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1. GIRIS

1.1. Miyokardiyal iskemi Reperfiizyon Hasar

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada ve oOzellikle gelismis {ilkelerde oliim
nedenlerinin basinda gelmektedir (Dhalla ve ark., 2007). iskemi-reperfiizyon (I/R),
siddetli miyokardiyal iskemisinden kaynaklanan hasari azaltmak ve kan akigini
yeniden saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilan; tromboliz, anjiyoplasti ve
koroner bypass operasyonu gibi prosediirlerle iliskili klinik bir problemdir (Dhalla ve
ark., 2000). Kalpte I/R hasari; iskemik kalp hastaligi, miyokard infarktiisii gibi
patolojik durumlar yaninda anjiyoplasti ve koroner bypass cerrahisi gibi miidahaleler
sirasinda da ortaya cikabilmektedir (Dhalla ve ark., 2000). I/R sonucunda kalpte;
kontraktil disfonksiyon, metabolik anormallikler, subseliiler bozukluklar, apoptoz,
aritmi ve kardiyomiyositlerde geri doniistimsiiz hasar olusmaktadir (Bartekova ve ark.,
2018). Oksidatif stres ve Ca*? overload’u (hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikimi),
iskemi-reperflizyonun hasarinda ortaya ¢ikan s6z konusu bozukluklari agiklamak igin
One siirtilen iki 6nemli mekanizmadir (Dhalla ve ark., 2000). Her iki mekanizmanin da
birbiri ile iliskili oldugu diistiniilmekle birlikte, hangisinin daha 6nce olustugu
konusunda net bir bilgi bulunmamaktadir (Dhalla ve ark., 2000).(Sekil 1.1).

1.1.1. Miyokardiyal iskemi Hasar

Miyokardiyal iskemik hasar, koroner kan akiminin ciddi sekilde bozulmasindan
kaynaklanir (Buja, 2005). Dokuya giden kan akisinin azalmasiyla meydana gelen
oksijen eksikligi ile, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon hizla durur, bunun
sonucunda enerji metabolizmasi i¢in major adenozin trifosfat (ATP) kaynaginda kayip
olusur. ATP iiretiminin telafisi i¢in anaerobik glikolizdeki artis, hiicre i¢i asidoz ve
hiicrede hidrojen ile laktat birikimine yol agar (Buja, 2005). H*, hiicresel pH’1
diisiirerek enzim aktivitesinde bozulmaya neden olur (Wu ve ark., 2018). Hiicre i¢i

artmus H*, Na*/H" degistiriciyi aktive ederek hiicre i¢i Na* artigina yol agar. Asit ve



yetersiz ATP nedeniyle azalmis Na*/K*-ATPaz aktivitesi, hiicre i¢i Na* diizeyini
arttirir. Bunun sonucunda sarkolemmal Na*/Ca*? degistiricisi ters yonde ¢alisarak
intraseliiler Ca*? birikimine sebep olur. Ca*? deki bu artis hiicresel ATP'nin

tiiketilmesini hizlandirir ve iskemik hiicre hasar1 olusturur (Steenbergen ve ark., 1990).

1.1.2. Miyokardiyal Reperfiizyon Hasar1

Reperfiizyon, iskemik miyokardiyum hasarint 6nlemede gerekli olmasina
karsin, yeterli siire icerisinde saglanmazsa paradoksal olarak iskemik hasarin daha da
siddetlenmesine neden olmaktadir (Dorado ve ark., 2012). Akut miyokard iskemisi
sirasinda goriilen hiicre i¢i pH diislisii, reperfiizyon sirasinda laktatin temizlenmesi ve
Na'™-H" degistiricisinin aktivasyonu ile hizla normale dondiiriiliir (Hausenloy ve ark.,
2013). Reperfiizyon sirasinda hizli pH degisiminin mitokondriyal gecirgenlik gegis
gozeneklerinin (mPTP) acilmasina izin vererek, kardiyomiyosit Oliimiine ve
sitotoksisitenin artmasina yol acabilecegi gosterilmistir (pH paradoksu) (Yang, 2018).
pH’1n normale déniisii, Ca*? hiicre igine girisini arttirirken (kalsiyum paradoksu),
oksijen akisi, ksantin oksidaz tarafindan indiiklenen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretimini arttirir (oksijen paradoksu) (Kalogeris ve ark., 2017). Bunun gibi cesitli
mekanizmalar tarafindan iiretilen ROS, hiicrelerde lipit, protein ve DNA yapisinda
degisikliklere yol agarak, hiicre membran permeabilitesini arttirir ve hiicre 6liimiine
neden olur (Kalogeris ve ark., 2017). ROS ayn1 zamanda gerek enflamatuar ve
trombojenik olaylar tetikler, gerekse dogrudan mPTP nin a¢ilmasina yol agar (Logue
ve ark., 2005). Bu durum sitokrom C ve proapoptotik molekiillerin salgilanmasi

sonucu kardiyomiyosit 6liimiine neden olur (Gottlieb, 2003).
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Sekil 1.1. iskemi-reperfiizyon hasarinda meydana gelen major patolojik olaylar
(Kalogeris ve ark., 2017).

1.2. Oksidatif Stres

In vivo olarak fazla ROS iiretimi, viicudun peroksitleri temizleme kapasitesini
azaltarak, oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengeye zarar verir ve bu da
dokuda oksidatif hasara yol acar (Shen ve ark., 2019). Genellikle ROS {iretiminin
artisindan kaynakli olan oksidatif stres, metabolik degisiklikler yaninda fosfolipit ve
protein yapisin1 bozarak lipid peroksidasyonu ve tiyol gruplarinin oksidasyonuna yol
ac1p ¢esitli proteinlerin fonksiyonlarinda ve membran gecirgenliginde degisime neden
olmaktadir (Dhalla ve ark., 2000). Oksidatif stres, sarkolemmal (SL) Ca*? ATPaz
pompasinda ve Na*-K* ATPaz aktivitesini azaltarak hiicreye Ca*? girisini arttirirken
cikisini azaltir ve bunun sonucu hiicre i¢i Ca*? birikimine yol acar (Dixon ve ark.,
1990; Dixon ve ark., 1992). Buna ek olarak oksidatif stres ayn1 zamanda sarkoplazmik

retikulum Ca*2-ATPaz pompasmi da inhibe ederek hiicre iginde daha fazla Ca*



birikimine ve hiicre oliimiine neden olmaktadir (Netticadan ve ark., 1999). Bu
degisimler ayn1 zamanda koroner arter diiz kas hiicrelerinde de gozlenmektedir
(Elmoselhi ve ark., 1994; Grover ve ark., 1995). Oksidatif stres kaynakli bu hasar,
katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi bir¢ok antioksidan tarafindan
azaltilabilmektedir (Dhalla ve ark., 2000). Ote yandan iskemi sirasinda hiicre i¢i Ca*?
diizeyindeki artig, ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza doniisiimiinii saglayarak,
stiperoksit radikallerinin tiretimine yol agmaktadir (Goldhaber ve Weiss, 1992). Bir
ksantin oksidaz inhibitorii olan allopurinoliin kalpte iskemi-reperfiizyon hasarini

onledigi gosterilmistir (Arnold ve ark., 1980).

1.2.1. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Oksidatif Stresin Rolii

Yapilan ¢alismalarda I/R hasarinin en azindan kismen oksidatif stres ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Dhalla ve ark., 2000). Hidrojen peroksit (H202), siiperoksit
radikalleri, hidroksil radikali ve peroksinitrat gibi ROS’larin iskemi sonrasi
reperfiizyon sonucu artti1 gosterilmistir (Slezak ve ark., 1995). Iskemi-reperfiizyon
sonucu kalplerde, kontraktil fonksiyonda azalma, aritmi, gen ekspresyonunda
degisiklik ve adrenerjik aktivite kaybi1 saptanmigtir (Temsah ve ark., 1999). Benzer
sonuglar, cesitli sekilde ROS olusturulmus ortamda perfiize edilen kalplerde de tespit
edilmistir (Shao ve ark., 1995).

Izole edilmis sigan kalplerinde 30 dakika global iskemiyi takiben 60 dakika
reperfiizyonun, sol ventrikiil diyastolik basinci (LVDP), +dP/dt (basing gelisme hiz1)
ve -dP/dt (basing diisiis hiz1) degerlerini azaltip, sol ventrikiiler diyastol sonu basinci
(LVEDP) arttirarak kontraktil fonksiyonlarda degisme neden oldugu gosterilmistir.
Ayrica iskemi-reperfiizyonun, H202, Ca*? i, MDA igeriklerinde artisa yol a¢tig1, SOD
ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerle tedavinin bu degisikliklere karsi
koruyucu oldugu saptanmistir (Temsah ve ark.,1999). (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. iskemi reperfliizyon hasari sonucu kardiyak fonksiyon bozuklugu
gelisiminde rol oynayan kardiyomiyositlerde oksidatif strese bagli hiicre i¢inde
meydana gelen degisiklikler (Bartekova ve ark., 2018).

1.3. Antioksidanlar ve etki mekanizmalari

Miyokardiyal antioksidanlar, hiicre i¢i diizeyde protein, karbohidrat, lipit ve
DNA iizerinde oksidatif hasar1 azaltan ya da geciktiren maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Antioksidanlarin bircok mekanizma ile etki ettigi one stiriilmiistiir;
ROS veya prokiirsorlerinin siipiiriilmesi, ROS {iretiminin inhibe edilmesi, metal
iyonlarina baglanma yoluyla ROS iiretiminin katalizinin zayiflatilmasi, endojen
antioksidan iiretiminin arttirilmasi ve anti-apoptotik gen diizeyini arttirarak apoptotik

hiicre 6liimiiniin azaltilmasi (Dhalla ve ark., 2000).



Antioksidanlar genellikle endojen (viicutta iiretilen) ve eksojen (disardan alinan)
olarak smiflandirilmaktadir (Dhalla ve ark., 2000). Bu konuda SOD, CAT, C ve E
vitaminleri gibi endojen antioksidan enzimler disinda (1,2) N-asetilsistein (NAC), N-
merkaptopropionilglisin, polifenoller (resveratrol, quercetin, epikatesin), kurkumin, ve
dogal bitki ekstaktlar1 gibi antioksidan &zelligi olan bazi eksojen ajanlarin kalpte I/R
hasarimi azalttig1 ifade edilmektedir (Bartekova ve ark., 2018). Kardiyak korumada
antioksidanlarin terapétik etkisi ve yiiksek koruyucu etkisini gosteren klinik ¢aligmalar

mevcuttur (Bagheri ve ark., 2016).

Endojen antioksidanlardan SOD, siiperoksit anyon radikalinin H202’ye
doniigiimiinii katalize eder. SOD, endotel hiicre yiizeyi ve sitoplazmada CuSOD veya
ZnSOD seklinde, mitokondride ise MnSOD formunda bulunmaktadir (Ohta ve
ark.,1994). H>02, glutatyon peroksidaz (GPx) gibi peroksidazlar veya CAT
araciligiyla HoO ve O2’ye dontstiriliir. GPX, bu reaksiyonu indirgenmis glutatyon
(GSH) varliginda gergeklestirerek ayni1 zamanda oksitlenmis glutatyon (GSSG) agiga
c¢ikmasina yol agar. GSSG ise tekrar GSH’ye donmek i¢in nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat-H (NADPH)’a gereksinim duymaktadir. GPx aktivitesi katalazdan
cok daha fazla oldugu i¢in, kalpte H2O> gibi serbest radikallerin siipiiriilmesinde daha
onemli bir rol oynamaktadir (Ohta ve ark.,1994). Ote yandan CAT, peroksizomda
bulunan membrana bagli bir enzim olmasma karsin mitokondriyal matrikste de

aktivite gostermektedir (Steare ve Yellon, 1993).

1.3.1. Antioksidanlarin Iskemi Reperfiizyon Hasarindaki Rolii

Miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasarinda antioksidanlarin yararl etkilerinin
oldugunu konusunda ¢eliskili sonuglar mecvuttur (Nguyen ve Landmark, 1996; Persad
ve ark., 1997; Price ve ark., 1997; Miwa ve ark., 1999; Marchioli, 1999; Tribble,
1999). Cesitli deneysel yontem ve teknikler, kullanilan hayvan tiiriindeki farkliliklar,
farkli 6zelliklerde antioksidanlarin kullanilmasi, I/R siiresi bu celiskili sonuglarin
ortaya c¢ikmasma neden olabilmektedir (Dhalla, 2000). Iskemik kalpte endojen

antioksidanlarin azaldig1 ve bunun I/R siddetine bagh oldugu gosterilmistir (Haramaki



ve ark., 1998). Izole sican kalbinde, askorbat ve glutatyon gibi hidrofilik
antioksidanlarin diizeyinin 40 dakikalik reperfiizyon siiresince azaldigi, oksitlenmis
formlarinin ise arttigi gosterilmistir. Bununla birlikte ubikinol-9 ve vitamin E gibi
lipofilik antioksidanlarin diizeyinin ancak daha siddetli bir I/R hasar1 sonucu azaldig

saptanmistir (Nguyen ve Landmark, 1996; Marchioli, 1999; Tribble, 1999).

CAT ve SOD gibi endojen antioksidanlarin I/R sirasinda miyokardda meydana
gelen hasar1 6nlemede 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (Woo ve ark., 1998).
Benzer sekilde GPx’ in de I/R’de miyokardiyumu korudugu bir¢ok c¢alisma ile
gosterilmistir (Blaustein ve ark.,1989; Werns ve ark., 1992). Selenyum gibi glutatyon
dongiisti i¢in gerekli bir koenzim eksikliginin de si¢an kalplerini oksidatif hasara karsi

daha duyarli hale getirdigi 6ne siiriilmiistiir (Konz ve ark., 1989).

Plazmada yer alan ve yagda ¢oziinen bir antioksidan olan Vitamin E, oksidatif
stresi azaltarak akut iskemide yararli etkiler gosterdigi bilinmektedir (Keaney ve ark.,
1999; Spencer ve ark., 1999). Koroner tikaniklik sebebiyle mortalite goriilen
sicanlarda vitamin E tedavisinin, mortalite oranini kontrol grubuna gore %50 azalttig1

ve aritmik degisiklikleri onemli derecede azalttigi gosterilmistir (Sethi ve ark., 2000).

1.3.1.1. N-Asetil L-Sistein

L-sistein aminoasitin asetilenmis formu olan NAC, GSH prekiirsoriidiir. Klinikte
50 yildan fazla siiredir mukolitik ajan olarak kullanilmakta olup; siilfidril grubu (-SH)
kaynagi olmasindan dolay: kalp hastaliklar1 da dahil olmak {izere, oksidatif stres ve
GSH diisiisii ile karakterize olan gesitli klinik durumlarda NAC ile ilgili ¢alismalar
mevcuttur (Kelly, 1998).

-SH gruplari, ROS’a kars1 savunma i¢in gereklidir (Aruoma ve ark., 1989).
NAC, GSH sentezini stimiile ederek glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesini arttirir,
detoksifikasyonu gii¢lendirir ve ayn1 zamanda dogrudan serbest radikal siipiiriiciidiir

(Vries ve ark., 1993) (Sekil 1.3).



Hiicre membrani

Sistein

Glutamat \

Sistein-Glutamat

/- Glisin

Sekil 1.3. NAC’in mitokondrideki koruyucu mekanizmalari. NAC, hiicre icinde
reaktif oksijen tiirlerini dogrudan temizleyebilir. Hiicre i¢inde NAC deasetilasyonu,
GSH sentezi i¢in sistein liretimi saglar. Sitozolde sentezlenen GSH, GPx araciligiyla
H202’nin H20’ya doniisiimiiniin devamliligini saglamasi acisindan 6nemlidir.
Elektron tasima zinciri tarafindan tretilen reaktif siiperoksit (O°), mitokondride
bulunan MnSOD ile H202’ye doniistiiriiliir. Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte NAC, MnSOD seviyesini arttirmaktadir (Frye ve Berk., 2018).

NAC’in antioksidan o6zelligi ile iligkili olas1 diger mekanizmalar Sekil 1.4°te

gosterilmistir.
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Sekil 1.4. NAC’in biyolojik aktiviteleri i¢in olasi mekanizmalar (kirmizi renk: baslica
mekanizmalar, mavi renk: olast mekanizmalar, siyah renk: fizyolojik kosullar altinda
onemi olmayan mekanizmalar). (Ssmuni ve ark., 2013)

Miyokardiyal iskeminin hiicre i¢i tiyol kaynagi ve proteinlerin -SH gruplarinin
igeriginde 6nemli bir azalmaya yol agtigi bilinmektedir. Bu nedenle, kalpte I/R
kaynakli oksidatif hasar1 azaltma potansiyeline sahip bir kardiyoprotektif ajan olan
NAC ile ilgili ¢ok sayida g¢alisma yapilmistir (Bartekova ve ark., 2018). Bu
calismalarin bircogunda NAC’1n, kalbin mekanik fonksiyonlarinda iyilesme sagladig,
ventrikiiler aritmi insidansini ve I/R’ye bagli miyokard hasarin1 azalttig1 gdsterilmistir
(Qiu ve ark., 1990; Tang ve ark., 1991). Kardiyak I/R sirasinda koroner akisi
korumasinin ve arttirmasinin yani sira, hiicrelerdeki hidroksil (-OH) ve glutatyon
icerigini degistirmesi araciligiyla etki gosterdigi disiiniilmektedir (Tang ve ark.,
1991).

Ayrica NAC’in I/R kaynakli GSSG birikimini ortadan kaldirarak, dokudaki
GSH ve proteinlerdeki -SH igerigini arttirdigi gosterilmistir (Ceconi ve ark., 1988;
Aberola ve ark., 1991)



Mitokondriyal oksidatif fosforilasyondaki I/R kaynakli hasarin NAC ile 6n
tedavi sonucu azaldig: belirtilmistir (Makazan ve ark., 2007). Benzer sekilde NAC
uygulamasinin hemorojik sok modelinde miyokard hasarin1 ve 6demin yani sira

oksidatif stresi azalttig1 rapor edilmistir (Bartekova ve ark., 2018).

Kopeklerde NAC uygulamasinin serbest radikal aracili reperfiizyon hasari
tizerindeki roliinii incelenmek i¢in tasarlanan bir ¢aligmada, sol inen koroner arterin
90 dakika tikanmasindan sonra 4 saat reperfiizyon uygulanmistir. Reperfiizyon
sirasinda 1 saat boyunca 250 mg/kg, 3 saat boyunca idame doz olarak 70 mg/kg NAC
uygulanan kopeklerde LVEDP ve lipit peroksidasyonunun tedavi edilmeyen gruba

gore anlamli olarak diisiik oldugu gézlemlenmistir (Tripathi ve Hedge, 1998)

Sigan modelinde sol ana koroner arter altindaki bir alanin 30 dakika boyunca
ligasyonu ve ardindan 3 saatlik reperfiizyonunu iceren protokol uygulanan bir
calismada, iskemik periyodun ortasinda 50 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda NAC
intravendz (i.v.) olarak enjekte edilmistir. Reperfiizyon sonunda, hiicre 6liimiiniin
belirtecleri ve oksidatif stres belirteci olan malondialdehit (MDA) seviyesini 6lgmek
icin hayvanlardan kan Ornekleri alinmistir. NAC’1n, tek basina veya kombinasyon
halinde, kontrol grubuna kiyasla serum MDA seviyelerini dolayisiyla oksidatif stresi,
enfarktiis alanin1 ve apoptotik aktiviteyi 6nemli Ol¢iide azalttigi gozlemlenmistir

(Sentiirk ve ark., 2014)

Fetal nikotin maruziyetinin kardiyovaskiiler hastalik gelistirme riski iizerinde
yapilan bir ¢caligmada, gebe siganlara gestasyonun 4.giinlinden dogum sonrasi 10. giine
kadar subkutan (s.c.) yolla ozmotik minipompalarla nikotin uygulanmis, gruplarin
birine i¢gme suyu ile NAC verilmis, digerine verilmemistir. 8 aylik yavru siganlarin
izole edilmis kalpleri Langendorff sisteminde perfiize edilmistir. Perinatal nikotin
uygulamasinin iskemi ve reperfiizyonun neden oldugu sol ventrikiil hasarini énemli
Olctlide arttirdig1, sol ventrikiil fonksiyonunun ve koroner akis hizinin iskemi sonrasi
lyilesmesini azalttig1, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini arttirdigi gézlemlenmis olup,
NAC tedavisi uygulanan grupta reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminde nikotin aracili

artig1 inhibe ettigi gdzlemlenmistir. NAC tedavisinin ayni1 zamanda kalpte perinatal
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nikotin kaynakli iskemi artis1 ve reperfiizyon hasarini bloke etmis oldugu belirtilmistir

(Xiao ve ark., 2016)

Streptozosin (STZ) uygulamasi ile diyabet olusturulmus siganlarda 4 hafta oral
gavaj yolu ile uygulanan 1,5 g/kg/giin dozda NAC tedavisinin kardiyak fonksiyonlar
tizerindeki etkisi incelenmistir. NAC tedavisinin, miyokardiyal disfonksiyonu ve
miyokardiyal I/R hasarmi azalttigi, kardiyak hipertrofiyi iyilestirdigi belirtilmistir
(Wating ve ark.,2016).

Diyabetik miyokardiyal I/R hasarinda; 4 hafta boyunca 1,5 mg/kg/giin dozda
NAC uygulanan siganlarda kontrol gruba gore oksidatif stres ve kardiyak parametreler
karsilastirilmistir. NAC uygulamasinin, diyabetik hayvanlarda I/R kaynakl1 oksidatif
stres artisin1 ve kardiyak apoptozdaki artiglari onemli dl¢lide azalttigi goriilmiistiir

(Wang ve ark., 2017)

3 giin boyunca intraperitonal (i.p.) (250 mg/kg/giin dozda) uygulanmigs NAC’in,
sisplatin kaynakli kardiyotoksisiteye olan etkisi incelenen bir ¢aligmada; plazma
kreatin kinaz miyokard izoenzimi (CK-MB), laktat dehidrogenaz (LDH), kardiyak
troponin-1 (cTnl) ve kardiyak miyozin hafif zincir-1 (CMLC-1) gibi kardiyak
parametreler Olciilerek kalp fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda kalp
dokularinda total oksidan kapasite, total antioksidan kapasite, lipit hidroperoksit ve
tiyol seviyeleri Olciilmiis, kalp histopatolojik olarak analiz edilmistir. Sisplatinin,
dokuda total oksidan kapasite ve lipit hidroperoksit seviyelerini arttirirken, total
antioksidan kapasite ve total antioksidan seviyelerini azalttigi tespit edilmistir.
Sisplatin uygulamasindan sonra NAC tedavisinin kalpteki histolojik ve fonksiyonel

degisiklikleri iyilestirdigi gozlenmistir (Gunturk ve ark., 2019).

1.3.1.2. Monoterpenler

Bazi tibbi bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan fitokimyasallar grubundaki

monoterpenlerin, akut miyokard enfarktiis (Han ve ark., 2016), doksorubisin kaynakli
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kardiyotoksisite (Li ve ark., 2016) ve kardiyak yeniden modellenmeye (Zhou ve ark.,

2013) kars1 kardiyoprotektif etki gosterdigi bilinmektedir.

Bir monoterpen olan mirtenol’iin de, gastroprotektif, antinosiseptif, antikanser,
antihiperglisemik, antihipertansif, antiinflamatuar ve antioksidan aktivitelere sahip
oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda I/R hasar1 {izerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada antioksidan rol oynayan mirtenoliin sican kalbinde I/R hasarina karsi

koruma sagladig belirtilmistir. (Britto ve ark., 2018)

Miyokardiyal I/R hasar1 {izerindeki etkileri arastirilan bir monoterpen olan
karvakrol, sicanlara 7 giin boyunca 25, 50 ve 100 mg/kg dozlarda i.p. olarak
uygulanmis ve kardiyak parametreler ile birlikte biyokimyasal dlgiimler yapilmistir.
50 ve 100 mg/kg dozlarinda, I/R grubuna gére MDA diizeylerinde anlaml1 bir azalma,
CAT diizeylerinde ve SOD seviyelerinde anlamli bir artis gdzlemlenmistir.
Karvakroliin ayn1 zamanda iskemi reperflizyon modeli ile karsilastirildiginda
kardiyomiyosit apoptozisinde ve enfarktiis hacminde 6nemli bir diisiise yol actigi

belirtilmistir (Chen ve ark., 2017)

1.3.1.3. d-limonen

Limonen de, insanlar tarafindan agirlikli olarak turunggiller, havug, kahve,
portakal ve hindistan cevizi gibi geleneksel gidalarin bir bileseni olarak tiiketilen
monosiklik bir terpendir (Roberto ve ark., 2009). Limonen (p-menta-1,8-dien)
portakal, mandalina, limon ve greyfurt gibi narenciye meyvelerinden elde edilen yagin
ana maddesidir. Limonen’in aktif formu d-limonendir (Bacanli ve ark., 2017). d-
limonen tat vermek amaciyla yiyeceklere giivenle katilabilecek maddelerin listesinde
bulunmaktadir (Sun, 2007). insan ve hayvanlarda oral yolla verildikten sonra hizla ve
tama yakin bir oranda gastrointestinal sistemden absorbe olmaktadir. In vivo ve in vitro
calismalarda d-limonen’in antikanser, antidiyabetik, antifungal, antiinflamatuvar ve
analjezik ozelliklerinin oldugu belirtilmistir (Roberto ve ark., 2009). Buna ek olarak
son yillarda yapilan bir¢ok arastirma, d-limonenin giiglii antioksidan 6zelliklere sahip

oldugunu ve organizmalari oksidatif hasardan korudugunu gostermistir (Wang ve ark.,
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2018). Bu galismalarda d-limonenin lipit peroksidasyonu azalttigi ve antioksidan
enzim aktivitelerini (SOD, CAT, GPx, GST) arttirdig1 tespit edilmistir (Rehman ve
ark., 2014; Verma ve ark., 2018; Tang ve ark., 2019).

Yiiksek yagl diyetle beslenen ve NG-nitro-L-arginin metil esteri (L-NAME)
tedavisi uygulanan si¢anlarda insiilin direnci ve oksidatif stres kaynakli karaciger
hasarinda limonenin etkileri {izerine yapilan bir ¢aligmada, sigcanlar %2 d-limonen
iceren yemler ile 4 hafta boyunca tedavi edilmistir. Yiiksek yagh diyet ile beslenen L-
NAME uygulanan siganlarda sistolik kan basinci ve kalp atim hizinda (HR) artis,
antioksidan diizeyinde azalma gozlemlenmistir. Meydana gelen metabolik ve patolojik
degisimlerin d-limonen tedavisi alan siganlarda azaldigi rapor edilmistir (Santiago ve
ark., 2012)

D-limonenin STZ kaynakli diyabetik siganlarda lipit peroksidasyonu ve
antioksidan enzimler tizerindeki etkisi lizerine yapilan bir calismada, kontrol ve
diyabetik si¢can gruplarina 45 giin boyunca 100 mg/kg d-limonen ve 600 mcg/kg
glibenklamid intragastrik tiip ile verilmis olup, plazma ve dokulardan TBARS, lipit
hidroksiperoksitler, CAT, GPx, GST, GSH, Vitamin C ve Vitamin E gibi oksidatif
stres ve antioksidan parametreleri 6l¢iilmiistiir. D-limonen tedavisi almis diyabetik
sicanlarda, tedavi almamis diyabetik sicanlara gore lipit peroksidasyon diizeyleri
onemli derecede azaldigi, antioksidan enzim aktivitelerinin arttigi gozlemlenmistir.
Biyokimyasal 6l¢iim sonuglarina gore d-limonenin, STZ-kaynakl diyabetik sicanlarda
antioksidan ozellikler araciligiyla histopatolojik koruma sagladigr belirtilmistir
(Murali ve ark., 2012).

Timokinon ve d-limonenin hipolipidemik ve antioksidan etkilerinin arastirildig
bir caligmada 30 giin boyunca aterojenik diyet uygulanan sicanlar gavaj yoluyla giinde
2 kez 200 mg d-limonen ve 10 mg timokinon ile tedavi edilmistir. Olgiilen
parametreler sonucunda kardiyovaskiiler hastalik riskinin 6nlenmesinde bu

bilesiklerin 6nemli rol oynadig1 belirtilmistir (Shafeeque ve ark., 2013)
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2016 yilinda yapilan bir ¢alismada 30 giin siireyle oral yolla yapilan d-limonen
tedavisinin (50, 100, 200 mg/kg) farelerde olusturulan serebral I/R hasari sonucu
goriilen davranissal, yapisal ve biyokimyasal degisiklikleri doz bagimli olarak anlamli
bir sekilde diizelttigi ve bu etkilerinin onun antioksidan aktivitesiyle iliskili oldugu

saptanmistir (Kaur ve Bansal, 2016).

Oksidatif stres kaynakli katarakt gelisiminde d-limonenin koruyucu etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada, in vitro 125-1800 uM konsantrasyonlarda kullanilan d-
limonenin H,O; ile indiiklenen ROS olusumunu azalttig1 ve boylece hiicre sag kalim

oranini arttirdig belirtilmistir (Bai ve ark., 2016).

STZ kaynakli tip 1 diyabet gelistirilen siganlarda d-limonenin etkilerinin
arastirildigr bir calismada, kontrol ve diyabetik gruplara ayrilmis olan siganlara 50
mg/kg d-limonen oral yol ile uygulanmigtir. D-limonen’in DNA hasari, Glutatyon
rediiktaz (GR) ve MDA seviyelerini 6nemli derecede azalttigi; GSH seviyesini, CAT,
SOD ve GPx enzim aktivitesini anlamli derece arttirdigi, diyabetik sicanlarmn lipid ve

karaciger enzim parametrelerini degistirdigi gozlemlenmistir (Bacanl ve ark., 2017).

Spontan hipertansif si¢anlarda serebral iskemide d-limonenin etkilerini
incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, siganlara i.p. yolla 1 hafta boyunca 20
mg/kg d-limonen uygulanmistir. Iskemi sonrasinda siganlarmin beynindeki vaskiiler
endotelyal biliyiime faktori mRNA ekspresyonu, d-limonen ile 6nemli Olgiide
artmigtir. d-limonen’in ayn1 zamanda, SOD ve CAT aktivitelerini arttirmig, MDA
seviyesini diigiirmils, glutatyon icerigini arttirmis oldugu gdsterilmistir. Serebral
iskemik hasar sonrasinda d-limonenin serebral inflamasyonu inhibe ettigi, vaskiiler
yeniden modellenme ve antioksidan aktiviteleri ile iskemi hasara karsi koruyucu

etkisi oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 2017).

D-limonen’in oksidatif stres, inflamasyon ve gen ekspresyonunu etkileyerek
gastroprotektif etkilerinin arastirildigi bir g¢alismada, gastrik ilser olusumunu
indiiklemek i¢in oral yolla etanol verilen siganlara, oral yolla (%8 tween 80),
karbenoksolon (100 mg/kg) veya limonen (25, 50 veya 100 mg/kg) uygulanmistir.
SOD, GR, GPx ve GSH diizeyleri dlgiilen siganlarda GPx diizeylerini kontrol grubuna
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gore anlamli derece arttirdigi gozlemlenmistir. D-limonenin oksidatif stres ve
inflamatuar cevap gibi lokal mukozal savunma mekanizmalar1 diizenleyerek

gastroprotektif etki gosterdigi belirtilmistir (Souza ve ark., 2019).

D-limonenin, 10, 20 ve 40 mg/kg dozlarinda i.v. olarak uygulanmis si¢anlarda,
antiaritmik ve bradikardik etkileri incelenmistir. Kardiyak parametreler lgiilmiis ve
d-limonenin hipotansiyon ile iliskili kalic1 bradikardi olusturdugu gézlemlenmistir.
Ayni1 zamanda d-limonenin aritmi oranini azalttig1 belirtilmistir. Izole edilmis kalplere
uygulanan 10 M dozundaki d-limonenin HR ve LVDP’de 6nemli diisiislere neden

oldugu rapor edilmistir (Nascimento ve ark., 2019).

2019°da yayimlanan baska bir ¢alismada ise farclerde 24 saat arayla iki kez
izoproterenol (150 mg/kg ip) uygulamasi ile olusturulan miyokard enfarktiis
modelinde isopreterenol’den 30 dakika sonra verilen D-limonenin (10 uM= 1,4
mg/fare, i.p.) kardiyak bozukluklar: diizelttigi, infarkt alan1 azalttigi, oksidatif stresi
Onledigi, kardiyak hasar belirte¢lerinin (LDH ve CK-MB) diizeyini azalttigi ve
apoptozisi baskiladig1 gosterilmistir (Durco ve ark.,2019).

Yapilan arastirmalar, dogal iriinlerin igerigindeki bazi molekiillerin cesitli
kardiyak bozukluklara kars1 yararl etkiler olusturdugunu gostermistir (Shukla ve ark.,
2010). Ek olarak, birkag tibbi bitkinin esansiyel yaginda yaygin olarak bulunan
monoterpenlerin de (Mirtenol, Karvakrol, Paeoniflorin gibi) akut miyokard enfarktiisii
(Chen Y ve ark., 2017) I/R hasar1 (Britto ve ark., 2018) ve doksorubisin’in
kardiyotoksik (Li ve ark. 2016) etkisine karst belirgin bir kardiyoprotektif etki
olusturdugu saptanmistir. Bununla birlikte, antioksidan etkinligi bir¢ok ¢alisma ile
ortaya konmus olan d-limonen ile ilgili kardiyak I/R hasari iizerinde heniiz bir caligma
yapilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda, d-limonenin kardiyak I/R hasar1 iizerinde
onleyici bir etkisinin olup olmadigi hem fonksiyonel hem de oksidatif stres
parametreleri dikkate alinarak arastirilmistir. Onceki deneysel ¢alismalara gore I/R
hasar1 ilizerinde antioksidan Ozelligi gosterilmis olan NAC, bu c¢alismada pozitif

kontrol grubu olacak sekilde kullanilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Malzemeler

-Blood Pressure Transducer (MAY, Commat Ltd., Ankara, TURKIYE)
-Isitmal1 su sirkiilatérii (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)
-Veri Kayit ve Analiz Sistemi (MP100 BiopacSystem Inc, ABD)

-%95 Oksijen, %5 karbondioksit karigimi

-Teraziler (Scaltec, SBA 31, SBA 61, ALMANYA)

-Flow meter (Transonic Systems Inc., New York, USA)

-Vortex (Velp Scientifica, ITALYA)

-Otomatik pipet — ¢esitli hacimlerde (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)
-Pipet uclar1 (Standart)

-pH metre (Mettler Toledo MP220; ISVICRE)

-Plastik ve cam malzemeler (Standart)

-Cerrahi malzemeler (makas ve pensler)

-3/0 ipek iplik (dogsan)

-Polietilen enjektorler (1, 2, 5, 10, 50 ml)

-Pompa (Masterflex Model:77200-12, Cole-Parmer, USA)

-Langendorff sistemi
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2.1.2. Kimyasal maddeler

-d-limonen ((R)-(+)-Limonene)
-N-Asetil-L-sistein

-Krebs Cozeltisi i¢in kullanilan kimyasal maddeler (NaCl, KCI, CaCl2, MgSO4,
KH2PO4, NaHCO3, Glukoz), NAC ve d-limonen ((R)-(+)-Limonene) Sigma’dan
temin edilmistir (Chemical Co, ABD).

-Ketamin (Keta-Control, Doga ilag, %0,1, 25 ml)

-Ksilazin (Xylazinbio, Bioveta, %2, 50 ml)

2.1.3. Biyokimyasal Analizler I¢cin Kullanilan Kitler
-Cayman LDH Cytotoxicity Assay Kit (601170, Cayman Chemical Company,
Michigan USA)

-Rel Assay Total Antioxidant Status Assay Kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,
TURKIYE)

-Rel Assay Total Oxidant Status Assay Kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,
TURKIYE)

-Cayman TBARS Assay Kit (10009055, Cayman Chemical Company, Michigan
USA)

-Pierce BCA Protein Assay Kit (23225, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford USA)

-Cayman Superoxide Dismutase Assay Kit (706002, Cayman Chemical Company,
Michigan USA)

-Cayman Glutathione Assay Kit (703002, Cayman Chemical Company, Michigan
USA)
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-Cayman Glutathione Reductase Assay Kit (703202, Cayman Chemical Company,
Michigan USA)

-Cayman Catalase Assay Kit (707002, Cayman Chemical Company, Michigan USA)

-Cayman Glutathione Peroxidase Assay Kit (703102, Cayman Chemical Company,
Michigan USA)

2.1.4. Deney hayvanlan

Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmus
(Karar N0:2018-8-66 ve 2019-12-118) olan ¢alismamizda erkek Wistar siganlar (250-
300 g) kullanilmistir. Siganlar, tekli kafeslerde 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiiniin
(06.00-18.00 saatleri arasi aydinlik, 18.00-06.00 saatleri arasi karanlik) saglandig
Ankara Universitesi Eczaciik  Fakiiltesi Deney Hayvanlari  Unitesi’nde
barindirilmiglar, ¢esme suyu ve standart laboratuvar diyetiyle ad libitum

beslenmislerdir.

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Deney Gruplar

Caligmamizda deney gruplar1 asagidaki sekilde olusturulmustur.
-Kontrol (K): 7 giin siireyle i.p yol ile serum fizyolojik ¢dzeltisi verilmistir. (n=5)
-N-Asetil-L-Sistein (NAC): 7 giin siireyle i.p. yol ile 200 mg/kg verilmistir. (n=6)
-d-limonen (LIM50): 7 giin siireyle i.p. yol ile 50 mg/kg verilmistir. (n=6)
-d-limonen (LIM100): 7 giin siireyle i.p. yol ile 100 mg/kg verilmistir. (n=6)

-d-limonen (LIM200): 7 giin siireyle i.p. yol ile 200 mg/kg verilmistir. (n=6)
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1.p yolla ilag uygulamasi siganlara maksimum 1 ml hacimde yapilmistir.

2.2.2. Langendorff Kalp Preparatinin Hazirlanmasi

Deney giinii anestezi altindaki (50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin i.m.
yolla) siganlarin gogiis kafesleri agilarak ¢ikarilan kalpler temizlenerek ¢ok kisa siire
icerisinde (1-2 dakika) aortalarindan Langendorff sistemine takilarak sabit basing
altinda (65-70 mmHg) KrebsHenseleit ¢ozeltisi (mM:120 NaCl, 4,8 KCl, 1,25 CaCly,
1,25 MgSOs, 1,2 KH2PO4, 25 NaHCO3 ve 10 glukoz, 37°C, pH:7,4) ile perfiize
edilmeye baslanmistir. Bir basing transdiisirina bagli i¢i suyla dolu lateks balon sol
ventrikiil igine yerlestirilmis ve LVEDP her deney basinda 5-10 mmHg olacak sekilde

ayarlanmugtir.

20 dakika stabilizasyon siiresinden sonra kalpler {izerinde 30 dakika global
iskemi ve arkasindan 40 dakika reperflizyon islemi yapilmistir. 90 dakikalik deney
stiresince HR, koroner akis hizi, LVDP, LVEDP, +dP/dt -dP/dt bilgisayar programi
(MP100 Biopac-System Inc, ABD) kullanilarak kaydedilmistir. LVDP ve HR
degerlerinin ¢arpimiyla hesaplanan hiz basing iiriinii (RPP) kardiyak performansin bir
gostergesi  olarak degerlendirilmistir. Deney sonu kalp dokular1 langendorff
sisteminden alinarak, sivi nitrojen iginde dondurulmus, -80°C’de oksidatif stres ve

antioksidant enzim aktivitelerinin 6l¢limii i¢in saklanmustir.

2.2.3. Biyokimyasal Analizler

2.2.3.1. LDH Ol¢iimii

Izole kalplerde iskemi reperfiizyon hasarinin bir gostergesi olarak LDH &l¢iimii
yapilmistir. Bu amagla iskemi 6ncesi ve reperfiizyonun 40. dakikasinda 1 dakika siire
ile toplanan perfiizatlar, likit nitrojen ile dondurulup -80 derecede Gl¢tim giiniine kadar
saklanmigtir. Perflizattaki LDH diizeyleri, Spektrofotometrede (490 nm’de)
kolorimetrik olarak ol¢iilmistiir (Cayman LDH Cytotoxicity Assay Kit, 601170,
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Cayman Chemical Company, Michigan USA). LDH sonuglari her bir kalp igin, iskemi
oncesi degerleri ile karsilastirilarak reperfiizyon sonundaki yiizde artis olarak

verilmistir.

2.2.3.2. Oksidatif Stres Parametrelerinin Ol¢iimii

Total antioksidan seviyesi (TAS) ve Total oksidan seviyesi (TOS) ticari kitler
kullanilarak ol¢iilmiistiir (Rel Assay Total Antioxidant Status Assay Kit ve Rel Assay
Total Oxidant Status Assay Kit, Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, TURKIYE).
Olgiim icin kalp dokular1 50 mM pH: 7,40 fosfat tamponu ile homojenize edildikten
sonra 3000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen slipernatanlarda daha
sonra protokole uygun sekilde sirayla TAS i¢in 660 nm ve TOS i¢in 530 nm absorbans
altinda kolorimetrik olarak oOlgiim yapilmistir. Sonuglar TOS i¢in pmol H20:
equivalent/L, TAS i¢in mmol Trolox equivalent/L olarak verilmistir. Ayrica TOS/TAS

orani da oksidatif stres belirteci olarak gruplar arasinda degerlendirilmistir.

TBARS (MDA) 6lgiimii igin kullanilan ticare kitte (Cayman TBARS Assay Kit,
10009055, Cayman Chemical Company, Michigan USA) belirtilen sekilde, RIPA
tamponu ile homojenize edilmis kalp dokulari, 1600 x g hizda 4°C de 10 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatantlar ayrilmistir. Elde edilen siipernatanlarda daha sonra
protokole uygun olarak 530 nm’de Kolorimetrik olarak ol¢iim yapilmistir. MDA
miktart nmol/mg protein olarak verilmistir. Doku protein diizeyleri, ticari BCA 6l¢iim
kiti (Pierce BCA Protein Assay Kit, 23225, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
USA) kullanilarak 6l¢iilmiistir.

SOD o6lgtimii i¢in kullanilan ticari kitte (Cayman Superoxide Dismutase Assay
Kit, 706002, Cayman Chemical Company, Michigan USA) kalp dokulari, HEPES
tamponu (pH 7.2; 1 mM EGTA, 220 mM mannitol, 70 mM siikroz igeren) ile
homojenize edildikten sonra 1500 x g 4°C de 5 dakika santrifiij edilmiis; elde edilen
siipernatantlar siipernatanlarda daha sonra protokole uygun olarak 450 nm’de
kolorimetrik olarak ol¢im yapilmistir. Elde edilen sonuglarda SOD miktar1 U/ml

olarak verilmistir.
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Total GSH o6lglimii ticari kit (Cayman Glutathione Assay Kit, 703002, Cayman
Chemical Company, Michigan USA) kullanilarak yapilmistir. Fosfat tamponu (pH 6-
7; 1 mM EDTA igeren) ile homojenize edilen dokular, 10000 x g 4°C de santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatantlara, metafosforik asit ve trietanolamin ¢ozeltileri
kullanilarak deproteinizasyon islemi uygulanmis ve siipernatanlarda daha sonra
protokole uygun olarak 450 nm absorbansta 6lgiim gergeklestirilmistir. “End Point”
yontemine gore hesaplamalar yapilmistir. Sonuglar Total GSH miktar1 (uM) olarak

verilmistir.

Glutatyon rediiktaz miktar1 Olgiimii i¢in kullanilan ticari kit (Cayman
Glutathione Reductase Assay Kit, 703202, Cayman Chemical Company, Michigan
USA) protokoliine uygun olarak, fosfat tamponu (pH 7,5; 50 mM potasyum fosfat ve
ImM EDTA igeren) ile homojenize edilen kalp dokulart 10000 x g 4°C de 15 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatantlar ayrilmistir. Standartlar ve 6rneklerde daha sonra
protokole uygun olarak 340 nm’de dakikada bir defa olmak tizere 5 6l¢tim alinmustir.

Sonuglar, nmol/dakika/ml olarak verilmistir.

Katalaz aktivitesinin 6l¢limii i¢in kullanilan kitte (Cayman Catalase Assay Kit
(707002, Cayman Chemical Company, Michigan USA), fosfat tamponu (pH 7,0; 50
mM potasyum fosfat ve 1 mM EDTA igeren) ile homojenize edilen kalp dokulari,
10000 x g 4°C de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen stipernatantlara gerekli kit
protokolii uygulandiktan sonra 540 nm absorbansta Ol¢iim yapilmistir. Katalaz

aktivitesi nmol/dakika/ml olarak verilmistir.

Glutatyon peroksidaz miktart 6lglimii i¢in kullanilan ticari kit (Cayman
Glutathione Reductase Assay Kit, 703102, Cayman Chemical Company, Michigan
USA) protokoliine uygun olarak, fosfat tamponu (pH 7,5; 50 mM Tris-HCI, 5mM
EDTA ve 1 mM DTT igeren) ile homojenize edilen kalp dokular1 10000 x g 4°C de 15
dakika santrifiij edilmis ve slipernatantlar ayrilmistir. Ancak 6rnekler tizerinde gerekli

protokol uygulanmis olmasina karsin reaksiyon olusmamis ve dlgiim alinamamustir.
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2.3. istatistiksel analiz

Calismada elde edilen tiim veriler, Ortalama+Standart Hata olarak gosterilmistir.
Grafikler ve istatistiksel analizler Graphpad Prism 5 programi kullanilarak yapilmastir.
Gruplar arasindaki istatistiksel farklilik i¢in; parametrik degerlerde tek yonlit ANOVA
(One Way), parametrik olmayan degerler igin ise Kruskal-Wallis uygulanmistir.
Istatistiksel farklilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Iskemi Reperfiizyon Sonucu Kalp Fonksiyonundaki Degisiklikler

Bozulmus kasilma fonksiyonu, kalpte I/R hasarmin en belirgin dzelligidir. Sekil
3.1A-E kontrol ve tedavi edilmis gruplarin spontan atim yapan kalplerinde 90 dakika
boyunca alinmis orjinal LVDP kayitlarin1 gostermektedir. Goriildiigii gibi iskeminin
baslamasindan sonra LVDP’ler sifirlanmis ve reperfiizyonla birlikte kismen bir artis
gdstermistir. Iskemi dncesi ile karsilastirildiginda kontrol kalplerin LVDP degerinde

reperfiizyon sonrasi yaklasik olarak %50 azalma saptanmuistir.
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Sekil 3.1. LVDP’deki degisimleri gosteren orjinal kayitlar. Kontrol grup (A), 200
mg/kg NAC tedavili grup (B), 50 mg/kg d-limonen tedavili grup (C), 100 mg/kg d-
limonen tedavili grup (D), 200 mg/kg d-limonen tedavili grup (E).
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Calismamizda ilk olarak 7 giin siireyle farkli dozlarda uygulanan d-limonen
tedavisinin I/R sonucu kalbin kasilma fonksiyonunda olusan azalmayi &nleyip
onlemedigi incelenmistir. Ancak kullanilan dozlarin hig¢biriyle LVDP diizeyleri
tizerinde anlamli bir diizelme saglanamamustir. Benzer sonuglar, izole kalpte zamana
bagli olarak elde edilen diger veriler iizerinde de goriilmiistiir. Calismamizda
antioksidan 6zelligi bilinen NAC ile 7 giin siireyle yapilan tedavinin izole kalpteki I/R
hasari tizerine etkisi de incelenmistir. Ne var ki, beklentinin aksine NAC tedavisinin
I/R hasari iizerinde anlamli bir degisiklige neden olmadig: saptanmistir (Sekil 3.2.A-
B ve Sekil 3.3.A-C).
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Bu kayitlardan elde edilen iskemi oncesi ve reperfiizyon sonu verilerin ylizde
degisimlerinde de anlamli bir farklilik gériilmemistir (Sekil.3.4 A-F).
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Sekil 3.4. Iskemi ve reperfiizyon siireclerinin sonunda elde edilen degerlerin yiizde
degisim grafigi. Yiizde degisim, reperfiizyon sonunda (90. dakika) dlgiilen degerin,
iskemi Oncesinde (20. dakika) 6l¢iilen degere gore yiizde degisimini ifade etmektedir.
(A) LVDP (% degisim), (B) HR (% degisim), (C) RPP (% degisim), (D) +dp/dt (%
degisim), (E), -dp/dt (% degisim), (F) Koroner akis hiz1 (% degisim).
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3.2. Iskemi Reperfiizyon Sonucu Kalp Dokular1 Uzerindeki Biyokimyasal
Degisiklikler

Calismamizda kalp hasarmin bir gostergesi olarak iskemi Oncesi ve
reperfiizyon sonunda toplanan perfiizatlarda LDH diizeyi 6l¢iilmiistiir. Iskemi &ncesi
ve reperflizyon sonrasi veriler karsilastirildiginda tedavi yapilmamis kontrol kalplerde
reperfiizyon sonunda, iskemi oncesine gore LDH diizeyinde ortalama yiizde 28,6 artis
bulunmustur. D-limonen ve NAC tedavisi yapilmis si¢anlarin izole kalplerinde de

kontrol gruba gore anlamli bir farklilik tespit edilememistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. izole kalplerde iskemi oncesi ve reperfiizyon sonunda toplanan
perflizatlarda Olgililen reperfiizyon sonundaki LDH miktarinin iskemi Oncesindeki
LDH miktarina gore yiizde artis1 (Sonuglar Ortalama+Standart Hata olarak verilmistir,
n=5-6)

K NAC LiM50 LiM100 LiM200

LDH (% degisim) 28,6+8,0 30,7+£8,9 22,4+8,0 19,5+6,6 20,6+6,0

Kalpte I/R hasarinda oksidatif stresin &nemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
calismamizda oksidatif stres belirtecleri ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri de
ol¢iilmiistiir. Incelenen tiim gruplarda izole kalpte I/R sonucu elde edilen fonksiyonel
degisikliklere ve LDH diizeylerine benzer sekilde oksidatif stres parametrelerinde de

anlamli bir degisiklik olmamistir (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2. izole kalp dokularinda &lgiilen total antioksidan ve oksidan seviyeleri
(TAS ve TOS) ile TOS/TAS oram1 (Sonuglar Ortalama+Standart Hata olarak
verilmistir, n=5-6)

K NAC LiM50 LiM100 LiM200
TAS (mmol Trolox = 0,52+0,1 0,41+0,06 0,49+0,03 0,39+0,06 0,47+0,03
equivalent/L)
TOS (umol H202 17,4+0,7 16,1+1,2 19,4+1,5 18,6+1,2 17,3+1,1
equivalent/L)
TOSI/TAS 39,1+7,2 42,6+6,2 39,2+1,9 52,1+10,0 37,5+£3,1
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Cizelge 3.3. Izole kalp dokularmda odlgiilen diger oksidatif stres parametreleri
(Sonuglar Ortalama+Standart Hata olarak verilmistir, n=5-6)

K NAC LiM50 LiM100 LiM200
TBARS (MDA) 2,1+0,3 2,9+0,7 3,0+0,6 3,8+0,7 3,3+0,6
(nmol/mg
protein)
SOD (U/ml) 1,6+0,1 1,8+0,1 1,7+0,2 1,7+0,1 1,640,2
Total GSH (uM) 1,30,3 1,3+0,4 1,4+0,5 1,7+0,6 1,440,2
GR 47,1£7,5 35473 44 8+4.8 39,8+5 38+5,2
(nmol/dakika/ml)
CAT 154,548,1 138,3+8,1 144+1,5 149,8+4,3 136,7£2,9

(nmol/dakika/ml)
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4. TARTISMA

Bu calismada 7 giin siireyle ti¢ farkli dozda (50, 100 ve 200 mg/kg, ip) in vivo
d-limonen tedavisinin izole perfiize sigan kalbinde I/R hasar1 sonucu goriilen
fonksiyonel bozukluklar ve oksidatif stres {izerindeki etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Calismamizda ayni zamanda antioksidan Ozelligi bilinen NAC de
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Elde ettigimiz sonuglar, kontrol sican kalplerinde
I/R hasar1 sonucu olusan fonksiyonel bozukluklar ve oksidatif stres iizerinde gerek d-
limonen gerekse NAC tedavilerinin herhangi bir yararli etkiye sahip olmadigini

gostermistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada ve ozellikle gelismis iilkelerde 6liim
nedenlerinin basinda gelmektedir (Dhalla ve ark., 2007). Kalpte I/R hasari; iskemik
kalp hastalig1, miyokard infarktiisii gibi patolojik durumlar yaninda anjiyoplasti ve
koroner bypass cerrahisi gibi miidahaleler sirasinda da goriilebilen klinik bir
problemdir (Dhalla ve ark., 2000). Aterosikleroz, trombozis ya da koroner arter spazmi
nedeniyle kalp dokusuna yeterli diizeyde oksijenli kanin saglanamamasi kalpte
iskemiye neden olmaktadir. Bu nedenle iskemik kalbin ¢ok kisa siirede reperfiizyonu
kalp hasarini onlemek acisindan gereklidir. Ancak reperfiizyonun kisa siire iginde
olugsmamas: tekrar oksijenli kan saglanmis olmasina karsin, paradoksal olarak kalpte
I/R hasarina yol agmaktadir (Dorado ve ark., 2012). Bunun sonucu kalpte fonksiyonel
(kasilma ve gevseme giiciiniin azalmasi, aritmi), metabolik (oksidatif fosforilasyonun
azalmasi) ve yapisal (apoptozis, nekroz) degisiklikler olusmaktadir (Temsah ve
ark.,1999). Yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalarda I/R hasari sirasinda kalpte goriilen sdz
konusu bozukluklarin hiicreigi asir1 Ca*? birikimi ve oksidatif stres ile iliskili oldugu

acikca gosterilmistir (Dhalla ve ark., 2000).

Oksidatif stres, I/R sirasinda birkag yolla kalpte hasar olusturabilmektedir. I/R
sirasinda oksidatif stresin olusmasi endojen antioksidanlar (SOD, CAT, GPx, GSH, E
vit.) ve oksidanlar (ROS) arasindaki dengenin bozulmasiyla iliskilidir (Shen ve ark.,

2019). Reperfiizyon sirasinda kardiyomyosit mitokondrisi ve ksantinoksidaz
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araciligryla olusan serbest oksijen radikalleri (siiperoksit anyonu, H202, hidroksil
radikali, peroksinitrit vb.) lipid peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna ve DNA
oksidasyonuna neden olmaktadir. Bunun sonucunda hiicre membran permeabilitesi ve
akigkanlig1 degisir ve gesitli proteinlerde fonksiyonel bozukluklar meydana
gelmektedir (Kalogeris ve ark., 2017). Bu nedenle I/R sonucu olusan oksidatif stresin
onlenmesi ya da en azindan azaltilmasi I/R sonras: kalbin normal fonksiyonunu
siirdiirmesi agisindan potansiyel bir yarar saglayabilir. Gerg¢ekten siiperoksit dismutaz
ve katalaz gibi antioksidan enzimler disinda (1,2) N-asetilsistein, N-
merkaptopropionilglisin, polifenoller (resveratrol, kuersetin, epikatesin) , C ve E
vitaminleri, kurkumin, ve dogal bitki ekstaktlar1 gibi antioksidan 6zelligi olan bazi
eksojen ajanlarin kalpte I/R hasarini azalttigini ya da dnledigini gdsteren umut verici

deneysel ¢aligmalar bulunmaktadir (Bartekova ve ark., 2018).

Yapilan arastirmalar, dogal iriinlerin igerigindeki bazi molekiillerin ¢esitli
kardiyak bozukluklara kars1 yararli etkiler olusturdugunu gostermistir (Shukla ve ark
2010). Bir ka¢ tibbi bitkinin esansiyel yaginda yaygin olarak bulunan bazi
monoterpenlerin (Mirtenol, Karvakrol, Paeoniflorin gibi) akut myokard enfarktiisii
(Chen Y ve ark., 2017) I/R hasar1 (Britto ve ark., 2018) ve doksorubisin’in
kardiyotoksik (Li ve ark., 2016) etkisine karsi belirgin bir kardiyoprotektif etki

olusturdugu gosterilmistir.

Chenve ark (2017), 7 giin siireyle li¢ farkli dozda karvakrol (25, 50 ve 100 mg/kg
ip) tedavisinin siganlarda in vivo I/R hasarna bagli ortaya ¢ikan yapisal, fonksiyonel
ve biyokimyasal degisiklikleri lizerindeki etkisini arastirmislardir. Arastiricilar 50 ve
100 mg/kg karvakrol uygulamasinin anti-oksidatif ve anti-apoptotik etki sonucu infark
alani azalttigini, SOD ve katalaz aktivitesini arttirirken MDA diizeyini diislirdiigii

tespit etmislerdir.

Moreira de Britto ve ark (2018) 7 giin siireyle mirtenol ile (50 mg/kg oral) tedavi
ettikleri siganlarm kalplerinde ex-vivo I/R hasarmin sonuglarmi inceledikleri
caligmalarinda s6z konusu monoterpenin I/R sonrasi kalbin kasilma yanitlari

diizelttigini, aritmi olusumunu ve infart alanin1 azalttigin1 saptamiglardir. Calismada

32



ayrica mirtenol tedavisinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak oksidatif

stresi tamamen Onledigi ve pro-apoptotik yolagi inhibe ettigi rapor edilmistir.

Limonen (p-menta-1,8-dien) portakal, mandalina, limon ve greyfurt gibi
narenciye meyvelerinden elde edilen yagin ana maddesidir. Limonen’in aktif formu d-
limonendir (Bacanli ve ark., 2017). d-limonen tat vermek amaciyla yiyeceklere
giivenle katilabilecek maddelerin listesinde bulunmaktadir (Sun, 2007). ). Insan ve
hayvanlarda oral yolla verildikten sonra hizla ve tama yakin bir oranda gastrointestinal
sistemden absorbe olmaktadir. In vivo ve in vitro calismalarda d-limonen’in
antikanser, antidiyabetik, antifungal, antiinflamatuvar ve analjezik o0zelliklerinin
oldugu belirtilmistir (Roberto ve ark., 2009). Buna ek olarak ¢ok sayidaki arastirmada
d-limonenin giiglii antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Wang ve ark.,
2018). Bu g¢aligmalarda d-limonenin lipit peroksidasyonu azalttigi ve antioksidan
enzim aktivitelerini (SOD, CAT, GPx, GST) arttirdig1 tespit edilmistir (Rehman ve
ark., 2014; Verma ve ark., 2018; Tang ve ark., 2019).

2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada 30 giin siireyle oral yolla yapilan d-limonen
tedavisinin (50, 100, 200 mg/kg) farelerde olusturulan serebral I/R hasar1 sonucu
goriilen davranissal, yapisal ve biyokimyasal degisiklikleri doz bagimli olarak anlamli
bir sekilde diizelttigi ve bu etkilerinin onun antioksidan aktivitesiyle iliskili oldugu

saptanmigstir (Kaur ve Bansal, 2016).

2019°da yayimlanan bagka bir ¢alismada ise farelerde 24 saat arayla iki kez
izoproterenol (150 mg/kg ip) uygulamasi ile olusturulan miyokard enfarktiis
modelinde isopreterenol’den 30 dakika sonra verilen D-limonenin (10 uM= 1,4
mg/fare, i.p.) kardiyak bozukluklart diizelttigi, infarkt alan1 azalttigi, oksidatif stresi
onledigi, kardiyak hasar belirteclerinin (LDH ve CK-MB) diizeyini azalttigi ve
apoptozisi baskiladig1 gdsterilmistir (Durco ve ark.,2019).

Calismamizda kullanilan d-limonen dozlari, siganlarda intraperitonal LD50

degerinin (4,5 g/kg) (Kim ve ark., 2013) ¢ok altinda olup, onceki g¢aligmalarda
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kullanilan d-limonen ve monoterpen dozlarina gore uygulama yoluna bagli olarak
secilmigtir. Yukarda belirtilen 6nceki calismalarin aksine arastirmamizda 3 farkli
dozda 7 giin siireyle yapilan d-limonen tedavisi izole perfiize sican kalbinde I/R sonucu
olusan hasar1 6nlemede etkili bulunamamistir. Elde edilen bu sonuglardaki farklililarin
nedenleri su sekilde agiklanabilir: d-limonen ve diger monoterpenler (karvakrol) ile
yapilan onceki ¢aligmalarda elde edilen olumlu sonuglar, in vivo miyokard enfarktiisii
ve I/R hasar1 olusturulmus deney hayvanlarinda gosterilmistir (Kaur ve Bansal, 2016;
Chen ve ark., 2017; Durco ve ark.,2019). Bizim ¢alismamizda ise, 7 giinliik tedavi
sonrasinda I/R hasari in vitro izole sigan kalplerinde olusturulmustur. Arastirmamizda
d-limonen tedavisinin etkisiz olmasi, tedavi siiresiyle de iliskilendirilebilir. Ancak
yayimlanmis ¢alismalarda tedavi siiresiyle iligkili olmaksizin in vivo d-limonen
uygulamasinin saglikli hayvanlardaki antioksidan enzim aktivitelerini ve MDA
diizeyleri tizerinde anlamli bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir (Murali ve ark.,
2012; Rehman ve ark.,2014; Bacanli ve ark., 2017; Durc¢o ve ark.,2019; Amini ve ark.,
2020). Bu nedenle ¢alismamizda olglilmemis olmakla birlikte 7 giinliik d-limonen
tedavisi kalp dokusunda oksidatif stres belirtecleri ve antioksidan enzim aktiviteleri

tizerinde anlaml1 bir degisiklik yapmamis olabilir.

Kullanilan yontem agisindan benzerlik gdsteren yayimlanmis bir ¢calismada ise 7
giin siireyle oral yolla mirtenol (50 mg/kg) tedavisinin izole kalplerde I/R hasarini ve
oksidatif stresi onledigi gosterilmistir. Ancak s6z konusu ¢aligmada kontrol si¢anlarin
bazal LVDP degerlerinin tedavili sicanlara gore daha yiiksek olmasi iskemi sonrasinda
reperflizyon hasarinin farkli siddette olmasina yol acarak yapilan tedavinin etkili

goriinmesine neden olmus olabilir (Britto ve ark., 2018).

Calismamizda I/R hasar1 ve oksidatif stres {izerine antioksidan 6zelligi bilinen
NAC’in etkili olup olmadigi arsatirilmistir. Britto ve ark., (2018) ¢alismalarinda ¢ok
yiiksek dozla (1,2 g/kg) yaptiklar1 NAC tedavisisinin /R hasarini ve oksidatif stresi
azaltmada etkili oldugunu gostermislerdir.  Bu nedenle arastirmamizin 6n
caligmalarinda NAC’in yiiksek dozlari (500 mg/kg/giin-1,2 g/kg/gilin, oral)
kullanilmistir. Ancak tedavi sirasinda deney hayvanlarinda mide, ince ve kalin

barsaklarinda olusan genislemeyle birlikte belirgin konstipasyon ve oliim tablosu
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goriildiigl icin, calismamizda NAC dozu 6nceki ¢aligmalar dikkate alinarak 200
mg/giin olarak belirlenmistir. Bununla birlikte beklentimizin aksine NAC tedavisinin
de I/R hasarmi onlemede etkili olmadigi bulunmustur. Bunun nedeni, patoloji
olusturmaksizin saglikli hayvanlara yapilan NAC tedavisinin mevcut antioksidan
kapasite iizerine ilave bir etki yapmamasiyla iliskili olabilir. Ote yandan, NAC 1 I/R
hasar1 tizerindeki koruyucu etkisi konusunda g¢eliskili sonuglar oldugu da ifade

edilmektedir (Bartekova ve ark., 2018).
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5. SONUC VE ONERILER

Oksidatif stres, I/R hasarinda ortaya ¢ikan bozukluklar1 agiklamak igin &ne
stiriilen iki 6nemli mekanizmadan biridir. Hiicre i¢i diizeyde protein, karbohidrat, lipit
ve DNA {iizerinde oksidatif hasar1 azaltan ya da geciktiren maddeler olarak tanimlanan

miyokardiyal antioksidanlar birgok mekanizma ile etki gostermektedirler.

Dogal fiiriinlerin igerigindeki bazi molekiillerin (monoterpenler gibi) cesitli
patolojik etkenlere kars1 kardiyoprotektif etki gosterdigi saptanmistir. Limonen de,
insanlar tarafindan agirlikli olarak turuncgiller, havug, kahve, portakal ve hindistan

cevizi gibi geleneksel gidalarin bir bileseni olarak tiiketilen monosiklik bir terpendir.

Bu calismanin sonugclari in vivo d-limonen tedavisinin in vitro I/R hasarin
onlemede etkisiz oldugunu gostermistir. Bu nedenle d-limonen etkisinin in vivo I/R

hasar1 olusturulan kalplerde tekrar arastirilmasi bir 6neri olarak diisiiniilebilir.
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OZET

izole Sican Kalbinde Olusturulan Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Uzerinde d-Limonen’in
Etkileri

Oksidatif stres kalpte iskemi-reperfiizyon hasarinin en énemli nedenleri arasindadir.
Antioksidanlar oksidatif stresi Onleyerek ya da azaltarak kalp iizerinde koruyucu etki
gosterebilmektedirler. Ozellikle son yillarda monoterpenlerin antioksidan 6zellikleriyle kalp
tizerinde koruyucu etkileri oldugunu gosteren bir¢ok calisma yapilmustir. Bu ¢alismada bir
monoterpen olan d-limonenin iskemi reperfiizyon hasari iizerindeki etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bes gruba ayrilan siganlara, serum fizyolojik ¢ozeltisi (kontrol grup), 50, 100,
200 mg/kg d-limonen ve 200 mg/kg NAC tedavisi yedi giin boyunca i.p. olarak uygulanmustir.
Tedavi siirecinden sonra langendorff sisteminde perfiize edilen kalplere 20 dakika
stabilizasyon siirecinin ardindan 30 dakika iskemi ve 40 dakika reperfiizyon protokolii
uygulanmustir. Iskemi dncesi veya reperfiizyon sonunda kalplerin fonksiyonlarinda herhangi
bir degisim gozlenmemistir. Ayrica iskemi Oncesi ve reperfiizyon sonu toplanan
perfiizatlardan LDH o6l¢iimii yapilmis, reperfiizyon sonu LDH miktarinin, iskemi 6ncesi LDH
miktarina gore degisimi kardiyak hasarin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. Buna ek
olarak TAS, TOS, TBARS, SOD, GSH, GR ve CAT gibi oksidatif stres parametreleri de kit
yardimiyla Slciilmiistiir. Biyokimyasal parametrelerde de fonksiyonel verilere benzer olarak
gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir. Bu sonuglar, patoloji
olusturmaksizin saglikli hayvanlara yapilan 7 giin siireli d-limonen tedavisinin (50, 100, 200
mg/kg/giin), in vitro sartlarda olusturulan I/R hasarina kars1 koruyucu etkinliginin olmadigini
ve mevcut antioksidan kapasite lizerine ilave bir etki yapmadigini diigiindiirmektedir.

Anahtar sézciikler: D-limonen, Iskemi-Reperfiizyon Hasar1, Oksidatif Stres.
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SUMMARY

Effects of d-limonene on ischemia-repefusion injury in isolated rat heart

Oxidative stress is one of the most important causes of cardiac ischemia-reperfusion
injury. Antioxidants have cardioprotective effects by preventing or reducing oxidative stress.
Recently, many studies have shown that monoterpenes have cardioprotective effects with
antioxidant properties. The aim of this study was to investigate the effect of d-limonene, a
monoterpene, on ischemia reperfusion injury. Male Wistar rats divided into five groups were
treated with saline solution (control group), 50, 100, 200 mg / kg d-limonene and 200 mg / kg
NAC treatment for seven days. After the treatment period, perfused hearts in the langendorff
system were applied for 20 minutes of stabilization followed by 30 minutes of ischemia and
40 minutes of reperfusion protocol. There was no significant difference between the groups
on cardiac functions before ischemia or after reperfusion. Furthermore, LDH level was
measured from perfusates collected before ischemia and after reperfusion period. The variance
of LDH level measured at the end of reperfusion according to the LDH level before ischemia
was evaluated as a cardiac damage marker. In addition, oxidative stress parameters such as
TAS, TOS, TBARS, SOD, GSH, GR and CAT were measured through the commercial kit.
There was no significant difference in biochemical parameters between the groups similarly
to functional data. These results suggest that d-limonene treatment (50, 100, 200 mg/kg/day)
for seven days to healthy animals without pathology does not have a protective effect against
I/R damage in vitro and does not have an additional effect on existing antioxidant capacity.

Keywords: D-limonene, Ischemia-reperfusion Injury, Oxidative Stress.
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OZGECMIS
I- Bireysel Bilgiler
Adi Damla Gizem
Soyadi  SABUR
Dogum  ANTAKYA, 01/07/1991
yeri ve
tarihi
Uyrugu T.C.

Medeni  Bekar
durumu

Iletisim  Mustafa Kemal Mah 2147.Sok No:3 06510 Cankaya/Ankara 0312 409 81 50
adresi ve
telefon

11- Egitimi
2010/2016 Lisans, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
2005/2009 Aydinlikevler Anadolu Lisesi
1997/2004 Aydinlikevler Ilkdgretim Okulu
Yabanci dili: Ingilizce
I11- Mesleki Deneyimi:

Tirk Eczacilar1 Birligi — Yazilim Gelistirme Uzman Yardimcist (12/2016-
Devam)
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