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1.Giris

Peptid yapisinda kuguk bir hormon olan hepsidinin, demir
metabolizmasinin duzenlenmesinde merkezi bir rol oynadigi, vicut savunmasinda ve
inflamasyonda araci olarak gorev aldiginin 2000 yilinda kesfi ile birlikte herediter
hemokromatozisin (HH) cesitli tiplerinin patogenezine isik tutulmus ve inflamasyon

anemisinin patofizyolojisine bakis degismistir.'?

Plazma demir duzeylerinin ve dokulardaki demir depolarinin artisi ile
sentezi uyarilan hepsidin, makrofajlardan ve duodenal enterositlerden plazmaya
demir salinimini azaltmaktadir, bu homeostatik dongu, plazma demirinin sabit bir
aralikta tutulmasini saglarken, asiri demir emilimini ve dokularda demir birikimini

dnlemektedir.®

Demir depolari yeterli veya yuksek oldugunda, karaciger hepsidin
aretimini arttirir. Hepsidin, ince bagirsakta ferroportini internalize ederek demiri

enterositlerden plazmaya tasiyan tek yolu bloke eder.'*

GuUnUumuzde hepsidin, demir metabolizmasinin duzenlenmesindeki

temel hormon olarak kabul edilmektedir.®

Myokardiyal iskemi, iskeminin derecesi ile iliskili olarak, artmis ferritin ile

sonuglanmaktadir.®’



Kalp miyositleri icinde de demir depolanmasi ilgi gekmektedir, kalp
hucrelerinde asiri demir birikimi oksidatif strese neden olur ve Fenton reaksiyonu ile
hidrojen peroksit tarafindan DNA hasari olusmasi nedeniyle miyokard fonksiyonunu

degistirir.

Hepsidin kalpten de salinabilen intrensek kardiyak bir hormondur,

salinimi hipoksi ve inflamasyon ile diizenlenir.5°

Kalpte hipoksi ile ylkselen hepsidin dizeyleri; artmis intraselller ferritin
konsantrasyonu serbest sitozolik demir (Fe*?) konsantrasyonunu kontrol ederek

serbest radikallere karsi kardiyak hiicreleri koruyucu bir mekanizma olusturabilir. '

Calismamizda bilgiler 1s1ginda, kalp iskemi — reperfiizyonu uygulanmig
sicanlarda, kalp fonksiyonuna hepsidinin etkisini gormeyi amagladik. Bu amagla
dokuda oksidatif stres gOstergesi olan malondialdehit (MDA) dizeyi, antioksidan
sistemin etkisini gosteren redikte glutatyon (GSH) ve dokularda hem oksidan hem
de antioksidan etki gésterebilen nitrojen oksit tdrleri (nitrit ve nitrat) (NOx) dizeyini,
perfizat NOx dizeyini, imminohistokimyasal yéntemle apopitozis ve histolojik olarak
kalp dokusu yapisini inceledik. Kalpten ¢ikan sivida (perflizat) perfuzyon dncesi ve

sonrasl vizkozite tayinleri ve iyon miktari analizini yaptik.



2.GENEL BILGILER

2.1.Hepsidinin Kesfi

Antimikrobiyal Ozellikteki bu peptidi 2000’de Krause ve ark. plazma
ultrafiltratindan izole etmis ve karacigerden sentez edildigi bulununca LEAP-1 (liver-

expressed antimicrobial peptide) olarak adlandirmislardir.’

2001 yihinda Park ve ark. cgesitli insan vucut sivilarinin katyonik
antimikrobiyal 06zelliklerini incelerken, idrarda karaciger kaynakli ve in vitro
antibakteriyel 6zelliklere sahip yeni bir peptid bulmus ve onu hepsidin (hepatik
bactericidal protein) olarak adlandirmislardir.'?

Demir metabolizmasiyla hepsidinin baglantisini Nicolas ve arkadaslari
ile Pigeon ve arkadaslari, omurgalilarda gdstermislerdir. Nicolas ve arkadaslari
tamamen sans eseri farelerde hepsidin geninin demir metabolizmasinda rol
oynadidini bulmuslardir. Glikoz metabolizmasina bagh transkripsiyon faktor USF2
(upstream stimulatory factor 2) geni eksik fareler tGzerinde galisirken beklenmedik bir
sekilde demirin asiri yiklenmesi olusmustur. Bu farelerde UFS2 geni yerine hepsidin

geninin bozuldugunu bulmuslardir.*

Pigeon ve arkadaslar ise demir upregulasyonu geni ile ilgili arastirma
yaparken, farelerde demir eksikliginde azalan ve demir yliklenmesinde artan hepsidin

mRNA'nin farelerde eksprese oldugunu bulmuslardir.'



2.2.Hepsidinin Fizikokimyasal Yapisi

insan idrar ve kaninda bulunan farkli molekiler agirlikta 3 predominant

hepsidin formu bulunmustur.'®

insan hepsidin geni 19. kromozomun (HAMP geni) uzun kolunda
(19913) lokalizedir. Hepsidin geni 2 intron 3 ekson icerir ve 0.4kb’lilk mRNA’ya

transkripte olur. Buda 84 aminoasitlik 6ncli protein pre-prohepsidini kodlar.'#1°17:18.19

Pre-prohepsidin, furin proprotein konvertaz ile 64 aa’lik pro-hepsidine
donusur ve endoplazmik retikulum limenine aktariir. Daha sonra 39 aa’lik éncu
peptidin post-translasyonel olarak ayrilmasi sonucu, 25 aa’lik biyoaktif hepsidin-25

0Iu$ur.1 1,12,16,20

Bu aminoasit dizisinde 8 sistein aminoasidi 4 disulfid bagi ile bagl

bulunur (sekil 1).'2

Sisteinden zengin hepsidin peptitleri 4 distilfit kdprusu ile baglanmis U
seklinde kivrilmis 2 koldan olusan bir yapidir. Nadir goérilen komsu iki sistein
arasindaki disUlfit bagi, peptidin U seklinde dénmesini saglar. Yaygin disulfit baglan
ile karsilastinidiginda, bu bag molekulde bir gerilim olusturur ve blyUk bir kimyasal

reaktivite 6zelligi kazandirir.'>181721



25 aa’lik peptidin N-terminali biyolojik olarak aktif olan kismidir.??

Hepsidin molekuline demir baglandigi zaman molekilin U¢ boyutlu
yapisi  degismektedir. Bu  konformasyonel degisim  hepsidinin  demir

metabolizmasindaki diizenleyici roli ile iliskilidir.?

D-T-H-F-P-I-C-I-F-C-C-G-C-C-H-R-5-K-C-G-M-C-C-K-T

Sekil 1: insan hepsidin molekiiliiniin ana formunun bir modeli ve aminoasit dizisi. Sekiz adet
sistein aminasiti arasindaki dort disulfit kopriisii, aminoasit dizisinde gt‘>steri|mi§tir.15’21

idrarda ve serumda yapilan incelemelerde 3 adet ana hepsidin
molekilinden bahsedilmistir: 20, 22, 25 aminoasitten olusan Hepc20, Hepc22 ve
Hepc25. Biyolojik olarak aktif form olan Hepc25, Hepc20 ile birlikte hem serumda
hem de idrarda bulunabilirken, Hepc22 sadece idrarda bulunur.?*

idrar  hepsidin  konsantrasyonlari  10-100 ng/ml  arah@inda
degismektedir."”



Olgun hepsidin normal serum duzeyleri hakkindaki kullanilabilir bilgiler
glvenli degildir. Ancak 60 aminoasitlik prohepsidin’in serum konsantrasyonu ELISA

ile saptanabilir, saglikli bir kisideki serum diizeyi ortalama 106 ng/ml dir.">?°

Diger antimikrobiyal ve antifungal peptidler gibi hepsidin amfipatik
(yapisinda hem hidrofobik hem de hidrofilik grubun bulunmasi) yapidadir. Hepsidinin
antibakteriyal aktivitesi icin vicutta olgtlen konsantrasyonlarindan 10 kat daha fazla

olmasi gerekmektedir.'"'2

Hepsidin'in kismi eksikliginden kaynaklanan herediter
hemokromatoziste Vibrio, Yersinia ve Listeria gibi atipik mikroorganizmalar ile

enfeksiyonlarda artis gorilebilmektedir.?®

2.3.Hepsidin Sentezi

Hepsidin ¢ogunlukla karacigerde daha dusik oranda bdbrek, iskelet

kasl, akciger, mide, pankreas ve beyinde sentezlenir.'*'®

Karacigerden sentezlenen hepsidin sayesinde demir emilimi ve salinimi
kontrol altinda tutulurken makrofajlarda, yag hicrelerinde ve kalp kasi hicrelerinde
hepsidin yapimini gdésteren calismalar mevcuttur. Bu durum hepsidinin demir
mekanizmasini kontrol etmek igin vicuttaki birgok mekanizma ile i¢ ice oldugunu

gostermektedir.'%:27:28



Kalpte hepsidin ekspresyonu hipoksi ve inflamasyona cevap olarak
dizenlenir. Hepsidin'in interkalar disk bolgesinde bulunmasi ve hipoksiyle artmasi,
bu bdlgenin demir toksisitesine hassasiyetinin olabilecegini gostermekte ve interkalar
diskteki hepsidin varligi, demir fazlaigina kargi koruyucu rol oynadidini

dustindirmektedir.'°

Kulaksiz ve arkadasglar karacigerde yuksek hepsidin
konsantrasyonunun sinltzoidlere ve merkezi venlere dogru azaldigini, hepatositlerin

periportal blgesinde yogunlastigini gdstermislerdir.?°

Kulaksiz ve arkadaslari baska bir ¢calismada da, hepsidinin bdbrekte
intrensek olarak Uretildigini ve hepsidinin  bobrekte demir transportunun

duzenlenmesinde karmasik bir rol oynadigini ortaya koymuglardlr.30

2.4.Hepsidin Sentezinin Dizenlenmesi

2.4.1.Demir ile Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Plazma demir dlUzeylerinin ve dokulardaki demir depolarinin artigi ile
uyarilan hepsidin sentezi, makrofajlardan ve duodenal enterositlerden plazmaya
demir gegisini azaltmaktadir. Bu dbngl, plazma demirinin sabit bir arahkta
tutulmasini  saglarken, asiri demir emilimini ve dokularda demir birikimini

dnlemektedir.’



Farelerde oral veya parenteral demir yiklemesi hepatik hepsidin mRNA
ekspresyonunu arttrir. insanlarda tek doz oral demir alinmasi (65 mgr FeSQy,) birkag
saat iginde Uriner hepsidin ekskresyonunu arttirir. Artmis plazma hepsidin dlzeyi
demirin intestinal emilimini ve depolardan salimini inhibe eder. in vitro primer fare
veya insan hepatositlerine veya insan hepatik hicre serilerine demir yUklemesi,
hepatositlerin Fe**-transferrin veya demirin diger formlariyla yiiklenmis olmasi
farketmeksizin hepsidin mRNA’sini arttirmaz. Hepsidin demir regllasyonuyla ilgili
bilgiler herediter hemokromatozis gen calismalarindan elde edilmigtir. Demir agir
yuklenmesine ragmen homozigot HFE (Human hemochromatosis protein), transferrin
reseptdr-2 ve hemojuvelin (HJV) mutasyonu olan hastalarda veya farelerde hepsidin
orani dusuk bulunmustur. Sonug olarak bu molekdllerin demir bagimli olarak hepsidin

sentezini diizenledigi gosterilmistir.>’

2.4.2.Hipoksi ile Hepsidin Sentezinin Dlizenlenmesi

Hipokside hepsidin sentezi azalmaktadir. Nicolas ve arkadaslari
hepsidini kodlayan genin anemi, hipoksi ve inflamasyon tarafindan duzenlendigini

bulmuslardir.®?

Yine bu calisma gostermistir ki, hepsidin sentezinin azalmasini hipoksi
tek basina tetikleyebilir ve 5500 m yuksekligi taklit eden hipobarik hipoksi odalarinda
barindirilan farelerde hepsidin hizli bir sekilde azalr.®



Hipoksi ile uyarilabilir faktér (HIF) yolagindaki degisiklikler hepsidin
ekspresyonunu etkilemektedir. Farelerde VHL/HIF (Von Hippel-Lindau/hypoxia-
inducible transcription factor) yolaginin engellenmesi ile eritropoietin ve ferroportin
MRNA ekspresyonunda azalma ve hepsidin  mRNA ekspresyonunda artma
g6zlenmigtir. VHL/HIF yolagi eritrosit Gretimini desteklemek igin demiri mobilize

eder.®*

Hipoksi, yetiskin bdbregi ve fetls karacigeri tarafindan vyapilan
eritropoietin Gretimi igin birincil dizenleyici sinyaldir. Eritropoietin’in  karaciger

hepsidin gen sentezini azalttigi rapor edilmistir.®®

Hipokside hepatik hepsidin gen ekspresyonu azalirken, kardiyak
hepsidin gen ekspresyonu belirgin olarak artmistir. Kalpte hipoksi ile hepsidin
sentezinin indiklenmesi, artmig ferritin (Ferritin intraselliler Fe depolayan major
proteindir, 6nemli hdcre koruyucu roli vardir. Hucre igi serbest demir
konsantrasyonunu kontrol eder ve hicreyi serbest O, radikallerinden korur) ve
azalmig serbest O, radikalleri ile kalpte koruyucu bir gorev ustlenmekte oldugunu

gostermektedir.'®

2.4.3.Anemi ile Hepsidin Sentezinin Dlizenlenmesi

Aneminin, hepsidini iki yolla etkileyebilecedi dugunilmektedir. Bunlar,
hepsidin gen ekspresyonunu diizenleyen muhtemel bir HIF’ in yer aldigi doku
hipoksisi ve eritropoezi uyararak indirekt olarak hepsidin sentezini baskilayan

transferrin satiirasyonunun azalmasidir.?!



Hangi yolla olursa olsun, hepsidin sentezi talasemiler gibi etkili olmayan
eritropoezle giden hastaliklarda eslik eden demir ylUklenmesine ragmen azalmig
olarak bulunur. Bu durum hepsidin Gretiminin anemi ile baskilanmasinin, hepsidin
sentezinin demir yiklenmesi ile uyarilmasina kiyasla daha gugli bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir.?’

2.4.4.Inflamasyon ve infeksiyon ile Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Hepsidin sentezi inflamasyon ve infeksiyon tarafindan hizlica
arttinlmaktadir. IL-6"nin bu artistan sorumlu uyarici oldugu cesitli hayvan ve insan

calismalarinda gosterilmistir.36”

IL-6 infuzyonu vyapilan gonulli kisilerde saatler icerisinde idrarda
hepsidin atliminin 7.5 kat arttigi, bu artisa serum demiri ve transferrin

satlirasyonunda %30 azalmanin eslik ettigi gérilmistiir.*

Nemeth ve ark.'nin 2003 yilinda yaptigi bir ¢alismada, transfuzyona
bagli demir yiklenmesi, infeksiyonu ve inflamatuvar hastaligi olan hastalarda idrarda
hepsidin atilmini belirgin olarak arttirmig, in vitro IL- 6 ile hepsidin mMRNA’sinin

belirgin olarak indiiklendigi gdzlenmistir.®

Baska bir ¢alismada IL-6 inflizyonu yapilan insanlarda Uriner hepsidin
atihmi infiizyondan sonra 2 saat icinde birkac kat artmigtir.

IL-6, STAT-3 bagiml transkripsiyon mekanizmasi ile hepsidinin kuvvetli
bir indiikleyicisidir.*
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Kemna ve ark. 2005 yilinda 10 saglikli gonudlliye lipopolisakkarid (LPS)
enjeksiyonu yaparak olusturduklari in vivo insan endotoksemi modelinde, enjeksiyon
sonrasli 3. saatte IL- 6 dizeylerinin, 6 saatte idrar hepsidin duzeylerinin arttigini, bunu

takiben serum demir diizeylerinin belirgin olarak azaldigini gdzlemlemistir.®’

IL-6 geni c¢ikartiimis farelerde yiksek hepsidin mRNA dizeyleri diger
sitokinlerin de hepsidin regulasyonunda rol oynadigini gostermektedir. IL-1, IL-6’dan

badimsiz olarak fare karacigerinde hepsidin mRNA’sinda artisa neden olmaktadir.*’

Bu calismalardan elde edilen sonuclar, IL-6 - hepsidin aksinin
hipoferremik cevapta kritik bir dneme sahip oldugu ve hepsidinin inflamasyonla

ortaya ¢ikan hipoferremide rol alan temel araci oldugunu gostermektedir.

2.4.5.Eritropoetik Aktivite ile Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Hepsidin inefektif eritropoezin oldugu anemilerde (demir eksikligi

anemisi, hemolitik anemi gibi) azalmistir.*?

Kanama veya hemoliz ile olugturulan fare anemi modellerinde hepsidin
baskilanmasi eritropoetik aktiviteye bagimlidir. Eritropoezis sitotoksik ajanlar veya
radyosyona bagli inhibe edildiginde ciddi anemiye ragmen hepsidin mRNA’sinda

azalma gorilmemektedir.*?
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inefektif eritropoezdeki hepsidin baskilanmasindan eritroid preklrsérleri
tarafindan olugturulan growth differentiation factor 15 (GDF15) ve twisted gastrulation
protein 1 (TWSG1) sorumlu tutulmaktadir.*®

2.5.Hepsidinin Etki Mekanizmasi ve Kinetigi

Hepsidin makrofajlarin ve enterositlerin hiicre membranlarindaki demir

tastyicilarini azaltarak demir emilimini ve salinmasini baskilar.*

Hepsidin  geninin  deneysel olarak demir yUklenmis farelerin
karacigerinde asin yapildigi gdsterilmistir. Yapilan ¢alismalarda hepsidin geni eksik

(knockout) farelerde demir asiri yiiklemesinin oldugu gésterilmistir.'

Hepsidin enjekte edilmesi bagirsaktan demir emilimini inhibe
etmektedir.*®

Hepsidin transmembran demir tasiyicisi olan ferroportine baglanir ve
inhibe eder. Ferroportin enterositlerin bazolateral ucunda, makrofajlarda ve

karacigerde, plasental trofoblastlarda ve eritrosit prekiirselerinde bulunmaktadir.*®4’
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De Domenico ve ark hepsidin’in ferroportin’in internalizasyonunda ve

yikiminda rol oynadigini gdstermislerdir.®

Bayldk bir kismi serumda, karacigerden salinan a-2 makroglobuline

bagli tasinan hepsidin’in atiim yolu idrardir.*°

insanlarda demir aliminin olmasi idrarda hepsidin diizeyini arttirmigtir.
Nemeth ve ark"nin 2004’te yaptigi calismada 3 gunluk oral demir aliminin 24 saat
sonrasinda Uriner hepsidin miktarinda siddetli bir artis olmus sonrasinda demir
aliminin devamina ragmen normal degerlere diismustir. idrardaki hepsidinin yiiksek
degerlere ulagsmasi kandan hepsidinin hizla uzaklastirildigini gosterirken, demir

emilimindeki inhibitor etkisinin devam ettigi bulunmustur.®

Farelere intraperitoneal hepsidin enjeksiyonu sonrasinda serum demir
seviyeleri 1. saatte % 80 azalma go6stermekte ve bu durum 48 saatten uzun
surmektedir. Hepsidin'in ferroportin yoninden zengin organlar olan karaciger, dalak

ve proksimal duodenumda biriktigi gézlenmistir.>

Batin bu gozlemler makrofajlardan demir saliniminda ve
bagirsaklardan demir emiliminde hepsidin’in negatif dizenleyici rol oynadigini

gostermistir.”’

Transgenik fare modellerinden elde edilen kanitlar hepsidinin etkin

negatif diizenleyici olduguna isaret etmektedir.?’
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Hepsidin'in net etkisi; diyetle alinan demir emilimini azaltmak,
makrofajlardan ve karacigerdeki depolardan demirin salinimini azaltmaktir. Dogal
olarak hepsidin ortamda olmadiginda enterositler ve makrofajlardan demir salinimi
uzerindeki negatif etkinin kaybolmasina bagli dolasimda asiri demir ylklenmesi

olur.”

2.6.Miyokardial iskemi-Reperfiizyon (i/R) Hasari

Miyokardial iskemi, miyokardin metabolik gereksinimlerine gore,
yetersiz kan akimi ile karakterize bir durumdur. Bagka bir ifade ile koroner kan

akiminda azalma sonucu kalbin oksijen ve besin desteginin azalmasidir.>%>®

Miyokarda oksijen sunumu ve ihtiyaci arasindaki dengesizlik sonucu

olusan iskemi, dokuda hipoksi ve anaerobik metabolizmaya yol acar.*?

iskemiye bagh olarak mitokondriyal enerji tretimi azalip, laktat Gretimi
artmaktadir. Bu metabolik degisiklikler; hiicre ici pH’da azalma, hiicre ici Na* ve Ca?*

konsantrasyonlarinda artma ve membranda depolarizasyon ile sonuglanmaktadir.>*

Reperflizyon, iskemiye maruz kalan doku ya da organlarin yeniden
kanlanmasi ve oksijenlenmesi olayidir. Reperfizyon hasari ise iskemi periyodunu
izleyen yeniden kanlanma déneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar

olarak tanimlanir.>®
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Reperflizyondan dolay! ortaya ¢ikan hilcresel hasar; iskemik olayin
suresine bagimh olarak geri donusumllu veya geri donusumsuz olabilir. Yirmi
dakikalik iskemi periyodunu takip eden donemde reperfuzyonun olugturdugu hasar
geri donusludir fakat daha uzun sirelerdeki iskemiyi takip eden reperfizyon

miyokardiyal hasar ya da hiicresel nekrozla sonuglanir.>®

Hucre icine molekuler oksijen sunumuyla hizla olugan serbest oksijen
radikal trevleri en ¢ok suglanan faktér olmakla birlikte reperfuzyon hasarindan birgok

mekanizma sorumlu tutulmustur. 75859

iskemi ile reperflizyon hasarini birbirinden kesin sinirlarla ayirmak
mumkin olmadigindan hasar, genellikle iskemi-reperflizyon (i/R) hasari olarak

tanimlanir.%°

I/R hasari; miyokard enfarktiisii, beyin iskemi, inme, hemorajik sok,
organ transplantasyonu gibi cerrahi midahaleler ve trombolitik tedaviye bagli olusan
patofizyolojinin temelinde yatar.®’
2.7.Kalp iskemi-Reperfiizyon Hasar Mekanizmalari

Serbest oksijen radikalleri, i/R sirasinda miyokard da hizli bir sekilde
olusmaktadir ve I/R hasarinin en énemli nedeni olarak kabul edilmektedir.®?
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Reperfuzyonun basinda mitokondriyal solunum hizi ve serbest radikal
uretimi belirgin derecede artar. Bu radikaller hicredeki serbest radikal yakalayici
sistemlerin kapasitesini asabilir ve hlicresel disfonksiyona yol acabilirler. Dokularin
tukettigi oksijenin blyuk bir kismi (%95) aerobik metabolizma igin kullanilirken,
%5’inin ROS’ a gevrildigi tahmin edilmektedir. Oksijenden Uretilen en dnemli reaktif
thrler arasinda, superoksit anyonu (Oz7), hidrojen peroksid (H2O2), hidroksil radikali
(OHe), peroksinitrit (ONOQO") vardir. Bu maddeler; membran hasari, DNA yikimi,
proteaz aktivasyonu, lipit ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla
sonuclanan hiicre 8limi meydana getirmektedirler (Sekil-2).63

Mitokondriler, ksantin oksidaz enzimi, prostaglandin (PG) biyosentezi
ve inflamatuvar cevapta rol oynayan fagosit hicreler (nétrofil ve monosit) serbest
radikallerin kaynagi olarak bilinirler. Bakir, demir, manganez ve molibden gibi gegisli
metaller de reaksiyonlari katalize ettikleri i¢in serbest radikal olusumunda énemli rol
oynarlar. Reaktif oksijen Urlnleriyle reaksiyona giren endojen bilesikler olan
antioksidanlar, slUperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediktaz (GRd) ile inflamatuvar hicrelerin serbest radikal
uretimini engelleyen ekzojen ajanlar (ibuprofen ve allopurinol gibi) doku hasarini

azaltabilirler.6*

SOD; O2" anyonunu daha az toksik olan H>O, ve O, e gevirir. KAT;
H.O2'i HO ve O. e donusturir. GPx; yasamsal fonksiyona sahip diger bir
antioksidan enzimdir. Lipit ve lipit olmayan hidroperoksitlerin detoksifikasyonunu
saglar. indirgenmis glutatyon (GSH) varliginda H.O2'den H,O ve okside glutatyon
(GSSG) olusgturur. Olusan GSSG; GRd ile tekrar GSH olusturmak igin NADPH
gerektiren déngilye girer. iskemi siiresince NADPH azalir ve reperfiizyon sirasinda
NADPH dlzeyi iskemi dncesi dizeye ulasamaz. Bundan dolayi disiuk NADPH ve
yuksek GSSG konsantrasyonlari, reperfizyon sirasinda GRd’ in antioksidan

aktivitesinin azalmasina neden olur.®®
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Sekil 2: Oksidan ve Antioksidan sistemler.

Oksidatif stres calismalarinda, organizmada serbest radikal Uretimi
artisinin belirlenmesi igin ¢esitli biyolojik materyallerde lipid peroksidasyonu sonucu
ortaya g¢ikan drunlerin konsantrasyonlari siklikla dlgilmektedir. ROT’in baglattigi lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonu sonucunda lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge
dienler olugur. Lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge dienler de daha sonra alkan
aldenhitler, hidroksil aldehitler, MDA ve ucgucu hidrokarbonlar olusturmak uzere
parcalanirlar. MDA 6l¢cimu lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi igin en
sik bagvurulan testtir. MDA 0OlcumU en yaygin olarak tiyobarbitirik asit (TBA)

yontemiyle yapilir.®
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2.8.Nitrik oksit (NO)

Hem iskemi hem de reperflizyonu takiben zarar géren endotelyumda
NO sentezi belirgin derecede azalir. NO trombositlerin homotipik (platelet-platelet) ve
heterotipik (platelet-Ibkosit) agregasyonunu ve |dkosit-endotel hiicre adezyonunu
inhibe eder. NO gibi inhibitdr etkisi ¢ok kuvvetli bir ajanin eksikligi noétrofil

aktivasyonunun kolaylasmasina ve doku hasarinin artmasina yol acar.®:

iskemiden énce NO ve NO donorlerinin uygulanmasi ile infarkt alani ve

endotelyal disfonksiyon gibi /R’ un neden oldugu miyokardiyal hasar azaltilabilir.®®

Ekzojen NO ve NO donorlerinin yararl etkilerinin bir kismi i/R sirasinda
noétrofillerin vaskiler endotelyuma yapismasini engellemeleri araciligiyla olmaktadir.
Yiiksek konsantrasyondaki NO’ in kalp kasi hiicre fonksiyonunu baskilamasi, I/R’ u
takiben inflamatuvar surecleri uyarmasi, mitokondriyal solunumu bozmasi, nekroza
ve apoptozise neden olmasi gibi birgok zararli etkisi de vardir. Ancak dusik
konsantrasyonlardaki NO kalp kas! hiicre fonksiyonunu artirir. i/R’u takiben trombosit

agregasyonunu ve nétrofil-endotelyum etkilesimlerini azaltir.®®

Reperflizyonun ge¢ fazinda Uretilen NO ve ONOO’in reperflizyonun
erken fazina oranla ¢ok daha fazla oldugu ve bu durumun iNOS up-regilasyonu ile
iligkili oldugu belirtiimektedir. NO duzeyindeki bu gecikmis artis, doku hasarinin daha
da artmasina neden olur. Wildhirt ve arkadaglari, selektif iINOS inhibisyonunun
koroner kan akimi, hicresel infiltrasyon, nekroz, infarkt alani ve miyokard

performansi lizerinde koruyucu etkilerinin oldugunu gdstermislerdir.”
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2.9.Kalp Fizyolojisi

Kalp; sag ve sol atriyum ve ventrikuller olmak Uzere 4 bosluktan olugur.
Bu bosluklari birbirinden ayiran bdlmelerin dis duvara tutundugu yerlerde oluklar
bulunur. Bu oluklardan atriumlarla ventrikulleri birbirinden ayirana tag’ a benzedigi
icin sulkus koronarius denilir. Sulcus koronariusun icerisinde kalbi besleyen
damarlarin ana bdlumleri ile sinus koronarius bulunur. Sol atriyuma, sag ve sol vena
pulmonalisler agilir. Sag atriuma, vena kava superior, vena kava inferior ve kalbin

vendz dolasiminin yaklasik %60’ ini toplayan sinus koronarius bosalir.”""2

Kalp kasi, beyin hari¢ diger organlardan daha fazla oksijene gereksinim
duymaktadir. Kalp kasi, iginde bulunan kandan direkt olarak yararlanamaz. Kalbi
besleyen damarlar arteria koronarius olarak adlandirilir ve aortadan direkt cikarlar.
Koroner arterlerle gelen kan, vena kordis araciligiyla sag atriuma dokulur. Kalbin
pompaladigi tum kanin %5-10’ u (gunde 380 litre) kalp duvarinin beslenmesi igin
kullanilir.Sag ve sol olmak uzere iki adet olan koroner arterler aortanin
baslangicindan gikarlar. Sag koroner arter, aortadan giktiktan sonra énce sag atrium
ve ventrikll arasindaki olukta (sulkus koronarius), daha sonra kalbin alt ytzinde
interventrikller olukta ilerler. Sol koroner arter, aortadan ¢iktiktan sonra dnce trunkus
pulmonalis ile sol aurikula arasinda ilerler, daha sonra interventrikiler ve sirkumfleks
dalina ayrilir. Koroner arterlerle kalp duvarina gelen kanin 2/3’G koroner arterlere
eslik eden venlerle, sinus koronariusa oradan da sag atriuma akar. 1/3’luk kisim ise

Galenos ve Thebesius venleri ile geri déner.”

Kalp duvari U¢ tabakadan olusur: Endokardiyum, Miyokardiyum,
Epikardiyum (Perikardiyumun visseral yapragi). Epikardiyum diginda perikard
boslugu bulunur ki, kalp bu bosluk i¢cinde yer ahr.”™
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Kalp kasini olusturan kas telleri bazi yonleri ile iskelet kasina, bazi
yonleri ile de duz kas tellerine benzerler. Miyofibrillerin enine g¢izgili olmasindan,
bandlagsma gostermesinden dolayi, iskelet kasi tellerine benzerlerken, kas tellerinin
tek c¢ekirdek icermeleri ve bu c¢ekirdeklerin, tellerin santraline yerlesmeleri
bakimindan da, duz kaslara benzer. Kas tellerinin kollaterallerle ve 6zel bir bicimde
pes pese birbirlerine baglanmalari, diger kas tellerinde bulunmayan o6zellikleridir.
Boylece kalp kasi, U¢ boyutlu bir ag sistemi meydana getirir. Bunlarin birbirlerine
baglandiklari yerler, 1s1k mikroskobunda, Z bandlarindan daha kalin diskler halinde
gorundrler. Bu diskler interkalat diskler diye isimlendirilirler. Baglanti yerlerinden her
biri, cogunlukla, merdiven basamaklari gérinimunde olan birkag¢ disk icerirler. Bu
baglanti yerleri ayni zamanda uyarimlarinda hucreden hucreye gegcmelerini saglarlar.

Baglanti yerlerine en belirgin olarak papiller kaslarda rastlanir.”

insan kalbinde; Ust vena kava ile sag atriyum kavsaginda sino-atriyal
(SA) dugum yer alir. Atriyo-ventrikiler (AV) dugum ise, interatriyal septumun sag
arka bolumunde bulunur. AV dugumu, normalde atriyumlarla ventrikiller arasindaki
tek iletim yoludur. AV digumu, interventrikiler septumun tepesinde sol demet dalini
veren ve sag demet dali olarak devam eden his demetiyle devam eder. SA
dugumuinde baslayan depolarizasyon atriyumlarin iginde 1ginsal olarak dagilir ve
daha sonra, AV dugimuinde bir araya gelirler. Atriyal depolarizasyon yaklagik 0.1
saniyede (sn) tamamlanir. AV dugumunde iletim yavas oldugu icin uyari ventrikillere
yayllmadan 6nce 0.1 sn bir gecikme olur. Septumun tepesinden, depolarizasyon
dalgasi, hizli iletim yapan purkinje liflerinde dagilarak ventriktllerin her yerine 0.08-
0.1 sn’de ulasir. Kalbin fonksiyonunu dizgun bir sekilde devam ettirebilmesi icin ileti
sistemi, uyarilabilirlik (ekstabilite), kontraksiyon gibi niteliklerinin bozulmamis olmasi
gerekir. Bu da, kalbi besleyen kan akiminin devamina baghdir. Kan akiminin
azalmasi veya durmasi kontraksiyonlarin bozulmasi (miyokard sersemlemesi;
myocardial stunning), aritmiler ve MI gibi gesitli istenmeyen énemli durumlara yol

acar.’
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3.GEREC VE YONTEM
3.1.Deney Hayvanlari

Calisma igin Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu 01/2010-
56 sayili karari ve 02.07.2010 baslama tarihi ile onayi alinmistir. Gruplari olusturmak
amaclyla Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi'nden temin edilen 12 adet 250-300 gram arasi Wistar albino

sicanlar kullanildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar
1- Langendorff Sistemi

izole perfiize kalp preparati ilk kez Oskar Langendorff isimli bir Alman
doktor tarafindan tanimlanmigtir. Fizyolojik, farmakolojik ve biyokimyasal
arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bu yéntem, buglne kadar pek c¢ok
modifikasyona ugramistir. En ¢ok akut ilag etkilerini arastirmak igin kullanilsa da
Onceden belli bir uygulamaya tabi tutulmus hayvanlarin kalplerindeki degisiklikler ve
ilaglarin kalbe etkileri de incelenebilmektedir. Pek ¢ok izole organ preparatinin aksine
ayni anda ¢ok sayida parametrenin izlenmesine olanak saglamaktadir. Parametreler
kalbin dogal mekanizmalarina birakilabilecegi gibi, her parametreyi ayri ayrn
belirleme olanagi da vardir.”’

2- Sivi iyon miktari analizi (indiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon
Spektrometresi / ICP-OES)

3- Hassas Terazi (Sartorius Basic)
4- Vorteks (Nive NM 110-02488)

5- Doku Homojenizatdr (Sonics Vibra-Cell VCX130FSJ)
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6

Santrifdj (High Speed Brushless Centriuge MPW350R)

7

Su Banyosu (Guft DBS 12734)

8

Spektrofotometre (ELISA) (BioTek ELx405 Washer- Synergy HT Reader-
Gen5 Data Analysis Software)

9

Cesitli araliklarda mikropipet

10-Deiyonize Saf Su Cihazi (mes ro/di controller-MC08)

11-Viskozimetre (BioProfiler Vilastic)

12-Ultrasonik Karistirici Banyo (transsonic 660/H)

3.3.Kullanilan Kimyasal Maddeler

1- 10 M Hepsidin

2- 60 mg/kg ip Ketamine HCI
3- 118 mM Nacl

4- 4,7 mM KClI

5- 1,5 mM CaCl»

6- 1,2 mM KH.PO,4

7- 1,2 Mm MgSO,

8- 25,2 mM NaHCOs3

9- 11,1 mM Glikoz
10-250 pl 0,3 N NaOH
11-250 pl %10’luk ZnSO4
12-1 birim VaCl,

13-0,5 birim NEDD
14-%10’luk TCA

15-10 pl %71’lik BHT
16-750 pl TBA



17-1000 pl 0,3 M NapHPO4
18-125 ul DTNB

3.4.Cerrahi igslem

Ketamine HCI (60 mg/kg ip) ile anestezi altina alinan 250-300 gr. arasi
yetiskin  Wistar-Albino siganlarin gogus kafesleri cerrahi olarak acildi. Kalbin
cevresindeki perikard tabaka siyrilarak, aort ve pulmoner damarlar kesildi, kalp hizla
cikarildi. Buz soguklugunda Krebs-Henseleit iceren petri kabina alinan kalpler, hizla
aortadan kantle edilerek Langendorff sistemine baglandi. 37°C deki Krebs-Henseleit
(KH) soltsyonu ile peflize edildi.

3.5.Calisma Gruplari

Denekler 2 gruba ayrildi.
Kontrol (I/R) Grubu (n=6)
Hepsidin Grubu (n=6)

3.6.Calisma Protokolu

Kalpler 30 dakika stabilizasyon, 30 dakika iskemi ve 30 dakika
reperflizyon sureclerine tabi tutuldular. Hepsidin grubuna; iskeminin hemen
baslangicinda Hepsidin (10° M) Krebs-Henseleit sollisyonu iginde uygulandi. Kontrol
(I/R) grubuna sadece Krebs-Henseleit sollisyonu uygulandi.
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Miyokard performansi, doku ve perfiizatta nitrit (NO*) ve nitrat (NO*)

olarak NOx dulzeyi, doku da lipid peroksidasyonu gdstergesi olarak MDA, antioksidan

kapasite gdstergesi olarak GSH dlizeyi 6lculdu.

Hepsidin
Grubu

Stabilizasyon _J L

30 dk ﬁ r_
Iskemi 30 dk mmsm) Reperfiizyon 30 dk
Kontrol \
Grubu Uygulama Yok

Hepsidin

4

iskemi 30 dk mmm) Reperfiizyon 30 dk

Akimsiz

Sekil 3: Deney Protokolii.

3.7. izole Perfiize Kalp

Krebs- Henseleit (KH) soltisyonu (mM) 118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,5

mM CaCly, 1,2 mM KH2PQOy4, 1,2 mM MgSOy4, 25,2 mM NaHCO; ve 11,1 mM Glikoz
icermektdir. Langendorf sisteminde kalpler, aortadan kanile edildikten sonra Krebs-

Henseleit (KH) solisyonu ile sabit hizda perfize edilebilmektedir. Calismamizda

Krebs- Henseleit sollisyonu % 95 O, ve %5 CO, gegirildi ve 37 °C’da sabit tutuldu.
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3.8. Perfuizat ve Doku Caligsmasi

Kalpten c¢ikan sivi (perfizat) 1, 5, 10, 20, 30. dk.’larda ependorf
tuplerine alindi ve biyokimyasal analiz igin -20°C’da derin dondurucuda saklandi.
Reperflizyon sonunda kalpler derhal sivi nitrojen ortamda donduruldu ve derin
dondurucuda -80°C’da biyokimyasal analizler igin saklandi. Perflizatlarda NOx
seviyeleri 6l¢tldi. Ayrica MDA, GSH ve NOx seviyeleri kalp dokusunda tayin edildi.

3.9.Doku ve Perfiizat NOx (Nitrit ve Nitrat) Tayini

NOx seviyeleri, Griess yontemi ile tayin edildi. Alinan doku 5 kat
hacimde PBS ile sulandirildi ve homojenize edildi. Homojenize isleminden sonra
2000 RCF de +4°C de 5 dakika santrifije edildi. Daha sonra 500 ul stipernatan alindi
ve Uzerine 250 pl 0,3 N NaOH konularak oda isisinda 5 dakika inkibe edildi. inkiibe
isleminden sonra Gzerine 250 pl %10’luk ZnSO4 konuldu ve vortekslendi. Vorteks
isleminden sonra 3000 RCF de +4°C de 5 dakika santrifije edildi. Daha sonra 14000
RPM de +4°C de 5 dakika santriflije edildi. Santriflije isleminden sonra 1 birim
stipernatana 1 birim VaCl,, 0,5 birim silfanilamid ve 0,5 birim NEDD eklendi ve
karisgim 37°C de 30 dakika bekletildi. Ornekler 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile okutuldu. Perfiizat 6rneklerine de ayni yontem uygulandi ve 540

nm dalga boyunda spektrofotometre ile okutuldu.”®
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3.10. Doku Malondialdehit (MDA) Tayini

Ahlnan doku 9 kat %10’luk TCA ile sulandirildi ve homojenize edildi.
Homojenize isleminden sonra 3000 RCF de +20°C de 15 dakika santrifUje edildi.
Santrifije igleminden sonra sUpernatan alindi ve 3000 RCF de +20°C de 8 dakika
santrifje edildi. Daha sonra cam tupe alinan 750 pl érnek Gzerine 10 pl %1’lik BHT
konuldu. Karigsima 750 pl TBA eklendi ve 20 saniye vortekslendi. Vorteks isleminden
sonra tuplerin agzi cam misket ile kapatilarak 120°C de 15 dakika kaynatildi. Karigim
3000 RCF de 8 dakika santriflije edildi. Santrifije isleminden sonra érnekler 535 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile okutuldu.”

3.11.Doku Redukte Glutatyon (GSH) Tayini

Alnan doku 9 kat %10’luk TCA ile sulandirildi ve homojenize edildi.
Homojenizasyondan sonra 3000 RCF de +20°C de 15 dakika santrifje edildi.
Santrifije igleminden sonra slUpernatan alindi ve 3000 RCF de +20°C de 8 dakika
santrifije edildi. SantrifUje isleminden sonra 250 pl 6érnek Gzerine 1000 pl 0,3 M
NasHPO4 konuldu. Daha sonra tizerine 125 ul DTNB eklendi ve vortekslendi. Vorteks
isleminden sonra oda isisinda 10 dakika bekletildi. TUm isleminden sonra drnekler

412 nm dalga boyunda spektrofotometre ile okutuldu.®
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3.12.Histolojik Degerlendirme

Iskemi — reperfiizyon (IR) ve Hepsidin uygulamasi yapilan kalp kasi
dokularit %10 luk formalin solisyonunda, oda sicakliginda 72 saat sire ile tespit
edildikten sonra rutin histolojik islemlerden gegirildiler. Elde edilen paraffin bloklardan
alinan 4-5 pym kalinhgindaki kesitler, Hematoksilen — eozin ve Masson-trikrom
boyalari ile boyanarak Leica DM-4000B mikroskobu altinda goruntulenerek,
degerlendirildiler. Degerlendirmelerde, kalp kasi liflerinin organizasyonu, kas
liflerindeki enine gizgilenme, diskus interkalarisler, kalp kasi liflerine ait ¢ekirdeklerin

yerlesimi ve kalp kasi lifleri arasi bag dokusunun goérinumu incelendi.

3.13.immunohistokimyasal Yontem

iskemi-Reperfiizyon ve Hepsidin uygulamasi yapilan gruplardan elde
edilen paraffin bloklardan alinan kesitler, polilizinli lamlara aktarilarak (Caspase-
9/LAP6 Ab-4) ile immunohistokimyasal olarak boyandilar. (Caspase-9/LAP6 Ab-4,
Thermo Scientific). Kesitler, Leica DM-4000B mikroskop altinda de@erlendirerek,
gorunttlendiler. Bu yéntemle kalp kasi liflerindeki immunreaktiviteye bagh olarak

apoptozisin varligi incelendi.

3.14.Perfuzat Viskozitesi Tayini
Viskozimetre ile iskemi oncesi ve reperfizyonun 1, 5,10, 20, 30.

dakikalarinda kontrol ve hepsidin grubuna ait toplanan perfiizatlarin viskoziteleri tayin
edildi.
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3.15.iyon Tayinleri

Sivi iyon miktari analizi Ankara Universitesi Yer Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nde “induktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometre” ile
iskemi 6ncesi ve reperfizyonun 1, 5,10, 20, 30. dakikalarinda kontrol ve hepsidin
grubuna ait toplanan perfuzatlarin icerdigi cesitli elementler (demir, kalsiyum,

magnezyum, potasyum, sodyum ve talyum) tayin edildi.

3.16.istatistiksel Degerlendirme

Bilgisayarda ‘SPSS; 15,0 for Windows’ programi kullanilarak istatistiksel
degerlendirme yapildi. Kolmogorv-Smirnov testi uygulandi ve dagilimlarin normal
oldugu goruldi. Gruplar arasi farklari ANOVA varyans analizi ve iki grup arasi farki
independent-Samples T testi kullanildi. Sonuglar ortalama (x), standart sapma (SD)
olarak ifade edildi. p<0,05 anlamh kabul edildi.
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4.BULGULAR
4.1.Doku NOx Diizeyleri

Doku NOx diizeyleri, Hepsidin verilen grupta, Kontrol (i/R) grubuna gére
anlaml dusuk bulundu (p<0.05). (tablo 1 ve sekil 4 )

Tablo 1: Kalp dokusu NOx (Nitrit ve Nitrat) degerleri

Doku NOx (mikromol/g doku)
G_rup (x) +(SD)
Kontrol(I/R) (n=6) 33,76 + 2,45
Hepsidin (n=6) 30,14 + 1,24
Doku NOx
40
35
5 30
8 25
oo
E 20 M Kontrol
3‘°_ 15 H Hepsidin
€ 10
5
0
Gruplar

Sekil 4: Kalp dokusu NOXx (Nitrit ve Nitrat) degerleri
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4.2.Doku MDA Diizeyleri

Doku MDA diizeyleri, Hepsidin verilen grupta Kontrol (i/R) grubuna
gore anlamh diguk bulundu (p<0.05). (tablo 2 ve sekil 5)

Tablo 2: Kalp dokusu Malondialdehit (MDA) degerleri

Doku MDA (nanomol/g doku)
Grup (x) £ (SD)
Kontrol(i/R) (n=6) 19,59 + 0,82
Hepsidin (n=6) 17,87 £1,26

Doku MDA

25

20
2
o
T 15
X
E M Kontrol
S 10 H Hepsidin
e

5

Gruplar

Sekil 5: Kalp dokusu Malondialdehit (MDA) degerleri
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4.3.Doku GSH Diizeyleri

Doku GSH duizeyleri, Hepsidin verilen grupta Kontrol (i/R) grubuna gére
dUsuk bulundu. Ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). (tablo 3 ve
sekil 6 )

Tablo 3: Kalp dokusu Rediikte Glutatyon (GSH) degerleri

Doku GSH (nanomol/g doku)
Grup (%) £ (SD)
Kontrol(I/R) (n=6) 1,01 £0,07
Hepsidin (n=6) 0,93 +0,11
Doku GSH
1.2
1
2 o3
=
S 0.6 H Kontrol
g H Hepsidin
§ 0.4
0.2
0
Gruplar

Sekil 6: Kalp dokusu Rediikte Glutatyon (GSH) degerleri
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4.4.Perfiizat NOx Duzeyleri

NOx degerlerinde grup igi ve gruplar arasi fark bulunmadi. (tablo 4)

Tablo 4: Kalp perfiizati NOx (Nitrit ve Nitat) degerleri

Perfuzat NOx (nanomol/ml)
Kontrol(I/R) (n=6) Hepsidin (n=6)

(x) £ (SD) (x) = (SD)
Preiskemi 18,32 £ 2,47 17,06 + 1,44
1.dk 17,92 £ 1,63 17,06 £ 0,79
5.dk 17,98 £1,5 17,3+£0,76
10.dk 17,44 + 1,44 17,6 £ 0,31
20.dk 17,7 £ 0,86 17,92 £ 1,46
30.dk 17,4 £ 1,11 17,3 +£0,74

4.5.Perfiizat Viskozite Ol¢iimii

Viskozite deg@erlerinde grup ici ve gruplar arasi fark bulunmadi. (tablo 5)

Tablo 5: Kalp perfiizati viskozite degerleri

Perfluzat viskozite degerleri (santipoise)

Kontrol(i/R) (n=6) Hepsidin (n=6)

(%) £ (SD) (x) £ (SD)

Preiskemi 0,61+0,18 0,72 £0,02

1.dk 0,76 £0,10 0,71x0,01

5.dk 0,75 £ 0,08 0,72+0,01

10.dk 0,71+£0,01 0,71x0,01

20.dk 0,76 = 0,06 0,72+0,01

30.dk 0,72 0,02 0,71 £0,02
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4.6.Perfuzat Element Degerleri

Kalpten gegen sividan (perflizat) alinan érneklere ICP-OES (Induktif

Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometresi) ile analiz yapildiginda Demir,

Kalsiyum, Magnezyum, Potasyum, Sodyum ve Talyum da kontrol (I/R) grubuna gére

hepsidin grubunda daha dizgun iyon degerleri izlendi: Tablo 6,7,8,9,10,11.

Tablo 6: Kalp perfiizati Demir diizeyleri

Perflzat Demir dUzeyleri (ppm)

Kontrol(i/R) (n=6)

Hepsidin (n=6)

(%) * (SD) (%) £ (SD)
Preiskemi | 0,0 55 + 0,004 0,055 + 0,002
1.dk 0,0 54 + 0,003 0,052 + 0,007
5.dk 0,0 56 + 0,002 0,056 + 0,001
10.dk 0,057 + 0,001 0,056 + 0,003
20.dk 0,05 * 0,01 0,056 + 0,001
30.dk 0,052 + 0,01 0,056 + 0,001

Tablo 7: Kalp perfiizati Kalsiyum diizeyleri

Perflizat Kalsiyum duzeyleri (ppm)
Kontrol(i/R) (n=6) Hepsidin (n=6)
(x) £ (SD) (x) £ (SD)
Preiskemi 35,84 +0,47 36,45 + 0,43
1.dk 36,13 £ 0,51 36,42 £ 0,32
5.dk 36,02 £ 0,41 36,12+0,4
10.dk 36,25 £ 0,45 36,44 + 0,58
20.dk 36,35 + 0,65 36,6 + 0,49
30.dk 35,84 +0,34 36,47 £0,48

30 dakikada Hepsidin grubunda Kontrol gruba goére anlamh (p<0.05)

dusus goruldu.
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Tablo 8: Kalp perfiizati Magnezyum diizeyleri

Perflizat Magnezyum dizeyleri (ppm)
Kontrol(i/R) (n=6) Hepsidin (n=6)

(x) £ (SD) (x) £ (SD)
Preiskemi 26,01 £ 3,69 26,21 £ 0,98
1.dk 27,97 £ 1,68 26,2+ 0,78
5.dk 27,81 £ 1,31 26,42 £ 2,55

10.dk 24,96 £ 5,41 25,78 £ 2
20.dk 27,08 £ 2,54 25,79 + 1,66
30.dk 28,02+1,9 26,6 £ 1,49

Tablo 9: Kalp perfiizati Potasyum diizeyleri

Perflizat Potasyum duzeyleri (ppm)

Kontrol(i/R) (n=6)

Hepsidin (n=6)

(¥) + (SD)

(%) + (SD)

Preiskemi

1513,19 + 292,01

1551,86 + 117,1

1.dk

1606,93 + 136,03

1522,38 + 115,19

5.dk

1665,41 + 138,53

1605,22 + 283,09

10.dk

1359,125 + 665,75

1551,55 + 129,85

20.dk

1611,45 + 181,62

1489,26 + 148,59

30.dk

1682,05 + 243,9

1565,24 + 140,13

Tablo 10: Kalp perfiizati Sodyum diizeyleri

Perflizat Sodyum dlizeyleri (ppm)
Kontrol(i/R) (n=6) Hepsidin (n=6)
(x) £ (SD) (x) £ (SD)

Preiskemi 15,83 +£1,24 15,4 + 0,37
1.dk 15,25 + 0,31 15,34 £ 0,22
5.dk 15,17 £ 0,22 15,53 + 0,81
10.dk 16,79 + 3,66 15,44 £ 0,35
20.dk 15,35 + 0,38 15,57 + 0,54
30.dk 15,19 + 0,43 15,36 + 0,24
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Tablo 11: Kalp perfiizati Talyum diizeyleri

Perfizat Talyum dlzeyleri (ppm)

Kontrol(i/R) (n=6)

Hepsidin (n=6)

(%) * (SD) (%) £ (SD)

Preiskemi | 0,066 0,003 0,065 + 0,003
1.0k 0,067 0,002 0,064 + 0,002
5.dk 0,068 + 0,002 0,066 + 0,003
10.dk 0,066 + 0,004 0,066 + 0,005
20.dk 0,066 + 0,003 0,066 + 0,003
30.dk 0,068 + 0,004 0,066 + 0,001
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4.7.Histolojik Bulgular

Kontrol (i/R) grubunun Hematoksilen — eozin, Masson-trikrom ile
boyanmis kesitlerinde, kalp kasi liflerinde disorganizasyon, enine gizgilenmenin
belirgin olarak kaybolmasi, diskus interkalarislerin izienememesi, kalp kas liflerine ait
cekirdeklerin merkezi yerlesimlerinin bozulmasi dikkati cekti. Kas lifi demetleri

arasindaki bag dokusunda 6demat6z alanlarin varhdi dikkati ¢ekti. (Resim1,2,3)

Hepsidin uygulanan grupta, belli alanlarda iskemi-reperfizyon etkisinin
hala devam ettigi ve kontrol (i/R) grubu ile benzer gériinimde oldugu, belli alanlarda
ise normal kalp kasi yapisina benzerlik gosteren doku 6zelliginde oldugu goruldu.
Normale yakin alanlarda kalp kasi liflerinin, liflere ait gekirdeklerin organizasyonunda
dizelme, enine cizgilenmenin ve diskus interkalarislerin dizenli olarak izlenmesi
dikkati cekti. Kas lifleri arasi bag dokusu normale yakindi ve 6dematdz alanlar

icermemekteydi.
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Resim 1: Kontrol (i/R) grubuna ait kalp kasi liflerinin (kl) diizenleriminde bozukluk, kalp kasi
liflerinin enine ¢izgilenmesinde kayip, diskus-interkalaris yoklugu, kas liflerinde merkezi

yerlesim gostermesi gereken gekirdek (¢) yapilarinda yer degisikligi goriilmekte. (Hematoksilen

— eozin, x40)
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Resim 2: Kontrol (i/R) grubuna ait diger bir kalp kasi kesitinde, kalp kasi liflerindeki (kl)
dejeneratif degisiklikler, yani sira kalp kasi lifleri arasindaki genis 6demat6z alanlar (*) dikkati

cekmekte. (Hematoksilen — eozin, x40)
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Resim 3: Kontrol (i/R) grubunun Masson-trikrom ile boyanmis kesitinde, H.E ile boyanmis kesit
de oldugu gibi kalp kasi liflerinde (kl) disorganizasyon, enine ¢izgilenmede bozulmalar ve
diskus-interkalaris kaybi, c¢ekirdek lokalizasyonunda degisiklikler, kas lifleri arasi bag-

dokusunda dejenerasyon (*) ve 6demat6z alanlar gézlendi. (Masson-trikrom, x40 )
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Resim 4: Hepsidin grubuna ait kesitlerde bazi alanlarda iskemi-reperfiizyon etkisinin hala
devam etmekte oldugu (KK), ancak genel olarak kontrol grubuna gére kalp kas liflerinin
organizasyonunun, hiicre gekirdegi yerlesiminin, enine gizgilenmenin kas lifleri arasi bag

dokusu yapilanmasinin kontrol grubuna gére daha diizenli oldugu gériildii. (H.E, x40)
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Resim 5: Hepsidin grubunun Masson-trikrom ile boyanmis kesitlerinde, kalp kasi lifleri (kl)
birbirlerine paralel olarak diizenlenmis, kalp kasi lifleri arasi bag dokusunun (bd) normal yapida
oldugu, kalp kasi liflerinde enine ¢izgilenmenin ve diskus-interkalarislerin gérilmeye

baglandig dikkati ¢ekti. (]) (Masson-trikrom, x20 )
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4.8.immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol (I/R) grubunun Caspase-9 ile yapilan immunohistokimyasal
boyamasinda, kas liflerinde sitoplazmik ve sarkolemmada membrandz oOzellikte
immadnreaktivite varhigi saptandi (Resim 6,7). Kas liflerinin yani sira, kas lifleri
arasindaki bag dokusunda yer alan vaskuler olusumlarin endotel hucrelerinde de

Caspase-9 immiinreaktivitesi dikkati ¢ekti. (Resim 8)

Hepsidin grubunun Caspase-9 ile yapilan immunohistokimyasal
boyamasinda, Kontrol (i/R) grubunda kas liflerinde sitoplazmik ve membrandz

immanreaktivite artigina rastlanmadi. (Resim 9,10).

Sonu¢ olarak, normal ve saglikh yapidaki kalp kasi liflerinde
goriilebilecek fizyolojik apoptozisin kontrol (i/R) grubunda artmis oldugu gézlendi.
Buna karsilik, hepsidin uygulanmig grupta, kontrol (i/R) grubundaki artmis apoptozis

bulgularina rastlanmadi.
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Resim 6: Kontrol (i/R) grubuna ait kesitte kalp kasi liflerinde sitoplazmik (K) ve membranéz
(NK )immiinreaktivite goriilmekte. (Caspase-9x10)
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Resim 7: Kontrol (i/R) grubuna ait kesitte ( 3) kalp kasi liflerinde membran6z immiinreaktivite
izlenmekte. (Caspase-9,x40)
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Resim 8: Kontrol (i/R) grubuna ait kesitte kas lifleri arasi bag dokudaki vaskiiler olusuma ait

endotel hiicrelerinde immiinreaktivite artigi goriilmekte. (Caspase-9x40)
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Resim 9: Hepsidin grubuna ait kesitlerde kas liflerinde immiinreaktivite artisi saptanmadi.
(Caspase-9x40)
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Resim 10: Hepsidin grubuna ait kesitlerde kas liflerinde immiinreaktivite artisi saptanmadi.

(Caspase-9x40)
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5.TARTISMA

Hepsidin, son vyillarda onemi giderek artan bir hormondur.®" Demir
metabolizmasina etkisi, ¢esitli dokularda bulunusu, hipoksi ve anemide azalmasi
nedeni ile hepsidinin etkilerini incelemek amaci ile iskemik birakilan (akimsiz) kalp

dokusuna hepsidin uygulandi.

Son kanitlar, demir metabolizmasinin miyokard infarktisl sonrasi
iskemik hasarda rol oynadigini diustndurmektedir. Miyokard enfarktlisinden alti saat
sonra iskemik ve iskemik olmayan miyokard hucrelerinde hepsidin  mRNA
ekspresyonu gegici olarak artmis bulunmustur. Artis spesifik olarak hepsidin igin
olmakta, diger demir-iligkili genlerde (hemojuvelin, IREG-1) degisiklik gozlenmemistir.
Enfarkte sigcanlarin iskemik alanda hepsidin protein ekspresyonunun degismesi
serum hepsidin seviyesi ile baglantihdir. Bu veriler gostermistir ki miyokard
enfarktiisinden sonra iskemik ve iskemik olmayan miyokard hicrelerinde hepsidin
belirgin bir sekilde artmaktadir. Buda hepsidin upregulasyonunun enfarkte kalpteki
demir toksisitesini azaltarak enfarkt alaninin genislemesini azalttigina isaret

etmektedir.®?

Bir bagska calismada Deneysel Otoimmin Miyokardit (EAM) ve Akut
Miyokard Enfarktist (AME) geciren sigan kalplerinde, hepsidin kardiyomiyositlerde
eksprese edilmistir; ayni zamanda hicrede demir deposu olan ve hepsidine
baglanan ferroportin de gesitli hticreler de eksprese olmustur. EAM ve AME gegiren
kalplerde hepsidin eksprese orani interleukin-6/gamma-actin ile anlaml olarak artig
gOstermigtir.  Ayni oran histolojik olarak miyokardit gegiren insan kalplerinde,
miyokardit olmayanlara gbére anlamli  derecede yuksek  bulunmustur.
Kardiyomiyositlerde miyokardit ve miyokard enfarktisu altinda Hepsidin yapimi
uyarilir. inflamatuvar sitokin diizeylerinin artrmasi ise, demir homeostazisi ve serbest

radikal olusumunda énemli bir rol oynar.®® Bu veriler i1siginda calismamizda i/R
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sirasinda ve sonrasinda kalp dokusu oksidan ve antioksidan sistem gostergeleri olan
NOx, MDA ve GSH olusumunu inceledik.

Kalp i/R’nunda disaridan verilen NO oksidan hasari arttirici, antioksidan

mekanizmalari azaltici ydnde etkide bulunmustur.®®

iskemi, damar endotelinde hem inflamatuvar hiicre infiltrasyonu hem
de induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesini artirir. Boylece iskemi sirasinda
NO seviyesi artarken, reperflzyon slrecinde kan akiminin yeniden basglamasiyla,
blyltk miktarlarda molekiler oksijen dokulara tasinir. Reperflizyon hasarindan
sorumlu oldugu disltnllen ¢cok miktarda serbest oksijen radikali ve slperoksit Oy~

ortaya cikar.848°

iskemi sirasinda olusan asiri miktardaki NO, ya bu radikalin stabil son
dranleri olan nitrit ve nitrata donusur ya da Oy" radikali ile reaksiyona girerek bir
toksik oksijen metaboliti olan peroksinitrit (ONOQ") ‘i olusturur. Peroksinitrit (ONOO)
ise dokularda hasar yapar.®

Reperfizyon sirasinda hem superoksit (O27), hem de NO (retimi s6z
konusu olup bu iki molekil ONOQO" olusturur. Boylece NO’in fizyolojik etkisi inhibe
edilirken, oksidatif stres artar. Wang ve ark. NO’in kalpteki toksik etkisini; siperoksit

ile reaksiyonu sonucu olusan ONOO™ ‘e baglamislardir.®’

ONOO" ‘in NO benzeri aktivitesi ¢ok dusuktir, ancak gugli bir
oksidandir ve biyolojik sistemlerde ve membranlarda lipid peroksidasyonu ve protein

oksidasyonu reaksiyonlarina neden olur.®’

Reperfizyonun ge¢ fazinda uretilen NO ve ONOO™ ’in reperflizyonun
erken fazina oranla ¢ok daha fazla oldugu gdsterilmigtir. NO diizeyindeki bu gecikmis
artis, doku hasarinin daha da artmasina neden olur.”
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Yapilan birgok arastirmada, iskemi reperfiuzyona bagl olarak yuksek
miktarda meydana gelen NO ve ONOO- olusumu azaltilarak hasarin dnlenebilecegi

ileri strllmustir.®

Calismamizda doku NOx duzeyleri, hepsidin verilen grupta kontrol
grubuna gére anlamli disiik bulunmustur, bu durum hepsidinin /R sirasinda

koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.

Hepsidin kalp de salinabilen kalbe de ait bir hormondur. Salinimi
hipoksi ve inflamasyon ile duzenlenir. Doku hipoksisi ile hepsidin Gretiminin
indUklenmesi, artmis ferritinin ve azalmig serbest O» radikalleri ile kalpte koruyucu bir

gorev Ustlenmekte oldugunu gdstermektedir.®

Doku MDA dizeyleri ele alindiginda hepsidin’in iskemi-reperfiizyon da
oksidan stresi azalttigi gozlenmistir. Doku GSH duzeyi hepsidin grubunda azalmakla
birlikte anlamh degildir. Bu durum Uta Merle ve arkadaslarinin bulgularini destekler
nitelikte olup hepsidin’in i/R sirasinda koruyucu etkisinin bulundugunu ve oksidatif

hasari onledigini g('jstermektedir.10

Buna benzer etki kalpten ¢ikan sividaki iyon miktarlarinda da gozlendi.
Hepsidin grubunda iyon cikiglarinin daha diuzgin ve preiskemiye yakin miktarlarda

oldugu izlendi. Bu durum hucrelerin daha az hasar gérmesi ile agiklanabilir.

iskemi, miyokard hiicrelerinde Ca?*  dizeylerinde dengenin
bozulmasina neden olur. Bu hasar sonucunda hire disindan ve hicre igi
depolarindan kaynaklanan artmis Ca?* diizeyleri, reperflizyon déneminde toksik
diizeylere cikabilir. Sitoplazmik Ca®* diizeylerinin asir yiksekligi miyofibrillerin

duyarliligini azaltarak kontraktiir gelisimine yol agabilir.8%%°
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Calismamiz da kalsiyum duzeyleri 30. dakikada hepsidin verilen grupta
kontrol (I/R) grubuna gére anlaml yiksek bulunmustur. Bu bulgu daha az hiicre

hasarin birikimi ile aciklanabilir.

iskemi hlcrede oksidatif fosforilasyonu bozarak hiicre ici adenozin
trifosfat (ATP) ve fosfokreatin sentezinde azalmaya yol acar. Bu durum hiicre
membraninin ATP’ ye bagimh iyonik pompa fonksiyonunu bozarak hiicreye daha

fazla kalsiyum, sodyum ve su girmesi ile sonuglanmaktadir.®?

Na-K ATPaz hucre membraninda sodyum ve potasyum gradientini
saglayarak anahtar rol oynayan onemli bir membran enzimidir. Benkoel ve ark.
karaciger iskemi reperfizyonuyla Na-K ATPaz aktivitesinde disme oldugunu
bildirmislerdir.®® Y. Sametin calismasinda da Na-K ATPaz aktivitesi i/R grubunda
belirgin olarak diisiis gdstermistir.®* Buda hiicre ici Na ve hiicre disi K artisina neden

olur.

Calismamizda 30. dakikada aldigimiz perfizat sivisinin analizi
sonucunda Hepsidin grubunun kontrol grubuna gdre anlamli olmamakla birlikte Na
miktarinda artis, K miktarinda disus izlendi. Bu durum Na-K ATPaz aktivitesinin
Hepsidin verilen 6rneklerde normale yakin oldugunu ve Hepsidinin koruyucu bir etki

gosterdigini kanitlamaktadir.

Membran gecirgenliginin bozulmasi ile protein sentezi i¢in ¢gok dnemli
olan potasyum ve magnezyum iyonlarinin konsantrasyonlari degisir ve buna bagli
olarak protein sentezinde inhibisyon gergeklesir.”® Hepsidin grubundan alinan sivida
Magnezyum miktar1 30. dakikada Kontrol (I/R) grubuna gére anlamli olmamakla

birlikte daha dusuk bulundu ve Hepsidin’in koruyucu etkisini gosterdi.

Talyum, Potasyum analogu gibi davranan, ATP bagmli Na-K
kanallarindan aktif olarak hlcre igerisine alinan ve miyokard perfuzyon sintigrafisi igin
en sik kullanilan radyofarmasétik radyoaktif bir ajandir. intravendz enjeksiyon sonrasi
Talyum hizla hicre igine alinir. Hicre icine alinimin %60’ Na/K ATPaz sarkolemmal
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membran transport pompasiyla olur. Ayni zamanda enerji bagimli olmayan difizyon
ile de hucreye alimi mevcuttur. Na/K ATPaz sistemini bloke eden ouabain ve dijitaller

talyumun hiicre igine alinimini bloke eder.?*%"%

Hepsidin grubundan alinan perfuzat orneklerinde Talyum miktari 30
dakikada kontrol grubuna gore anlamli olmamakla birlikte daha dusik bulundu ve

Hepsidin’in koruyucu etkisini digstndurdu.

Perfuzat viskozite degerlerinde gerek grup igi gerekse gruplar arasi
anlamli bir farklihk bulunmamakla birlikte daha diizgin degerlerin elde edilmis olmasi
Hepsidin’in koruyucu etkisi ile aciklanabilir. Viskoziteyi en dnemli etkileyen faktérin
protein olabilecegi dusunuldigunde 30 dakikalik reperflzyon suresinin protein

cikisina neden olmadigini diistindiirmektedir.*

Hepsidinin kalpte koruyucu bir goérevinin oldugu histolojik bulgularimzda
da izlendi. Hepsidin uygulanan grupta, belli alanlarda iskemi-reperfiizyon etkisinin
devam ettigi ve Iskemi-reperfiizyon (kontrol) grubu ile benzer gérinimde oldugu,
belli alanlarda ise normal kalp kasi yapisina benzerlik gosteren doku ozelliginde

oldugu gozlendi.

Benzer etki immunohitokimyasal bulgularda da tespit edildi. Kontrol
(i/R) grubunda kalp kas liflerinde mevcut olan fizyolojik apoptozisin arttigi, hepsidin

verilen grupta ise kontrol grubunda artmig olan apoptozisin goérilmedigi izlendi.

Yong Ma ve Youjia Xu, osteoblast kulttrlerinde 200 nmol/L uygulanan
hepsidin’in apoptozisi %7.32 den %2.46 ya dusirdigini gdzlemislerdir.'® Bu

sonuglar bizim bulgularimizi desteklemektedir.
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Histolojik ve immunohitokimyasal sonuglarimiza dayanarak ve
biyokimyasal bulgularin 11§ altinda 10° M konsantrasyonda iskemi baslangicinda

uygulanan hepsidin’in kalp Uzerinde koruyucu bir etkide oldugu tesbit edilmistir.

Calismanin in vivo olarak yapilmasi, hepsidin’in koruyucu etkisi igin

daha yol gosterici olacaktir.
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6.SONUC

Bu calismada hepsidin’in kalp iskemi-reperflizyon Uzerine etkileri
arastirildi. Hepsidin, iskemi baslangicinda verildi. Hepsidin verilen grupta kalp
dokusunda NOx ve MDA duzeylerinde anlamli disus ve GSH dizeyinde anlamli
olmayan bir dugsus bulundu. Perfuzat NOx duzeylerinde grup ici ve gruplar arasi fark
bulunamamistir. iskemi 6ncesi ve reperfuzyonun 1, 5,10, 20, 30. dakikalarinda
kontrol ve hepsidin grubuna ait toplanan perfizatlarin viskozite degerlerinde grup igi
ve gruplar arasi fark bulunamamistir. Perflizat iyon miktari, iskemi éncesi ve
reperfuzyonun 1, 5,10, 20, 30. Dakikalarinda demir, kalsiyum, magnezyum,
potasyum, sodyum ve talyum da kontrol (I/R) grubuna gére hepsidin grubunda daha
dizgin iyon degerleri izlendi. Histolojik degerlendirmelerde kalp kasi liflerinin
organizasyonu, kas liflerindeki enine c¢izgilenme, diskus interkalarisler, kalp kasi
liflerine ait ¢ekirdeklerin yerlesimi ve kalp kasi lifleri arasi bag dokusunun goérinimu
hepsidin uygulanan grupta normale daha yakin izlendi. immunohistokimyasal
degerlendirmelerde hepsidin uygulanmis grupta, kontrol (i/R) grubundaki artmis

apoptozis bulgularina rastlanmadi.

Sonug olarak calismamizda elde edilen bulgular 1g1ginda kalp iskemi

reperflizyonunda uygulanan hepsidin kalp tzerinde koruyucu bir etkide bulunmustur.
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7.0ZET

Hepsidin, demir metabolizmasinin  duzenlenmesindeki  temel
hormondur. Hepsidin kalpten de salinabilen intrensek kardiyak bir hormondur,
salinimi hipoksi ve inflamasyon ile dizenlenir. Calismamizda hepsidinin kalp iskemi-
reperfuzyon hasarina olan etkilerini aragtirmayr amacladik. Langendorff sistemi ile
perfuze sigan kalpleri 30’ar dk. stabilizasyon, global iskemi ve takiben reperfizyona
tabii tutuldu. Gruplara iskemi baslangicinda 10° M konsantrasyonda hepsidin verildi.
Tim bulgularda kontrol(i/R) grubu hepsidin grubu ile karsilastirildi. Kalp dokusunda
da MDA, GSH ve NOx dizeyleri 6lgildi. iskemi éncesi ve reperfiizyonun 1, 5, 10,
20, 30. dk.'larinda toplanan perflzatlarda NOx duzeyleri, viskozite ve iyon miktari
Olclldl. Son olarak da histolojik degerlendirme ve immunohistokimyasal inceleme
yapildi. Hepsidin verilen grupta kalp dokusunda NOx ve MDA dulzeylerinde anlamli
disius ve GSH dlzeyinde anlamli olmayan bir dusus oldu. Perfuzatta NOx
dizeylerinde ve viskozite degerlerinde grup i¢i ve gruplar arasi fark bulunamamistir.
Perfazat iyon analizi yapildiginda; demir, kalsiyum, magnezyum, potasyum, sodyum
ve talyum da kontrol (i/R) grubuna gdre hepsidin grubunda daha diizgiin iyon
degerleri izlendi. Histolojik degerlendirmede kalp kasi hucre ici ve hucreler arasi
yapillarda hepsidin  grubunda normale daha yakin bir izlenim oldu.
Immunohistokimyasal bulgularda hepsidin uygulanmis grupta, kontrol (i/R)
grubundaki  artmis  apoptozis  bulgularina  rastlanmadi. Histolojik  ve
immunohitokimyasal sonuglarimiza dayanarak ve biyokimyasal bulgularin 1s1g:
altinda 10° M konsantrasyonda iskemi baslangicinda uygulanan hepsidinin kalp

uzerinde koruyucu bir etkide oldugu tesbit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Hepsidin , kalp iskemi reperflizyon , oksidan stres.
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8.SUMMARY

Hepcidin is the main hormone in the regulation of iron metabolism. Also
hepcidin is a intrinsic cardiac hormone that released from the heart and its secretion
is regulated by hypoxia and inflammation. In our study, we aimed to investigate the
effects of hepsidinin on the cardiac ischemia-reperfusion injury. Perfused rat hearts
with Langendorff system were subjected for 30 min to stabilization, global ischemia
followed by reperfusion. Given 10° M concentration of hepcidin to groups at the
origin of ischemia. In all findings, control (I/R) groups compared with hepcidin groups.
In heart tissue MDA, GSH and NOx levels were measured. Measured NOx levels,
viscosity and ion content for the perfusate that collected before ischemia and in 1, 5,
10, 20, 30, minutes of reperfusion. Finally, the histological and immunohistochemical
examinations were performed. Hepcidin levels in the groups with significant
decrease in heart tissue NOx and MDA but GSH level was non-significant decrease.
It was not found difference in perfusate levels of NOx and viscosity values of the
intra-groups and inter-groups. Perfusate ion analysis was done; iron, calcium,
magnesium, potassium, sodium, thallium in the hepcidin groups showed more
regular ion values than control (I/R) groups. Histological examination showed heart
muscle intracellular and intercellular structures in hepcidin groups closer to normal.
Immunohistochemical findings in the hepcidin treated groups showed no evidence of
increased apoptosis like that is found in control (I/R) groups. Based on histological
and immunohistochemical results and in the light of our biochemical findings with
given 10° M concentration of hepsidin at the beginning of ischemia has been found
to be a protective effect on the heart.

Key words: Hepcidin , cardiac ischemia reperfusion , oxidant stress.
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