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Ozet

Askorbik asit giiclii indirgeyici aktivitesinden dolay1, giiclii bir
antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reak-
siyona girerek onlar1 temizler. Karnitin ise beta
oksidasyonlar1 i¢in uzun zincir yag asitlerinin mitokondrial
matriks icine tasinmasini saglar ve reperfiizyon doneminde
glikoz oksidasyonunu artirir. Bu iki ajanin antioksidan etkisi
tavsanda ekstremite iskemi / reperfiizyon modelinde arastirildi.
Reperfiizyon sonrast tiim deneklerin soleus kasindan alinan
segmenter kas biyopsisi 6rnekleri 151k mikroskobunda iskemik
hasarin patolojik bulgulari olan nekroz, striasyon kaybi,
santralizasyon, splitting veya ring formasyonu, fibrozis ve ¢ap
farkliliklar1 agisindan degerlendirilerek, gruplar arasinda ista-
tistiksel fark olup olmadig arastirildi.

Uygulanan deneysel modelde, sodyum askorbat verilen grupta
istatistiksel olarak anlamsiz, karnitin verilen grupta ise
istatistiksel olarak da anlamli olmak iizere serum fizyolojik
verilen kontrol grubuna gore reperfiizyon hasarinda azalma
goriildii. Karnitin ve sodyum askorbat verilen gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda ise fibrozis ve cap farki agisin-
dan istatistiksel olarak da anlamli olmak iizere tiim parame-
trelerde karnitinin iskemik hasarin azaltilmasinda daha etkili
oldugu gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Reperfiizyon hasari, karnitin, askorbik asit

Summary

Because of its reducing effect, ascorbic acid , is a strong
antioxidant agent and has the ability of reacting with
superoxide anion and hydroxyl ion of oxygen-derived free
radicals. Carnitine also can increase the oxidation of glucose
during the reperfusion phase by performing transportation of
long chain fatty acids to the mitochondrial matrix for the beta
oxidation. Antioxidant effects of these substances were studied
on rabbits at the basis of extremity ischemia / reperfusion (
I/R) model. Following reperfusion biopsies were taken from
soleus muscles. All of the biopsy specimens were looked under
light microscope from the aspect of histopatologic findings of
ischemic injury which were necrosis, loss of striation,
centralization, splitting / ring formation, fibrosis and diameter
differences, and results were analyzed statisticaly. Data have
showed that both sodium ascorbate and carnitine were
effective in reducing the reperfusion injury when compared to
the placebo group. Differences were insignificant for sodium
ascorbate and sinificant for carnitine statisticaly. Compared to
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each other, carnitine was superior to sodium ascorbate but the
difference was significant statisticaly only from the aspect of
fibrosis and diameter differences.

Keywords: Reperfusion injury, carnitine, sodium ascorbat

Giris

Iskelet kasi iskemisi, akut arter tikanmasi sonucunda sik
olarak karsimza cikan klinik bir problemdir. Akut iskemi
gelisen bir ekstremiteye kan akim yeniden saglandigi zaman
(reperfiizyon ), iskemik periyotta olusandan daha fazla iskelet
kas1 nekrozu meydana gelebilir. Bu durum etkilenen extremit-
ede, 6dem, metabolik asidoz ve makroskobik myloglobiniiri ile
kendini gosterir. Reperfiizyon iiriinlerinin sistemik etkisi ile
bazi vakalarda akut renal yetmezlik, akut solunum yetmezligi,
kalpte fonksiyon bozuklugu ve oliim meydana gelebilir.
Klinikte bu durum "myonefropatik metabolik sendrom" olarak
bilinir. Bu olaylar sonucu % 15-22° yi bulan oranlarda
mortalite ve %30’u bulabilen major amputasyon s6z konusu
olabilir [2].

Reperfiizyon hasarmin onlenmesi veya azaltilmasi konusun-
da, bircok ilaglar ve metotlar Onerilmistir. Vitamin E [3], lipit
peroksidaz inhibitorleri [4], mannitol [5], katalaz, siiperoksit
dismutaz [6], tromboksan-A2 inhibitorleri [7] ve diisiik
basingl reperfiizyon [8] bunlardan bazilaridir.

Bu deneysel calismada, karnitin ve C vitamininin reperfiizyon
hasarini azaltmadaki etkileri aragtirild.

Materyal ve Metod

Calisma, Etik Kurulu onay:r alinarak, Deneysel ve Cerrahi
hayvanlar1 Arastirma Laboratuari’nda 20 Mart 1999
— 10 Nisan 1999 tarihleri arasinda disi tavsanlar iizerinde
gerceklestirildi.

Hardy ve arkadaglarinin [1] tarif ettigi, akut iskemi reperfiizyon
modeline uygun olarak, Yeni Zelanda tiirti disi tavsanlar
tizerinde akut iskemi reperfiizyon hasart modeli olusturuldu.
40 tavsan denek olarak kullanildi. Tavsanlarin agirhigr 2.5 —
3.3 kg arasinda ve ortalama 3.1 kg idi. Tiim tavsanlarin sag alt
ekstremitesinde caligildi. Tavsanlar dort gruba ayrildi. Oda
havasinda, (20 °C) ketamin HCL (Ketalar) 30 mg / kg ve
xylozin hydrochrorur (Rompun) 2 mg / kg sol 6n ayak
adalesine intramuskiiler yolla uygulanarak anestezi saglandi.
Grup I’de (G1) (n=10) sadece anestezi uygulandi ve 6 saat
bekleme sonrasinda soleus kasindan biyopsi alindi. Grup II
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(G2) (n=10), Grup III (G3) (n=10) ve Grup IV’ de (G4) (n=10)
anestezi verilmesini takiben sag arka ekstremite kalca eklemi
hizasindan arteriyal dolasimi durduracak sekilde turnike
uygulandi. 4 saat sonra turnike agilarak, iki saat siireyle
reperfiizyon saglandi. Turnike acilmadan hemen once G2
deneklere 1.5 ml serum fizyolojik ,G3 deneklere 50 mg / kg
(yaklagik volim 1.5 ml ) sodyum askorbat (Redoxan®), G4
deneklere 100 mg / kg ( yaklasik voliim 1.5 ml ) Karnitin (Car-
nitine ®) sol femoral ven yoluyla verildi. Reperfiizyon sonrasi
tiim deneklerin soleus kasindan biyopsi alindi.

Histopatolojik inceleme : Deneklerden cikartilan segmenter
kas biyopsisi ornekleri %10’luk tamponlanmig nétral formolin
soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Biyopsi 6rnekleri rutin doku
takibinden gegirilerek parafin bloklar1 hazirlandi. Hazirlanan
parafin bloklarin 4-6 um’lik H.E kesitleri hazirlandi. Kesitler
Nikon optiphot-2 151k mikroskobunda 200 ve 400’lik
biiyiitmelerde kas dokusu iskemisinin patolojik bulgulari olan
nekroz(hiicre 6liimii), striasyon kaybi (¢izgili adalede enine
cizgilenmenin kaybolmasi), santralizasyon (sarkolemmal yer-
lesimli nukleusun merkeze deplase olmasi), splitting / ring
formasyonu (adale lifinde merkezi stoplazmik bosalma sonucu
ortaya ¢ikan yiiziik seklinde veya ortasi bosalmis adale lifi sek-
linde goriiniimler), fibrozis (fibroblast ve kollajenlerde artim)
ve cap farkliliklari (adale liftleri arasindaki stoplazmik cap
farki) yoniinden histopatolojik incelemeye alindi.

Istatistiksel yontem:

Reperfiizyon hasarnin degerlendirilmesinde kullandigimiz
yukaridaki parametreler icin, ki-kare Fisher exact istatistiksel
test yontemi uygulanarak gruplar arasinda istatistiksel fark
olup olmadigr arastirildi. P<0.05 istatistiksel anlamli olarak
degerlendirildi.

Sonuglar

Tiim denekler ¢calismay1 tamamladi. Deney sirasinda mortalite
olmadi. Soleus kasindaki iskemik degisiklikler Tablo 1, 2, 3 ve
4’de goriilmektedir. Tablolardaki "+" isareti iskemik degisik-
ligin var oldugunu, "-" isareti ise iskemik degisikligin
olmadigim1  gostermektedir. Gruplar arasinda yapilan
karsilastirmada, nekroz agisindan G2 ile G3 (p>0.02) ve G3 ile
G4 (p<0.3) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz, diger-
leri anlaml (p<0.05), striasyon kaybi1 yoniinden G1 harig tutul-
dugunda diger gruplar arasindaki fark anlamsiz (p>0.05)
bulundu. Santralizasyon i¢in gruplar karsilastirildiginda, G2 ile
G3 (P<0.1) ve G3 ile G4 (p<0.5) arasindaki fark anlamsiz,
diger gruplar arasindaki farklar anlamli (p<0.05), splitting ve
ring formasyonu agisindan G1 hari¢ tutuldugunda diger gru-
plar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(p>0.05). Fibrozis agisindan yapilan karsilastirmada G2 ile G3
(p<0.5) ve G2 ile G4 (p<0.08) arasindaki fark anlamsiz, G1 ile
diger gruplar ve G3 ile G4 (p<0.03) arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Cap farkliliklar1 igin
yapilan karsilagtirmada, G1 ile G4 (p<0.3) ve G2 ile G3 (p=0)
arasindaki fark anlamsiz, diger gruplar arasindaki anlamli fark
ise anlaml (p<0.05) bulundu.

Tartisma
Grup | Nekroz | Striasyon | Sentralizasyon | Splitting/ring | Fibrozis Cap
kayb1 formasyonu farkliliklart

1 - - - - - +
2 - - - - - -
3 - - - - - -
4 - - - - - -
5 - + - - - -
6 - - - - - -
7 - + - - - -
8 - - - - - +
9 - - - - - -
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Tablo 1: Soleus kasindaki iskemik degisiklikler

Grup | Nekroz | Striasyon | Sentralizasyon | Splitting/ring | Fibrozis Cap
2 kaybi formasyonu farkliliklart
1 + + + - + +
2 + + + + + +
3 + + + + - +
4 + - + + + +
5 + + + + + +
6 + - + + + +
7 + + + - - +
8 + + + + + +
9 + + + + + +
10 + + + + + +

Tablo 2: Soleus kasindaki iskemik degisiklikler

Grup | Nekroz | Striasyon | Sentralizasyon | Splitting/ring | Fibrozis Cap

3 kaybi formasyonu farkliliklart
1 + + + - - +
2 + + - + + +
3 - + - + + +
4 + + + + + +
5 + - + + + +
6 + + + + + +
7 + + + - + +
8 + + + + + -
9 - + - + + +
10 + - + + + +

Tablo 3: Soleus kasindaki iskemik degisiklikler
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Grup | Nekroz | Striasyon | Sentralizasyon | Splitting/ring | Fibrozis Cap
4 kayb1 formasyonu farkliliklart

1 - - - + + +
2 + + - -
3 + + - - -
4 + + + - -
5 - + - + - -
6 + - + -

7 - - +

8 + - + - -
9 + + - -
10 - + - + +

Tablo 4: Soleus kasindaki iskemik degisiklikler

Akut iskemiye maruz kalan ekstremiteye, reperfiizyon
saglanmasi, oksijen kaynakli serbest radikaller olusturup
reperfiizyon hasarina neden olur. Bu da iskemik periyottan
daha fazla iskelet kas1 nekrozu meydana getirir. Ayni durum
kalp kasi i¢in de gecerlidir. Bazen bu tablo hayati tehdit eden
klinik sendromlara neden olabilir ve yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyreder [2]. Iskemi sirasinda, hiicre biyomem-
bran biitiinliiglinii koruyamamakta, Ca ve fosfolipid A2
salinimma neden olmaktadir. Artan biyomembran hasari,
poliansatiire yag asitlerinin agifa ¢ikmasina ve yag asidi
radikallerinin olusmasina neden olmaktadir. Iskeminin bu aga-
masinda oksijenin yeniden ortama girmesiyle yag asit
radikalleri oksijen ile birleserek lipid peroksidasyon reaksiy-
onuna neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu hem membran
gecirgenligini artirmakta hemde aktive olduklarinda serbest
oksijen radikalleri ve proteolitik enzimler salgilayan lokositler
tizerinde kemotaksis olusturmaktadir. Neticede reperfiizyon
ile, iskemi sirasinda olusan doku hasari daha da artmaktadir.
Histopatolojik incelemede bu hasar, nekroz, striasyon kaybi,
santralizasyon, splitting/ring formasyonu, fibrozis ve ¢ap farki
olarak goriilmektedir, bu parametrelerden birkag tanesi birlikte
ortaya cikabilmekte, ancak sadece bir tanesinin goriilmesi de
anlaml1 kabul edilmektedir [3]. Reperfiizyon hasarini azaltmak
icin bir ¢cok ajan ve yontem kullanilmistir [4-9].

Askorbik asit (C Vitamini) giiglii indirgeyici aktivitesinden
dolayi, giicli bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil
radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. Kar-
nitin ise beta oksidasyonlar1 i¢in uzun zincir yag asitlerinin
mitokondrial matriks igine taginmasini saglar ve reperfiizyon
doneminde glikoz oksidasyonunu artirarak antioksidan etki
gosterir. Bu iki ajanin antioksidan etkisi cesitli ¢alismalarda
aragtirilmustir.

Deneysel ¢aligmalarda akut iskemi oncesinde veya sirasinda
karnitin verilmesinin infarktli ve iskemik miyokard da ATP
diizeylerini artirdig1, hemodinamik parametreleri iyilestirdigi,
ST segment elevasyonu derecesini azalttigi saptanmistir
[10-13]. Bu bulgular akut miyokard infarktiisii (AMI) sirasin-
da karnitin tedavisinin nekroz sahasmm kiigiiltebilecegini
diistindiirmektedir. Nebuzzi ve arkadaslarinin [14] calismasin-
da AMTD'niin ilk 8 saatinde gelen 12 hastaya 5 giin siireyle
40 mg/kg giin dozunda Kkarnitin tedavisi yapilmis, bu
hastalarda kontrol grubuna gére CPK-MB diizeyi anlaml
derecede diisiik bulunmustur.

Iskemi sonrasinda kalbin mekanik fonksiyonunun
diizelmesinin, reperfiizyon doneminde kullanilan enerji kay-
nagi ile iligkili oldugu gosterilmis, enerji metabolizmasinin yag
asitlerinden  glikoz ~ oksidasyonuna  kaydirilmasinin
reperfiizyon doneminde miyokard fonksiyonunun diizelmesine

TGKDCD 2000; 8:1, 520-3

onemli katki sagladig1 saptanmustir [15]. Bu amagla Broderick
ve ark. [16] izole calisgan fare kalbi ile olusturulan
iskemi — reperfiizyon modelinde perfiizyon sivisina 10 mM
konsantrasyonunda eklenen karnitinin kontrol grubuna gore
reperfiizyon doneminde glikoz oksidasyonunu anlamli
derecede arttirdigini gostermislerdir. Bu ¢alismaya dayanarak
AMI gecirenlerde trombolitik tedavi veya acil anjiyoplasti
sirasinda  karnitin tedavisinin, miyokard fonksiyonunu
korumasi, nekroz sahasimi kiigiiltmesi, reperfiizyon
aritmilerinin sikligim azaltmasi beklenebilir.

Bohles ve arkadaslarinin calismasinda, 20 hastaya
aorto-koroner bypass cerrahisi oncesi 2 giin siireyle 1g /giin
dozunda oral karnitin verilmis, operasyondan once 0.5 g’lik
doz 1V uygulanmus, sonugta karnitin verilen hastalarda kontrol
grubuna gore miyokard ATP diizeyinin arttigi ve laktat
diizeyinin azaldig1 gozlenmistir [17]. Buna karsilik Demeyere
ve arkadaslarinin ¢aligmasinda multipl aorta-koroner bypass
yapilan hastalara operasyon oncesi 3 veya 6 g IV karnitin
verildiginde kontrol grubuna gore miyokard ATP ve kreatin
fosfat diizeyleri anlamli farklilik gostermemistir [18].

Sagdic ve arkadaglari, kobaylarin alt extremitelerinde,
Hardy’nin tarif ettigi akut iskemi reperfiizyon modeline uygun
olarak, akut iskemi reperfiizyon hasari olusturmuslar ve
reperfiizyondan hemen once intravenoz uyguladiklari yiiksek
doz (75 mg/kg) sodyum askorbatin reperfiizyon hasarini azalt-
tigin gostermislerdir. [19].

Westhuyzen ve arkadaslari, elektif koroner bypass
operasyonuna maruz kalan 76 hasta iizerinde yaptiklari ¢alis-
ma ile, hastalara operasyondan 12 saat 6nce antioksidan olarak
1 gm askorbik asid verilmesinin, postoperatif donemde
hemodinamiye anlamli bir etkisinin olmadigin1 gosterilmistir
[20].

Bushell ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada, ratlarin alt
extremitesinde 4 saat iskemi ve 1 saat reperfiizyon olusturup,
iskemi ve reperfiizyon siiresi boyunca deneklere yiiksek doz
askorbik asit verilmis, reperfiizyon sonrasi anterior tibial kas-
tan alinan biyopside, reperfiizyon hasarinda anlamli azalma
tespit edilmigtir[21].

Yukaridaki klinik ¢aligmalarin bir kismi, karnitin ve askorbik
asidin, iskemiye maruz kalmig iskelet kas1 veya miyokardda
reperfiizyon hasarini azalti§in1 savunurken, bir kismi da bu
ajanlarin reperfiizyon hasarina olumlu bir etkisinin olmadigini
gostermistir. Bizim ¢aligmamizda ise, sodyum askorbat verilen
grupta istatistiksel olarak anlamsiz, karnitin verilen grupta ise
istatistiksel olarak da anlamli olmak iizere serum fizyolojik
verilen kontrol grubuna goére reperfiizyon hasarinda azalma
goriildii. Karnitin ve sodyum askorbat verilen gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda ise fibrozis ve ¢ap farki acisin-
dan istatistiksel olarak da anlamli olmak iizere, tiim
parametrelerde karnitinin iskemik hasarin azaltilmasinda daha
etkili oldugu gézlemlendi.

Sonug olarak, simdiye kadar yapilmis tiim caligmalar goz
oniine alindiginda, karnitin ve C vitamininin reperfiizyon
hasarina olan etkilerini kesin olarak saptayabilmek i¢in, daha
genis kapsamli yeni caligmalar yapilmasi gerektigini
diistiniiyoruz.
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