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GIiRIS VE AMAG

Son yillarda akut gastrik mukozal hasar ile ilgili calismalar lezyonlarin

patogenezinde reaklif oksijen turlerinin etkisi Uzerine yogunlagmistir. Reaktif oksijen

turleri inflamasyon, ateroskierozis, ndrodejeneratif hastahikiar, diabetes mellitus,
apopitozis ve iskemi-reperfuzyon hasarinda &nemli rol oynamaktadir (1-9). Kalp, ince
barsak, karacier, bébrek ve beyinde gdzlenen iskemi-reperfiizyon hasarina, iskemi
sirasindaki doku kan akiminin azalmasinin yarusira, reperfizyon sirasinda yeniden
oksijenlenme ile olugan serbest oksijen radikallerinin yol ac¢ti§: gosteriimistir (10-15).

Reperfuzyon hasarina neden olan faktbrler, asin kalsiyum yiklenmesi ve
serbest radikal olusumundaki artigtir (13,14). Sitozolde agsin kalsiyum birikimi ATP
olusturma vyeteneginin azalmasina, hucre iskeletinde hasara, fosfolipaz A
aklivasyonuna ve ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza dénugumine neden olur
(16) Reoksijenasyondan sonra hipoksantin, ksantin oksidazin katalizledigi
reaksiyonla Urik asite yikilir. Bu reaksiyonda elektronlar molekiiler oksijene transfer
olur, sonucta superoksit radikali olusur (13,17,18) Superoksit radikali SOD ile
hidrojen peroksite, hidrojen peroksit ise GPx ve katalazin etkisi ile H,O’ya déntsir
(3,7,13,19) Bu radikaller hiicre membraninin lipid komponentine etki ederek lipid
peroksidasyonuna yol agarlar (6,7). iskemi-reperfuzyon sirasinda bélgeye gé¢ eden
notrofiller de ortama saldiklari siuiperoksit radikali ve proteaziarla doku tahribatina
neden olurlar (4,20-25)

Yapilan ¢alismalarda iskemi-reperfuzyon hasarinin SOD, katalaz, giutatyon gibi
antioksidanlarin uygulanmasi ile azaldidi tespit edilmigtir (2-4,25, 26) Bunun
yanisira, karnitin turevierinin de ksantin oksidazt inhibe ederek reaktif oksijen

metabolitlerinin  sentezini  azaltiidi, serbest radikal stpricu etkisi oldugu
1



gosterilmistir (27). Diger yandan L-karnitin, Fenton reaksiyonuna giren demir ile
selasyon yaparak, bu reaksiyonia hidroksil radikali uretimini inhibe eder ve sonugta
. lipid peroksidasyonunun son Urinu olan MDA ve konjuge dien dlzeylerini azaitir (28-
35). Ayni zamanda L-karnitinin  hlcre membramini stabilize ettigi bilinmektedir
(36,37). L-karnitin, bilinen antioksidan etkileri nedeniyle dejeneratif beyin
hastaltklarinda, yaslilikta, myokard ve iskelet kas: iskemisinde kullarmimis ve bu tur
vakalarda terapotik etkisinin oldugu tespit edilmistir (30-32,38,39).

iskemi-reperfuzyon ile ilgili calismalarin bulgulari, mide hasarinin olusumunda
serbest oksijen radikallerinin etkili oldugunu gbstermektedir (4,6,40,41) Serbest
radikal suplrucu etkisi bilinen veya serbest radikal olusumunu énleyen, dolayisiyla
lipid peroksidasyonunu inhibe eden maddeler kullanilarak mide iskemi-reperflizyon
hasarinin belirgin olarak azaldi§) tespit ediimistir (2,42-44)

Antioksidan etkisi olan ve vlucutta endojen olarak uretilebilen L-karnitinin de
iskemi-reperfuzyonun mide mukozasinda olusturdugu hasara karg: koruyucu etkisinin

olabilecedi dustnulmustur. Bu dusunceden yola ¢ikilarak, ¢bliak arterin klempe

edilmesi ile mide iskemisi olusturulmus ve klempin kaldirilmasi ile reperfiizyon
saglanmig sigcanlarin mide mukozasinda, serbest radikallerin neden oldugu

degisiklikler Uzerine L-karnitinin etkisini aragtirmak amaglanmistir



GENEL BILGILER

iSKEMI-REPERFUZYON

“Dokuya giden kan akiminin bloke olmasi ‘iskemi, aniden kan akiminmn

ag;:l'émaSI, diger bir deyisle ani oksijen sunumu Teperflizyon olarak tanimlanir.

__kéfhi-reperfﬂzyon, organizmadaki organ ve sistemlerde farkll derecelerde doku
':hfi'batma yol acar {45,46) Kalp ve bdbrek iskemiye cok fazia duyarh oimasina
érgm, akciger kan akiminin fazla olmasi nedeniyle iskemiye daha az duyarhdir (12).
_ihtrase!ii’:ler volumin arthigi, membran gecirgenliginin azaldidi ve endotel hucre

iskeletinin bozuldugu bilinmektedir. Bu degisikiikler enerji depolarinin azaimasi ve

;’biyoaktif ajanlarin Uretimine baghdir (17). iskemi kendi basina doku hasar ve

f_sbnugta 6lime neden olabilir, fakat olugan hasarda yeniden oksijen sunumunun
':.(.reperfUzyon) rolu daha blUyuktur. Granger ve arkadaglari, dort saat siren barsak
"iskemisinin, Uic saat iskemi ve bir saal reperfuzyon uygulanan modelden daha az
"hasar olugturdugunu gostermiglerdir (47) Bu hasarin lokal etkiyle sonu¢lanmayip
sistemik etkilere de yol actigi bildirilmigtir (47).

Vaskiler homeostaziste esas vital ve dinamik yapidan kan damarlannin igini
ddgeyen endotel hucreleri sorumiudur Hipoksi endotel hicrelerinde cNOS ve
trombomodulini sUprese ederken, adezyon molekilieri ve sitokinierin olusumuna
© Neden olur. Endotel hucrelerinin hipoksiye cevabini reperflizyon  siddetlendirir,
} Reperfuzyon basladiktan sonra, ciddi ve hizli endotel disfonksiyonu olur ve morfolojik
~ hicre hasari gelisir Uzun iskemiden sonra reperfuzyona eslik eden morfolojik
degisiklikler hiicre sigmesi, pinositik vezikullerin kaybt, endotel hiicre altindaki bazal

. membranda yukar: kalkma ve aktive lokositierin endotel hiicre ylzeyine yapigsmasi
3



. rak-_.-:ﬁ gozlenmigtir (17,48). Endotel yuzeyine yapigan noétrofilerin  inflamasyon
"érgi:::.:':."}.eperfUZY on cevabinda santral rol oynadiklar gOsteriimistir (49,50).
';-éﬁi serum ile tedavinin permeabilite artisi ve 6dem olusumunu Snleyerek
i;,_yon hasarini azalt§: rapor edilmistir (20).

--;RéberﬁJZVOﬂdan sonra ortaya ¢ikan en Onemii patoloji mikrosirkilasyonun
'Iﬁ’;ésldll". Gunku, vazokonstriktor ajanlardaki artiga kargin vazodilatator ajanlar

lirgin - olarak azalmaktadir. Bu hasar sirasinda serbest radikallerin, guglu

odilatatér olan NO’nun yararh etkisini bozarak yuksek sitotoksik etkili peroksinitrit

f:t"i:ﬁ".fi'ne yol actigt Kurokawa ve ark ’lari tarafindan gosterilmigtir(14).
iskemi — reperfiizyon hasarinin mekanizmast:

Hipoksi esnasinda ATP uretimi durur, fakat kullanimi devam eder  Sonug olarak,

den yuksek enerjili fosfatlarin ayriimasi ile, AMP ve son olarak adenozin olusur.

enozin hizia ekstraselluler alana difuze olarak inozin ve hipoksantine yikilir

_r-_m'c}ksik durumlarda hipoksantin Grik asite metabolize oldugu halde, hipoksik
urumlarda hipoksantin urik asite yikilamaz ve iskemik dokuda birikir (13).

Reperfuzyon hasarinda ise iki mekanizma uzerinde durulmaktadir; bunlar asir

alsiyum yuklenmesi ve serbest radikal olugumundaki artistir (13,14). Reperitizyonun

uere ici kalsiyum igerigi Uzerindeki etkisi ile ilgili ilk caligma Jennings ve Shen

éraflndan yapilmigtir (51). Jennings ve Shen reperfuzyonun, kalsiyum fosfatin
_eboland@i intramitokondrial yogun cisimciklerin olugumu ile hiicre igine kalsiyum

$inde on katlik bir artmaya neden oldugunu géstermisler ve sitozole asin kalsiyum

_:_|Iﬁ1i ile mitokondrilerde kaisiyum yuklenmesi sonucu ATP olusturma yeteneginin
'0'2uldugunu rapor etmiglerdir (51). Daha sonra Cheung ve arkadaglar: ise hipoksi

_SShasinda  hucre igi enerjinin azalmasinin, enerji badimli kalsiyum pompasinda



yér’i‘bozuklu@una neden oldugunu ve hucre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun

ni :.bil'dirmislerdir (13,52). Hucre igi kalsiyum artigi, hiicre iskelet hasaring,

Tewiiy

\V

'dfi'de enerji metabolizmasi bozukluklanna, fosfolipaz Az aktivasyonuna ve

intraselliler kalsiyum konsantrasyonunda artis
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"’rf{iiyonun erken reoksijenasyon fazinda dokuda serbest oksijen radikalleri
'ﬁdlfr".'-“.N.ilsson ve arkadaslar yaptiklan calismada parsiyel intestinal iskemi

asinda _re'perﬁ';lzyonun ilk dakikalarinda oksijen radikallerinin Gretiminin arttigini

nn:sie@if (15).

JKtif oksijen metabolitleri:

-tabil_:"n'idlekullerin ¢odunun dig yérungesinde biri digerine zit yonde hareket

ektréﬁ'giftleri bulunmaktadir Bu elektron ciftleri molekulun kararli kalmasini

fg-_'yc'iriingelerinde en az bir adet eglesmemis elekiron iceren atom veya

érbest radikal denir (9,13,19,48). Serbest radikaller oldukga reaktiftirler ve

_nu-;glﬁlemek icin diger molekullerle reaksiyona girme egilimindedirier. Anyonik,

_apﬂén calismalarda, serbest oksijen radikallerinin nérodejeneratif hastaliklar,

__s_':_rheﬂitus, karsinogenezis, radyasyon hasan ve iskemi-reperfuzyon hasarl

S :_"_J"fa'uéuna inaniimaktadir (9). Serbest oksijen radikallerinin hepsi ayni

d? toksik degildir. Stperoksit anyon radikali proteinlere saldirmaz fakat, sulu



..'r'de hidrojen peroksit olugturur Hidrojen peroksit hlcre iginde demir ve
Rétaliztedigi bir reaksiyonla hidroksil radikali olusturabilir. Hidroksil radikali ise

K reaktiviteye sahiptir ve kisa omurlu bir oksiradikaldir Hidroksil radikali

einié'i‘-,:' polisakkaritler, nikleik asitler, poliansature yag asitleri ile reaksiyona
l'*ere:k.':hi'lcre hasarina yol acar (8,13). Diger biyolojik 6neme sahip serbest radikaller

oH,::LOO'r LO", bunlar membran lipidieri ile iligkilidir (9).

. Hﬁﬁ:relerin molekdier komponentleri icerisinde reaktif oksijen Urinlerinin en
h hedefi proteinler, membran lipidieri ve nitkieik asitlerdir (9).

Reaktif oksijen metabolitlerinin olusum yollan:

_: Oksidatif fosforilasyon: Mitokondride oksidatif f{osforilasyonla ATP
g;gi;x_':.'gken, molekuler oksijenin dort dederli reaksiyonu ile su olusur Ancak, oksijenin

_k!égik %1-5lik kismt sitokromlaria katalizlenen bu yoldan disar sizarak suya

___|_fgenir ve nonkatalitik univaian indirgenmeye ugrar Ara run olarak superoksit
kj}ka!i, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali salimir (53).

| « Purinlerin yikimi: Hipoksi esnasinda ATP olusumu icin gerekli oksijen yoktur,
cak ATP’nin kullanimi devam eder ve bunun sonucunda adenozin olugur.

Adenozin ekstraselliler arahga gegerek inozin ve hipoksantine yikilir. Bu asamadan

$§hr"a devreye ksantin oksidaz enzimi girer (13). Oncelikle ksantin dehidrogenazin

RS_antin oksidaza ddnusmesi gerekir (13,52). Bu iki enzim arasindaki fark ise ksantin

'dehidrogenazm elektron alicisi olarak NAD kullanmasidir

Ksantin + H.Q + NAD* XD _y Urik asid + NADH + H’

Ksantin oksidaz ise molekiiler oksijeni kullanarak siperoksid olusturur.

Ksantin + H,0 + 202 X0 » Urik asid + 202™ + 2H"

Ksantin dehidrogenaz sagiikli hucrelerde dominant olarak bulunmaktadir




8) Kééntin cksidaz enzimi lamina propria ve muskularis mukoza kapiller

olur, sonucta siperoksit radikali ve hidrojen peroksit olugur (13,17,18) iskemi-

bg—_;rfﬁzyona ugrayan dokuda serbest radikal Uretiminin baslangig kaynad: ksantin
.:idézdlr. Allopurinol  ile ksantin oksidazin kompetitif inhibisyonu oksijen
_'d'ik:éHerinin Uretimini azattir ve nuikleotid havuzunu korur (3,13)

e Solunumsal patlama (respiratory burst): Nétrofiller, monositier, makrofajlar
yé_féozinoﬁlier, cesitli uyaraniar ile sensitize olarak siperoksit radikali, hidrojen
Jpéféksit, hidroksil radikali ve hipokloroz asit salinimina neden olurlar (18,19).

Nétroﬁlierde radikal olugumunda primer kaynak NADPH oksidaz veya mitokondrideki

'_'_e.__!_'e'ktron transport zincirinden elektron sizintisidir (18,19) Nétrofillerin  hucre
'ﬁjémbranlndaki NADPH bagimii cksidaz sistemi, superoksit radikali olugturan énemli
bir kaynaktir (23,24). Normalde inaktif formda olan bu enzim, bakteri, mitojen ajan,

sitokinler, opsonize partikiler, immun kompieksier, C5., formillenmis peptidier,




tinler, aragidonik asit metabolizma urunleri (eikosanoidler) gibi etkenlerle aktive

c‘ilu". : -"'oksijeni hidrojen peroksit ve superoksit radikaline katalizier Bu fenomene

'bl"u'ﬁhmsal patiama denir (53)

0, + NADPH NADPH Oksidaz, NADP + O

Nétrofillerin primer grantilferinde bulunan MPQO enzimi hidrojen peroksit ve klor
_nuhdan hipokloroz asit olugsumunu katalizier. Hipokloroz asitin kendisi ve bu asitin
_n_dgjen aminlerle olan reaksiyon urtnleri kuvvetli oksidan ajanlar olup nétrofil
bkéissitesinden sorumluduriar (4).

Hp0p+ CIr+H___MPO __ , HOCI + H,0

Grisham ve arkadasiar nétrofil birikiminin géstergesi olan MPO aktivitesinin
g_kémi—-reperﬁ]zyon grubunda kontrole gore 18 kat arthigint gostermiglerdir (56).
'.Aktive notrofillerden oksidatif enzim olan MPO'In yanisira hidrolitik enzimler
éfastaz, kollajenaz, katepsin, hyaiuronidaz) salinir ve doku hasarina katkida bulunur
19) Ayni zamanda aktive notrofillerden salinan siUperoksit ekstraselliler sivida
rﬁévcut kemoatraktanlan aktive ederek inflamatuar cevabi artirir (17-18,59). Yapilan
fi__éélhgmalarda, antinétrofil serum ve monoklonal antikor tedavisiyle endotelyal hucreye
é_f::nétroﬁl adezyonunun ve reperflizyonun neden oldugu kapiller sizintinin azaldig
tespit edilmistir (20,58).

| o Trombosit aktivasyonu ve siiperoksit {iretimi:

Batun aerobik hicrelerde oldugu gibi trombaositler de superoksit Uretebilir (59).
.Leo ve arkadaglan anoksik trombositlerin reoksijenasyonla aktive olduklarini
.gc'istermi§ier ve bu durumu Uretilen serbest oksijen radikallerine baglamiglardir . Ayni
§ahgmanm devaminda  serbest oksijen radikali supurucu ajanlarta trombosit

agregasyonunun azaldigini tespit etmisierdir (60). Anoksi ve reoksijenasyona maruz




"_éiilerden OHve Q. radikali salinmaktadir PGl, ve NO, trombosit
_um.j;e damar duvarina yapismasini inhibe etmekte sineristik rol oynar.
;end;te.lyumda reoksijenasyondan sonra PGl; azalir, ¢link( serbest oksijen
-'s;';lﬁoksijenaZI inhibe eder ve endotelyal hasar nedeniyle NO uretimi
sOnug:ta inhibisyon ortadan kalkacagi igin trombositler aktive olur ve ortama
oksuen radikalleri salinir (59).

ra;iegi..;nik asit yolu: Hicre membraninda bulunan potansiyel oksijen radikali
agmdén biri de arasidonik asittir Bu yolda ara peroksi bilegikleri ve hidroksil
%én meydana gelir (19). Bu, lipid peroksidasyonunun ilk Grunteri olan hidro ve
pé’r@ksitler, daha sonra yeni zincirleme reaksiyonlan baglatabilecek radikal
‘meydana getirebilir (13,19,61)

Geglg metallerinin  katalizledigi reaksiyonlar: Siperoksit radikali
_|_§kéﬁdir ve spontan olarak HxO» ve Osden olusur. Superoksit radikali ve

,0,'den’ yiksek sitotoksik hidroksil radikali tretilir. Bu reaksiyona Haber Weiss

KSiyénu denir (48)

= 02"+ H02 *Oz + OH+ OH"

Haber Weiss reaksiyonu genellikie fizyolojik durumlarda yavastir fakat, gecis

ailen metal celatdrler veya hemoproteinierin varliginda bu reaksiyon hizii olusur

jdurum Fenton reaksiyonu olarak tanimianir. Biyolojik sistemierde demir benzeri

$ metalleri, demir iceren maddeler (transferrin, laktoferrin, hemoglobin, adenozin,

difosfat ferrik iyon) mevcuttur. Superoksit radikali ferrik (Fe*®) demiri ferréz (Fe*?)

€mire indirger, ayni zamanda H»O2 hidroksil radikaline dénusir (13,19,48,62-65).
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| Fe+2 + 05

» Fe+OH+OH"

rtis' dokuda nétrofil aktivasyonuna yol acar Nétrofillerde oksijen

Uretilir ve degranulasyonla ortama proteazlar, arasidonik asit

onuglanir (50,51),
est oksijen radikalleri, kompleman wretiminin stimalasyonu, endotelyal P-

k's_‘p e_syc_znu, endotelyum yizeyinde PAF ekspresyonu gibi lokotaktik

'_°'9_$mm" (17,50). Notrofillerin  degranulasyonu ile  proteaziar,

azlar _'ip_‘mksiienazlar, fosfolipaziar ve MPQO salinir. Serin proteaz ve elastaz

11



racii hasarda anemli rol oynar (51).
ofil aktivasyonu PLAZyi stimule eder, LTB, ve PAF olusur (17,51) LTBq ve

5t}bﬁllerin endotel hlcrelerine adezyonunda, degranufasyonunda ve

aks'i.s'ihde gucth  stimulandir.  Aktive noétrofiller  prekapiller damarlarin

agyonuna neden olarak mikrovaskiler dirence ve akimin engellenmesine

::/ﬁ‘}

_— i -
et i gt !

BHWCDIR

Sekil 2 iskemi-reperfuzyon hasarinda nétrofil endotelyal hiicre

kile

simi Endotel hucresi (EH), duz kas hucresi (DKH).

En'dotelya! fonksiyon bozukludu reperfuzyon hasarinin patogenezinde kritik rof
a ::.B’u rol, reperfuzyonun kritik erken fazinda ve ge¢ fazinda yiizeydeki nétrofiller
'd_:g;r inflamatuar hucre tiplerinin endotelyuma yaklasmasini dnlemektir Adezyon
Iék’ﬁlleri g aileden olugur (50).

____E) Selektinler (P-selektin, L-selektin, E-selektin). Reperfuzyonun erken
qn_g_rﬁinde endotelyum ve nétrofiller arasindaki etkilesim  i¢in  gerekli
i_lxﬁ'é;oteinierdir P-selektin endotelyal hucre Weibei-Palade cisimcikleri ve
r’or’i‘t_.bbsitlerin o graniiflerinde depolanir. Oksijen radikalleri, trombin, kompleman

omponentleri, histamin ve H202, P-selektinin endotel ylizeyinde ekspresyonuna yol

12



: g:ar (49,50). Iskemi sonrasi, reperfuzyonun 10-20 dakikasinda P-selektinin
_"éiz(.s..i:mum ekspresyonu olugur ve sonugta kana eriyebilir fragmentier dokalur L-
E'c'-.;':léktin natrofit ylzeyinde eksprese olarak, erken reperfuzyonda P-seiektin igin kars!
gand olarak fonksiyon yapabilir Nétrofil rolingine P-selektin ve saglam endotelyum
o E"rlélclhk eder. E-selektin ise endotel hiicre yluzeyinde ge¢ reperfuzyon déneminde
. képrese olur (17,48,50).

. b) B- integrinler (CD11/CD18 kompleksi). Heterodimerik glikoprotein ailesidir ve
étroﬂlierin yuzeyinden eksprese olur. 3 farkh « zincin (CD11;, CD11,, CD11.) ve
:'-j-f'genei bir B subunit icerir. CD11,/CD18 kompleksi nétrofillerin  sekonder
f éranullerinde depolanir. Nétrofil rolinginden sonra, bu molekillerin  ekspresyonu
".".ba.slar {50). CD11,/CD18 endotel hucresinde en fazla ICAM-1’e bagianir (49) Bu
: bagj[antl iokositlerin endotelyum boyunca rolingini ve aktivasyonunu artirir (49,50}

| ¢) Immunglobulin  ailesi; ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1'den olugur (49,50).
ICAM-1 nétrofilerdeki CD11/CD18 ile baglanma ozelliine sahiptir ve vaskuler
 endotelyal hiicre ylizeyinde eksprese olur PECAM-1 trombosit, i6kosit ve endotel
yuzeyinden eksprese olur ve interselluler baglantida yer air PECAM-1 nétrofillerin
transendotelyal migrasyonunda rol oynamaktadir (49,50).

Iskemi esnasinda dokudan salinan kemotaktik faktorler reperfuze dokuda
nétrofil rollingi ve adezyonunu baslatir Notrofil aktivasyonuyla siki adezyon ofugur.
iIL-8, Cba, kemotaktik faktérler ve PAFIn aktivasyonundan sonra nétrofil endotel
yUzeyine yapisir (48). PAF ve LTBa4, nétrofil yuzeyinden CD11/CD18'in ekspreyonunu
artinirken, IL-1 ve TNFa endotelde ICAM-1 ekspresyonunu artinr(17,50)

Tsao ve Lefer iskemi-reperfuzyonda endotel fonksiyonunu arastrmislar,

reperfizyonun erken ddéneminde serbest radikal tretiminin artigini, SOD'un
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a;digml ve bozulmus NO salinimint géstermiglerdir (66). Endotelyal disfonksiyonun
adtélyal yapilardaki morfolojik anormalliklerle, intraselliler vakuolizasyonla ve

al membran ile subendotelyal matriksin aynimas ile iligkili oldugu bulunmusgtur

Transendotelyal migrasyon endotelyal interselitier badlantilarda nétrofii CD18
j’:‘i'rifegrinler arasindaki etkilesime bagdldir. Nétrofil yoluyla ekstravaskiler alana
""rbt.éazlar (kollajenaz ve elastaz), oksijen metabolitieri (O, OH~, H,05), hipokloroz

aSli'Ve diger sitotoksik maddeler salinir, sonugta doku hasari olugur (48}

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ OLUSTURDUGU HASAR:

Serbest oksijen radikalleri, &zeilikle hidroksil radikali, proteinler, nukleik asitler,
ﬁ.b.liansature yag asitleri ile reaksiyona girer. Hucre membraninda yiksek
Rénsantrasyonda poliansature ya§ asitleri mevcutiur ve serbest oksijen radikalieri
Hidrojen atomu elde etmek icin poliansatire yag asitlerinin yan zincirinde bulunan
karboniara saldir. Béylece karbon merkezli bir L~ olusur ve bu da geneliikie konjuge
f.;i. dien sekline donustikten sonra oksijenle reaksiyona girerek LOO  olugturur
::_'3.(19,67,68).‘ LOO, membranda bulunan komsu yan zincirierden hidrojen atomiarini
¢ikararak LOOH ve yeni peroksil radikallerinin olugmasina neden olur (67-70). Lipid
- hidroperoksitierin yikimi sonucu LO, LOO gibi radikaller ve MDA, 4-hidroksinonenal
. gibi aldehitler olusur, serbest radikaller gibi aldehitler de oldukga toksiktir. Hucre
membran komponentierine etki ederek iyon transportu, enzim aktivitesi, deformabilite
gibi membran O&zelliklerini degistirebilmeleri yanisira, DNA'nin nifrojen baziari ile
etkileserek de mutajenik, karsinojenik, genotoksik etki gosterebiimektedirler (70-72).
Bu durum hicre yapisinda bozukluk ve hucre élimune neden olur (13). Ayrica

lipid peroksidieri hiyaluronik asit ve kollajeni yikarak interstisyel matriks yikimin

14



sturur (22)

s_'.'erbest oksijen radikalleri protein ve nikleik asitiere de saldirarak protein

ragmantasyonu, agregasyonu ve proteolitik etkiye duyarhk olusturur (73,74).

_ ANTIOKSIDAN SISTEM

Antioksidan sistem, serbest radikallere karsi organizmanin en énemili silahidir.

u'_ff”sistemi stperoksit dismutaz, katalaz, giutatyon peroksidaz gibi enzimler ve

ioksidan molekulier (vitamin E, vitamin C, sistein, vitamin A, glutatyon) olusturur
..__k'éidan hasar sonucu olugmus bozuk yapilar ortadan kaldiran lipolitik enzimler

:"c:')':s'foiipazlar), proteolitik enzimler (proteaz ve peptidaziar) ve DNA tamir enzimieri

n_i:ikleazlar) ise sekonder savunma mekanizmasini meydana getirirler (75,76).
"é.konder savunmanin goérevi oksidan hasara ugrayan hucresel yapian ortadan
.'_kél.dsrmaktlr.

Superoksit Dismutaz (SOD). SOD sOperoksit anyonunu temizleyen primer

rﬁekanizma olup, 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan izole ediimigtir
(1819) Superoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonuna neden olan bir
'-f-'m'étalloenzim olan SOD, yapisinda tagidigi metal iyonuna gére U¢ tiptir (19,26,77).

Oy + Oy + H* SoP » H0p+ O

1) Bakirginko superoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD): Herbiri 16.000 daiton
.;.;:'ég‘jarltgmda ki polimerden olugmustur. Polimerden biri bakir, dideri ¢inko igerir.
f'.'_O'karyotik hucrelerin sitozoliinde ve eritrositlerde bujunur(19, 75,76).

2) Mangan superoksit dismutaz {Mn-SOD). Tetramerik yapida olup toplam
- molekil agirhgr 80 000 daitondur Her bir alt birimi birer mangan icerir, mitokondri
matriksinde lokalizedir (19,78)

3) Demir superoksit dismutaz (Fe-SOD):. Bazi bakterilerin (E.coli) periplazmik
15



Glge.l'.e::'rinde bulundugu gdsterilen Fe-SOD’un disg kaynakh superoksit radikallerine

si koruyuicu etkisinin oldugu bildirilmektedir (79)

. katalaz (CAT). 240000 dalton molekul agirhginda, tetramerik yapida olan ve

kﬁfbdgesm de dért adet ferrihem grubu icen bir enzimdir (79). Bu enzim esasen

ﬁdidlde bulunmaktadir (17). Superoksit anyonundan olusan hidrojen peroksiti suya
gevmr Reperfuzyonun dokuda neden oldugu hiperpermeabilite ve mukozal hasari

ayiflatir (13, 19)

H20-» CAT > H-0 + 0>

Glutatyon peroksidaz (GPx). Hiicre mitokondrial matriks ve sitozolinde bulunur,

'-_o’fganik hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksidin redlksiyonunu katalize eden GPx'in
selenyuma bagimli ve selenyumdan bagmsiz iki tipi vardir (19,70,80)

2GSH + H0, GPx p GSSG +2 H0

2GS8G + ROOH _GPx p GSSG + H0 + ROH

Glutatyon Reduktaz (GSSG-R); Glutatyon peroksidazin substrat olarak redikte

glutatyona (GSH) ihtiyaci vardir Glutatyon reduktaz da okside glutatyonu (GSSG)
redikte glutatyona dénusturen ve NADPHa badimli olarak c¢alisan reaksiyonu
katalize eder (81,82).

GSSG + NADPH + H’ OSSER . 2GSH+ NADP
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~ MIDE MUKOZAL BARIYERI

i Davenport ve arkadasglan 1967 yilinda yaptikian cahsmada mide mukozal
bériyeri kavramini ortaya atmiglardir (84). Mide mukozal bariyeri iki komponentten
_--éi;jsmaktadlr. Birincisi epitelyal tabakanin uzerini drten ve asit nétralizasyonuna
éévap veren mukus jel, ikincisi ise epitelyal tabakanin hizli rejenerasyon ve tamir
yéteneéidir (83). Mide mukozas: iyoniara pasif gegirgen olup, bu dokunun
- gegirgenli§i cok diguktur. Normal sartlarda, mide lumeninden mukozaya asit gegisi
gok az duzeydedir, ancak mukozal hasar ve hemorajiye yol agan durumiar asit
ﬁi_::kaybma neden olur ki bu durum, H" iyonunun geri difizyonuna baghdir. Klinik
gozlemier peptik Ulser patogenezinde mide asitinin 6nemli rol oynadigin:
gostermektedir (83,85)

Gastroduodenal mukozadaki koruma mekanizmalari ile ilgili gaigmalar son yirmi
ylida yoguniasmigtir. Bu caligsmalar, gelisen dunyada yaygin bir hastalik olan peptik
uiserin etyolojisinin anlagiimasinda dnemlidir. Mide ve duodenumun, kendi dokusunu
sindirmesine kargi koymasinda ve ylizeyel lezyonlann hizh tamirine katkida bulunan

cesiti mekanizmalar tanimlanmigtir. Bunlardan en énemlisi mide mukozal bariyeridir

(83-86),
Mide mukozal bariyeri submukozal, epitelyal ve mukus elementierinin
olugturdugu kompleks bir sistemdir (83,85).
A) Gastroduodenal mukus tabakasi:
Gastroduodenal mukus 3 gekilde bulunabilir:
1)Mukus salgilanmadan 6nce epitelyal hucrelerdeki intrasellider vezikillerde
depolanir

2) Mukus jel tabakasi epitelyal yuzeye sikica yapigmig olarak bulunur.
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3) Luminal mukus mobildir ve luminal igerikle karigmis olarak bulunur.
:-Ep'.i.télyal yuzeye yapigik mukus jel tabakasi fiziksel bir bariyer niteliginde olup,

de-éélgnlarl ile epitel hucrelerinin apikal yuzeyinin temasint dnleyen hareketsiz

_kédnr‘. Lumendeki mukus ise ¢oziinebilir 6zelliktedir ve mide korumasinda roli

Ktur (83,85,87)

?Akut hasari takiben mukoza reepitelizasyonunda mukoid tabaka kalinhdt
ru_fﬁa ve tamirde dnemlidir. Fibrin jel ve mukus boyasiyla boyanan nekrotik
:'é:?reierden olugan mukoid 6rtl mukus jel tabakasindan 5-10 kat daha kalin olup
_k‘o.léyca mukozadan ayriir. Mukoid 6rtl etanole maruz kaldidinda ve fiksasyonda
:lgé'_g:/:bolmadig';i halde, pepsin ve N-asetil sistein gibi mukoid ajanlarla yikihir (83,86).
Mukus jel tabakasinin kalinhgini néral, humoral ve parakrin faktorier etkiler.
Mukus kalinhginin sistemik olarak enjekte edilen karbakol, sekretin veya topikal
ygulanan prostaglandin ile (¢ katina ¢ikabildigi gésteriimistir (85,88). intraselluler
;-__-.-\}ezikuide depolanan mukus granullerden surekii ekzositozla salinir ve hicrenin
:apika! yuzeyinden ¢ikigi patlayici tarzdadir (83).
Mukus salgisi viskdz jel yapisinda olup, protein, lipid, nukleik asit ve musin
: icerir, bakteriyal ve epitelyal hicrelerden olugur. Musin %80 Kkarbonhidrat icerir ve
glikoprotein yapisinda olup, protein, lipid ve nikleik asit duzeyi vizkositeyi
etkilemektedir Mukus genis aralikiaki pH ve iyonik guc degisiklikierine direnglidir
(83,85,88,89).

B) Mukozal HCO; salgilanmast:

Midede HCOs yizey epitel hucreleri tarafindan salgilanir (83,90). HCOa3
salgilanmasi doku metabolizmasina badhidir Mide lumenindeki asit ve beslenme

HCO3 salgilanmasini stimile ederken, stresin neden oldugu sempatik aktivasyon
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59 eder. HCOs, sadlam mide mukozasina yapigan vizkoelastik mukusu alkalinize

hi

de}'\}e luminal asite kargi ilk savunma mekanizmasini olusturur. Mukozanin yuksek
_.'it:e ve etanol gibt ajanlaria kargtlagmasi, HCOs iceren interstisiyal sivinin pasif
;fa‘é;ﬁnuna neden olur. HCO3'in pasif difuzyonu hasarli mukoza Uzerindeki fibrin
ukosd ortilyl dizenler ve mukozal tamir strecinde énemlidir (83).

- Luminat asit alkali salgimin guglu stimulamadir (90). Takeuchi ve arkadaglar
f"r'aﬂndan ratlarda alkali salginin stimdasyonu icin gerekli mide asiditesinin pH<2
.ﬁwasa gerektigi gosterilmistir (91). Asite cevaben artan HCO; salgisina mukozai
';_p.rostaglandinler, sinirsel refleksier ve humoral faktorlerin  aracihk ettigi ileri
saraimektedir (83,.90.91)

Lokal mukozal prostaglandinier asite maruz kalan mukozanin alkali cevabinda
onemli mediatérdur.  Prostaglandin mukozal savunmada anahtar rol oynar ve
prostaglandin inhibisyonu ile gastrik mukozal korumanin azaldigi bilinmektedir (88)
* insan ve képek midesinde asite cevaben bikarbonat salgilanmasindaki artisla, PGE;
? veya immunoprotektf E tipi prostaglandinierin litmene salinimindaki artigin birlikte
oldugu gdsterilmistir (83,91). PGEz'nin bikarbonat salgisini arttirma mekanizmasinda
intrasellUler aracilar duocdenumda cAMP, midede cGMP'dir. Kalsiyumda bu sdrecin
intrasellifer mediatéri olarak rol oynar (90)

Duysal néroniarin yikimindan sonra asite karsi alkali salinimina cevap azalir

Alkali cevabi olarak transselliler ve transmembran HCOs; transportunun yarisira
transmukoza! pasif iyon migrasyonunda artis da séz konusudur (83)

Yalanci beslenme mide ve duodenumda HCQs salgisimi arttirmaktadir. insan
midesinde alkali salginin  stimUlasycnunun selektif proksimal vagotomi veya

muskarinik antagonist ile bozuldudu tespit ediimistir. Bulgular gastrik cevabin
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skarinik ve mukozal prostaglandin sentezinden bagimsiz oldugunu gostermekiedir
.90

- Vagal sinirin periferik elektriksel stimllasyonu, bikarbonat salgisint uyarir. VIP,
__()__;dﬂodena[ mukozada bikarbonat salgisinin guclu stimulani olarak bilinmektedir
391) intrahipotalamik CRH uygulamasinin da bikarbonat salgisini arttirdigs ve rat
;_d:f;sinde mukozal korumay! gugclendirdigi goésterilmistir (83). Bunun vyanisira
ff_réserebroventrikuler uygulanan TRH'nin duodenal bikarbonat sekresyonunu
5aﬁﬁrdt§1 ifade edilmektedir (83).

.. Vazopressin veya hemorgjik sok mukozal kan akimini azaltarak alkali
:'__éélgllanmasmda azalmaya yol acar (83).

Gastroduodenal epiteldeki bikarbonat salgilanmas! ve mukus jel luminal asiti
notralize etmekle gorevlidir Gastroduodenal mukusda yaklagik %5 musin ve % 90'1n
;:':L':zerinde akéz faz mevcuttur (83).

Pepsin, luminal sivida pH<5 ise aktive olur Pepsin olusumu igin prekursér
pepsinojendir, asidik durumlarda aktif enzime dénuslr. insan mide sivisinda 7 farkl
pepsin {1,2,3,3a,4,5,6) vardir. Pepsin 3 (37,2 kDa}) ile pepsin 5 (31,6 kDa) insan mide
sivisinda bol miktarda bulunur. Pepsin 1(43,8 kDa) normaide en az bulunan
komponenttir fakat, peptik Ulserli hastalarda total proteolitik aktivitenin %25'inden
sorumludur. Pepsinierin aktivasyonu icin optimum pH farkhdir ve farkh protein ve
glikoprotein substratiar ile aktive olurlar. Liminal pepsin duzeylerindeki artis ise
mukozal hasara neden olur (921).

C) Epitel tabakasimin bitinlGgi :

Normal kosuilarda mide mukozasinin hidrojen iyonuna karsi permeabilitesi

dustktur Nedeni, epitel hicrelerinin  aptkal membrantarinda bulunan siki
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-é'g!'ahttiardnr. Mide mukozal bariyerinin bir bilegeni olan siki badlantilar ylzey epitel

scre tabakasinda bulunmaktadir (83,85-87)
- .'_Yapllan caligmalarda nétral pH'da limenden mukozaya maksimum dizeyde
odyiim akiminin oldugdu goésterilmistir Sodyumun H* gegisini inhibe ettigini saptayan
"”gi.irmacnar, mide epitelyumundaki kanaliarin iletkenlidi icin iki katyonun yarigtigs
.‘jhﬁcuna ulagmiglardir. Bunun yanisira sodyumun iimenden mukozaya gegisinin
slt pH'da ¢ok az oldugunu, liminal pH>10 iken gegisin birkag kat arttigi tespit
f'_f':_ﬁiglerdir (83,92).
Hidrofobik epitelyal ylzey, fosfolipid molekilleri icermekiedir. Yluzey aktif
pidler mide mukozal ylzeyinde ve mukus salgisinda mevcutiur.
| D} Mukozat kan akimi:
H* mukozaya difuze oldugu zaman, doku asidozisini 6nlemek igin hizla elimine

.dilir. Bu siirecte mukozal kan akimy santral rol oynamaktadir. Mide kan akimi, mide
Efﬁ_'?'j./am ve fonksiyonunun korunmast icin gerekli olup, mukozadaki endojen kimyasal
§_§"Imediat6rler, iokotrienier, prostaglandinler gibi sistemik ve metabolik faktdrler
tarafindan dizenlenir (83,93,94). Starlinger ve arkadasian, tavgan mide mukozasinin
-:' artan liminal asite maruz kalmasi halinde es zamanh olarak, mide mukozal kan
akiminda artis saptamiglar ve intramukozal doku pH'sinin normal kaldigini
gozlemiglerdir (95). Kan akimini artirmak icin vazodilatasyon cevabina intramukozal
duysal néroniardan saltnan CGRP ve dider vazodilator ajaniar aracitik eder. Duysal
sinir sonlarinin stimulasyonu gastrik mukozal kan akimini arttinir (93).

Ritchie, luminal asiditeye kargi gastrik mukozal korunmada, kan akiminin

Gnemini kopekler Uzerinde yaplti§i deneylerie gdstermis ve ciddi mukozal hasarin

kan akimiyla ters iligkili oldugunu tespit etmistir (92).
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'é'ﬁqorajik sokun neden oldugu mukozal iskemide, hizhi intramukozal

!;('ég;on jle pH'nin 6.5 oldugu ve mukozada ulserasyon meydana geldigi

[rﬁiétir (87). Hemorajik sokta kigik soluk iskemik alaniar ile mukozada
él lezyonlar olugmakta, yeniden kanlanma sirasinda lezyonlardan kanama
|gméktad|r‘. Normotansif midede lUminal asit mukozal kan akiminin guglu
'alé"tfbrudur (83,94)

‘Mukozal iskemi akut gastrik Ulserasyon patogenezinde anahtar rol oynar.

ko_zél kan akimindaki artiga sitoprotektif ajan olarak adlandirilan prostaglandinler

klda bulunur. Mukozayi koruyan prostaglandinierin lokal veya genel mukozal

ké’rﬁide azaldidi veya yok oldugu gosteriimigtir (96).

~Mukozal kan akimi, H® birikimini azaltarak ve yeterli bikarbonat dagihmini

Q_Ql_éyarak koruyucu etki gosterir (83).
Kelly ve arkadaglari mide mukozal bariyerinin yikilmasinin Ug agamada

;_ggréekiegtigini ifade etmislerdir (86):
1) Apikal hicre membrani lumene dogdru bombelesir

2) interselliler araliklar genisler

3) Epitelyal hicre nekrozu olur ve hlcreler dékultr
intraluminal H* azalmasi, HCO3 ile nétralizasyona bagli oimakla birlikte, mide
ir_hukozal bariyerinin bozulmasinin bir gostergesidir. Nedeni H"nun mukozadan geri
EﬁfuZyonudur. llk kez Davenport tarafindan gésteriimis olan H'geri diflzyonunun,
_E_JIepitel tabakasinin hidrofobik &zelliginin ve HCOs3 igeren mukus tabakasinin kaybina
- bagl oldugu ifade edilmistir (83,84)
| Kiviluoto ve arkadaslari, rat mide mukozasinin iuminal asite maruz kalmasi

durumunda, subepitelyal mukozal dokuda orta derecede asidifikasyon oldudunu, bu
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_m_lé'menden mukozaya geri difizyonuna bagh ofdugunu gostermiglerdir

fosajlfiiﬁ neden oldugu mukozal iskemi alkali olusumunu inhibe eder,

ddktinUﬂ derin .ve progressif asidifikasyonu mukoza nekrozisi ile

:de mukozasi bozukluunda mukozal yuzeydeki alkali zon koruyucu

\han asiti notralize ederek, H” geri difiizyonunu éner.

bikarbonat ve mukus salgilanmasint duzenleyerek, oksijen radikalieriyle

mukozal hasara kargi 6nemli savunma mekanizmasi olusturmaktadir (97,98).
_t'a'bierfﬂzyon sirasinda olusan OH™ radikali ve H,Q.'in mukus glikoprotein

ni stimule ettigi gosteriimigtic (98). Mukusun ozellikle reaktif oksijen

bolitteri icin fiziksel koruyuculugunun yanisira antioksidan etkili oldugu

r_il_fhigtir (83,89,96,98). Mukus iskemi-reperfuzyonda asit geri difizyonunu bloke

'ék'_gastrik mukozayi korur (89).
Mide lumenine salgianan her bir H* molekilune karst, paryetal hicre
é_ferat membranindan bir bikarbonat molekill kana verilir Mide lumenini &rten

|- hiicresinin serozal ylizeyine komsu olan arteriyoller ve kapillerlere bikarbonat
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'ol'." sturan nedenler intraselluler asidoziste artisa neden olarak, hcre
b};zar veya hucre élumune yol acar. Intraselliler pH regilasyonu ve
ugju fizyolojik aralik siniriidir, dolayistyla luminal asite kargi mukozal

{-'[I_III_ rol oynamaktadir (83).

;;gastrik mukozadaki Na*-H" degisimi pH regulasyonunda énemiidir,
etkisi ltminal asite akut maruz kalma veya bikarbonat miktarinin yetersiz

miarda gorulur, intrasellUler asidifikasyon ani ve gecici intraselliiler Na




srak 1905 yilinda sidir kasinda izole edilen karnitinin (3-hydroxy, 4N-

mino ﬁ'tyricacid) kimyasal yapisi 1927'de ortaya konmustur (99,100)

CH,
CH, - N*-CH,- CH - CH,- COO
CH, OH

Sekil 3: Karnitinin kimyasal yapisi

.'Kal;nitin kaynaklan ve absorbsiyonu:

In anin ihtiyaci olan kamitin diyetle alingy veya vicutia endojen olarak
.:_é'nif.. Bitkisel gidalarin karnitin igeridi disuk oldugu halde, hayvansal gidalarda
:_;ku_més hayvanlari, balik ve mandira Grtnleri) yUksektir. Saglikll vejeteryan
_l§k:nlérde, endojen biyosentez normal metabolik karnitin ihtiyacini  karsilar
)1 __02)‘. Gidalardaki kamitin, serbest kamitindir ve esterifiye formu ( kisa ve uzun
acil karnitin) disuktir Diyetteki karnitin suda eriyen vitaminierle kolay ve
men absorbe edilir. Karnitinin ginde minimum 8-11 mg alinmasi gereklidir.
; be edilen karnitin miktar! karacigerde, karnitin sentezini modifiye edebilir (99).
ce barsak mukozasinda karnitinin akiif transport (<1000uM) ve pasif diffizyon
HC.OO;;M) olmak Gzere iki mekanizma ile absorbe oldugunu gdésteriimistir (100).
jr:l_':atomik olarak karnitin transportu, duedonum ve jejunumda gdsterilmis ancak
_éi{lrﬁda saptanmamigtir (103) Kamnitinin aktif transportu enerji ve sodyum bagimhdir

e D-karnitin ile L-asetilkamitin tarafindan inhibe edilir. Karnitinin pasif diffuzyonu
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dedil kolonda da mevcuttur . Absorbe olan karnitin, portal kan ile

sdﬁuc;ta sistemik dolasima katilir (100)

coo E f oo
+ CE)N-CH)-CH - ‘ (CHL) N'(CEL), CH-CH
: CH

NIT' OH NI,
Metndysie | - Mttt
Iydeocylss | 3-Hydroxy-6-N-tnmethyifyrine
' Shydrory-melhysne N coo
© aldelase : 1 Wt » CH,
| ipsadad: S pheptoln : L
A NI,
2-Oxoghularale
0: NADHHT' NAD'
+
(CH)-N {CH}C00 s (€]}, N'(CH)-CHO
........ FTTe
! deliydrogenase
+- Trimethylamine butyrate 4N Trimetylauino butyraldeyds

Sekil 4:Kamnitin biyosentez basamaklar:
 yilksek memelilerde esansiyel, intraselliler bir bilesiktir Karnitin

m_i.ndésitler olan L-ysine ve L-methioninden sentezlenir (104,105).

amln'o_'grubu lysinin epsilon amino grubundan, metil gruplan ise L-
ken alr (100-102)(Sekil 4). Karnitinin tim sentez basamaklari
Qér, beyin ve bobrekte, sicanlarda ise karaciger ve testiste mevcuttur
Kamitin biyosentezinde demir, askorbik asit, pridoksin ve niasin kofaktor
kildlr (100-104). Diger dokular, aktif transport mekanizmasiyla kandan bu
mak durumundadirlar. Son galigmalarda gosterilmigtic ki, bobrek ve diger
amitin alinimi sodyum badimiidir (100) Ekstrasellerfintraselliler sodyum

'_bééh olarak sodyum ile kotransportu gdsteriimistir (101). Hemen tum
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.iske!et ve kalp kasinda toplanmigtir Karaciger % 16 ve

5 afanmda karnitin icerir (102) . Karnitinin serum duzeyleri yas

.gﬁ'sféﬁr. Cocuklarda 25 pmol/L olup, erigkin erkekie 44.2-79.3

o ise 28166 4 mol/L'dir ( 105,106). idrar karnitin mikiar: 125
it éd“migtir (104). Karnitinin ahnmasi veya sentezinden sonra
3 ¢utta kalis suresi 66 gun olup, dokulara gegcisinden yikima

dir. Ornegin bu sure kasta 8 gun iken, karaciger ve bobrekte 11.6

atiimi:
t|||_m yolu idrardir {100, 101). Sigan ve fare deneylerinde L.-karnitin
_eﬁ;drarda karnitin metabolitlerinin (frimethylamine, trimethylamine
___;._i't'y.r.obetaine) arttign  gosterilmigtir.  Normal plazma karnitin
inda glomertiden filire olan karnitinin % 90'dan fazlasi proksimal

_'fe edilir ve dolasima verilir. Plazma karnitin konsantrasyonu arttigi

nf_rfénal reabsorpsiyonu azahr (100). Hem serbest karnitin hem de kisa

_l_tm_f.:glomermer filtratla tubiller Iumene verilir veé buradan reabsorbe
idrarda en fazla bulunan agil-karnitin, asetilkarnitindir ve idrardaki
EJIsefbést karnitin orani plazmadakinden ylksektir, CUnki serbest
biller reabsorpsiyonu agilcarnitinden daha fazladir (100,105)

inin ft_mksiyonlan:

itin, bir fizyolojik izomer olarak, toksik olmayan bir maddedir ve |.Ds

__a$lk'_: olarak aminoasitierle esdegerdir. Uzun zincirli agillerle, kamnitin

daha toksiktir: 6rnedin paimitoilkamitin serbest karnitinden yaklagik 23

ksikir (99)
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1tm karaciger, iskelet ve kalp kasinda yag asidi oksidasyonunu stimdle
mm,—'i uzun zincirli yagd asitlerinin mitokondnal matrikse transportunda ve
,tokor.\d.na! acil-CoA/ CoA duzenlenmesinde rol oynar Karnitin uzun zincirli yag
in mltokondrlai oksidasyonu i¢in gereklidir Clnku, kamitin mitokondriai

nda' uzun zincirli yad asitlerinin mitokondrial transportunu aktive eder

Karwitia

" AMP:P, \\ Karsitia /,
\ / ‘\___’__1_‘;%, AgiCoA
AR 5 G-
U e Ay cisimlesi
ATP 7 A Adl 7 \i‘{:;"

.
+CoASH Karmitin ..
+Serbest yad asidi Kacnitin

Sekil 5: i¢ mitokondrial membrandan aktive yag asitlerinin karnitin bagimh

D|§ mitokondrial membranda Agil CoA sentetaz
| : Dis mitokondrial membrandaki dig Karnitin palmitoil transferaz |
¢ ?ig mitokondrial membranda Karnitin/ Agilkarnitin translokaz
ic mitokondrial membranda i¢ Kamitin paimitoil transferaz li
Karnitinin yukanda actkladigimiz klasik fonksiyonunun yanisira tanimianmis
: .bagka fonksiyoniar da mevcuttur:
» Kisa zincirli B oksidasyon Urunlerini, peroksizomal agilkarnitinin katalizledigi bir

reaksiyonla peroksizomdan, mitokondrinin icine gbndererek oksidasyonun

tamamlanmasint saglamaya yardimci olur (109).
e Dallanmis zincirli amino asit metabolizmasinda ve sperm metabolizmasinda

rol alir (109,110).
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en!k stimulasyona karsi, insan lenfositlerinde proliferatif yamtt arttinr

"‘:imbﬁonUkleer kemotaksisi arttinr (111,112)
ustérin, fetuin veya fibrinojen gibi agregasyon proteinlerinin neden oldudu
aé}égasyonunu inhibe eder (113).

Ké?hifinin antioksidan etkisi vardir. Deneysel modellerde iskemiden O6nce

mveya karnitin derivelerinin uygulanmasi oksidan stress ile iligkili myokard
'_ijyéﬁ.bozuklugunu azaltmigtir (105) Kamitin, oksidan hasardan sorumlu reaktif

ksuen metabolitierinin en énemli kaynagi olan endotelyal hucrelerde sitoplazmik

sayum duzeyini azaltir ve kalsiyum aracili proteazlarin aktivasyonunu inhibe
___e'rek"ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza dénuguminin engellenmesine yol

gar (30,35,114,115). Kamitinin ksantin oksidaz aktivitesi uzerine ~direkt inhibitor

etkisi de meveuttur (28)
| Karnitin ylksek reaktif oksijen metaboliti olan OH radikalinin Uretildi§i Fenton
”fé’a’ksiyonunda gerekli demir ile gelasyon yaparak bu reaksiyonun inhibisyonuna yol

agar (29,30,32,35). Serbest oksijen radikalierinin Uretimini bloke eden karnitin,

olan MDA ve konjuge dien duzeylerini azaltir (27,28,38). Karnitin hucre membranini
stabilize ederek, serbest radikallere direng saglar, oksidan stresle hasarlanan hucre

membraninin fosfolipid tabakasinin tamirini kolaylastirarak hucreleri oksidatif stresten

korur (35)
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GERECG VE YONTEMLER

NDIRMA VE DENEY PROTOKOLU

n eréiiesi Tip Fakultesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuartar, Merkezi

oratuar, Deney Hayvanlar Unitesi ve Histoloji Anabilim Dalt

:aﬁlda belirtildigi sekilde d6rt gruba ayrilmistir
Kontrol grubu (n=26)
ém opere grup (N=26)
}_skémi-reperﬂjzyon grubu (n=26}
I'”s.kemi—r‘eperEUZyon ve karnitin uygulanan grup (n=26)
__rt'J“p_'.i.gin ayrilan 26 sicandan 6'sinda histolojik degeriendirme yapihrken, 10
e}zybn indeksi saptanmig, mide asit salgisi, PGE2 ve mukus miktariari, kan
6kﬁsuna ait TBARS duzeyleri dicuimus, kalan 10 sicanda mide dokusu ve
OD, katalaz, GPx aktivitesi ve dokuda MPO aktivitesi saptanmistir
NEY PROTOKOLU
Um denekler deneyden 18 saat énce metabolik kafese alinmistir. Yem ahimi
§".'e:_n.i'fken, su alimi serbest birakilmistir. Deney 6ncesi siganlara 1g/kg Urethane
a’ﬁeriféneal uygulanarak anestezi yapilmistir

by ntrol grubu: Sicanlarda orta hat kesisi ile mide aciga cikarimis,
f‘;-"ig_:dgle':lstrik bileske baglanarak, duodenumun proksimalinden yapilan kuguk bir
oNia mide icine kanul yerlestiritmistir. Bu kanll yoluyla 2 kez serum fizyolojik ile

?n Mideye 2 ml distile su verilerek yarim saat beklenmigtir. Surenin bitiminde
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’ e':ébdominal aortadan kan alindiktan sonra, mide digar: ¢ikariarak deney

Disari ¢ikariian mideler serum fizyolojik ile yikandiktan sonra uygun buytklikte
'Qéiara ayrihip, analiz yapilincaya kadar -80°C’de saklanmistir.
I) PARAMETRELERIN TAYiNi
A) LEZYON INDEKSININ TAYiNi
: Gundersen ve arkadaglarnin yéntemine goére yapiimigtir (116).
6ntem: Denekierden ailinan mideler, kuguk kurvatur boyunca acimis ve mukoza
'iyfﬁzeyi uste gelecek sekilde, fazla gerdiriimeden dondurulmusg parafin Uzerine tespit
:'_.e.di!erek doku Uzerini kaplayacak sekilde serum fizyolojik Have edilmigtir. Mide

fmukozaSI Zeiss Stemi SV 11 marka stereomikroskop aitinda x20 blyutme ile
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migtir  Mikroskobun goruntu tupunden koyu bir zemin uzerine yansitilan
. i, lezyon alanian Cavatieri Olgum Cetveli kulianilarak 6lguimus ve lezyon
mm? olarak ifade edilmisgtir

;i}ii];’jé'ASiT SALGISININ TAYINI

D:é\'/is’in uyguiadir yonteme gore yapiimistir {(117)

.01 N NaOH ( Natriumhydroxide Platzchen, Merck, 6462).

__!'emler: Asit tayini igin yarim saatlik bekleme strecinden sonra alinan 2 ml mide
{:.\:I!SI, pHmetre (Consort pH Meter P500) ile dlgum yapilarak pH:7 oluncaya kadar
-'0,01 N NaOH ile titre edilmistir Titrasyonda kulianitan NaOH miktari esas alinarak 1
___saatte salgilanan asit miktari mEq /saat/2 ml olarak hesaplanmistir.

) MUKUS MIKTARININ TAYiNi

| Corne ve arkadaglarinin yontemine gbre yapilmigtir (118).

- Prensip: Mide mukozal bariyerinin énemli bir komponenti olan mukus miktarinin

" tayini, mukusun yapisinda bulunan asidik mukopolisakkaritlerin boyanmas: esasina

dayanir. Alcian blue katyonik bir boya olup, dokudaki polianyonlarla elektrostatik bag
yaparak dokuda tututur ve asidik mukopolisakkaritlerin boyanmasinda spesifik olarak
kullanilir. Alcian blue’'nin mukoza tarafindan baglanan miktar: mukus miktari olarak
ifade edilir Dokudaki mukusa bagdli alcian blue MgCl, ¢ozeltisi iginde ekstrakte edilir.
Ekstraktin icindeki boya, dietileter ile karigtirilarak sivi faza gegirilip

spektrofotometrede okunur.
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ﬁohlu alcian blue ¢ézsltisi: 0.05 M sodyum asetat (Sodium acetate, Sigma,
0,16 M sukroz (Sucrose, Merck, 7653), 1N HCI (Hydrochioric acid, Merck

e pH: 5 8 ayarlanacak), Alcian blue %0 1 (Alcian Blue 8GX, Sigma, A-5268).

5r|\ﬁ"'si1kroz (Sucrose, Merck, 7653)

M MgCl (Magnesium chioride, Sigma, M-8266)
Di'e:tiieter (Diethylether, Merck, 926).
Standart : 50-100 pg/mi alcian blue standart gozeltisi
‘"'I'ia__khler: Mide cikarildiktan hemen sonra tartilarak, 025 M sUkroz c¢ézeltisinde
;_I_(__a::mp 10 ml %0.1'lik tamponiu alcian blue igine konulmustur. 2 saat 37°C’lik su
anyosunda inkube edilmis, inkUbasyonun 15 ve 45. dakikalarinda mide 0.25 M
i.lkroz ile yikanip inkiibasyona devam edilmigtir 2 saatin sonunda 0 25 M sikroz ile
kanan mide 10 ml 0.5 M MgCl, icine alinip, 37°C'de 2 saat bekletilmistir. Daha
sonra doku uzaklagtiriarak, MgCl. ¢ozeltisi bir tUp iginde 10 ml dietileter ile
.ka!"l§tli'llml§tlr‘. Altta kalan su fazi alinarak, spektrofotometrede (Schimadzu UV 1600}
- 605 nm dalga boyunda absorbansi beliflenmigtir. 50-100 pg/mi alcian blue ¢ézeltisi
standart olarak kullandmig, mukus miktari gram doku bagina pg olarak

hesaplanmistir

D) MUKOZAL PGE; MIKTARININ TAYINi

Cockrell ve arkadaslarinin ydntemine gére yapilmigtir (119).

Reaktifler:

1) Kloroform (Chloroform, Merck, 2431)

2) Asetonitril (Acetonitril, Merck, Art. 80001)

3) Benzen (Benzene-d6, Sigma, B-9381)
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:556;100-200 pM PGE, (Sigma kat no: P4172) standart cozeltileri

;(é'faian midelerden, ayni béigeden olmak uzere, buz Uzerinde mukoza
E.|:;|_n.rm$ ve analiz yapiincaya kadar -80°C'de saklanmighr. Analiz
;_:Lf.koza kazintian tartiimig, dokularin Uzerine 2 ml kioroform konularak 1
eyle 3500 rpm’'de homojenize edilmigtir (Tri-R Stir-R marka K43 model
é’tér). Homojenizasyondan sonra +4°C’de, 10 dakika 3000 rpm'de santrifuj
ust sivi alinmig, doku tzerine tekrar 2 ml kloroform eklenip, homojenize
.._Aynl kogullarda santrifiij edilip, alinan Ust sivi éncekinin Uzerine ilave
t__e;i'"'éonra, elde edilen ekstrakt azot gazi altinda ugurulmustur.

'-‘y'éhtemi: Kloroformu ucurulmus ekstrakt iceren tuplere, 1 ml PGE; analizi icin
_____r"n'|§ solvent [su (%76 7), asetonitrii (%23.0), benzen (%0.2), asetik asit
r_;*l_-)'];.konularak 30 saniye vortekslenmis ve 045 um'lik filtreden stzullp analize
r h;ﬂe getirilmistir

;"PGEz analizi yuksek basingh sivi kromatografisi (HPLC; Varian 5000 model } ile
_p|.|..I.I_1I§tIf" Analiz igin SP C18 (15 cm x 4 mm boyutunda, 3 um partikil buyGkIUGU
n ters faz ) kolon kullanilmigtir. Kolondan gegecek solvent (mobil faz ) hizi 1

Idakika, 151 28°C, UV 1s1gin dalga boyu 254 nm olacak gekilde gerekli ayarlamalar

__ps!m|§tir Standart olarak 50-100-200 pM PGE: ¢ozeltileri kullaniimig ve Ustte

?ﬁ?iiﬁilen kosullarda PGE2'nin kolondan gikis zamani (RT); 2.11+£0.071 dakika olarak

tespit edilmistir Kromatografik ayrisimin miktar analizi Varian 4290 model integrator
'18 yapilmistir. Bunun igin integratérde tespit edilen standart PGE;'ye ait tepenin alani

E?Sas alinarak, mide dokularindaki PGE; miktari pM olarak hesaplanmigtir




s TAYINI

f;k:_s:'ve arkadaslarinin yontemine gére yapiimistir (120).

Llpid peroksidasyon Urunlerinin tiyobarbiturik asit ile reaksiyona girerek
f ':komp!eksin 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi ve bu
i;':r.:'."spektrofotometrik oleumi esasina dayanur.

it TBARS Tayini

sfat _NaCl tamponu (pH: 7 4) : 0.5 M KH2PQO4 (Potassium phosphate monobasic
us Sigma, P-5379), 0.5 M KoHPO4 (Potassium phosphate, Sigma, P-8281),
:_-_NéCI (Natriumchlorid, Merck, 6400).

_'I_c")fasetik asit (Trichloroacetic acid, Sigma, T-4885), %94 3'lik stok cozeitiden
:k olarak hazirlanir

;JbarbitUrik asit (Thiobarbituric Acid, Sigma, T-5500), 5 g TBA ve 25 ml 1N
OH (Natriumhydroxide Platzchen, Merck, 6462), distile su ile 500 mlye
_ém!amr.

't.éndart : 1012.5 nmol/L. Tetraetoksipropan (1, 1, 3, 3-tetraethoxy-propane, Sigma,
5 :889), stok standart ¢ozeltisinden distile su ile sutandirilarak hazirlanir

:_'l_ém[er: Plazmasi ayrilmis eritrosit paketi 3 kez fosfat NaCl tamponu ite yikandiktan

-'S_onra yine ayni tampon ile 7 kez dilue edilmis ve 3 ml'si ayn bir tupe alinarak Uzerine

;:-2--_"m| TCA c¢ozeltisi ilave edilmistir Bu karisim 4000 rpm'de 10 dakika santrifyj
edildikten sonra, 3 ml siipernatan alinarak Uzerine 1ml TBA ¢bzeltisi eklenmis ve hizli
:'{bir sekilde 15 dakika sire ile kaynatma iglemi yapilmistir Kaynatma isleminin
‘ardindan tUpler musluk suyu altinda sogutulmus, meveut bulanikhigin kaybolmasi icin
"3000 rem’de 10 dakika santrifiyj edildikten sonra, 532 nm dalga boyunda kére karsi

- Okuma yapilmigtir (Schimadzu UV 1600). 7 kez sulandirilmig eritrosit paketinden
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oglobin yontemine gdre hemoglobin tayini yapiiarak TBARS duzeyleri

jarak hesaplanmistir

e arkadaslarinin yontemine gore yapiimistir (121).
Alkali pH'da potasyum ferrosiyanur varliginda, hemoglobin ve

digindaki hemoglobin deriveleri methemoglobine oksitlenir

); 50 mg potasyum cyanide (Kaliumcyanid 96-88%, Merck, 4965) ve %30'luk 2

t_r_it_én X (Triton X-100, Sigma, Lot 31H0585) kangimi Uzerine 1100 ml distile su

é_g’rj_erek hazirlanir,

tandart : 5 g/dl hemoglobin standart ¢6zeltisi (Hemoglobin, Sigma, H-7379).
___e,r_nler: 5 mi drabkin ayiraci Uzerine, fosfat NaCl tamponu ile 7 kez sulandirimig
ritilbsit paketinden 50 pul eklenerek 15 dakika oda isisinda ve karaniikta bekletilmistir.
u .surenin sonunda tuplerin absorbanslari 546 nm'de kore kargi okunmusgtur

2) Doku TBARS Tayini

eaktifler:

Homojenizasyon sivist {pH 7.4). 005 mol/llL K;HPO,4 (Potassium phosphate,
-Sigma, P-8281), 0.05 mol/L KHoPO4 (Potassium phosphate monobasic anhydrous,

igma, P-5379), 150 mmol/L KC| (Kalium chlorid, Merck, 4935), 5 mmol/L. EDTA
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otraacetic Acid, Tetrasodium salt, Sigma, ED4SS), Triton-X

ot 31H0585) %0 8

'-(Trichioroacetic Acid, Sigma, T-4885), %94 3'luk stok gbzeltiden

sit (Thiobarbituric Acid, Sigma, T-5500), 5 g TBA ve 25 ml 1IN

h_ydfbxide Platzchen, Merck, 6462), distile su ile 500 ml'ye

425 nmol/L Tetrastoksipropan (1, 1, 3, 3-Tetraethoxy-propane,

g). stok standart ¢Ozeltisinden distile su ile hazirlanir.

3dof<usu 2 mil homojenizasyon sivisi igerisinde Tri-R Stir-R marka K43
ojer 2at6rde 9000 rpm de 30 saniye sureyle homojenize edilmistir.
'dile"ﬁ dokularin tzerine 5 ml daha homojenizasyon sivisi eklenerek bu
ere 3 ml alinmig, Uzerine 2 mi TCA c¢odzeltisi ilave edildikten sonra,
0 dakika santrifj edilmistir Elde edilen stpernatandan 3 mi alinarak

-TBA eklenmig ve zaman kaybetmeden 15 dakika kaynatimistir.

'iéhﬁinin ardindan tupler musluk suyu altinda sogutuimus ve 532 nm'de
uma yapilmigtir (Schimadzu UV 1600). Homojenattaki protein miktar

Gku_ TBARS duzeyleri nmol/g protein olarak ifade edilmistir

'.-::.y't"jntemine gore yapimistir (122).

\lkali ortamda proteinlerin Cu'? ile reaksiyona girerek olusturduklan bakir
Mplekslerinin, folin reaktifi mevcudiyetinde tirozin ve triptofan kahntilan ile
lj.enkii bilegikler olusturmalari ve bunlarin spekirofotometrik olarak

asl esasing dayanir.
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at'(i'umhydroxide Platzchen, Merck, 6462)

10 mi NaxCOs anhidroz (Natrium carbonat Wasserfrei reinst,

0.1 mi CuSO4 (Kupper (il}-sulfat-Pentahydrat, Merck, 2787) %1'lik,
artarat (di-natrium tartarat, Merck, 6662)
+ 941 (Folin&Ciocalteu's Phenol Reagent, Sigma, F-9252)

Bovin serum albumin (Albumin Bovine, Sigma, A-8022), 1 mg/ml'ik

ml supematan veya standart ¢ozelti Gzerine 01 ml NaOH ve 1 mi D
érek 20 dakika karanlikta ve oda isisinda bekletiimigtir Bu sirenin
rhj::£ﬁplere 0.1 mi folin reaktifi eklenerek yine karanlikta ve oda 1sisinda 30
éfiimigtir. Bunu takiben tuplerin Uzerine 2’'ser mi distile su konularak
ri: 500 nm dalga boyunda kore karst okunarak de@erlendirilmigtir
| IV 1600).

SiDAN ENZIMLER

ROKSIT DISMUTAZ AKTIVITESININ TAYiNi

a ve arkadaglarinin yéntemine gore yapimistir (123).

'-Epinefrinin otooksidasyonu sonucu adrenokrom olusumu Cu/Zn-SOD ile
edildiginden, adrenokromun maksimum absorbans verdigi 480 nm dalga
é:k__: absorbans degisikligi Cu/Zn SOD inhibisyonu ile iliskilidir.

trosit Cu/Zn-SOD Aktivitesinin Tayini

Sfét_ NaCl tamponu (pH:7.4): 0.5 M KH,PO4 (Potassium Phosphate monobasic

drous, Sigma, P-5379), 0.5 M KzHPO,4 (Potassium phosphate, Sigma, P-8281),
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1:NaCi (Natriumchlorid, Merck, 6400)

32(_3_03 (Natriumcarbonat, Merck, 6398) / NaHCO3z (Natriumhydrogencarbonat,

'6323) tamponu (03 M, pH 10.2)

E[jf{A(Ethytenediamina-Tetraacetic Acid, Tetrasodium Salt, Sigma, ED4SS):

Epi.nefrin (Epinephrine Hydrochloride, Sigma, E-4642), 36 mM, pH 2 : taze
_f_l_amr

Eéndan 1 0.625, 1.25, 2 5 U Superoksit dismutaz { Superoxide dismutaz, Sigma,S-
_1__'5.) standart ¢ozeltileri kullanimistir

f;rhier: Kanin plazmasi ayrildiktan sonra 3 kez fosfat NaCi tamponu ile yikanan
i;'_r'osit paketine 1/5 oraninda distile su eklenip vortekslenerek hemolizat
ilrlanm@tlr‘ Hazirlanan hemolizat, bikarbonat tamponu ile 200 kez diltie edilerek
S:(SD aktivitesinin tayini i¢in kullaniimistir  Tuplere 550 il bikarbonat tamponu, 400 pl
E'DTA konulduktan sonra, kontrol tuplne 750 ul bikarbonat tamponu, numune tUplne

750 pl hemolizat ve standart tupune 750 pl standart ¢ozelti ilave edilmigtir. Tuplere en

ff-_f_ son 500 pl adrenalin eklenip karigtirildiktan sonra 480 nm'de absorbans degisimi 3

dakika boyunca izlenmistir (Schimadzu UV 1600). Olgim yapilirken ortam isisi

;_;_-' 30°C'ye ayarlanmustir. ilk dilusyondan siyanmethemoglobin metodu ile hemoglobin

'. tayini yapilarak SOD aktivitesi hesaplanmistir

Aktivitenin Hesaplanmasi: Kontrol tipunde enzim olmadidindan epinefrinin
adrenckroma oksitlenmesi inhibe edilemez, difer bir deyisle kontrol tuptindeki
inhibisyon yuzdesi sifir kabul edilir Numune tupundeki inhibisyon yuzdesi ise SOD
konsantrasyonu ile orantilidir. Standardin inhibisyon yuzdesi ile numunenin inhibisyon
yuzdesi oranlanip U (lnite) olarak enzim aktivitesi hesaplanmig, ilk hemolizatin

hemoglobin dederine bdlunerek, SOD aktivitesi U/g Hb olarak belirtilmigtir.
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okusunda SOD Aktivitesinin Tayini

tamponu (pH 7 4). 50 mM KH2PO4 (Potassium Phosphate monobasic
Sigma, P-5379), 50 mM K;HPO4(Potassium phosphate, Sigma, P-8281).
5 (Natriumcarbonat, Merck, 6398) / NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat,
23) tamponu (0.3 M, pH 10.2)

'A.;-:_'(Ethyienediamine--Tetraacetic Acid, Tetrasodium Salt, Sigma, ED4SS):

inefrin (Epinephrine Hydrochloride, Sigma, E£E-4642), 36 mM, pH:2 taze

c':i'art : 0625, 125, 2.5 U Superoksit dismutaz (Superoxide dismutase, Sigma,
):E_standart cOzeltileri kultantdmigtir

ler: Mide dokulari 2 mi fosfat tamponu igerisinde Tri-R Stir-R marka K13 model
;_eﬁizatc‘irde 9000 rpm’de 30 saniye homojenize edilmigtir. Homojenize edilen

arin Uzerine 2 mi daha fosfat tamponu ilave edilerek 4 mPlik homojenat

rulmug, bu homojenattan 1.5 mi alinarak 25000 rpm'de, +4°C'de, 60 dakika
fFiﬁJj yapilmigtir. SUpernatan alinarak bikarbonat tamponu ile 1/50 oraninda
syon yapiimis ve bu dilisyon dlgum igin kullaniimistir. Tuplere 550 ul bikarbonat
pﬁnu, 400 ul EDTA, konulduktan sonra, kontrol tupune 750 pl bikarbonat
_Pdnu, numune tupune 750 pl homojenat ve standart tipune 750 ul standart
elti ilave edilmigtir.  Tuplere en son adrenalin eklenip karistirildiktan sonra 480
é absorbans degisimi 3 dakika boyunca izlenmigtir (Schimadzu UV 1600). Olgum
tlirken ortam 1s1s1 30°C'ye ayarlanmigtir

ik homojenattan Lowry yOntemiyle protein Olgimu yapitarak aktivite tayini
F.lf%bsitteki gibi hesaplanmistir.
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ALAZ AKTIVITESININ TAYINi

Aebi ve arkadasiarinin yontemine gore yapimistir (124)

gip; H.0,, katalazin etkisiyle O2 ve H2O'ya pargalanirken 240 nm'de reaksiyon
_};mdaki absorbans azalmasi izlenerek katalaz aktivitesi hesaplanmaktadir

éﬁ_frositte Katalaz Aktivitesinin Tayini

Fosfat NaCl tamponu (pH:7 4): 0.6 M KH2PO, (Potassium phosphate monobasic
f‘yldrous, Sigma, P-5379), 0.5 M KoHPO4 (Potassium phosphate, Sigma, P-8281),

15 M NaC! (Natriumchlorid, Merck, 6400).

I%osfat tamponu (50 mM/L, pH 7). 50 mM/L KH,PO4 (Potassium phosphate
onobasic  anhydrous,  Sigma  P-5379), 50 mMIL. Na;HPO4H»0
Iji.hatriumhydgenphosphat-Dihydrat, Merck, 6576).

) Ho02 (Hydrogen peroxide solution % 35, Merck, 8600) 30 mM, 50 mM/L fosfat
:}nponu icerisinde ve taze olarak hazirlanir.

:_!emfer: Kanin plazmas: ayrihp, eritrositier 3 kez fosfat NaCl tamponuyia
'-:y__ikandlktan sonra elde edilen eritrosit paketine 1/5 oraninda distile su eklenerek
:::_'h_émolizat elde edilmigtir. Hemolizat fosfat famponu ile 1/500 oraninda dilue edilerek
'__;jlr;Um icin kullandmustir Bu son hemolizattan 1 mi alinarak uzerine 0.5 ml H20z ilave
...ediimig ve 240 nm'de 25°C’de absorbans degisimi 15 saniye sure ile izienmigtir
:(Schimadzu UV 1600) ik dilusyondan syanmethemoglobin yéntemi ile hemogiobin
'6IQUmU yapilarak katalaz aktivitesi hesaplanmigtir.

Aktivitenin hesaplanmasi: Eritrositte katalaz aktivitesinin tayini icin birinci derece

reaksiyon sabiti (k) kullaniimigtir
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hesaba katilarak katalaz aktivites k/lg Hb olarak

| -5378), 50 mM K;HPO4(Potassium phosphate, Sigma, P-8281).

u (50 mM/L, pH 7): 50 mM/L KH.PO, (Potassium Phosphate
nhydrous, Sigma P-5379), 50 mM/L Na;HPO4H,0
6ghosphat—Dihydrat, Merck, 6576).

(;n peroxide solution % 35, Merck, 8600) 30 mM, 50 mM/L fosfat
\de ve taze olarak hazirlanir

dokulari 2 mi bifosfat tamponu (pH:7.4) icinde Tri-R Stir-R marka K43
izatérde 9000 rpm’de 30 saniye homojenize edilmigtir, Uzerine 2 ml
tamponu ilave edilerek 4 mllik homojenat elde edilmistir Bu
-5 mi alinip 3000 rpm'de, +4°C'de, 15 dakika santrifij yapildiktan

1o

ernatanin 20 ul'si, 1 mi fosfat tamponu igine ilave edildikten sorra,

°C’de spektrofotometrik dlctim yapilmigtir (Schimadzu Uv 1600). ik I
<arida belirtildigi gekilde hesaplanarak k/g doky proteini seklinde ifade i

; ON PEROKSIDAZ AKTIVITESININ TAYINi

ve Valentina'nin birlesik enzim metodu modifiye edilerek yaplimigtir

edikte glutatyon glutatyon peroksidaz tarafindan katalizlenen bir
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onu (50 mM, pH:7.2) 50 mM KH,POs (Potassium Phosphate

drous, Sigma, P-5379), 50 mM K;HPO4 (Potassium phosphate,

Karisimi: 0 3 M EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetic Acid, Tetrasodium
EDA4SS), 01 mM  NADPH (Nicotinamide adenine dinucleofide
igma no.N-2385), 0 5 U Glutatyon Reduktaz (Sigma no. G-3664), NaN3

dd____ m azide Sigma no. $-8032). Bu maddeler 15 ml fosfat tamponu iginde

e glutatyon (GSH) : 0.0015 g glutatyon 2 ml tamponda gézuld
droperoksit (-BOOH): 54,78 /100 mi olacak sekilde hazirland!
é;__ edici ¢ozelti:. 27 mM EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetic Acid,

Salt, Sigma, ED4SS) ve 0.7 mM 2-merkaptoetanol (Sigma no.6250) ile

Stabilize edici ¢ozelti ile eritrosit paketinden %1 gHb igerecek sekilde
_azwlanm@tlr; Tuplere 750 i reaksiyon karigimi, 50 ul hemolizat, 100 i t-
umune tuplerinin birine 100 i GSH, diger numune tiipine ise 100 ui distite

e:d'iimigtir‘. 340 nm’de, 3 dakika sureyle numunelerin absorbans degisimleri

enin Hesaplanmasi: GSH (+) ve GSH (-) tuplerin AOD’si bulundu. Daha
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§agadaki formule yerlegtirilerek gHb bagina dusen enzim aktivitesi

px Aktivitesi (U/g Hb):[GSH(+)AOD — GSH(-)AOD/311x g Hb} x 10°
2(1 molar maddenin absorbansi }x50 (Hemolizat hacmi)

sunda Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

mponu (50 mM, pH:7.2) 50 mM KH.PO, (Potassium Phosphate

nhydrous, Sigma, P-5379), 50 mM KzHPO4 (Potassium phosphate,

'yon"Kang.lmt: 0.3 M EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetic Acid, Tetrasodium
' ED4SS), 01 mM  NADPH (Nicotinamide adenine diniicleotide
e, Sigma no.N-2385), 0.5 U Glutatyon Reduktaz (Sigma no. G-3664), NaNs

’odium azide Sigma no. §-8032) Bu maddeler 15 mi fosfat tamponu iginde

te glutatyon (GSH) : 0 0015 g glutatyen 2 ml tamponda ¢ézuldu
hidroperoksit (t-BOOH): 54,78 pl/100 mi olacak sekilde haziriand:.
e edici ¢ozelti : 2.7 mM EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetic Acid,

dl_ﬂm Salt, Sigma, ED4SS) ve 0.7 mM 2-merkaptoetanol (Sigma no 6250} ile

ler. Yaklasik 200 mg mide dokusu 500 pi fosfat tamponu icinde homojenize
mojenatiar +4°C’de 15.000 rpm'de santrifij ediimistir (MR 1822 Heraus

_g'ﬁMarka santriftj ) Elde edilen sUpernataniardan Se-GPx aktivitesi ve protein

| saptanmistir Tuplere 750 yl reaksiyon karisimi, 50 ul sipernatant 100 il t-

o umune tuplerinin birine 100 pl GSH, diger numune tdpune ise 100 i distile

ilave edilmigtir Hemolizatiarda oldugu gibi 340 nm’de, 3'er dakika sureyle
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a . degisimieri izlenmigtir
\.lanm'éSl: Aktivite asadidaki formulde degerler yerine konarak g

ktivitesi (U/g protein):[GSH(+)AOD — GSH(-)A0D/311xg protein]

: . ;ﬁlar maddenin absorbansi)x50 (Hemolizat hacmi)

ROKSIDAZ AKTIVITESININ TAYiNi

e rkadaslarinin yontemine gore yapilmistir (40).

ar_afmdan oksitlenen H-0O2in  O-dianisidine’i reduklemesi ve bu

nuh spekirofotometrik olarak absorbans degisiminin izlenmesi

o:n_q (50 mM, pH 6). 50 mM NaHPO4 (Dinatrium-hidrojen fosfat,
4400), 50 mM NaH:PO4 (Sodiumdihydrogen phosphate, Merck,
C ﬁydrochtoric acid, Merck 314) ile pH:6'ya ayarianir.

'é_, on tamponu. %1 oraninda HTAB (Hexadecyltrimethylammonium
m i.H-5882) icerir ve fosfat tamponu ile hazirlanir

"'fnponu - 9,0.0005 H»0, (Hydrogen peroxide solution % 35, Merck,
inde 1.25mg O-dianisidine dihydrochloride (Sigma, Some-3252) igerir ve
onu (50 mM, pH:8) ile hazirianir

St.a:ndardn (Myeloperoxidase, Sigma, M-6908).

m! homojenizasyon tamponu igine konulan mide dokusuna 3 kez 10
-__U'félerle buz icinde sonikasyon yapimigtir {(Branson Sonifier-250) Elde
°j¢natlar analiz yapilincaya kadar _80°C’'de saklanmistir Anaiiz éncesinde
.8000 rpm'de, +4°C'de, 30 dakika santriftj edilmigtir Olugan
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0.1 ml alinmig ve uzerine 0.55 mi reaksiyon tamponu ilave edilip

¢ st edilerek 460 nm'de 65 dakika sureyle kére (fosfat tamponu)

ans. degisimi izlenmistir.  Olgim  esnasinda oda 1stsi 25°C'ye
zsantrifﬂj sonrasi elde edilen sipematandan Lowry yéntemi ile protein
2K MPO aktivitesi hesaplanmisgtir.

anmast: 1U MPO’daki absorbans degisimi numunenin absorbans

sap!

nlanarak, MPO aktivitesi U/g protein olarak hesaplanmigtir

iNCELEME

'.kfo'skobu calismasi igin her gruptan 6 hayvanin mideleri kullantimigtir

an alinan mide dokusu érnekleri %10°luk nétral formaldehidde (pH 7 2)

g, bunu ethanol serilerinde dehidrasyon, ksilolde seffaflandirma ve

e iglemieri takip etmisgtir. Doku bloklari liminal yizeye dik olarak 6 pm
eri kesilmig, her U¢ Kesitten biri alinarak her sicandan 12 kesit
; Bu kesitlere histolojik detayin belirlenmesi igin hematoksilin-eosin
nl{;t uygulanarak histolojik ve morfometrik galigsma yapiimigtir (126). Bitun
_o;_jsak mikroskobunda degerlendirilerek, fotodraflandiriimigtir.

_.isanSEL ANALIZ:

n_u;;ar ortalamatstandart hata olarak ifade ediimistir.  Sonuglann

irilmesinde tek yonlu varyans analizi (ANOVA) kullaniimis, gruplar arasi

irme Tukey testi ile yapiimigtir. P<0.05 Uzeri degerler istatistiksel olarak

abul edilmigtir.
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BULGULAR

n statistiksel degerlendirme sonrasinda kontrol grubu ile sham opere

;nda onemli fark bulunmadigindan, gruplar arasi kargilagtirmada sham
iku_llémlm@tlr..

de .mukozasmda lezyon indeksi:

__r_ﬁ-ﬁpere grupta mide mukozasinin gérinima tamamen normal iken, iskemi-
:' "_'sonrasmda mide mukozasinda 27.28+4.75 mm? lezyon tespit edilmigtir
Karnitin uygulanmasi iskemi-reperfiizyona badli hasari belirgin sekilde

: _1':2..71:!:2..06 mm?) ve bu azalig istatistikse! olarak 6nemli bulunmustur
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Sham iR I/R kamitin

S_ekil 6: Mide mukozasinda lezyon indeksi
'p<0.01 Sham opere grup ile iskemi-reperfilzyon grubunun karsiastinimasi

+p<0.05 iskemi-reperfiizyon grubu ile iskemi-reperfiizyon/kamitin  grubunun
kérgiiagtmlmas:

Eukozal PGE; miktan:

- Mide mukozastnin PGE; miktar sham opere siganlarda 48.08+4.63 pM/g doku
iskemi-reperflizyon PGE; miktarinda belirgin azaliga neden olmustur

2400166 pMig doku) (p<0.001). Kamitin verilmesi, iskemi-reperfiizyona bagit
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azalmayt Snlemig ve iskemi-reperflzyon/karnitin grubunda PGE; miktari sham opere

ruptan farksiz bulunmugtur (48.73 £ 3.94 pM/g doku, sekil 7).

sham IR /R Karnitin

Sekil 7:Mide mukozasinin PGE; dlizeylen
***n<0.001 Sham opere grup ile iskemi-reperfiizyon grubunun kargiastinimasi
+++p<0 001iskemi-referfiizyon  grubu ile  iskemi-reperfizyon/kamitin  grubunun
kargilagtinimast
3. Mukus miktari:

Asidik mukopolisakkaridierin boyanmasi Uzerinden hesaplanan mukus miktari,
sham opere grupta 87.00+5.9 ug/g doku, iskemi-reperflizyon grubunda 113.54+12 43
pa/g doku, iskemi-reperfuzyon/karnitin  grubunda ise 85.0617.04 ug/g doku olup,

gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli fark bulunmamistir (sekil 8).
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Sham IR 'R Kamitin

Sekil 8: Mide mukozasinin mukus dizeyleri

" 4. Mide asit sekresyonu:

Ssicanlarin midelerinden 30 dakika iginde salgilanan asit miktart sham opere
.: grupta 15.00£1.64 mEg/saat’2mi olarak  bulunmustur.  Iskemi-reperfuzyon
uygulamasina bagh olarak mide salgisindaki asit miktarimin 0243011 mEgqg

fsaat/2ml'ye dustugu gdézlenmis (p<0.001), buna ilave clarak karnitin veriimesi ise

iskemi-reperflizyona bagh olarak azalan asit miktarini deg@igtirmemigtir (Sekil 9).

18
1
16 -

-
N A
: L

10

mEqg/saat/2ml

R kamitin

Sekil 9: Mide asit salgist

** n<(.001 Sham opere grup ile iskemi-reperfizyon grubunun kargitagtinimasi
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5. TBARS diizeyleri:

5.1. Eritrosit TBARS diizeyleri: Sham opere grupta 11.42+0.54 nmol/g Hb

olarak belirlenen eritrosit TBARS dlizeyi, iskemi-reperflizyon (9.39+1.53 nmoi/g Hb)

ve iskemi-reperfuzyon/kamitin grubundan (12.453073 nmollg Hb) farkh
bulunmamigtir (Sekil10).

15 .

nmolfg Hb

IR karpitin

Sekil 10: Eritrosit TBARS duzeyleri

5.2. Doku TBARS diizeyleri: Mide dokusuna ait TBARS miktari sham opere
grupta 116.4719.17 nmolig protein iken, iskemi-reperflizyon uygulamasina bagti
olarak belirgin artig tespit edilmistir (154.45310.79 nmol/g protein, p<0.05). Kamitin,
iskemi-reperfizyona baghh TBARS miktarindaki artist 6nlemis (p<0.05) ve bu grubun
mide dokusundaki TBARS miktari sham opere gruptan farksiz bulunmugtur

(120.06+8.55 nmol/g protein}  (Sekil 11).
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nmol/g protein

IR kamitin

Sekit 11: Mide dokusu TBARS duzeyleri
*p<0.05 Sham opere grup ile iskemi-reperfiizyon grubunun karsilagtinimasi

+p<0.05 iskemi-reperfiizyon grubu ile iskemi-reperfiizyon/kamitin  grubunun

_ karsilagtiritmast

6 Antioksidan enzim diizeyleri:

| 6.1.Eritrosit antioksidan enzim aktiviteleri

6.1.1.Eritrosit katalaz aktivitesi: Tablo 1'de goéruldGgu gibi iskemi-reperfizyon
eritrosit katalaz aktivitesinde belirgin yukselmeye neden olmustur (p<0.001). iskemi-
reperfizyon Oncesinde kamitin uygulanmasi ile katalaz aktivitesindeki artig, tek
bagina iskemi-reperfizyon uygulamasindaki katalaz aktivitesindeki artigi kismen

 énlemistir (p<0.001).

reperfuzyondan sonra belirgin artmig (p<0.05), karnitin uygulanmasi iskemi-
reperfizyona bagl artiga etki etmemistir.

6.1.3.Eritrosit GPx aktivitesi: Tablo1'de goruldugu gibi iskemi-reperfiizyon
GPx aktivitesinde herhangi bir degisiklik yapmazken, iskemi-reperfuzyondan once

karnitin verilmesi GPx aktivitesinde belirgin dususe yol agmigtir (p<0.001).
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trosit SOD, katalaz ve GPx degerleri (Ort + SH)

Sham opere |iskemi-reperfizyon| iskemi-reperfizyon/karnitin

(JgHb) 856 £049 [2439+162™ |1679+094™"

jgHb) {465+ 036 |71077* 7.03 +0.67

(UlgHb) 9034049  |10.51+0.92 3.36 10.65™"

5 ve ++5<0,001 sham opere grup ile iskemi-reperflizyon grubunun kargilastinimasi
0001 iskemi-reperflizyon grubu  ile iskemi-reperfiizyon/kamitin -~ grubunun
s:'t__'i.nlmas:

‘2. Doku antioksidan enzim aktiviteleri:

21 Doku katalaz aktivitesi: Tablo 2'de goruldiigu gibi iskemi-reperfuzyon
dokusundaki katalaz aktivitesini belirgin azaitmigtir (p<0.001). iskemi-
"péﬁﬂzyondan once karnitin uygulanmasi iskemi-reperfuzyona bagh dasusu
mamen onlemigtir (p<0.001).

622 Doku SOD aktivitesi: Tablo 2’de géraldugu gibi iskemi-reperfizyon SOD
.k.:ti:Vitesini azaltmis (p<0.001), karnitinin, iskemi-reperfizyona bagi azaliga ilave bir
__tki gostermemistir.

6.2.3. Doku GPx aktivitesi: Tablo 2’de goruldugl gibi iskemireperfizyon ve

skemi-reperfiizyondan énce karnitin veriimesi enzim aktivitesinde degisgiklige neden

6!mam1§t|r..
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.de dokusuna ait SOD, katalaz ve GPx degerleri (Ort+SH)

Sham opere {skemi-reperfiizyon| iskemi-reperfiizyon
fkarnitin
i_az":"(wg protein| 25.37+ 2.86 9.31£029™ 28071217
(U[g protein) |16.44 +2.18 812+023*  |512+033
Ulg protein) [13590.71 £ 1104.6 (13692 +8112 291377 £9873.2

iskemi-reperflizyon grubu fle iskemi-reperfizyon/kamitin  grubunun

Ufg protein

Sekil 12: Mide dokusunda MPQO aktivitesi
+*n<( 001 Sham opere grup ile iskemi-reperfiizyon grubunun kargiiastirimasi

+p<0.05 iskemi-reperitzyon grubu ile iskemi-reperflizyon/kamitin grubunun kargilagtinimasi
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istolojik inceleme:

apilan histolojik inceleme sonucunda kontrol grubunda, midenin mukoza
y; pit yapiiarini olugturmak Uzere invagine olan tek katl: epitel tabakasiyla kapli
ak gorulmastir. Yluzey mukédz hiucreleri, pit duvarinl ve serbest mukozal yuzeyi
p|.ém|§t1r‘ Pit yapisinda, bezin proksimaline dogru sira ile istmus, boyun ve baz
fl'g_éleri izlenmistir (gekil 13 kontrol A-B). iskemi-reperfiizyon grubunda, inflamasyon,
acfesel nekrosis ve distrofi yan! sira vaskuler hasar belirlenmistir. Yuzey mukus
rtusu yitkima ugramigtir. Mukozada yaygin hemoraji, bezlerin Gst yanminda ve pit
;pllannda belirgin olmak uUzere epitelyal hiicre yikimi tespit edilmigtir. Bezler ve
fgévresindeki kapiterier ileri duzeyde hasarlanmistir. Mukozanin derinlerinde ve lamina
roprivada pek c¢ok Iokosit infiltrasyonu gozienmistir (gekil 13 /R A-B). [skemi-
_:_féperfillzyon dncesi karnitin uygulanan grupta, mukozal erozyonlarnn azaldigt tespit
_édilmi§tir. Mukozanin (st yariminda azda olsa bez limenlerinde gerginlik ve lamina
-bropriada orta dizeyde lenfosit infiltrasyonu saptanmigtir Karnitinin, iskemi-
.reperﬁlzzyonia indiklenen total erozyon alanini buyuk oranda inhibe ettigi
gérulmistur. Hemoraji ve epitelyal hicre nekrozisi yokken, mukosubstans miktar
kontrol grubuna benzer olup, oksintik bezler cevresindeki kapillerter normal olarak

izlenmistir (sekil 13 I/R karnitin A-B)
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(B)

/R (B)

roskobisi ile géranumu. Mikroskobik buyltme x20
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TARTISMA

Serbest oksijen radikalleri ve bu radikaliere bagii lipid peroksidasyonunun mide

iskemi-reperflUzyon hasarinin patogenezinde énemli rol oynadidi bilinmektedir (1-5).
:Antioksidanlann, gesit dokularda iskemi reperfuzyona bagh serbest oksijen
.radikailerinin olusumunu inhibe ederek veya serbest radikalleri stpurerek doku
hasarint azalttiklar tespit edilmistir (2-4,25,26). Karnitinin de ksantin oksidazi inhibe
ederek reaktif oksijen metabolitlerinin sentezini azaltti§i, serbest radikal supurlicu
etkisi oldugu ve demir ile selasyon yaparak hidroksil radikalinin olusumunu inhibe
ettigi gosteriimigtir (27-31). Karnitinin bilinen bu etkilerinden yola ¢ikan aragtirmacilar
100 mg/kg L-kamitini ventrikil iskemisinden 5 dakika énce intravendz bolus tarzinda

uygulayarak, L-karnitinin doku hasarina kargi koruyucu etkisini saptamigiardir (127).

Bizim ¢alismamizda da mide iskemi-reperflizyon hasarina kargi akut koruyucu etkisi
olabilecedi dlsunilerek, L-karnitin iskemiden 5 dakika dnce 100 mg/kg intraventz
bolus tarzinda uygulanmis ve bu dozda uygulanan L-karnitinin iskemi-reperflzyon
sirasinda mide mukozasinda olugan lezyonlar belirgin olarak azalthd tespit
edilmigtir. Bu bulgumuz, ¢esitli antioksidan maddelerin kullammi ile mide hasarinin
engellendigini gosteren calismalar ile uyumlu bulunmustur {2,24,42,43,64).
Galismamizda, iskemi-reperfuzyona bagh olarak sigan mide mukozasinda
yaygin hemoraji ve ileri diuzeyde epitelyal hucre yikimi saptanmigtir. Mukozal
lezyonlarin hemen ¢ogunun korpusta 6zellikle de hucrelerin ¢ogunlukta oldugu
oksintik bezlerin ust yanminda goérulmesi Kitano ve arkadaglarinin (43) pariyetal
hiicrelerin  hasarlanmasiyla ilgili hipotezieriyle uyumiu bulunmustur.  Iskemi-
reperfuzyonun olugturdugu gastrik yaralanmalarda reaktif oksijen turlerinin ve lipid
peroksidasyonunun rolinu gbstermek amaciyla vyapilan arastirmalarda,

antioksidaniarin iskemi-reperfizyon sirasinda olusan lipid peroksidasyonunu inhibe
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mbran hasarina kargl koruyucu oldukiar gosteriimistir (42,43) lsik

'i;buigula”m'z! iskemi-reperfuzyonun neden oldugu mide lezyonlarinin L-

3ed:avi8" ile azaldi@int  gdstermigtir. Bu sonug, ortamdaki sUperoksit

mn antioksidaniarla uzaklastinldidini ve bu yolla gastrik mukozal hasarin

”'e:perftizyona bagl mukozal hasarin 1/3'lik kisminin iskemi sirasinda

1asi ve antioksidan tedavisi ile dnlenememesidir (63). Hasarin 2/3'lik kismi ise

ﬁdiyon swrasinda olugur ve serbest radikalleri bloke eden ajanlaria diizeltilebilir

__igkemi-reperfuzyon hasarinin ortaya cikmasinda en énemli etken reperflizyon
ﬁda doku oksijenlenmesi ile birlikte gbérulen serbest oksijen radikalleridir
nun yam sira iskemi sirasinda azalan kan akimi da H' iyonunun ortamdan
gl{:i.agtlruamamasma neden olur ve hucrelerin H” ile direkt temasi, mukozal hasann
u_gﬁmuna katkida bulunur (11,63,64). Mukozal kan akimi, midede zararli etkenlere
fr’g;l mukozanin korunmasini  saglayan Dbariyerin  Snemli  bir bilesenini
usturmaktadir Mide mukozal .bariyerinin dijer bir 6nemli bileseni olan mukus
._aﬁakaSl, mide saigilan ile mukoza arasinda fiziksel bir koruyucu niteligindedir.
fﬁtein, lipid, nukleik asit ve glikoprotein yapisinda olan musin iceren mukus
tabakas), yapisindaki HCO; iyonlari ile de vyizeye yakin H® iyonlarinin
'hétranzasyonunu salar. Gerek mukus gerekse bikarbonat iyonlarinin salgilanmasi
PGE, ile de duzenlenmektedir PGE> mide mukozasinda kapiller endotel
'hucreleriﬂden salgilanmaktadir. PGE; bir yandan mukozal kan akimini arttinrken,

dijer taraftan mukus ve bikarbonat salgisint da etkileyerek mukozal korumada
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ynar (83,97,98). Bu nedenle PGE: dlzeyinde meydana gelecek
muKUS miktarim da degistirmesi beklenir. Calismamizda iskemi-
pagh olarak mukozal PGE2 miktarinin azaldigi, L-karnitin verilmesi ile
uz yonun bu etkisinin ortadan kalktigi gozienmigtir. Bu bulgularimiz
..e arkadaslarinin mide iskemi-reperfuzyon modelinde, Myers ve

m.._.. renal  iskemi-reperfuzyon modelinde yaptiklari  ¢alismalarin

dir (128,129). Cesitii nedenlerle mide mukozasinda olusan reaktif

péralel

o, PGH sentez aktivasyonu icin gerekli hidroperoksitlerin  &nemii

alarda hipoksantin varhginda ksantin oksidaz aktivasyonundaki artigin doz
nhi olarak mukus salgilanmasinda artiga neden oldugdu gosteriimigtir. Ozellikle
e OH"ine maruz pirakilmig mukoza hicrelerinde mukus salgisinin bir saatten
‘stimule olmadigi gosterilmigtir  (89,98) Serbest oksijen radikallerinin
- rf zyon sirasinda olustugunu dugunursek, calismamizda gruplar arasinda
ukti's dizeyleri agisindan farklihk olmamasi, Ustteki galismanin yanisira Kawai ve
a‘éag\anmn caligsmasint desteklemektedir (96) Kawai ve arkadaslar mide iskemi-
"péfﬂzyonu sirasinda mukus miktarinin sureye bagl oldugunu ifade ederek ve 30
akika iskemi, 60 dakika reperfuzyon surecinin mukus miktarindaki degisiklik icin
reterli olmadigint ve bu nedenle kontrol grubundan farksiz oldugunu tespit
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:,:. (96) Calismamizda L-kamnitin tedavisinin mukus salinimina ilave bir etkisi

Bizim sonuglarimizda bu arastirmacilar destekler niteliktedir Kitano ve

glar iskemi-reperfUzyona baghh olarak mide sivisindaki asit miktannin

skemi-reperflizyonun midede meydana getirdidi hasarda reaktif oksijen

_._-_uhlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonunun onemii rol oynadi§i ifade

;e‘&i'lmektedir (42,43). Lipid peroksidasyonun en iyi gostergesi pek ¢ok calismada
yéygln olarak kullaniimakta olan TBARS duzeyidir. iskemi-reperfiizyona bagl olarak
mide dokusunun TBARS dlizeyinde saptadiimiz artig, ayni modelde caligan birgok
aragtirmacinin elde  ettii  bulgulari  destekler niteliktedir (1,23,24,42 43).
-'(;allsmamlzda L-karnitin uygulamasi ile, mide dokusunun TBARS miktarindaki artis
.' engellenerek, kontrol dizeyinde kalmasi saglanmigtir. Bu sonug L-karnitinin lipid
peroksidasyonunu engellediginin  bir gostergesidir. Yagd asitlerinin mitokondri
membranindan transferi icin esansiyel bir kofaktér olan L-karnitinin, hicre
membraninin yapisint etkileyerek, iskeminin neden oldugu membran permeabilite
degisikliklerini anledigi gosterilmigtir (31,132) Bunun yarisira L-karnitin ksantin
oksidaz! inhibe ederek, suUperoksit radikalinin olugumunu ve demir ile selasyon

yaparak Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalinin uretimini baskilamaktadir. Bu
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denie L-karnitinin kalpte iskemi-reperfuzyon hasarina karst koruyucu etkili olup,
yokardial hicrelerde lipid peroksidasyonunu ve proteinlerin  oksidatif
'm_odiﬁkasyonunu Onledigi  birgok arastirmaci  iarafindan  tespit  edilmistir
?(28,29,31,36,37,130,133}_ Eritrosit TBARS duzeyinde ise iskemi-reperfuzyona bagh
al.larak herhangi bir degisiklik saptayamamigs olmamiz Beard ve arkadaglarinin
:sonuglanm desteklemektedir (134). Bu sonug, iskemi-reperfuzyonda tespit ettigimiz
antioksidan enzim aktiviteleri ile de uyumiudur. Calismamizda iskemi-reperfuzyona
baéll olarak kan TBARS dlzeyinde artis olmamasi, Beard ve arkadaglannin da
belirttigi gibi, bu durumda aktiviteleri artan eritrosit SOD ve katalazin serbest oksijen
- radikallerinin zararh etkilerine kars: koruyucu dzelliklerine baglanabilir.
{skemi-reperfizyona bagh olarak mide dokusunda artan TBARS miktarinin ise
doku SOD ve katalaz aktivitelerindeki azaligla birlikte oldugu tespit edilmistir. SOD
| ve katalazin antioksidan etkileri g6zdnune alindiginda bu enzimlerin aktivitelerindeki
azaliga, TBARS duzeyindeki artisin eglik etmesi en dogal beklenti olmalidir.

Yapilan caligmalarda iskemi-reperfuzyon sirasinda mide dokusunun
antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklik oldugu tespit ediimis olup, elde edilen
butgular celigkilidir (3,135-139). Nishida ve arkadaglan suya batirma stresinin neden
oldugu akut gastrik mukozal lezyonlara, ksantin oksidaz sisteminin aktivasyonuna
bagh olarak serbest oksijen radikatlerinin neden oldugunu bildirmister ve antioksidan
enzim duzeylerine baktiklannda, doku katalaz aktivitesinde anfamli degigiklik tespit
etmemigierdir (3) Kagmaz ve arkadasgian intestinal iskemi-reperfiizyon modelinde
doku katalaz aktivitesinin  arttiim gostermislerdir (135). Iskemi-reperflizyon
hasarinda katalaz aktivitesinin azaldhdin bildiren calismalar da mevcuttur {136-139)
Calismamizda da iskemi-reperflizyona bagll olarak doku katalaz afdtivitesinin

azaldigi, eritrosit katalaz aktivitesinin arttidi saptanmigtir. Karnitin tedavisi ile doku
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sinin artarak kontrol degerlerine ¢ikugi, eritrosit katalaz aktivitesinin

edilmis, ancak Kizitung ve arkadaglannin (140) belirttigi gibi

pit
jaz aktivitesi Uzerine etkisini gdsteren herhangi bir bulguya

D.-_z_'aktivitesi iskemi-reperfuzyon hasarinda azalmig olup bulgularimz
épllan caligmalan desteklemektedir (41,135141,142) Bray ve
indan SOD aktivitesindeki azaimanin nedeni katataz aktivitesinin
paglanmistir (143). Katalaz aktivitesinin azalmasi dokuda H,O:
acmakta ve biriken HzOzin ise Cu/Zn-SOD aktivitesini inhibe ettigi
'(__-1343)._ Gilrlek ve arkadaglan (144) iskemik kardiomiyopatide, Akgii ve
(1 _36) iskemi-reperflzyonda eritrosit SOD akiivitesini artmig bulmuslardsr
_fkadaglan ise myokard enfarktusunde eritrosit SOD aktivitesini
bildirmiglerdir (145). Cahsmamizda Gurlek ve arkadastarinin
benzer sekilde iskemi-reperfuzyon ile eritrosit SOD aklivitesinin arttids
.arnitin tedavisinin eritrosit ve doku SOD aktivitesinde iskemi-
jlave bir etkisi olmamigtir

ku: GPx  aktivitesinin iskemi-reperfuzyon sirasinda azaldigini bildiren
ulgularina (24,41,72,135,143) karsin, calismamizda Nishida ve arkadaglar
ve ark.’tann (145) destekler nitelikte iskemi-reperfuzyonda doku ve
F’x aktivitesinin dedismedidi saptanmigtir L-kamitin tedavisi, Ferrari ve
f.lhm (30) bulgularina uyurniu ofarak, doku GPx aktivitesini degigtirmemis,
X aktivitesini azaltmigtir.

lan calismalarda notrofillerin iskemi-reperflizyona bagdh tahribatta etkin rol
g6sterilmistir. De La Lastra ve ark ve dider aragtirmacilar postiskemik

Teaktif oksijen turlerinin difer bir kaynadinin da nétrofiller oldugunu
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g’astermigtir (3,24,40,41). Notrofiller kapsadiklart NADPH oksidaz enziminin etkisiyle

molekuler oksijeni superoksit anyon radikaline donustiurerek, bu metabolitleri hem

fégozom icine hem de bulunduklart ortama salgilarlar. Aktive nétrofiller reaktif

oksijen radikallerinin yanisira cesitli sitotoksik proteinler (proteaziar, laktoferrin vs.)

ve miyeloperoksidaz enzimi salgilarlar Myeloperoksidaz nétrofillere 6zgu bir enzim

- olup, H202 ve Cl iyonlari ve N-chloroaminlerden hipokloréz asit gibi guglu sitotoksik
bksidan!arm yapimini Katalize eder. iskemi-reperfiizyon modeilerinin kullanidi§t
_lij;f:.bir(;ok galismada, iskemi-reperfuzyon yapilan dokuda nétrofil infiltrasyonunun ve
MPQO aktivitesinin arttigr gdsterilmistir (146). Bizim c¢alismamizda da iskemi-
_f:' reperfiizyon sonrasi midede MPO aktivitesinin arttidi ve buna paralel olarak histolojik
" _. incelemede nétrofii infiltrasyonu tespit edilmigtir Reperflizyon sirasinda olugan
reaktif oksijen turleri, nétrofilier icin kemotaktik faktorlerin ve adezyon molekullerinin
- ekspresyonunu arttirmaktadir.  Allopurinol, SOD gibi antioksidanlarla tedavi
sonucunda, iskemi-reperfluzyona bagdli nétrofil infiltrasyonunun ve bununla iligkili
mide hasarinin azaldigi gosteriimistir (3,25,26). Biz de antioksidan etkili oldugu ileri
strilen L-karnitini kullandigimiz calismamizda iskemi-reperfuzyona bagli nétrofii
infiltrasyonunun  azaldigim, MPQO akfivitesindeki azaligla géstermis olduk. Ayni
zamanda histolojik incelemede de buna paralel bulgular elde edilmistir.

Sonug¢ olarak galismamiz, L-karnitinin, iskemi-reperflzyonun serbest oksijen
radikalleri aracihd ile mide dokusunda olusturdugu hasari azaitabildidini
gostermigtir. L-karnitinin mide lezyonlarinin olugumunu azaltict etkisi ndtrofil
infiltrasyonunu engelleyici etkisine ve antioksidan 6zelligine baghdir L-karnitinin
mide dokusunda bulunan antioksidan enzimler Uzerine etkisi farkh olup, mide

dokusunda SOD ve GPx akfivitelerini degistirmeyip, Kkatalaz aktivitesini
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. arttirmaktadir.  L-karnitinin  katalaz aklivitesini arttirici etkisi, iskemi-reperfuzyon

- hasarina karsi antioksidan ozelligine katkida bulunuyor olabilir
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OZET

jskemi-reperfuzyon kalp ve beyin basta olmak Uzere organizmadaki birgok
cfgan ve sistemde hasara neden olmakta, olusan bu hasardan reaktif oksijen urunleri
sorumiu tutuimaktadir
. iskemi-reperfuzyonun midede de hemorajik lezyonlara yol actigi gosterilmigtir .
A‘ntioksidan ozellikleri bilinen L-karnitinin iskemi-reperfuzyona bagh mide hasarinda
k‘oruyucu etkisinin olup olmadigini ortaya koymak amaciyla planianan ¢alismamizda,
iganlar  kontrol grubu, sham opere grup, iskemi-reperfuzyon grubu, iskemi-
:eperﬁllzyon ve karnitin tedavisi uygulanan grup olmak uUzere dért gruba ayrimigtir.
skemi-reperflizyon uygulanan siganlarda c¢oliak artere 30 dakika sureyle klemp
konularak iskemi olusturulmus, klemp kaldirifarak 60 dakika reperfiizyon
?i;sag‘jlanmtgtlr.. L -karnitin uygulanan siganlara ise iskemiden 5 dakika énce 100 mg/kg
dozda L-karnitin intravendz bolus tarzinda veriimigtir. Cerrahi sonrasi kan ve doku
drneklerinde TBARS ve antioksidan enzim diuzeylerine bakilmig, ek olarak dokuda
' PGE,, mukus ve histolojik degigiklikler incelenmigtir
Sham opere grupla karsilastinidifinda iskemi-reperfuzyon grubunda mide
lezyon indeksinde ve nétrofil infiltrasyonunun godstergesi olan miyeloperoksidaz
aktivitesinde artig gdézlenmis, L-karnitin tedavisi ile bu artiglarda belirgin azalma tespit
edilmistir Mide mukozal bariyerinin bir bilegseni olan mukus miktan agisindan gruplar
arasinda Onemli fark bulunmamistr PGE. miktarinin ise iskemi-reperfiizyon
grubunda azalirken, L-karmnitin tedavisi ile kontrol duzeylerine ¢iktigi saptanmigtir
Lipid peroksidasyon indeksi olarak kullanilan TBARS duzeylerine bakildi§inda,
kan TBARS agisindan gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadid§i haide, doku
TBARS'inin iskemi-reperfiizyonda arttid), L-karnitin tedavisi ile azaldi§ bulunmustur

Iskemi-reperfuzyon grubu ile sham opere grup karsilastinidiginda , iskemi-
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asi kan katalaz ve SOD aktivitesinin arttigt, GPx aktivitesinin

:r_r.;i'tin uygulamasi ile kan katalaz ve GPx aktivitesinin azaldi§l, kan
'ékemi—reperﬂ)zyon grubunidakinden farki olmadidi tespit edilmistir.
on grubunda doku SOD ve katalaz aktivitesi azalirken, GPx aktivitesi

b .L_kamiﬂn uygulamasi sonrasinda kataiaz aktivitesi  iskemi-

bu'ﬁ? gore artmig oldugu halde, SOD ve GPx aktiviteleri iskemi-

na gore farksiz bulunmustur.
- L-karnitinin dokuya nétrofi infiltrasyonunu  engelleyerek ve
dstererek, iskemi-reperfuzyona bagh mide hasarina karst belirgin

Gini gostermektedir.
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SUMMARY

chemia-reperfusion produces tissue damage in the heart, brain, stomach etc.
'-sgociation of oxygen-derived free radicals with ischemia-reperfusion injury has
well documented in many studies. This study was designed to investigate the

ts ‘of L-camitine which is known to have antioxidant roles in gastric mucosal

mduced by ischemia-reperfusion.

zﬁéts were randomly divided into four groups as control, sham-operated,
miia—reperfusion and ischemia-reperfusion plus L-camitine treatment groups.
_mia was induced by clamping the celiac artery for 30 min with a small clip. Sixty
e,é after reperfusion, the lesion index, PGE> and mucus content, TBARS and
i_ddant enzyme levels were measured in blood and gastric tissue. L-carnitine
fﬁigfkg) administered intravenously 5 min before ischemia significantly reduced
;éion index and myeloperoxidase activity compared with ischemia-reperfusion
p L-camitine also inhibited the increase in TBARS level induced by ischemia-
r"fusion in the gastric tissue. Gastric prostaglandin E, contents decreased in
:mia-reperfusion group and L-carnitine prevented the decrease in PGE: level. A
ficant difference in gastric mucus contents between all groups was not observed

mbared with sham-operated, blood catalase and SOD activity increased and GPx

__wi'ty was not different after ischemia-reperfusion. L-carnitine decreased the blood
x and catalase activity and did not changed blood and tissue SOD activity
mbared with ischemia-reperfusion group. SOD and catalase activity in gastric
_t_:_'osa were diminished after ischemia-reperfusion and SOD activity was found
¢ﬁanged by treatment with L-carnitine in gastric mucosa whereas catalase activity

reased to that of control group.



sults suggest that L-carnitine provides a marked protection against

rfusion gastric injury which could be due fo antioxidant effect of L-

d {g-abiﬁty to reduce neutrophil induced toxicity.
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