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1. GIRIS VE AMAC

iskemik kalp hastaligi, en énemli morbidite ve mortalite nedenlerinden
biri olarak gtincelligini korumaktadir. Gelismis Ulkelerde her yil meydana gelen
6limlerin  yaklasik vyanisi  kalp-damar sistemi ile ilgili sorunlardan
kaynaklanmaktadir’. En sik gériilen sekli, aterosklerotik plaklara ve vazospazma
bagli olarak miyokardi besleyen koroner kan akiminin klinik ve patolojik belirti
verecek kadar azalmis oldugu, “koroner aterosklerotik kalp hastalidi” denilen
durumdur?. Iskemi-reperfiizyon (i/R) hasari; miyokard infarktiisii, serebral
iskemi, inme, hemorajik sok ve organ transplantasyonu gibi cerrahi girisimler ve

trombolitik tedaviye bagli olusan patofizyolojinin temelidir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarda hipoksi ve iskeminin 6zel bir yeri vardir®.
Miyokardiyal iskemide dokuya giden kan akiminin ani azalmasi nedeniyle bdlgeye
substratlarin gelmesi ve olusan metabolitlerin temizlenmesinin aksamasi,
oksidatif metabolit yolaklarin inhibe olmasi sonucu miyokardiyal fonksiyon kaybi
ve hicre olimine (nekroz) neden olan bir dizi olaylar zinciri baslamis olur.
iskemi terimi, besleyici Griinlerin azhd ve metabolik artiklarin temizlenmemesi

kavramlarini gésterse de oksijen (O,) yetmezligi temel kriter faktorddir.

Iskemi sonrasi reperfiizyon sirasinda olusan siiperoksit radikalleri (O5")
kalpte doku hasarinin 6nemli etmenlerindendir. Herhangi bir nedenle olusan
miyokardiyal hipoksi ve/veya iskemi sirasinda ortaya cgikan serbest radikaller,
sitokinler ve nitrik oksit (NO) iskeminin erken evresinde, nétrofil ve monositlerin
intimay! infiltre ederek endotel hicrelerinde hasara neden olmasi sonucu ortaya
gikar ve lipid peroksidasyonunu indiklerler®. Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya

¢tkan malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon urlnleri de miyokardiyal



hasarda rol oynar. MDA ve karbonil gruplari olarak oksidan olaylarin artisi,
antioksidanlarin azalmasi reperflizyonda belirgin olarak meydana gelen

biyokimyasal olaylardir®.

Endotel doku pek gok enzimatik aktivite, immun fonksiyonlar ve vazoaktif
maddelerin salinimi olaylarinin yaratildigt bir yapidir ve fizyopatolojik
arastirmalarda 6nemi artmaktadir. NO endotelden salgilanan vazodilatator etkili
bir molekildir ve U¢ farkh nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) tarafindan
sentezlenmektedir. NOS enziminin farmakolojik ajanlarla inhibisyonu, I/R’u
takiben miyokardiyal fonksiyonlari dizeltmektedir®. Endotelial NOS (eNOS)
fizyolojik kosullarda vaskuler tonisin reglilasyonundan sorumlu izoformdur.
eNOS I/R hasari sirasinda yararl gériinmektedir’. i/R sonrasi eNOS aktivitesi ve
NO salinimi azalmaktadir®. indiklenebilir NOS (iNOS) indiiksiyonu vaskiiler diiz
kas hicrelerinde saptanmistir ve pek cok inflamatuar faktér tarafindan stimdle
edilmektedir’. Kalbin diizelme déneminde iNOS artisi meydana gelir. iNOS
inhibisyonu kalbin diizelme asamasinda fonksiyon azlifina neden olur'®. NO'nun
I/R hasarindaki fonksiyonel ve metabolik etkileri halen tartismalidir. NO'nun
miyokard iskemisi gibi patolojik durumlardaki roli tam olarak acik olmayip
degisik kosullarda hem pozitif hem de negatif etkileri belirtiimistir’!. Endotelin-1
(ET-1) ve Urotensin-II (U-II) kuvvetli vazokonstriktér olup endojen kaynaklidir.

ET-1, NO ile etkilesim halindedir'>*>.

Calismamizda vazokonstriktorler ET-1 ve U-II, NO donéri Molsidomin,
NOS inhibitdéri nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) ve iNOS inhibitdérd L-
Canavaninin kalp I/R hasarina olan etkilerini arastirmayi amagladik. Bu sebeple
kardiak fonksiyonlari, doku ve perflizatta biyokimyasal degisiklikleri 6lgmek igin

izole sican kalpleri kullanarak I/R modelinde galismamizi gerceklestirdik.



II-GENEL BILGILER

1. Endotel Doku

Endotel, damar duvarini kaplayan ince bir epitel tabakasidir. Vazodilatator
ve vasokonstriktdér substratlarin yapiminda etkili olarak, vaskller homeostazin
saglanmasinda temel rol oynayan en kiigilk endokrin organdir'®. Endotel
hicreleri; 70 kg’lk bir insanda 6 tenis kortu blyukliglnde bir alan kaplar. Bes
normal kalp buylkliglinde kitleye sahiptir. Toplam endotel hiicre sayisi 1
trilyondur ve 1800 gr agirhdindadir (karacigerden biylk). Endotel kan akimina
karsi tromborezistans bir ylizey gérevi gorlirken, kan ve damar duvari arasinda
da makromolekiiler bir bariyer vazifesi yapar. Endotel hicreleri morfolojik
yapilari ve stratejik anatomik pozisyonlari sebebiyle vaskiiler diiz kas hicreleri ile
kan dolasiminin komponentleri arasinda (platelet, monosit, enzimler, hormonlar
v.d) segici gegirgen bir bariyer olusturur>*®, Bunun icin endotel hiicreleri luminal
yuzeyde dolasim igin nonadeziv bir yapida bulunmalidir. Endotel hlcreleri damar
tonusunun dlzenlemesi, koagllasyon, hiicre blylimesi ve &6lumi, I6kosit

migrasyonu gibi cesitli olaylarda rol oynar®’.

Endotelin bircok hastalikdaki énemi 1980’de Furchgott ve Zawadzkzi'nin
endotel kaynakli bir vazodilatatér faktdér oldugunu kesfetmesiyle anlasildi®®.
Endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF) ismindeki bu faktériin daha sonralari NO
oldugu gésterildi'®. Normalde vaskiiler tonusun sadlanmasi igin belli bir seviyede
gevsetici ve kasici faktdrler endotelden devamli olarak salgilanir. Bunun yaninda
noérotransmitterler, hormonlar ve noérolojik stimuluslarla aktive edilerek
endotelyal hicrelerin daha fazla salgi yapmasi sadlanir. Endotelden salgilanan

17,20

basglica maddeler Tablo I'de , endotel disfonksiyonu ile ilgili bozukluklar ise

Tablo II'de gérilmektedir!®!6:21:22,



Tablo 1. Endotel Hiicrelerinden Salgilanan Maddeler

Biiylime
Vasokonstriktorler | Vasodilatatorler Antitrombotikler mediatorleri
Angiotensin Nitrik Oksit Trombomoddlin PDGF
converting enzim (NO=EDRF) Doku plazminojen Heparin silfat
(ACE) Adrenomedullin aktivator (t-PA) Basic FGF
Endotelinler (ET-1, Endotelium derived Plazminojen TGF-B
ET-2, ET-3) hiperpolarizing aktivator inhibitor tip IGF-1
Angiotensin II faktoérler I (PAI-1) NO
Tromboksan A2 Prostasiklin (PGI2) IL-1
Asetilkolin Bradikinin Bradikinin
Arasidonik asit Asetilkolin Endotelin
PGH2 Serotonin PGI2
Trombin Histamin A-II
Nikotin Substance P
inflamatuar mediatorler
Adezyon molekiilleri Antijenler

Endotelyal Lokosit Adezyon Molekili (ELAM)
Platelet/endotelial Adezyon Molekill (PECAM)
Intraselller Adezyon Molekiili (ICAM)

Vaskdtler Hiicre Adezyon Molekdlleri (VCAM)

Major histokompatibilite kompleks 2 (MHCII)

Tablo 2. Endotel Disfonksiyonu ile Birlikte Olan Bozukluklar

Endotel disfonksiyonu ile birlikte olan bozukluklar

Ateroskleroz Kalp Posttransplantasyon (koroner) Hipertansiyon
yetmezligi reperfiizyon
Hiperkolesterolemi Tutun Insiilin rezistans sendromlari Hormonal Bozukluk

Norofizyolojik durumlar

Genetik yatkinlk; Hiperhomosisteinemi

Familyal hiperkolesterolemi

ACE genotipi




2. iskemi

Dokulara kan saglayan damarlarin, bir pihti veya mekanik etkenle
tikanmasi sonucu dokunun beslenmesinin bozulmasina iskemi denir. Iskemi,
dokunun O, ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim tarafindan
saglanamamasi ve olusan artik {rGnlerin  yine dolasim tarafindan

uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir®.

2.1 iskeminin Fizyopatolojisi

Iskemi, organi veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige
bagli olarak gelisen, geriye donlisimli veya donldslimsiz hicre/doku
zedelenmesine neden olmaktadir’*. Iskeminin baslamasindan hemen sonra
kalpte kontraktil glic hizla diiser. Iskemi veya reperfiizyon sirasinda irreversibl
hasar olmamasina ve perflizyonun normal veya normale yakin olmasina ragmen
olusan kontraktil disfonksiyondaki uzama (KDU) (Miyokardiyal Stunning) ilk kez
Heyndrickx ve ark. tarafindan 1975 vyilinda, kopeklerde kisa koroner
okliizyonlarla ilgili olarak tanimlanmistir®®>. KDU, muhtemelen bircok patojenik
mekanizmanin etkilesimi ve hicresel etkilesimler sonucu olusan, kompleks
olaylari iceren, multifaktoriyel bir slregtir. KDU ile ilgili olarak en fazla kabul
goren hipotezler “oksiradikal ve kalsiyum” hipotezleridir. Oksiradikal hipotezinde,
KDU'nin reaktif oksijen tirlerinin (ROT) Uretimine sekonder olusan oksidan stres
nedeniyle meydana geldigi ileri strilmektedir. Diger hipotezde hticresel kalsiyum

(Ca**) homeostazisinin bozulmasi sonucu olustugu ileri siriilmektedir®®.

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hiicrelerin fonksiyon
bozuklugu ile baslayan ve hiicre 6limine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay
gergeklesir. Hiicresel enerji eksikligi iskemik hasarin gelismesinde merkezi bir rol

oynamaktadir. Normal hticre fonksiyonlari icin gerekli olan ylksek enerjili fosfat



baglari  aerobik  metabolizma ile  saglanir. Hicresel  fonksiyonlarin
gerceklesebilmesi icin gerekli temel yakit O,'dir. iskemi sirasinda, O, yokluguna
bagli olarak, mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon
kapasitesi giderek azalmaktadir?’. Iskemi hiicrede oksidatif fosforilasyonu
bozarak hicre ici adenozin trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezinde azalmaya
yol acar. Bu durum hicre membraninin ATP'ye badimli iyonik pompa
fonksiyonunu bozarak hiicreye daha fazla Ca?*, sodyum (Na*) ve su (H,O)
girmesi ile sonuglanmaktadir. Miyokard pH’si asit yone yonelir. Oksidatif
metabolizma, elektron transportu ve mitokondrilerdeki ATP Uretimi hizla azalir.
0O, yetersizligi durumunda anaerobik metabolizma devreye girer. Anaerobik
glikolizle ATP Uretimi baslar. Ancak, bu hem goreceli olarak yetersiz enerji Uretir
hem de doku asidozunun daha da derinlesmesine neden olur. Sonucta laktik asit
ve toksik metabolitlerin birikimi artar. Iskemide enerji eksikligi sonucu gelisen
olaylar asadidaki gibi siralanabilir:

1) Asidoz

2) Makromolekil sentezinin durmasi

3) iyon dengesinin bozulmasi

4) ATP yikim Urtnlerinin birikmesi

2.1.1 Asidoz Olusumu

Iskemi siresince laktik asit diizeyi artmaya devam eder. Ortaya cikan
asidoz nedeniyle normal enzim kinetigi degisir ve ylksek enerjili fosfat baglarinin
yapimi azalir. Bu durumda hticre kendi homeostazi igin gerekli olan enerjiden

yoksun kalir?829:3031,

Doku asidozu ve vyad asidi dlzeyi arttikca eneriji
Uretebilmek igin dokunun son sansi olan anaerobik glikoliz baskilanarak azalir.
Anaerobik glikoliz ile elde edilen ATP de tlikenince hiicrede tam olarak bir enerji

yoklugu ortaya cikmaktadir. Anaerobik glikolizin bir istenmeyen sonucu da laktat



ve hidrojen (H*) birikimi ile hiicre igi ve disi asidozunun gelismesidir®?. Deneysel
calismalarda, uygulanan iskemi modeline ve iskeminin derinligine gore hiicre igi
pH dederleri 6.08-6.64 arasinda degdismektedir’*33. Laktik asid ve disik pH
degerlerinin  protein denatirasyonu, enzim fonksiyon kaybi ve serbest
radikallerin olusumu gibi iskemik hasari olusturan etkenlerin gelismesinde katkisi

oldugu gdésterilmistir?*>*,

2.1.2 Makromolekiil Sentezinin Durmasi

ATP konsantrasyonunun azalmasi ile hicrenin temel enerji gerektiren
makromolekil sentez islemi giderek yavaslamaktadir. Fosfolipid, polisakkarid,
protein, nikleik asidlerin spontan veya enzim-katalizli yikimlarinin ardindan bu
yap! taslarinin yeniden sentezlenememesi nedeniyle hiicre bitlinliglu bozulmaya
baslamistir. Bltlin bu gelismelerin sonucunda hicre ici dengeler bozulmaya
baslar. Iskeminin 15. dk.’dan itibaren hiicre membrani gérevini yapamaz hale
gelir. Boylece hiicre igine kontrolsiiz sivi ve elektrolit akimi ortaya ¢ikar. Hiicre
siser, hiicre membranindaki ATP bagdimli pompalarin islememesi nedeniyle hiicre
icinde Ca’* birikimi kontrol edilemez hale gelir. 30-40 dk. icinde ultrastriiktiirel
degisiklikler iyice beliginlesir. Hiicre ¢ekirdedindeki kromatinler periferal yerlesim
gosterir. Kromatin kimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular ortaya

28,29,30,35,36

gikar

2.1.3 iyon Dengesinin Bozulmasi

Hiicre membraninda bulunan Na*/K* ATPaz pompasi, ATP hidrolizi ile (g
Na* atomunu iki potasyum (K*) atomu karsiliginda hiicre disina cikarirken, Ca?*
pompasi olan Ca**ATPaz ise iki H* iyonuna karsilik bir Ca®* iyonunu hiicre disina
cikarmaktadir. Béylece ekstraselliler Na* ve Ca®* konsantrasyonlari hiicre igine
gore sirasiyla 10 ve 10,000 kat daha fazla olmaktadir. Hicre ici K*

konsantrasyonu ise hticre disina oranla 40 kat fazla bulunmaktadir. Primer aktif



transport ile saglanan Na* gradiyenti, 3Na*/Ca®* ve Na*/H* antiporterleri igin
enerji kaynadini olusturmaktadir. Bu sekonder aktif transport antiporterleri ile
Ca’* ve H* iyonlarinin hiicre disina ¢ikmasi saglanmaktadir. Hiicre membraninin
K*'a olan gecirgenligi nedeniyle K* dagihmi temelde konsantrasyon gradiyenti ile

olusmaktadir®.

Ilk dénemde; ekstraselliler K' konsantrasyonu vyavas vyavas
yikselmektedir. Ayni dénemde H* iyonunun bir membran katyon kanalindan
kismen hiicre disina gikmasi, hlicre iginde birikmeye baslayan laktik asidin
noniyonik difizyon ile kismen hicreyi terk etmesi ve karbondioksit (CO,)
birikimine bagll olarak hicre disi pH'si diismektedir. Bu dénemde ekstrasellller

Ca’* heniiz azalmaya baslamamistir®.

ikinci dénemde iyon pompalarinin bozulmasina bagl olarak K* hizla
hiicreyi terk ederken Na*, klor (CI') ve Ca®" iyonlar hiicre igine alinmaktadir.
Symon, K* atiimindaki artis ile, zaten azalmis hiicre enerji dizeylerinin daha
fazla iyon dengesini saglayamayacak dlizeylere indigini ve bu noktanin ayni
zamanda ekstraselliller Ca?* dizeylerinin aniden distii§ii zamana uydudunu
g6stermistir’’. Bu, ileri enerji eksikliginin ve membran depolarizasyonunun
goruldiga donemdir. Depolarizasyonda pompalar devre disi kalmaya basladiklari
icin iyon akisi, iyonlarin konsantrasyon gradiyenti ydniinde basit membran

deliklerinden gegisleri ile saglanmaktadir>.

Iyon dengesinin bozulmasinin (glincii asamasinda iyon pompalarinin
bozulmasinin yanisira hiicre igi Ca** konsantrasyonunun yiikselmesine bagl
olarak, membran gecirgenliginin artmasi ile ortaya cikan iyon kacaklari
olusmaktadir. Iskemi nedeniyle zaten azalmakta olan ATP bu iyon kagaklarinin

Onlenmesi igin daha da fazla kullanilmakta ve bir kisir dongli iginde hizla



tiiketilmektedir®?3®, I/R hasarinin gelismesinde son derece énemli olan hiicre igi

Ca’* konsantrasyonu artisi baslica i yoldan gerceklesmektedir:

I.Hiicre disindan Ca®* girisi

II.Hicre igi Ca®* depolarindan Ca®* salinimi

III.Hicre ici Ca®* diizeyini kontrol eden mekanizmalarin bozulmasi.

iskemide hiicre igi serbest Ca®* konsantrasyonun artisi erken dénemde
fosfolipaz, lipaz, lizozomal enzimlerin de dahil oldugu proteazlar ve endontikleaz
gibi enzim gruplarinin aktivasyonuna neden olmaktadir?®3*3>38  iskemide hiicre

icinde serbest Ca®* artisi ile birlikte baslica;

1-Lipoliz 2- Proteoliz 3- DNA hasari 4- Mitokondrial Elektron Transport

Zinciri Hasari (METZ) gorilmektedir.

2.1.3.1 Lipoliz

Fosfolipazlar sitozol, plazma ve mitokondri membranlarinda bulunan
enzim ailesidir. Fosfolipidlerden fonksiyonel gruplari hidrolize ederler. Bdylece,
membran fosfolipidlerinin lipolizi ile ortamda serbest yad asitleri (SYA)
artmaktadir. Ca®* ile aktive olan fosfolipaz A, enziminin, fosfolipidlerin beta
pozisyonundan kopardigi arasidonik asid birikimi, SYA'nin reperflizyon
doéneminde prostoglandin (Pg) ve lokotrienlere (Lt) metabolizmalan sirasinda
olusturduklari serbest radikaller nedeni ile, iskemik hasarin ilerlemesindeki temel

etiyolojik faktoérlerdendir.

Normal kosullarda mebran fosfolipidleri bir dizi enerji bagiml reaksiyon ile

yenilenmektedir. Bu nedenle intraselliler SYA konsantrasyonu disuk dizeylerde



tutulmaktadir. iskemide yukarida sézi edildi§i gibi enerji depolarinin tilkenmesi
nedeni ile bu yenilenme gergeklesememektedir. Ca®* tetikli membran fosfolipid
kaybi buyuk olasilikla membran protein/lipid oranlarinin bozulmasina bagli
gecirgenlik artisina neden olarak, iskemik hiicreye Ca?* girisini daha da
hizlandirmaktadir. Bu oranin intrasellller organellerde de bozulmasi birgok hicre
fonksiyonuna zarar vermekle birlikte, lipoliz ile artan SYA'nin asil zararl etkisi,
reperfizyon kisminda séz edilecedi gibi zararll metabolitlerin &zellikle, I/R
hasarinin en ©6nemli nedeni olan serbest radikallerin olusmasina vyol

33,35,39,40,41

acmasidir . Degdisik yazarlara gore biriken SYA reperflizyonda serbest

radikal kaynagi olmalarinin yanisira iskemi déneminde de serbest radikal

olusumuna yol agmaktadir®®42,

Katsura ve ark.’a gore, derin iskemide SYA
konsantrasyonunu artiracak kadar ileri dizeydeki fosfolipid hidrolizi, yaklasik
olarak enerji eksikliginin membran depolarizasyonunu tetikledigi zamana

rastlamaktadir®.

2.1.3.2 Proteoliz

Hicre ici Ca®* diizeyi artisinin hiicre hasarina yénelik bir diger énemli
sonucu da proteaz aktivasyonudur. Proteaz aktivasyonuna badl olarak ortaya

cikan degisiklikler sunlardir:

a. Ksantin oksidaz (XO) olusumu: Reperfizyon déneminde en énemli radikal
kaynagi olan XO olusumu, ksantin dehidrogenazin (XDH) Ca®* ile aktive olan
proteazlarca XO'a dénustlrulmesi ile gerceklesmektedir. XDH-XO dénlsiminin
iskemik dokuda gerceklestigi degisik calismalarda gdsterilmistir?’-33444>, Ozellikle
mikrovaskiler endotelde ve az miktarda da néron mitokondrisinde

bulunmaktadir?4°:4,

b. Nétral proteazlarin aktivasyonu: Ca®*a badimh nétral proteazlar
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noéroflamanlarin ve hicre iskeletinin protein igeren bilesenlerinin yikilimindan,
dolayisiyla tiibilin bitinliginden sorumludur®®. Marimato ve ark. 3 saatlik uzun
ve 30 dk.hik kisa iskemi sonunda nétral proteaz asiri aktivasyonu nedeni ile
poliribozomlarin disagregasyonunu, dolayisiyla polipeptid sentezinin durdugunu
g6zlemlemislerdir®’. Poliribozomlar kisa siireli iskemiye maruz kalan hayvanlarda
normale donerken, 3 saatlik iskemi donlsiumstlz poliribozom disagregasyonuna

neden olmustur.

C. Lizozomal proteaz aktivasyonu: Lizozomal proteazlar olarak adlandirilan
katepsinlerin aktivasyonu ile artan proteolizin 6zellikle derin ve uzun sireli
iskemi ve ardindan gelen reperfizyon sirasinda slregelen hicre hasarini

hizlandirarak, déniisimsiiz hasar olusumunda rol oynadigi savunulmaktadir*®,

2.1.3.3 DNA Hasari

Endonikleazlarin aktivasyonu ile gelisen DNA fragmantasyonunun,

apopitotik hiicre éliimiine benzer bir durum olabilecedi éne siirilmektedir®®4°,

2.1.3.4 Mitokondrial Elektron Transport Zinciri Hasari

intraselliler Ca®* artisini tamponlayan mekanizmalar arasinda bulunan
mitokondride Ca®' tutulusu, iskemi sirasinda mitokondrinin Ca®* ile asiri
yiiklenmesine neden olmaktadir. Iskeminin ilk dakikalarinda O, konsantrasyonu
dusukligune bagli olarak durma noktasina gelen hticre solunum fonksiyonlari ve
ATP sentezi mitokondrideki Ca2* birikimi ile daha da bozulmaktadir. Bdylece
hiicrede ATP eksikligi ile baglayan iskemik kaskatin gelisiminde, intraselliler Ca**
artisinin bir sonucu olarak ATP sentezi giderek azalmakta ve olaylar kisir bir

déngii igine girmektedir?3°,

11



2.1.4 ATP Yikim Uriinlerinin Birikimi

Iskemide enerji eksikligi sonucu gelisen olaylarin bir diger sonucu da ATP
yikim drinlerinin birikmesidir. Iskemi siiresi uzadikca intraselliiler metabolik
bozulma devam eder. Miyositler iginde gittikge daha cok SYA birikir ve sonunda
diyastolik arrest olusur. Adenozin, inozin, laktat gibi klUglk molekiller hlcre
disina kagarlar. Boylece tekrar ATP Uretmek igin kullanilabilecek trun kalmaz. Bir
saat sonra nerdeyse tim glikojen depolari tuketilir. ATP Uretimi nerdeyse durma
noktasina gelmistir. Sonugta otoliz baslar®™®. iskemi sirasinda ATP
rejenerasyonunun bozulmasina karsin, mevcut ATP’nin hidrolizi stirmektedir. ATP
hidrolizi ile ROT prekirsort hipoksantin, ksantin gibi plrin metabolitleri hicre
icinde birikmektedir. Bu metabolitlerin reperfizyon sirasinda ksantin ile
reaksiyonlari, I/R hasarindan dokuya gére degisen derecelerde sorumlu tutulan

serbest radikallerin en 6nemli kaynagini olusturmaktadir®>4°,

3. Reperfiizyon

Reperflizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya
kan akiminin yeniden diizenlenmesidir. Iskemik bir dokunun reperfiizyonu
dokunun O, ve diger metabolik ihtiyaclarini karsilarken paradoksal olarak
dokularda hasar olusturur®'. Reperfiizyon hasarina doku pH’sinin azalmasina
neden olan laktat benzeri asit metabolitlerin neden oldugu 6ne sirilmuistir.
Ancak yine de I/R hasarinin fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
I/R hasarinda serbest radikallerin olusumu, polimorf niiveli I6kositlerin (PMNL)
aktivasyonu, endotel ve kompleman sistemi gibi major komponentlerin rol

53,54,55

oynadigi bilinmektedir Bu tablo lokal ve sistemik inflamatuar cevabin

baslamasina yol acarak lokal ve uzak organlarda da hasar olusturmaktadir.

Reperflizyonun, iskemik dokuda enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik

12



metabolitlerin uzaklastirilmasi gibi iki olumlu etkisi vardir. Béylelikle reperfiizyon
iskemik hasarin dulzeltilebilmesi icin gerekli bir siregtir. Ancak oksijenlenmis
kanin iskemik dokuya donilsi, dokuyu daha fazla zedeleyen bir reaksiyon

28,315,356 - {skemik bir dokunun yeniden kanlandiriimasi doku

slrecini baslatir
nekrozunu o6nleme agisindan 6nemli olmasina ragmen, kan akisinin yeniden
saglanmasi ile iskemik dokuda reperflizyon hasari ortaya cikmaktadir. Kisa
iskemik ataklar miyositler tarafindan tolere edilirler, belirgin bir hasar olusmaz.
Kisa iskemik periyodlarda kalp kasinda, KDU gézlenebildigi gibi uzamis iskemik

periyodlarda ise nekroza kadar giden hasar olusur?®>7:58,

Iskeminin neden oldugu hasarin 6énemli bir kisminin reperfiizyon
sirasinda, post-iskemik donemde oldugu dislintlmektedir. Geri donissliz hiicre
hasarini 6nleyebilmek igin organa/dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi
gerekmektedir. Ancak reperflizyonun gergeklestiriimesi, iskemik dokularda
iskeminin dokuda/organda olusturdugu hasardan daha fazla bir hasara yol
acabilmektedir®®®°, Hasari asil tetikleyen olayin endotel hiicrelerindeki zedelenme

30,61

oldugu dusunilmektedir’™®'. Esas hasarin, hipoksi doneminde dedil dokunun

tekrar O,’le karsilastifi dénemde oldudu kabul edilmektedir®*®2

. Reperflizyon
hasari serbest oksijen radikalleri (SOR), endotelial faktdrler ve nétrofillerin eslik
ettigi karmasik bir mekanizmayla gergeklesir. iskemik dokularin reperfiizyonu ile
iskeminin siddetine ve slresine bagl olarak, bir kisim hiicre nekroz veya
apopitozis ile 060lmeye devam eder. Etkilenen dokularda siklikla nétrofil
infiltrasyonu gozlenir. Postkapiller venillerde plazma proteinlerinin damar disina
cikmasi ve lékositlerin hareketlili§i baslar. I/R sonrasi dokularda mikrovaskiiler

fonksiyon bozuklugu gelisir. Arteriyollerde endotele bagimh dilatasyon bozulur.

Kapillerlerde 16kosit tikaglar olusur, sivi filtrasyonu artar®.
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Mikrosirklilasyonun butiin segmentlerinde aktive olan endotel hucreleri
daha fazla SOR ve daha az NO (retir. I/R hasarindan SOR sorumlu
tutulmaktadir. SOR, bir gok kalp hastalifinda olusur®*®¢. Giiniimiizde, SOR yerine
daha kapsamli olarak, ROT tanimi kullaniimaktadir®. Reperfiizyonda yiksek
miktarda ROT dretilir. Disik O, basincinda meydana gelen ROT'ne bagli
reaksiyonlar, hipokside daha da tehlikeli olur. Hicrede olusan ROT, "antioksidan
savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinen mekanizmalarla
ortadan kaldirilirlar. Ancak bazen hicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla
ortadan kaldirilandan daha fazla ROT olusabilir. Organizmada hiicresel savunma
mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla ROT meydana gelmesi

oksidatif stres olarak tanimlanir®.

iskemi sonrasi reperfiizyon ve hiicre igine O,'in yeniden sunulmasi ile
birlikte ROT hizla olusmaktadir. iskemi ayni zamanda endotel hiicrelerinde bazi
proinflamatuvar gen drunlerinin (LAM, sitokinler vb) ve biyoaktif bilesiklerin
(endotelin, tromboksan A, vb) sentezini artirirken, bazi koruyucu gen
Urlnlerinin, eNQOS, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve bu enzimlerin Urunlerinin (NO,
prostasiklin) ekspresyon ve sentezini baskilamaktadir®®. Kalp hasarinda
dolasimdaki anjiotensin-II, O,” ve NO’in arttidi tespit edilmigtir®®63:64°,
Endoteliyal disfonksiyonundaki ilerlemenin NOS ve O, asiri dretimi ve bunun
sonucu olarak da peroksinitrit (ONOO") olusumunda bir artisla baglantili oldugu

63,64,66

ileri strdlmauastar . Endotel htcrelerinde O,” ve NO arasindaki dengesizlik,

inflamatuar mediyatdrlerin Gretim ve salinimina o6ncilik ederken adezyon

molekiillerinin biyosentezini de arttirir>*>°.

3.1 Reperfiizyonda Serbest Radikal Ureten Kaynaklar

Iskemide gelisen olaylar, temelde reperflizyonda O, ve kan Uriinlerinin
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yeniden dokuya gelmesiyle, ROT olusumu igin zemin hazirlamaktadir®>*,
Miyokard dokusunun I/R’u sirasinda siiperoksit anyon (O.7), hidroksil radikali
(OHe) ve hidrojen peroksit (H,0,) gibi toksik ROT dretiminde artis oldugu
bildiriimektedir. Ayrica, I/R uygulanan vaskiler endotel hicrelerinden O,~
salinminin  arttiyi  gésterilmistir®”. 0,7, normal hiicre metabolizmasinda,
mitokondrial, endoplazmik retikiler ve nilkleer membran elektron transport
islemleri sirasinda olusan bir ara triindir. iskemik kosullarda ise, hipoksantin ve
ksantin katabolizmasi sirasinda XO enziminin katalize ettigi bir reaksiyonla

olusur®®(Sekil 1).

. ATP
Iskemi l
Ksantin Dehidrogenaz
ADP
&= poteazlar
AMP

Adenozin . .
l Oksidaz Oksidaz

! !

inozin ™ jinoksantin (R (contin —) ()

@ Asit

\/ l Ksantin Ksantin

O, Oy
Reperfiizyon ! ——
Sekil 1. I/R’da Serbest Radikallerin Olusumu
0O, 'den, slperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizledigi bir

reaksiyonla H,O, olusur. H,O, de, katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) enzimleri ile H,O ve O,’e donustirilerek inaktive edilir (Sekil 2). SOD, KAT
ve GSH-Px, ROT'ne karsi énemli hicre ici enzimatik savunma sistemleridir

(Sekil 2). Kardiyomiyositleri ROT’e karsl koruyan major antioksidan enzim GSH-
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Px'dir®°.

GR
GSSG + NADPH + H* > 2GSH + NADP

Superoksit Fe2+ Fe3+

Dismutaz
202 m » H20; M » OH
2

2HY O 2GSH NADP*
Glutatyon Glutatyon
Katalaz
H,0 Peroksidaz Rediiktaz
H+

2H,0 + O, 2H,0

Sekil 2. Oksidan ve Antioksidan Sistemler

Parankimal htcreler, endotel hicreleri ve I6kositlerce ROT yapimi artar.
Bu arada hasarli mitokondrilerde O, yetersizligi veya alternatif yollardan O,'in
indirgenmesi ile de ROT olusabilir. Ortaklanmamis bir elektrona sahip olan ROT
ylksek reaktivitesi nedeniyle hlcre igindeki tim biyomolekillere atak

57071 ROT'in etkisiyle olusan organik peroksitler, kendileri de radikallik

yapar
ozelligi kazandiklari icin baska moleklllere atak yaparlar. Organizmada ROT
ortaya ciktiktan sonra radikal reaksiyon dizileri baslar. Eger bir serbest radikal,
radikal olmayan bir molekille reaksiyona girerse, binlerce reaksiyondan olusan
reaksiyon zincirlerini baglatir. Zincirleme bir sekilde devam eden bu olay,
radikallerin tutulmasi, peroksitlerin ortamdan temizlenmesine dek siirebilir.
Oksidan molekdllerin olusum hizi ile antioksidan savunma arasindaki dengenin

bozulmasi oksidan strese yol agmaktadir’?7”3,

I/R'da cok cesitli hiicre, organel ve enzimler serbest radikal kaynagini

olusturmaktadir®®. Bu kaynaklari asagidaki gibi siralayabiliriz:
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1. Mitokondrial Elektron Transport Zinciri (METZ) Sizintisi

2. Vaskliler Endotel Kaynakli XO Aktivasyonu

3. Notrofillerin Aktivasyonu

4. Plazma ve organel membranlari

5. Komplemanlar ve Sitokinler

6. Nitrik oksit sentaz (NOS) aktivasyonu

3.1.1 Mitokondrial Elektron Transport Zinciri Sizintisi

Normalde hiicrelerde en blylk ROT kaynadi METZ’den sizintidir. Normal
kosullarda METZ'de O,’in kismi indirgenmesi ile olusan serbest radikallerin %1-5
oldugu belirtilmistir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri blylk oranda indirgendigi zaman mitokondriyal Oy~ Gretimi artar.
Reperfizyonda gelen ani ve ylksek konsantrasyondaki O,'in iskemi sirasinda
birikmis indirgen maddeler (NADH, FADH,) ile kismi indirgenmesi sonucunda,
serbest radikal iletimi ve O, kacadindaki fizyolojik oran artmaktadir®>’*,

Endoplazmik retikulum ve nlkleer membranda serbest radikal uretimi,

membrana bagh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.

3.1.2 Vaskiler Endotel Kaynakli Ksantin Oksidaz Aktivasyonu

Post iskemik donemde, iskemik dokudaki serbest radikallerin en belirgin
kaynagi XO enzimidir. Bu enzim “dehidrojenaz” ve “oksidaz” aktivitesine sahip iki
sekilde bulunur. Galismalarda iskemi sirasinda XDH enziminin Ca®* aracili bir
proteaz katalizorliginde XO’a donlismesi, intestinal dokuda 10 sn., kalp kasinda

8 dk., karaciger,dalak, bobrek ve akcigerde 30 dk. sirmektedir. Bu da degisik
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dokularin I/R hasarina neden farkli oranlarda cevap verdidi konusunda aciklayici
olmaktadir. Bircok organin i/R hasarinin olusum mekanizmasinda XO enziminin
aktivitesinin artmasi 6énemli yer tutmaktadir. Bunun dodal bir sonucu olarak

75,76

purin bazlarinin yikimi artmaktadir Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu

serbest radikallerin olusumuna yol agar®®3>%177(Sekil 1).

iskemi déneminde Ca’* bagimli proteazlarca veya siilfidril gruplarinin
oksidasyonu ile XDH'in, XO'a dénusmesi sonucunda dokuda XO orani %10 luk
fizyolojik oranin (izerine g¢ikmaktadir’>’®7°, XDH ve XO ayni tepkimeyi
katalizlemekle beraber XDH kataliz sonucu O, (retmez, ama XO {Uretir. O,
kaynagdi yeterli olmadidi icin iskemik ortamda O, azdir. Ayrica iskemi sirasinda
ATP dizeyleri azalir, adenozin monofosfat (AMP) dizeyleri artar. AMP katabolize
olarak adenozin, inozin ve hipoksantin olusumunu saglar. Hipoksantin ve ksantin
de, XO enziminin katalize ettigi bir reaksiyonla O, olusturur (sekil 1). XO,
iskemik dokuda serbest radikal olusumu slirecinde temel role sahiptir. Ayrica,
postiskemik reperfiizyon hasarinda 6énemli bir faktdr oldugu gosterilmistir®.
Reperflizyon ile O,'in ani ve fazla miktarda dokuya girmesi sonucu XO reaksiyonu
ile Urik asit, yan Griin olarak da O, olusmaktadir®(Sekil 3). Ayrica reperfiizyon
ile birlikte asin ATP harcanmasi sonucu biriken pirin ntkleotidierinin XO
enzimiyle Urik aside cevrilmesi asamasinda patlama tarzinda O, Uretimi olur.
Bu olay reperfiizyonun neden ilgili organda iskemik sartlardan daha adir hasar
olusturabildiginin bir kanitidir’®.Olusan O,", H,0, ve "OH'ni olusturmaktadir (Sekil

3).

Dhalla ve ark. kalp 1I/R hasarinda ROT'nin rolini ve lipit
peroksidasyonunun olusumu ile doku hasarina yol agma mekanizmasini
aciklamislardir®®. Uzun sireli iskemi ile kisa siireli iskeminin kalp dokusu iizerine

82,83

olan hasarlarinin patofizyolojileri farklhilik gésterebilmektedir . Kisa sireli kalp
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I/R'u sonrasi 6lumler sikhikla aritmiler ile olmaktadir’®83

. Bu aritmilerin olusum
mekanizmalarinda plrin yikiminin etkinliginin farkli cinslerde farklilk goésterdigi
rapor edilmistir®®. iskemi sonrasi XO enziminin katalizi ile ROT'nin hizli bir sekilde

Gretilmesi ve bunun sonucu ortaya cgikan reaksiyonlar zincirinin ilk basamagdinin

g6stergesi sayilabilen ATP yikimi bir gok organ ve dokuda saptanmistir®.

Hipoksantin + H,0 + 20, ksantinoksidazs, - (jrik asijt + 2 O, "+ 2H*

Oz.-+ Oz.-+ 2H+ stiperoksid dismutaz> HZO2 + O2

02,-+ HzOz demir katalizi:'»r> OH + "OH + 02

Sekil 3. Reaktif Oksijen Tiirleri

3.1.2.1 Reaktif Oksijen Tirleri

Molektller O, iki tane eslesmemis elektronu olan radikal bir molekuldar.
Molekiiler O.’in indirgenmesi ve uyariimasi ile cok degisik ROT uretilebilirler?®2°77
(Tablo 3). iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda gerceklesen reoksijenasyon
bir yandan canlihgin devamini saglarken diger yandan da reaktif oksidanlarin
olusumuna yol acan sayisiz enzimatik oksidasyon reaksiyonu igin substrat olarak

gerekli olan O,'i ortama getirmektedir. Biyolojik sistemlerle iligkili O, tlrevli

serbest radikallerin baglicalari sunlardir;

1. Superoksit anyonu (0,")
2. Peroksil radikali (HO;)

3. Hidroksil radikali (OHe)

Superoksit radikali

Superoksit radikali (O, ) hemen tim aerobik hiicrelerde O,'nin bir

elektron alarak indirgenmesi sonucu ve aerobik hlicrelerin enzimatik oksidasyonu

19



sirasinda olusur. O,", O,'ne bir elektron ilavesi ile olusur ve spontan olarak

dismutasyona udrayarak ya da SOD enzimi tarafindan H,0,'e doéntsttralir.

indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu O, meydana getirebilir®® (Sekil

4).

Fe," +0, __  Fest + 0y

Cu* + 0, __ 3 Cuy" + 0y

Sekil 4. Metallerin Otooksidasyonu

0, kendisi direkt olarak zarar vermez. Dokularda yaptigi etkinin cogunu,
olusturdugu sekonder ROT araciligi ile gercgeklestirir. Bu radikal anyonun asil

onemi, H,0, kaynadi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

0," dusik pH dederlerinde daha reaktifdir, HO,™ olusturmak (izere protonlanir®®

(Sekil 5).

O, + e —» 0,

O, + H* —.'HOZ_

HO, + O," + HY ————— 0, + H,0,

Sekil 5. Siiperoksit Radikali

0, ile HO, birbirleriyle reaksiyona girince biri okside olur digeri

indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda O, ve H,0, meydana gelir® (Sekil 5).

0," nin fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu bir ROT olan
peroksinitrit (ONOO™) meydana gelir. ONOO", nitrit (NO,) ve nitrat (NOj3’)

olusturmak Uzere metabolize edilir. ONOO", azot dioksit (NOe), hidroksil radikali
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(OHe), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik uriinlere dénlsebilir ki NO’nun zararli

etkilerinden ONOO™ sorumludur®®.

Hidrojen peroksit

H,0,, O, in cevresindeki molekillerden bir elektron almasi veya 0O5’in
cevresindeki molekillerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksitin iki

proton (H¥) ile birlesmesi sonucu meydana gelir® (Sekil 6).

02'- + e + 2H* > H202
02 + 2e” + 2H* » H,0,
20,7 + 2H* SQD » H202 + Oz

Sekil 6. Hidrojen Peroksit Olusumu

Biyolojik sistemlerde H,0,'in asil Gretimi, O,in dismutasyonu ile olur. Iki

0, molekiilii, O>'in dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak H,0, ve O'i
olustururlar. Bu reaksiyon, radikal olmayan drtnler meydana geldiginden
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da SOD enzimi
tarafindan katalizlenir (Sekil 3 ve 6). Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizldir,
enzimatik dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral

ya da alkali pH'da daha belirgindir®®.

H,0, serbest radikal olmadigi halde ROT kapsamina girer ve serbest
radikal biyokimyasinda dnemli bir rol oynar. Ginki ferréz demir (Fe**) veya
diger gecgis metallerinin varliinda Fenton reaksiyonu sonucu, O, varhdinda
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici ROT olan OHe

olusturur®® (Sekil 7).
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Fe?* + H,0, — > Fe?* + OHe + OH (Fenton Reaksiyonu)

H+
0, + H,0, » 02+ HO + OHe (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Sekil 7. Hidrojen Peroksit Tepkimeleri

0O,7'in lipid cozuntrliga sinirll oldugu halde H,0, lipid c¢6zinlrdir. Bu
nedenle H,0, kendisinin olustugu yerden uzakta olan fakat Fe?* igeren
membranlarda hasar olusturabilir. H,0,’in hicre icinde metabolizmasi birkag
sekilde olabilir;
1. H,0,, KAT veya GSH-Px tarafindan toksik olmayan drlnlere ddénusttrultr
(Sekil 8).
2. H,0,, metallerin varhidinda toksik OH™ radikaline déntstr (Fenton reaksiyonu)

(Sekil 7).

KAT
2H,0, ——#2H,0 + O,

GSH-Px
H,O, + 2 GSH —» GSSG + 2 H,0

Sekil 8. Hidrojen Peroksit Detoksifikasyonu

Okside glutatyon (GSSG) da nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH) varhidinda glutatyon rediiktaz (GR) ile rediikte glutatyona (GSH)

donusturalir.

Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (OHe), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu

sonucu H,0,'ten olugsmaktadir (Sekil 7). Ayrica suyun ylksek enerjili iyonize edici
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radyasyona maruz kalmasi sonucu da olusur®®.

OHe son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma émri gok kisadir.
Digerleriyle karsilastirihginda O, radikali ylksek elektron aktivitesine sahiptir ve
cok reaktiftir. Ancak ROT’den en aktif olani OHe radikalidir®®’’. Olustugu yerde
tiyoller ve yad asitleri gibi cesitli molekUlllerden bir proton kopararak tiyil
radikalleri (RSe), karbon merkezli organik radikaller (Re), organik peroksitler
(RCOOQe) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta blylk hasara neden olur.
Bu radikaller hilicrede lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasarini

baslatirlar®.

Iskemik dokularda, ROT Ureten intraseliller mekanizmalar tam aktive
edilmis durumdadir. Ancak O, sadlanmasindaki eksiklikten dolayi fonksiyon
gormezler. Kan akimi ve O, saglanmasinin restorasyonu ile biytk miktarlardaki

ROT Uretilerek reperfiizyon hasari indiiklenir®®.

3.1.3 Lokosit Aktivasyonu

Notrofil infiltrasyonunun, barsak, kalp, beyin, karaciger ve bdbrek gibi
bircok organda I/R hasarinin olusumunda anahtar role sahip oldugu

8687 /R, I6kosit aktivasyonu, kemotaksis ve |dkosit endotel

dastnitlmektedir
hiicre adezyonuna yol acar. PMNL de, endotel hicreleri gibi ROT Ulretme
kapasitesine sahiptir>®>. I/R hasarinda PMNL’in roli ile ilgili bazi mekanizmalar
ileri sirdlmastdr. Bunlar;

1. Mikrovaskiiler okliizyon

2. ROT salinmasi

3. Sitotoksik enzim salinmasi

4. Vaskiler permiabilite artisi
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5. Sitokin saliniminda artistir.

Reperflizyon hasarinin énemli bir nedeni de, iskemik bdlgeye Idkositlerin,
oncelikle de PMNL olan nétrofillerin infiltrasyonudur. Bilindigi gibi noétrofiller
fagositoz olayi ile canliyl enfeksiydz ajanlardan koruyan kan hiicreleridir®.
iskemik dokuda, serbest radikaller de dahil olmak Uzere diger bazi
kemotaktanlarin etkisi ile go¢c eden noétrofiller, asadidaki mekanizmalar ile

reperflizyonda doku hasarinin ilerlemesine yol agmaktadirlar:

1)Salgiladiklari proteazlar (elastaz, jeletinaz vb.) ile endotel hicre

hasarina neden olurlar.

2)Reperfiizyon déneminin en 6nemli mikrovaskiler patolojisi olan kan
akisinin geri dénmemesi fenomenine (no reflow phenomen), aktive olmus
notrofillerin yol actigi ve notrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlar ile kan

akiminin geri dénmesine engel olan kapiller tikaglari olusturdugu bildirilmistir®.

3)Salgiladiklari vazokonstriktér ajanlar ve trombosit aktive edici faktor
(PAF) ile daha blylk damarlarda da (arteriyol, prekapiller damarlar) daralmaya

neden olmaktadirlar.

I/R'nun yol actigi mikrovaskiiler hasar icin nétrofil ve endotelial hiicre
iliskisi gerekmektedir. iskemi sirasinda ve daha agirlikh olarak bunu takip eden
reperflizyon déneminde postkapiller venillerde endotele artmis nétrofil adezyonu
goérilir ki bunun I/R’a bagl disfonksiyonda énemli rolii vardir. PAF, I6kotrien B,

(LB4) ve ROT bu durumun en muhtemel kimyasal mediatérleridir?®®°,

Notrofil kemotaksisine neden olan en 6nemli etken, XO reaksiyonu

sirasinda ortaya c¢ikan 0,7'dir’®. Reoksijenasyon ile aktive olan ve ldkosit
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akimilasyonunda gérev (Ustlenen diger ajanlar ise, kompleman 5a (C5a)
kompleman 3a (C3a), arasidonik asid metabolitleri, 6zellikle LB4, NO, PAF,
interlokin-1,6,8 (IL-1,6,8), gama interferon ve timoér nekroz faktorli o (TNF-a)

gibi  sitokinlerdir3>:3844,

Notrofiller arasidonik asid metaboliti olan LBy
salgilayarak, O, Uretimine ve notrofillerin kemotaksisine neden olmaktadirlar.
Boylece bir geri beslenme mekanizmasi ile toplanmis olan notrofillerden
salgilanan kemotaktik faktdrler yeniden serbest radikal Uretimine ve nétrofil
infiltrasyonuna neden olmaktadir®®. Hartmann ve ark. nétrofillerce iretilen 0,7,
eritrositlerin agregasyonunu da hizlandirdigini ve bu etkinin nétrofil agregasyonu
ile birlikte kapiller ttkanmay! daha arttirici olabilecedini savunmuslardir®®. i/R,

NOS enzimlerinin inhibisyonu, ROT lreten sistemler, NO azligina neden olarak

I6kositlerin endotel hiicrelerine yapismasina ve dokuya gegisine neden olurlar.

PMNL’in aktivasyon ve migrasyonlari endotel hicrelerde ve |6kositlerde
bulunan adezyon molekdlleri aracilidi ile olur. Lokosit adezyon molekdilleri (LAM)
Iokositlerde ve diger baska hiicrelerde de bulunan ve gelisme, haberlesme,
inflamasyon ve apopitozis gibi pek c¢ok biyolojik olaylarda rol alan yapilardir.
Selektin grubu adezyon molekiilleri, doku hasari olan bdlgede aktive olmus
endotele, PMNL’lerin baslangigtaki adezyonunda rol alirlar. Aktive l|6kositler
ekstravaskiler kompartmana ulasinca hasar bodlgesine dodgru gog etmeye
baslarlar®® . Burada aktive 16kosit cevabi su mekanizmalarca gergeklestirilir;

1. Fosfolipaz A, aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri (Pg ve
Lt'ler) Gretilir,

2. Degranilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir,

3. ROT Uretimi gergeklesir.

Bu Urdnler endotel hasari ve doku zedelenmesinin gugli mediyatérleridir
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ve baslangigtaki inflamatuar uyaranin etkisini guglendirir. Bazi durumlarda
lizozomal enzimler hicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan
kaldirmaya veya dilue etmeye yonelik bu inflamatuar cevap sonucu
mikrovaskiler permiabilite artisi, d6dem, tromboz ve parankim hicre 8limu de
gergeklesir. Gorevini tamamlayan lokositler apopitotik hiicre 6limune ugrarlar ve

lenfatik dolasim ile ortamdan uzaklastirilirlar®>,

3.1.4 Plazma ve organel membranlarindan kaynaklanan faktorler

Vaskduler endotelial geper pek gok lokal hormon ve otakoid salgilayarak
vaskiiler diiz kas tonusunu dizenler?®. Iyon ve organik molekiillere gecirgenlikte
bariyer olusturmasi, Pg’lerin dolasimdan kismen uzaklastiriimasi, akcigerlerde
Anjiotensin I'in Anjiotensin II'ye doénUstlrilmesi ve koagullasyondaki roll,
endotel hicresinin bilinen klasik goérevlerindendir. Endotel hicrelerin oksidatif
stresi sonucu kompleman aktive edilir, LAM'nin dretimi artar. ROT etkisi ile
endotelden salinan PAF I6kositleri aktive eder. Lokosit endotel hicre etkilesimi

sonucu |8kositler endotele yapisir ve transmigrasyon gerceklesir™.

3.1.4.1 Arasidonik Asit Metabolitleri

a)-Prostasiklin (PGI,): Endotel hlicrelerinden serbestlenen ilk vazoaktif ajan olan
PGI, endotelial ylzeylerde trombosit agregasyonunu o©nleyen gulgli bir
vazodilatatérdar.

b)-Tromboksan A, (TxA;): Arasidonik asitten siklooksijenaz yardimi ile olusan
TxA, trombositleri agrege eder ve vazokonstriktoér etkisi vardir. Reperfiizyon, Pg
Uretiminin en potent uyaranidir. TxA,, I/R’da endotelyuma nétrofil adezyonunu

indikleyen gigli bir kemotaktik maddedir.

c)-Lokotrien B, : Lékotrienler, I/R boyunca endotelial disfonksiyonda dénemli rol
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oynayan ve lipooksijenaz yoluyla olusan arasidonik asit metabolitleridir. LB,
notrofil ylizeyindeki spesifik reseptorlere baglanir. LAM’nin aktivasyonunu,
endotelial hiicrelere yapismayi, ROT'nin ve proteazlarin uretimini saglar. Ug
saatlik iskemi periyodu mukozal LB, seviyelerini degistirmezken, reperflizyonun
izledigi ayni sureli iskemi mukozal LB, seviyelerinde %200 ila 600 oraninda artisa

yol agmaktadir®'->>,

Iskemi sirasinda membran fosfolipidlerinin artmis lipolizi ile biriken
arasidonik asidin reperflizyonda hizlanmis metabolizmasi sonucu HO, ve Oy~

olusmaktadir®>°192,

3.1.4.2 Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

Fosfolipaz A,'nin etkisiyle endotel hicreleri tarafindan membran
fosfolipidlerinden Uretilir. Cok c¢esitli inflamatuar reaksiyonda etkin oldugu
gézlenen bir substrattir?®*:°*, Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna,
ve granul igeriginin salinmasina yol acan oldukga kuvvetli bir ajandir. Ek olarak
PAF kuvvetli bir noétrofil kemoatraktan ve aktivatér bir maddedir ve TNF-a
Uretiminde ©6nemli bir rol oynar. Dokularin reperfiizyonu sonucu ldkositlerin
aktivasyonuna, adezyon ve diapedezine ve ayni zamanda vaskiler
permeabilitede artisa yol acar. Pek cok galisma PAF’In in vitro ve in vivo ortamda
I6kositlerin mikrovaskiler endotele adezyonunu arttirdigini géstermistir. PAF’In,
reperflizyon sonucu dgerceklesen kemotaksisin bir dlizenleyicisi oldugu

distinilmektedir?®:2%:5,

3.1.5 Komplemanlar ve Sitokinler

3.1.5.1 Komplemanlar

I/R kompleman sistemini aktive eder. Kompleman aktivasyonunun

baslangic dénemi ve mekanizmasi halen tartismalidir ve tam olarak acikliga
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kavusmamistir. Kompleman aktivasyonu sonucu olusan, proinflamatuar
komponentler bir yandan lokositleri aktive ederken, diger yandan TNF-a, IL-1 ve
IL-6 olusumunu uyararak inflamatuar cevabi glglendirir. Komplemanlarin arka
arkaya aktivasyonu, anaflatoksin, C3a ve C5a’nin Uretimine yol acar. Noétrofiller
Uzerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele adezyonun artisi, ROT'nin Uretim ve

salinmasini saglamaktir®2°,

3.1.5.2 Sitokinler

Reperflizyon sonrasi, dolasimda IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler
gozlenir. Bu ajanlara karsi antagonistler kullanilarak, hem IL-1‘'in hem de TNF-
o'nin  vaskller vyaralanmaya katkida bulunduklari ve endotel adezyon
molekdllerini arttirdiklar gdsterilmistir?®2°. I/R’da sitokin saliniminin bilinmesine
ragmen bu sitokinlerin permeabilite tizerine olan etkilerinin direkt mi yoksa hicre
adezyon molekdilleri ve nétrofil adezyon aktivasyonu vyoluyla mi oldugu

bilinmemektedir®.

3.1.6 Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Aracili Serbest Radikal Olusumu

OHe olusumu igin bir dider yol ise O, in NOS araciligi ile strekli olusan ve
bir gaz radikal olan NO' ile girdigi reaksiyondur. Bu reaksiyon Grini ONOO"
'dir*>%® (Sekil 9). Son derece hizli gergeklesen bu reaksiyonda ONOO™ olusum hizi
6.7X10 ° L. mol 1.s! olup difiizyon sinirhidir®. Fizyolojik pH’da ONOO™ derhal
OHe ve NO,.'e parcalanir (Sekil 9). Cok gugli bir prooksidan olan ONOO", SOD ile
reaksiyona girerek gugli bir nitratlayict ajan olusturur. Sonucgta hicresel
proteinlerin tirozin (Tyr) kalintilarinin nitratlanmasi hiicresel disfonksiyon ve

élime yol agabilir*>%%9°,
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0, + NO—#ONOO"

ONOO™ +H* ——®»ONOOH

ONOOH ——# OH +NO,

Sekil 9. Peroksinitrit Tepkimeleri

3.2 Reperflizyon Hasarli

Reperflizyon sirasinda hicresel hasar olusumunda 6zellikle iki reaksiyon

onemlidir; lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu.

3.2.1 Lipid Peroksidasyonu

Hicre zan hasari ve sonucunda lipit peroksidasyon Urinlerinin aciga
¢glkmasi igin uzun sireli bir iskemi gerekmektedir (Sekil 10). Oksidatif stresin

membran (zerine olan etkisinin iskeminin slresi ile ilgili oldugu

84,100

bilinmektedir . I/R sonrasi doku hasarinda lipit peroksidasyonunun rolii bir

100 Kalp I/R hasarinda bu mekanizma ile

¢ok organa ait calismada bildirilmistir
ilgili dedisik spekilasyonlar mevcuttur. Bu spekilasyonlarin temelinde ROT'nin
yer aldigi gérilmektedir®® (Sekil 10). Serbest radikal sipiricileri reperfiizyon
stresince OHe ile indlklenen elektrofizyolojik degisiklikleri geciktirirler.
Reperflizyon uygulanan sigan kalbinde reperfizyonu takiben 20 sn. igcinde ROT
olusurken, lipit peroksidasyonunun 10 dk. iginde olustugu rapor edilmistir
Serbest radikallerin agida c¢ikmasindan ¢ok uzun sire sonra membran hasari

69,101

ortaya gikar . ROT aracilidiyla olusan lipid peroksidasyonu, hliicre membran

hasarinin 6nemli bir nedenidir, membran gegcirgenligini etkileyerek hiicre

102,103

icinde asiri Ca*? birikmesine yol agar . Hicre membran disfonksiyonu da,

hiicre sismesi ve hicre 6limu ile sonuglanir.

29



02

ONOO "‘OH

ﬁ@< ;

- » NOS ——  »

T I l Lipid Peroksidasyon

Protein Oksidasyon

Protein Nitrozilasyon

iskemi Reperfiizyon DNA Hasan

Sekil 10. I/R’'da Lipid Peroksidasyonu

Reperflizyon hasarinin en ©6nemli nedeni, artan serbest radikallerin
noéronal hicre, plazma ve organel membranlari, vaskiler endotel hicre
membrani ve myelinde bagslattiklan lipid peroksidasyonudur. Radikal aracili bir
zincir reaksiyon mekanizmasi seklinde gelisen lipid peroksidasyonu sirasinda,
¢oklu doymamis yag asidlerinin (CDYA) yan zincirlerinde yeniden dizenlenme
séz konusudur®. Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica
yag asitleri CDYA'dir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukga zararlidir. Lipid peroksidasyonu, ortamda
CDYA, O, ve metal katalizérler bulundugu sirece logaritmik olarak artarken yeni
serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle reperfiizyon
donemi, lipid peroksidasyonu igin gerekli kosullari saglamasi bakimindan gok
uygundur®>4t,

Olusan fonksiyonel hasarlar sunlardir:

A) Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membraninda akiskanhgin
azalmasi, membran gecirgenliginin dedismesi, membran potansiyeli azalmasi,

membrana bagli enzimlerde (Orn: Na*-K*ATPaz) aktivite azalmasi®*>1%,
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B) Lizozomal ve mitokondrial membranlari ilgilendiren ileri derecede lipid
peroksidasyonu ile organel igeriginin (mitokondrial matriks enzimleri, lizozomal
enzimler gibi) hicre igine salinmasi. Normal kosullarda lizozomlar iginde glvenli
bir sekilde tutulan lizozomal proteolitik enzimlerin sitoplazmaya salinmalari ile

hiicre igi proteolizin hizlanmasi ve doku hasarinin siddetlenmesi®>®’,

3.2.2 Protein Oksidasyonu

Proteinler serbest radikallere karsi CDYA'den daha az hassastirlar.
Hicrenin protein yapilari, serbest radikallerin, 6zellikle duyarli amino asidler ile
direkt etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Proteinlerin serbest radikal
harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina baghdir.
Doymamis bag ve kikirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Bu etki sonucunda 06zellikle sulfir radikalleri ve karbon merkezli

organik radikaller olusur>.

Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan
dedisiklikler fonksiyonlarini  etkilemektedir®®>. Serbest radikallerin etkileri
sonunda, yapilarinda fazla sayida disilfit bagi bulunan immiinoglobilin G (IgG)
ve albimin gibi proteinlerin tersiyer yapilari bozulur, normal fonksiyonlarini
yerine getiremezler. Prolin ve lizin ROT Ureten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de
serbest radikallerden dénemli oranda zarar goérirler. Ozellikle oksihemoglobinin

0, veya H,0,'le reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur®.

ROT, aminoasit yan zincirleri oksidasyonuna neden olarak protein-protein
badlarinin olusmasina yol acarlar. Ayrica protein yapisinda, ana zinciri okside

ederek proteinlerin pargalanmasina neden olurlar. Béylece hilicrede fonksiyonel
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6nemi olan enzimlerde bozulmalar ortaya c¢ikar. ROT ile olusan protein
oksidasyonunun kimyasal sonucu olarak metionin sllfokside, histidin
oksihistidine veya aspargine, tirozin ditirozine ve sistein disllfitlere déntsir. Bu
degisiklikler proteinlerin baglanma ozelliklerinde ve enzim aktivitelerinde
farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilir®®”’.
Enzim veya reseptdér fonksiyonuna sahip membran proteinleri, 6zellikle ROT'nin
modifikasyonlarina duyarli olduklari igin protein oksidasyonu ile dnemli hicresel
ve membran fonksiyonlari bozulmaktadir’®. Protein yapilarindaki hasarin
gosterilmesi igin, protein karbonillerinin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan bir
goOstergedir. Son vyillarda protein bagli okside amino asitlerin; 6zelikle aromatik

105

ve sulfidril iceren kalintilarin analizi yapiimaktadir Bunun yanisira I/R

slirecinde hucre igi antioksidan enzimlerin oksidasyonlari da bu enzimlerin

aktivitelerindeki azalmanin nedenlerinden birini olusturabilmektedir>>1°,

3.2.3 DNA Hasari

ROT'nin, hicrede saldirdigi bir diger o6nemli makromolekil nikleik
asidlerdir. DNA'nin temel tasi olan nulkleotidin yapisi iginde yer alan pirin ve
pirimidin bazlari ROT'nin etkilerini gosterdigi boélgelerdir. OHe, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Ozellikle guanin
bazinin bu radikaller aracilidi ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekllinin

yapisi dedismekte ve mutasyonlar ortaya gikmaktadir®>:39107,

Aktive olmus
noétrofillerden kaynaklanan H,O, membranlardan kolayca gegerek ve hicre
cekirdedine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hicre

élimine yol agabilir!®,

3.2.4 Kovalen badlanma:

Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler, ve

nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin gesitli biyomolektllere kovalen baglanmasina
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neden olabilir. Bu da dogrudan hiicre hasarina yol agabilir'®e,

3.2.5 Kalsiyum:

Hicre yaralanmasi ile ilgili oldudu disunilen bir elementtir. Ca®*'un
transportunu engelleyen herhangi bir durum hlcre fonksiyonlarini olumsuz
etkiler. Ca®* ATPaz enzimleri 6nemli silfidril gruplarina sahiptir ve ROT

tarafindan inaktive edilebilir3.

4. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT'nin ciddi hasar yapma potansiyellerine karsi htcreler, bu toksik
Urdnleri hizla metabolize edecek savunmalari gelistirmislerdir. Organizmada
devaml olarak ROT olusmasina ragmen antioksidan savunma sistemleri ile
oksidasyon arasindaki dinamik dengeden dolay! zararl etkiler ortaya gikmaz.
Fizyolojik veya patolojik olaylar sonucu bu dengenin oksidasyon lehine degdismesi

durumunda oksidatif hasar gelisebilmektedir*.

4.1 Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidan enzimler ve enzim olmayan endojen antioksidanlar

olarak ikiye ayrilirlar.

4.1.1 Antioksidan enzimler:

Antioksidan enzimler, serbest radikalleri, biyolojik 6nemi olan molekiillerle
etkilesmeden o©Once daha zararsiz bilesiklere donlstirerek veya baska

molekillerden radikal Gretimini engelleyerek etkilerini gésterirler®”’.

Baslica
antioksidan enzimler sunlardir; 1) SOD 2) GSH-Px 3) Glutatyon S-Transferazlar

(GST) 4) KAT 5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi 6) Hidroperoksidaz
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4.1.2 Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar:

Savunmanin bu ikinci hattindaki bir diger yontem Fenton reaksiyonu
sonucu OHe olusumunu engellemek amaciyla redoks aktif metallerin (bakir,
demir gibi) transport ve depo proteinlerine baglanarak ortamdan
uzaklastiriimasidir. Demirin transferrine badlanarak tasinmasi veya ferritine
baglanarak depo edilmesi buna 6rnek verilebilir. Baslica endojen antioksidanlar;
1) Melatonin. 2) Seruloplazmin. 3) Transferrin. 4) Miyoglobin. 5) Hemoglobin. 6)
Ferritin. 7) Biliriibin. 8) Glutatyon. 9) Sistein. 10) Metionin. 11) Urat. 12)

Laktoferrin. 13) Albimin.

4.1.2.1 Glutatyon

Glutatyon (GSH) karacigerde sentezlenebilen bir tripeptitdir. GSH cok
onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek

hiicreleri oksidatif hasara karsi korur'®11°,

Hemoglobinin  oksitlenerek
methemoglobine ddnustiminidn engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki
sulfhidril (-SH) gruplarini redikte halde tutar ve bu gruplan oksidasyona karsi
korur, bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.
GSH vyabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
transportunu da saglar. GSH eritrositleri, 16kositleri ve g6z lensini oksidatif strese
karsi korumada hayati 6neme sahiptir. Hipoksik kosullarda kan ve doku GSH

dizeylerinin azaldigi, lipid peroksidasyon urinlerinin ise arttigi

bildirilmektedirttt112:113,

4.1.3 Serbest Radikal Toplayicilar

Vitamin E, vitamin C, B-karoten, Urik asit, bilirubin, albiimin bu gruptandir

ve sekonder antioksidanlar olarak bilinir. Bunlar serbest radikalleri yakalayarak

olusabilecek zincir reaksiyonlarini engeller®®”’,
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4.1.4 Nétrofil Inhibitorleri

PAF antagonistleri ve 5-lipooksijenaz inhibitorleri kemotaksisi inhibe
ederken, Transforming Growth Faktdér nétrofillerin endotele yapismasini ve
adenozin reseptér mekanizmasi yoluyla aktive nétrofillerden serbest radikal

Uretimini inhibe eder®!.

4.1.5 Serbest Radikal Uretimi Inhibitrleri

Allopurinol ve desferroksamin bu gruptandir.

4.2 Ekzojen Antioksidanlar

a-tokoferol, propranolol, Ca kanal blokerleri bu gup ajanlardir.

5. Laboratuvar Teknikleri

5.1 Olciim Yéntemleri

Kalpte I/R’da olusan etkileri incelemek igin cgesitli hemodinamik ve

biyokimyasal yontemler mevcuttur.

5.1.1 Serbest Radikallerin Olcimii

Serbest radikaller son derece reaktif ve kisa omurltdurler. Bu ylzden
direkt olarak olcllmeleri zordur. Serbest radikalleri direkt olarak olgen tek
analitik teknik spin rezonans spektrofotometredir. Spin rezonans spektrometre
ileri teknik donanim gerektirir, ayrica ¢ok duyarli olmamasi ve mikromolar
dizeyde sabit konsantrasyonlarda serbest radikaller gerektirmesi nedeniyle
kullanimi yaygin degildir®®. Serbest radikal Uretimi artisinin belirlenmesi igin
bunlarin lipidlerle, proteinlerle ve DNA ile reaksiyonlari sonucu olusan gesitli

Urdnlerin 6lgimu gibi indirekt yontemler kullanilir. Bu ydntemler arasinda lipid
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peroksidasyonunun son Grinlerinin 8lgiimi en gok kullanilan yéntemdir®®.

5.1.2 Lipid Peroksidasyon Uriinlerinin Olciilmesi

ROT'in baslattigi lipid peroksidasyon zincir reaksiyonu sonucunda lipid
hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge dienler olusur. LOOH ve konjuge dienler de
daha sonra alkan aldehitler, alken aldehitler, hidroksialken aldehitler, MDA ve

ugucu hidrokarbonlar olusturmak tizere parcalanirlar®.

Serbest radikal Uretimi artisinin belirlenmesi igin LOOH 6lgim, konjuge
dienlerin Olgiml, MDA disindaki aldehitlerin 6lgimi, ugucu hidrokarbonlarin
Olgimdi, lipid peroksidasyonu fluoresan (Urlnlerinin 6lcimi ve MDA 6lcumi
yapilabilir. Her bir teknigin kendine gore zorluklari vardir ve hicbir metodun lipid
peroksidasyonunu tam bir dogrulukta oOlctiglu sdylenemez. Ayrica, olusan
Urlinlerin miktar cesitli faktorlerden etkilenebildiginden bir tek Urin yerine

birden fazla Griini dlcmek idealdir®.

5.1.3 Perfliizat MDA Tayini

MDA 6lgiima lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi igin en sik
basvurulan testtir. MDA 06lcimid en yaygin olarak tiyobarbitlrik asit (TBA)
yontemiyle vyapilir. Bazi deneysel sistemlerde TBA ydnteminin esas olarak
MDA'nin kendisini 6lgttiga gosterilmistir. Ancak cogu sistemde bu test MDA igin
spesifik olmadigindan tiyobarbitlirik asit ile reaksiyon veren maddelerin
(thiobarbutiric acid reactive substances) TBARS 6lcimu seklinde ifade edilir. Saf
lipidlerle yapilan calismalar ve hayvanlar Uzerinde yapilan denemeler, TBARS
Olcimu ile lipid peroksidasyonunu o6lgen diger metotlar arasinda iyi bir

korelasyon oldugunu gdstermistir®.
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TBARS 06lgimi ¢ok basit ve hizli olmakla birlikte biyolojik materyallere
uygulanmasinda cgesitli problemler vardir. Numunede mevcut ya da reaksiyon
sirasinda aciga cikan pigmentler kolorimetrik 6lcimi bozabilirler. Ayrica MDA
disindaki aldehitler de TBA ile renkli kompleks olusturmak Uizere reaksiyona
girebilirler. Serbest MDA'nin direkt tayini en glvenilir sekilde yliksek performans
likit kromatografisi (HPLC) yontemiyle yapilir. HPLC ¢ok hassas ve hizh bir
metottur ve az numune gerektirir. Fakat teknik ok dikkatli numune hazirlig

gerektirir.

5.2 Kardiyak Iskemi Reperfiizyon Teknikleri

I/R sonucu olusan KDU’dan nekroza kadar giden hasari incelemek icin
dedisik deneysel diizenekler kullanilmaktadir. Deneysel olarak calisilan konular;
KDU, kronik  kontraktil  disfonksiyon, Onkosullama ve reperfizyon
26,57,58.

aritmileridir KDU ile ilgili cok farkli deney dizenekleri arastirmalarda

kullanilmaktadir. Deneysel seviyede gézlemler kabaca 6 kategoride gruplanabilir;

1) Orijinal olarak Heyndrickx ve ark. tarafindan tanimlanan tek ve tamamiyla
tersinir in-vivo iskemiyi takiben olusan KDU (Or; képeklerde < 20 dk koroner
oklizyon)

2) In-vivo, tamamiyla tersinir lokal coklu iskemi periyodlarini takiben olusan KDU
(Or; képekte tekrarlayici 5-10 dk koroner okliizyonu takiben)

3) Kismen reversibl (nekrozsuz), kismen irreversibl (bazi sahalar nekrozlu) in-
vivo lokal iskemi epizodlarini takiben olusan KDU (Or; képeklerde >20 dk- < 3
saat koroner okllizyon). Bu kategori, trombolizis tedavisi alan veya anjioplasti
gegiren akut miyokard enfarktisli hastalarin durumunu temsil eder ve
kurtarilmis dokularin fonksiyonunu, gecikmis iyilesmesini gosterir.

4) In-vitro global iskemi sonrasi KDU (Or; izole kalp preparatlari)
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5) in-vivo global iskemiyi takiben KDU (Or; kardiyoplejik arrest)

6) Egzersize bagl iskemi sonrasi KDU (Or; yiiksek akimli iskemi)

6. Endotelin-1

Endotelin-1 potent vazokonstriktor etkili polipeptidtir. Strekli bir
vazokonstriksiyona yol acar. Kalpte pozitif inotrop, pozitif kronotrop etkilidir,
aksiyon potansiyeli slresini uzatir. Damar diz kaslarindaki endotelde yapilan
parakrin ve otokrin etki gosteren, 21 aminoasitli, bilinen en potent
vasokonstriktér polipeptiddir. Endotelin dolasimda c¢ok kligiik konsantrasyonda

114,115 Endotelin sadece endotelde degil; beyin,

(nanomolar/ pikomolar) bulunur
bébrek ve bazi hicrelerde de sentez edilmektedir. Endotelin ilk olarak 1988
yilinda Yanagisawa ve ark. tarafindan idendifiye edilmistir’*®. Ug farkli endotelin
geni tarafindan (farkh kromozomlarla) kodlanmaktadir; Endotelin-1 (ET-1),
Endotelin-2 (ET-2), Endotelin-3 (ET-3)%°. Preproendotelin dénce big endoteline

(inaktif prekdrsor) déndsur. Endotelin konverting enzim (ECE-1) big endotelini

endoteline gevirir (Sekil 11).

Endotelden salinan ET-1 kuvvetli vazokonstriktérdir ve NO ile etkilesim
halindedir'?*!®, Dolasimdaki ET-1 gok kisa yari émurliidiir (4-7 dakika). Plazma,
akciger ve bobrekte endopeptidazlar tarafindan parcgalanir. Preproendotelin
mRNA'nin yari émr ise 15 dk.dir, bunun igin vazomotor tonusun ayarlanmasinda
hizl ET yapimi sadlanir. ET-2 ise esas olarak bobrek ve barsakta, ET-3 ise
néronal hiicrelerde ve beyinde yapilir®®. Endotelin hidrofilik oldujundan plazma
membranini gegemez. Etkisini spesifik reseptérleri vasitasi ile gésterir. Baslica iki

reseptord vardir. Endotelin A (ET-A) ve endotelin B (ET-B).

Her iki reseptor de vaskuler diiz kas hicreleri ile vazokonstriksiyonda rol
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oynar. ET-1 diz kas hicrelerindeki ET-A ve ET-B reseptérlerine baglanarak
vazokonstriksiyon meydana getirir. ET-A reseptdéri vaskiler diz kas
hiicrelerinde, ET-B reseptéri de endotel ve vaskiiler diz kas hicrelerinde
lokalizedir'’. Vaskiiler endotel hiicrelerinde ET-B ile NO ve PGI, salgilanmasinda
rol oynayarak vazodilatasyona yol agar''®. ET-A; ET-1 ve ET-2'ye yiiksek affinite
gosterirken ET-3’e affinitesi ¢ok duslktir. ET-B ise her lglinde de esit affinite
goOsterfir. Plazma endotelin seviyeleri kalp yetmezliginin siddeti ile pozitif, sol

119

ventrikll ejeksiyon fraksiyonu ile negatif koreledir Plazma endotelin

seviyelerinin ylksek oldugu bazi hastaliklar tablo 3 de gosterilmistir.

Tablo 3. Plazma ET-1 Seviyesinin Yiiksek Oldugu Durumlar

Plasma endotelin-1 seviyesinin yiiksek oldugu durumlar

Hipertansiyon Ateroskleroz Astma Akut bobrek yetmezligi Pulmoner

hipertansiyon

Beyin travmasi Serebral vazospazm Konjestif kalp
Hiperkolesterolemi
yetmezligi

NO sadece ET-1'in vazokonstriktdér etkisini gidermez ayni zamanda
endotel hiicrelerinden ET-1 yapimi ve salinimini inhibe eder'%!!°, Endotel
hiicrelerinde ET-1, ET-B reseptérlerini uyararak NO salinimina neden olur!?.,
Miyokard I/R’da ET-1 (retimi ve salinimi artar ve bu da ET-A reseptéri (izerinden

I/R hasarina katkida bulunur??, ET reseptérlerinin farmakolojik blokaji

123 124

aterosklerotik farelerde*“* ve insanlarda <" endotele bagl vazodilatasyonda artisa

neden olmustur. I/R siiresince selektif ET-A ve miks ET-A/ET-B reseptor

antagonistleri infarkt alaninda azalmaya, miyokard kontraktil fonksiyonunda

125,126,127

artisa ve nétrofillerin toplanmasinda azalmaya neden olur . ET reseptor

antagonistleri I/R sirasindaki NO etkisini arttirabilirler 12123128,
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ISKEMI

Endotel Hicre Nikleusu v

_> i
Endotelin-1 Geni Preproendotelin-1

Endotel Hicre Preproendotelin-1
Sitoplazmasi l

Big endotelin-1
Endotelin Konverting

— .
l Enzim
O
DUz Kas Hicre l Endotelin Reseptor
Sitoplazmasi .
Inositol 1,4,5-trifosfat
l Diagilgliserol

Ca’* | Vazokonstriiksiyon

Sekil 11. Iskemide Endotelin-1 Etki Mekanizmasi

7.Nitrik Oksit ve Nitrik Oksit Sentaz
7.1 Nitrik Oksit

Bilimdeki kesifler bazen beklenmedik olaylarla ortaya cikabilir. Bunlardan
biri de 70li yilarin sonlarinda Dr. Robert F. Furcgottin laboratuvarinda
gerceklesmistir. Dr. Furchgott’in iki teknisyeni ayni deney protokollinde birbirine
zit iki veri elde etti; bir teknisyen asetilkolin (Ach) ile 6n kastirilmis tavsan
aortasinda bir miktar kasilma olustururken, diger teknisyen tam tersine gevseme
elde etti. Dikkatli bir gbézlemle, Furchgott teknisyenlerden birinin damari izole
ederken onu bir gubuga yerlestirdigini ve hoyratca davrandigini dolayisiyla damar
endotelini tahrip ettigini, buna karsilik digerinin (Zawadski) daha dikkatli bir
preparasyon yaptigini ve damar endoteline zarar vermedigini fark etti. Endotelin
saglam oldugu seritlerde Ach gevseme olustururken diger teknisyenin hazirladigi

preparatta Ach gevseme olusturmadi, tam tersine yliksek konsantrasyonlarda
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kasilma meydana getirdi. Bunu takiben, Prof. Furchgott basit bir deney protokoll
ile damar endotelinin, Ach gevsemesi icin zorunlu oldugunu yayimladi®
Furchgott, endotelli ve endotelsiz dokulari organ banyosuna asarak endotelli
damarlardan endotelsiz damara transfer edilebilen ve kisa yarilanma émurla bir
maddenin bu gevsemeden sorumlu oldugunu ileri siirdii ve ona “endotel kaynakli
gevsetici faktér” (EDRF) adini verdi'®. Bu kesfin ardindan Ach’in olusturdugu
gevsemenin dogasi ¢ok gegmeden blylk ilgi topladi. 1983 yilinda F. Murad’in
grubu EDRF'nin siklik guanozin monofosfat (cGMP) bagimli bir sekilde gevseme
olusturdugunu gosterdi. Ancak daha 6nceleri (1977 yilinda) yine Murad’in grubu
tarafindan NO adli basit bilesigin, cGMP dlizeylerini arttirarak vaskiler gevseme
olusturdugu gosterilmisti. 1986-87 yillarinda Furchgott ve diger bir arastirmaci L.
Ignarro, birbirinden bagimsiz olarak EDRF’'nin NO olabilecedini iddia ettiler. 1987
yiinda da Salvador Moncada’nin grubu, NO’nun L-arginin aminoasidinden
sentezlendigini ve bu sentezin basamaklarini ortaya koydu. Ancak, 1982 yilinda
beyin dilimlerinde L-argininin cGMP dizeylerini artirdigi gésterilmisti. Damarlara
endotel hicreleri intakt olan aortik parcalar uygulandiginda Ach’in etkisi tekrar
geri kazanilmaktaydi. Bu calismalar (endotel hicre iceren aort parcalarinin
uygulanmasi) EDRF’Un émrinlG ve etkisini uzatirken; O,", hemoglobin, metilen
mavisi, demir (Fe?*) ve hiperoksi EDRF’iin dmriini kisaltiyor ve etkisini inhibe
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ediyordu

Ilging olarak, gégiis agrisi ceken Alfred Nobel, kendisinin bir kazang haline
getirdigi dinamitin ham maddesi olan nitrogliserini kullanmak zorunda kalmistir.
ironik olarak, NO’nun biyolojik bir molekil oldugu ve viicutta énemli fizyolojik
olaylara katki sagladigini bulan arastirmacilara 1988 yilinda NOBEL Tip/Fizyoloji

Odull verilmistir.
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7.1.1 NO’nun Fizikokimyasal Ozellikleri

Yiksek miktarda enerji gerektiren bir tepkime olmasi nedeniyle, NO'in
kendini olusturan elementler olan O, ve nitrojenden (N,) sentezi glgtiir. Bu
nedenle atmosferin en bol bulunan iki gazi olan O, ve N, birbiri ile tepkimeye
girerek NO olusturmazlar. Normal kosullarda NO gazi bozunarak N, ve O,

gazlarini da olusturmaz'®.

NO, organizmada yaygin olarak bulunan ve birgok hiicre ve dokuda dogal
olarak sentezlenen bir molekildir. NO renksiz bir gaz olup, serbest radikal
ozelligine sahip basit bir molektldir. Yadda ¢ozinir ve biyolojik membranlardan
kolaylikla gecer. NO'in hidrofobik ortamdaki ¢6ztnurligi sudakinin 70 kati kadar
olmasi nedeniyle biyolojik zarlari gegmek igin herhangi bir engelle karsilasmaz.
NO‘in diffizyonunu kisitlayan tek faktor, kendi reaktivitesidir. Cok kisa yarilanma
omrine (3-5 sn) sahiptir. Basit kimyasal yapilya sahip olmasina ragmen oldukga
farkh ve zit etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler, cogunlukla basit gibi gériinen NO
kimyasinin komplike dogasindan kaynaklanir’*®. Kalp ve damar fonksiyonlari
lzerine 6nemli bir etkisi oldugu saptanan NO, NOS aracilidi ile L-argininden
endotelde ve endokardda sentezlenip salgilanan bir vazodilatatérdiir'®. Yanisira

trombosit agregasyonunu ve adezyonunu inhibe eder.

Reaktif 6zelligi nedeniyle, Uretildigi andan itibaren NO’in tepkimeleri ve
difizyonu es zamanli olarak gergeklesir. Uretilen NO hedef molekiillere (6rnegdin
metalloproteinlere) baglanabilir veya O, ve O, ile tepkimeye girerek reaktif
nitrojen oksit tdrlerini (NOx) olusturabilir. Diflizyonla etkisini goésterebilecegi
komsu hicrelere (6rnedin damar didz kas hicrelerine) veya dolasima gegebilir.
Alyuvarlara ulasabilen NO, oksihemoglobin ile tepkimeye girerek NOj™a

oksitlenir. Bu son tepkimenin hizi diflizyon limitine yakin olup, NO’i ortamdan
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uzaklastiran en etkili mekanizmadir. NO aerobik ortamda oksitlenerek kendi
derisimini azaltir. NO'in Uretildigi kaynaktaki derisimi ile difizyonu ya da yari
omri arasinda ters bir iliski vardir. NO derisimi arttikgca oksidasyon tepkimeleri
de hizlandigindan yarn 6mri ve difiizyonu azalir. Ancak oksidasyon tepkimeleri ile
olusan reaktif tirleri biyomolekillerle tepkimeye girdiklerinden, NO Uretimindeki
artis onun sitotoksik etkilerini de arttinr. Olusan yeni NOx‘in biyomolekiillerle
tepkimesi ¢ok hizlidir ve bu tirler sonunda NO,”  ve NOs™ gibi daha stabil tlrler

olustururlart?®,

Enzimatik bir mekanizma ile sentezlenen NO’i ortamdan temizleyen
herhangi 6zel bir enzim yoktur. Buna karsiik, NO ¢ok kisa 6mdirli bir

molekildlir. NO'in kisa 6mirli olmasindan sorumlu iki mekanizma vardir:

a) Kendiliginden oksidasyon tepkimeleri; NO molekdlleri kendi aralarinda ve
0, ile tepkimeye girerler. Once bir grup NO tiirleri olusur ve bu tiirler ortamdaki
biyomolekillerle tepkimeye girebilirler veya NO, olusturmak Uzere bozunurlar.
NO’in aerobik sulu ortamda kendiliginden oksidasyonu sirasinda nitrojen dioksit
(NO,), dinitrojen trioksit (N,03) ve dinitrojen tetraoksit (N,04) gibi NOx meydana
gelir. Bu Urlnler glgla oksitleyici ve nitrozlayici ajanlardir. Olustuklari ortamda
tepkimeye girebilecekleri bilesikler yoksa, su ile tepkimeye girerek NO;
olustururlar. Ortamda NO;'i NOs;"a c¢eviren herhangi bir oksitleyici etken

olmadikga aerobik sulu ortamda NO’ten NO5™ olusumu gézlenmez'?°,

b) Normal kosullarda NO’in fizyolojik derisimini kontrol eden en &nemli
faktér, NO ile oksihemoglobin arasindaki tepkimedir. insan viicudunda NO,
hemoglobine baglandiginda inaktive olur. Bu baglanma, O,’e gére 3000 kat daha

hizli olmaktadirt32. Bu kadar hizli inaktive olmasi belki de NO'in etkilerini lokalize
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kilan en 6nemli faktordir.

Oksihemoglobin ve oksimyoglobin blylk bir hizla NO ile tepkimeye

girerek, NO'i inert bir form olan NOs™a oksitlerler (Sekil 12).

HbO,/MbO, + NO »MetHb/MetHb + NOs’

Sekil 12. Oksihemoglobin/myoglobin ve Nitrat Olusumu

Bu tepkimenin hiz sabiti cok sayidaki enzimatik tepkimenin hiz sabitinden
daha biyuktir. Aslinda NO‘in oksihemoglobin tarafindan NOs;™a oksidasyonu,
NO’in katalizlenen bir inaktivasyonu olarak degerlendirilebilir. Olusan NOs, NO
oksidasyonunun en stabil son Urlntdir. Herhangi bir hedef hlcreye ulasan NO,
Gretim kaynagindan difiizyonla yayilarak derisimini azaltan ve oksihemoglobin ile
tepkimeye girmekten kagabilen NO’tir. Oksihemoglobin ve oksimyoglobulinin NO
ile tepkimeleri sirasinda bu proteinler methemoglobin ve metmyoglobuline
oksitlenirler. Bu tepkime sonunda olusan methemoglobin ise, methemoglobin

rediiktaz enzimi tarafindan NADPH kullanilarak tekrar hemoglobin indirgenir®.

0O, derisiminin artmasi nitrozilhemoglobinden NO ayrisimini arttirir. O,
derisiminin dustigl dokularda da NO, hemoglobinden 0O, birakilmasini
saglamada rol alir. Tepkime sirasinda bu proteinlerin tasidigi O, de
tlketildiginden, ozellikle NO sentezinin indlkledigi dokularda, NO hipoksi veya

iskemi durumuna ilave katkida bulunurt?®.

7.1.2 Serbest Radikal olarak NO

Radikallerin en énemli 6zelligi paylasilmamis elektron icerigi nedeniyle gok
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reaktif olmalaridir. Oysa paylasilmamis elektron icermesine ragmen, diger radikal
turlerle kiyaslandiginda NO’in reaktivitesi son derece dlstktir. Diger radikal
tirlerinin aksine (6rnedin O, ve karbon merkezli radikaller), NO radikalinde
paylasilmamis elektron, nitrojen atomu Gzerinde yerlesik degil; fakat nitrojen ve
oksijen atomlari Gizerinde delokalize bir sekilde bulunur. NO radikalinin bu 6zelligi
kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini arttinr ve biyolojik kosullarda
sentezlendigi yerden daha uzak mesafelere difizyonunu kolaylastirir. Radikalik
tepkimeler ydniinden reaktivitesi az da olsa, NO buylk bir afinite ile organik
yapilardaki metal merkezlere badlanir. NO, organik radikallerle diflizyon limitine
yakin bir hizla tepkimeye girerek nitrojen iceren organik bilesiklerin olusumuna

neden olur‘?®,

NO gibi radikal bir molekil olan O, tek elektron ile indirgendiginde ya da
oksitlendiginde olusan tirlerin reaktivitesi daha azdir. Oysa NO’nun oksidasyon
dizeyindeki tek elektronluk degisiklik, onun daha reaktif tlrlerinin olusmasina
neden olur. Biyolojik sistemlerde NO’nun nitronyum (nitrozonyum) iyonuna
(NO*) oksidasyonu ya da nitroksile (NO") indirgenmesi veya diger oksitlenmis
formlarinin olusumu dodgrudan tek elektron tepkimeleri ile dedil; NO'nun O'li
ortamlarda kendiliginden oksidasyonu sirasinda olusan reaktif tiirler aracihidi ile

gerceklesir'® (Sekil 13).

NO + 1 e’ » NO”

NO »NO* + 1 ¢

Sekil 13. Reaktif Nitrik Oksit Tiirleri
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Lipid Fenton Reaksiyonu OH"
Radikaller /
H,0, KAT
METZ .
SOD H.O + O,
NAD(P)H GSH-Px
Oksidaz (073
/ GSH
Ksantin
H,O + GSSG
Oksidaz
eNOS ONOO" ——3» DNA, Protein ve
Lipidlerin
Oksidasyonu
NO —» Vazodilatasyon

Sekil 14. NO ve ROT

NO Uretimi, ortamda bulunan O, miktar ile dogru orantili artarken,
ROT'nin etkileri ile olusan endotel harabiyeti sonucunda Uretimi azalmakta ve

direkt olarak ROT ile reaksiyona girerek bloke olmaktadir **33*(Sekil 14).

7.1.3 NO Sentezi

NO, L-arjinin ve O,'den, NOS etkisiyle sentezlenir. NOS enzimi
tarafindan bir mol arjininden bir mol NO sentezi igin 2 mol O, ile 1.5 mol NADPH
kullanihir (Sekil 15). NO sentezi damarlarda baslica “shear stres” ile tetiklenir. Bu
fenomen, kalbin her sistolde kani damarlara géndermesi sonucu damar endoteli
ylzeyinde olusturdugu mekanik etki (slirtinme, yalama) olarak ifade edilebilir.
Endotel hicreleri bu mekanik etki ile sekil degisikligine zorlanirken hiicre iskeleti
araciligi ile hicre igine sinyaller génderir. Bunun sonucunda Protein Kinaz G
aktive edilerek eNOS'u fosforile eder. Fosforilasyon, bu enzimin aktivasyonuna
neden olur. Sonucgta, endotel hicresinden slrekli NO (Uretilir. Damar

endotelinden NO dretimine neden olan en 6nemli fizyolojik stimulus bu
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fenomendir (“shear stres”). ilging olarak bu sekilde NO lretimi igin Ca®*’a gerek
yoktur, eNOS’un fosforile edilerek aktive edilmesi yeterlidir. Diger taraftan hiicre
ici Ca** duzeylerini arttiran bilesikler de (Ach, histamin, bradikinin, trombin,
glutamat, P maddesi, seratonin, noradrenalin, tromboksan A,, ET-1, ATP,
anjiotensin II, vd.) vaskiiler endotelyumda fosfolipaz C enzimi lizerinden Ca®*'a

bagimli bir enzim olan eNOS enzimini aktive ederler'?°.

Reseptdr Aktivasyonu LPS, TNF, IL-1, INF
Kalsiyum Mobilizasyonu Tirozin Kinaz, NF-KB

i BH4

Ca?* - CaM / iNOS mRNA
\A cNOS iNOS /

L-Sitrdlin 7 L-Hidroksi «—— L-Arginin |—— L-Hidroksi L-Sitrdlin

Arginin

Arginin
NADP*ﬂ NADPH @ NADP*
NO* O

NO \A > /
/
Guanil Siklaz \<
m COX-2 ONQO"

GTP cGMP

|

Biyolojik Etkiler Fizyopatolojik Etkiler

Sekil 15. NO'nun Biyolojik ve Patolojik Etki Mekanizmasi
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NO bir kez sentezlendikten sonra hizla hedef dokulara yayilir ve hicre
icinde guanilat siklaz enzimini aktive ederek diiz kas kasilmasini saglayan cGMP

miktarini artinrt3%13% (Sekil 15).

NO ayni zamanda trombositler igindeki ¢o6zllebilir guanilat siklaz
aktivitesini de arttirarak trombosit adezyon ve agregasyonunu azaltir. NO
plateletlerin homotipik (platelet-platelet) ve heterotipik (platelet-l6kosit)
agregasyonunu ve lokosit-endotel hilicre adezyonunu inhibe eder. NO veya
nitrovazodilatorler tarafindan sentezi arttirilan cGMP, cAMP fosfodiestarazi inhibe
ederek siklik adenozin monofosfat (cAMP) dlzeyini vylkseltir ve platelet
agregasyonunu inhibe eder. Prostosiklinlerle NO arasindaki sinerjik etkinin

nedeni budur*.

NO, ayrica immunolojik satasma sonucu Ca**’dan bagimsiz olarak immiin
sistem hlcreleri tarafindan da Uretilir ve bu htcrelerin selektif olmayan sitotoksik
etkilerine aracilik eder. Ayrica mikroorganizmalarin mitokondrial proteine bagh
demir bilesikleriyle reaksiyona girip DNA sentezini bozarak yikilmalarina yol agar

ve savunma sisteminde rol oynar.

7.1.4 Nitrik Oksit Sentaz Enzimi

NOS enzimi NADPH, O,, flavoproteinler (FAD, FMN), kalmodulin (CaM) ve
tetrahidrobiopterinin (THB) varliinda L-arginini, sitrulin ve NO’ya donustirdr.
NO sentezleyen enzimin 3 farkli izoformu vardir (Tablo 4). Bu izoenzimlere 6zgl
genler kromozom 7 (endotelyal NOS-eNOS), 12 (néral NOS-nNQOS) ve 17
(indiiklenebilen NOS-iNOS) (zerinde bulunmustur®®*’. NOS-I (nNOS) ve NOS-III
(eNOS) siirekli, ancak az miktarda ve Ca?*'a bagimli olarak (enzim aktivasyonu

igin hiicre ici Ca*"'un artmasi gerekir) salinir. Néral dokularda NOS-I, vaskiiler
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endotelde NOS-III bulunur. NOS-II Ca’*a bagimli degildir. Bitiin

arginin analoglarinca inhibe edilir.

Tablo 4. NO Sentezleyen Enzimler

NOS enzimleri

NOSs

izoformu

Salinim

Kaynak

Regiilasyon

NO Miktanr

Kromozom

Tip I (NNOS)

Surekli

Noéron

Kalsiyum

Dustk

(picomol)

12

Tip II (iNOS)

indiiklendiginde

Makrofaj,
Damar diz
kasi, damar

endoteli,
hava yolu

epiteli,
immun
hicreler,

miyokard

Sitokin,
endotoksin,

oksidanlar

Ylksek

(nanomol)

17

Tip III

(eNOS)

Surekli

mast
hicreleri,
plateletler,
pankreasin
B-adaciklari,
endotel,
vaskdler duz

kas hicreleri

Kalsiyum

Dusik

(picomol)

cNOS Ozellikleri

Sitoplazmik (nNOS) veya zarsal (eNOS) enzimlerdir.

NADPH-bagimli ve P-450 tip hemoproteinlerdir.

L-Arjinin analoglar tarafindan inhibe edilirler.

Ca’*/Kalmodulin-bagimli enzimlerdir.
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5. Kisa sureli NO sentezini katalizlerler.

6. Aktiviteleri disuktir. Dakikada, miligram enzim basina, pikomol
seviyesinde NO sentezlerler.

7. Enzimlerin sentezi ve aktivitesi glukokortikoidlerden etkilenmez.

8. eNOS mast hiucreleri, plateletler, pankreasin B-adaciklarinda,
vaskiler duz kas hucrelerinde bulunur.

9. nNOS sinir sistemi, adrenal bez (medulla ve korteks) ve
astrositlerde bulunur.

iNOS Ozellikleri

1. Sitoplazmik bir enzimdir.

2. NADPH bagimli ve P-450 tip bir hemoproteindir.

3. L-Arjinin analoglari tarafindan inhibe edilir.

4. Aktivitesi Ca?* bagimsizdir. Kalmodulin iNOS'in bir alt birimidir.
Enzimin aktivitesi, transkripsiyon dlzeyindeki kontrol ile
duzenlenir.

5. Uzun sireli NO sentezini katalizler.

6. Enzimin aktivitesi ylUksektir. Enzimin miligrami basina, dakikada
nanomol seviyesinde NO sentezlenir.

7. Enzimin indUksiyonu glukokortikoidler tarafindan inhibe edilir.

8. Konstitltif enzimin aksine, uygun indikleyicilerle uyarildiginda, gok

sayidaki hicre tiarleri iNOS enzimini sentezlerler; Makrofajlar,
PNML, T-lenfositler, kondrositler, hepatositler, Kupffer hicreleri,
bébrek, retina ve barsak epitel hicreleri, fibroblastlar,
keratinositler, vaskliler diiz kas ve gizgili kas hlcreleri, mezengial
hlcreler, mezotelial hlicreler, beyin endotel hicreleri, mikroglia

hlcreleri, astrositler, pankreasin Langerhans adaciklari, HL-60
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I6semi, néroblastoma, EMT-6, TA 23 adenokarsinoma hicreleri.
iNOS aktivitesi koenzim olarak THB badimlidir; FAD ise enzimin

aktivitesini arttirirt?°.

7.1.4.1 NOS Enzimlerinin Hicredeki Lokalizasyonu

nNOS ve iINOS enzimleri esas olarak sitoplazmik proteinler olarak
bilinirler. Yapisal olarak nNOS ve iNOS izoformlari zara tutunmalarini saglayacak
kimyasal grup icermezler. eNOS ise zarsal ya da zarla etkilesimde bulunan bir

enzimdir.

Kalpte kolinerjik sinir uglari ile non-adrenerjik/non-kolinerjik sinirlerde

nNOS’un, immiuinoreaktivitesi gosterilmis olmasina ragmen myositlerden, esasen

138

yuksek miktarda eNOS eksprese edilmektedir Diger taraftan inflamatuar

sitokinlerle uyarildiinda myositler iNOS enzimini eksprese etmektedir'**1%, Kalp

141 Ancak kalp

yetmezligi olan hastalarda da iNOS ekspresyonlari artmaktadir
yetmezliklerinde ve sitokin satasmalarinda iNOS ekspresyonlari artarken eNOS
azalmaktadir. Depre ve ark. tavsan kalbinde miyokardiyal iskemiden sonra NOS
aktivitesinde artisa bagli NO birikimi ve miyokardiyal hasarda artis

saptamislardirt4?143,

7.1.5 NO Yikimi

NO’i ortamdan uzaklastirmak igin herhangi bir 6zel enzimatik koruma
mekanizmasi yoktur. Bu durum, NO'in kalici ya da uzun émrli bir bilesik oldugu
anlamina gelmez. Tam aksine, NO reaktif 6zelligi nedeniyle protein yapidaki ya
da diger cok cesitli bilesiklerle tepkimeye girdiginden, saniyelerle ifade

edilebilecek bir dmiire sahiptirt?°.
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NO olustuktan sonra: 1) Methemoglobin, nitrite (NO,-) ve nitrata (NOs-)
dontserek inaktive olur; 2) O, ile birleserek ONOO™e donuslir. ONOO", OHe ve
Tyr ile birleserek nitrotirozini olustururlar. 3) guanilat siklaz aktivasyonu ile

cGMP'yi artirarak diiz kas gevsemesine neden olmaktadir'®.

7.1.6 NO’in Metallerle Tepkimesi

NO’in Hem igeren merkezlere reaktivitesi, bu molekilin biyolojik hedef
molekdillerdeki etkisinin temelini olusturur. Fonksiyonel biyolojik molekillerde,
ornegdin hemoglobin, miyoglobin ve enzimlerde, demir esas olarak hem yapisinda
bulunur. NO’in baglanmasi ile hem-nitrozil kompleksi olusur. Proteinlerde hem-
nitrozil olusumu, guanilat siklaz enziminde oldugu gibi, konformasyon degisimini
indikleyerek hedef enzimleri aktive eder. Hem-nitrozil olusumu, enzim
inaktivasyonuna da neden olur. Hem-nitrozil olusumu ile guanilat siklaz ve
siklooksijenaz enzimleri aktive olurken; sitokrom P450, lipoksijenaz, tromboksan

sentaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri inhibe olur!®.

NO, hafif asidik kosullarda Fe®>' ile tepkimeye girerek demir-nitrozil
olusturur. Demir kompleksleri NO'i blyuk bir afinite ile baglarlar. NO’in 6zellikle

2*'e afinitesi ferrik

porfirin yapilardaki demire afinitesi gok ytksektir. NO’in Fe
demire (Fe™) afinitesinden daha fazladir. Fe?*, Haber-Weiss tepkimesi ile OHe'in
yapimini katalizlediginden demirin reaktif formlarindan biri olarak kabul edilir.
Normal olarak viicut sivilarinda Fe** bulunmaz; Fe** formunda transferine bagli
olarak tasinir. Oksidan stres kosullarinda 0,7, Fe*?® formunu Fe®* formuna
indirgeyerek proteinlerden salinimina neden olabilir. NO’in Fe®*’le nitrozil

kompleksi olusturmasi, demirin bu reaktif formunu inaktive etmesi bakimindan

dénemlidir. Sulu ortamdaki Fe*? ise NO ile tepkimeye girmez!%.
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Selat yapmis demir komplekslerine afinitesi ylksek olan diger iki 6nemli
molekiil O, ve karbon monoksittir (CO). Ancak her ikisi de Fe** ile tepkimeye
girmezler. Fe**'in NO’e afinitesi ise O, ve CO’e afinitesinden ¢ok daha fazladir.
Fe?*’in NO ile olusturdugu demir-nitrozil kompleksi kismen de olsa stabildir. Oysa
NO, Fe*? ile tepkimeye girdiginde olusan kompleksde yiik transferi olur ve
Fe(III)-NO' ya da Fe(III)-*NO ile temsil edilen tlrler olusur. Bu demir-nitozil

tarleri reaktif olup, herhangi bir ntkleofil ile tepkimeye girerek nitrozolayici bir

ajan olarak davranirlar'?,

NO’in basta demir icerenler olmak lizere metal merkezlerle olusturdugu
nitrozil kompleksleri stabil olmayip, NO’i tekrar dissosiye edebilirler. Ortamdaki
serbest NO derisiminin azalmasi ile nitrozil yapisindaki NO ayrilir ve NO’den
kaynaklanan aktivasyon veya inhibisyon ortadan kalkar. Bu nedenle nitrolizasyon
seklinde gergeklesen protein modifikasyonu tersinirdir ve protein aktivitesinin NO

ile kontrol edilmesine olanak saglanirt?,

7.1.7 Nitrolizasyon Tepkimeleri

O, derisiminin yliksek oldugu dokularda, O,, NO ile tepkimeye girerek NO,
olusturur, bu tir de nitrasyon tepkimelerine neden olur. Oysa O, derisiminin
dusik oldugu yerlerdeki nitrasyon NO, derisimi ve peroksidazlarin aktivitesine

bagimhidir.

NO oksidasyonu ile olusan reaktif tirlerden N,Os3;, N,O,, ve ONOO"
biyomolekulleri baslica fonksiyonel gruplarindan olan hidroksiller, aminler ve
tiyollerle tepkimeye girerek nitrozasyona neden olurlar. Olusan nitrézaminler, O,
varliginda DNA bazlarinin deaminasyonuna neden olduklarindan mutajenik ve

karsinojenik etkiye sahiptirler. Nitrozotiyoller NO'in biyolojik émrinin artmasina
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neden olurlar ve NO deposu olarak dederlendirilirler. Proteinlere bagl tiyollerin
nitrozasyonu genellikle fonksiyonu igin tiyol bagimh enzimlerin inaktivasyonuna

neden olur?®,

Basta GSH olmak Uizere tiyoller, reaktif NO tdrlerine karsi énemli koruma
mekanizmasi olustururlar. Ancak tiyollerin nitrozotiyollere gevrilmesi hicrelerde
indirgenmis GSH seviyesinde azalmaya neden oldugundan oksidan strese ve

oksidan strese duyarlihgin artmasina neden olur'?°.

7.1.7.1 Peroksinitrit

Bir anyon olarak ONOO™in zarsal ortama gecmesi zordur. Ancak proton
baglamis formu, peroksinitréz asit, hidrofobik ortama rahatca gecebilir ve reaktif
ozelligi nedeniyle doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek nitratlayabilir.
ONOQO’, peroksinitroz asit ve OHe’'ne donlsebilmektedir. Peroksinitroz asit (ONO-
OH) son derece dayaniksiz ve reaktiftir. Peroksinitr6z asit ayrica ortamdaki
lipidlerin peroksidasyonunu da baslatabilir. Peroksitlenmekte olan lipidlerin
ONOO™le tepkimesi ile nitratlanmis lipidler meydana gelir'*®. NO inhibisyonunun
ONOO™ olusumunu engelleyecedgi ve kardiyak performansi arttirabilecegi
g6sterilmistir'®®. Bu nedenle, NO sentezini gergeklestiren NOS'un (6zellikle iNOS)

pro-oksidatif bir enzim olabilecedi distnilmektedir .

NO’in O, ile tepkimesi sonucu olusan ONOO™ her ne kadar daha reaktif
ise de; ONOO™ hizla NOs™a izomerize olacadgindan, bu tepkime SOD bulunmayan
bir ortamda O, ™'in ortamdan uzaklastiriimasini saglamasi bakimindan 6nemlidir.
Hicresel kosullarda NO’in  tepkimeye girdigi baslica radikaller, lipid
peroksidasyonu sirasinda biyolojik zarlarda olusan alkoksi (RO') ve peroksi

(ROO’) radikallerdir. NO’in bu radikallerle tepkimeleri lipid peroksidasyonunu
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sonlandirict bir etki olusturur. NO ayrica lipooksijenaz ve siklooksijenaz
enzimlerini inhibe ederek inflamasyonda etkili olan eikozanoidlerin sentezini de
baskilar'?®. ONOO™ damar diiz kaslarinda gevsemeye, platelet agregasyonunun
inhibisyonuna neden olur ve endotel hicrelerine PMNL'in yapismasini &nler.

ONOO" sitoplazmik guanilat siklazi NO’e benzer sekilde aktive eder'®.

ONOO" glicli bir oksitleyici olup, dogrudan silfidril gruplarini oksitleyebilir.
Bu tepkime hlicrede GSH gibi antioksidanlar tiketmesi ve aktiviteleri icin silfidril
gruplarina bagimh enzimleri inaktive etmesi bakimindan 6nemlidir. ONOO™in
metal iyonlari ya da iyon kompleksleri ile tepkimesi sirasinda glglU bir nitratlayici

ajan olan NO,* olusur.
ONOO™ dokularda cok hizli yikildigi igin tayin edilemez, bu nedenle Tyr ile
oksidasyonu sonucu olusan 3-nitrotirozin ONOO™ seviyelerinin belirlenmesi

amaciyla kullanilmaktadir.

7.1.8 NO’nun Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

NO'nun endotelde diiz kas gevsemesi ve kalp kasilmasi Uzerine etkileri

bulunmaktadir.

7.1.8.1 NO'in Damarlar Uzerine Etkisi

NO gugli bir damar diz kas gevseticisidir. Hedef hilcrelerde ¢ozinur
(sitoplazmik) guanilat siklaza baglanir ve onun aktivitesini yaklasik 400 kat
arttinir. Hedef hicrelerin bazi molekillerine baglanir (guanilat siklazdan bagimsiz
etkiler). Bu enzimin aktivasyonu ile cGMP aciga cikar ve bu da Protein Kinaz G'yi
aktive eder. Protein Kinaz G ile olusan diz kas gevsemesi baslica su

mekanizmalari igerir:
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e Ca?*'un hiicre igi depolardan saliverilmesinin inhibisyonu

e Voltaja bagimli Ca kanallarinin inhibisyonu

e Na'/ Ca®?* degis-tokusunun aktivasyonu

e Fosfolipaz C ve Inositol trifosfat (IP3) olusumunun inhibisyonu

e Ca’’a bagimli K* kanallarinin aktivasyonu

Aktive olan protein kinazlar diz kasin relaksasyonu ve ardindan
damarlarin dilatasyonundan sorumludurlar. NO tarafindan sentezi arttirilan
cGMP’'nin aktive ettigi protein kinazlar, hiicrede Ca?* derisimini kontrol eden
proteinleri fosforile ederek bu proteinlerin aktivitelerini kontrol ederler. Bu
nedenle NO-cGMP bagdimli sinyal iletiminin baslica amaglarindan biri, hlicre igi
Ca’* derisimi kontrol etmektir. Damar diiz kaslarinda NO'in ne kadar gevsemeye
neden olacadi, diz kasin kontraksiyonu derecesine baghdir. Dz kaslarin
kasilmasi esas olarak hiicre ici Ca?* derecesine bagimlidir. Hiicre ici Ca®* artmasi
ile, Ca®*/kalmodulin kompleksi, miyozin hafif zincir kinazini aktive ederek
miyozinin fosforilasyonuna neden olur ve kasilmayi baslatir. NO baslica iki
mekanizma ile diz kaslarda gevsemeye neden olur. Bu mekanizmalardan birisi,
kasilmay! baslatan hiicre igi Ca®* derisimini diisirmesi; ikincisi ise myozin hafif
zincir kinaz enzimini inaktive etmesidir. Myozin hafif zincir kinazinin aktivitesi
Ca’*/CaM kompleksi ve cGMP bagimli protein kinazlar araciligi ile kontrol edilir.
Myozin hafif zincir kinazi, cGMP bagiml protein kinaz enzimi ile fosforile edilince
inaktive olur ve kasilmadaki katalitik etkisini vyitirir. Boylece NO, cGMP bagimli
protein kinaz aracilidi ile diiz kaslarda kasilmayi inhibe ederek gevseme seklinde

bir etkiye sahip olur'®.

cGMP bagimh protein kinazlarin en 6énemli substratlari, hiicre zarlarinda

bulunan iyon pompalandir. Iyon pompalarinin protein kinaz enzimi ile
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fosforilasyonu sonucu hiicre disina ve hiicre ici depolara Ca®*'un pompalanmasi
hizlanir ve sitoplazmik Ca®* derisimi disrilir. cGMP, K* pompasini ve Na*/K*-
ATPaz enzimini aktive ederek diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyona neden
olur. NO dogrudan veya daha vyagin olarak da cGMP aracihdi ile iyon
pompalarinin aktivitelerini etkileyerek diiz kas hiicrelerinde Ca®" derisimini
distrerek ve hiperpolarizasyona neden olarak gevsemeye neden olmaktadir. NO,
damar diz kaslarinda cGMP’ye bagli olmayan etkilere de sahiptir. cGMP bagimh
etkileri nanomolar derigsimlerde goérilirken; mikromolar derisiminde cGMP’den

bagimsiz etkileri gérilirt®.

Kan damarlarinda kanin akis hizinin artmasi endotel hicreler Gzerinde
mekanik bir kuvvet (Shear stress) olusturarak NO sentez ve salinimini arttirir.
Shear stress K* kanallarinin aktivasyonuna neden olarak hiperpolarizasyona;
hiperpolarizasyon ise daha fazla Ca®* girisine neden olarak NO sentezini arttirir.
Endoteldeki Ca** bagimli NO salinm fazi gegici bir siire igin olup, bunu Ca®*
bagimsiz faz izler. Ca** bagimli olmayan NO salinimi mekanik uyari oldudu
surece devam eder ve bu tir salinimdan eNOS enziminin Tyr fosforilasyonu ile

aktivasyonu sorumludurt?®,

7.1.8.2 NO ve Miyokard Kontraktilitesinde Bozukluklar

NO’nun normal fizyolojik olaylarin dizenlenmesinde ve cesitli patolojik
sureclerin gelisiminde 6nemli rol oynadigi sistemlerden birisi de kardiyovaskiler
sistemdir. Normal homeostazi saglamada NO’nun aracilik ettigi temel olaylar
miyokard kontraktilitesi, vaskiler tonls, trombosit endotel etkilesimleri ve
I6kosit adezyonununun dlzenlenmesidir. Dolayisiyla farkli hicrelerde NO’nun
Gretiminde veya etkinliginde bir bozuklukla seyreden NO dengesindeki

degisiklikler birgok fizyopatolojik slirece katkida bulunmaktadir. Vaskiler yapida

57



NO Uretiminin azalmasi, sonucgta trombosit endotel etkilesimi ve vaskiler diz
kasin proliferasyonu Ustiinde NO aracili inhibitdér etkinin azalmasina yol agarak

aterojenik potansiyeli arttirirt?°,

NO’nun kalpte olusturdugu etkiler, cGMP’ye bagimli ve bagimsiz etkiler
olarak ortaya cikar. NO‘nun hem pozitif hem de negatif inotropik etkisi
bulunmaktadir. Ancak sonug olarak NO, kalp kasilmasini inhibe etme ydninde
hareket eder. Bununla uyumlu olarak cesitli agonistlerle (6rnedin B-agonistler)
olusturulan pozitif inotropik etki eNOS aktivasyonu (P maddesi ile) veya NO
vericileri ile azalmaktadir. NO, ayrica myositlerin mitokondriyal solunumunu

inhibe ederek kalbin O, tiiketimini azaltir*.

Postiskemik miyokard depresyonunda patogenezde sitokinler rol oynar.
Reperfuzyon sirasinda aktive olmus I6kositler ve makrofajlar iskemik miyokarda
gdc eder ve bu immiin sistem hulcrelerinden proinflamatuar sitokinlerin
saliverilmesi miyokardda iNOS aktivasyonuna ve asiri NO saliverilmesine neden
olur. Klinikte bu olayin en tipik 6rnedi koroner by-pass cerrahisinden sonra
siklikla postoperatuar komplikasyon olarak ortaya c¢ikan ‘miyokardiyal dona
kalma” tablosudur’*®. NO biyolojisinde bozulma ile karakterize olan baz

kardiyovaskiiler hastaliklar Tablo 5'de verilmistir.

Tablo 5. NO Biyolojisindeki Degisikliklerin Rol Aldigi Kardiyovaskiiler Bozukluklar

Miyokard ) Diyabetik
Septik Sok I/R hasarn Ateroskleroz
kontraktilitesinde anjiopati
bozukluklar
Esansiyel Pulmoner Konjestif kalp Gebelikte
Hipertansiyon Hipertansiyon yetmezligi preeklampsi
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7.1.8.3 Kalpte Reperfiizyon Hasari ve NO

Normal endotel hicreleri tarafindan salgilanan NO ve doku tipi
plazminojen aktivatorl, kalbi koruyucu etkiye sahip araci molekdillerdir. Bu
faktorlerin fibrinolitik sistemin aktivasyonunda goérevleri vardir. Nitrozillenmis
doku plazminojen aktivatérii, miyokarddaki I/R sonrasi nekrozlari azaltir ve

nétrofil-endotel etkilesimini inhibe eder'®.

Miyokard iskemisinde erken donemde endotel disfonksiyonu olusur.
iskemik ataklar herhangi bir histolojik hasar olusturmadan NO aracili
vazodilatasyonda kayba ve koroner arterlerde vazokonstriksiyona edilime yol
acar ve gecici koroner oklizyonunu takiben olusan reperfiizyona bagli miyokard
hasarinin olusumunda dokuya nétrofil gécii rol oynamaktadir'*’. Sonucta aktive
I6kositlerden ROT'nin saliverilmesi tabloyu baslatir. ROT arasinda ilk akla gelen
O, bitln hicrelerde bazi enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla olusur. Kan
damarlarinda ise O,7'in konstitltif olarak devamli sentezlendigi gosterilmistir.
Bdylece O, kan damarlarinda NO derisimini kontrol ederek onun vazodilatér

etkisini diizenler.

Bir dokuda I/R sonucu olusan hasar, dokunun ayni toplam siirede sadece

iskemiye maruz kalmasi sonucu olusan hasardan daha fazladir'#®

. Reperflizyon
sirasinda hem 0,7, hem de NO Uretimi s6z konusudur ve bu iki molekil ONOO"
olusturur. Boylece NO'in fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya gikar.
Wang ve ark. NO’‘in kalpteki toksik etkisini; NO’in Oy~ ile reaksiyonu sonucu

ONOO" olusmasi ile sagladigini géstermislerdir**®

. Biyolojik kosullarda Uretilen
0,7, SOD enzimi tarafindan H,O,' e gevrilir. NO’in O, ile tepkimeye girerek
ONOO-'i olusturmasi cok dlisik NO derisimlerinde ve difizyon limitine yakin bir

hizla gergeklesir. O,” ile NO arasindaki tepkimenin hizi, SOD tarafindan
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katalizlenen enzimatik dismutasyon tepkimesinin 3 kati kadardir. Aslinda bu
tepkime ile giglu bir oksitleyici olan ONOO™in ne kadar Uretilecegi, sentezlenen
O, derigsimine baghidir. ONOO™in NO benzeri aktivitesi gok dustktlr, ancak guiglu
bir oksidandir ve biyolojik sistemlerde membranlarda lipid peroksidasyonu ve

protein oksidasyonu reaksiyonlarina karigir*>°.

NOS inhibisyonu ile ONOO™i olusturan bir komponentin baskilanmasinin
reperfiizyon hasarini azaltacadi distndlebilir. Ancak I/R’nda NO’nun protektif
rolii oldugu da bilinmektedir. Oncelikle doku hasarinda gelisen inflamatuar
yanitta nétrofillerin rold tartisiimazdir. NO, l6kosit migrasyonu ve yapiskanligi
Onleyerek ve mikrovaskiler permeabilitede I6kosit aracih artisi baskilayarak
inflamatuar hasari belirli bir 6lgiide sinirlar’®'. NO ayrica l6kosit adezyonunun
glglid bir uyaricisi olan O," anyonunu inaktive eder ve noétrofillerde O,
olusumunu NADPH oksidaza direkt etki ile inhibe eder!®?. Nitekim disaridan
uygulanan NO’nun I/R hasarinda kardiyoprotektif oldugu, antiaritmik koruma
sagladigi bildirilmistir’>3. Ayrica I/R'nda NO Ulretiminin azalmasi koroner endotele
notrofillerin  yapismasini ve ek radikal olusumunu tetikler; eksojen NO

uygulamasi bu mekanizmayi da tersine gevirebilir'?°,

7.1.9 Reaktif NO Turlerine Karsi Vicudun Savunma Mekanizmalari

0O,'den kaynaklanan ROT'nin canlilardaki toksik etkilerini 6nleyen
enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar ayni zamanda organizmayi
NOx'ne karsi da koruyucu fonksiyonlar gorirler. GSH, askorbik asit, Urik asit,
tokoferoller, protein tiyoller NOx ile tepkimeye girip oksitlenirken, aslinda NOx'ne
karsi diger hicresel molekilleri de korurlar. Bu antioksidan bilesiklerin en etkin
olani GSH olup, tepkimeleri sonunda nitrozo glutatyon ve GSSG olusur.

ROT'lerine karsi enzimatik antioksidan sistemi olusturan bir grup enzim de
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NOx'ne karsi koruyucu fonksiyon gorur. Protein vyapisidaki bu koruyucu

mekanizmalarin baglicalar sunlardir:

a)

b)

d)

e)

H,0,"in yikimini katalizleyen KAT enzimi NOx'nin olusumunu &nler

SOD enzimi ana substrati olan O, in yani sira, reaktif bir tir olan NO™i
¢ok daha az reaktif olan NO’e oksitler. Oksihemoglobin NO'i NOs™a
oksitleyerek NOx'nin olusumunu onler.

NOS enzimleri, 6zellikle eNOS ve nNOS enzimlerinin aktivitesi kontrol
altindadir. Bu sayede asiri NO ve NOx'nin sentezi dnlenir.

H,0, ve organik peroksitlerin yikimini katalizleyen GSH-Px enzimi, ONOO"
‘in yikimini da katalizler.

Metal iyonlari 0Ozellikle O’'in reaktif tdrlerinin yapiminda son derece
etkindirler. O, radikallerinin yapimindaki etkileri kadar olmasa bile, demir
ve bakir iyonlarinin NOx'nin yapiminda da etkileri vardir. Fe (III)
kompleksleri NO,i, NO,"a oksitleyerek nitrasyon tepkimelerine
neden olabilirler. Bakir iyonlari da nitrozotiyollerin hizli bozunumunu
katalizleyerek hizli ve yuksek derisimde NO salinnmina ve neticede
nitrozatif strese neden olurlar. Bu nedenle metal iyonunu badlayic
proteinler (transferrin, ferritin, seruloplazmin gibi) reaktif NOx'ne karsi da

bir koruma mekanizmasi olustururlar'®,

7.1.9.1 Peroksinitrite Karsi Korunma Mekanizmalari

Normal kosullarda, disik derisimde de olsa hiicrelerde devamli bir ONOO"

yapimi vardir. Bu durumlarda hiz kisitlayici basamak ne kadar O, olustugudur.

SOD enzimi, ortamdaki O, ‘leri uzaklastirdigindan, ONOO™ olusumunu 6nleyen

onemli bir koruma mekanizmasi olusturur. Selenyum bagimh GSH-Px enzimleri

GSH'u kullanarak ONOO™i NO,™ ve suya indirgerler. Bu 6zelligi nedeniyle GSH-Px

enzimi NOx'ni detoksifiye eden tek enzimatik mekanizmay! olusturur'®.
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III.GEREG VE YONTEM

1.Deney Hayvanlari

Cahsma icin Gazi Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu onayi
alinmistir.  Gruplari olusturmak amaciyla Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlan Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi‘nden temin edilen 250-
300 gram arasi Wistar albino erkek siganlar kullanildi. Siganlarin her biri ayr

kafeslerde standart sican yemi ve musluk suyu ile beslendi.

2. Kullanilan Cihazlar

Basit Tarti

Elektronik Tarti (Sartorius basic)

Vorteks (Nive NM 110-02488)

Homojenizator (Heidolph DIAX 900 297000010)

Sodgutmali Santrifij (Hermle Z 323 K)

Su Banyosu (Guft DBS 12734)

Spektrofotometre (UV-1208 Shimadzu)

Elisa Okuyucusu (Biokit EL, 800 Bioekisa Reader)

Mikropipet
10-100 (Transferpette 01 Z 2517)
100-1000 (Genex Beta CR 59389)
40-300-8 kanalli-(Microlit MC 8/300)

Biopac Data Acquisition & Analysis System Cihazi
3.Uygulanan Ajanlar
Gruplara tasiyici (krebs), genel NOS inhibitdrii L-NAME (100uM/L)#154:155

potent vazokonstriktdr Endotelin-1 (100nM/L)!*®, iNOS inhibitérii L-Canavanin
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(1mM/L)*®’, NO donérii Molsidomin (100uM/L)*®8, bir diger giigli vazokonstriktdr
Urotensin-II (10nM/L)**°!% ve Endotelin reseptér blokdrii olarak Anti-Endotelin

Reseptor A Antikoru iskemi baslangicinda verildi.

4.Calisma Gruplari
Denekler 8 gruba ayrildi.
1-I/R Kontrol Grubu (n=7) (i/R-K)
2-Reperfiizyon Kontrol Grubu (n=6) (P-K)
3-L-NAME Grubu (n=9)
4-Endotelin-1 Grubu (n=8) (ET-1)
5-L-Canavanin Grubu (n=8)
6-Molsidomin Grubu (n=6)
7-Urotensin-II Grubu (n=6) (U-II)

8-Endotelin-1 Reseptér Blokdrlt Grubu (n=6) (ET-1 Res. Bl.)

Calismamizda madde verilen gruplar ¢ift kontrol gruplaryla
karsilastinlmistir. Bunlardan biri olan P-K grubunda deney sliresince perflizyon
kesimeden devam ettirilmistir. I/R-K grubunda ise madde verilen gruplar gibi
stabilizasyon, iskemi ve perflizyon slregleri aynen uygulanmis ancak iskemi

basinda medikasyon yapilmamistir.

5.Cerrahi Islem

Ketamine HCI (60 mg/kg ip) ile anestezi altina alinan 250-300 gr. arasi
yetiskin erkek Wistar-Albino siganlarin goégls kafesleri cerrahi olarak acildi.
Kalbin etrafindaki perikard tabaka siyrilarak, aort ve pulmoner damarlar
kesilerek hizla kalp disseke edildi. Buz igerisindeki krebs iceren petri kabina

alinan kalpler, aortadan langendorf sistemindeki kaniile baglanarak sabitlendi.
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Langendorf sisteminde sol atrium vasitasiyla sol ventrikll igine bir basing dlgere
bagli plastik balon yerlestirildi (Resim 1). Kalp atim hizini elde etmek icin ikisi
sag ve sol atriumlara biri kalbin apeksine olmak Uzere toplam (g adet EKG

derivasyon uglari sabitlendi (Resim 1).

Sl

Resim 1. Izole Perfiize Kalp
Langendorf sistemine baglh kantile aortadan asilmis izole perfiize kalpte sagda
basing 6lgere baglh plastik balon atriumdan gegerek ventrikil icine yerlestirilmis.

Solda ise kirmizi, sari, siyah renkte EGG derivasyon uglar gérilmekte.

6.1zole Perfiize Kalp

Langendorf sisteminde kalpler, aortadan kanile edildikten sonra Krebs-
Henseleit (KH) solisyonu (mM) 118 mM NacCl, 4.7 mM KCI, 1.5 mM CaCl, , 1.2
mM KH,PO,, 1.2 mM MgSO., 25,2 mM NaHCOs, 11,1 mM Gliikoz ile, sabit hizda
perflize edildi. Perflizattan % 95 O, ve %5 CO, gegirildi ve 37 °C’da tutuldu

(Resim 1).
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7. Deney Protokolii

Langendorf perfiize sigan kalpleri 30 dk. stabilizasyon ve 30 dk. global
iskemiyi takiben 30 dk. reperfiizyona tabii tutuldu. iskemi, akimin kesilmesiyle
saglandi (Sekil 16). Miyokard performansi, NO,” ve NO3™ olarak NOx cikisi , lipid
peroksidasyonu gdstergesi olarak MDA peroksidasyonu, protein oksidasyon
Urlnleri gostergesi olarak protein karboniller, antioksidan kapasitesi gostergesi

olarak RSH ve GSH montterize edildi.

STABILIZASYON 30 dk. ISKEMI 30 dk. REPERFUZYON 30 dk.
GRUPLAR 5.dk. 10.dk. 20.dk. 30.dk.

Sekil 16. Deney Protokolii

8. Hemodinamik Calisma

Kasilma fonksiyonu sol atrium vasitasiyla sol ventrikll (LV) kavitesine bir
basing Olcere bagli plastik balon aracilidi ile 6lgildi. Sol ventrikil diastol sonu
basinci (LVEDP) balonun igine fizyolojik salin solisyonu doldurularak 5-10 mmHg
arasinda tutuldu. Sol ventrikil basinci ve tlrevleri (dp/dt maksimum ve
minimum) devamli olarak Biopac Data Acquisition & Analysis System cihazi ile
kaydedildi. Hemodinamik (HD) parametreler iskemi 6ncesi ve reperflizyonun 5,
10, 20 , 30. dakikalarinda 6lglldi. Gruplarin LVDP (left ventricular developed
pressure) ve (first derivative of maximum pressure) dp/dt maksimum ile (first

derivative of minimum pressure) dp/dt minimum dedgerleri hesaplandi.

9. Perfiizat ve Doku Calismasi

Perflizatlar 1, 5, 10 , 20 , 30. dk.'larda ependorf tlplerine toplandi ve
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biyokimyasal analiz igin -20 °C’da sivi nitrojen ortamda saklandi. Reperfiizyon
sonunda kalpler derhal yine sivi nitrojen ortamda donduruldu ve derin
dondurucuda -80 °C’da biyokimyasal analizler icin saklandi. NOx, TBARS RSH
seviyeleri perflizatlarda dlglildi. GSH, TBARS, karbonil gruplari ve NOx seviyeleri

kalp dokusunda 6lguldi.

9.1. Perfiizat MDA Tayini

Perfiizat lipid peroksid seviyeleri Kurtel ve ark.’nin metoduyla belirlendi®®*.

Kisaca lipid peroksidasyonu (LP), TBARS formasyonunun 6lgimi ile belirlendi.
Deney giinll perfiizat oda isisinda 15 dk. inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben 0,5
ml supernatan, 1 ml %15 (w/v) trikloroasetik asit (TCA), %0.375 (w/v)
tiobarbitirik asit ve 0.25 N HCI iceren sollisyona eklendi. Santrifije edilen
Ornekler, %0.02 (w/v) butil hidroksi toluen ilave edilmis cam tiplere alindi.
Daha sonra ornekler su banyosunda 100 °C kaynar suda isitildiktan sonra
sogutuldu ve santrifljle c¢okelti ayrildi. Her 6rnedin absorbansi 532 nm’de
dlclildli. LP seviyeleri MDA ekiivalani olarak ve ekstingtion katsayisi 1.56 x 10°

M cm™ olarak hesaplandi*®'.

9.2. Perfiizat RSH Tayini

Total sdlfidril gruplarinin (RSH) seviyeleri Kurtel ve ark.’nin  metoduyla
tayin edildi!®*. Her 6érnedin 0,5 ml’si 100 mM Tris-HCI (pH 8.2), %1 sodyum
dodesil silfat ve 2 mM EDTA igeren solisyonun 1 ml’si ile kanistirildi. Karisim 25
°C'da 5 dk. inkibe edilip santrifijle sipernatan ayrildi. Her reaksiyon hacmine
5,5-ditiobis (2-nitrobenzoik asit)/ DTNB 0.3 mM eklenip, 15 dk. 37 °C’de inkibe

edildi. Ornekler spektrofotometrede 412 nm absorbansta 6lgiildi. RSH seviyeleri

412 nm’de 13.000 mol™ cm™ katsayisi ile hesaplandi.

66



9.3. Perfiizat ve Doku NOx Tayini

NOx seviyeleri Elisa ile vanadyum klorid (VCl3)/Griess metoduyla okundu .
Serum orneklerindeki NOx seviyeleri VCl; ile NO5™in NO,™e indirgenmesine dayal
belirlendi. NO, seviyeleri Griess reaksiyonu ile 6lgildli. NOx belirlemesinden
6nce dokular 5 hacim fosfat buffer salinde (PH:7) homojenize edildi ve 5 dk.
2000 g’'de santriflij edildi. Daha sonra 0,25 ml 0,3 M NaOH , 0,5 ml sipernatana
eklendi. Oda isisinda 5 dk. inkiibasyonu takiben 0,25 ml % 5lik (W/v) ZnSO,
deproteinizasyon igin eklendi. Karisim 14000 rpm de 5 dk. santrifiij edildi ve

siipernatan 6lgiimde kullanildi***13

. NO3 standart sollisyonu seri olarak dilte
edildi. Platein 100micro litre 6rnekle doldurulmasini takiben ve VClz; (100 ul) her
delige eklenmesini takiben hizlica Greiss reagentleri olan stlfanilamid (SULF) (50
pl) ve N-(1-naphtyl) etilendiamid dihiyroklorid (NEDD) (50 ul) eklendi.

inkiibasyondan sonra (30-45 dk.) érnekler 540 nm’de Elisa okuyucuda okundu.

Perflizat 6érneklerine de ayni prosedir uygulandi.

9.4. Doku MDA ve GSH Tayini

Kalp dokusu elde edildikten sonra -70 °C’de sivi nitrojende analiz giinine
kadar saklandi. MDA seviyeleri ve GSH seviyeleri spekrofotometrik olarak tayin
edildi'®*!®> LP TBARS formasyonu &lgiilerek yapildi. Kisaca doku érnekleri buz
soguklugunda TCA (doku agirhginin 9 kati) icinde homojenize edildi. 3000 rpm
de 10 dk. sanrifiju takiben 750 pl slipernatan dstine ayni hacimdeki %0,67
(m/v) olacak sekilde tiyobarbitirik asit eklendi ve 15 dk. 100 °C’'de isitildi.
Absorbans 535 nmde spektrofotometrede 6lglildi. LP seviyeleri MDA ekdivalani
olarak ve ekstingtion katsayisi 1.56 x 10° M! cm™ olarak hesaplandi. GSH
seviyeleri modifiye edilmis Elman metodu ile belirlendi. Homojenat 10 dk 3000
rpm de santrifij edildi ve 0,5 ml stpernatan 2 ml 0,3 M Na,HPO, 2 H,O

solisyonuna eklendi. 0,2 ml lik ditiobisnitrobenzoat ( 0.4 mg/ml 1% sodyum
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sitrat ) eklendi ve karistirdiktan hemen sonra absorbans 412 nm de dlglldi. GSH
seviyeleri 13,600 mol™ cm™ . ekstinktion katsayisi ile hesaplandi. MDA, GSH ve

RSH élgumleri oda isisinda spektrofotometre ile yapildi.

9.5. Doku Karbonil Gruplari Tayini

Kalp dokularinin bir kismi protein karbonil 6lgim{ igin homojenize edildi.
Homojenizasyon 1:10 luk (w/v) olacak sekilde 0.1 M potasyum fosfat tamponda
(pH:7,4 ) homojenize edildi. 10000 rpm de + 4 °C da 10 dk. santrifijden sonra

supernatan faz alindi ve karbonil grubu analizine tabi tutuldu.

Dokudaki protein oksidasyonu Levine ve ark.’nin daha 6nce tarif ettigi
sekilde slUpernatanin dinitrofenil hidrazin ile olan reaksiyonunu olgerek yapilan
protein karbonil icerigini dlgen bir kalorimetrik 6lciim ile yapildi*®®. Kisaca iki tiipe
1.0 ml'lik érnekler alindi, biri “test” diger “kontrol” olarak isaretlendi. 2.5 M HCI
icinde 10 mM 2,4-dinitrofenilhidrazine (DNPH)’den 4.0 ml test 6rnegine ve 4.0
ml 2.5 M HCI kontrol érnedine eklendi. icerikler tamamiyle karistirildi ve karanlik
odada oda isisinda 1 saat inklbe edildi. Tupler her 15 dk. da bir galkalandi.
Ardindan % 20 lik TCA (w/v)'dan 5 ml her iki tipe de eklendi ve karisim 10 dk.
buz iginde bekletildi. Protein ¢okeltisi elde etmek igin tipler 3500 rpm de 20 dk.
santriflije edildiler. Sipernatan dikkatlice aspire edilerek alindi. Bunu yukarida
tarif edildigi sekilde % 10 luk TCA ile ikinci bir islem izledi. Son olarak c¢okeltiler,
reaksiyona girmemis DNPH ve lipid artiklarini ortamdan uzaklastirmak igin 4 ml
etanol: etil asetat (1:1, v/v) ile 3 defa yikandi. En son kalan protein gokelti 2 ml
6M guanidine hidroklorid icinde ¢o6zuldi ve 37 °C de 10 dk. inklbe edildi.

Santriftj ile ¢6zinmeyen materyaller ayrildi.

Doku protein karbonil icerigi doku protein konsatrasyonu olan ve daha
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dnce Lowry ve ark. tarafindan élciilen oranlama ile ifade edildi*®’. Her &rnek

kontrol 2.5 M HCI uygulanan érnede gére okundu. Orneklerin absorbansi 355-
390 nm de dlgiilerek karbonil igerik tesbit edildi ve 22.000 M- * Cm- ! absorbans

katsayisi ile hesaplandi. Protein karbonil igerik nmol/mg olarak ifade edildi.

10.istatistiksel Degerlendirme

Bilgisayarda ‘SPSS; 12.0 for Windows’ programi kullanilarak istatistiksel
dederlendirme yapildi. Gruplar arasi farklari belirlemede ANOVA varyans analizi
ve iki grup arasi farki belirlemede Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonuglar

ortalama = S.D (standart sapma) olarak ifade edildi. p<0,05 anlamh kabul edildi.
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IV.BULGULAR

1. Hemodinamik Bulgular
1.1 LVDP

TUm gruplarda LVDP degerleri ézellikle ilk 5 dk. da ani diisme gésterdi. ilk
5 dk. da en fazla ET-1 Res. Bl. olmak Uzere sirasiyla bunu U-II, Molsidomin, L-
NAME, ET-1, L-Canavanin, I/R-K ve P-K gruplari izledi. Ancak P-K grubu ile I/R-K
grubu arasinda fark yoktu (p>0.05). P-K grubu hari¢ olmak {zere LVDP, I/R-K
grubuna goére tim diger gruplarda anlamh sekilde disti (Tablo 6 ve Sekil 17). L-
NAME verilen grupta LVDP, o6zellikle 5 dk. dan itibaren belirgin olmak Uzere
6lgim yapilan 30 dk. boyunca azaldi (p<0.001). L-Canavanin verilen grupta ise
LVDP yine 5. dk. da belirgin olmak lzere, dlgim yapilan tim zamanlarda kontrol

grubuna gore anlamli sekilde distl (p<0.002).

Tablo 6. Gruplarin LVDP Degerleri (mmHg)

ST 5.dk 10.dk 20.dk 30.dk
i/R-K 124,17+23,27 | 106,59+34,03 | 109,37+18,25 | 106,78+24,52 | 101,49+22,38
P-K 124,90+19,82 | 118,77+25,36 | 117,40+30,22 | 118,92+22,19 | 116,82+14,06
L-NAME 103,61£20,07 | 55,47+51,13 | 48,87+47,86 | 43,05+34,96 | 38,67+26,17
ET-1 103,82+14,60 | 62,35+51,00 | 65,69+47,86 | 58,96+34,96 | 55,50+26,17
L-Canavanin | 102,41+9,01 | 62,79+42,87 | 47,75+40,53 | 52,00+30,52 | 45,31+27,70
Molsidomin | 98,05+7,81 51,49+40,00 | 36,05+40,32 | 24,32+20,59 | 12,05+10,44
Urotensin 101,95£10,30 | 29,11+26,00 | 31,28+24,30 | 43£37,90 28,33+28,30
ET-1Res. Bl. | 106,41%+16,10 | 21,01£11,40 | 16,57+11,00 | 11,67+11,80 | 19,68£23,50

Molsidomin verilen gruba bakildiginda, LVDP tim zamanlarda giderek
ciddi sekilde anlamh dists gosterdi (p<0.004). Bu azalma L-NAME ve L-
Canavanin verilen gruplarin 30. dk. 6lgimlerine gore de anlamllik igeriyordu
(p<0.025, p<0.02). Kisaca tum gruplarda 30. dk. itibariyle en fazla dlsls

Molsidomin grubunda gergeklesti. En az dlsls ise ET-1 verilen grupta oldu ve
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LVDP tim zamanlarda dismekle beraber 20. dk. dan itibaren anlaml sonuglar

verdi (p<0.028).

LVDP
—e— Kontrol —a— Perflizyon L-NAME ET-1
—%— L-Canavanine —e— Molsidomin —+— Urotensin ——ET-1Res. Bl.
140,00
120,00 - ‘w . e —
100,00 i - - B s
E 80,00
g 60,00
s \x—/‘*\*
@ 40,00 -
20,00 —
0,00
ST 5 10 20 30
Dakika

Sekil 17. Gruplarin LVDP Grafikleri

TUm gruplar icinde en fazla dislis ET-1 Res. Bl. verilen grupta gerceklesti
ve I/R-K grubuna gére LVDP anlamli olarak daha disukti (p<0.004). ET-1 ve
ET-1 Res. Bl. verilen gruplar karsilastirildiginda LVDP, ET-1 Res. Bl. verilen grup
en disik, ET-1 grubu ise en yiiksek sonuglari verdi. Ozellikle 20. dk. dan itibaren
bu iki grup arasindaki farklihk anlamhydi (p<0.02). U-II grubunda LVDP ilk 5 dk.
da bariz distd ve 30 dk. ya kadar daha sabit bir seyir izledi (p<0.004). Sonug
olarak I/R-K grubuna gére LVDP'de en az disme ET-1 grubunda olurken
Molsidomin ve ozellikle ET-1 Res. Bl. gruplarinda daha fazla disls meydana

geldi.

1.2 dp/dtmak
Kalbin kontraksiyon glcini gobsteren dp/dt maksimum (dp/dtmak)
degerlerinde i/R-K grubuna gére ET-1 ve Molsidomin verilen gruplarda anlamli

bir degisiklik olmazken diger gruplarda dislis meydana geldi (Tablo 7 ve Sekil
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18). L-NAME ve L-Canavanin verilen gruplarda dp/dtmak

ilk 5. dk.'da daha

belirgin diisiis gésterdi ve 30 dk. boyunca birbirine yakin egri olusturarak I/R-K

grubuna gore anlamli farkhhk olusturdular (p<0.018 ve p<0.020). U-II grubunda

da dp/dtmak diisiik seyretti ve bu I/R-K grubuna gére anlamliydi (p<0.010).

Tablo 7. Gruplarin dp/dt maksimum Degerleri (mmHg/dk)

ST 5.dk 10.dk 20.dk 30.dk
i/R-K 120,17+21,00 | 105,16+30,99 | 111,79+20,16 | 107,64+30,10 | 104,04+25,95
P-K 109,61+22,67 | 100,35+39,35 | 98,96+32,92 | 104,48+23,66 | 95,14+22,89
L-NAME 100,42+20,17 | 82,02+31,38 | 81,42+28,30 | 78,14+21,98 | 71,99+19,99
ET-1 104,23+18,27 | 77,48+48,27 | 89,50+41,59 | 97,32+29,70 | 98,54+21,04
L-Canavanin | 99,90+16,24 | 81,24+31,99 | 73,89+25,68 | 80,12+16,36 | 72,4+12,32
Molsidomin 94,06+11,73 | 95,27+16,49 | 94,32+21,20 | 94,16+33,79 | 85,87+36,03
Urotensin 92,62+19,13 | 76,16+21,56 | 75,24+20,69 | 81,12+27,60 | 78,73+26,02
ET-1Res. Bl. | 76,41+24,33 | 90,36+17,09 | 90,32+18,34 | 91,48+16,93 | 71,27+37,27
dp/dtMAX
—e— Kontrol —a— Perflizyon L-NAME ET-1
—x— L-Canavanine —e— Molsidomin —+— Urotensin ——ET-1Res. Bl
140,00
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Sekil 18. Gruplarin dp/dt maksimum Grafikleri

Kalpte ET-1 ve Molsidomin dp/dtmak Uzerine daha olumlu etki

gosterirken NOS inhibisyonu tam tersine olumsuz etki gosterdi. ET-1 Res. Bl.
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grubunda ise I/R-K grubuna gére bir fark yoktu (Tablo 7 ve Sekil 18).

1.3 dp/dtmin

Tablo 8. Gruplarin dp/dt minimum Degerleri (mmHg/dk)

ST 5.dk 10.dk 20.dk 30.dk
i/R-K 6,08+2,83 4,77%5,96 5,28%5,44 6,64+6,44 5,69%5,30
P-K 6,01£5,14 6,18+3,96 7,73%4,28 8,10+4,58 8,60+5,21
L-NAME 7,93£3,42 35,25+20,72 | 36,25+23,66 | 37,37+19,48 | 39,17+19,72
ET-1 6,09+6,14 23,94%44,15 | 29,07+26,43 | 41,72+23,71 | 48,07+24,52
L-Canavanin | 7,80+2,63 28,93+£20,65 | 34,92+17,15 | 34,60+22,58 | 36,90+21,75
Molsidomin 5,68+1,36 57,55+41,19 | 61,43%36,09 | 72,04%£42,99 | 75,73%£41,13
Urotensin 10,09+3,80 | 49,74+38,24 | 45,61+34,89 | 43,53%32,68 | 52,83+35,76
ET-1Res. Bl. | 10,91+1,73 | 73,89+19,54 | 78,65+22,05 | 81,73+25,15 | 74,25+25,21
dp/dtMIN
—e— Kontrol —a— Perflizyon L-NAME ET-1
—%— L-Canavanine —e— Molsidomin —+— Urotensin ——ET-1Res. Bl.
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Sekil 19. Gruplarin dp/dt minimum Grafikleri

I/R-K grubuna gére P-K grubu hari¢ diger gruplarda dp/dtmin anlamli
olarak daha yuksek cikti. ET-1 Res. Bl. grubunda dp/dtmin tim gruplar iginde en

ylksek egri elde edildi (p<0.004). Molsidomin grubunda dp/dtmin giderek ciddi
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bir ylikselme gdésterdi ve bu sonuglar anlamhydi (p<0.003). 30. dk.'da tim

gruplar arasinda en yuksek deder Molsidomin grubundaydi. L-NAME (p<0.002)

ve L-Canavanin (p<0.003) verilen gruplarda dp/dtmin, I/R-K grubuna gére

anlamli olarak ylksek bulundu. ET-1 (p<0.002) ve U-II (p<0.006) gruplarinda

da dp/dtmin I/R-K grubuna gére anlamli artis gésterdi. Sonug olarak en bariz ET-

1 Res. Bl. ve Molsidomin en az olarakta NOS

gruplarda dp/dtmin anlaml olarak ylkseldi (Tablo 8 ve Sekil 19).

1.4 Kalp Atim Hizi

Tablo 9. Gruplarin Kalp Atim Hizi Degerleri (atim/dk)

inhibitorleri olmak UGzere tim

ST 5.dk 10.dk 20.dk 30.dk
I/R-K 230,4+24,7 228,2+54,8 215,3%+51,5 206,2+59,0 185,9+71,7
P-K 253,1£48,9 253,1+48,9 253,1+48,9 253,1+48,9 253,1+48,9
L-NAME 267,0+57,1 340,2+142,8 | 284,1+162,2 | 235,1+107,5 | 287,3+122,5
ET-1 279,9+58,1 286,4+116,1 | 301,5+145,9 | 319,1+107,6 | 314,6+86,8
L-Canavanin | 289,8+55,9 347,9+147,5 | 330,1+121,1 | 295,5+97,8 295,7+77,9
Molsidomin 277,3%£73,9 263,8+121,1 | 182,8+124,1 | 261,9+61,4 283,7+98,5
Urotensin 320,5+92,9 319,2+143,7 | 294,9+139,3 | 324,9+152,1 | 316,4+160,1
ET-1 Res. Bl 303,9+60,2 238,4+153,2 | 248,5+146,8 | 289,2+148,0 | 282,5+186,4
Kalp Atim Hizi
—e— Kontrol —8— Perflizyon L-NAME ET-1
—x— L-Canavanine —e— Molsidomin —+— Urotensin ——ET-1Res. Bl.
400
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Sekil 20. Gruplarin Kalp Atim Hizi1 Grafikleri
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Kalp atim hizi I/R-K grubu ile diger gruplar arasinda reperfiizyonda
anlamli bir farkhlik géstermedi. Kalp atim hizinda en fazla artis ET-1 ve U-II
gruplarinda ortaya cikti ancak diger gruplarla aralarinda anlamhlik yoktu (Tablo 9

ve Sekil 20).

2. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 10. Doku Protein Karbonil, MDA, GSH, NOx Degerleri

Karbonil MDA GSH NOx

(nmol/mg (nmol/gr doku) (nmol/gr doku) (nmol/gr doku)

protein)
I/R-K 0,12+0,06 16,70+1,30 1,12+0,12 35,55+5,37
P-K 0,13£0,02 3,30£1,10 2,40+0,50 6,68+1,89
L-NAME 0,16+0,03 9,30+1,00 1,56+0,18 17,50+3,67
ET-1 0,18+0,04 20,00+1,30 1,08+0,06 56,06+4,99
L-Canavanin 0,14+0,16 7,90+0,90 1,70+0,22 12,33+3,43
Molsidomin 0,20+0,03 18,60+1,50 1,00+0,20 55,80+5,86
U-II 0,30+0,02 19,90+1,20 1,10+0,10 46,23+4,73
ET-1 Res. Bl. 0,30+0,02 12,70%£1,10 1,40%0,16 20,07+4,58

2.1 Doku NOx Dizeyleri

Doku NOx dlizeyleri, P-K grubuna gére sirasiyla iskemi (p<0.003), U-II
(p<0.004), Molsidomin (p<0.004), ET-1 (p<0.002) gruplarinda en yiliksek, L-
Canavanin (p<0.002) ve L-NAME'de (p<0.001) disik, ET-1 Res. BIl. verilen
grupta I/R-K grubuna gére disik (p<0.003) perfiizyon grubundan yiliksek
bulundu (p<0.004) (Tablo 10 ve Sekil 21). I/R-K grubuna gére de sirasiyla U-II
(p<0.015), Molsidomin (p<0.003) ve ET-1 (p<0.001) gruplan anlamlh yUksek

dederlere ulasti.
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Doku NOx Diizeyleri
70
Xk Xk
60 - T T O Kontrol
5 *x B Perflizyon
X 50 1
S 0OL-NAME
5407 OET-1
g 30 1 B L-Canavanine
> 20 4 O Molsidomin
E B Urotensin
B *
10 DET-1Res. Bl.
0
Gruplar
Sekil 21. Gruplarin Doku NOx Grafigi
*Kontrol grubuna gére anlamh distk gikan gruplar
** Kontrol grubuna gére anlamh ytksek gikan gruplar
2.2 Doku MDA Diuzeyleri
Doku MDA Diizeyleri
25
xx . * % @ Kontrol
207 B Perflizyon
E O L-NAME
o 15
S OET-1
o
= mL- i
S 10 | " L-Canavanine
c O Molsidomin
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OET-1Res. Bl.
0
Gruplar

Sekil 22. Gruplarin Doku MDA Grafigi

*Kontrol grubuna gére anlaml distik gikan gruplar

** Kontrol grubuna gére anlamh ytksek gikan gruplar

Doku MDA dizeyleri, P-K grubuna gore sirasiyla ET-1 (p<0.002), U-II

(p<0.004), Molsidomin (p<0.004) ve I/R-K (p<0.003) gruplarinda yiksek
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dizeylerde bulundu. P-K grubuna gdére L-NAME (p<0.001) ve L-Canavanin
(p<0.002) gibi NO inhibitorleri MDA artisina neden olmakla birlikte diger gruplara
gore bu yikselis daha az idi. ET-1 Res. Bl. verilen grupta P-K grubuna gore orta

dizeyde bir artis gbzlendi (p<0.008) (Tablo 10 ve Sekil 22).

2.3 Doku GSH Diizeyleri

Doku GSH Diizeyleri
3,5
3 * O Kontrol
B Perflizyon
2,5 1
E O L-NAME
o
° 24 OET-1
% 1,5 B L-Canavanine
E 1] O Molsidomin
B Urotensin
0,5 A OET-1Res. BI.
0
Gruplar

Sekil 23. Gruplarin Doku GSH Grafigi

*Kontrol grubuna gére anlamli yiksek ¢ikan gruplar

Doku GSH duzeyleri MDA duzeylerinin tam tersi ydnde sonug verdi (Tablo
10 ve Sekil 23). P-K grubuna goére sirasiyla L-Canavanin (p<0.002), L-NAME
(p<0.002), ET-1 Res.Bl. (p<0.004), I/R-K (p<0.003), U-II (p<0.004), ET-1
(p<0.002), Molsidomin (p<0.004) gruplarinda GSH seviyeleri diisme goésterdi.
I/R-K grubuna gére en fazla anlamh artis P-K grubunu haric tutarsak, L-NAME ve
L-Canavanin verilen gruplarda oldu (p<0.001). ET-1 Res. Bl. verilen grup kontrol
grubuna gore anlamli yuksek (p<0.003) perflizyon grubuna goére anlamh disik

bulunmustur (p<0.004).
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2.4 Doku Protein Karbonil Gruplari

Doku protein karbonil gruplarina bakildiginda, I/R-K grubuna gére
perfiizyon ve L-Canavanin verilenler harig, tUm gruplarda anlamh artis oldu
(Sekil 24 ve Tablo 10). Sonuclar P-K ve I/R-K gruplarinda birbirine yakin
bulunurken, en c¢ok U-II (p<0.003) ve ET-1 Res. Bl. (p<0.003) gruplarinda
olmak (zere, L-NAME (p<0.013), Molsidomin (p<0.004) ve ET-1 (p<0.028)
verilen grupta ylkselmis bulundu. En belirgin artis ET-1 Res. BI, U-II ve

Molsidomin verilen gruplarda meydana geldi.

Doku Protein Karbonil Gruplari
0,35
*
0,3 1 @ Kontrol
B Perflizyon
c 0,25 A
@ O L-NAME
o
& 0,27 - T OET-1
%‘ 0,15 B L-Canavanine
g 0.1 O Molsidomin
! B Urotensin
0,05 - DET-1Res. Bl
0
Gruplar

Sekil 24. Gruplarin Doku Protein Karbonil Grafigi

*Kontrol grubuna goére anlamli ytksek gikan gruplar

2.5 Perfiizat RSH Dizeyleri

Antioksidan etkili RSH dlizeyleri MDA dlizeylerinin tersi bir gorinti
gosterdi (Tablo 11 ve Sekil 25). Perfiizat RSH dlzeyleri P-K grubunda
degismezken diger tim gruplarda giderek disls gosterdi. P-K grubuna gore en
ylksekten dlslge siralamada, L-Canavanin (p<0.002), L-NAME (p<0.001), ET-1
Res. Bl. (p<0.004), I/R-K (p<0.001), U-II (p<0.004), ET-1 (p<0.002) ve
Molsidomin (p<0.004) anlamli olarak diisiis gosterdi. I/R-K grubuna gére ise L-

Canavanin (p<0.001) ve L-NAME (p<0.001) anlamli yuksek, sirasiyla U-II
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(p<0.003), ET-1 (p<0.001) ve Molsidomin (p<0.003) anlamh dlstk bulundu.

Tablo 11. Gruplarin Perfiizat RSH Degerleri (nmol/ml)

1. dk. 5. dk. 10. dk. 20. dk. 30. dk.
i/R-K 99,47+1,73 88,57+5,77 59,80+1,98 49,64+2,15 45,00+2,73
P-K 106,05+1,30 105,50+1,08 106,17+1,08 105,70+1,60 106,08+1,50
L-NAME 102,10+1,50 | 95,54+2,40 68,34+3,80 58,75%3,90 57,40+1,20
ET-1 90,87+3,30 79,03+2,60 40,49+2,20 30,4%1,30 25,42+2,2
L-Canavanin 99,1+1,7 87,10%+4,50 74,70£2,70 68,20+4,70 66,18+4,60
Molsidomin 92,60+2,10 52,50+4,70 36,90+5,60 27,00+4,30 21,40+1,13
U-I1 90,50+£3,40 64,40+£14,40 38,40+£9,50 29,30+3,90 25,50+1,90
ET-1 Res. BI. 95,30+3,00 65,30+5,50 56,80+2,40 52,00+1,70 50,20+1,30
Perfiizat RSH Diizeyleri
120,00
—e— Kontrol
100,00 1 —=— Perflizyon
_ 80,00 A L-NAME
S ET-1
S 60,00 )
g —%—L-Canavanine
40,00 1 —e— Molsidomin
20,00 A —+— Urotensin
——ET-1Res. Bl
0,00
1 5 10 20 30
dakika

Sekil 25. Gruplarin Perfiizat RSH Grafigi

2.6 Perflizat MDA Diizeyleri

Perflizatlarda MDA 6zellikle 30. dk. da, doku dlizeylerini yansitir sekildeydi
(Tablo 12 ve Sekil 26). MDA dlzeyleri P-K grubuna gére sirasiyla L-Canavanin
(p<0.002), L-NAME (p<0.001), ET-1 Res. Bl. (p<0.004), i/R-K (p<0.003),
Molsidomin (p<0.004), ET-1 (p<0.002) ve U-II (p<0.004) gruplarinda anlaml

olarak yikseldi. I/R-K grubuna gére L-NAME (p<0.001) ve L-Canavanin anlamli
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diserken sirasiyla, Molsidomin (p<0.003), ET-1 (p<0.001) ve U-II (p<0.003)

anlamli olarak yukseldiler. ET-1 Res. Bl. verilen grupta ylkselmis olmasina karsin

I/R-K grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklihk yoktu (p<0.100).

Tablo 12. Gruplarin Perfiizat MDA Degerleri (nmol/ml)

1. dk. 5. dk. 10. dk. 20. dk. 30. dk.
I/R-K 0,99+0,11 1,22+0,23 1,66+0,06 1,75+0,08 1,86+0,11
P-K 0,80+0,06 0,80+0,04 0,80+0,04 0,80+0,06 0,80+0,06
L-NAME 0,94+0,05 0,97+0,07 1,13+0,07 1,20+0,05 1.23+0,20
ET-1 1,13+0,12 1,70+0,21 2,22+0,25 2,78+0,21 2,97+0,20
L-Canavanin 0,90+0,04 0,93+0,04 1,00+0,08 1,01+0,07 1,07+0,08
Molsidomin 1,10+0,08 1,80+0,04 2,40+0,35 2,76+0,20 2,82+0,23
U-I1 1,09+0,07 2,19%0,26 2.84+0,13 2,97%0,09 3,00+0,12
ET-1 Res. Bl. 1,00£0,07 1,39+£0,12 1,55+0,06 1,69+0,06 1,70+0,07
Perfiizat MDA Diizeyleri
3,50
—e— Kontrol
3,00 4 .
—s— Perflizyon
2,50 1 L-NAME
£ 2,00 A ET-1
g 1,50 - —x— L-Canavanine
1.00 1 —e— Molsidomin
—+— Urotensin
0,50 rorensi
——ET-1Res. Bl
0,00
1 10 20 30
dakika

Sekil 26. Gruplarin Perfiizat MDA Grafigi

2.7 Perfiizat NOx Diizeyleri

Perflizat NOx dizeyleri P-K grubunda dedismezken, diger gruplarda

zamana bagh azalmakla beraber P-K grubundan yilksekti (Tablo 13 ve Sekil 27).

P-K grubu disindaki gruplarda ilk 5 dk. da belirgin diisme meydana geldi. P-K

grubuna gore yliksekten dliside sirasiyla Molsidomin (p<0.004), U-II (p<0.004),
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ET-1 (p<0.002), I/R-K (p<0.003), ET-1 Res. Bl. (p<0.004), L-NAME (p<0.001)
ve L-Canavanin (p<0.003) gruplari anlamli yiiksekti. NOx degerleri, I/R-K
grubuna goére ET-1 (p<0.001), U-II (p<0.003) ve Molsidomin (p<0.003) anlaml
yuksek sonug¢ verirken, ET-1 Res. Bl. (p<0.003), L-NAME (p<0.001) ve L-

Canavanin (p<0.002) anlamh disuk cikti.

Tablo 13. Gruplarin Perfiizat NOx Degerleri (nmol/ml)

1. dk. 5. dk. 10. dk. 20. dk. 30. dk.
I/R-K 30,66+1,75 19,02+1,60 16,01+1,80 15,73+1,28 15,41+1,20
P-K 4,39+£0,52 4,19+£0,45 4,07+0,53 4,11£0,43 4,19+0,48
L-NAME 15,09+2,02 10,23+1,16 9,21+1,04 8,66+0,77 8,78%0,74
ET-1 42,82+1,94 26,20+3,08 21,95+1,66 20,96+1,25 20,30£0,69
L-Canavanin 12.44+1.10 8.40+0.90 7.50£0.50 7.05+0.70 7.24£0.70

Molsidomin 46,05+3,27 | 34,97+2,60 | 31,07+2.20 | 29,17+1,58 | 28,07+1,84

U-II 42,21+1,12 28,01+1,16 22,84+1,36 21,28+1,50 20,77+0,82

ET-1 Res. Bl. 18,12+1,00 12,67+1,19 11,61+0,94 11,16+1,23 10,87+1,15

Perfiizat NOx Diizeyleri
60
—e— Kontrol

201 : —=— Perfiizyon
401 L-NAME
£
3 30 - ET-1
E ——L-Canavanine

201 T 3 s & —e— Molsidomin

10 % S = > —— Urotensin

0 —=—ET-1Res. Bl.
1 5 10 20 30
dakika

Sekil 27. Gruplarin Perfiizat NOx Grafigi

Kalp i/R'da elde ettigimiz hemodinamik arti biyokimyasal bulgularimizla

vardigimiz sonuglari ve mevcut literatlr bilgilerini asagida tartismaya calistik.
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V.TARTISMA

Iskemik kalpte reperfiizyonda olusan O, i de iceren ROT reperfiizyonun
ilk dakikasinda yiiksek konsatrasyonlara ulasirlar’®®. Son zamanlarda
yaslanmanin da etkenleri arasinda sayilan bu radikaller gok hizli reaksiyona
girerek ozellikle lipid yapilarin (lipid peroksidasyonu) ve proteinlerin (karbonil

gruplarl) bozulmalarina neden olmaktadirlar®®17°,

Bu vyapilarin olusumunun
onlenmesi ya da olustuktan hemen sonra ortamdan uzaklastirilmasi doku

hayatiyeti ve fonksiyonlari agisindan énemlidir.

Koroner perflizyon miyokard fonksiyonlarinin devam ettirilebilmesi igin
hayati bir faktérdir. I/R hasari olasilikla miyositler, koroner endotel ve diz
kaslarini etkilemektedir. Koroner sirkiilasyonda hasarlanma NO mekanizmalarina

171 Cahgmalarin biyiik ¢odunlugu NO’in miyokard I/R hasarinda

dayali olabilir
faydah etkileri oldugunu soéylerken az miktardaki calisma da NO’nun zararh
etkilerinden bahsetmektedir. Miyokardiyal iskemi gibi patolojik durumlarda
NO’nun roli tam net dedildir ciinkl pozitif ve negatif etkilerin her ikisi de degisik

11,154,155

deneysel galismalarda gosterilmistir . NO, miyokardiyum Uzerinde negatif

inotropik ve kronotropik etki meydana getirmektedir®®

. Calismamizda izole kalp
fonksiyonlarinda NO ve NOS inhibisyonu U-II, ET-1 ve ET-1 reseptér blokajinin
etkilerini arastirdik. Bu calisma izole kalpte artmis oksidatif stresin ve azalmis

kalp fonksiyonlarinin sebebinin NO oldugunu gdstermistir.

Calismamizda madde verilen gruplar ¢ift kontrol gruplaryla
karsilastinlmistir. Bunlardan biri olan P-K grubunda deney stlresince perflizyon
kesimeden devam ettirilmistir. I/R-K grubunda ise madde verilen gruplar gibi

stabilizasyon, iskemi ve perflizyon slregleri aynen uygulanmis ancak iskemi
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basinda medikasyon yapilmamistir. Bir anlamda P-K grubu ile fizyolojik sirece
yakin referans degerler izlenirken I/R-K grubu ile patolojik siirece yakin referans

dederler elde edilmistir.

izole sigan kalbi sadece Ca?* bagimli NOS aktivitesine sahiptir ve
miyokardiyumda iNOS aktivitesinin 6lgllebilmesi igin en az 2 saat in vitro
ekzotoksin ve/veya pro-inflamatuar sitokinlerin salinimi gereklidir'®®.  Ca?*
bagimsiz NOS tarafindan olusturulan NO miyokardiyal kontraktil fonksiyonda

depresyona katki sagdlamaktadirt®*.

NO inhibitorlerinin konsantrasyona bagli
olarak mekanik fonksiyonlar ve enerji metabolizmasi Gzerine gift yénli etkilerinin
oldugu sdylenmektedir'®>. Oksidatif hasarin baskilanmasi sebebiyle NOS
inhibisyonu yararli olmakla beraber NOS’un kuvvetli vazoaktif inhibisyonu i/R
hasarini arttirmaktadir'®®. izole tavsan kalplerinde i/R’da L-NAME mekanik
fonksiyon bozukluklarinda diizelmede artis saglamistir. I/R’da serbest radikallerin
akut salinimi KDU olusumuna katkida bulunmaktadir’®®., Wahida ve ark. L-
NMMA’'nin konsantrasyona badlh koruyucu aktivitesini inceledikleri calismada
10mM‘de optimal koruyuculuk oldugunu ve daha yliksek konsantrasyonlarda bu
koruyucu aktivitenin kayboldugunu buldular. Bu da NO sentezinin parsiyel
inhibisyonunun kalbi KDU’dan korudugunu diisiindiirmiistir'®®, Bu durumda asiri
NO dretimini ve reperflizyonda ONOO™ yapimini azaltan ancak fizyolojik NO
Uretimine minimal etkili bir NOS inhibitérinin segimi ve konsantrasyonu c¢ok
dnemli olabilir. iskemide serbest radikaller gibi dakikalar icinde NO (retiminde de
hizl  dedisiklikler meydana gelmektedir. Bizim sonuglarimiz da bunu
dogrulamaktadir. I/R-K grubunda NO salinimi P/K grubundan daha fazlaydi. NO
acisindan, bizim sonuglarimiz reperfizyonda tim gruplarda NO saliniminin
kademe kademe dustliglint gosterdi. L-NAME, L-Canavanin ve ET-1 Res. BI.

verilen gruplarda iskemi grubuna goére en disik NO seviyeleri saptandi.
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Molsidomin belirgin olarak perflizatta NO salinimini arttirdi. ET-1 ve U-II'de NO
salinimini arttirdi. Benzer bulgular doku NOx seviyelerinde de bulundu. Bu
sonuglar endotel hiicrelerinde ET-1'in ET-B reseptérleri Uzerinden, U-II'nin
eNOS’u uyararak NO salinimini uyardigi bilgisine uyuyordu®?%*®®, NOx degerleri
NO donéri verilen gruplarda beklenildigi gibi ylksek, inhibitér verilen gruplarda
disik bulunmustur!’?173174 " Molsidomin, ET-1 ve U-II kalp dokusunda NOx
seviyelerini anlamli olarak arttirirken L-NAME ve L-Canavanin, her ikisi de

anlaml olarak inhibe ettiler.

Doku ve perfiizat MDA dlizeyleri ele alindiginda beklendigi gibi iskemiyi
takip eden reperflizyonun oksidan stresi arttirdigi gézlenmektedir. Gupta ve ark.
i/R’dan sonra miyokardial dokuda GSH diizeylerinde ciddi disis MDA
seviyelerinde anlamh artis goézlediler'’®> ve bu sonuglar galismamizi
onaylamaktadir. Calismamizda i/R, MDA seviyelerini kardiyak doku ve perfiizatta
arttirdi ve antioksidan etkiyi azaltti. NO donéri olarak Molsidomin bu etkiyi daha
da kotillestirmistir. MDA ve NO’nun arttigi olgularda NO’nun oksidan hasari
arttirici bir etkide bulundugu gézlenmistir’¢1”718  Bizim sonuglarimiz ET-1 Res.
Bl.'nin doku GSH seviyelerini arttirdigini ve doku ile perflizat MDA seviyelerini
azalttigini gosterdi. Calismamizda U-II ve ET-1 oksidatif hasari arttirici rol
oynarken, NO buna paralel bir etkide bulundu. ET-1 ve U-II'de kuvvetli
vazokonstriktor maddeler olarak MDA dizeylerini arttirmistir'>>*’>.  Bizim
bulgularimizda reperflizyon periyodunda perflizat RSH seviyeleri azaldi ve MDA
seviyeleri arttl. Bu dedisimler zamana bagli olarak en yliksek reperfiizyonun 30.
dk.’da saptandi. Molsidomin bu etkileri kotllestirdi. Bu bulgulara paralel olarak
Molsidomin verilen grupta NO’ya bagl bozuklugun gostergesi olarak MDA ve

karbonil grup seviyeleri ylkseldi ve GSH seviyeleri dlstl. Bu calismada kardiak

i/R sonrasi protein karbonil grup seviyeleri literatiire ilk defa sunuldu. Doku
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protein karbonil gruplari bir baska oksidan stres belirtecidir'’®. Elde edilen
bulgular protein karbonillerinin yaglarinin oksidan strese maruz kalisindan daha
gec meydana gelen bir olgu oldugunu ortaya cikarmistir. Zira artis olan gruplarda
bu artislar anlamh dedildi. Ancak ET-1 Res. Bl. ve U-II'nin o6zellikle protein
oksidasyonuna neden oldugu go6zlenmistir. NO dondéri olarak Molsidomin bu
slreci kotllestirdi gunkd Molsidomin disinda L-NAME ve L-Canavanin verilen

gruplar iskemi grubuna goére anlaml ylksek karbonil seviyeleri géstermediler.

Verilerimiz gostermistir ki NO direkt olarak kalp kasi fonksiyonunu
etkilememektedir. Calismamizda P-K ve I/R-K gruplarina gére tim madde verilen
gruplarda, kalp fonksiyonlari Gzerine negatif etkilerinden dolayi, LVDP seviyeleri
azaldi. Ilk 5 dk. da LVDP’de en hizli diisiis ET-1 Res. Bl. verilen grupta meydana
geldi ancak 30. dk da en fazla dlsls Molsidomin verilen grupta oldu. Bu da

disaridan verilen NO'nun kalp kasilma giiciini azalttigini géstermektedir'’?. Oysa

NO inhibisyonu yapilan gruplarda bu kadar fazla dists olmadi. L-NAME ve L-
Canavanin verilen gruplardaki LVDP degerleri goreceli yiksekligi NO'nun negatif
inotropik etkisini gdstermektedir. Han H ve ark.’nin galismasinda da L-NAME

154 Yasmin ve ark. NOS

(100 microM) verilen grupta LVDP disik bulunmustu
inhibitorid L-NMMA'nin reperfliizyon sirasinda mekanik fonksiyonlarda anlaml bir
diizelmeye sebep oldugunu gésterdiler'®®, Yasmin ve ark. NO sentezinin parsiyel
inhibisyonunun kalbi KDU’dan korumada gerekli oldudunu ileri sirdiler®®,
NO’nun ortamda bulunmasi LVDP Uzerinde olumlu etki yapmamaktadir. ET-1
verilen grupta ise LVDP’deki azalma en az olmustur. U-II endoteline gére LVDP yi
daha etkili azaltti. U-II ve ET-1 her ikisi ve slphesiz Molsidomin doku ve
perflizatta NOx seviyelerini arttirdi fakat ET-1 Res.Bl. NOx'i inhibe etti. Bizim

sonuglarimiz da Molsidomin grubunda, iskemik grupla karsilastiriidiginda LVDP'ni

anlaml olarak distrdigtni gosterdi. U-II ve ET-1 her ikisi de LVDP ile gosterilen

85



kalp fonksiyonunu azaltti ve bu etki Uzerine ET-1 Res. BIl. iyilestirici etki
gbstermedi. Hemodinamik calismalarda ET-1 Res. Bl., Molsidomin verilen gruba
yakin bir etkide bulundu. Bu durum ET reseptdr antagonistleri i/R sirasindaki NO

12,123,128

etkisini arttirabilirler tezine uyuyordu Onceki calismalar ET reseptér

antagonistlerinin  kalp fonksiyonlarini iyilestirdigini gésterse de'®’:'%°

son
calismalar I/R’da ET reseptdér antagonistlerinin kalbi koruyucu etkisinin NOS
inhibisyonu ile ortadan kalktigini géstermistir!?®!81, Son yapilan bir calismada ET

reseptdr blokajinin artmis eNOS ekspresyonuyla birlikte oldugunu gésteriyordu®?.

Hemodinamik verilerimiz gdstermistir ki NO’nun kalp kontraksiyonuna
herhangi bir direkt etkisi yoktur. Dp/dtmak acisindan tim gruplar arasinda
anlamli farkhliklar gérilmedi. U-II, L-NAME ve L-Canavanin’de disls daha
belirgindi. Han H ve ark.nin galismasinda da L-NAME (100 microM) verilen grupta

dp/dtmak disik bulunmustu®>*

. Kalpte ET-1 ve Molsidomin dp/dtmak Uzerine
daha olumlu etki gésterirken NOS inhibisyonu (L-NAME ve L-Canavanin) tam
tersine olumsuz etki gdsterdi. Endojen NO Uretiminin kardiyak kontraktilite igin
daha etkili dozajda oldugu ve eksojen NO verilmesinin kardiak kontraktilite

fonksiyonunu kotulestirdigi ileri stirtlebilir. Ancak bazi diger faktorler reperfiizyon

sirasindaki kontraktilite degisikliklerinden sorumlu olabilir.

Dp/dtmin‘a bakildiginda NOS inhibisyonu yapan L-NAME ve L-
Canavanin’de en az ylikselme oldugu gorildi. En fazla artis ise Molsidomin ve
ET-1 Res. Bl. verilen gruplarda ortaya ¢ikti. Bu sonuglara gére Molsidomin ve ET-
1 Res. Bl. verilen gruplarda dp/dtmin‘daki belirgin artis, dp/dtmak’daki az da olsa
dusisle beraber dederlendirildiginde LVDP’de en fazla dislsin yine bu iki grupta
olmasini agiklayabilir. I/R'da fazladan NO verilmesi kalp fonksiyonlar (zerinde

olumlu etki yapmamaktadir.
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U-II kardiovaskdller sistem, santral sinir sistemi ve bébrek dahil olmak
Uzere bircok dokuda (Uretilen siklik yapida bir peptitdir ve simdiye kadar

13160 y-II plazma konsantrasyonu sol

gosterilmis en potent vazokonstriktérdir
ventrikll ejeksiyon fraksiyonu olarak bilinen sol ventrikil sistolik fonksiyonu ile
ters iliskilidir'®>. U-II, hem NO ve Pg.ler (zerinden endotel-bagimli
vasodilatasyona hem de vaskliler diz kas hicreleri Uzerinden endotelden-
bagdimsiz vasokonstriksiyona neden olmaktadir; net etki incelenen tirlere,
vaskiller yataga ve reseptdér yodunluuna goére farkhlik gdstermektedir'”®.
insanlarda U-II'nin etkisinin faydali mi zararl mi oldudu heniiz netlesmemis
olmakla birlikte U-II ve reseptoriinin koroner ve karotid arterlerdeki
aterosklerotik plaklarda da gosterilmis olmasi, U-II'nin gesitli intrasellliler sinyal
mekanizmalariyla vaskuler diz kas hicrelerinde proliferasyona neden oldugunun
saptanmasi dolayisiyla aterosklerozun ilerlemesine katkida bulunuyor olabilecegi
disiinilmektedir®16%182 Dolayisiyla U-II antagonistleri vazospasmin ve vaskiiler
yeniden yapilanmasinda faydali olabilirler’*. L-NAME, siganlarda U-II'nin in vivo
sistemik depresor etkilerini azaltmakta ve vaskiller kontraktil etkisini
arttirmaktadir!®®.  NOS inhibitérleri perfiize kalplerde koroner arterlerin
maksimum  kontraksiyonlarini  arttirmakta ve U-II'ye karsi gecikmis

180 Bu bulgular, U-II'nin vaskiler tonusu NO

vazodilatasyonu inhibe etmektedir
salinimi Uzerinde modile ettigini distndirmektedir. U-II sicanlarda eNOS
artisini uyarmis ve NO (retimine sebep olmustur!®®, Bizim sonuglarimizda da ET-
1 ve U-II oksidan aktiviteyi ve NO olusumunu arttirdi ve antioksidanlari inhibe

etti. ET-1 Res. BIl. oksidant stresi ve NO olusumunu azaltti fakat karboniller

olarak gdsterilen protein oksidasyonuna sebep oldu.
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VI. SONUC

Iskemi 6ncesi verilen maddelerin kalpte reperfiizyon siiresince ne gibi
etkiler ortaya cikardigini inceledigimiz bu calismada son zamanlarin 6nemli
endojen maddelerinden U-II, NO ve ET-1'in reperflize kalp fonksiyonlari ve
oksidan-antioksidan madde diizeylerine olan etkileri arastirildi. I/R, MDA
seviyelerini perflizat ve kalp dokusunda progresif olarak arttirmis, antioksidan
etkiyi azaltmistir. NO dondéri olarak Molsidomin bu etkiyi koétllestirmistir.
Calismamizda disaridan verilen NO ayni zamanda kalbin kasilma glicinde de
azalmaya neden olmustur. Kalp dokusu ve perflizatlarinda Molsidomin, ET-1 ve
U-II verilen gruplarda, MDA ve NOx dlzeyleri artmistir. Perflizat ve doku
antioksidan 6zelligi olan GSH ve RSH dederleri iskemi sonrasi azalmig, NO, U-II
ve ET-1 bu azalisi etkilememis iken NO inhibisyonu ve ET-1 reseptér blokaji bu
dizeyleri arttinct yonde etkide bulunmustur. ET-1 Res. BL‘G kullanilan
gruplardaki MDA, NOx ve RSH degisimleri de beklendigi gibi ET-1 verilen
gruptaki dederleri tersine cevirecek sekilde etkilemistir. Biyokimyasal dederler

ise beklendigi gibi ve yapilan galismayi destekler nitelikte olmustur.

Sonug olarak c¢alismamizda elde edilen bulgulardan kalp iskemi
reperflizyonunda ET-1, U-II ve disaridan verilen NO oksidan hasari arttirici,
antioksidan mekanizmalari azaltici ydnde etkide bulunmustur. Bu nedenle
iskemik kalp hastaliklarinda endotel yapinin korunmasina yodnelik maddelerin
verilmesi, ET-1 ve U-II gibi ortama ¢ikan vazokonstriktér maddelerin inhibisyonu

yararl sonuclar saglayacaktir.
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VII. OZET

Nitrik Oksit’in (NO) miyokard iskemisi gibi patolojik durumlardaki rolt tam
olarak acgik olmayip, dedisik kosullarda hem pozitif hem de negatif etkileri
belirtilmistir. Calismamizda vazokonstriktérler Endotelin-I (ET-1) ve Urotensin-II
(U-II), NO donéra Molsidomin, nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) inhibitérd nitro-
L-argininmetilester (L-NAME), iNOS inhibitéri L-Canavanin ve Anti-Endotelin
Reseptdr-A Antikoru’nun (ET-1 Res.Bl.) kalp iskemi-reperfiizyon (i/R) hasarina
olan etkilerini arastirmayi amagladik. Langendorf perflize sican kalpleri 30’ar dk.
stabilizasyon, global iskemi ve takiben reperflizyona tabii tutuldu. Gruplara
iskemi baslangicinda, L-NAME , ET-1, U-II, L-Canavanin, Molsidomin ve ET-1
Res.Bl. verildi. Gruplar kontrol grubu (i/R-K) ile araliksiz perfiizyon uygulanan
grupla (P-K) karsilastirildi. Reperfiizyonun 1, 5, 10, 20, 30. dk.’larinda toplanan
perflizatlarda malondialdehit (MDA), total nitrik oksit (NOx), sulfidril gruplan
(RSH), kalp dokusunda da MDA, protein karbonil gruplari, redlkte glutatyon
(GSH) ve NOx duzeyleri 6lclildi. Kalp fonksiyonlar igin belirleyici olan sol
ventrikil sistol-diyastol farki basinci (LVDP), dp/dt maksimum (dp/dtmak), dp/dt
minimum (dp/dtmin) ve kalp atim hizi Biopac Data Acquisition & Analysis System
ile kaydedildi. Tum gruplarda LVDP seviyeleri P-K grubuna gére azaldi. Kalpte
ET-1 ve Molsidomin dp/dtmak (zerine daha olumlu etki goésterirken NOS
inhibisyonu olumsuz etki goésterdi. En fazla ET-1 Res.Bl. ve Molsidomin en az
NOS inhibitérleri olmak Uzere tim gruplarda dp/dtmin anlaml olarak yikseldi.
ET-1, Molsidomin ve U-II gruplarinda doku protein karbonil, perflizat ve doku
MDA ile NOx'da belirgin artis oldu. Tersine RSH ve GSH seviyelerinde en fazla
disme vyine bu gruplarda oldu. Sonug olarak calismamizda elde edilen
bulgulardan kalp I/R’'nunda ET-1, U-II ve disaridan verilen NO oksidan hasari

arttirici, antioksidan mekanizmalar azaltici ydnde etkide bulunmustur.
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VIII. SUMMARY

Nitric oxide (NO) role on myocardial ischemia is not clear although both
positive and negative contributions have been reported under different
experimental conditions. Our purpose was to investigate the effects of both
vasoconstrictors Endothelin-I (ET-1) and Urotensin-II (U-II), NO donor
Molsidomin, NO synthase (NOS) inhibitor nitro-L-argyninemethylester (L-NAME)
iNOS inhibitor L-Canavanine and Anti-Endothelin Receptor Antibody (ET-
1.Res.Bl.) on cardiac ischemia-reperfusion (I/R) injury. With rat hearts I/R
protocol (30 min stabilization, 30 min ischemia, 30 min reperfusion) was
introduced. L-NAME, ET-1, U-II, L-Canavanine, Molsidomin and ET-1.Res.Bl.
were applied to the groups at the beginning of the ischemia and these groups
were compared with the control and continious perfusion groups. Malondialdehid
(MDA) and total NO (NOx) levels were measured in reperfusation solutions
collected at 1, 5, 10, 20 and 30th minutes. MDA, protein carbonyl groups,
reduced glutathion (GSH) and NOx levels were measured at the heart tissue.
Left vetricule developed pressure (LVDP), dp/dt maximum(dp/dtmak) and dp/dt
minimum (dp/dtmin) were monitored. LVDP levels were decreased in
experimental groups. While ET-1 and Molsidomin had a more positive effect on
dp/dtmak, NOS inhibition had a negative effect. In all groups dp/dtmin increased
while this effect was highest in ET-1.Res.Bl. and Molsidomin and lowest with NOS
inhibitors. In ET-1, Molsidomin and U-II groups tissue protein carbonyl,
perfusate and tissue NOx and MDA were increased significantly. On the contrary
the highest decrease in RSG and GSH was also in these groups. This study
demonstrated that ET-1, U-II and external NO increased the oxidative damage

and decreased the antioxidant mechanisms.
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