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Akcigerin reperfiizyon hasarinda L-carnitine’in koruyucu etkisi
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OzZET

L-carnitine uzun zincirli yad asitlerinin hucre
membranlarindan taginmasinda kolaylagtirici,
hicrede serbest radikal hasarinin gelismesinde
onleyici rolu vardir. Iskemi-reperfiizyon
hasarinda, izole guinea pig kalpleri (zerinde
yapilan calismalar L-carnitine’in iskemi oncesi
dénemde perfuzyon ortaminda bulundugunda
etkili oldugunu ortaya koymustur.

Izole kontrol grubu akcigerleri (n=10) Krebs-
Henseleit solusyonu ile normotermik kosullarda
perfuze edildi. Deney grubunda (n=10) Krebs-
Henseleit solusyonuna 10 mmol dozda L-
Camitine ilave edildi. 20 dakikalik perfuzyonun
ardindan her iki grup akcigerler normotermik
kosullarda iskemiye birakildi. 3 saatlik iskeminin
ardindan 20 dakika sureyle reperfuzyon sagdlandi.
Iskemi ®ncesinde ve reperfizyon sonrasinda

doku ve perfuzat ornekleri alindi. Doku
@rmeklerinde Malondialdehyde (MDA),
Glutathione (GSH) olgcumleri ve elektron
mikroskobik incelemeler yapildi.  Perfuzat

omeklerinde MDA ve GSH 6lgumleri yapildi.

L-carnitine’'in deney grubunda kontrol grubu
lie karsilastirildiginda MDA duzeyini perfuizat ve
doku orneklerinde azalttigi, GSH duzeyini
aruirdigr saptandi. Elektron  mikroskobik
incelemede akcigere spesifik doku yapilarini
korudugu goruldu. Sonug olarak iskemi oncesi
perfuzyon solisyonlarina ilave edilen L-Carnitine
dokuyu iskemi reperfiizyon hasarindan korumak-
tadir.
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ABSTRACT

Prevention of reperfusion induced lung injury
by L-carnitine

L-Carnitine plays an important role in the
transmembrane transport of long chain fatty
ascids for it's oxidation and supresses the
development of free radical damage. An
experimental comparative study isolated guinea
pig lungs has been undertaken to determine the
probable beneficial effects of adding L-Carnitine
to preischemic pulmonary perfusion solutions in
lung ischemia-reperfusion.

The isolated lungs (n=10 in control group)
previously being perfused by oxygenated Krebs-
Henseleit solution were put in normothermic
ischemic conditions. 10 mmol of L-Carnitine was
added into a Krebs-Henseleit solution in the
experimental group (n=10) and after 20 min.,
perfusion was completed and the lungs were
then exposed to normothermic ischemia. After 3
hours of normothermic ischemia, the lungs were
perfused with Krebs-Henseleit solution for 20
minutes. Tissue malondialdehyde (MDA),
glutathione  (GSH) levels and electron
microscopic evaluations were held on before the
ischemic period and also at the end of
reperfusion. MDA and GSH levels of the
perfusate were measured before ischemic period
and at the end of reperfusion.

L-Carnitine administration reduced MDA
levels both in tissues and perfusates. In contrast
to glutathione levels which is increased .

According to our data, the addition of L-
Carnitine to preischemic pulmonary perfusion
solution showed a significant protective effect
regarding both ischemic and reperfusion injury.

Key Words: L-Carnitine, Lung, Ischemia-
reperfusion injury



GiRig

Akciger, pulmoner ve bronkial arteriel
dolagiminin  olmasi ve alveoler bogluktaki
rezidilel oksijen kaynaklarin1 kullanabilmesi
nedeniyle iskemiye dayanikli bir dokudur (1).
Bununla beraber, akciger dokusunun tek tip
yapisi, alveoller iginde kapali hava ve kan
bolgeleri olmas1 diger solid organlara goére in
vitro iskemi-reperfiizyon hasarindan korunmasini
giiglestirir (2).

Akciger transplantasyon cerrahisi konusunda
yapilan gesitli galigmalar, nakledilen dokunun
reperfiizyon donemindeki hasarinda gesitli
mekanizmalarla  olusan  serbest  oksijen
radikallerinin 6nemli rol oynadigini1 gostermistir.
Akciger transplantasyonu’nun klinik bagarisi
dokunun reperfiizyon hasarindan etkili korunma-
sina baghdir (3,4).

L-Carnitine viicutta dogal olarak olugan bir
yapidir ve serbest yag asitlerinin metaboliz-
masinda O6nemli rol oynar. [-oxidasyonun
meydana  geldigi  mitokondrial = matrikse
sitozoldeki aktive olmus uzun zincirli yag agil
ko-enzim A esterlerini tasiyan tek ajandir. L-
Carnitine metabolik yollara toksik bilegiklerin
uzaklastiriimasinda fonksiyon goriir (5).

Hayvanlar iizerindeki laboratuvar galigmalari
ve insanlar iizerindeki klinik ¢aligmalar, L-

carnitine’in  tiim akut ve kronik iskemik
sendromlar iizerinde diizenleyici potansiyeli
oldugunu ortaya koymustur (5).

Bu g¢aliyjmada, L-Carnitine ilave edilmis
iskemi oncesi pulmoner perfiizyon soliisyonu ile
akciger dokusunun reperfiizyon hasarindan
korunmasinda L-Carnitinin koruyucu roliinii
incelemeyi amagladik.

MATERYAL VE METOD

Hayvanlar

Akcigerler, 300-400 gram agirliginda erkek
guinea piglerden elde edildi (n=20). Tiim
hayvanlar, Bilimler Akademisi’nin belirledigi
laboratuvar hayvanlarinda uyulmas: ‘gereken
kurallara uygun olarak Hifzisithha Enstitiisii’nden
temin edildi (Hifzisthha Enstitiisii yaynlari
No.80-23,1978).

Hayvanlar urethane ile uyutuldu ve femoral
venden 200 IU heparin verildi. Trakea’ya agik

trakeostomi  yoluyla 16 numara Kkaniil
yerlestirildikten sonra sternotomi uygulandi. Sag
ventrikill yoluyla pulmoner arter kaniile

edildikten sonra hizli bir gekilde kalp ve
akcigerler hazirlandi.

Perfiizyon teknikleri ve soliisyonlar

Akcigerler Modifiye Langerdorf Perfiizyon
diizenegine asildi. Dokular sabit hizda oda havasi
(% 21 oksijen) ile havalandirilirken, perfiizyon
37 °C’de 10 ml/dk sabit hizda %95 oksijen - %5
karbondioksit karigimi ile havalandirilan Krebs-
Henseleit soliisyonu kullanilarak  baglatildi.
Kullanilan Krebs-Henseleit soliisyonunun yapisi
su sekildedir: NaHCOs: 25 mM, NaCl: 112 mM,
NaH,PO,: 1 mM, KCl: 5 mM, MgCl;: 0.5 mM,
CaCl,: 2.5 mM ve Glukoz 11.5 mM. Krebs-
Henseleit soliisyonu kontrol grubunda pulmoner
perfiizyonda kullanilmigtir (6). Deney grubunda
soliisyona 10 mmol L-Carnitine eklendi (7).

Protokol

Kontrol grubunda (n=10) ve Krebs-Henseleit
soliisyonuna L-Carnitine eklenmis (10 mmol)
¢aliyma grubunda, perfiizyonun 20. dakikasinda
malondealdehyde (MDA) ve glutathione (GSH)
seviyesi bakmak iizere perfiizat ve doku ornekleri
alinmigtir (8,9). Doku 6rnekleri tiim deneklerde
homojeniteyi saglamak amaciyla sol alt lobdan
alinmigtir. 20 dakikalik perfiizyonun tamamlan-
masinin ardindan her iki grup akciger dokulari
iskemi periyodu igin 37°C’de serum fizyolojik
icinde 3 saat siireyle saklandi.

3 saatlik iskeminin ardindan her iki gruba
Krebs-Henseleit ~ soliisyonu  kullanarak 20

dakikalik reperfiizyon uygulandi. Reperfiizyon
déneminin sonunda her iki grupta MDA ve GSH
degerlerini oOlgmek ig¢in doku ve perfiizat
ornekleri alind1 (Resim 1).

Iskemi &ncesi ve reperflizyon sonrasi
donemde alinan doku Ornekleri elektron
mikroskobi i¢in hazirlandi. Doku 6rnekleri

Imm* liik fragmanlar halinde kesildi.

Fragmanlar 40°C’de 24 saat siireyle %2
gluteraldehit + cocodilate soliisyonunda saklandi.
Fiksasyon sonrasinda dokular yikandi ve oda
isisinda 2 saat siireyle %2 0804 ile sekonder
fiksasyona birakildi. Sekonder fiksasyon sonrasi
dokular alkolle muamele edilerek uranyl acetate
ve phosphothungustic asit soliisyonu ile 4 °C’de
2saat siireyle boyandi. Son donemde dokular
araldite kombinasyonuna yerlestirildi. Doku
ornekleri Carl Zeiss 900 elektron' mikroskobu ile
incelendi.

Istatistiksel bilgi analizi

Sonuglar  ortalama  degerleri  alinarak
degerlendirildi (xSEM). Gruplar arasindaki
istatistiksel farklihklar i¢in Mann-Whitney U
testi kullanildi.



Tablo 1. iskemi-reperfiizyon injuride L-carnitine’in etkileri*

Iskemi 6ncesi  Reperfilizyon sonrasi

Doku MDA diizeyi (n.mol/gr)
Kontrol grubu

Caligma grubu

Perfiizat MDA diizeyi (n.mol/mlt)
Kontrol grubu

Caligma grubu

Doku GSH diizeyi (12 mol/gr)
Kontrol grubu

Calisma grubu

Perfiizat GSH diizeyi (n.mol/mlt)
Kontrol grubu

Caligma grubu

83.33+18.76 89.86x11.83
74.03£17.60 64.47£8.02
4.80+0.59 5.1920.51
4.6710.62 3.9240.20
2.11£0.24 2.16£0.14
2.2740.24 2.50+0.16
81.61£17.60 62.39+2.66
82.27+13.12 93.99+10.05

*Ortalama degerler hesaplanmistir

BULGULAR

Her iki grupta reperfiizyon sonu doku MDA
sevivelerinde ve perfliizat MDA seviyelerinde
sstatistiksel farkliliklar anlamli bulundu (p< 0.05,
p<0.01 metindeki siraya gore)(Tablo 1, Sekil 2
ve 3).

Reperfiizyon doénemi sonunda alinan doku
omeklerinde her iki grup GSH seviyelerinde
istatistiksel anlamlilk p<0.05 olarak saptandi.
(Tablo 1, Sekil 4)

Reperfiizyon donemi sonunda alinan perfiizat
dmeklerinde her iki grup GSH seviyelerinde
sstatistiksel anlamlilik p<0.01 olarak saptandi.
{Tablo 1, Sekil 5)

Pulmoner
ventilasyon

Preiskemik donem kontrol grubu ve deney
grubu  dokularinin  elektron  mikroskobik
incelemelerinde alveolokapiller membran ve
hiicresel yapilar normal olarak degerlendirildi.
(Resim 2, 4 metindeki siraya gore)

Reperfiizyon dénemi sonunda alinan kontrol
grubu dokularinin incelemelerinde Tip 1I
pnomosit lamellar depolarinda  bozulmalar
oldugu goriildii. (Resim 3).Reperfiizyon donemi
sonunda alinan deney grubu dokularinin
incelemelerinde Tip 1I pndomosit lamellar
depolarinin ve hiicresel yapilarin normal oldugu
goriildii (Resim 5).

Krebsg - Henseleit ; |
solusyonu ile perflizyon {_ .=’
D :
Perflzat
RS e,
Kontrol grubu ve ¢ahyma grubu
perfiizyon protokolii
20 dakika perfiizyon 20 d akika reperfuzyan
y 3 saat iskami 4
DO, PO DG, PO

Sekil 1. Deney sistemi. DO: Doku érnekleme, PO: Perfiizat rnekleme dénemi
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Isc. dncesi Reeksp. sonrasi

$Sekil 2. Doku MDA seviyeleri (nmol/gr).

1 2

isk. 8ncesi Reperf. sonrasi

Sekil 3. Perfiizat MDA seviyeleri (nmol/mit).

1 2
Isk. 6ncesi Reperf. sonrasi

Sekil 4. Doku GSH seviyeleri (umol/gr).
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isk. 5ncesi Reperf. sonrasi

Sekil 5. Perfizat GSH seviyeleri (nmol/mit).

TARTISMA

Akciger diger organlardan farkh olarak direkt
dis gevre ile iligkilidir ve degisik oksijen
basinglarina ve buna ek olarak toksik ajanlara
maruz kalr. Bu ajanlardan bazilan direkt ve
indrekt yolla hasar olusturur. Havadaki ozon ve
nitrojen dioksit, sigara dumanindaki karbon ve
nitrojenden kaynaklanan serbest radikaller,
hiicrenin  6nemli komponentlerinden olan

membran lipidleri ve proteinleri yikarak direkt
pulmoner hasara yol agarlar (10,11).

L-carnitine’in temel fonksiyonu, mitokondrial
matrikse stoplazmada bulunan uzun zincirli yag
asitlerini tagimaktir. Mitokondrial matrikse
ulagsan uzun zincirli yag asitleri burada -
oksidasyona ugrar. Bu noktadan hareketle
yapilan deneysel galiymalar L-carnitine’in doku
enerji kaybini azalttifini ortaya koymustur.
Ayrica mitokondrial ara yollardan ortaya g¢ikan
serbest radikalleri ortamdan uzaklagtirarak
dokuyu iskemi-reperfiizyon hasarindan korur
(7,12,13).

Diger organlardan farkli olarak L-carnitine’in
akciger metabolizmas1 iizerindeki  etkileri
konusunda bilinenler sinirhidir. L-Carnitine, fotal
akcigerde fosfolipid sentezini ve Dipalmitol
fosfotidil kolin (DPPC) igerigini artirmaktadir
(14). Akcigerde iskemi sirasinda alveoler Tip II
hiicrelerin  metabolizmasint ve dolayisiyla
siirfaktan seviyesini korudugu gdsterilmistir.
Ayrica Tip II hiicrelerin mitokondrial
matrikslerinde, uzun zincirli yag asitlerinin
transferini artirarak DPPC miktarin1 artirdig1
bilinmektedir (15).

Transplant cerrahisinde iskemi donemi ve
ardindan kan akiminin restorasyonu ile olugan
reperfiizyon doneminde ortaya ¢ikan serbest
radikaller hedef molekiillerde oksidasyon (lipid
peroksidasyonu ve protein  oksidasyonu)
olusturmaktadir. Doku, GSH gibi kendi savunma
mekanizmalar: ile bu hasara cevap vermektedir
(11,16,17,18,19).

Sushamakumari ve ark. myokard infarktiisii
olusturduklari hayvanlarda L-Carnitine verilen
grupta lipid peroksidasyonunun azaldigini
gostermislerdir. Bu, mitokondrial matriks iginde
yag asidi artigina, peroksit konsantrasyonunun
diizenlenmesine  ve  glutatyon  peroksidaz
aktivitesinin artmasina baghdir (20).

MDA doku lipid peroksidasyonunun son
iiriiniidiir.  Reperfiizyon sonu doku MDA
diizeyleri karsilagtinldiginda, g¢aligma grubu
orneklerinde kontrol grubu Orneklerine gore
istatistiksel olarak anlamli  bir  azalma
saptanmistir (p<0,05). Perfiizat 6reklerinde de
¢aligma grubu lehine anlamli azalma saptanmigtir
(p<0,01). Lipid peroksi-dasyonundaki bu azalma
akciger dokusunun L-carnitine’ ile korundugunun
gostergesidir.

GSH’nun reaktif oksijen iiriinlerine, serbest
radikallere ve toksik etkilere kars: hiicre savunma
mekanizmasinin bir pargasi oldugu bilinmektedir



Resim 1. Iskemi 6ncesi kontrol grubu. Kalin ok:
Miokondri. Ince ok: Lamellar cisim (Uranyl
Acetate, Lead citrate x 13500)

Resim 2. Iskemi éncesi ¢calisma grubu. Kalin ok:
Mitokondri. Ince ok: Lamellar cisim (Uranyl
Acetate, Lead citrate x 13500)

Resim 3. Reperfuzyon sonrasi kontrol grubu.

®ahn ok: Mitokondri. ince ok: Lamellar cisim
{Uranyl Acetate, Lead citrate x 21000)

{21). L-Carnitine dokuda glutatyon peroksidaz
shktivitesini  artirmakta olup, ¢aligmada alinan
doku ve perfiizat Orneklerinde, calisma grubu
glutatvon  diizeylerinde kontrol grubuna gore
snlamh bir artis bulunmustur (p<0,05, p<0,01,
metin icindeki sirasiyla).

Farkli  raporlar  akcigerin  hipotermik
Losullarda 30 saat siireyle saklanabilecegini
belinmektedir (22). Calismamizda, laboratuva-
pmuzin cevre  kosullart nedeniyle 3 saatlik
pormotermik iskemi modelini kullandik (6).

Resim 4. Reperfizyon sonrasi g¢alisma grubu.
Kalin ok: Mitokondri. ince ok: Lamellar cisim
(Uranyl Acetate, Lead citrate x 21000)

Elektron mikroskobik incelemelerde ¢alisma
grubunda  Tip I pndmositlerin  lamellar
yaptlarinin korundugu goriilmiistiir. Bu bulgu
Klepetko ve ark.’nin ¢alismalariyla uyumluluk
gostermektedir (15).

Elde edilen biyokimyasal ve elektron
mikroskobik  sonuglar iskemi  reperfiizyon
hasarina karst L-Carnitine’nin akciger dokusunu
koruyucu 8zelligini vurgular niteliktedir.
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