller dolagimin olmadigi izlendi. Dort saat iskemi
sonrasi turnike sonlandiginda sag arka ekstremitede kapiller dolasim geri dondii,

hiperemi, siddetli dem (baldir kaslarinda kompartman sendromu) ve paralizi gelisti.

Biyokimyasal Degerlerin Karsilagtirilmasi

Grup I ve Grup Il

Grup II (4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon)’de grup 1 (4 saat iskemi /4 saat
reperfiizyon)’e gére MDA ve XO diizeyi istatistiksel olarak anlaml sekilde azalmis ve
GSH diizeyi anlaml sekilde ylikselmisti. NO diizeyleri bakimindan her iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Grup I ve grup III :

Grup III (4 saat iskemi / 4 saat reperﬁizyon + CAPE)’de grup I (4 saat iskemi /4 saat
reperflizyon)’e gére MDA ve XO diizeyleﬁ anlaml sekilde azalirken GSH diizeyleri
anlamlt sekilde yiikselmisti. NO diizeyleri agisindan her iki grup arasinda anlamli fark
bulunamadi. |

Grup Ive grup V

Grup V (4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + MLT)’de grup I (4 saat iskemi /4 saat
reperfiizyon)’e gore MDA, XO diizeyleri anlamh éekilde azalirken, GSH dﬁzey]eri
anlamli sekilde yﬁksek bulundu. NO diizeyleri bakimindan her iki grup arasinda
istatiksei olarak anlamli fark bulunamad.

Grup I ve grup VII

Grup VII (4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + RES)’de grup 1 (4 saat iskemi /4 saat
reperfiizyon)’e gore MDA ve XO diizeyleri anlamh sekilde azalmig ve GSH diizeyi
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“anlamli sekilde artrmsti. NO diizeyleri bakimindan heriki grup arasinda anlamh fark
yoktu.

Grup Il ve grup IV

Grup IV (4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon + CAPE)’de grup I (4 saat iskemi / 8 saat
reperfiizyon)’e gore MDA ve XO diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde azalirken,
GSH diizeyleri istétistiksel olarak anlamli sekilde yiikselmisti. Heriki grupta da NO
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Grup Il ve grup VI'

GrupVI (4 saat sikemi / 8 saat reperfiizyon + MLT)’de grup II (4 saat iskemi / 8 saat
reperflizyon)’e gore MDA ve XO diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde azalirken,
GSH diizeyleri anlamli sekilde daha yiiksekti. Heriki grup NO diizeyleri arasinda
istatistiksel anlam yoktu.

Grup II ve grup VIII .

Grup VIII (4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon + RES)’de grup I (4 saat iskemi / 8 saat
reperflizyon)’e gére MDA ve XO diizeyleri anlamli sekilde azalirken, GSH diizeleri
anlamli gekilde daha fazla yiiksekti. NO diizeyleri bakiminda heriki grup arasinda

istatistiksel olarak anlam yoktu. .

Tablo.2. Biyokimyasal analizlerin grup ortalamalar ve standart sapmalar

Gruplar | MDA (nmol/gr) | GSH (nmol/gr) |XO (U/gr protein) |NO (nmol/gr)
Grupl 267,44+17,94 |7,12+1,80 81,03+7,18 3082,66+45,89
Grupll |151,82+9,24 23,67+1,46 57,67+1,70 3049,33+27,82
Gruplll |75,28+4,99 63,00+8,39 29,95+1,53 3012,00+15,42
GruplV 66,36+7,43 51,574+4,25 26,77+1,75 3060,00+28,45
GrupV | 123,02+1,68 52,1944,16 28,19+1,51 3049,33+35,01
GrupVI [61,94+3,43 42,85+0,96 23,54+1,91 2997,33+16,48
GrupVII |84,77+4,73 41,81+4,89 29,89+1,78 2989,33+8,43
GrupVIIl1{59,5243,13 41,90+4,50 22,70£2,93 3100,00+27,14
Tablo.3. Karsilagtirilan Gruplarin p Degerleri. (p < 0,005 anlamh kabul edildi)

GRUP MDA (p) [ GSH (p) XO (p) NO (p)

I-11 0,000 0,000 0,010 0,548

[-111 0,000 0,000 0,000 0,175

I-v 0,000 0,000 0,000 0,577

I-VII 0,000 0,000 0,000 0,073

-1V 0,000 0,000 0,000 0,794

I-VI 0,000 0,000 0,000 10,139

II-vliiL {0,000 0,003 0,000 0,222
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Ortalama MDA Diizeyleri
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Gastroknemius Kasi Histopatolojik Degisikler

Grup-I ve II (kontrol) ,
Grup 1I (4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon)’de grup I (4 saat iskemi / 4 saat

reperfiizyon)’e goére istatistiksel olarak anlamli sekilde notrofil infiltrasyonu ile
miyoﬁbriler. ve intermiyofibriler 6dem artogti. Boyut degiSikligi, striasyon kaybi,
segmental nekroz ve eritrosit ekstravazasyonu ortalama deger olarak artmisti, ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi.
Grup I ve grup III (CAPE)
Grup III (4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + CAPE) te grup I (4 saat iskemi / 4 saat
reperflizyon)’e gore miyofibriler ve intermiyofibriler 6dem,‘A boyut degisikligi, eritrosit
ekstravazasyonu, nétrofil infiltrasyonu ve segmental nekroi anlamli sekilde azalmugt.
Striasyon kaybi ortalama olarak azalmusti, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
Grup I ve Grup V (MLT)
Grup V ( 4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + MLT) te grup I (4 saat iskemi / 4 saat
" reperfiizyon)’e gore boyut degisikligi, eritrosit ekstravazasyonu, nétrofil infiltrasyonu
ve segmental nekroz anlaml sekilde azalrinstl. Odem ve striasyon kaybinda anlamli
degisim yoktu.
Grup I ve Grup VII (RES)
Grup VII’de (4 iskemi / 4 saat reperfiizyon + resveratrol) grup 1 (4 saat iskemi / 4 saat
reperfiizyon)’e gore 'Gdem boyut' degisikligi, eritrosit ekstravazasyonu, notrofil
| infiltrasyonu ve segmental nekroz anlamli sekilde azalmisti. Striasyon kaybi ortalama
olarak azalmakla birlikte istatistiksel anlami yoktu.
Grup II ve Grup 1V (CAPE)
Grup 1V (4 saat iskemi / 4 saat reperflizyon + CAPE) te grup II (4 saat iskemi / 8 saat
reperfiizyon)’e gére 6dem, boyut degisikligi, striasyon kayby, eritrosit ekstravazasyonu,
notrofil infiltrasyonu ve segmental nekroz anlamly sekilde azalmists.
Grup Il ve Grup VI (MLT)
Grup VI (4 saat iskemi / 8 saat reperflizyon + MLT) da grup II (4 saat iskemi / 8 saat
‘reperflizyon)’e gore 6dem, boyut degisikligi, nétrofil infiltrasyonu ve segmental nekroz
anlamli gekilde’ daha az bulunurken, striasyon kaybi ve eritrosit ekstravazsyonunnda

anlamli degisiklik yoktu.
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Grup 11 ve grup VIII (RES)

GrupVIlII’de (4 saat iskemi / 8 saat reperflizyon + RES) grupll (4 saat iskemi / 8 saat
reperfiizyon)’e gére 6dem, nétrofil infiltrasyonu ve segmental nekroz anlamli gekilde
azalirken, boyut degisikligi, striasyon kaybi ve eritrosit ekstraVazasyqnunda ortalama

olarak azalma vardi, ancak istatistiksel olarak anlaml degildi.

Tablo.4.Kas histopaiolojik analizleri grup ortalamalar ve standart sa_pm'alarl

Gruplar Odem Boyut dsk. | Striasyon Eritrosit Notrofil inf. | Segment
kyb. . eks. nek.
| 1,66+ 0,21 | 240,25 1,5+0,34 | 0,83+0,16 | 2+0,000 1,66+0,21
I 2,83+£0,16 | 2,66+0,21 | 2,5+0,22 | 2,66+0,21 | 2,83+0,16 | 2,33+0,21
111 0,5+0,22 | 0,66+0,21 | 0,83+0,30 | 0,66+0,21 | 0,83+0,30 | 0,5+0,22
I\% 0,66+0,21 | 0,83+0,16 | 1,16+0,16 | 1,33+0,21 | 1,540,22 | 0,66+0,21
\ 0,66+0,21 |0,83+0,16 | 140,000 0,83+0,16 | 14,063 0,5+0,22
VI 1,33+0,21 | 1,5+0,21 1,5+0,34 1,33+0,21 | 1,5+0,22 | 0,83+0,16
VII 0,5£0,22 | 0,33+£0,21 | 0,66+,021 | 0,83+0,16 | 1,16+0,16 | 0,66+0,21
VIII 1,16+0,30 | 1,5+0,42 | 240,36 1,66+0,21 | 1,5+0,22 1+0,00
Tablo.S.Karsllastlrllén Gruplarin P Degerleri (P < 0,005 anlamh kabul edildi)
Gruplar | Odem Boyut Striasyon | Eritrosit notrofil Segment
(p) degisikligi(p) | kaybi(p) | ekstravzsynu(p) | infiltrasyonu(p) | nekrozu(p)
I-1T 0,001 10,073 0,034 0,011 0,004 0,122
I-111 0,004 | 0,003 10,177 0,001 0,001 0,004
I-v 0,007 | 0,004 0,174 0,002 0,004 0,004
I-VII 0,004 | 0,001 0,065 10,002 0,003 0,007
I1-1v 0,000 ] 0,000 0,001 0,001 0,001 0,002
1I-VI 0,000 | 0,004 0,034 - 0,007 0,001 0,002
1I-VIIl | 0,001 | 0,035 0,007 -0,001 0,003

0,270
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Gastroknemius Kas1 Histopatolojik Resimler

Resim.13. 4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon. Yogun ndtrofil infiltrasyonu, eritrosit
ekstravazasyonu, segmental nekroz, boyut degisiklifi mevcut. H&E X200

0

Resim.14. 4 saat iskemi / 4 saat reperfizyon+CAPE. Nétrofil infiltrasyonu ve eritrosit
ekstravazasyonu belirgin sekilde azalmigtir H&E X 200
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Gastroknemius Kasi Histopatolojik Resimler

¢

esim. 15, ,4 saaf iskénii /4 saat reperfizyon+MLT. Nétrofil infiltrasyonu, eritrosit
ekstravazasyonu ve segmental nekroz belirgin sekilde azalmistir. H&E X 200

Resim.16. 4 saat iskemi / 4 saat reperfizyon+RES. Notrofil infiltrasyonu, eritrosit
ekstravazasyonu, boyut degisiklii ve 8dem azalmistir. H&E X 200
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Gastroknemius Kas1 Histopatolojik Resimler

R ?si& reperﬁizyoh. —Nb?roﬁl ihﬁltrasy;(;nu, ;nﬂosn
ekstravazasyonu ve 8dem belirgin sekilde artmgtir. H&E X 200
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kemi / 8 saat reperfiizyon + infiltrasyonu, eritrosit
ekstravazasyonu ve ddem belirgin sekilde azalmigtir. H&E X 200
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Gastroknemius Kasi Histopatolojik Resimler

o
saat iskemi

5

Resim.20. 4 saat iskemi / 8 saat reperfilzyon +RES, Notrofil infiltrasyonu, eritrosit
ekstravazasyonu, segmental nekroz ve ddem azalmig, H&E X 200

AT
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Siyatik Sinirde Histopatolojik Dégisiklikler

Grup I ve grup 11

Her iki grupta 6dem, nétrofil infiltrasyonu ve eritrosit ékstravazasyonu acisindan
anlamli fark izlenmedi. Ortalama olarak, grup 1I’de 6dem artmugti.
Grup I ve Grup 1I
Grup III (4 saat iskemi / 4 saat reperflizyon + CAPE)’te grup I ( 4 saat iskemi / 4saat
reperfiizyon )’e gore 6dem, notrofil infiltrasyonu ve éritrosit ékstravazasyonu anlamli
sekilde azalmugt.
Grup I ve Grup V
Grup V (4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + MLT) te grup 1.( 4 saat iskemi / 4saat
reperfiizyon )’e gore odem,- notrofil infiltrasyonu ve eritrosit ekstravazasyonu anlamli
sekilde azalmist. |
Grup I ve Grup VII
Gfup VII (4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + RES)’de grup I ( 4 saat iskemi / 4saat
reperfliZyon )’e gore ddem, notrofil infiltrasyonu ve eritrosit .ekstravazasyonu anlamhi
sekilde azalmigti. '
Grup 1l ve Grup IV.
Grup IV (4 saat iskemi / 8 saat reperflizyon + CAPE)’te grup II (4 saat iskemi / 4 saat
reperfiizyon)’e gore ddem, notrofil infiltrasyonu ve eritrosit ekstravazasyonunda anlamlt
sekilde azalma bulunmustur, '
Grup II ve Grup VI
Grup VI (4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon + MLT) da grup II' (4 saat iskemi / 4 saat
reperfiizyon)’e gore 6dem, nétrofil infiltrasyonu ve eritrosit ekstravazasyonunda anlamli
sekilde azalma bulunmustﬁr.
Grup I1 ve Grup VIII
Grup VIII (4 saat iskemi / 8 saat reperﬁlzyon + RES)’de grup II (4 saat iskemi / 4 saat
reperflizyon)’e gére 6dem ve eritrosit ekstravazasyonunda istatistiksel olarak anlam
azalma tesbit edilirken, nétrofil. infiltrasyonu ortalama olarak azalmisti, anca

istatistiksel anlam1 yoktu.
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Siyatik Sinir Histopatolojik Resimler

G E & 2L 7 3 i ‘- 3 i
Resim.21. 4 saat iskemi / 4 saat reperfilzyon. intramiyalinik 6dem arti: ve perinbral
bblgede yogun nbtrofil infiltrasyonu izleniyor. H&E X 200

Resim.22. 4 saat iskemi/ 4 saat reperfiizyon + CAPE. Perinbral ve Int;a‘miivelinik 8dém,
ndtrofil infiltrasyonu azalms, eritrosit ekstravazasyonu izlenmiyor. H&E X 200
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Siyatik Sinir Histopatolojik Resimler

Resim.23. 4 saat iskemi/ 4 saat repéifﬁiyon ¥ MLT Perinﬁral ve intramxyalinii( Bdem,
eritrosit ekstravazasyonu ve ndtrofil infiltrasyonu izlenmiyor. H&E X 200

Resim.24. 4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + RES. Perindral ve intramiyalinik 5dem,
eritrosit ekstravazasyonu ve ndtrofil infiltrasyonu azalmg. H&E X 200
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Siyatik Sinir Histopatolojik Resimler

Resim.25. 4 saat sikem / 8 saat reperfiizyon. Perindral 8dem, yofun eritrosit
ekstravazasyonu ve minimal nétrofil infiltrasyonu izleniyor. H&E X 200

Resim.26. 4 saat iskemi / 8 saat réperﬁizydn + CAPE. Perindral bblge ve intramiyalinik
bilgede Gdem azalmis, eritrosit ekstravazasyonu izlenmiyor ve nétrofil infiltrasyonu
izlenmiyor. H&E X 200
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Siyatik Sinir Histopatolojik Resimler
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Resim.27. 4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon + MLT. Perindral dem, eritrosit

i 33 Pt i

Resim 28. 4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon + RES. Perindral ddem, eritrosit
ekstravazasyonu ve nétrofil infiltrasyonu azalmis. H&E X 200
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V. TARTISMA

Akut ekstremite iskemisini takiben ekstremitenin yeniden perfiizyonu siddetli
doku hasan ve sistemik komplikasyonlar1 beraberinde getirmektedir. Buna bagli 6liim
oram %25-50, amputasyon oram ise %15-40 olarak bildirilmistir (113). Bagarili cerrahi
teknikler ve teknolojik gelismelere ragmen ortopedik cerrahjd%: turnike uygulamalari,
replantasyonlar, revaskiilarizasyonlar ve genis doku defektlerini kapatmak igin
hygulanan serbest flep sonrasi I/R yaralanmasi 6nemli bir problem olarak karsimiza
¢tkmaktadir.

I/R yaralanmasi vﬁcudﬁn herhangi bir bolimiiniin belli bir stire iskemik
kalmasi ve tekrar kan desteginin restore edilmesiyle ortaya ¢ikan doku hasaridir (114).
Bilindigi iizere iskemik bir dokuda iskemi siiresi, doku kitlesi, dokunun metabolik
aktivitesi ve ortamin 1sisina bagh olarak birgok yapisal ve foﬁksiyonel hasar meydana
gelmekte ve reperfiizyonla birlikte bu iskemik hasar daha ilefi diizeye taginmaktadir.
Reperfiizyonla birlikte iskemik dokuya ulagan oksijen molekiilleri XO enzimi ve
ndtrofillerde bulunan MPO, NADPH oksidaz enzimleriyle hizla serbest oksijen
radikallerine dﬁnﬁsmektedir. Serbet radikallér hiicrenin lipit, karbonhitrat, protein ve
DNA gibi yapisal ve islevsel komponentlerihe zarar vermekte ve hiicrenin Sliimiine yol
agmaktadir.

/R yaralanmasi sonucu ortaya ¢ikan serbest oksijen ve nitrojen ‘radi.kalleri,
TNF-a, IL-1B, PAF, TX’lar gibi birgok kemotaktik, inflamatuar sitokinlerin agiga
¢ikmasina yol agarak, kompleks inflamatuar cevaba neden olurlar. Inflamasyon
siirecinin erken fazinda, COX, LT, PAF ve lipoksijenaz iiriinleri gibi lipit kaynakls
mediyatdrler salinir. Ge¢ donemde ISE NF-xB bagimli iNOS, "COX-2, TNFa ve IL-1B
gibi mediyatorler, nétrofil infiltrasyonu ve HyO05, O, OHe gibi nétrofil kaynakh
radikaller, diger notrofillerden  salinai mediyatorler ortaya ¢ikar (115,116).
MDA (Malondialdehit), TBARS (tiobarbitiirik asit) linoleik asit ve linolenik asit gibi
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doymamis membran lipitlerinin serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona girmesiyle
ortaya ¢ikan zincirlenié reaksiyonun stabil son {iriinleridir. /R yaralanmasi olayinda
serbest radikallerin artmasi nedeniyle menﬁaran lipit peroksidasyonu artacagindan doku
MDA diizeyi yiikselecektir. Bu iki tirlin I/R yaralanmasi gibi oksidatif stres olaylarinda
lipit peroksidasyonu ve hiicresel hasarin giivenilir bir indikat6riidiir (117). XO enzimi
ise piirin bazlarinin yikilmasi sonﬁcu ortaya ¢ikan hipoksantinin ve ksantinin, iirik asite
yikilarak atilmasinda gérev alan bir enzimdir. Normal kosullarda hipoksantin ve ksantin
XD enzimiyle iirik asite pargalanir ve bu siiregte serbest oksijen radikali olusmaz. XO
enzimi de hipoksantin ve ksantinden bir elektron kopararak, feperﬁizyonla birlikte bol
miktarda gelen oksijen molekiiliine transfer ederek, iirik asit olusumunu saglar. Bir
elektron alan oksijen molekiilii siiperoksit radikaline doniigiir. Sonra siiperoksitlerle
cesitli spontan ve enzimatik reaksiyonlar sonucu hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri
ve peroksinitrit radikalleri gibi serbest oksijen ve nitrojen radikallari ortaya ¢ikar. Bu
nedenle XO enzimi I/R yaralanmasi olayinda nemli bir serbest radikal kaynagidir.
(117). /R yaralanmas: sirasinda dokunun metabolik aktivitesine, ortamin isisina ve
iskemi siiresine bagli olarak XO diizeyi yﬁksélir.

Normal kosullarda hiicrenin bifgok metabolik ve katabolik aktivitelerinde
birgok serbest radikaller ortaya gikar. Ancak bu serbest radikaller CAT, SOD, GPX,
glutatyon A, C ve E vitamini gibi enzimatik ve nonezimatik antioksidan savunma
sistemiyle yok edilerek, zararsiz. hale getirilirler. /R olayinda okadar asiri serbest
radikal dretimi ortaya gikar ki, biitiin antioksidan savunma sistemleri iflas eder ve hiicre
yogun bir oksidatif ve. nitrozatif stresle karsl karsiya kalir (1). Kisaca I/R olayinda
hiicrenin oksidan ve antioksidan dengesi oksidanlar lehine bozulmaktadir. Bu nedenle
birgok klinik ve deneysel I/R yaralanmasi modellerinde CAPE, MLT ve RES gibi
antiinflamatuar, antiradikal ve antioksidan maddelerin kullanimu agirlik kazanmustir.

Hiicrenin nonenzimatik antioksidan savunma sisteminde rol alan GSH
(Glutatyon) bir enzim aracilligy olmaksizin oksidanlara dogrudan hidrojenleri transfer
ederek, antioksidan etki gésterir. GSG-Px enziminin katalizine koenzim olarak katllyll‘,
[/R yaralanmasi olaylarinda H,0, ‘hin suya ve oksijene yikilmasim saglar. GSH
sitotoksik Fenton reaksiyonu {irtinii hidroksil radikali, sitotoksik iiriin diazot trioksit
(N203) ve peroksinifrit (ONOQO") ile _’hlzhca ve enzimatik olmayan bigimde reaksiyona
- girer ve onlart detoksifiye eder. Endojen GSH proteinlerin tiyol .gruplarlm
oksidasyondan Korur, serbest radikaller ile direkt reaksiyona girerek, onlari detoksifiye

eder. Biitiin bu reaksiyonlar sonucu, GSH-Px enzimiyle rediikte glutatyon (GSH),
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okside glutatyona (GSSH) dﬁnﬁsﬁr. GSSH, GSH-Rd (GSH rediiktaz) enzimiyle
NADPH varlifinda tekrar GSH’a doniistiiriiliir. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz enzimiyle hiicre iginde GSH/GSSH oram sabir tutulur. I/R yaralanmasinda
oldugu gibi bu dengenin bozulmas: hiicreyi oksidatif stresle karsi karsiya birakir (17).
I/R yaralanmasi sirasinda GSH azalirken, GSSH miktan artar.

NO Kan damarlarinda histamin, bradikinin gibi vazoaktif ajanlara cevap
olarak endotel hiicrelerinden salinan ve vazodilatasyon yaparak kan akiminin
diizenlenmesinde rol alan bir molekiildiir. Bir vazodilatator olarak NO doku kan akimint
artirmaktadir. NO’in azaldig1 durumda kapiller diizeyde vazokonstriiksiyon meydana
gelmektedir. NO azaldiginda trombosit agregasyonu, TXA, (trombakasanA;) ve PAF
(platelet aktive edici fakt6r) salimmu, nétrofillerin endotele tutunmasini saglayan
hiicresel adezyon molekiilleri artar. Ayrica NO notrofillerin kemotaksis, adezyon ve
aktivasyonunun internal inhibitoradir. /R yaralaﬁmasmda NO yarart ve zarari
konusunda tartigmali bir molkiildiir. Baz1 kaynaklarda NO’in iskemik dokuda kan
akimini arttirarak, yararli oldugu savunulurken, bazi kaynaklarda NO’in serbest oksijen
radikalleriylé reaksiyona girerek nitrojen kaynakli sitotoksik peroksinitrit radikallerine
doniistiigii ve hiicresel hasari indiikledigi savunulmaktadir (101,118)

Gergekten NO damar diiz kasina sahip arteriollerde ve kapiller sistemde
vazodilatasyon yaparak dolagim giiglendirmektedir. Ancak damar diiz kas: olmayan ve
I/R yaralanmasimn birincil hedefi postkapiller veniillerde vazodilatasyondan ziyade
nitrojen kaynakli radikallere déniiserek, hiicre hasarim arttirmaktadir. Ancak NO
seviyesi I/R sonrasi dokularda azalma égilimindedir. Dokularda NO seviyesinin nasil
diistligti tam olarak bilinmiybr. IR siiresince NO substrat1 L-arjinin bitiyor olabilir. Ya
da L-arjinin transporting sistem, Na Baglmll oldugu icin ATP yetersizligi nedeniyle
inaktive olabilir. Ortémda bulunan serbest radikaller endotele zarar verip NO sentezini
bozuyor veya NQ’i inaktive ediyor olabilir. NO biyolojik sistemde NOS enzimi
‘tarafindan argininden sentezlenen bir serbest radikaldir. Genis biyolojik yararlaninin
yam sira oksijen, siiperoksit ve diger oksijen kaynakli serbest radikallerle, Fe ve Cu gibi
gecis metalleriyle, proteinlerin. tiol gruplariyla reaksiyona girme egilimindedir.
Stiperoksitlerle reaksiyona girip,  peroksinitrit - radikallerini ol'ﬁsturur. Peroksinitrit
radikalléri ise nitrojen dioksit (NO3) ve hidroksil radikallerine yikilir. Peroksinitrit ve
diger metabolitleri lipit ’per‘oksidasyonu, bazi molekiillerin nitrozilasyonu ve demir,
bakir gibi redoks potansiyeli olan metallerle reaksiyonu vs. olaylarla hiicresel hasar

olusmasina neden olur.
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Appel ve ark., siganlarda arka ekstremiteye turnike uygulayarak
olusturduklart I/R modelinde 90 dk iskemi ve 60 dk reperfiizyon sonrasi soleus kasinda
6dem olusumunun arttigini, GSH diizeyinin zadhgmi ve XO diizeyinin yiikseldigini
gostermiglerdir (119). Saba ve ark., ratlarin sag arka ckstremitelerine turnike
uygulayarak olusturduklari I/R modelinde soleus kasinda lipt peroksidasyon indikatorii
MDA ve oksidan enzinlerin (NADPH oksidaz, MPO, XO) diizeyinin plasebo grubuna
gore anlaml sekilde yiikseldigini g&stermiglerdir (120). Ayrica Hardy ve Gough'un
calismasinda iskemi doneminde vazokonstritksiyon oldugu ve NO fonksiyonlarinin
serbest oksijen radikalleri tarafindan inhibe oldﬁgu gosterilmigtir (121). Lijun ve ark.,
ratlarda common iliak arteri klempleyerek, olugturduklart ekstremite I/R modelinde 6
saat iskemi sonras1 3, 12 ve 24 saat reperfiizyon uygulamiglar. Reperfiizyon siiresi
uzadikga tibialis anterior kasinda NO diizeyinin azaldigini, en diisiik diizeye ise 12 saat
reperflizyon sonrasi uléstlgml tesbit etmislérdir. Reperfiizyon sonrasi 6. saatte kas
dokusunda miyofibriler ve intermiyofbriler 6dem, kapiller damarlarda tikanma ve
16kosit infiltrasyonu izlemislerdir. En fazla doku hasarinin 12. saate meydana geldigini
gostermislerdir. Bu ¢caligmada serbest radikallerin endotel hiicrelerine zarar vererek, NO
tiretimini baskiladig1 ve NOS enziminini inaktive ettigi one siirillmiigtiir (122).

Akar ve ark., tavsanlarin sag arka ekstremitesine 4 saat iskemi ve 2 saat
reperfiizyon olacak sekilde, turnike uygulayarak olusturduklani/R modelinde soleus
kasinda segmental nekroz, striasyon kaybi, gekirdek santralizasyonu, boyut degisikligi
meydana geldigini gdstermiglerdir (111). Koksal ve ark., ‘ratlarda sol iliék arteri
klempleyerek, olusturduklart I/R modelinde 4 saat iskemi ve 1 saat reperfiizyon
uygulamuglar. Bu galigmada gastroknemiusta yapilan histopatolojik incelemede yogun
nétrofil infiltrasyonu ‘meydana geldigini .bildirmislerdir. Ayrica I/R grubunda lipit
peroksidasyon gostergesi TBARS (tiobarbitiirik asit reaktif substans) diizeyinin
yiikseldigini gostermiglerdir (123). Biz I/R modelimizde 151k mikroskopu ile
gastroknemius kasmdéf 6dem, boyut degisiklig, striasyon kaybi, segmental nekroz,
eritrosit ekstravazasyonu ve nétrofil inﬁltraéyonu meydana geldigini tesbit ettik.

Saray ve ark., ratlarda I/R yaralanniés1 modellerinde siyatik sinirde endonéral
ddem, aksonal sisme ve dejenerasyon gézlemlemislerdir. Histopatolojik bulgularin
tiniform olmadigim ve reperfiizyonla artigini, miyelin kilifta diizensizlik, lameler
cisimcikler ve demiyenilizasyon meydana geldigini bildirmislerdir.Akut iskemi sinir
govdesinde iskemi siiresiyle iligkili olarak, tromboz, endotelial sisme, endondral dem,

vasanervorumlarda granulosit tikaglari ve mikrosirkiilasyonun durmasina kadar varan
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sonuglara yol agar. Uzayan iskemiyle birlikte akimsizlik fenomeni ve axonal biiziisme,
dejencrasyon ortaya ¢ikar (124). Bizim iskemi-reperfiizyon modelimizde teknik
yetersizlik nedeniyle aksonal biiziisme ve dejenarasyonu gozlemleyemedik. Ancak
siyatik sinir dokusunda, 151k mikroskopu ile perindral dokuda notrofil infiltrasyonu,
eritrosit ekstravazasyonu ve 6demi gﬁzlgyebildik. '

Bizim ¢aligmamizda 4 saat iskemi, 4 saat reperﬁiiyon ve 4 saat iskemi, 8 saat
reperfiizyon karsilagtinldiginda MDA diizeyi 8 saatlik reperfiizyonda anlaml: gekilde
azalmig, GSH diizeyi yiikselmisti. XOve NO diizeylerinde anlamli degisiklikler
olusmamusti. Ancak XO diizeyi ortalama olarak azalmigti. Lijun ve ark. galigmasindan
anlagildigina gore, reperfiizyon siiresi ilerledikge doku hasari, tamir siirecine ulagincaya
kadar artrnakta, daha | sonra azalmaktadir. Ayrica reperflizyonun ilk dénemlerinde
biyokimyasal degisikler 6n planda iken, daha sonra nekroz ve nétrofil infiltrasyonu gibi
histopatolojik degisikler ortaya ¢ikmaktadir. Bizim ¢aligmamizda reperflizyon siiresinin
artmastyla MDA, XO diizeyinin azalmasi ve GSH diizeyinin artmasi, doku nekrozu ve
fagositoz sonucu ortamda hasar goren canh hiicre miktarinin azaldigini, mevcut canli
hiicrelerin ise progresif olarak oksidan-antioksidan dengesini tekrar kazadigini
gosterebilir. Bu nedenle reperfiizyon siiresinin uzamastyla hiicrelerde GSH diizeyi
restore edilmis olabilir. Iskemik dokuda olusan XO reperfiizyonla birlikte sistemik
dolasima gegmekte ve reperfiizyon sﬁré_sinin uzamasiyla birlikte dokularda XD
enziminin, XO’a dﬁnﬁsﬁmﬁ azalryor veya mevcut XO yikiliyor olabilir.

I/R yaralanmas: siirecinde endqtel hticrelerinin fonksiyonlarini kaybetmesi
ve ortamdaki NO’in sefbest radikallere dﬁnﬁ$mesi nedeniyle NO diizeyi azalir. Bizim
plasebo  grubumuz olmadigindan kas dokusunda gergek NO  diizeyini
~ degerlendiremedik. Ancak 4 saat ve 8 saat reperfiizyon siiresinde tibialis anterior
kasinda NO dﬁzeyleri degismemigti. Lijun’un ¢aligmasinda oldugu gibi reperfiizyon
siiresinin artmasiyla birlikte dokularda NO diizeyinin azalmasim bekleriz. Bizim
calismamizda reperfiizyon $ﬂreSihin uzamasiyla doku’ NO diizeyi ortalama olarak
azalmigti, ancak istatistiksel olarak anlamlt bulunmad.

Gastroknemius kasinda reperfiizyon siiresinin uzamastyla birlikte 6dem
formasyonu istatistiksel olarak anlamh gekilde artmis, boyut degisikligi, striasyon
kaybu, eritrosit ekstravazasy(;nu ve notrofil infiltrasyonu ortalama olarak értm1§, ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi. Bilindigi {izere reperfiizyon siiresi uzadikga dokular
tamir silrecine ulagincaya kadar doku hasani ilerler, histopatolojik ve morfolojik

degisikler belirginlesir. Bu nedenle bizim galismamizda reperflizyon siiresi uzadik¢a



histopatolojik degisikler artmigtir. Siyatik sinirde ise reperfiizyon siiresinin uzamasiyla
birlikte histopatolojik olarak, 6dem, eritros_it ekstravazsyonu ve nétrofil infiltrasyonu
degismemisgti. Bilindigi tizere sinir dokusunun metabolik aktivitesi yavas odugundan 8
saat iskemiyi tolere edebilir. Bizim iskemi sliremiz 4 saat oldugundan, siyatik sinirde
fazla hasar meydana gelmedigini ve reperflizyon siiresinin mevcut hasan arttirmadigini
diisiiniiyoruz. |

Natarajan ve ark., in vitro yaptiklan bir ¢ahsmada CAPE’nin TNF-0’in
aktive ettigi NF-xB’i doz ve zamana baglh olarak spesifik ve geri doniigiimlii sekilde
inhibe etigini gostermisledir (20). Giirel ve arkadaglan ratlarda olusturduklan b&brek
I/R yaralanmasi modelinde CAPE kullandiklar1 grupta bobrek dokusunda kontrol
grubuna gore daha az notrofil infiltrasyonu meydana geldigini gozlemlemislerdir.
Bobrek dokusunda nétrofil iﬁﬁltrasyonunun belirgin gekilde azalmasimi CAPE’nin IR
_ yaralanmasiyla aktive olan NF-kB’nin inﬁibisyonuyla aciklamuglardir (33). Bilindigi
iizere TNFo ve IL-1B gibi birgok inflamatuar, kemotaktik mediyatoriin, proteazlarin,
COX-2, iNOS ve adezyon molekiillerinin genetik ekspresyonunda NF-kB anahtar rol
oynamaktadir. I/R olayinda NF-xB aktivasyonu sonucu nétrofil ve endotel hiicre
yiizeylerinde CD11/CD18, E-selektin, p-selektin, ICAM-I ve ICAM-II gibi adezyon
molekiilleri olusmaktadir. Adezyon molekiilleri - yardimiyla nétrofiller endotel
hiicrelerinde tutunmakta ve dokuya infiltre olmaktadir. CAPE’nin lipit
peroksidasyonunu inhibe eﬁigi, serbest radikalleri temizledigi ve NO sentezini stiimile
ettigi bildirflmistir. Bu sekildle CAPE, I/R olayinda NF-xB inhibisyonu iizerinden
inflamasyonu ve nétrofil infiltrasyonunu Snlemekte, Sﬁperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikallerinin yol agtigi membran lipit peroksidasyonunu, major serbest
radikal kaynag ksantin oksidaz enzimini inhibe etmekte ve serbest radikalleri
temizlemektedir (27,30). '

Rossi ve ark., in vitro ¢aligmalarinda CAPE’nin makrofajlarda, arasidonik
asit metabolizmasim COX-1 ve COX-2 .enzimlerini inhibe ederek onledigini
gostermislerdir (125). CAPE’in lipooksijenaz enzimini inhibe ederek de antioksidan ve
antiinflamatuar Ozelligi tesbit edilﬁlistir. Aragidonik asitin lipoksijenaz yoluyla
yikilmas: sonucu orfaya ¢ikan ﬁrﬁnlefin inflamasyon geligiminde 6nemli roller aldig:
biliniyor. Boylece CAPE lipoksijenaz, COX-1 ve COX-2 inhibisyonu iizerinden
inﬂamasyonu sinirlayarak, inflamatuar ve "kemotaktik PG’ler, LT’ler ve TX’larin
sentezini engeller (126). Bu sekilde CAPE hem NF-xB inhibisyonu yaparak hem de

aragidonik metabolizmasini 6nleyerek, antiinflamatuar 6zellige sahiptir.
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CAPE aktive olan inflamatuar hiicrelerde apoptozisi baslatir, boylece
inflamasyon bolgesinde nétrofillerin  doku hasart olusturmasim  Snler. Ratlarda
olusturulan subkutan inflamasyon modellerinde lokal CAPE verilmesiyle inflamasyon
bolgesinde lokosit apoptozisi artmmg ve eksuda i¢inde l6kesit, monosit ve notrofil
konsantrasyonu azalmistir (34).

ithan ve ai‘k., ratlarda olusturduklan spinal kord iskemi-reperfiizyon
modelinde CAPE kullandiklar grupta spinal dokuda, nétrofil infiltrasyonunun ve MDA
diizeyinin anlamh gekilde azaldigim gbzlemlemiglerdir. Bu ¢alismada CAPE’nin
antioksidan ve antienflamatuar ozelligi ile serbest radikalleri temizledigi, nétrofil
infiltrasyonu ve. lipit peroksidasyonunu 6nledigi, boylece spinal kordu I/R
yaralanmasina karsi korudugu sonucuna varmiglardir (127).

Sud’ina ve arkadaglar1 in vitro deneysel c¢aligmalarinda antioksidan,
antienflamatuar &zelligiyle CAPE’nin 10uMol konsantrasyonunda ksantin/ksantin
oksidaz enzim sistemini ve insan notrofillerinde reaktif oksijen tiirevleri iiretimini
tamamen bloke ettigini, lipit peroksidasyonunu 6nledigini bildirmislerdir (28).

Bagka bir ¢alismada Irmak ve ark., beyin I/R modelinde CAPE’in NO
diizeyini azaltarak,ddku hasarim 6nledigini bildirmiglerdir (128). Literatiirde CAPE’nin
iskemik dokuda NO diizeyini nasil etkiledigi koﬁusunda otorler arasinda bir konsensus
olugmamugtir.

Ozen ve ark., cispIatinle renal toksisite olusturduklari oksidatif stres
modelinde CAPE’nin NO diizeyini ve lipit peroksidasyon gostergesi MDA diizeyini
azalttigim1  gostermiglerdir. Ayrica v(;ahsmalarmda CAPE’nin cisplatin tarafindan
olusturulan renal hasar sonucu aktive olan NF-kB’yi de inhibe ettigini ve histopatolojik
aragtirmada doku hasarini azalthigim g6stermislerdir (129). Koltuksuz ve ark., ratlarda
testis torsiyonuyla olugturduklari I/R modelinde sadece torsiyon yapilip, sakrifiye edilen
grupta NO diizeyinin plasebo grubuna gére yiikseldigini, torsiyon/detorsiyon grubunda
belirgin olarak azaidlglnl, 'CAPE verilen grupta ise NO diizeyinin tekrar plasebo
' grubundaki NO diizeyine yiikseldigini tesbit etmiglerdir. Bu ¢alismada CAPE’nin NO
diizeyini normal normal doku diizeyine yiikselttigi bildirmisler ve CAPE’nin iI/R
yaralanmasi sirasinda NO diizeyini nasil yiikselttigi tam olarak agiklayamamislardirdir
(130). |

Zhang ve ark. spesifik rait kremaster kasinda I/R modelinde iNOS inhibit6rii
1400W kullanmiglardur. I/R olayinda NF-«kB aktivasyonuyla iNOS sentezi artarak,

ortamda NO diizeyinih yﬁkséldigini ve NO’in ise serbest oksijen radikalleriyle
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reaksiyona girip, peroksinitrit gibi nitrojen kaynakh radikallerin olusturdugunu
gostermiglerdir. Boylece kas dokusu ve periferik sinirde doku hasarmin agreve
oldugunu belirtmiglerdir. iNOS spesifik inhibitorii 1400W alan grupta kontrol grubuna
gbre 6demin, kas nekrozunun ve nétrofil infiltrasyonunun éialdlglm, kan akiminin
restore edildigini gostermiglerdir (131).

Russo ve ark., invitro ¢alismalarinda CAPE’nin XO enzim aktivitesini inhibe
ederek, stiperoksit radiakalleri olugumunu engelledigini gostermiglerdir. Ayrica
¢alismalarinda CAPE lipit peroksidasyonunu O6nlemis, stiperoksit ve hidroksil
radikallerini temizlemistir (27).

Elmali ve ark., nin tavasanlarda olusturduklari deneysel osteoartrit modelinde
histopatolojik olarak CAPE verilen grupta kontrol grubuna goére kikirdak harabiyeti,
sinovyal enflamasyon ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu anlamli gekilde azalmigti. Bu
calismada CAPE’nin NF-kB’yi inhibe ederek, osteoartrit patogenezinde suglanan
TNF-a ve IL-1B gibi sitokinlerin ekspresyonunu 6nledigi ve bu sekilde osteoartrit
gelisimin azalttig; ileri sﬁrﬁlmﬁsﬁir (26). '

Bizim I/R gailsmammda CAPE verilen gruplarda tibialis anterior kasit XO
diizeyi anlamli sekilde azalmust1. Literatiirde belirtildigi gibi CAPE antioksidan etkisiyle
IR yaralanmasi sirasinda serbest radikalleri teniizleyerek ve membran lipit
peroksidasyonunu dogrudan onleyerek, hﬁcfé ici Ca diizeyini azaltabilir. Bu gekilde
hiicre i¢i Ca artisiyla aktive olan Calpein gibi proteazlarin XD’1 XO’a doniigtiirmesini
engelleyebilir. Ayrica XO aktivitesini inhibe ederek de XO miktarim azaltmis olabilir.
Aynca I/R sirasinda ortaya ¢ikan serbest radikalleri temizleyerek, lipit peroksidasyonu
engelleyerek veya lipit peroksidasyonunu dogrudan baskilayarak, tibialis anterior
kasinda lipit peroksidasyon indikatrii doku MDA diizeyini azaltmis olabilir.

~ Bilindigi lizere /R olayimnda GSH diizeyi yogun oksidatif stres nedeniyle
azalirken, okside GSH (GSSH) diizeyi yiiksglir. Bizim ¢aligmamuzda tibialis anterior
kasinda kontrol grubunda doku GSH' diizeyi azéhmst:, CAPE verilen grupta ise GSH
diizeyi anlamh sekilde artmigti. CAPE antioksidan &zelligiyle serbest oksijen, nitrojen
radikalleri ve lipit peroksillefini' temizleyerek, ﬁﬁcrenin endojen antioksidan savunma
sistemi GSH’ un okside olmasini saghyarék, tikkenmesini 6111§mi§ olabilir. Hiicre i¢i
GSH diizeyi korundugunda proteinlerin tiol gruplari da oksidasyona karst
korunacagindan, XD enzimininin XO’a ddniistimii de engellenecektir.

Bazi calismalarda I/R yaralanmas: sirasinda, NF-kB aktivasyonuna bagl

olarak indiiklenen iNOS senteziyle doku NO diizeyinin yiikseldigi ve bu sekilde
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iskemik bolgede NO’in siiperoksitlerle reaksiyona girip, peroksinitrit radikalleri
olusturdugu bildirilmistir. Peroksinitrit radikallerinin isc doku hasar meydana getirdigi
iddia edilmistir. Baz:1 ¢alismalarda ise endotel hiicre hasar1 nedeniyle iskemik dokularda
NO diizeyinin azaldig1, bu sekilde vaskiiler yafakta vazokonstriiksiyon meydana geldigi
ve doku hasarinin arttip1 iddia edilmig, NO diizeyinin yiikseltilmesiyle vazodilatasyon
saglanarak doku hasarinin azaltilabilecegi bildirilmigtir. Buradan da anlagildig1 gibi I/R
yaralanmasinda NO’in yaran veya zararnn konusunda ot6rler arasinda bir konsensus
yoktur. Kimi caligmalarda I/R yaralanmasi sirasinda CAPE’nin doku NO diizeyini
yiikselttigi ve bu sekilde doku hasarim 6nledigi iddia edilmigtir. Kimi ¢aligmalarda ise
CAPE’ nin /R yaralanmasi sirasinda NO diizeyini aialttlgl ve bu sekilde peroksinitrit
radikallerinin olusumunu engelleyerek, doku hasarim1 azalttig  bildirilmigtir.
CAPE, NF-kB inhibisyonu ile iNOS sentezini 6nler. Biz CAPE’nin bu sekilde asir1 NO
tiretimini baskiladigim, nitrojen kaynakl: serbest radiakallerin olusumunu engelleyerek,
doku hasarim 6nledigini diistiniiyoruz. CAPE NF-kB inhibisyonuyla iNOS sentezini
baskilarken, eNOS ve nNOS aktivitesini indiikleyebilir ve bu gekilde NO diizeyini
normal doku diizeyine yiikseltiyor olabilir. Bizim galismamzda CAPE verilen grupla
kontrol grubuna gére NO dﬁzeyi ortalama  olarak azalmigti, ancak istatistiksel olarak
anlamh degildi. Burada CAPE iNOS sentezini 6nleyerek, eNOS ve nNOS aktivitesini
arttirarak kontrollu sekilde NO diizeyinin optimal doku diizeyinde kalmasim saglamig
olabilir. Bizim normal dokuda NO diizeyini degerlendirecek plasebo grubumuz
olmadiginda bu ¢alismada CAPE’nin NO diizeyini nasil etkiledigini tesbit edemedik.
Ancak ‘biz CAPE’in /R yaralanmast sirasinda NO dﬁzéyini azaltma egiliminde
oldugunu diisiiniiyoruz.

Histopatolojik olarak gastroknemiis kasinda CAPE verilen gruplarda édem,
boyut degisikligi, segmental nekroz, eritrosit ekstravazasyonu ve nétrofil infiltrasyonu
anlamli sekilde azalmigti. CAPE NF-xB inhibisyonu yaparak, endotel ve notrofiller
tizerinde adezyon molekiil ekspresyonunu ve TNFa ve IL-1B gib inflamatuar,
kemotaktik sitokinlerin transkripsiyonunu inhibe ederek nétrofil infiltrasyonunu
azaltmig olabilir. CAPE aktive olan inflamatuar hiicrelerde apoptozu baglatarak da
nétroﬁl infiltrasyonunu azaltmig olabilif. Ayrlca CAPE /R sirasinda olusan zararl
serbest radikalleri temizlemeyerek membran lipit peroksidasyonunu Snlemis ve bu
$eki1de'endotcliyal hasar olusumunu 6nleyerek, eritrosit ekstravazasyonu, intraselliiler
ve interselliiler ﬁdemi, boyut degisikligini azaltmig olabilir. Bilindigi ﬁzere' XO enzim

aktivasyonu ve nétrofillerden salinanan serbest radikaller ve proteolitik enzimler,
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hiicrenin lipit, DNA, protein ve enzim gibi fonksiyonel ve yapisal birimlerine saldirirlar
ve geri dOniligiimii olmayan hasarlar meydana getirirler. CAPE serbest radikalleri
temizleyerek, lipit peroksidasyonu ve nétrofil infiltrasyonunu dnleyerek, XO enzimini
inhibe ederek hiicre nekrozu ve fagositozunu &nlemis olabilir.

CAPE siyatik sinirde perindral 6dem, eritosit ekstravazasyonu ve nétrofil
infiltrasyonunu azaltmigti. CAPE, NF-kB inhibisyonu iizerinden vaskiiler yatakta
inflamasyonu azaltarak ve nétrofil infiltrasyonunu azaltarak, lipit peroksidasyonunu
engelleyerek, serbest radikallerin yol agtig éndoteliyal hasari 6nleyerek siyatik sinirde
6dem olugsumu, eritrosit eksravazasyonu ve nétrofil infiltrasyonunu azaltms olabilir.
Bilindigi iizere sebest radikaller ve notrofil-endotel etkilesimi sunucu endotel bariyer
fonksiyonu bozulur, bﬁylece damar disina makromolekiil ve eritrosit ekstravazsyonu
meydana gelir. Ayrica hasar goren endotel hiicreleri siserek, kan akimuni gliclestirir,
doku nekrozu ve hiicre 6liimiinii kolaylagtirir.

Melatonin; pineal bezden salinan bir ndrohortiion olup amfililik bir
molekiildiir ve bilinen biitiin biyolojik bariyerleri rahatlikla geger, hiicrenin biitiin alt
birimlerine penetre oldugundan diger antioksidanlara gére daha avantajlidir (57). MLT
serbest radikal temizleyici 6zellii yaninda I/R sirasinda hiicre ici Ca konsantrasyonunu
azaltabilir ve platelet agregasyonunu ve platéletlerden TXB, salinimin inhibe eder (58).

Sahna ve ark., ratlarda olusturduklani b&brek I/R modelinde 4 mg/kg
farmakolojik dozlarda MLT verilen grupta bbrek dokusunda nétrofil infiltrasyonunun
daha az oldugunu, doku MDA diizeyinin kontrol grubuna gore anlamhi sekilde
azaldigim tesbit etmislerdir. Ayrica pinealektomize ratlarda, pinealektomize yapilmayan
ratlara gbre bobreklerde daha fazla nétrofil infiltrasyonu tesbit etmisler ve bbrek
dokusunda . lipit peroksidasyonu gostergesi MDA diizeyinin daha ytiksek oldugunu
bildirmiglerdir. Bu c¢aligmada fizyolojik dozlarda dahi MLT’in bobrekleri I/R
yaralanmasina kars1 koruyabilecegini belirtmiglerdir (59).

Reiter ve ark, I/R yaralanmasi gibi oksidatif strese maruz kalan
kardiyovaskiiler sistemde MLT’in hidroksil, stiperoksit, hidrojen peroksit ve
peroksinitrit bagta olmak iizere biitiin oksijen ve nitrojen kaynakli radikalleri
temizledigini, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimleri stumile ettigini, lipit
peroksidasyon reaksiyonlarim baskilayarak membranlan stabilize ettigini, GSH
dizeyini ylikselttigini, mitokonriyel solunum sisteminde oksidatif fosforilasyonu
diizenledigi, Iokosit infiltrasyonu ve adezyonunu bloke ettigini bildirmislerdir (60).

Kashimoto ve ark., ratlarda olusturduklan kalp I/R modelinde ML T’in iskemi
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sonrasi reperflizyon sirasinda ortaya ¢1kan hidroksil radikallerini detoksifiye ettigini
gostermislerdir. Melatoninin hidroksil radikallerini glutatyondan , peroksil radikallerini
ise E vitamininde daha etkili sekilde inhibe ettigini bildirmislerdir. MLT’in GSH-Px
enzim aktivitesini stiimile ettiini ve NOS enzimini inhibe ederek, NO sentezini
azalttigim bildirmislerdir (132).

Herhangi bir serbest radikal, membran lipitleriyle raksiyona girince serbest
lipit radikalleri olugmaktadir. Serbest lipit radikalleri tekrar membran lipitleriyle
reaksiyona girmekte, boylece lipit peroksil radikalleri olugmaktadir. Bu reaksiyon
kendi-kendine ilerleyen zincirleme bir reaksiyondur ve yayilarak ilerleme egilimindedir.
Bu zincirleme reaksiyonu kiran ve en iyi bilinen antioksidan vitamin E’dir. Pieri ve
ark., yaptiklan bir ¢aligmada vitamin E ile MLT nin lipit peroksillerini temizleme
kapasitesini - aragtirmis, kabaca MLT’nin vitamin E’den 2 kat daha gii¢lii oldugunu
gostermistir (133).

Gilad ve ark., mekanizmasimi tam olarak agiklayamamakla birlikte MLT’in
peroksinitrit (ONOO") radikallerinin yol agtif1 oksidatif stresi inhibe ettigi sonucuna
varmiglardir. Bilindiéi gibi  peroksinitrit radikalleri lipit peroksidasyonunun
baglamasina, mitokondiyal respiratuar enzimlerinin ve membran pompalarimn
inhibisyonuna, glutatyon miktarinin azalmasina yol éqar (134) |

Mohan ve ark., MLT’in NF-«B aktivitesini inhibe ederek, iNOS enzimi
ckspresyonunu onledigini, bu sekilde NO tiretimini baskiladigim bildirmislerdir (135).
Cuzzocrea ve ark., NF-xB inhibisyonu '“ﬁzerinden melatoni’nin COX-2 enzim
ekspresyonunu baskiladigim bildirmistir (136). Melatoninin bu etkileri antiinflamatuar
Ozelliginin oldugunu gostermektedir . Lezovalc’h ve ark., ML'T’in NF-xB’i niikleusa
translokasyon asamasinda inhibe ttigini bildirmislerdir. /R yaralanmasinin erken
fazinda serbest radikaller, mast hiicreleri ve endoteleden salinan PAF ve LTB4 gibi
erken faz inflamatuar mediyatorler nedeniyle NF-kB aktive olmakta, endotel ve
notrofiller tizerinde adezyon molekiilii, iNOS ve COX-2 sentezi artmaktadir. MLT, NF-
kB inhibisyonu yaparak, endoteliyal ve 16kosit temasim keser, iNOS ve COX-2
sentezini baskilayarak, peroksinitrit radiakalleri olugumunu ve arasidonik asit
metabolizmasint engeller (137).

Bir ¢ok g¢alismada MLT’in SOD, CAT, GSH-Px, GSH-Dh ve Glukoz-6 P
dehidrojena; gibi major antioksidan enzimleri stimile ettigi gosterilmistir. GSH-Dh

enzimi okside glutatyonun (GSSH) rediikte glutatyonuna (GSH) doniismesini saglayan
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Onemli bir -enzimdir. Bu ¢ahgmalarda MLT’in GSH diizeyini bu sekilde yiikselttigi
sonucuna varmuglardir. (138,139,48) ’

Bizim ekstremite I/R modelimizda tibialis anterior kasinda MLT verilen
grupV ve GrupVI’da lipit peroksidasyon gostergesi MDA ve oksidan enzim XO diizeyi
anlaml sekilde azalmisti, GSH diizeyi ise anlamli gekilde yiikselmigti. MLT, NO
diizeyini ortalama olarak diigirmiisti, anc;ak istatistksel olarak anlamli degildi.

Literatiirle uyumlu olarak MLT,. I/R yaralanmas: siirecince ortaya cikan
oksijen ve nitrojen kaynakli biitiin radiaklleri temizleyerek membran hasarim ve lipit
peroksidasyonunu 6nlemis ve antioksidanlari giiglendirerek MDA diizeyini azaltmg
olabilir. MLT, lipit peroksidasyonunu onleyerek ve serbest radikalleri temizleyerek,
hiicre membranlarinda normal gegirgenlik ve akigkanlhigin siirdiiriilmesini saglar. Bu
nedenle hiicre membran fonksiyonlan siirdiirtildiigiinden hiicre i¢ine serbest Ca akist
azalir, boylece MLT, XD’m XO’a d6niigiimiinii 6nleyerek, XO diizeyini azaltabilir.
Aynca MLT endojen antioksidan GSH diizeyini yiikselterek veya sentezini arttirarak,
XD’ siilfhidril gruplarnnin rediikte tutulmasim saglayarak XD’in XO’a doniistimiinii
azaltmig olabilir.

MLT, /R yaralanmasi sirasinda oksijen, nitrojen ve lipit kaynakli biitiin
radiakalleri temizleyerek ve SOD, CAT gibi enzimleri aktive ederek veya antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu arttirarak, hiicre icinde GSH’in tiikenmesini &nleyebilir.
MLT GSH sentezinde rol alan enzimleri aktive ederek optimal GSH diizeyinin
sirdiirilmesini sagalyabilir. Ayrica MLT okside glutatyonun (GSSH) rediikte
glutatyona (CSH) doniigtimiini  saglayan GSH-Rd enzim aktivitesi ve sentezini
indiikleyerek de GSH diizeyini arttirmig olabilir.

MLT NF-«kB inhibisyonu {izerinden iNOS sentezini engeller, boylece
_hiicrelerde agin NO ftiretiminin Onilne gegerek, peroksinitrit' radikalleri olusumunu
engeller.Bizim ¢alismamaizda MLT verilen grupta NO diizeyi ortalama olarak
ézalmlstl, ancak istaltistiksel olarak anlamli degildi. Litartiirde ML T’in eNOS ve nNOS
aktivitesine etkisini arastiran bir bilgiye rastlamadik. Biz MLT /R yaralanmasi
strasinda NO‘ diizeyini azalttigini diigiiniiyoruz, anacak eNOS ve iNOS aktivitesinin
artirarak, doku NO diizeyini olmasi gereken dﬁzéye yiikseltmis olabilir.

Gastroknemius adalesinin histopatolojik incelenmesinde melatonin verilen
grupta hiicreler arast boyut degisiklikleri,” eritrosit ekstravazasyonu, nétrofil
infiltrasyonu ve segmental nekroz anlamli sekilde azalmigti. Bu galismada melatonin

NF-«B inhibisyonu ile inflamasyonu ve 16kosit endotel iliskisini azaltms, giiclii serbest
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radikal temizleyici 6zelligi ve lipit peroksidasyonunu 6nlemésiyle doku hasarimi ve
nekrozunu o6nlemis olabilir. Antioksidan 6zelligiyle endolleri koruyarak n&trofil
infiltrasyonu, eritrosit eksravazasyonununu, boyut degisikligi ve G6demi azaltmig
olabilir.

Siyatik sinirde yapilan histopatolojik arastrmada ise MLT verilen gruplarda
perindral 6dem, eritrosit ekstravazasyonu ve notrofil infiltrasyonu anlamh gekilde
azalmlstl. Kas dokusunda oldugu gibi MLT, I/R yaralanmas: sirasinda olusan serbest
radikalleri dogrudan temizleyerek, antioksidan enzirnléﬁn hem etkinligini gii¢clendirerek
hem de ekspresyonunu arttirarak, lipit peroksidasyonunu onleyerek ve NF-xB
inhibisyonu {izerinden antiinflamatuar ozelligiyle endoteliyal bariyer fonksiyonlari
korumus olabilir. BSylece makromolekiil ve eritrosit ekstravazasyonu dnlenmis, 6dem
azalmigtir. NF-«B inhibisyonuyla adezyon molekiilleri olusmadigindan nétrofil-endotel
iligkisi kinlmus, nétrofil infiltrasyonu azalmigtir.

Resveratrol (RES), - kirmiz1 sarap, kirmizi iziim, yerfistigi, dut gibi cesitli
yiyecek ve igeceklerde bulunan antioksidan bir polifenoldur. Leonard ve ark., in vitro
caligmalarinda RES’un hidroksil (OHe) ve stiperoksit (O;") radikallerini etkili bir
sekilde temiiledigini, Fenton reaksiyonunu inhibe etigini, OHe radikallerinin yol ag¢tig
DNA hasar1 ve membran lipit peroksidasyonunu 6nledigini ve gesitli metal oksidanlarin
yol agtii NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigini g&stermislerdir (65).

Pellegatta ve ark., in vitro c¢aligmalaninda RES’un TNF-o ve
lipopolisakkaritlerin stiimile ettigi endoteliyal ytizey adezyon molekiil ekspresyonunu
inhibe ettigini, b&ylece granulosit ve monositlerin endotele tutunmasi onledigini
gostermislerdir. Bagka bir ¢alismada RESun TNF-o ve IL-1pB tarafindan indiiklenen
NF-kB’i inhibe ettigi goOsterilmistir. Bu 6zelligiyle' RES antiinflamtuar etki
gostermektedir (140). ‘

Subbaramaiah ve ark, RES’un COX-2 enziminin hem gen ekspresyonu hem
de enzim aktivitasini simrladigim ve bylece PG sentezini dnleyerek, antiinflamatuar

_Ozellik tasidigini gostermislerdir (141). '

Maccarrone va ark., hiicre killtiirlerinde RES’un hidrojen peroksitin hiicre
membranlarina’ saldlnnaslyla ortaya cikan inﬂamatuar LTB4 ve PGE; olusumunu,
COX (siklooksijenaz), lipoksijenaz ve peroksidaz enzimini kompetitif inhibe ederek
Onledigini gostermislerdir. (142).

Hasgahik ve ark., rat overlerinde 3 saat iskemi ve 3 saat reperflizyon modeli

olusturarak.. reperfiizvon Oncesi 10 mg/kg IP olarak RES vermislerdir. Kontrol
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grubunda over dokusunda XO, MDA diizeyinin arttigim ve GSH (glutatyon) diizeyinin
azaldipim tesbit etmislerdir. RES verilen grupta ise XO ve MDA diizeyi anlaml: gekilde
azalmigken, rediikte glutatyon (GSH) diizeyinde anlamh gekilde artma izlemislerdir.
Histopatolojik aragtirmada ise over dokusunda nétrofil infiltrasyonu, 6dem ve vaskiiler
dilatasyonun anlamli sekilde azaldigim tesbit etmislerdir. Bu ¢aligmada RES’un XD’1n
XO’a doniistimiinéi sinirlayabilecegini ve lipit peroksidasyonunu &nleyerek MDA
diizeyini diistirebilecegini belirtmislerdir. RES’un radikal temizleyici ozellegiyle
rediikte GSH’un korunmasim sagladigini veya GSH sentezinde rol alan enzimleri aktive
edebilecegini bildirmislerdir. IR yaralanfasi sirasinda TNF-a ve IL-1B tarafindan
indiiklenen NF-kB’i RES’un siiprese ettifini ve bu gekilde NF-kB tarafindan gen
transkripsiyonu diizenlenen inflamatuar, kemotaktik mediyatérlerin ve l6kositik-
endoteliyal yilizey adezyon molekiil sentezinin Onlendigini, bu nedenle nétrofil
infiltrasyonunun azaldigin bildirmislerdir (114).
Shigematsu ve ark., ratlarda olusturduklari mezenterik I/R modelinde RES
verilen grupta lokosit adezyonu ve migrasyonunun azaldigim, endoteliyal bariyer
fonksiyonunun korunarak, albumin ekstravazasyonunun anlamli gekilde azaldigim
| gdstermislerdir. Mezenterik arteri HX/XO (hipoksantin / ksantin oksidaz) solusyonuyla
perfiize ettikleri grupta belirgin .lﬁkosit adezyonu ve migrasyonu, mikrovaskiiler
endoteliyal bariyerin bozulmasi sonucu, albumin ekstravazasyonu meydana geldigini,
RES’un ise bu patolojileri 6nledigini g6stermislerdir. Diger bir grupta mezenterik arteri
proinflamatuar PAF ve LTB4 solusyonuyla perﬁize ederek, lokosit adezyonu ve
migrasyonu, mikrovaskiiler endotelin bozulmasi sonucu albumin ekstravazasyonu
meydana geldigini, sadece PAF verilen grupta bu etkilerin RES verilerek azaldigim
gostermiglerdir. RES LTBs iin etkilerini 6nlememigti. Bu ¢alismada RES’un I/R
yaralanmas: sirasinda aktive olan I8kositlerin adezyon ve migrasyonunu onledigini
gostermiglerdir. Ayrica bu ¢alismada HX / XO ve PAF’in da serbest radikal {iretimini
indiikledigini, lokosit adezyonu ve mikrovaskiiler endoteliyal bariyer disfonksiyonu
yarattiimi, RES’un bu patolojileri dnledigini bildirilmistir. I/R yaralanmasi sirasinda
agiga ¢ikan reaktif oksijen tilrevlerinin endotel yiizeyinde P-selektin ve ICAM-1 gibi
adeziv ' ligantlarin olugumunu baglattigi, antioksidanlarin ise serbest radikalleri
temizleyerek bu durumu engelledigi biliniyor. RES, reaktif oksijen tiirevlerini
detoksifiye ederek, antiadeziv etki gOstermistir. RES’{in vaskiiler endotelden NO
sahmmlhl artirdigy, NO’in ise I/R sirasinda 16kosit akiimiilasyonunu dnledigi biliniyor
(62).
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Hung ve ark., ratlarda olusturduklan /R modelinde RES’un iNOS
aktivitesini témamen bloke ettigini gostermislerdir. I/R olusturulan grup ile normal kalp
dokusunda eNOS ve nNOS diizeyleri aymydi. RES verilen I/R grubunda RES eNOS ve
nNOS enzim aktivitelerini giiclendirmisti. RES’un transkripsiyonel diizeyde iNOS
ekspresyonunu baskilarken, nNOS aktivitesini. arttirdigini ve enzim diizeyinde eNOS
aktivitesini giiclendirdigini tesbit etmislerdir. Bu ¢aligmada I/R yaralanmasi sirasinda
iNOS enziminin aktive oldugu tesbit edilmistir ve RES’un NO bagimli olarak iskemik
kalp dokusunda infarkt alaninin kiigtilmesine yol agtig1 sonucuna varmuglardir (143).

/R yaralanmas sirastnda ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirevleri plataletleri
aktive etmekte, aktive olan plateletler de yaralanma bslgesinde kollajen ve fibrinojene
tutunarak agregasyoﬁ gostermekte, reaktif oksijen tiirevleri liretmekte ve PAF gibi
vazokonstriiktér, kemotaktik, inflamatuar metabolitlerin salinmasina yol agmaktadir.
Olas ve ark., in vitro caligmalarinda RES’un reaktif oksijen radiakallerine karsi
_trombositleri korudugunu ve plateletlerin  kollajen ve fibrinojene tutunmasint
engelleyerek, agregasyon, sekresyon, tromboz ve eikozonoid sentezini 6nledigini
gostermiglerdir. Diger bir ¢aligmalarinda RES’lun plateletlerden siiperoksit, hidrojen
peroksit ve diger organik radikallerin salimmim baskiladigin, plateleletlerde lipit
peroksidasyonunu Snledigini gostermislerdir (144). Ayrica Martinez ve ark., RES’lun
antioksidan etkisiyle makrofajlarda silperoksit ve hidrojen peroksit iiretimini giiglil
gekilde inhibe ettigini gdstermislerdir. Ayrica RES’un trombosit ve makrofajlarda
reaktif oksijen tlirevleri {iretimini ve makrofajlardan inflamatuar, kemotaktik,
vazokonstriikt6rlerin  saliumum engelleyerek de I/R yaralanmasinda doku hasarin
Onledigini gostermistir (145).

Bizim I/R modelimizde RES verilen gruplarda tibialis anterior kasinda MDA
ve XO diizeyi anlaml sekilde azalmig, hiicresel endojen antioksidan olan GSH diizeyi
kontrol grubuna gére anlaml gekilde artmugti. Reperfiizyon baslangicinda olusan asin
serbest oksijen radikallerinin RES tarafindan temizlendigi ve membrén lipit
peroksidasyonunun Onlenmesine bagli olarak MDA diizeyi azalmig olabilir.
I/R sirasinda serbest radikaller RES tarafindan temizlenerek ve lipit peroksidasyonu
RES tarafindan dogrudan baskilanarak, hiicre membrani biitiinliigii ve fonksiyonlar:
korunmus, bu sekilde hiicre i¢i asin Ca birikimi engellenip, XD’1n XO’a doniisii
sinirlanmig ve XO oksidaz diizeyi azalmis olabilir. RES, I/R yaralanmasi siirecinde

serbest oksijen, nitrojen ve lipit kaynakli radikalleri dogrudan temizlemis veya
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olusumunu engellemis, bu sekilde oksidasyon olaylarin1 durdurarak, hiicre i¢i GSH’un
tiikkenmesini engellemis olabilir.

Doku NO diizeyinde RES grubunda kontrol grubuna gore anlamh farklar
bulunamadi. RES NF-xB inhibisyonu iizerinden iNOS transkripsiyonunu sinirlayarak,
[/R olayinda asim NO {iretimini onler. Ancak transkripsiyon diizeyinde nNOS,
enzimatik diizeyde eNOS aktivitesini giiclendirerek, NO diizeyini optimal diizeyde
tutabilir. Bizim higbir islem yapilmayan normal grubumuz olmadigindan, NO
miktarinin olmas1 gereken normal diizeyini karsilagtiramadik. Dolayisiyla bu
c;ahsmammdé RES’un NO diizeyine nasil bir eikiye sahip oldugu konusunda yorum
yapamadik. '

RES verilen gruplarda gastroknemius kasinda &dem, boyut degigiklikleri,
eritrosit ekstravazasyonu ve notrofil infiltrasyonu azalmigti. RES, I/R yaralanmasi
sirasinda aktive olan NF-xB’i inhibe ederek kemotaktik, enflamatuar mediyatérlerin ve
endotel- nétrofil ylizeyinde adezyon molekiillerinin olugmasini baskilamis olabilir.
B&ylece notrofil adezyonu, migrasyonu ve infiltrasyonu azalmis olabilir. Ayrica
ortamda bulunan serbest radikalleri de temizlediginden endotel bariyer fonksiyonu
korunmus, dolayisiyla eritrosit ekstravazasyonu ve makromolekill ekstravazasyonu
onlenmis olabilir. Siyatik sinirde de aymi mekanizmalarla Sdem, nétrofil infiltrasyonu
ve eritrosit ekstravazasyonu azalmig olabilir. Sinir dokunun metabolik aktivitesi kas
dokusuna gore daha yavagtir, dolayisiyle iskemiyi daha uzun siire tolere edebilir. Ancak
periferik sinir doku da i¢i endotel hiicreleriyle dtseli iskemiye oldukg¢a duyarh
mikrovaskiiler sisteme sahiptir. Bu nedenle kas ve sinir dokusunda oldugu gibi hicbir

dokunun I/R yaralanmasindan kagis1 miimkiin degildir.
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VI. SONUC

CAPE, MLT ve RES verdigimiz ratlarin tibialis anterior, gastroknemius kasi
ve siyatik sinirlerinde yaptigimiz biyokimyasal ve histopatolojik aragtirmada her ii¢
maddenin verildigi gruplarda inflamasyon ve doku hasari azalms, vaskiiler endoteliyal
bariyer fonksiyonlar1 korunmugtu. CAPE, MLT ve RES, deneysel /R yaralanmas:
modellerinde son birkag yildir yogun sekilde kullanilmakta ve yiizgiildiiriicii sonuglar
bildirilmektedir. Bu nedenle bizim g¢ahsmamz literatiirle uyumludur. Oniimiizdeki
yillarda bu ii¢ maddenin ortopedik cerrahide’ replantasyon, revaskiilarizasyon, ezilme
yaralanmalar, serbest flep uygulamalari 've turnike sonrasi siklikla karsilastigimiz 1/R
yaralanmas1 vakalarinda, antioksidan ve antiinflamatuar olarak, mevcut medikal

tedaviye destek amagh kullanllabilecegini diistinmekteyiz.
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VIL OZET

Mikrocerrahi teknikler ve teknolojik gelismelere paralel olarak giiniimiizde,
kopan veya dolasimi bozulan bir ekstremite bagarili damar tamirleriyle replante veya
revaskiilarize edilebiliyor, genis doku defektleri damarli serbet fleplerle kapatilabiliyor,
basarili turnike uygulamalariyla {ist ve alt ekstremitelerde kansiz ameliyatlar
yapilabiliyor. Ancak biitiin bu girigsimlerle beraber, dokular belirli bir siire iskemiye
maruz kalmakta ve reoksijenasyonla birlikte I/R yaralanmasi gibi ciddi “sorunlar
karsimiza gikmaktadir. Klinik ve deneysel ¢alismalarda I/R yaralanmasinin, 6zellikle
reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan ve hiicreniﬁ biitiin yapisal-fonksiyonel {initelerine
zarar veren, agiri miktarda serbest oksijen ve nitrojen radikalleri nedeniyle meydana
geldigi gosterilmistir. Bu nedenle I/R olayinda CAPE, MLT, RES gibi dogal, giivenilir,
gliclii antioksidan ve antiinflamatuar ajanlarin kullanimi giindeme gelmistir. Biz ratlarda
turnike uygulamak suretiyle olusturdugumuz ekstremite I/R modelimizde CAPE, RES
ve MLT’in kas ve periferik sinire etkilerini aragtirdik.

48 adet Wistar-albino rat, rasgele 6’sarli 8 gruba béliindii. Ratlar 75 mg/kg
Ketamin ve 8 mg/ kg Xylazine i.p verilerek anestetize edildi. Sag arka ekstremitelerine
4 saat siireyle lastik bant turnike uygulandi ve bu siire sonunda turnike gevsetilerek 4 ve
8 saatlik reberﬁizyona izin verildi. Grupl (4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + % 5 etil
alkol, i.p), grupll (4 saat iskemi /8 saat reperflizyon + % 5 etil alkol, i.p), Gruplll (4 saat
iskemi / 4 saat reperﬁizyon + 20 pM/kg CAPE, i.p), GruplV (4 saat iskemi / 8 saat
reperflizyon + 20 uM/kg CAPE, i.p), GrupV (4 saat iskemi / 4 saat reperfiizyon + 20
mg/kg MLT, i.p), GrupVI (4 saat iskemi / 8 saat reperfiizyon + 20 mg/kg MLT, i.p),
GrupVII (4 saat iskemi / 4 saat reperflizyon + 10 mg/kg RES, i.p), GrupVIII (4 saat
iskemi / 8 saat reperfiizyon + 10 mg/kg RES, i.p). Islemler sonunda ratlar yiiksek doz
anestezi ile sakrifiye edildi. Tibialis ant. kast MDA, GSH, XO ve NO bakilmak iizere,
gastroknemius kasi ve siyatik sinir histopatolojik aragtirma igin gikarildi. Biyokimyasal ‘
incelemede CAPE, MLT ve RES verilen gruplarda MDA ve XO diizeyi anlamli sekilde
azalmisti, GSH diizeyi ise anlamli sékilde yiikselmisti (p<0.005). Tiim gruplarda NO
diizeyinde anlamli degisiklik saptanmadi (p>0.005). Histopatolojik incelemede
gastroknemius kasinda 6dem, boyut degisikligi, segmental nekroz, eritrosit
ekstravazasyonu, nétrofil infiltrasyonu kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalmistt
(p<0.005). Siyatik sinirde perindral §dem, perindral eritrosit ekstravazasyonu ve notrofil

infiltrasyonu anlamli gekilde azalmigti (p<0.005).

66



Bu sonuglara gore, dogal ve giiglii antioksidan dzellige sahip CAPE, MLT ve RES’un
intraperitoneal uygulanmasi ile iskelet kas1 ve periferik sinirleri I/R yaralanmasina kars:

koruyabilecegini diisiinmekteyiz.
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VIII. SUMMARY

Thanks to improving microsurgical techniques and technologycal improvment,
in our time completely amputated extremity is replantated or an extremity with vascular
incongruity is revascularized with skillful repairing vascular structure, extensive tissue
defects are-covered with free vascularized tissue transfers and operations of lower or
upper extremity are accoplished without bleeding with applying tourniquet. However all
the attempt, tissues are exposed to ischemic conditions and together with reperfusion we
encounter to ishemia-reperfusion injury. Clinical and experimental studies showed that
free oxigen and nitrogen radicals appear durihg ishemia-reperfusion injury and damage
all the structurél and functional units of cells.:Because that considered natural, safety,
strong antioxidants ahd antiinflammatuars such as CAPE, MLT and RES have benificial
effects on I/R injury. We investigated the effects of CAPE, MLT and RES in ethyl
alcohol 5% on I/R injuries on rat skeletal muscle and peripheral nerve applying rubber
band tourniquet to lower extremity.

A total of 48 adult Wistar albino rats were divide into 8 groups with varied
treatment. The animals were anesthetized with I.P ketamine (75 mg/kg) and xylazine (8
mg/kg). Ischemia was induced by applying rubber band tourniquets high around thigh to
right hindlimb of rats during 4 hours. After that releasing the tourniquet it was allowed
to reperfusion of the extremity during 4 and 8 hours. Groupl (4 h ischemia / 4 h
reperfusion + % 5 ethyl alcohol, i.p), groupll (4 h ischemia / 8 h reperfusion + % 5 ethyl
alcohol, i.p), groupllI (4 h ischemia / 4 h reperfusion + 20 uM/kg CAPE, i.p), grouplV
(4 h ischemia / 8 h reperfusion + 20 uM/kg CAPE, i.p), groupV (4 h ischemia / 4 h
reperfusion + 20 mg/kg MLT, i.p), groupVI (4 h ischemia / 8 h reperfusion + 20 mg/kg
MLT, i.p), groupVII (4 h ischemia / 4 h reperfusion + 10 mg/kg RES, i.p), groupVIII (4
hischemia / 8 h reperfusion + 10 mg/kg RES, i.p). ‘

‘In the end of experiment all rats was killed with high dose anesthetic. Afterwards right
hindlimb of all animals were disarticulated from hip and tiBialis anterior muscle for
biochemical analysis, gastroknemius muscle and sciatic nevre removed for
histopathological analysis.

The levels of MDA and XO in groups administered CAPE, MLT and RES
were s1gmﬁcantly lower than that of the control groups (p<0.005). The level of GSH
was hlgher than that of the control groups (p<0 005). In all the grous the level of NO
was not change significantly (p>0.005).
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Histopathological analysis revealed a better conservation of muscle morphology in rats
treated with CAPE, MLT and RES administration reduced the morphological changes
induced by ischemia: In gastrocnemius muscle PMN infiltration, edema, erythrocyte
extravasation, segmental necrosis, pha‘nge of diameter were much lower in rats treated
with CAPE, MLT and RES compared with control groups (p<0.005). In sciatic nerve
PMN infiltration, endo-perineural edema and erythrocyte extravasation were much
lower in rats treated with CAPE, MLT and RES compared with control groups
(p<0.005). |

The present study demonstrates that I.P administration of CAPE, MLT and
RES, in accordance with their potent antioxidant properties, maybe effectively protects

the skeletal muscles and peripheral nerves against injury associated with reperfusion.

69



IX. KAYNAKLAR

1. Christopher B.A, Homer-Vanniasinkham. Clinical implications of ishaecmia-
reperfusion injury. Pathophysiology. 2003;9:229-240 N

2. Hardy SC, Homer-Vanniasinkam S,Gough MJ. The triphasic pattern of skeletal
muscle blod flow in reperfusion injury:an experimental model with implication for
surgery on the acutely ischemic lower limb. Eur J Vasc Surg 1990;4:587-92

3. Kerrigan C.L., Stotland M.A. Ischemia reperfusion injury:a review Microsurgey
1993;14:165-175

4. Ferreira R, Milei J, Grana D. Oxidative Stress And Ischaemia-reperfusionlnjury In
The Heart. Asia Pacific Heart J 1999; 8(2):97-101

5. Murrant C. L., Reid M.B. Detection of reactive oxygen and reactive nitrogen species
in skeletal muscle Microscopy Research and Technique 2001;55:236-248

6. Mateo A.O, and Aleixandre M.A. Nitric oxide reactivity and mechanisms involved in
its biological effects Pharmacological Research, Vol. 42, No. 5, 2000;42(5):48-55

7. Tylicki L, Rutkowski B, Hérl W.H. Antioxidants: A possible role in kidney
protection. Kidney Blood Pres Res 2003;26:303-314

8. Wall J. Antioxidants In Prevention Of Reperfusion Damage Of Vascular
Endothelium Pharmacology 2000 Volume'1-(67-71)

9. Spark J.I, Chetter C, Gallavin L, Kestre C, Guilllou, Scott D.J.A. Reduced
antioxidant capacity predicts ischaemia-reperfusion injury after femorodistal
bypass.British journal of surgery 1998;85:221-225)

10. Zintzen H. Fat-souble vitamins in nutrition of ruminants. Basel: La Roche
1977;2:27-29

11. Packer L. Protective role of vitamin E in biological systems. Am J Clin Nutr
1991;53:1050-1055 ’

12. VanéDef-Meulen J.H, McArdle A, Jackson M.J, Faulkner J.A. Contraction-induced
injury to the extensor digitorum longus muscles of rats: The role of vitamin E.
J Appl Physiol 1997;83:817-23.

13. Stratton S.P, Liebler D.C. Determination of singled oxygen—speéiﬁc versus radical-
mediated lipid peroxidation in photosensitized oxidation of lipid bilayers: Effect of
beta-carotene and alpha-tocopherol. Biochemistry 1997;36:12911-12920

14. Splettstostoesser W.D, Schuff-Werner P. Oxidative stres in phagocytes-‘The Enemy
Whithin’ Microscopy Research and Technique 2002;57:441-455

15. Winterbourn CC. Superoxide as an intracellular radical sink. Free Radic Biol Med
1993;14:85-90

70



16. Sies H. Damage to plasmid DNA by singlet oxygen and its protection. Mut Res
1993;299:183-191.

17. Al-Turk W, Sindey J.S, Fatma H.E.R, Sadeg O. Changes in glutahione and its
metabolizing enzymes in human erythrocytes and lymphocytes with ages. Pharm
Pharmacol 1987;39:13-16

18. Lagerwall K, Madhu B, Daneryd P, Schersten T, Soussi B. Purine nucleotides and
phospholipids in ischemic and reperfused rat skeletal muscle: effect of ascorbate.
Am J Physiol 1997;272(1):83-90.

19. Diindar Y, Aslan R. Bir antioksidan olarak vitamin E. Genel Tip Derg
1999;9(3):109-116.

20. Natarajan K, Singh S, Burke T.R, Grunberger D, Aggrawal B.B Caffeic acid
phenethyl ester is a potent and specific inhibitor of activation of nuclear transcription
factor NFkappa B. Proc Natl Acad Sci U.S.A 1996;2(93):9090-9095

21. Mirzoeva OK, Sud’ina GF, Pushkareva MA, Korshunova GA, Sumbatian NV,
Varfolomeev SD. Lipophilic derivatives of caffeic acid as hpoxygenase inhibitors with
antioxidant Bioorg Khim.1995;21(2):143-151

22. Tlhan A, Koltuksuz U, Ozen S, Uz E, Cirali H, Akyol O. The effects of caffeic écid
phenethyl ester (CAPE) on spinal cord ischemia/reperfusion injury in rabbits. Eur J
Cardiothorac Surg 1999;16:458-463

23. Doganay S, Turkoz Y, Evereklioglu C, Er H, Borazan M, Ozerol E. (in press) The
use of caffeic acid phenethyl ester to prevent sodium selenite-induced cataract in rat
eyes. J Cataract Refract Surg 2002;28(8):1457-1462.

24. Wei H, Frenkel K. Relationship of oxidative events and DNA oxidation in Sencar
mice to in vivo promoting activity of phorbol ester-type tumor promoters.
Carcinogenesis 1993;14:1195-201.

25. Myers S.L, Brandt K.L, Ehlich J.W, Braunstein E.M, Shelbourne, K.D, Heck DA,
Kalasinski L.A Synovial inflammation in patlents with early osteoarthritis of the knee. J
Rheumatol 1990;17:1662-1669 .

26. Elmali N, Ayan I, Tiirkéz Y, Mizrak B, Germen B, Bora A. Effect of caffeic acid
phenethyl ester on cartilage in experimental osteoarthritis. Rheumatol Int.
2002; 22: 222-226

27. Russo A, Longo R, Vanella A, Antioxidant activity of propolis: role of caffeic acid
phenethyl ester and galangin. Fitoterapia 2002;73(suppl.1):21-29)

28. Sud’ina GF Mirzoeva OK, Puskareva, MA, Korshunova GA, Sumbatyan NV,

Varfolomeev SD. Caffeic acid phenethyl ester as a lipoxygenase inhibitor with
antioxidant properties. FEBS Lett 1993;329:21-24.

71



29. Sahin S, Sadik S, Oyurt H, Uz E, ilhan A, Akyol O. Tisue xanthine oxidase activity
and nitric oxide levels after spinal cord ischemia/reperfusion injury in rabbits:
comparison of caffeic acid phemethyl ester and methylprednisolona. Neuroscinse
research comminucation. 2002;31:111-121

30. Laranjinha J, Cadenes E. Redox cycles of CAPE, alpha-tocopherol and ascorbate:
Implications for protection of LDL against oxidation. [UBMB Life, 1999, 48(1):57-65

31. Salter M, Duffy C, Garthwaite J. Ex vivo measurement of brain tissue nitrite and
nitrate accurately reflects nitric oxide synthase activity in vivo. J Neurochem
1996; 66:1683-1690. :

32. Koltuksuz U, Ozen S, Uz E, Aydinc M, Karaman A, Giiltek A, Akyol O, Giirsoy
M.H, Aydin E. Caffeic acid Phenethyl ester prevents intestinal reperfusion injury in
rats. J pediatr Surg. 1999;34:1458

33. Gurel A, Armutcu F, Sahin S, Sogutcii S, Ozyurt H. Protective role of a-tocopherol
and caffeic acid phenethylester on ischemia-reperfusion injury via nitric oxide and
myeloperoxidase in rat kidneys. Clinica Chimica Acta 2004;339: 3341

34. Orban Z, Mitsiades N, Burke TR. Caffeic acid phenethyl ester leukocyte apoptosis,
modulates nuclear factor-kabba B and supresses acute inflammation.
Neuroimmunomodulation. 2000;7(2):99-105

35.Paterson L.S, Klausner J.M, Pugatch R, Allen P, Mannick JA, Shepro D.
Noncardiogenic pulmonary edema after abdominal aortic aneurysm surgery. Ann Surg
1989;209:231-6.

36. Klausner J. M, Anner H, Paterson Y. S, Kobzik L, Valeri CR, Shepro D. Lower
torso ischemic-induced lung injury is leukocyte dependent. Ann Surg 1988;208:761-7.

37. Calikoglu M, Tamer N, - Sucu N, Coskun B, Ercan B, Gul A, Calikoglu I, Kanik A
The effects of caffeic acid phenethyl ester on tissue damage in lung after hindlimb
ischemia-reperfusion. Pharmacological Research 2003;48: 397403

'38.Welbourn CRB, Goldman G, Peterson IS. Neutrophil elastase and oxygen radicals:
synergism in lung injury after hindlimb ischemia. Am J Physiol 1991;260:1852-6

 39. Granger D.N. Role of xanthine oxidase and granulocytes in ischemia-reperfusion
injury. Am J Physiol 1988;255:1269-75.

40. Simpson R, Alon R, Kobzik L, Valeri CR, Shepro D, Hechtman H.B. Neutrophil
and nonneutrophil-mediated injury in 1ntestmal ischemia-reperfusion.

Ann Surg 1993;218:444-53.

41. Arendt J. Melatonin. Cim Endocrinol, 1998;29: 205—229

42, Palanoglu O.S, Beskonakli E. Pineal bez ve yaglanma. Geriatri1998;1(1):1318

72



43. Reiter RJ, Poeggeler B, Tan D: Antioxidant capacity of melatonin: A novel action
not requiring a receptor. Neuroendocrinol lett, 1993; 15: 103-116

44, Reiter RJ. Functional diversty of the pineal hormone melatonin: its role as an
antioxydant. Exp clin endocrinol, 1996; 104: 10-16

45. Reiter R. J. Oxidative processes and antioxidative defense mechanisms in the aging
brain. FASEB J. 1995; 9: 526533

46.Giusti P, Lipartiti M, Franceschini D, Schiavo N, Floreani M and Manev H.
Neuroprotection by melatonin from kainate-induced excitotoxicity in rats.
FASEB J.1996;10: 891-896

47. Reiter RJ, Guerrero JM, Garcia JJ, Acuna-Castroviejo D. Reactive oxygen
intermediates, molecular damage and aging. Relation to melatonin.
Ann N Y Acad Sci 1998;854: 410

48. Reiter RJ, Tan DX, Manchester LC, Qi W. Biochemical reactivity of melatonin with
reactive oxygen and nitrogen species: A review of the evidence. Cell Biochem Biophys.
2001:34: 237-56. '

49. Tan DX, Reiter RJ, Manchester LC, Yan MT, El-Sawi M, Sainz RM, Mayo JC,
Kohen R, Allegra M, Hardeland R. Chemical and physical proporties and potential

mechanisms: melatonin: melatonin as a broad spectrum antioxidant and free radical
scavenger. Curr Top-Med Chem 2002;2: 181

. 50. Mayoa J. C, Sainza R.M, Antolina I, Herreraa F, Martin V. and Rodrigueza C.
Melatonin regulation of antioxidant enzyme gene expression.
Cell. Mol. Life Sci. 2002:(59):1706 ’

51. Giusti P, Lipartiti M, Gusella M, Floreani M. and Manev H. In vitro and in vivo
protective effects of melatonin against glutamate oxidative stress and neurotoxicity.
Ann. N. Y.Acad. Sci.1997; 825: 79-84

52. Lezoualc’h F, Sparapani M. and Behl C. N—acetyl-serotonin(normeiatonin) and
melatonin protect neurons against oxidative challenges and suppress the activity of the
transcription factor NF-kappaB. J. Pineal Res. 1998;24: 168-178

53. Pieri C, Marra M, Moroni F, Decchioni R, Marcheselli F. Melatonin: a peroxyl
radical scavenger more effective than vitaminE. Life Sci 1994;55:271-276

54. Hsieh, T. C, Juan G, Darzynkiewicz Z, and Wu J.M. Resveratrol increases
nitric oxide synthase, induces accumulation of p53 and p21 (WAF1/CIP1), and
suppresses cultured bovine pulmonary artery endothelial cell proliferation

by perturbing progression through S and G2. Cancer Res. 1999;59:2596

55. Jang M, Cai L, Udeani G. O, Slowing K. V, Thomas C. F, Beecher C. W,
Fong H. H, Farnsworth N. R, Kinghorn A. D, Mehta R. G. Cancer Chemopreventive
activity of resveratrol, a natural product derived from grapes. Science 1997;275:218

73



-56. Vijayalaxmi Z, Reiter RJ, Sewerynek E, Poeggeler B, Leal BZ, Meltz M.L.Marked
reduction of radiation-induced micronuclei Micronuclei in human blood lymphocytes
pretreated with melatonin. Rad Res 1995;143:102-106

57. Reiter RJ, Tan D.X Melatonin: a novel protective agent against oxidative injury
of the ischemic / reperfused heart Cardiovascular Research 2003;58: 1019

58. Del Zar M;M, Martinuzzo C, Falcon C, Cardinalli D.P, Carreras L.O, Vacas M.1.
Inhibition of human platelet aggregation and tromboxane-B2 production by melatonin:
evidence for a diurnal variation. J Clin Endocrinol 1990;70: 246

59. Sahna E, Parlakpinar H, Ozturk F, Cigremis Y, Acet A. The protective effects of
physiological and pharmacological concentrations of melatonin on renal ischemia-
reperfusion injury in rats. Urol Res 2003; 31: 188-193

60. Russel J. Reiter-, Dun-Xian Tan. Melatonin: a novel protectfve agent against
oxidative injury of the ischemic / reperfused heart Cardiovascular Research
2003;58:10-19

61. Bertelli, A. A., Giovannini L., Giannessi- D, Migliori M, Bernini 'W., Fregoni M
and Berteli A. Antiplatelet activity of synthetic and natural resveratrol in
red wine. Int. J. Tissue React.1995;17:1.

62. Shigematsu S, Shida S, Hara M, Takahashi N, Yoshimatsu’ H, Sakata T.
Resveratrol, a red wine constituent polyphenol, prevents superoxide dependent
inflammatory responses induced by by ischemia/reperfusion, platelet-activating factor,
or oxidants Free Radical Biology & Medicine 2003;34(7):810-817

63. Hsieh, T. C, Juan G, Darzynkiewicz Z. and Wu J.M. Resveratrol increases
nitric oxide synthase, induces accumulation of p53 and p21 (WAF1/CIP1), and
suppresses cultured bovine pulmonary artery endothelial cell proliferation

by perturbing progression through S and G2. Cancer Res. 1999;59:2596

64. Mana S.K., Mukhopadhyay A.and Aggarwal B.B. Resveratrol Suppresses TNF-
Induced Activation of Nuclear Transcription Factors NF-kB, Activator Protein-1, and
Apoptosis: Potential Role of Reactive Oxygen Intermediates and Lipid Peroxidation1
" The Journal of Immunology, 2000;164: 6509—6519

65. Leonard 8.8, Xia C, Jiang B-H, Stinefelt B, Klandorf H, Haris G.K, Shi X.
Resveratrol scavenges reactive oxygen species and effects radical-induced cellular

responses Biochemical and Biophysical Research Communications
2003;309:1017-1026

66. Olas B, Wachowicz B, Saluk-Juszczak J, Zielin"ski T. Effect of resveratrol, a
natural polyphenolic compound, on platelet activation induced by endotoxin or
thrombin. Thrombosis Research 2002;107: 141- 145

67. Moreno J. Resveratrol Modulates Afachidonic Acid Release, Prostaglandin
Synthesis, and 3T6 Fibroblast Growth. JPET 2000;294:333—338

74



68. Hung L-M, Chen J-K, Huang S-S, et al. Cardioprotective effect of resveratrol, a
natural antioxidant derived from grapes. Cardiovascular Res. 2000; 47:549-555.

69. Li H, Forstermann U. Nitric oxide in the pathogenesis of vascular disease.J Pathol.
2000;190:244—254

70. Henry LA, Witt DM. Resveratrol: phytoestrogen effects on reproductive physiology
and behavior in fema]e rats. Horm Behav. 2002;41:220-228

71. Orallo F, Alvarez E, Camina M, et al. The posmble implication of
trans-resveratrol in the cardioprotective effects of long-term moderate
wine consumption. Mol Pharmacol. 2002;61:294-302

72. Dong Z. Molecular mechanism of the chemopreventlve effect of resveratrol.
Mutation Research 2003;12; 145-150

73. Li H, Forstermann U. Nitric oxide in the pathogenesis of vascular disease.
J Pathol. 2000'190‘244—254

74. Belkin, M., Brown, R. D. anht J. G. et al. A new quantitative spectrophotometric

assay of 1schem1a-reperfus1on injury in skeletal
muscle. Am J Surg, 1988;156: 83.—86

75. Steinau H-U. Major Limb Replantation and Postischemia Syndrome: -
Investigation of Acute Ischemia-induced Myopathy and Reperfusion Injury.
New York: Springer Verlag, 1988, pp 9-22,23, 26, 33. _

76. Petrasek, P. F, Homer—Vanniasinkam S. and Walker P. M. Determinants of ischemic
injury to skeletal muscle. J Vasc Surg, 1994;19:623-631.

77. Lounsbury K. M ,HuQ, Ziegelstein R.C. Calciun signaling and oxidant stres in the
vasculature. Free Radical Biology & Medicine, 2000;28(9):1362-1369

~78. Johannes F, Vijay S.G, Anderson L. A, Laurentin L-P, Maldonado C, Barker J.H.
Microcirculation research for microsurgeons: basw\concepts and potential applications
Eur J of Trauma 2001 ;27:153-162

79. Cheung J. Y, Bonvéntre J. V, Malis C, D. and Leaf A. Calcium and ischemic i injury.
'N. Engl. J. Med. 314:1670, 1986.

80. Parks D. A, and GrangerD N. Xanthine oxidase: biochemistry, distribution and
physiology. Acta Physiol. Scand.(Suppl) 1986;87: 548

81. Blaisdell F. W. The pathophysiology of skeletal muscle ischemia and the
reperfusion syndrome: a review Cardiovascular Surgery 2002;10(6):620-630
82. Nohl, H. Involvement of free radicals in aging: A consequence or cause of
senescense. Br. Med. Bull. 1993;49:653.

75



83. Heunks L.M.A, Dekhuijzen P.N.R. Respiratory muscle function and free radicals:
from cell to COPD Thorax 2000;55:704—716

84. Boveris A, Chance B. The mitochondrial generation of hydrogen peroxide: general
properties and effect of hyperbaric oxygen. Biochem J 1973;134:707-709

85. McCord J. M. Free radicals and myocardlal ischemia: overview and outlook. J Free
Radic Biol Med 1988;4:9-14

86. Gutteridge J., Halliwell B., Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition metals and
diseases. Rewiev article. Biochem. J. 1984, 219:1-14

87. Carroll W.R, Esclamado R.M. Ischeﬁlia/reperﬁJsion injury in microvascular surgery
Head neck 2000;22:700-713

88. Shakir A. and Derek A. M. Signal transduction via the NF-KB pathway: a targeted
treatment modality for infection, inflammation and repair.
Cell Biochem Funct 2004; 22: 67-79.

89. Cavanagh S. P, Gough M. J and Homer-Vanniasinkam S. The role of the
neutrophil in ischaemiareperfusion injury: potential therapeutic Interventions
Cardiovascular Surgery. 1998;6(2):112-118

90. Bajaj AK, Cobb MA, Virmani R, et al. Limitation of myocardial reoperfusion injury
by intravenous perfluorochemicals. Role of neutrophil activation. Circulation
1989:79:645-56.)

91. Rubanyi GM. Endothehum derived relaxing and contracting factors. J Cell Biochem
1991;46:27.

92. Keller A.M, Clancy R.M, Barr M.L. Acute reoxygenation injury in the isolated rat
heart: role of resident cardiac mast cells. Circ Res. 1988;63:1044-1050.

93. Lazarus B, Messine A, Barker J.E, Hurley J.V, Rpmeo R, Morrisone W A, Knlght
K.R. The role of mast cell in ischaemia-reperfusion injury in murine skeletal muscle.
Journal of pathology. 2000;191:443-448

94. Mukundan C, Gurish M. F, Austen K. F, Hechtman H. B.and Daniel S. F. Mast
Cell Mediation of Muscle and Pulmonary Injury Following Hindlimb Ischemia—
Reperfusion The Journal of Histochemistry & Cytochemistry

2001;49(8):1055- 1056

'95. Stahl G. L, Xu 'Y, Hao L, Miller M, Buras J.A, Fung M, and Zhao H. Role for the
Alternative Complement Pathway in Ischemia/Reperfusion Injury American Journal of
Pathology 2003;162(2):449-455

96. Dong j, Pratt J. R, Smith R.A.G, Dodd I, Sacks S. H. Strategies for targeting

complement inhibitors in ischaemia / reperfusion injury. Molecular Immunology
1999;36: 957-963



97. Lovett J. E, Fink B. F, Bernard A, Ochoa J . Analysis of nitric oxide activity in
prevention of reperfusion injury Ann Plast Surg. 2001;46:269-274

98. Lepore D. A. Nitric Oxide Synthase-Independent Generation of Nitric
Oxide in Muscle Ischemia-Reperfusion Injury. Biology and Chemistry
2000;4(6): 541-545

99. Kubes P, Granger D. N. Nitric oxide modulates microvascular permeability.
Am J Physiol 1992; 262:61 1-615

100. Forstermann U, and Kleinert, H. Nitric oxide synthase: Expression and
expressional control of the three isoforms. Naunyn Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol.
1995;352, 351-364.

101. Liu K, Chen L, Seaber A. V, urbaniak J.R.S-Nitroso-N-acetylcysteine protects
“skeletal muscle against reperfusion injury. Microsurgery  1998;18:299-305

102. Gaboury J.P, Niu X.F, KubesP. Nitric Oxide Inhibits Numerous Features of
Mast Cell-Induced Inflammation Circulation. 1996;93:318-326.

103. Menger M.D, Rucker M, Vollmar B. Capillary dysfunction in striated muscle:
Ischemia reperfusion on the mechanisms of “no re-flow.” Shock 1997;8:2-7.

104. Tiwari A, Hag A.I, Myint F and Hamilton G. Acute compartment syndromes.
Briitish Journal of Surgery 2002;89:397-412

105. Terada L.S, Dormish J.J, Shanley P.F, Lefl J.A, Anderson B.O, Repine J.E.
Circulation xanthine oxidase mediates lung neutrophil sequestration after intestinal
ischemiatreperfusion. Am J Physiol 1992; 263:394-401.

106. Vega V.L, Mardones L, Maldonado M, Nicovani S, Manriquez V, Roa J.
Xanthine oxidase released from reperfused hind limbs mediate kupffer cell activation,
neutrophil sequestration, and hepatic oxidative stress in rats subjected to tourniquet

shock. Shock. 2000;14(5):565-71

107. Xiao F, Eppihimer M.J, Young J.A, Nguyen K, Carden D.L. Lung neutrophil
retention and injury following intestinal ischemia-reperfusion. Microcirculation
1997; 4: 359-367

108. B. Ocal, ylldli E, Katrancioglu N, Giinay I. Alt ekstremite iskemi reperfiizyona
bagl: gelisen akciger hasrinda askorbik asitin etkisi. Turkish J Thorac cardiovasc Surg
2000;9:238-241

109.Yasin M.M.I, Harkin D.W, Barros D’Sa A.A.B, Halliday MI, Rowlands B.J lower
limb ischemia-reperfusion injury triggers a systemic inflammatory response ans
multiple organ dysfunction World J. Surgery 2002;26:115-121)

77



110. Barry M.C, Kelly C, Burke P, Sheehan S, Redmond H.P, Bouchier-Hayes D.
Immunological and physiological responses to aortic surgery: effect of reperfusion on
neutrophil and monocyte activation and pulmonary function.

Br J Surg 1997;84: 513-519.

111. Akar H, Sarag¢ A, Konuralp C, Yildiz L, Kolbakir F. Comparison of
histopathologic effects of carnitinr and ascorbic acid reperfusion injury. European
Journal of Cardio-thoracic Surgery 2001;19:500-506

112. Nukada H, McMorran PD, Shimizu J. Acute inflammatory demyelination in
reperfusion nerve injury. Ann Neurol 2000;47:71-79

113. Hobson I RW, Milazzo V.J, Duran W.N. Pathophysiology
of skeletal muscle ischemia - reperfusion injury. In Haimovici H ed. Vascular Surgery
New York:Blackwell Science, 1996:497-508 '

114. Hascalik S, Celik O, Turkoz Y, Hascalik M, Cigremis Y, Mizrak B, Yologlu S.
Resveratrol, a red wine constituent polyphenol, protects from ischemia-reperfusion
damage of the ovaries. Gynecol Obstet Invest. 2004;57(4):218-23

115. Cuzzocrea S, Reiter R.J. Pharmacologibal action of melatonin in shock,
inflammation and ischemiarreperfusion injuryEuropean Journal of Pharmacology
2001;426: 1-10

. 116. Donna L. Carden and D. Neil Granger. Pathophysiology of ischaemia-reperfusion
injury J Pathol 2000; 190: 255-266.

117. Ozyurt H, Irmak M.K, Akyol O, S6giit S. Caffeic acid phenethyl ester changes the
indices of oxidative stres in serum of rats with renal ischaemia-reperfusion injury. Cell
Biochemistry and function 2001;19:259-263

118. Mateo A.O, Artinano M.A.A. Nitric oxide reactivity and mechanisms involved in
its biological effects. Pharmacological Research 2000;42(5):421-427

119. Appel H. J, Duarte J.A, Carvalho F, Bstos M.L. Administration of tourniquet II.
Prevention of postischemic oxidative stress can reduce muscle edema. Archives of
Orthopaedic and Trauma Surgery 1996;116;101-105

120. Saba D, Yavuz H, senkaya I, Agris M, Dirican M, 6ztiirk H. Kalsiyum dobesilatin
iskelet kas1 iskemi-reperflizyon hasarindaki rolii. Turkish J Thorac and Cardiovasc surg.
2000;8:797-801

121. Hardy S.C, Gough MJ. Pharmacological manipulation of gastrocnemius muscle
blood flow in an animal model of reperfusion injury. J Biomed Eng 1991;13:263-6

122. Lijun Z, Yaotian H. Study of L-arginine-nitric oxide péthway in
ischemia-reperfusion injured limbs in rats Chin J Traumatol. 2002;5(1):51-54

78



123. Koksal C, Bozkurt A.K, Cangel U, Ustundag N, Konukoglu D. Atenuation of
ischemia-reperfusion injury by N-acetylcysteine in a rat hind limb model journal of
Surgical Research 2003;111:236-239 -

124. Saray A, Can B; Akbiyik F, and Askar 1. Ischaemia-reperfusion injury of the
peripheral nevre:an experimental sdudy Microsurgey 19:374-380 1999

125. Rossi A, Lingresti A, Longo R, Russo A ve Sautebin L. The inhibitory effect of
propolis and caffeic acid phetethyl ester on cyclooxigenase in J774 macrofages.
Phytomedicine 2002;9:530-535 ’

126. Matsushige K, Basnet P, Kadota S. Potent free radical scavenging activity of
dicaffeoyl quinic acid derivatives from propolis. J Trad Med. 1996;13:217-228.

127. Tihan A, Koltuksuz U, Ozen S, Uz E, Ciralik H, Akyol 0. The effects of caffeic
acid phenethyl ester (CAPE) on spinal cord ischemia/reperfusion injury in rabbits. Eur J
Cardio-Vascular Surg 1999;16:458-463.

128. M. Kemal Irmak M.K, Fadillioglu E, Sogut S, Erdogan H, Gulec M, Ozer M,
Yagmurca M and Gozukara M.E. Effects of caffeic acid phenethyl ester and alpha-
tocopherol on reperfusion injury in rat brain Cell Biochem Funct 2003; 21: 283-289

129. Ozen S, Akyol O, Iraz M, Ségiit S, Ozugurlu F, Ozyurt H, Odact E. and Yildirm
Z. Role of Caffeic Acid Phenethyl Ester, an Active Component of Propolis, against
Cisplatin-induced Nephrotoxicity in Rats J. Appl. Toxicol. 24, 27-35 (2004))

130. Koltuksuz U, Irmak M.K, Karaman A, Uz E, Var A, Ozyurt H, Akyol O.
Testicular nitric oxide levels afier unilateral testicular torsion/detorsion in rats
pretreated with caffeic acid phenethyl ester. Urol Res 2000;28:360-363

131. Zhang L, Looney C.G, Qi W.N, Chen L.E, Seaber A.V, Stamler J.S, and.
Urbaniak J.R. Reperfusion injury is reduced in skeletal muscle by inhibition of
inducible nitric oxide synthase J Appl Physiol 2003; 94: 14731478

132. Kashimoto S, Kume M, Ikeya K, Ishiyvama T, Kumazawa T. Effects of melatonin
and superoxide dismutase on free radical formation in the postischemic reperfusion
heart.J. Anesth 1999;13:23-28

133. Pieri C, Moroni M, Marcheselli F, Recchioni R. Melatonin is an efficient
antioxidant. Arch Gerontol Geriatr 1995;20:159-65.

134. Gilad E, Cuzzocrea S, Zingarelli B, Salzman A.L. and Szabd C. Melatonin is a
scavenger of peroxynitrite. Life Sci 1997;60(10):169

135. Mohan N, Sadeghi K, Reiter R.J, Meltz M.L. The neurohormone melatonin

inhibits cytokine, mitogen and ionizing radiation induced NF-kappa B. Biochem. Mol.
Biol. Int. 1995;37;1063-1070.

79



136. Cuzzocrea S, Reiter R.J. Pharmacological action of melatonin in shock,
inflammation and ischemiarreperfusion injuryEuropean Journal of Pharmacology 426
2001 1-10

137. Lezovalc’h F, Szaropani M, Behl C. N-acetyl-serotonin (nor-.melatonin) and
melatonin protect neurons against oxidative challenges and suppresses the activity of
the transcription factor NF kappa B activation. FASEB J 1998;12:685-693

138. Rodriquez C, Mayo JC, Sainz RM, Antolin I, Herrera F, Martin V, Reiter RJ.
(2004) Regulation of antioxidant enzymes: A significant role for melatonin. J Pineal
Res.; in press.

139. Mayo J.C, Sainz R.M, Antolin I, Herrera F, Martin V, Rodriquez C. Melatonin
regulation of antioxidant enzyme gene expression. Cell Mol Life Sci.
2002: 59: 1706-13

140. Pellegatta F, Berteli A.A.E, Staels B, Duhem C, Fulgenzi A, and Elena M Ferrero
Different short- and long-term effects of resveratrol on nuclear factor-B
phosphorylation and nuclear appearance in human endothelial cells Am J Clin Nutr
2003;77:1220-1228

141. Subbaramaiah K, Chung W.J, Michaluarti P, Telang N, Tanabe T, Inoue H, Jang
M, Pezzuto.J.M, and Dannenberg A.J. Resveratrol Inhibits Cyclooxygénase-2
Transcription and Activity in Phorbol Ester-treated Human Mammary Epithelial Cells
The Journal of Biological Chemistry 1998;273(34): 21875-21882

142. Maccarronei M, Lorenzonl T, Guerrieril P. and Agro A.F. Resveratrol
prevents apoptosis in K562 cells by inhibiting lipoxygenase and cyclooxygenase
activity. Eur. J. Biochem. 1999;265: 27-34

143. Hung L, Su M.J, and Chen J.K Resveratrol protects myocardial ischemia-
reperfusion injury through both NO-dependent and NO-independent.
Free Radical Biology & Medicine 2004;36(6):774-781 *

144. Olas B, Wachowicz. Resveratrol and vitamin C as antioxidants in bloood
platelets. Trombosis research 2002;106:143-148)

145. Martinez J, Moreno JJ. Effect of resveratrol, a natural polyphenolic compound, on
reactive oxygen species and prostaglandin production.Biochem Pharmacol
2000;59:865-70.

30



