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Deneysel iskemi reperf zyon modelinde,
etil pir vat uygulamasinin sonuclari

Results of ethyl pyruvate application in an experimental ischemia reperfusion model
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Amag: Bu caligmada, deneysel iskemi-reperfiizyon (I/R)
modelinde kullanilan etil piriivat uygulamasinin kan ve
doku orneklerindeki malondialdehit (MDA) seviyeleri ve
etkileri belirlendi.

Calisma plani: Otuz iki Spraque Dawley cinsi
200-250 g agirliginda disi sican, sekizerli dort gruba
ayrildi. Gruplar sirastyla grup 1; sham grubu, grup 2;
etil piriivat verilen sham grubu, grup 3; I/R grubu (kont-
rol grubu), grup 4; etil piriivat verilen I/R grubu (calis-
ma grubu) idi. Iskemi-reperfiizyon gruplarinda ii¢ saat
iskemi ve iki saat reperfiizyon uygulandi. Deney basglan-
gicindan bes saat sonra her bir gruptaki sicanlar sakri-
fiye edildi, kan ve akciger doku ornekleri alindi, MDA
seviyeleri ol¢iildii.

Bulgular: Plazma MDA seviyeleri ve akciger dokusu
MDA seviyeleri grup 4’te, grup 3’e gore anlamli derecede
diisiik bulundu (sirasiyla, p=0.016 ve p=0.039).

Sonug: Sonuglarimiz, etil piriivatin, iskemi ve reperfiizyon
sonucu olusan akciger hasarina karsi koruyucu etkisi oldu-
gunu desteklemektedir. Etil pirtivatin klinik tedavide kul-
lanimi i¢in farkli dozlarda ve daha farkli iskemi ve reper-
flizyon siirelerinde cesitli organ (akciger, bobrek, karaci-
ger, kalp gibi) hasarlar1 tizerlerine olan etkileri ile ilgili ileri
deneysel ve klinik calismalarin yapilmasi onerilmektedir.
Anahtar sozciikler: Hayvan deneyi; etil pirtivat; iskemi reperfiiz-
yon hasar1; malondialdehit; 2-oxopropionat.

Abdominal aort cerrahisinde; aortun klemplenme-
si iskemi olustururken, aortik klempin kaldirilmasi son-
rast aniden alt ekstremitelere dolasimin yeniden saglan-
mast reperfiizyon hasarini baglatir ve bu fenomen iske-
mi reperfiizyon (I/R) hasari olarak tanimlanir.!

Iskemi-reperfiizyon hasari olusumunda serbest oksi-
jen radikalleri (SOR) onemli bir yer tutar.>? Serbest

Background: This study sought to determine the effects
of ethyl pyruvate application on malondialdehyde (MDA)
levels of blood and tissue samples from experimental isch-
emia/reperfusion (I/R) models.

Methods: Thirty-two Spraque Dawley type female rats
weighing 200-250 g were divided into four groups, of
eight rats. Group 1 was the sham group; group 2, ethyl
pyruvate in the sham group; group 3, the I/R group (control
group), and group 4, ethyl pyruvate in the I/R group (study
group), respectively. The I/R groups underwent three hours
ischemia and two hours reperfusion. Five hours from the
beginning of the experiment, the rats in each group were
sacrificed and blood and lung tissue samples were taken
and MDA levels were measured.

Results: Plasma MDA levels and lung tissue MDA levels in
group 4 were significantly lower than in group 3 (p=0.016
and p=0.039 respectively).

Conclusion: Our results support the protective effect of
ethyl pyruvate against lung damage caused by ischemia
and reperfusion. Further experimental and clinical trials
are recommended to determined the clinical use of ethyl
pyruvate, therapeutic doses, and different periods of isch-
emia and reperfusion, and effects on various organs (lung,
kidney, liver, heart, etc.).

Key words: Animal experiment; ethyl pyruvate; ischemia reper-
fusion damage; malondialdehyde; 2-oxopropionat.

oksijen radikalleri, reperfiize olan dokunun oksijenas-
yonu sonucu molekiiler oksijenin hiicre icinde oksida-
tif enzimler tarafindan indirgenmesi ile olusur. Serbest
radikaller dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortak-
lanmamus elektron igceren yapilardir.

En oOnemli li¢ serbest oksijen radikali; siipe-
roksit (O27), hidrojen peroksit (H202), ve hidroksil
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iyonlaridir (OH'). Serbest oksijen radikalleri araciligiy-
la olusan lipid peroksidasyonu, hiicre membran hasari-
nin onemli bir nedenidir, membran gecirgenligini etki-
leyerek hiicre i¢inde agir1 Ca+2 birikimine yol agar.”
Hiicre membrani disfonksiyonu da, hiicre sismesi ve
hiicre 6liimii ile sonuglanir. Malondialdehit (MDA), lipid
peroksidasyonunda bir son iiriindiir ve oksidatif hasarin
diizeyini gostermede kullanilir./6-8!

Piriivat, 2-oxopropionat’in (CH3COCOOH) genel kul-
lanimdaki adidir. Piriivat, piriivatkinaz enzimince kata-
lizlenen glikolitik yolun son {iriiniidiir. Piriivatin, hiicre
icinde antioksidan gorevi vardir. Etil piriivat umut veren
antioksidan ve antiinflamatuvar bir ajandir. Piriivatin,
kalsiyum ve potasyum igeren dengeli bir soliisyonda;
Ringer’s etil piriivat soliisyonu (REPS) bozulmadan ve
etkinligini kaybetmeden uygulanabildigi bildirilmigtir.”?

Bu caligmada I/R hasarini gostermede kullanilan
MDA seviyelerinin kan ve doku 6rneklerinde Slciilerek
ve etil piriivat kullanimi ile I/R’nin neden oldugu hasar-
larin ne derece azaldigini gosterilmesi ile literatiire kat-
kida bulunmay1 planladik.

GEREC VE YONTEMLER

Bu deneysel calisma, Karadeniz Teknik Universitesi
(KTU) Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul onay1
alindiktan sonra, KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezi Laboratuvarlarinda yapildi. Calismada agirlik-
lar1 200-250 gram arasinda degisen, ayn1 laboratuvarda
yetistirilmis ve randomize olarak se¢ilmig olan Spraque
Dawley tiirii 32 disi sican kullanildi.

Sicanlar her bir grupta sekiz sican olacak sekilde
dort gruba ayrildi: Grup 1’e (sham grubu) sadece lapa-
rotomi yapildi ve beg saat sonra kan ve doku ornekle-
ri alindi; grup 2’ye etil piriivat verilip sadece laparoto-
mi yapild1 ve bes saat sonra kan ve doku ornekleri alin-
d1; grup 3’e (kontrol grubu) laparotomi yapilip, abdomi-
nal aorta ii¢ saat boyunca klemp konuldu, iki saat reper-
fiizyon saglandiktan sonra kan ve doku ornekleri alindi;
grup 4’e (caligma grubu) ise etil piriivat verilip laparo-
tomi yapildi ve abdominal aorta ii¢ saat boyunca klemp
konuldu, iki saat reperfiizyon saglandiktan sonra kan ve
doku ornekleri alindi.

Standart deney hayvanlar1 laboratuvar kosullar1 ve
12 saatlik aglik siiresi sonrasi siganlara intramuskii-
ler olarak 50 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazin veri-
lerek genel anestezi uygulandi. Tiim sicanlar sag jugu-
ler venden 24G venoz kaniil ile kaniilize edilerek, 4 ml/
kg/serum fizyolojik infiize edildi. islem siiresince sican-
larin solunumlar1 spontan olarak devam ettirildi. Biitiin
sicanlarda abdomen temizligi yapildiktan sonra gobek
iistii ve alti median laparotomi yapildiktan sonra aort
eksplorasyonu saglandi (Sekil 1).
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Grup l'deki sicanlarda sadece laparotomi yapilip bes
saat sonra kan 6rnekleri alind1 ve abdominal aorta kana-
tilarak Otenazi uygulanip, akcigerlerinden doku oOrne-
&i alindi. Grup 2 ve grup 4’e etil piriivat, islem Once-
si ve 4 ml/kg dozunda (Sigma-Germany), tek doz ola-
rak, islem Oncesi sag juguler venden yerlestirdigimiz,
24G venoz kaniil yolu ile verildi. Grup 2’deki sicanla-
ra etil piriivat verilip sadece laparotomi yapildi, beg saat
sonra kan ornekleri alind1 ve abdominal aort kanatila-
rak 6tenazi uygulanip akcigerlerinden doku drnegi alin-
d1. Grup 3’deki sicanlarda laparotomi yapilip abdominal
aorta li¢ saat siire ile klemp konuldu daha sonra klemp
acild1 iki saat boyunca reperfiizyona maruz birakildi ve
kan Ornekleri alindi, abdominal aort kanatilmak sure-
ti ile 6tenazi uygulanip akcigerlerinden doku ornekle-
ri alindi. Grup 4’deki sicanlara da etil piriivat verildi
ve laparotomi yapildi, abdominal aorta ii¢ saat siire ile
klemp konuldu daha sonra klemp ac¢ilip iki saat boyun-
ca reperfiizyona maruz birakildi ve kan 6rnekleri alindi
abdominal aort kanatilarak 6tenazi uygulanip akcigerle-
rinden doku 6rnegi alindi. Abdominal aort bifurkasyo-
nunda, bulldog klemp ile aort okliizyonu iglemi yapildi.

Sicanlardan elde edilen akcier ve plazma Ornek-
leri biyokimyasal analizler yapilana kadar —80 C°de
sakland1. Akciger dokularinda MDA diizeyi Mihara
ve Uchiyama'” tarafindan gelistirilen yontem ile tayin
edildi. Plazma orneklerinde MDA miktar1 Yagi™! tara-
findan gelistirilen, TBARS (Tiobarbituric acid reacti-
ve substance) yontemi kullanilarak, tayin edildi. Lipid
peroksidasyon iiriinii MDA ile tiyobitiirik asit (TBA)
arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk spekt-
rofotometrik olarak ol¢iildii. Tiyobarbitiirikasit ile reak-
siyona girerek ayni rengi veren suda ¢oziiniir maddeleri
uzaklastirmak i¢in serum lipidleri proteinle birlikte fos-
fotungistik asit/siilfirik asit sistemiyle ¢oktiiriildii.

Istastiksel analiz

Gruplarin MDA seviyelerinin degerlendirilmesinde
istatistiksel yontem olarak ANOVA testi ve Bonferroni

Sekil 1. Sican abdominal aortunun klempe edilmesi.
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(Plazma MDA-nmol/ml)
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Sekil 2. Plazma malondialdehit seviyeleri. MDA: Malondialdehit.

Grllxp 1

Post-hoc testi uygulandi. Dért grup da parametrik kosul-
lar1 sagladigindan MDA diizeylerinin karsilagtirilma-
sinda ANOVA testi kullanildi. Post-hoc ikili karsilagtir-
malar icin Bonferroni testi kullanildi.

BULGULAR

Plazma MDA seviyeleri ortalama olarak, grup 1'de
2.32+0.204, grup 2’de 2.48+0.242, grup 3’de 3.08+0.539,
grup 4’de ise 2.04+1.08 olarak tespit edildi. Bizim calis-
mamizda grup 3’de plazma MDA seviyeleri, grup 1’e
gore yiiksek bulundu (Sekil 2).

Gruplar karsilastirildiginda, plazma MDA seviyele-
ri etil piriivat verilip I/R olusturulan grup 4’de, grup 3’e
gore, anlaml1 derecede diisiik bulundu (p<0.05; Tablo 1).

Doku MDA seviyeleri ortalama olarak, grup 1de
157423, grup 2°de 157420, grup 3’de 248+23, grup 4’de
153+21 olarak ol¢iildii. Calismamizda etil piriivat veril-
meden /R olusturdugumuz grup 3’de akciger dokusu
MDA seviyeleri, grup 1’e gore yiiksek bulundu (Sekil 3).

Akciger dokusu MDA seviyeleri etil piriivat verilip
iskemi-reperfiizyon olusturulan grup 4’de, grup 3’e goére
anlaml1 derecede diisiik bulundu (p*<0.05; Tablo 2).

TARTISMA

Bir organin arteryel kan akiminin kismen veya
tamaminin kesilmesi sonucu olusan tablo iskemi, kan
akiminin tekrar normale donmesi reperfiizyon ola-

Tablo 1. Gruplarin karsilastiriimasindaki plazma ma-
londialdehit p degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Grup 1 1.0 0.137 1.0
Grup 2 1.0 0.415 1.0
Grup 3 0.137 0.415 0.016 *
Grup 4 1.0 1.0 0.016 *

*: p<0.05 istatistiksel olarak anlamli.
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Sekil 3. Doku malondialdehit seviyeleri. MDA: Malondialdehit.

rak bilinir. Iskemi ve reperfiizyon sirasinda, iskemiye
maruz kalan bolgenin yaninda (lokal hasar), uzak organ
ve dokularda da hasar olusur. Bu hedef organlardan bir
kismi akciger, karaciger, bobrek, miyokard gibi haya-
ti 6nem tastyan organlardir.'? Bu uzak organlar arasin-
da en cok etkilenen akcigerdir."* Ozellikle alt ekstremi-
te I/R donemi sonrast meydana gelen uzak organ hasa-
rinda akcigerler hedef organ konumundadir ve klinik-
te biiyiik 6nemi vardir."™ Akut alt ekstremite I/R done-
mi sonras1t meydana gelen akciger hasar1 6nemli derece-
de ameliyat sonras1 morbidite ve mortaliteye neden olur.

Iskemi-reperfiizyon donemi sonrasinda meydana
gelen akciger hasarinin mekanizmasi tam olarak bilin-
memektedir. Plazmada ve dokuda artmis ¢esitli sitokin-
ler interlokin 6 (IL-6), interlokin 8 (IL-8), tiimor nekrozu
faktorii (TNF), aktive edici faktor (platelet-activating
factor; PAF), SOR, eicosonaid, 16kotrien salinim1 gibi
bir¢cok mekanizma bildirilse de, bu konuda kesin bir kon-
sensus olusturulamamigtir.>-®1 Hasar1 baglatan meka-
nizma ne olursa olsun sonu¢ olarak artmig polimor-
foniikleerlokosit (PMNL) aktivitesi, kemoatraksiyonu
ve infiltrasyonu en sonunda PMNL degraniilasyonuna
neden olur. Degraniilasyon sonrasi artan SOR’ler ve pro-
teazlar akciger endotel hasarina ve buna bagli olarak pul-
moner kapiller permeabilite artisina neden olur.!'3”!

Iskemi-reperfiizyon donemi sonrasinda meyda-
na gelen akciger hasarinin azaltilmasinda aprotinin,

Tablo 2. Gruplarin karsilastiriimasindaki doku malon-
dialdehit p degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Grup 1 1.0 0.052 1.0
Grup 2 1.0 0.053 1.0
Grup 3 0.052 0.053 0.039 *
Grup 4 1.0 1.0 0.039 *

*: p<0.05 istatistiksel olarak anlamli.
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prostosiklin, L-Arginin, takrolimus, askorbik asit gibi
maddelerin etkinligi gosterilmis, ama klinik uygulama-
da bu maddeler rutin olarak kullanilmamaktadir.?0-?!
Ayrica I/R’nin neden oldugu lokal ve uzak organ hasa-
rina karsi birgok ajanin koruyucu etkinligini arastiran
calismalar yapilmigtir.?+2!

Piriivat, glikoz metabolizmasinin énemli bir medya-
toriidiir ve alfa-keto karboksilat yapisi piriivata antiok-
sidan ozelligi verir; peroksidaz ve peroksinitriti notra-
lize eder. Piriivat ve etanoldan sentezlenen etil piriivat,
kalsiyum ve potasyum ile etkilesim icinde REPS’de sta-
bildir.”! Kalsiyum ve potasyum igeren dengeli soliis-
yonda stabil olmasinin yaninda ayni zamanda nontok-
siktir.?” Etil pirtivatin endojen metabolitlere yakin ben-
zerligi, hayvanlarda giivenli profilleri géz oniine alin-
diginda insanlara zararli olmas1 muhtemel degildir ve
yemek eki olarak yaygin kullanilmaktadir. Dahasi bu
ajan Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi'nin (Food and Drug
Administration; FDA) genel olarak giivenli bilesikler
listesindedir.?¥

Etil piriivat, bircok calismada gosterilmis antioksi-
dan ve antiinflamatuvar etkilere sahiptir.”®’ Ancak lite-
ratlirde etil piriivatin, alt ekstremite I/R’nin neden oldu-
gu akciger hasar1 iizerine etkisi hakkinda bir calis-
maya rastlanmadi, bu calisma bu konuda ilk ¢aligma-
dir. Etil piriivat; I/R’nin indiikledigi hasardan, sitokin-
lerden, SOR’den miyokardiyal, renal, intestinal, hepa-
tik dokular1 korur. Bu faydali etkileri, SOR’yi temiz-
leme, IL-1, IL-6, cytochrome c oxidase subunit II
(Cox-2), TNF-alfa, macrophage migration inhibitory
factor (MIF), high mobility group box 1 (HMGB]) iire-
timlerini onlemeye ve es zamanli olarak antiinflamatu-
var sitokin olan IL-10 iiretimini artirmasina baglidir.*"
Bircok aragtirmact hayvan modellerinde etil piriivat
tedavisi ile miyokardiyal, intestinal, hepatik, I/R’nin
indiikledigi organ hasar1 ve disfonksiyonunu iyilestirdi-
gini bildirmistir.?'¥ Literatiirde ilk kez oftalmolojide
uygulanan etil piriivatin I/R’nin indiikledigi lens hasari-
na kars1 koruyucu etkisi oldugu goriilmiis ayrica endo-
toksemik sepsis ve hemorajik sok modelinde etil piriiva-
tin sitoprotektif etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir.?

Bizim c¢aligmamizda akciger dokusu MDA seviyele-
ri, etil piriivat verilmeden I/R olusturdugumuz grup 3'de
grup l'e gore yiiksek bulundu (Sekil 3). Akciger doku-
su MDA seviyeleri, etil piriivat verilerek I/R olusturu-
lan grup 4’de ise grup 3’e gore 6nemli derecede diisiik
bulundu (Tablo 2). Aym sekilde plazma MDA seviyeleri
grup 3’de, grup 1’e gore yiiksek bulundu (Sekil 2). Plazma
MDA seviyeleri ise, grup 4°de, grup 3’e goére dnemli dere-
cede diisiik bulundu (Tablo 1).

Serbest oksijen radikalleri araciliftyla olusan lipid
peroksidasyonu, hiicre membran hasarinin 6nemli bir
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nedenidir, membran gecirgenligini etkileyerek hiicre
icinde asir1 Ca+2 birikimine yol acar.® Hiicre memb-
ran1 disfonksiyonu da, hiicre sismesi ve hiicre oliimii ile
sonuglanir. Malondialdehit, lipid peroksidasyonunda bir
son iiriindiir ve oksidatif hasarin diizeyini gostermede
kullanilir.-#8 Plazma MDA ve doku MDA seviyeleri ser-
best radikallerin bir indikatorii olarak 6lgiiliir.”*!

Bu calismanin sonuglarina gore etil piriivatin, alt eks-
tremite I/R’ye bagli akcigerlerde lipid peroksidasyonunu
azaltti§1 ve buna bagh akciger hasarina kars1 koruyucu
etkisinin oldugunu diisiinliyoruz. Plazma ve doku MDA
seviyelerindeki belirgin diisiis lipid peroksidasyonunun
azaldigini gostermektedir. Hiicre membranlarinda bulu-
nan lipidlerin peroksidasyonuna neden olan oksidanla-
rin etkisinin etil piriivat verilmesi ile azaldigin1 goste-
ren bu sonug etil piriivatin antioksidan etkisini destek-
ler niteliktedir.

Tiim bunlara genel olarak bakacak olursak I/R’nin
neden oldugu akciger hasarinda SOR’nin, inflama-
tuvar medyatorlerin, PMNL'lerin etkili oldugu bilin-
mektedir. Etil piriivat ile I/R’nin neden oldugu akciger
hasarinin azaldigini1 gosteren sonuglarimiza gore, etil
piriivat I/R’nin neden oldugu akciger hasarini olustu-
ran mekanizmalarin bir veya daha fazlasini ters yonde
etkilemis goriinmektedir. Bu oksidan ve inflamatuvar
mekanizmalar1 ters yonde etkilemis olmas etil pirii-
vatin antioksidan veya antiinflamatuvar oldugunu des-
teklemektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligma etil piriivatin, alt ekstremi-
te I/R’nin neden oldugu uzak organ hasarlarina karst,
koruyucu etkilerinin varligina iligkin yapilacak yeni
calismalara 151k tutmakla beraber, ileri deneysel ve kli-
nik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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