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OZET

Ratlarda Alt Ekstremite Iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Karvakroliin

Etkilerinin Arastirilmasi

Amac:

Akut ekstremite iskemisi ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan klinik bir
problemdir. Yapilan calismalar karvakroliin antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antikanser,
antiinflamatuvar, hepatoprotektif, spazmolitik ve vazorelaksan dahil olmak {lizere c¢esitli
biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Calismamizda femoral
iskemi reperfliizyon hasarinda karvakroliin Total Oksidan Seviye(TOS), Total Antioksidan
Seviye(TAS), ve Tiyol Disiilfit Homeostazi (TDH) {izerine etkilerinin arastirilmasi

amaclanmustir.
Gerec ve Yontem:

Calismada toplam 36 adet Spraque Dawley cinsi erkek rat kullanild1 ve her grupta 6
hayvan olmak iizere 6 grup (Kontrol, Iskemi-reperfiizyon, Karvakrol, DMSO, Heparin ve
Heparintkarvakrol)  olusturuldu. Kontrol grubu hari¢  hayvanlar 90/10 mg/kg
ketamine/ksilazine im uygulama ile anesteziye alindiktan sonra lastik teyp ile 60 dk. sol femoral
iskemi olusturuldu. Reperfiizyon i¢in 60 dk. bekletildi. Reperfiizyon asamasinda karvakrol
verilen gruplara 0,0lmL (5Smg/kg) ip karvakrol heparin verilen gruplara ise 0,1mg/;kg
enoxaparin sc verildi. Reperflizyon sonrasi intrakardiyak 5ml alinan kanda ELISA ile TAS,
TOS, Tiyol Disiilfit Seviyelerine, FIR yapilan alp ekstremite caput femoris hizasindan ekarte
edilerek hematoksilen eozine boyama ile hiicre apopitozisi, kas liflerinin diizensizligi, hemoraji

ve inflamatuar hiicre artis1 yoniinden degerlendirildi.



Bulgular:

Calismamizda biyokimyasal ve histopatolojik olarak bakildiginda TAS, TOS, Tiyol
Disiilfit Seviyesi artmig, dejenerasyon, hiicrelerde ayrisma, inflamasyon ve konjesyon bulgular1

azalmig olarak verilerimiz anlamli ¢ikmis olup literatiir bulgulari ile uyusmaktadir.

Disorganizasyon, hemoraji ve nekroz bulgular1 istatistiksel olarak anlamsiz

bulunmustur.

Sonug:

Calismamizda karvakroliin iskemi reperflizyon hasarinda olumlu yonde etkilerinin
oldugu kanaatine varilmistir. Bu bulgularimizin tiim etkilerinin ortaya ¢ikartilmasi ve pratikte

de uygulanabilmesi i¢in daha fazla deneysel ve klinik arastirmaya gereksinim vardir.

Anahtar Sozciikler: Karvakrol, Total Oksidan Seviye, Total Antioksidan seviye, Tiyol

Disiilfit Homeostazi, Iskemi Reperfiizyon Hasar1
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ABSTRACT

Research of Carvacrols Effects on Lower Extremity Ischemia/Reperfusion

Injury on Rats

Aim:

Acute extremity ischemia is a clinical problem that causes high morbidity and mortality.
Studies show that carvacrol has various biological and pharmacological properties, including
antioxidant, antibacterial, antifungal, anticancer, anti-inflammatory, hepatoprotective,
spasmolytic and vasorelaxant. In our study, it was aimed to investigate the effects of carvacrol
on Total Oxidant Status (TOS), Total Antioxidant Status (TAS), and Thiol Disulfide

Homeostasis (TDH) in femoral ischemia-reperfusion injury.

Materials and Methods:

36 Spraque Dawley male rats were used in the study and 6 groups (Control, Ischemia-
reperfusion, Carvacrol, DMSO, Heparin and Heparin+carvacrol) were formed, with 6 animals
in each group. Except for the control group, the animals were anesthetized with 90/10 mg/kg
ketamine/xylazine IM application, and then they were treated with rubber tape for 60 minutes.
left femoral ischemia was created. Waited 60 min for reperfusion. During the reperfusion phase,
the groups given carvacrol were given 0.01mL (5Smg/kg) ip of carvacrol, and the groups given
carvacrol heparin were given 0.1mg/;kg enoxaparin sc. TAS, TOS, Thiol Disulfite Levels were
evaluated by ELISA in 5 ml intracardiac blood taken after reperfusion, and FIR was evaluated
in terms of cell apoptosis, irregularity of muscle fibers, hemorrhage and inflammatory cell
increase by hematoxylin-eosin coloring by excluding the lower extremity from the caput

femoris level.
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Findings:

In our study, biochemically and histopathologically, TAS, TOS, Thiol Disulfide Levels
were increased, degeneration, cell separation, inflammation and congestion findings were found
to be significant, and our data were consistent with the literature findings. The findings of

disorganization, hemorrhage and necrosis were found to be statistically insignificant.

Results:

In our study, it was concluded that carvacrol has positive effects on ischemia-
reperfusion injury. More experimental and clinical studies are needed to reveal the full

implications of our findings and to apply them in practice.

Keywords:

Carvacrol, Total Oxidant Status, Total Antioxidant Status, Thiol Disulfide Homeostasis,

Ischemia Reperfusion Injury



1.GIRIS
Hiicre zedelenmesinin bir¢ok nedeni olsa da klinik tip agisindan hiicre zedelenmesinin
en sik goriilen nedeni iskemidir. Iskemi, herhangi bir sebeple arteryel kan akiminin ve ya vendz
doniislin azalmasi nedeniyle hiicre ve dokuda kanlanmanin azalmasi veya kesilmesidir. Hipoksi

ise herhangi bir sebeple hiicreye gelen oksijenin azalmasidir. Hipoksinin en sik ve onemli

nedeni iskemi olmakla birlikte pnomoni, CO zehirlenmesi gibi baska nedenleri de vardir!.

Hiicre zedelenmesi reverzibl ise akimimin diizelmesi ile hiicre de eski haline donebilir.
Fakat bazi durumlarda kan akiminin diizelmesi hiicre zedelenmesini daha da kotiiye gotiiriir.

Buna da reperfiizyon hasar1 denir?.

Reperflizyon hasarmin biitiin nedenleri ve mekanizmalar1 agik degildir. Kan akiminin
yeniden yiiksek seviyelere ¢ikmasi ile birlikte Ca*? iyonlar1 da yiiksek seviyede hiicreye ulasir.
Sitoplazmada Ca*? miktarinm artmas1 ATPaz, Fosfolipaz, Proteaz ve Endoniikleaz enzimlerini

aktive ederek hiicreyi oldiirmektedir?.

Iskemik hiicrelerin yeniden yiiksek kan akimma kavusmasi iltihabi hiicrelerin iskemik
bolgeye gelmesine neden olur. Bu hiicreler, hiicre zari1 hasari ile birlikte mitokondrial
permeabiliteyi artiran serbest oksijen radikallerini serbest birakir®. Serbest radikallerin sebep
oldugu hiicre zedelenmesinde bircok mekanizma vardir. Membranlarin lipid peroksidasyonu,

DNA pargalanmas, proteinlerin ¢apraz baglanmasi bu mekanizmalarm en énemli ii¢ tanesidir?.

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 patolojik durumlara sebebiyet verir. Doku, organ ve
sistemlerde bozulmalara yol acar. Fonksiyonlarm kalic1 ve ya gegici kaybina yol agar. Uzuv

kaybi hatta 6liimle de sonuglanabilir®®,



Akut iskemilere ge¢ miidahalede bulunulmasi mortalite ve morbiditelere neden

olabilir*”.

I/R hasarinda ilgili bolgeye ilk wulaganlar trombositlerdir. Polimorfoniiveli
lI6kositler(PMNL) ve endotel aktivasyonu nedeniyle olusan mediatorler trombositlerden sonra

gelir®’.

Lokositlerden iiretilen endotelin, platelet aktive edici faktor (PAF), nitrik oksit (NO) ve
sitokinler, serbest oksijen radikalleri(SOR) olusmasina, onlarda endotelyal zedelenmeye, hiicre

sismesine ve hiicrenin dliimiine sebebiyet verir®’.

Akut ekstremite iskemisi ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan klinik bir
problemdir. Akut iskemik duruma yol acan neden ortadan kaldirilip reperfiizyon saglandiginda
da morbidite ve mortalite riski devam etmektedir. Alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarinda
lokal ve sistemik etkiler gdzlenir. Lokal etkiler iskelet kas1 ve damar endotelinde gozlenirken,
sistemik etkiler baslica akciger, kalp, beyin ve bobrekler olmak {izere tiim dokularda

gozlenebilir®.

Iskelet kasinda iskemi ve reperfiizyon (I / R) hasar1 birgok vaskiiler ve muskuler

travmalarda, ¢esitli hastaliklarda ve iist veya alt ekstremite ameliyatlarinda ka¢milmazdir?.

Iskemi ve reperflizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degismesi,
ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i Ca*? artis1 ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin
bozulmasina onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu asir1 miktarda serbest

oksijen radikalleri (SOR) olusarak, oksidatif strese neden olur®'°.



Iskemi sirasinda kiigiik oranda serbest radikal olusmaktaysa da, reperfiizyon déneminde
dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan ¢ok daha biiylik miktarda serbest radikal

olusmakta ve bunlar da lipit peroksidasyonuna yol agarak hasari arttirmaktadirlar®!°.

Bu oksidatif parametrelerin en Onemlileri Total Antioksidan Seviye (TAS), Total

Oksidatif Seviye (TOS) ve Thioldisiilfittir.

TAS Erel ve ark. tarafindan gelistirilen serbest oksijen radikallerine karsi canlinin total

antioksidan kapasitesini 6lgen tam otomatik yontemdir!'!.

TOS Erel ve ark. tarafindan gelistirilen ferr6z iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik

iyona oksitleyen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir'2.

Tiyol kavrama siilfiir hidrojen grubu igeren bilesikler i¢cin kullanilmaktadir. Biyolojik ve
fizyolojik olaylarda 6énemli rol oynarlar. Prooksidan veya antioksidan etki gosterirler. Tiyol
bulunduran antioksidanlar; pridoksin, metiyonin, S adenozilmetiyonin, N-Asetilsistein (NAC),
alfa-lipoik asit, kaptopril, taurin, homosisteindir. Plazma tiyolleri arasinda en ¢ok bulunanlar

sirastyla sistein, homosistein ve rediikte glutatyondur'>!4,

Thiol/disulfit homeostazinin (TDH) 6nemli roller iistlendigi aktivitelerin bazilar1
hiicre  biiyiimesi ~ve apopitozu, antioksidan  korunma, detoksifikasyondur'>!*,
In vitro ve in vivo ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, karvakroliin antioksidan, antibakteriyel,

antifungal, antikanser, antiinflamatuvar, hepatoprotektif, spazmolitik ve vazorelaksan

ozelliklere sahip oldugunu gdstermektedir'>.

Karvakrol Labiatae (ballibabagiller) ailesinden elde edilir. Ulkemizde kekik olarak

isimlendirilen bu cinsler giiclii antioksidan etkili bir bitkidir®.



Ancak karvakroliin femoral iskemi/reperflizyon (FIR) iizerine yapilan bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Bu ¢alismamizda ratlarda sol bacak femoral arter ve ven baglanmasi sonrasi
iskelet kasinda olusan Total antioksidan seviye, total oksidan seviye ve tiyoldisiilfid hemostazi

tizerine karvakroliin histopatolojik etkisi degerlendirilmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. HUCRE

Prokaryot ve okaryot olmak tizere iki farkl tiirii olan hiicre canli organizmalarin en

kiiclik yap1 birimidir. Prokaryot hiicre tipi sadece bakterilerde bulunmasma karsin dkaryot

hiicre tipi, amip protozoa , tiim bitkiler ve hayvansal organizmalarda bulunur!”.

Insan organizmasi zigot ve oosit denen hiicrelerin birlesmesiyle tek bir hiicreden iireyen

yaklasik 200 farkl: hiicre tiiriinden ve 100 trilyon civarinda hiicreden olusmaktadir'8.

2.2. HUCRE HASARI

REVERZIBL ZEDELENME IRREVERZIBL ZEDELENMIE

Membran Zedelenmesi ]
___________________________________ L, Fosfolipit Kabs Enzimlerin Cikist
Hiicre Iskeleti Degigiklikleri ) (CK, LDH)

|

: Serbest Radikallerin Armisi

— . H Lipit yrkunmin Artst

Hicresel sisme 1
Mikrovilus kaybi |

Kalsiyum - Su - Na girisi
Na-K-ATPaz . ] i > TR sigmesi
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Sekil 1. Reverzibl ve Irreverzibl Zedelenme?

Hiicreler adaptasyon yeteneklerini kullanarak homeostazi siirdiirmeye calisirlar.
Adaptasyon yeteneklerinden bazilar1 atrofi, hipertrofi, hiperplazi ve metaplazidir. Bu
adaptasyon mekanizmalar1 ¢alismaz ve ya asilirsa hiicre hasar1 meydana gelir. Hiicre hasar1

doniisiimlii (reversibl) ve ya doniisiimsiiz (irreversibl) olabilir. Irreversibl etkilenen hiicreler

nekroz ya da apoptozis yoluyla 6liirler?.
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Sekil 2. Stres ve hasar verici uyaranlar karsisinda hiicre yanitinin evreleri

Hiicre hasar1 olusturan belli basli etmenler; oksijen yoklugu, kimyasal etkenler,
enfeksiyoz etkenler, immiinolojik reaksiyonlar genetik bozukluklar, beslenme dengesizlikleri,
fiziksel etkenler (travma, 1s1, elektrik, radyasyon, atmosfer basin¢ degisiklikleri vb. ), yaslanma

sayilabilir?,
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Sekil 3. Hiicre Hasarinda sitozoldeki kalsiyum artismin kaynaklar1 ve sonuglari®

2.3. ISKEMi

Bir hiicre, doku ve ya organa yeterli maddeleri saglayan kan akiminin gitmemesi iskemi

olarak tanimlanabilir. Iskemi hiicre hasarmm en sik gériilen tipidir. Hipoksinin en sik nedeni

iskemidir'®-2°,
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Sekil 4. Hiicre hasarinda baslica biyokimyasal mekanizmalar ve hasar bolgeleri

Iskemide anaerobik etkinligin fazla olmasi nedeniyle laktik asit ve zararli yan iiriinler
olusur. pH asidik yone kayar ve asidoz olusur. Enerji iiretiminin azalmasi hiicre membraninin
sismesine Na/Ca iyon dengesi bozulmasina neden olmaktadir. pH’m diismesi protein sentezini

azaltarak ¢ekirdegi harap eder®'.



Normal miyozit

Adaptasyon:
artan yik artisina
yanit

Uyum saglamis
miyosit
(hipertrofi)

Sekil 5. Miyokart Hiicrelerinin Hiicre Hasar1 ve Yanit1?

Iskemi akut miyokard enfarktiisii gibi ani gelisen ya da kronik periferik vaskiiler

hastaliklar gibi zamanla ortaya ¢ikan sekillerde karsimiza ¢ikabilir??.
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Tablo 1. iskeminin Hiicresel Etkileri?®
ATP Azalmasi
Hiicre Membran Potansiyelinde Bozulma
Hiicresel Iyon Dagihminda Bozulma
Hiicresel Sisme
Hiicre Iskeletinde Bozulma
Hiicresel Asidoz
Fosfokeratin azalmasi
Glutatyon azalmasi
Lokosit Adezyon Molekiillerinde Artis
Hipoksantin Artis1

2.4. REPERFUZYON

Bir hiicre, doku ve ya organa kan akiminin tekrar saglanmasia reperflizyon denir.
Reperfiizyon iskemi sonrasi dokular i¢gin gerekli olmakla birlikte daha da zararli bir duruma da
neden olabilir. Bu zararli duruma reperfiizyon hasar1 denir. Reperflizyon hasarinin boyutu

iskemik kalman siirenin artmasiyla daha da artar®*.

Reperfiizyon, iskemi nedeniyle dokuda biriken toksik iirlinlerin genel dolasima

katilmasma neden olur. Genel dolagima katilan toksik triinler diger organ ve dokulara ulasarak

hasar meydana getirir. Bu hasar iskemik hasardan daha fazla olabilir?>-26.
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Sekil 6. Iskemi reperflizyon sirasinda salgilanan mediatdrler?’

Zedelenen hiicreler reperfiizyon sirasinda iyonik diizenlerini saglayamadan yiiksek
miktarda kalsiyuma maruz kalir. Sitoplazmik kalsiyum artis1 ATPaz, fosfolipaz, proteaz ve

endoniikleazi aktive ederek hiicre biitiinliigiinii bozar?®=°,

2.5. REPERFUZYON HASARI MEKANIiZMALARI

Iskemi sonucu reversibl olusan hasarlar reperfiizyon sonrasi iyilesebilirler. Bazi
durumlarda ise reperflizyon hasar1 artirir ve irreversibl hasara doniistiiriir. Buna

Iskemi/reperfiizyon hasari(I/R) denir.

I/R hasarinda etkili olan faktorlerden bazilar1 sunlardir;

1. Notrofiller
2. Endotel hiicreleri

3. Kompleman sistemi
4. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

5. Antioksidan mekanizmalarin ¢alismamasi

I/R hasarinda en 6nemli faktor serbest oksijen radikalleridir®'.
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2.5.1 NOTROFILLER(PMNL)

I/R hasarinda aktif olan ilk hiicreler olup vaskiiler permeabiliteden sorumludur. I/R
hasar1 siiresince 10kosit ve endotel hiicreleri adezyon molekiilleri sayisini artirir. Bu durum

lokosit aktivasyonu, kemotaksis ve 10kosit diapedezine neden olur®?.

PMNL aktiflesmesi ve go¢ etmesini saglayan adezyon molekiilleri E-selectin, P-selektin

ve L-selektindir?3.

| Integrins {

}—SQl.ctlns_—i
Basement

Membrane

;“j Endothelium

Vascular
Lumen

P-Selectin cpi11/CpD18s  1ICAM-1
Interstitial
Space

Loose Adhesion Firm Adhesion/ Diapedesis
("Rolling") Aggregation

Sekil 7. Iskemi reperfiizyon hasarinda I6kosit — endotel etkilesimi 2

Lokosit gocii kilcal vendz damarlardan olur. Kemotaksisin saglanmasi 16kotrien B4,

C5a ve IL-8 ile saglanir. TNF-a, IL-1B,PAF ve kompleman sistemi kemotaksise yardim eder*.

PMNL doku hasarini elastaz salgilayarak, serbest oksijen radikalleri olusturarak,
mikrosirkiilasyonu bozarak artirir. Kisir dongii gibi devamli birbirini izleyen bu olaylar no-

reflow fenomeni olarak isimlendirilir®>7,

I/R hasarinda erken donem PMNL olaya hakim olsalar da Omiirlerinin kisa olusu

nedeniyle bu hakimiyet monositlere gecer?.
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2.5.2 ENDOTEL

Endotel hiicreleri segici gegirgen bir bariyerdir ve bu 6zelligi sayesinde kan ve dokular

arasinda madde aligverisini saglar’®,

Endotel hiicreleri hem SOR olustururlar hem de onlarin hedefindeki hiicrelerdir.
Homeostazdan sorumlu endotelin(ET) ve nitrik oksitin(NO) ana kaynagidirlar. ET bilinen en
giiclii vazokonstriktordiir. NO ¢cGMP yoluyla damar diiz kaslarinda relaksasyona neden olur.

SOR ile reaksiyona girerek doku harabiyeti yapar®

Aktif notrofillerde ve endotel hiicrelerinde ksantin oksidaz da olusmaktadir. SOR en
biiyiik kaynagi ksantin oksidazdir. Ksantin deoksijenaz enziminin ksantin oksidaza doniismesi
her dokuda farkl siirelerde gerceklesir. Bu da degisik dokularda I/R hasarmin farkli boyutlarda

olmasmni anlasilir kilmaktadr**4,

2.5.3 KOMPLEMAN SIiSTEMi

Kompleman sistemi konak savunmasini opsonizasyon, kemotaksis, 10kosit aktivasyonu
ve hiicre 6liimili yaparak saglayan plazmada bulunan otuzdan fazla protein ve proteinlerin

reseptorlerini icerir®.

Normalde inaktif olan bu sistem reperfiizyon sirasinda olusan SOR ile klasik, alternatif
ve lektin yolu olmak {izere ii¢ sekilde etkinlesebilir. Anaflatoksinler olan C3a ile C5a sitokin
yapimini artirarak, membran atak kompleksi olan C3b9 vaskiiler tonusu diizenleyerek kan
akimini ve dolayisiyla iskemik bolgeye lokosit adezyonunu artirarak reperfiizyon hasarinda en

etkili olan sistem elemanlaridir.
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Kompleman sistemi tarafindan VCAM-1, ICAM-1, E-selektin ve P-selectin uyarilarak
16kosit adezyonu artirilir. C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1"1 artirarak 16kosit kemotaksisi

ve aktivasyonunu saglar. Endotelde ise vaskiiler tonusu cGMPyi azaltarak bozar*’.

2.5.4 SERBEST OKSIJEN RADIKALLERIi(SOR)

Serbest oksijen radikalleri son yoriingelerinde ¢iftlesmemis bir elektron bulunan

molekiilerdir. Omiirleri kisa siirelidir. Saglikli hiicrelerde hemen inaktif duruma getirilirler®’.

é é é é
02 —» 0y —» H,0, ———» OH —» H,0
Molekiiler Olksijen Siiperoksit Hidrojen Percoksit ~ Hidroksil radikali su

Sekil 8. Haber-weiss Reaksiyonu ile molekiiler oksijenin tek degerlikli indirgenmesi sonucu

SOR olusmasi *®
Patolojik etkiler | "
Radyasyon /. : :
Toksier <AUAAD ROT retimi | - => Lipid = Membran hasan
Reperfizyon | 5 & | peroksidasyony

0y === 0, ===+ O =
~ Siiperoksit Hidrojen Hidroksil | | [=> Protein
| peroksit radikali / modifikasyonlan hatal «aﬂanﬂad (

|

N - ‘ =>DNAhasan == Mytasyonlar }

. — [

. L-&,:
N ¥
y Y

SOD tarafindan  Glufatyon peroksidaz,
Ho05ye katalaz tarafindan
dondstiralir -~ HyO'ya aynshiniir

Serbest radikallerin uzaklastinimasi

Sekil 9. Reaktif oksijen tiirevlerinin hiicre hasarinda iiretilmesi, uzaklastirilmasi ve rolii>



15

O2 ve OH" en Onemli serbest oksijen radikallerinden olup glutatyon ve katalaz gibi

enzimlerle inaktif hale getirilirler. Boylece hiicre hasarindan korunulur®.

MITOKONDRI Fagosit FAGOZOM

1 ] TN oksidaz . -

/

 '/' Elektron tasima zinciri \ e

L R || +NO = [ \

g /i ;ngkgicrzitrit | ADPH 5 H20

N\ 1574 | i ONOO™
: MPO

SOD
HOCI
H.0y =———>0OH
Fenton
reaksiyonu

Sekil 10. Reaktif oksijen tiirevlerinin {iretim yollar1 2

Iskemi sirasinda artan Ca*? proteazlar1 aktifleyerek ksantin dehidrogenazi ksantin
oksidaza doniistiiriir. Azalan ATP ve artan AMP hipoksantini artirir. Hipoksantin ksantin
dehidrogenaz ile yikilir ve serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikar. Hiicre i¢inin asidoza kaymasi
demirin transferrinden ayrilmasina neden olur. Bu durum Fenton Reaksiyonu ile OH"

olusturur’®.
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Tablo 2.Radikal olan ve radikal olmayan reaktif bilesikler >!

RADIKALLER RADIKALOLMAYANLAR

Siiperoksit radikal (O2") Hidrojen Peroksit(H>O>) Singlet Oksijen
Hidroksil radikal (OH") Hipoklorik asit (HOCL)

Peroksil radikal (LOO) Lipid Hidroperoksit (LOOH)

Alkoksil radikal (LO")

Tablo 3.Serbest radikallerin kaynaklarr®?

SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI

Normal biyolojik faaliyetler ( Oksijenli solunum — Anabolik ve Katabolik faaliyetler)
Iskemi — hemoraji — travma — radyoaktivite — intoksikasyon — ksenobiyotik maddeler gibi
oksidatif stress yapici durumlar

Oksidan Enzimler ( Ksantin oksidaz — indolamin dioksijenaz — Triptofan dioksijenaz —
Galaktoz oksidaz — Siklooksijenaz — Lipooksijenaz — Mono amino oksidaz

Stress ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

Notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler gibi fagositik inflamatuar
hiicrelerden salgilanma

Kronik Metabolik Hastaliklar

Yaslanma

Glines Ismi, sigara, sicak maruziyeti

2.5.4.1. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ HASAR MEKANIiZMALARI

Lipit peroksidasyonu; yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile oksidasyona
ugramast ile olur. Lipit zinciri bitene kadar ya da anti oksidan mekanizmalar dereye girene
kadar bu peroksidasyon devam eder. Bu peroksidasyonlar sonucu son iiriin olarak

malondialdehit(MDA) oraya ¢ikar>>.
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Tablo 4. Serbest oksijen radikallerinin zararlar1!

SERBEST OKSIiJEN RADIKALLERININ ZARARLARI

Hiicre membran1 ve organellerindeki protein ve lipit yapisini bozarlar

Hiicre ici yararl enzimlerin etkisizlestirirler

DNA harabiyeti yaparlar

Mitokorilerdeki aerobik solunumu bozarlar

Elastas, fosfolipaz, proteaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz, indolamin dioksijenaz, ksantin
oksidaz, galaktoz oksidaz, triptofan dioksijenaz gibi litik enzimleri aktive ederler.
Potasyum kaybini artirirlar.

Trombosit agregasyonunu artirirlar.

Fagositlerin toplamasini kolaylastirirlar.

Hiicre dis1 kollajen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri yikarlar.

DNA pargalanmasi: Timin ve sitozin hidroksil gibi serbest radikallerin etkisine en
duyarh niikleotidlerdir. Bu noktalardan DNA zinciri kirilmasi ve niikleik asit bazlarinin
modifikasyonu goriiliir. DNA polimerazin inhibe edilmesi de ayrica DNA sentezini engeller.
Mitokondriyal DNA’da niikleer DNA’ya gore tamir islemleri zayif oldugundan etkilenme

orani daha fazladir’*>.

Proteinlerin  oksidatif —modifikasyonu: Aminoasitlerin  serbest radikaller ile
hasarlanmasiyla proteinleri yapilarinda degisiklik olur. Sistin, sistein, histidin, metiyonin
triptofan ve tirozin gibi siilfiir iceren molekiiller radikallere daha duyarlidir. Na-K-ATP,, ve Ca-
ATP,, pompalari, tiyol guruplarmmin serbest oksijen radikalleri ile oksidasyonlar1 sonucu
islevlerini kaybederler. Sonug olarak hiicre i¢i ve dis1 arasinda iyon dengesi bozulur. Bu da

hiicre hasarma neden olur>®>°.

Karbonhidratlar oksidasyonu: glukoz ve diger bazik monosakkaritler oksidasyona

ugrayarak dikarbonil bilesikleri ve hidrojen peroksit olusturabilir>®.
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2.5.5. ANTIOKSIDAN MEKANIiZMALAR

Oksidanlara kars1 bes dnemli mekanizma vardir!.

1- Toksik radikallerin metal iyonu baglanarak engellenmesi
2- Olusan medikallerin toplanmasi ve bastirilmast

3- Radikal zincir reaksiyonlarmin kirilmasi

4- Hedef molekiillerin tamiri ve ya tamir edilemeyenlerin uzaklastirilmasi

5- Antioksidan kapasitenin artirilmasi

2.5.5.1. ANTIOKSIDANLAR

2.5.5.1.1. ENZIM YAPIDA OLAN ANTIOKSIDANLAR

Siiperoksit dismutaz(SOD) : O, radikalinin H>O>’ye dismutasyonunun katalizorligiini

yapar®.

Tablo 5.Enzim olan endojen antioksidanlar®!

ENZIiM OLAN ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR
Siiperoksit dismutaz (SOD)

Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon Peroksidaz (GSHPx)

Katalaz

Hidroperoksidaz
Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Glutatyon Peroksidaz : Yapisinda selenyum bulunur. Siiperoksit dismutazin katalizor
gorevi yaptig1 reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan H2O» nin peroksidasyonunda katalizér gorevi

yapar. H>O ve glutatyon olusur®?.

Katalaz : Peroksizomlarda {iretilen hidrojen peroksiti su ve oksijene yikilmasinda

etkilidir®,
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2.5.5.1.2. ENZIMATIK OLMAYAN ANTIOKSIDANLAR

Mannitol, salisilik asit, allopiirinol, oksipiirinol, kalsiyum kanal blokérleri (verapamil,
nifedipin), ibuprofen, deferroksamin, siklosporin, metoprolol, karvedilol ve amiodaron gibi

ilaglarin antioksidan 6zellikleri oldugu belirtilmektedir'.

Tablo 6. Enzim olan endojen antioksidanlar®!

ENZIM OLMAYAN ANTIOKSIDANLAR

Bilirubin Transferrin Seruloplazmin
Melatonin Ferritin Laktoferrin
Hemoglobin Sistein Glutatyon
Miyoglobin Alblimin Metiyonin

Ferritin, transferrin, haptoglobin, hemopeksin, seruloplazmin, albiimin dogal

antioksidanlardir®*.

Tablo 7. Vitamin olan antioksidanlar®'

VITAMIN OLAN ANTIOKSIDANLAR

a-tokoferol (vitamin E)
B-karoten

Askorbik asit (vitamin C)
Folik asit (folat)
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Tablo 8. ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar ©!

ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (asetilsistein, ebselen)
Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol)
NADPH Oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler)
Rekombinant siiperoksit dismutaz

Trolox-C (vitamin E analogu)

Barbitiiratlar

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferoksamin)

Demir selatorleri

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF, IL-1)

2.5.5.1.3. ZINCIiR KIRAN ANTIOKSIDANLAR

Askorbik asit, tiyoller, tokoferol, iirik asit, biliriibin, beta karoten, ubikinol ve

flavonoidler 6rnek verilebilir. Hem hiicrenin icinde hem de disinda bulunabilirler®.

2.6. TOTAL OKSIiDAN DURUM ( TOTAL OKSIDAN STATUS) (TOS)

Kalorimetrik ve tam otomatik bir yontemdir. Ferr6z iyon-o-dianisidin kompleksinin
oksidanlar tarafindan ferrik iyona oksitlenirler. Gliserol ile tepkime {i¢ katina kadar hizlanir.
Asidik ortamda xylenol orange ile ferrik iyonlarmn birlesmesi renkli bir kompleks olusur.
Spektrofotometrik olarak kompleksin rengi Olciiliir. Bu durum oksidanlarin seviyesiyle

ilgilidir!?.

2.7. TOTAL ANTIOKSIiDAN DURUM ( TOTAL ANTIOKSIDAN STATUS) (TAS)

Tam otomatik bir yontem olup viicudun radikallere kars1 antioksidan kapasitesini dlger.
Mavi-yesil olan 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) radikalini

renksiz ABTS formuna indirgenmesiyle olur'!.
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Oksidatif stresin belirlenmesinin total olarak yapilmasi ayri ayr1 hesaplanmasina gore
hem zaman hem de ekonomik olarak daha avantajlidir. Antioksidanlar sinerjistik etkilesirler.
Cok sayida antioksidan molekiil olsa da total antioksidan duruma en fazla katk1 albiimin, tirik
asit ve askorbik asitten gelir. Antioksidanlarm bazilarinin seviyesinin azalmasmi diger

antioksidanlar kompanse edebilir. Bundan dolay1 total 6l¢iim daha kiymetli veriler saglar®-°.

2.8. OKSIDATIF STRESS INDEKSI (OSI)

100xTOS/TAS seklinde hesaplanir. Birimi Trolox equivalent/L’dir.

2.9. THIOL/DISULFIiD HOMEOSTAZI (TDH)

Siilfiir(S) ve hidrojen(H) atomlarmin olusturdugu siilfidril(-SH) gurubunun karbon(C)
atomuna baglanmasiyla tiyoller olusur. Civaya da baglandiklar1 i¢cin merkaptanlar olarak da
gecerler. Albiimin, protein ve diisiik molekiil agirlikli olan sistein, sisteinil lisin, glutatyon,

homosistein, gama glutamil sistein plazmadaki asil tiyollerdir®”-8,

Metdds /Amlnotermlnus

Met548

Sekil 11. Albiiminin yapisi ve baglanma bdlgeleri ¢
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Oksidatif stres sonrast meydana gelen oksidanlar tiyoller tarafindan etkisizlestirilirler.
Bu etkisizlestirme reaksiyonunda disiilfit(-S-S) baglar1 ortaya ¢ikar. Serbest olan bu disiilfit
baglar1 hidrojen ile birleserek tekrar nativ tiyol olusur. Bu dongiiye tiyol disiilfid homeostazi

denir’®7!,

Yeni gelistirilen 6l¢iim yontemleriyle nativ tiyol(-SH), dinamik disiilfit(-S-S-), ayr1 ayr1
Olgiilebilmektedir. Gelistirilen bu yOntemin tam otomatik olmasi dolayisiyla cok pratik
,ucuzdur. Ayni zamanda manuel olarak da kullanilabilen spektrofotometrik bir tetkik olup

plazma TDH’yi gdstermistir'>.

2.10. KARVAKROL

Karvakrol Labiatae (ballibabagiller) ailesinden elde edilir. Ulkemizde kekik olarak

isimlendirilen bu cinsler giiclii antioksidan etkili bir bitkidir'®.

Tirkiye’de kullanilan kekiklerin hepsi ballibabagiller ailesine dahil Origanum,
Thymbra, Coridothymus, Satureja ve thymusdur. Karvakrol 2-metil-5-(1- metiletil) —fenol
bilesik kimyasal ismiyle bilinen, Labiatae familyasindan elde edilen, Origanum, Stureja,
Thymbra, Thymus gibi bitkilerde ¢ok bulunan esansiyel yaglarmm ana bileseni olan

monoterpetik fenol tiirevidir’>74.

Bitkilerden elde edilen kimyasal maddelere fitokimyasallar denir. Yakin tarihlerde
bircok hastalik ve durumlarda kullanilmaktadir. Bir¢cok ¢esitli bitkilerden elde edilen
fitokimyasallar kanser hiicrelerini apoptozise yonlendirebilir, serbest oksijen radikallerinin

olusumunu azaltarak bu radikallerin sebep oldugu olumsuz etkileri yavaslatabilir’>76.

Karvakroliin antibakteriyel, antifungal, akarisidal, antikanser, antioksidan, antiplatelet,

antiinflamatuvar, antinosiseptif, antiobeziter, antidepresan, antianksiyolitik, organ koruyucu ve
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yenileyici, metabolik enzim diizenleyici, spazmolitik, vazorelaktan ve membran hasar1 yapma

etkilerinin oldugu bir¢ok makale yaymlanmistir!®,

Metabolik Enzim Diizenleyicisi

Antunflamatuar
Antiobeziter
Antioksidan
Akarisidal Antiplatelet
Antibakteriyel
Antikanser
Antifungal
CH:s
: 9 Antidepresan
Anksiyolitik
Antinosiseptif
Spazmolitik
Vazorelaktan

Organ hasan koruyucusu ve yenileyicisi

Sekil 12. Karvakroliin molekiiler yapis1 ve etkileri'®

Karvakroliin membran hasar1 yapmasi patojenlere karsi savunmanin aslini olusturur.
Hiicre membraninin protonlara olan gecirgenligin artmasi, hiicre ici ATP miktarinda azalma

meydana getirir. Bu mekanizma patojenlere kars1 savunma saglar’’.

Karvakrol, hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonunu doza bagimli olarak arttirdig, kalsiyum
homeostazisinde Onemli rolii oldugu, hiicresel gog¢li ve invazyonu da azalttig

gdzlemlenmistir’®7°.

Karvakrol, giiclii antioksidan olarak bilinen askorbik asit ve E vitamini gibi ozellikleri

sayesinde serbest oksijen radikallerinin etkilerini azaltmaktadir®®
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Cesitli galigmalarda indiiklenmis DNA hasarina karsi karvakroliin antigenotoksik etkisi

oldugu gosterilmistir

81-84

Tablo 9. Karvakrol ile yapilmis in vivo ve in vitro ¢alismalar ve biyolojik etkileri '

Biological porpose

Significant carvacrol finding(s)

Reference(s)

Antibacterial

Anlifungal

Acaricidal

Anticancer

Antionidant

Antiplutelet

Anti-inflammatory
Anlinociceptive

Anli-obesity

Antidepressant/ Anxiolytic
Organ protection & regeneration

Metabolic enzyme modulations

Spasmolytic

Vasorelaxant

Microcapsule encapsulation for
Antibiotic delivery

- Imhibits E. cofi and L. moaocviogeres biofilms

- Inhibits biofilm formation and reduces preformed biofilms of 5.

rplimieriom and 8. durews

- Susceptibility of Verocytoloxigenic E. coli increases with decreasing

temperature, waler activity, and pH
- Active agninst 8 enterica on celery and oysters

- Active against V. cliolerge in carrol juice

- Eradicates preformed 8. aurens and 8. epidermidis biofilms

- Effective against M. avium subsp. Paratabercalosis
- Effective against resistant C. jefuni

- Effective against E. sakazakii

- Effective against resistant P aeruginosg

- Effective against E. coli, L. monocyiogenes, and L. sakei
- Influences long chain unsaturated fatty acids of 8. fphimuriam and B,

thermosphacia

- Inhibition of ergosterol biosynthesis and the disruption of membrane

inteority
- Bradicates Candida biofilms

- Exerled an anticandidal effect in omal candidiasis model
- Exerled an anticandidal effect in vaginal candidiasis model

- Activity against A. craccivora and L. separate

- Activity against C. guinguefasciaius larvae and M. domestica

- Activity against the two-spotled spider mite (T, wriicae Koch)

- Anticarcinogenic properties acainst MDA-MB 231 breast cancer cell lines
- Anticarcinogenic and antiproliferative properties against Leiomyosarcoma
- Anlicarcinogenic properties against A5S49 lung cancer cell lines

- Prevenis diethy Initrosamine-induced liver cancer in rats

- Antioxidant effect against Galactosamine-induced hepatotoxicity

- Protects against DNA damage

- Induces a reduction in thromboxane A2 production
- Inhibition of inducible cyclooxygenase-2

- Reduces pain in mice

- Prevenis high-fal diet induced obesiiy

- Contains antidepressant-like and anxiolytic properties on mica
- Increases rat liver regeneration rate after partial hepatectomy

- Induces collagen production

- Protects the liver againsi ischemia and reperfusion injury

- Inhibits UDP-glucuronosyltransferases metabolizing enzymes

- Increases the activities of xenobiotic-metabolizing enzymes

- Contains inhibitory effects on muscarinic receplors on guinea pig trachea
- Contains strong acety lcholinesterase inhibitory propertics in vitro

- Induces relaxation in rat isclated aorma
- Induces arterial relaxation

- Encapsulation in flexible films inhibits E. coli, 5. aurens, L innocua,

Saccharomyces cerevisineg, and Aspergillus niger

- Encapsulation in liposomes improves stability and loading
- Carvacrol-loaded chitosan nanoparticles show antimicrobial activity

against & aarews, Bacillus cereus, and E. coli

- Encapsulation in calcium-alginate hydrogels inhibits E. coli
- Encapsulation in surfaciant micelles inhibits £ coll and L. monocyiogencs

(Perez-Conesa et al., 2001)
(Rivas ot al., 2010)

(Ravishankar el al, 2010)

{Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn,
2010

(MNostro et al., 2009}

({Wong et al., 2008)

(Ravishankar et al., 2008)

(Lee and Jin, 2008)

(Cox and Markham, 2007}

(Gill and Holley, 2006)

(Di Pasqua et al., 2006)

(Knowles et al., 2003)

{Ahmad et al.. 2001)

(Dalleau ef al., 2008)

(Chami ei al., 2005)

{Chami et al., 2004)

{Tang et al., 2011)

(Pavela, 2011)

{Cavalcanti et al., 2010)

{ Arunasree, 2010)

{Karkabounas et al., 2006}

(Koparal and Zeytinoglu, 2003 )

(Jayakumar et al., 201 1)

(Aristatile ot al., 2000b; Aristatile ot al..
2011

(Slamenova et al., 2007, Slamenova et al,
2008; Slamenova ei al., 20011}

(Karkabounas et al., 2006}

(Landa et al., 2009; Hotta et al., 2010}

(Guimaraes ot al., 20100

(Cho et al.. 2011}

(Melo et al., 20010; Melo et al.. 20011)

(Uyanoglu et al., 2008)

{Lee et al., 2008}

{Canbek el al., 2008)

(Dong atal., 2011)

(Sasaki et al.. 2005)

{Boskabady et al., 2011)

(Jukic et al., 2007)

{Peixoto-Neves et al., 20100

(Earley et al., 2010)

(Guarda et al., 2001)

(Coimbra et al.. 2001}

{Chen et al., 2009 Keawchaoon and
Yoksan, 2001}

(Wang et al., 2009)

{Gaysinsky et al., 2005; Perez-Conesa et al..
2006)

Karvakroliin antiinflamatuvar, antioksidan ve sitoprotektif etkilerinin bilateral renal

iskemi  reperfiizyon hasarinin  neden oldugu

diisiindiirmektedir®’.

bobrek  hasarmni  azaltabilecegini
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Retinada patolojik anjiyogenez, VEGF, TNF- a diizeylerini 6nemli seviyede azalttigi

gosterilmistir®,

Karvakrol uygulanan si¢anlarda katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon bagiml

antioksidan enzimlerin hem seviyelerinin hem etkilerinin arttig1 gdsterilmistir®’.

2.10.1 KARVAKROLUN KiMYASAL OZELLIKLERI

Yiiksek diizeyde ucucu yag icermeleri ve bunun esas bilesenlerinin timol ve karvakrol
olmasi ihracati yapilan ¢inslerin ortak 6zelligidir. Karvakrol ve timol kekige koku veren ve anti

etkinlikler veren fenolik bilesiklerdir. Ucucu yaglarin %78-82sini olustururlar®®.

Spekitral Bulgular

IE spektrumu:

P mas, (cmal): 3460 (O-H g b)), 3338, 3220 (aromatik C-H gb), 2958, 2926 ve 2808
(alifatik C-H gb]), 1620 ve 1590 (C=C g.b). 1458, 1417 ve 1380 (alifatik C-H e b),
1172 {C-O-C gb.), 864 ve E10 (risabstitie benzene ait C-H e b.).

o8

ame 220 20a1 =n1

Sekil 13. Karvakrole ait IR spektrumu®®



a e

b

e CH,

CHy

= '

Sekil 14. Karvakrole ait H-NMR spektrumu®®

Kimyasal ismi: 2-methyl-5-(1-methylethyl) phenol
CAS kayit no: 499-75-2

Kapali formiilii: C10H140

Molekiil agirlhigi: 150,22 g/mol

Erime sicakligi: 0°C

Kaynama sicakligt: 236-237°C

Yogunlugu: 0,976 g/cm3

Suda ¢oziiniirliigi: 1,25 g/1 (25°C)

Fiziksel hali: S1v1

Renk: Acik sar1

Saflik diizeyi: % 98 ¥.

26
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3.GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Yerel Etik
Kurulu’nun 03.03.2021 tarih ve 2020/08 numarali karar alindiktan sonra Bolu Abant Izzet

Baysal Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapildi.

Calismada 3-4 aylik 300-400g agirliklar1 arasinda 36 adet Spraque — Dawley cinsi erkek
rat kullanildi. Tiim ratlar 12 saat aydmlik, 12 saat karanlik ortamda normal oda sicakliginda
(22°C) standart palet sican yemi (210 kcal/100 gr/giin) ile beslendi, musluk suyu verildi.
Deneyden 12 saat 6nce, su hari¢ beslenmeleri durduruldu. Deney yeterli hava sirkiilasyonu ve
cevre 1sisimnin saglandigl odalarda gergeklestirildi. Deneyde kullanilacak tiim ratlar yapilacak

islemler 6ncesinde tartilarak viicut agirliklari not edildi.

3.1 Deney ve Cerrahi

Tim ratlar 12 saat aglik sonrasi 90/10 mg/kg Ketamin/ksilazin i.m. ile anestezi
uygulandi. Deney siiresince gereklilik durumunda Ketamin ek doz uygulandi. Ratlarin spontan

solunumlar1 devam ettirildi.
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Sekil 15. Ratlarin sol arka bacaklarmin hazirlanmasi

Ratlarm sol arka bacak cildi aseptik hazirlandiktan sonra cilt cilt alt1 doku acild1 femoral
arter ve ven bulunup serbestlestirildi, lastik teyp ile baglanarak 60 dk iskemi olusturuldu. 60 dk
sonra lastik teyp kaldirildi. Ratlara guruplarina goére heparin, karvakrol, heparin+karvakrol,
DMSO uygulandi. 60 dk sonra femoral iskemi degerlendirildi. Sol arka bacakta soluklagma,
iskemik renk degisiklikleri ve distal nabizlarin olmamasi iskemi olarak degerlendirildi. Sol arka
bacak renginin normale donmesi ve distal nabiz varligi revaskiilarizasyon olarak

degerlendirildi.
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Sekil 16. Ratlardan Intrakardiyak Kan Alinmas1

3.2 Deney Gruplan

Toplam 36 adet rat, 6’sarl1 6 gruba ayrildi.

Grup 1 (Sham kontrol) (n=6) : Femoral bolge acildi. Arter ve ven serbestlestirildi.
Damarlara herhangi bir islem yapilmadi. Femoral Bolge 4/0 ipek siitur ile kapatildi.
Iskemi/reperfiizyon siiresi olan toplam 120 dk sonra tiim ratlar sakrifiye edilerek sol arka
bacaklar1 eksize edildi. Kan 6rnekleri alindi. Doku 6rnekleri histopatolojik inceleme amagl
patoloji boliimiine, kan ornekleri TAS, TOS ve Tiyol disiilfit seviyesi degerlendirilmeleri i¢in

biyokimya boliimiine gonderildi.

Grup 2 (iskemi-reperfiizyon) (n=6) : Femoral bolge acild. Arter ve ven

serbestlenerek lastik teyp ile baglandi. 60 dk sonra lastik teyp a¢ildi. Herhangi bir ilag
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verilmedi. Distal perflizyon 60 dk gozlendi. Toplam 120 dk sonra tiim ratlar sakrifiye edilerek
sol arka bacaklar1 eksize edildi. Kan 6rnekleri alindi. Doku 6rnekleri histopatolojik inceleme
amacli patoloji boliimiine, kan 6rnekleri TAS, TOS ve tiyol disiilfit seviyesi degerlendirilmeleri

icin biyokimya boliimiine gdnderildi.

Grup 3 (Karvakrol) (n=6) : Femoral bolge acildi. Arter ve ven serbestlenerek lastik
teyp ile baglandi. 60 dk sonra lastik teyp acildi. Smg/kg karvakrol ip olarak reperflizyon
sirecinde verildi. Distal perfiizyon 60 dk gozlendi. Toplam 120 dk sonra tiim ratlar sakrifiye
edilerek sol arka bacaklar1 eksize edildi. Kan ornekleri alindi. Doku 6rnekleri histopatolojik
inceleme amagcli patoloji bolimiine, kan oOrnekleri TAS, TOS ve Tiyol disiilfit seviyesi

degerlendirilmeleri i¢in biyokimya bdliimiine gonderildi.

Grup 4 (DMSO) (n=6) : Femoral bolge acildi. Arter ve ven serbestlenerek lastik teyp
ile baglandi. 60 dk sonra lastik teyp acildi. 20mg/kg DMSO ip olarak reperflizyon siirecinde
verildi. Distal perfiizyon 60 dk gozlendi. Toplam 120 dk sonra tiim ratlar sakrifiye edilerek sol
arka bacaklar1 eksize edildi. Kan ornekleri alindi. Doku Ornekleri histopatolojik inceleme
amacli patoloji bolimiine, kan oOrnekleri TAS, TOS ve Tiyol disiilfit seviyesi

degerlendirilmeleri i¢in biyokimya boliimiine gonderildi.

Grup 5 (heparin) (n=6) : Femoral bolge acildi. Arter ve ven serbestlenerek lastik teyp
ile baglandi. 60 dk sonra lastik teyp agildi. 0,1mg/kg heparin im olarak reperfiizyon siirecinde
verildi. Distal perflizyon 60 dk gozlendi. Toplam 120 dk sonra tiim ratlar sakrifiye edilerek sol
arka bacaklar1 eksize edildi. Kan ornekleri alindi. Doku 6rnekleri histopatolojik inceleme
amacli patoloji boliimiine, kan Ornekleri TAS, TOS ve Thiol disiilfit seviyesi

degerlendirilmeleri i¢in biyokimya bdliimiine gonderildi.
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Grup 6 (heparin + karvakrol) (n=6) : Femoral bdlge acildi. Arter ve ven
serbestlenerek lastik teyp ile baglandi. 60 dk sonra lastik teyp a¢ildi. 0,1mg/kg heparin im ve
Smg/kg karvakrol olarak reperfiizyon siirecinde verildi. Distal perfiizyon 60 dk goézlendi.
Toplam 120 dk sonra tiim ratlar sakrifiye edilerek sol arka bacaklar1 eksize edildi. Kan 6rnekleri
alind1. Doku 6rnekleri histopatolojik inceleme amagli patoloji boliimiine, kan 6rnekleri TAS,

TOS ve Thiol disiilfit seviyesi degerlendirilmeleri i¢in biyokimya bdliimiine gonderildi.

3.3. Biyokimyasal Islemler

Intrakardiyak, biyokimya tiiplerine alman 6rnekler oda sicakliginda pihtilasma siireci
bitene dek bekletildi. Pihtilasma siireci tamamlaninca 1500 devirde, 15 dakika, +4 °C’de
sogutmall santrifiij ile santrifiij edilerek serum ayrildi. Serum 6rnekleri eppendorf tiiplerine
almarak -80° C’de ¢alisma giliniine kadar donduruldu. Calisma giinii 6rnekler ¢ozdiiriilerek

TAS, TOS ve tiyol-disiilfit dengesi parametreleri ¢alisildi.

3.3.1. TIYOL-DISULFIT DENGESI PARAMETRELERI OLCUMU

Orneklerin tiyol-disiilfit dengesi parametreleri diizeyleri ticari olarak miimkiin olan
Nativ Tiyol ve total tiyol 6l¢ciim kitleri (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
calisildi. Bu kitlerin prensibi Erel ve Neselioglu tarafindan tarif edilmis yonteme
dayanmaktadir. SH-SS dengesi parametreleri belirlenmesinde iki paralel 6l¢me islemi yapildi.
[Ik olarak serumda halihazirda bulunan SH diizeyi Nativ Tiyol &lgiim kiti kullanilarak
belirlendi. Sonrasinda total tiyol kiti kullanilarak serumda bulunan SS’ler de SH’lara
indirgendikten sonra tekrar 6lglim yapildi. Bu ikinci dl¢limden elde edilen deger, halihazirda
bulunan SH ve SS’lerin indirgenmesinden gelen SH diizeylerini igerdigi i¢in total tiyol (TT)
olarak ifade edilmektedir. TT ile SH degerleri arasindaki farkin yaris1 SS diizeyleri olarak

hesaplandi. TT, SH ve SS diizeyleri umol/L birimi ile verildi. SS/SH yiizde oran1 hesaplandi''~

13
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3.3.2. Total antioksidan durum (total antioxidant status (TAS))

TAS diizeyleri ticari olarak miimkiin olan total antioxidant status Ol¢iim kitleri (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ¢alisildi. Bu kitte kullanilan yontem, Erel
(2) tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest radikallere kars1 viicudun
total antioksidan kapasitesini O0lcen bir metottur. Bu yontemin c¢alisma prensibi; drnekteki
antioksidanlarin koyu mavi yesil renkteki 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic
acid) (ABTS) radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna ¢evirmesine dayanir. Ornegin
antioksidan seviyesiyle orantili olarak meydana gelen Absorbans degisikligi 660 nm GSlgiiliir.

Sonuglar litrede milimol troloks equivalant olarak verildi.

3.3.3. Total oksidan durum (total oksidant status (TOS))

TOS diizeyleri ticari olarak miimkiin olan total oksidant status 6l¢iim kitleri (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak g¢alisildi. Bu kitte kullanilan yontem, tam
otomatik kolorimetrik bir yontemdir. Numunede bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin
kompleksini ferrik iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak
yaklasik {i¢ katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda “xylenol orange” ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarn miktartyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak Olciilmektedir. Sonuglar litre basina mikromolar hidrojen peroksit

esdegeri (umol H,O, Esdegeri/L) olarak verildi'2.
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3.4. Histopatolojik Inceleme

Histomorfolojik inceleme i¢in ratlardan elde edilen kas dokular1 %10’luk formalin
icinde fikse edilmistir. Kas dokularindan orta hattan transvers ve longitidunal kesitler yapilarak
doku takibine alinmistir. Doku takibi sonrasinda parafine gomiilmiistiir. Hazirlanan parafin
bloklardan 3 pm kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin boyasi ile boyanmistir.
Kesitler LEICA DM 2000 LED marka 151k mikroskobunda degerlendirilmistir. INFINITY 3

ANALYZE Release 6.5 goriintiileme sistemi ile fotograflanmistir.

Histopatolojik olarak bes en biiyiik bliyiitme alan1 (x400) segilerek bu alanlarda myosit
hasar1 degerlendirilmistir. Kas liflerinde dejenerasyon, disorganizasyon, hiicreler arasi ayrigsma,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, nekroz, konjesyon, hemoraji 0-3 arasinda semikantitatif olarak

skorlanmustir.

Buna gore;

Patoloji yok ise skor O

Hafif (fokal) patoloji varliginda skor 1

Orta (multifokal) patoloji varliginda skor 2

Siddetli (diffiiz) patoloji varliginda skor 3 olarak skorlanmustir.
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3.5 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler dncesinde verilerin normal dagilima uyup uymadig1 Kolmogorov
Smirnov testi ile degerlendirildi, normal dagilim gdsterenler tek yonlii varyans analizi ve post-

hoc test olarak Tukey testi kullanildu.

Normal dagilim gostermeyen degiskenlerde Kruskal Wallis testi, post-hoc test olarak
Mann-Withney U testi kullanildi. P degeri 0.05°den kiiclik bulundugunda istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada 6 grup ve her grupta 6 adet olmak iizere toplam 36 adet rat kullanildi. Grup
1 ‘Kontrol’, grup 2 ‘Iskemi reperfiizyon’, grup 3 ‘Karvakrol’, grup 4, ‘DMSO’, grup 5

‘Heparin’, grup 6 ‘Heparint+Karvakrol’ olarak isimlendirildi.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Kruskal-Wallis testine gore gruplar arasinda TAS(p=0.003312), TOS(p=0,0006266),

Nativ Thiol(SH)(p=007705), Total Thiol (p=0,009199), Disiilfit(SS)(p=0,0155) SS/SH,%

(p=0,01847) istatistiksel olarak anlamli ¢gikmustir.

Tablo 10. Biyokimyasal parametreleri istatistiksel analizi

grup 6 -

grup 1 - grup 2 - grup 3 - grup 4 - grup 5 - heparin

n kontrol iskemi/reperfiizyon | karvakrol DMSO heparin +karvakrol | p degeri
1.175 1.380 (a) 1.2750 (a,b) | 1.3550 (a) 1.1350 (b)
(a,b)(0.560 - | 1.310 (a,b) (0.920- | (1.2800 - 1.2100 - (1.3000 - (0,9950 -

TAS (Trolox Equiv. /L 1.320) 1.540) 1.5200) 1.5800) 1.4100) 1,2100) 0.003312
5.335(a) 7.275 (a,b) 20,49 (¢) 14.34 (b,c)

TOS (umol H202 (2.710- 11.76(a,b,c) (8.27- | 17.82(a,b,c) | (4.590 - (15.45 - (8.66 -

Equiv./L) 8.250) 32.87) (8.11-27.45) [ 10.050) 23.77) 18.26) 0.0006266
233.90 (a,b) 24479 (a) 211.1 (a,b,c) | 222.42(a,b,c) | 201.77( c)

Nativ Thiol (SH) (216.29- 245.1(a,b,c) (208.4 | (233.21 - (161,1 - (190.06- (166.96 -

(umol/L)1 246.71) -429.9) 265.79) 269.5) 226.36) 214.28) 0.007705
290.98(a,b) 352.7 (a) 269.0 (a,b) |309.4 (a,b) |[277.60(b)
(277.11 - 302.3 (a,b) (252.2 | (305.6 - (220.0 - (275.1 - (252.57 -

Total Thiol (umol/L)2 309.18) -447.0) 432.7) 325.9) 343.3) 299.09) 0.009199
30.57 (a,b) 27.24 (b) 4829 (c)( |39.16 (c¢)
(20.97 - 27.30 (a,b,c) ( 8.57 |48.2 (a,c) (5.54 - 26.28 - (32.10 -

disilfit (SS) (umol/L) 41.41) - 49.56) (29.3-99.7) [35.52) 60.50) 51.00) 0.0155
12.76 (a) 18.83 (a,b) 13.55 (a) 23.90 (b) 21.09 (b)
(8.91 - 11.02 (a) (1.99- | (11.54 - (2.05 - (11.81 - (14.98 -

SS/SH, % 18.59) 20.22) 42.77) 18.29) 27.22) 30.55) 0.01847

TAS Sonuclan:

TAS degerlerine bakildiginda grup 1 (1.175 (0.560 - 1.320)), grup 2 (1.310 (0.920-

1.540)), grup 3 (1.380 (1.2800 - 1.5200)), grup 4 (1.2750 (1.2100 - 1.5800)) ve grup 5 (1.3550
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(1.3000 - 1.4100)) arasinda anlamli fark bulunmamaistir(p>0.05) Grup 1, grup 2, grup 4 ve grup
6 (1.1350 (0,9950 - 1,2100)) arasinda da anlamli fark bulunmamistir(p>0.05),. Grup 6, grup 3

ve grup 5’e gore anlamli fark bulunmustur(p<0.05).

TOS Sonuglar:

TOS degerleri, grup 1(5.335 (2.710-8.250), grup 2 (11.76 (8.27-32.87)), grup 3 (17.82
(8.11-27.45)) ve grup 4 (7.275 (4.590 - 10.050)) arasinda anlamli fark bulunmamistir(p>0.05).
Grup 2, grup 3, grup 5 (20,49 (15.45 - 23.77)) ve grup 6 (14.34 (8.66 - 18.26)) arasinda anlaml1

fark bulunmamistir(p>0.05).

Native Tiyol Degerleri:

Nativ tiyol degerleri, grup 1 (233.90 (216.29-246.71)), grup 2 (245.1 (208.4 - 429.9)),
grup 3 (244.79 (233.21 - 265.79)), grup 4 (211.1 (161,1 - 269.5)) ve grup 5 (222.42 (190.06-
226.36)) arasinda anlamli fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 2, grup 4, grup 5 ve grup 6 (201.77
(166.96 - 214.28) arasinda anlaml fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 6, grup 3 ve grup 1 den

anlamli farkli bulunmustur(p<0.05).

Total Tiyol Degerleri:

Total tiyol degerleri, grup 1 (290.98 (277.11 - 309.18)), grup 2 (302.3 ( 252.2 - 447.0)),
grup 3 (352.7 (305.6 - 432.7)), grup 4 (269.0 (220.0 - 325.9)) ve grup 5 (309.4 (275.1 - 343.3))
arasinda anlamli fark bulunmamistir(p>0.05), grup 1, grup 2, grup 4, grup 5 ve grup 6 (277.60
(252.57 - 299.09)) arasinda anlamli fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 6 ve grup 3 birbirinden

anlamli farkli bulunmustur(p<0.05).
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Tiyol Disiilfit Degerleri:

Tiyol disiilfit degerleri, grup 1 (30.57 (20.97 - 41.41)), grup 2 (27.30 ( 8.57 - 49.56)) ve
grup 3 (48.2 (29.3 - 99.7)) arasinda anlamli fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 2, grup 3, grup
5 (4829 ( 26.28 - 60.50)) ve grup 6 (39.16 (32.10 - 51.00)) arasinda anlamli fark

bulunmamistir(p>0.05).

SS/SH % degerleri :

SS/SH % degerleri, grup 1 (12.76 (8.91 - 18.59)), grup 2 (11.02 (1.99 - 20.22)), grup 3
(18.83 (11.54 - 42.77)) ve grup 4 (13.55 (2.05 - 18.29)) arasinda anlamh fark
bulunmamistir(p>0.05). Grup 3, grup 5 (23.90 (11.81 - 27.22)) ve grup 6 (21.09 (14.98 - 30.55))
arasinda anlamli fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 5 ve grup 6, grup 1 grup 2 ve grup 4’ten

anlamli farkli bulunmustur(p<0.05).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kruskal-Wallis testine gore gruplar arasinda Dejenerasyon(p=0,008803), Hiicrelerde
ayrisma (p=0,001483), inflamasyon ( p=0,002552) ve Konjesyon (p=0,002442) bulgular1

istatistiksel olarak anlamli ¢ikmuistir.



Tablo 11. Histopatolojik Bulgularin Istatistiksel Degerleri
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grup 2 - grup 6 -
grup 1 - iskemi/reperf | grup 3 - grup 4 - grup 5 - heparin
n kontrol iizyon karvakrol DMSO heparin +karvakrol | p degeri
0.500(a) 1.000 0.500(a)
(0.000 - 2.000 (b) (a,b)(0.000- |0.500 (a) 1.000 (a) (0.000-
Dejenerasyon | 1.000) (2.000-3.000) | 3.000) (0.000-1.000) | (0.000-1000) | 1.000) 0.008803
0.000
Disorganizas | (0.000- 1.000 (0.000- | 0.000(0.000- | 0.000(0.000- |0.000 (0.000- | 0.000(0.000-
yon 0.000) 2.000) 1.000) 0.000) 2.000) 1.000) 0.02599
0.000(a) 1.000( 0.500(a,d)
Hiicrelerde (0.000- 2.000(b) ¢)(1000- 1.000(c,d)(0.0 | 1.000(a,c,d) (0.000-
ayrisma 1.000) (2.000-3.000) | 2000) 00-1.000) (0.000-2.000) | 1.000) 0.001483
0.000(a,d)
. 0.000(a)(0.0 | 2.000(b) 1.500(b,c,d)( | 0.500(a,c,d)(0 | 1.000(b,c) (0.000-
Inflamasyon | 00-0.000) | (2.000-3.000) | 0.000-3.000) |.000-2.000) | (0.000-2.000) | 1.000) 0.002552
0.000(0.000 | 0.000 (0.000- | 0.000(0.000- | 0.000(0.000- |0.000 (0.000- |0.000(0.000-
Nekroz -0.000) 1.000) 1.000) 0.000) 2.000) 0.000) 0.6379
1.500( 0.000(a)
0.000(a)(0.0 | 2.000(b) ¢)(1.000- 0.000(a,c)(0.0 | 1.000(a,c) (0.000-
Konjesyon 00-1.000) | (2.000-3.000) |2.000) 00-2.000) (0.000-2.000) | 1.000) 0.002442
0.000
0.000(0.000 |2.000 (0.000- | 0.000(0.000- | 0.000(0.000- |0.000 (0.000- |(0.000-
Hemoraji -0.000) 3.000) 2.000) 2.000) 2.000) 0.000) 0.03121

Dejenerasyon degerleri Grup 1 (0.500 (0.000 - 1.000), grup 3 (1.000(0.000-3.000), grup

4 (0.500 (0.000-1.000)), grup 5 (1.000 (0.000-1000)) ve grup 6 (0.500 (0.000-1.000)) arasinda

anlamli fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 2 (2.000 (2.000-3.000)) ve grup 3 arasinda anlaml

fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 2, grup 1 grup 4 grup 5 ve grup 6 arasinda anlaml fark

bulunmustur(p<0.05).

Hiicrelerde ayrigsma degerleri grup 1 (0.000 (0.000-1.000)), grup 5 (1.000 (0.000-2.000))

ve grup 6 (0.500 (0.000-1.000)) arasinda anlamli fark bulunmamaistir(p>0.05). Grup 3 (1.000

(1000-2000)), grup 4 (1.000 (0.000-1.000)) ve grup 5 (1.000 (0.000-2.000)) arasinda anlaml

fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 6 ve grup 4 arasinda anlamli fark bulunmamaistir(p>0.05).
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Grup 2 (2.000 (2.000-3.000)), diger gruplarin hepsinden anlamli olarak farkl

bulunmustur(p<0.05).

Inflamasyon degerleri Grup1 (0.000(0.000-0.000)), Grup 4 (0.500 (0.000-2.000)) ve
Grup 6 (0.000 (0.000-1.000)) arasinda anlamli fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 2 (2.000
(2.000-3.000)), grup 3 (1.500 (0.000-3.000)) ve grup 5 (1.000 (0.000-2.000)) arasinda anlaml1
fark bulunmamistir(p>0.05). Grup 3, grup 4 ve grup 5 arasinda anlamh fark
bulunmamaistir(p>0.05). Grup 2, grup 4 ve grup 6 arasinda anlamli fark bulunmustur(p<0.05).

Konjesyon degerleri grup 1 (0.000 (0.000-1.000)), grup 4 (0.000 (0.000-2.000)), grup 5
1.000 (0.000-2.000)) ve grup 6 (0.000 (0.000-1.000)) )) arasmda anlaml fark
bulunmamistir(p>0.05). Grup 3 (1.500 (1.000-2.000)), grup 4, grup5 )) arasinda anlamli fark
bulunmamistir(p>0.05). Grup 2 (2.000 (2.000-3.000)) diger gruplar hepsinden anlamli olarak

farkli bulunmustur(p<0.05).

Kruskal-wallis testi ve bonferroni testine gore gruplar arasinda Disorganizasyon,

Nekroz ve Hemoraji bulgulari istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
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4.3 Kas dokusunun histopatolojik goriintiileri

Sekil 17. Kas Dokusunun Histopatolojik gortintiileri

Resim A: Kontrol grubu HEX400, Diizenli kas lifleri ve kaslarda ¢izgilenme mevcut, inflamasyon yok

Resim B: Iskemi reperfiizyon grubu HEX100: Kas liflerinde ayrisma, dejenerasyon (ok) ve belirgin

inflamasyon (ok basi) mevcut

Resim C: iskemi reperfiizyon grubu HEX400: Kas liflerinde belirgin ayrisma (ok) ve kas lifleri arasinda

hemoraji (ok bast) mevcut.

Resim D: HeparintKarvakrol grubu HEX400: Kas liflerinde ayrigma yok, inflamasyon ve hemoraji

mevcut degil

Resim E: Heparin grubu HEX100: Kas liflerinde hafif dejenerasyon mevcut (ok), ancak inflamasyon

ve hemoraji yok

Resim F: Karvakrol HEX400: Kas lifleri arasinda belirgin ayrisma izlenmemektedir. Hemoraji ve

inflamasyon mevcut degil.
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5.TARTISMA

Hayvansal organizmalar yaklasik iki yliz farkli, toplam yiiz trilyon 6karyot hiicreden
olusur!”!8, Hiicreler adaptasyon mekanizmalarini kullanarak homeostazi siirdiirmeye calisirlar.
Adaptif mekanizmalarin esigi asilirsa hiicre zedelenmesi olusur. Reversibl ve irreversibl

olabilen hiicre hasar1 eger irreversibl olursa hiicreler apoptozis ya da nekroza ugrarlar?.

Hiicre hasar1 olusturan en 6nemli etken oksijen azlig1 olmakla birlikte kimyasal etkenler,
enfeksiyoz etkenler, immiinolojik reaksiyonlar genetik bozukluklar, beslenme dengesizlikleri,
fiziksel etkenler (travma, 1s1, elektrik, radyasyon, atmosfer basing degisiklikleri vb. ), yaslanma

sayilabilir?.

Hiicre hasarmmn en sik goriilen tipi iskemidir. Iskemi hipoksinin en sik nedenidir.
Iskemide anaerobik metabolizmanin etkili olmas1 laktik asit ve zararl yan iiriinleri olusturur.
Tiim bunlar asidoza neden olur, hiicre membran1 zarar goriir, protein sentezi azalir ve hiicre

cekirdegi zarar goriir'®2!,

Iskemi sonrasi tekrar reperfiizyonun saglanmasi gerekli olmakla birlikte iskemik dokuda
biriken zararl tirtinlerin dolasima katilmasiyla daha biiyiikk bir hasara da neden olabilir.

Reperfiizyon hasarmin biiyiikliigii iskemik kalinan siire ile dogru orantilidir*2,

Iskemi reperfiizyon hasarinda etkili olan faktdrler, nétrofiller, endotel hiicreleri,
kompleman sistemi, serbest oksijen radikalleri ve antioksidan mekanizmalarin calismamasidir.

Bunlar arasinda en dnemli faktor ise serbest oksijen radikalleridir?’.

Iskemi reperfiizyon hasarinda ilk harekete gecen hiicreler nétrofillerdir. Damar
gecirgenliginden sorumludurlar. Omiirlerinin kisa olusu nedeniyle hakimiyet monositlere

gecer®¥?,
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Endotel segici gegirgen bir bariyerdir, madde aligverisini saglar. Bilinen en giiclii
vazokonstriktordiir olan endotelini salgilar, NO’nun ana kaynagidirlar. Ksantin Oksidaz da

olustururlar. SOR ‘un en énemli kaynagi ksantin oksidazdir®> !,

Kompleman sistemi normalde inaktiftir fakat SOR ile klasik, alternatif ve lektin yolu
olmak iizere ii¢ yol da etkinlesir. Iskemik bolgeye l6kosit adezyonunu artirirlar. Bdylece

reperfiizyon hasarinda en etkili sistemdir*4°,

SOR saglikli hiicrede inaktif duruma getirilirler. Fakat iskemik durumlarda aktifleserek

hiicre hasarma neden olurlar®.

SOR hasar mekanizmalari, lipit peroksidasyonu, DNA parcalanmasi, proteinlerin
oksidatif modifikasyonu, karbonhidratlarin oksidasyonudur. Antioksidan mekanizmalar ise
toksik radikallerin metal iyonu baglanarak engellenmesi, olusan radikallerin toplanmasi ve
bastirilmasi, radikal zincir reaksiyonlarmin kirilmasi, hedef molekiillerin tamiri ve ya tamir

edilemeyenlerin uzaklastirilmasi, antioksidan kapasitenin artirilmasidir!=3-°,

Antioksidanlar enzim olanlar, enzim olmayalar ve zincir kiran antioksidanlar olarak
ayrilirlar. Enzim olanlar, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz,
katalaz, mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz vb. enzim olmayanlar,
Ferritin, transferrin, haptoglobin, hemopeksin, seruloplazmin, albiimin, melatonin, sistein,
metiyonin, hemoglobin, laktoferrin, glutatyon, mannitol, salisilik asit, allopiirinol, oksipiirinol,
kalsiyum kanal blokorleri (verapamil, nifedipin), ibuprofen, deferroksamin , siklosporin,
metoprolol, karvedilol, amiodaron vb. Zincir kiran antioksidanlar, Askorbik asit, tiyoller,

tokoferol, iirik asit, biliriibin, beta karoten, ubikinol ve flavonoidler 6rnek verilebilir!-%3%4.

TOS, Kalorimetrik ve tam otomatik bir yontemdir. Ferr6z iyon-o-dianisidin kompleksi

oksidanlar tarafindan ferrik iyona oksitlenir. Gliserol ile tepkime ii¢ katina kadar hizlanir.
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Asidik ortamda xylenol orange ile ferrik iyonlarin birlesmesi renkli bir kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak kompleksin rengi Olgiilir. Bu durum oksidanlarin seviyesiyle

ilgilidir'2.

TAS, Tam otomatik bir yontem olup viicudun radikallere kars1 antioksidan kapasitesini
Olcer. Mavi-yesil olan 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS)

radikalini renksiz ABTS formuna indirgenmesiyle olur'!.

Oksidatif stresin belirlenmesinin total olarak yapilmasi ayr1 ayr1 hesaplanmasina gore
hem zaman hem de ekonomik olarak daha avantajlidir. Antioksidanlar sinerjistik etkilesirler.
Cok sayida antioksidan molekiil olsa da total antioksidan duruma en fazla katki alblimin, iirik
asit ve askorbik asitten gelir. Antioksidanlarin bazilarinin seviyesinin azalmasini diger

antioksidanlar kompanse edebilir. Bundan dolay1 total 6l¢iim daha kiymetli veriler saglar®-°.

Alblimin, protein ve diisiik molekiil agirlikli olan sistein, sisteinil lisin, glutatyon,
homosistein, gama glutamil sistein plazmadaki asil tiyollerdir®”®®. Yeni gelistirilen &l¢iim
yontemleriyle nativ tiyol(-SH), dinamik disiilfit(-S-S-), ayr1 ayr1 6lciilebilmektedir. Gelistirilen
bu yontemin tam otomatik olmasi dolayisiyla ¢cok pratik, ucuzdur. Ayn1 zamanda manuel olarak

da kullanilabilen spektrofotometrik bir tetkiktir'?.

Karvakrol labiatae (ballibabagiller) ailesinden elde edilir. Ulkemizde kekik olarak
isimlendirilen bu cinsler giiclii antioksidan etkili bir bitkidir. Tiirkiye’de kullanilan kekiklerin
hepsi ballibabagiller ailesine dahil Origanum, Thymbra, Coridothymus, Satureja ve thymusdur.
Yiiksek diizeyde ucucu yag icermeleri ve bunun esas bilesenlerinin timol ve karvakrol olmasi
ithracat1 yapilan ¢inslerin ortak ozelligidir. Karvakrol ve timol kekige koku veren ve anti

etkinlikler veren fenolik bilesiklerdir!®83,
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Karvakroliin antibakteriyel, antifungal, akarisidal, antikanser, antioksidan, antiplatelet,
antiinflamatuvar, antinosiseptif, antiobeziter, antidepresan, antianksiyolitik, organ koruyucu ve
yenileyici, metabolik enzim diizenleyici, spazmolitik, vazorelaktan ve membran hasar1 yapma

etkilerinin oldugu bircok makale yaymlanmustir'>.

Karvakroliin membran hasar1 yapmasi patojenlere karsi savunmanin aslini olusturur.
Hiicre membranimin protonlara olan geg¢irgenliginin artmasi, hiicre i¢i ATP miktarinda azalma
meydana getirir. Bu mekanizma patojenlere karst savunma saglar. Karvakrol, hiicre ici
kalsiyum mobilizasyonunu doza bagimli olarak arttirdigi, kalsiyum homeostazisinde 6nemli
rolii oldugu, hiicresel gocli ve invazyonu da azalttigi gozlemlenmistir. Karvakrol, giiclii
antioksidan olarak bilinen askorbik asit ve E vitamini gibi 6zellikleri sayesinde serbest oksijen
radikallerinin etkilerini azaltmaktadir. Cesitli ¢alismalarda indiikklenmis DNA hasarma karsi
karvakroliin antigenotoksik etkisi oldugu gosterilmistir’’~’®. Retinada patolojik anjiyogenez,

VEGF, TNF- a diizeylerini 6nemli seviyede azalttig1 gdsterilmistir®®.

Suo ve ark. 2014 yilinda iskemi reperfiizyon hasari olusturulan rat karacigerinde
yaptiklar1 ¢alismaya gore karvakrol, serum ALT, AST seviyelerini ve karaciger hiicrelerinin
apopitozunu azaltarak, iskemi reperfiizyon kaynakli karaciger hasarma kars1 koruma
sagladiklarint gostermislerdir. Biz de bu calismamizda alt ekstremite iskemi reperfiizyon
hasarina kars1 karvakroliin koruma sagladigiyla ilgili benzer sonuglara ulastik. Ayni calismada
karvakroliin Malondialdehit icerigini dnemli 6l¢iide azaltarak, SOD aktivitesini, katalaz ve

glutatyon igerigini artirarak, antioksidan etkili oldugu da gosterilmistir®.

Oztiirk ve ark. 2017 de iskemi reperflizyon hasari olusturulan rat bdbreklerinde
yaptiklari caligmaya gore karvakrol, serum BUN ve kreatinin seviyelerini azalttig1i, doku MDA,
miyeloperoksidaz degerlerini azalttig1 ve epitel hiicreleri ve tiibiiler epitelde rejenerasyon

gozlemlemisler.”!. Bizim ¢alismamizda biyokimyasal markerlar spesifik degil total
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hesaplandigindan dolayr fark bulunmamis olsa da histopatolojik olarak ¢aligmamizi

desteklemektedir.

Guan ve ark. 2019 da yaptiklar1 arastirmaya gore karvakrol glutatyon peroksidaz
ekspresyonunu artirarak iskemi/reperfiizyon yapilan hipokampal noronlar1 korudugu, SOD
proteininin ekspresyonunu belirgin sekilde artirdigi, Oksidatif stresin demir iyonu seviyesini
artirmasi ve demir yiiklenmesinin serbest radikaller liretmesi onucu ndronlarda 6liime neden
olabilecegini, karvakrolin ferroptozu Onleyerek bu Oliimleri engelleyebilecegini
gostermislerdir. Bu calismada karvakroliin Iskemi reperfiizyon hasarina karsi ndronlari

korumas1 bizim ¢alismamizi desteklemektedir®?.

Cetinkaya A. ve Camsart C.’nin 2020 yilinda yaptiklar1 arastirmaya gore karvakrol
uygulamasinin spinal iskemi modellerinde motor fonksiyonun gelistigini gostermistir. Yapilan
bu calisma karvakroliin sadece femoral iskemilerde degil diger iskemilerde de etkili oldugunu

gostermektedir®>.
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SONUCLAR

Bu ¢aligmamizda femoral arter-ven klemplenmesi sonrast TAS, TOS THDS ve iskelet

kasinda histopatolojik degisiklikler {izerine karvakroliin etkisi aragtirildi.

Karvakroliin femoral iskemi reperflizyon hasarinda hem biyokimyasal hem de
histopatolojik olarak olumlu etkilerinin oldugu gézlenmektedir. Karvakroliin hem FIR hem de
diger iskemi reperflizyon modellemelerinde etkilerinin hiicre diizeyinde mekanizmalarinin

daha detayl ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyokimyasal olarak TAS, TOS, tiyol disiilfitin baz1 gruplar arasinda anlaml fark
bulunamasa da baska caligmalarda biyokimyasal markerlarin spesifik incelenmesi bizim
calismamizda ise total duruma bakilmasi literatiir ile ¢alismamiz arasinda fark olmasina neden

olmus olabilir.

Histopatolojik olarak Dejenerasyon, Hiicrelerde ayrisma, Inflamasyon ve Konjesyon
bulgular1 istatistiksel olarak anlamli ¢ikmustir. Calismamiz bu konularda literatiir ile
uyumludur. Gruplar arasmmda Disorganizasyon, Nekroz ve Hemoraji bulgular1 istatistiksel

olarak anlamsiz ¢ikmustir.

Calismamizda karvakroliin genel olarak I/R hasarinda olumlu yonde etkilerinin oldugu
kanaatine varilmistir. Bu bulgularimizin tiim etkilerinin ortaya cikartilmasi ve pratikte de

uygulanabilmesi i¢in daha fazla deneysel ve klinik arastirmaya gereksinim vardir.
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