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Ozet
Giris / Amag

Iskemik kalp hastaligi, en onemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biri olarak giincelligini
korumaktadir. Iskemik dokuya hiicre rejenerasyonu, toksik metabolitlerin temizlenmesi icin
yeniden kan akimi gerekir. Reperflizyon sonrasi kan akimi yeniden saglanirsa metabolitlerin
oksidasyonu sonucu olusan maddeler sistemik dolasimla viicuda yayilir. Calismamizin amact sol
on inen koroner arter(LAD) iskemisi Oncesi intraperitoneal olarak hidrojenden zengin salin
soliisyonu(HRSS) verilmesinin, miyokard1 iskemi reperfiizyon (IR) hasarma karsi koruyup
korumadigmin gosterilmesidir.

Gereg ve YOntem

Etik kurul onay1 alindiktan sonra 24 Wistar Albino rat her grupta 6 rat olmak (zere 4 gruba
ayrildi. Deneysel IR igin LAD ligasyonu yapilarak miyokardda iskemi gerceklestirildi.Sham
grubunda iskemi gergeklestirilmeksizin sol torakotomi yapildi(Grup K). HRSS verilen grupta
ratlara miyokard iskemisi yapilmaksizin sol torakotomi yapilip, islem boyunca HRSS 10 ml/kg
olacak sekilde intraperitoneal(ip) verildi(Grup HRSS).MIiR ve MIR-HRSS gruplarinda 30
dakikalik iskemiyi takiben LAD ligasyonu kaldirilarak 120dakikalik reperflizyon uygulandi
(GrupMiR). MIR-HRSS grubunda reperfiizyondan 5 dakika once tek doz ip olarak 10
ml/kgHRSS uygulandiReperfiizyon donemi bitiminde alinan miyokard doku Orneklerinde
histopatolojik ve biyokimyasal parametreler karsilastirildi.

Bulgular

Interstisyel 6dem-siddet,yayilimi; kardiyomiyosit dejenerasyonu (5dem, vakuolizasyon)-
siddet,yayilimi; subendokardiyal hemoraji-siddet, yayilimi; hiperkontraksiyon band olusumu-
siddet; yayilmmi histopatolojik olarak degerlendirildi.MIR grubunda K grubuna gére biitiin
morfolojik degisiklikler anlamli bulundu. MIR-HRSS grubunda ise MIR grubuna gore
histopatolojik degisiklikler anlamli diisiik bulundu. HRSS grubunda kardiyomyosit dejenerasyonu

siddet ve yayilimi diger histopatolojik bulgularla beraber diger gruplardan az bulundu.
1



Calismamizda biyokimyasal parametrelerden TAS, TOS, PON, arilesteraz degerlendirildi.
Antioksidan-oksidan durumla ilgili parametrelerin verdigi sonuca gére HRSS’nin reperfiizyondan
once verilmesinin IR hasarina kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir.

Tartisma / Sonuc¢

Miyokardiyal reperfiizyonun ilk dakikalarinda,bir oksidatif stres patlamasi iretilir. Bu oksidatif
stres,bir  dizi mekanizmayla miyokardiyal hasar ve kardiyomiyosit Olimiine aracilik
eder.Antioksidan tedavinin bu yaralanmalari onlemek i¢cin uygun oldugu disiniilmiistiir.
Calismalarda beyin, bobrek, akciger, bagirsak ve myokard gibi bir¢ok dokusa IR hasarina karsi
koruyucu etkisi gdsterilmistir. Calismamiz HRSS’nin miyokard IR hasar1 modelindeki miyokard
iizerine olas1 yararli etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Bu calismada, HRSS'nin
reperflizyondan 5 dakika Once uygulanmasmin interstisyel 6dem siddetini, subendokardiyal
hemorajiyi azalttigt ve oksidan durum parametrelerini azaltirken, antioksidan durum
parametrelerini arttirdigr goézlemlenmistir. Sonu¢ olarak c¢alismamiz HRSS’nin miyokardiyal
iskemi reperfiizyon hasarma kars1 koruyucu oldugunu gostermektedir. Baska caligmalarla
desteklendiginde HRSS'min IR hasarmndaki protektif etkilerinin ayrmtili olarak gosterilecegi,

endikasyonlarinin genisleyecegi kanaatindeyiz.

Abstract
Introduction / Objective

Ischemic heart disease remains current as one of the most important causes of morbidity and
mortality. Re-blood flow is required for cell regeneration and clearance of toxic metabolites into
ischemic tissue. If blood flow is restored after reperfusion, substances formed as a result of
oxidation of metabolites spread throughout the body through the systemic circulation. The aim of
our study is to show whether intraperitoneal administration of hydrogen-rich saline solution
(HRSS) before left anterior descending coronary artery (LAD) ischemia protects the myocardium
against ischemia-reperfusion (IR) injury.

Materials and Methods



Materials and methods

After ethics committee approval, 24 Wistar Albino rats were divided into 4 groups, 6 rats in each
group. For experimental IR, myocardial ischemia was performed by LAD ligation. Left
thoracotomy was performed without ischemia in the Sham group (Group K). Left thoracotomy
was performed without myocardial ischemia and HRSS was given intraperitoneally (IP) at 10
ml/kg throughout the procedure (Group HRSS). In the MIR-HRSS group, a single dose of 10
ml/kg HRSS was administered 5 minutes before reperfusion. Histopathological and biochemical
parameters were compared in myocardial tissue samples taken at the end of the reperfusion
period.

Results

Interstitial edema-severity, spread; cardiomyocyte degeneration (edema, vacuolization)-severity,
extension; subendocardial hemorrhage-severity, extension; hypercontraction band formation-
intensity; Its extension was evaluated histopathologically. All morphological changes were
significant in the MIR group compared to the K group. Histopathological changes were
significantly lower in the MIR-HRSS group compared to the MIR group. In the HRSS group, the
severity and extent of cardiomyocyte degeneration were found less than the other groups, together
with other histopathological findings. In our study, biochemical parameters TAS, TOS, PON, and
arylesterase were evaluated. According to the results of the antioxidant-oxidant status parameters,
it has been shown that the administration of HRSS before reperfusion is protective against IR
injury.

Discussion / Conclusion

During the first minutes of myocardial reperfusion, a burst of oxidative stress is produced. This
oxidative stress mediates myocardial damage and cardiomyocyte death by a number of
mechanisms. Antioxidant therapy was considered appropriate to prevent these injuries. In studies,

it has been shown that it has a protective effect against IR damage to many tissues such as brain,



kidney, lung, intestine and myocardium. Our study was conducted to investigate the possible
beneficial effects of HRSS on myocardium in myocardial IR injury model. In this study, it was
observed that the application of HRSS 5 minutes before reperfusion decreased the severity of
interstitial edema, subendocardial hemorrhage and decreased oxidant status parameters, while
increasing antioxidant status parameters. In conclusion, our study shows that HRSS is protective
against myocardial ischemia-reperfusion injury. We believe that when supported by other studies,
the protective effects of HRSS on IR injury will be shown in detail and its indications will be

expanded.

1.GIRiS

Iskemik kalp hastalig1, en dnemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biri
olarak giincelligini korumaktadir. Gelismis Ulkelerde her yil meydana gelen
olimlerin  yaklasik yaris1  Kkalp-damar sistemi ile ilgili  sorunlardan
kaynaklanmaktadir. En sik goriilen sekli “koroner aterosklerotik kalp hastaligi”
denilen ve aterosklerotik plaklara ve vazospazma bagli olarak miyokardi besleyen
koroner kan akimmin klinik ve patolojik belirti verecek kadar azalmis oldugu

durumdur?.

Miyokardiyal iskemik hasar, koroner kan akisinin ciddi sekilde
bozulmasindan kaynaklanir ve bir dizi klinik sendrom iiretir. On yillardir siiren
yogun arastirmalarin bir sonucu olarak, miyokardiyumun iskemik duruma verdigi
yanitin karmagikligi hakkida ayrmntili bir anlayis artik mevcuttur. Miyokardiyal

iskemi, geri doniisii olmayan hasara yol agan karakteristik bir metabolik ve
4



yapisal degisiklik paterni ile sonuclanir® Arteriyel ya da vendz kan akimi
azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz perfiizyonu sonucu bu doku veya
organlarin oksijenden yoksun kalmas1 seklinde tanimlanan iskemi, hiicresel enerji
depolarinin  bosalmasi1 ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre
oliimiine yol agmaktadir. iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak,
iskemik dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olugan

hasara gore cok daha ciddi bir hasara yol acar®.



Iskemik donemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana
gelir. Dokuya gelen kan akimmin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon
azalir ve adenozin 5“-trifosfat (ATP) ve fosfokreatin gibi yuksek enerjili fosfat
sentezi azalir. Hlicrede enerji depolarinin bosalmas ile hiicre zarinda bulunan Na*
JK*-ATP az pompast inhibe olur. Sonucta hiicre icinde Na® ve Ca?* iyon
konsantrasyonlar1 artar. Hiicre i¢inde Ca®* iyon konsantrasyonunun artisi hiicre
igin sitotoksiktir. Nitekim yine bu doénemde hicrede iyon konsantrasyonunun
degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin 16kosit adezyon molekiillerinin yapiminda
artig, buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum
hiicreyi reperfiizyon dénemindeki hasara karsi dayamiksiz kilar.*iskemi sonrasi
reperflizyon, inflamatuar yanit ile iliskili intraselliiler adezyon molekiilii (ICAM),
interlokin 1-beta (IL-1P), IL-8, timdr nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi bir¢ok
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Reperfiizyon sonrasi kan akimi yeniden
saglanir ise metabolitlerin oksidasyonu sonucu olusan maddeler sistemik dolasim
ile tiim viicuda yayilir. Iskemik alana oksijenin sunumu sonucu olusan toksik
maddelerden en o6nemlileri serbest oksijen radikalleri (SOR)“dir. Olagan
kosullarda, antioksidan mekanizmalar olusan SOR"“u ortamdan uzaklastirir ve bu
organizmada denge halindedir. Antioksidan savunma sistemleri yetersiz olursa

SOR miktar artar ve siddetli reperflizyon hasar1 olusur.’

Ayrica aktive olan adezyon molekiilleri ve sitokinler sistemik inflamatuvar
yanit1 baglatabilir. Bu yanitlar iskemi reperfiizyon (IR) hasariolarak tanimlanir.®IR
hasarindan korunmak icgin degisik yontemler gelistirilmistir. Bunlardan biri, ilk
kez 1986 yilinda Murry ve ark. 7 tarafindan Kalpte tarif edilen iskemik 6n

kosullamadir (IOK). 10K, kisa iskemik epizodlar1 izleyen reperfiizyon

6



periyodlariile dokunun sonradan gelecek uzun sireli iskemiye dayanikliligini
artiran SuUre¢ olarak tanmimlanmigtir. Bir diger yontem uzak iskemik 6n
kosullamadir (UIOK). Bir organa uygulanan IR epizodlarinin baska bir organda

iskemiye kars1 dayanmikliligi artirmasina UIOK denilmektedir.®

Ohsawa ve ark.® yaptiklar1 ¢calismada hidrojen (Hz)“nin reaktif oksijen
tiirleri (ROS)“nin en sitotoksik olani hidroksil radikalini secici olarak indirgedigi
ve hiicreleri efektif bir sekilde korudugunu; fizyolojik 6neme sahip diger ROS “lar
ile etkilesime girmedigini gostermis. Ayrica, H> gazinin solunmasinm,
miyokardiyal IR hasarinn rat modelinde enfarktiis boyutunu azalttig

gosterilmistir. 1

Bu calismanin amaci sol ana koroner arter iskemisi dncesi intra peritoneal
olarak hidrojenden zengin salin soliisyonu (HRSS) verilmesinin, miyokard1 IR

hasarma kars1 koruyup korumadigmin gosterilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

Acik kalp cerrahisinin  basladigi ilk yillardanberi, morbidite ve
mortalitenin blyuk oranda postoperatif kardiyak pompa yetersizligi ile
ilgilioldugu dikkati cekmistir. Ozellikle 1970liyillardan itibaren yaygnlasan
koroner arter cerrahisi ddoneminde, postoperatif kardiyak pompa yetersizliginin en
onemli nedeninin iskemik kardiyak arrest ve reperfiizyon sirasinda olusan

miyokardiyal injuri oldugu iyice anlasilmigtir®!,

2.1. iskemik faz

Iskemik doénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana
gelir. Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon
azalir ve adenozin 5“-trifosfat (ATP) ve fosfokreatin gibi yuksek enerjili fosfat
sentezi azalir. Hlicrede enerji depolarmin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na*
JK*-ATP az pompas1 inhibe olur. Sonugta hiicre icinde Na* ve Ca®*' iyon
konsantrasyonlar1 artar. Hiicre iginde Ca?* iyon konsantrasyonunun artis1 hiicre
icin sitotoksiktir. Nitekim yine bu ddénemde hiicrede iyon konsantrasyonunun
degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin 16kosit adezyon molekiillerinin yapiminda
artis, buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum

hlicreyi reperfiizyon donemindeki hasara kars1 dayaniksiz kilar.*

Iskemi sirasinda, hiicre pH''nda bir diisiise neden olan anaerobik
metabolizma hakimdir. Bu hidrojen iyonu birikimini tamponlamak igin, Na*/H*
degistiricisi fazla hidrojen iyonu salgilar ve bu da biyik miktarda sodyum iyonu

8



akis1 olusturur. Iskemi ayrica ATPazlar1 (6rnegin, Na*/K*ATPaz) inaktive eden,
aktif Ca?* akisin1 azaltan ve endoplazmik retikulum (ER) tarafindan kalsiyumun
yeniden alimin1 smirlayan hicresel ATP'yi tlketir ve boylece hiicrede asir
kalsiyum yiikii olusturur. Bu degisikliklere, mitokondriyal membran potansiyelini
dagitan ve ATP iiretimini daha da bozan mitokondriyal gegirgenlik gecisi (MPT)
gozeneginin acilmasi eslik eder. Kalpte, bu hiicresel degisikliklere, miyofibrillere
zarar veren ve hiper kontraktiir ve kontraktiur bandi nekrozu dreten hicre ici

proteazlarin (6rnegin kalpainler) aktivasyonu eslik eder.'?

Iskemi sirasinda iskemik hasara katkida bulunmayan diger biyokimyasal
olaylar meydana gelir, ancak oksijen ve kan temini yeniden saglandiginda kanda
olusan elementlerin iletilmesiyle beslendiginde, doku hasarin1 siddetlendiren
olaylar dizisini tetikler. Iskemi reperfizyon hasar olusumu Sekil 1%de

anlatilmistir.



JATP | pH
130551 ici

a
Laktat?

|

Fosfolipaz A2,
Proteaz, Lizozim
Aktivasyonu

Hiicre hasan

i ey i SO

'
!
; Hiicre mumu\
:
'
)

‘ doniglmeliz

Sekil 1: Iskemi- Reperfiizyon hasar1 13

Reperfiizyon

i

Lokosit-

endotel
etkilesimi

10

Kompleman
A Aktivasyonu
&
immun
Kompleks
v
Serbest
Oksijen
Radikalleri
Daha fazla
hiicre
hasan




2.2. Reperfiizyon faz

Kan akigini yeniden kurmanin iki yararli sonucu vardir: iskemik dokuya

oksijen ve enerji geri yiiklenir ve toksik metabolitler uzaklastirilir.*

Bu reperflizyon hasari, inflamatuar bir kaskadin aktivasyonunu igerir ve
kritik olarak yaralanan bazi miyositlerde fonksiyonel bozukluk, aritmi ve hiicre
Olimiiniin hizlandirilmis ilerlemesi olarak kendini gosterir. Reperflizyon hasarmin

baslica aracilar1 oksijen radikalleri, kalsiyum yiiklemesi ve notrofillerdir.?

Miyokardm reperfiizyon hasar1 karmasiktir ve birka¢ bagimsiz etiyolojiden
olusan birfenomendir. Reperfuzyonun en erken asamasinda (yani dakikalar),
kardiyomiyositlerde kontraktiir gelisimi goriiliir, nekroz kardiyomiyosit hasarmin
birincil nedenidir. Bundan sonra (yani dakikalar ila saatler arasi), gesitli ek
nedenler hiicre 6lumunin daha da artmasina neden olabilir nekroz veya apoptoz

ile veya vaskiiler yetmezlik ile kardiyomiyosit hasar1 siddetlenebilir.*®

Iskemi-reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili ¢esitli faktorler ileri
strilmustir. Bunlar birbiriyle iliskilerikarmasik, hiicresel ve humoral olaylar

serisidir.* (Sekil 2)

Ozellikle;

1. Serbest oksijen radikalleri

2. Polimorf niveli I6kositler (PMNL)
3. Kompleman sistemi

4.Endotel hicreleri olmak Uzere bashca dort faktdr hasarm nedenleri arasinda
yer almaktadir.
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iskemi

Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybi)
Doku hasari
+
Reperfiizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
Serbest radikaller i
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasari
v v v v v v v
Membran biitinliginin Ntrofil birikmesi NOL Adhezyon  Kompleman PGI, L Sitokinler
bozulmasi molekiilleri  aktivasyonu TXA, T 11T
v v (8, T 67
Fagositoz Lékosit tikaci i i i i
v v
OZ radikali <« iskemi Vazakonstriksiyon, trombosit agregasyonu, nétrofil kemotaksisi

v v ‘

Artmis doku hasar <

Sekil 2: iskemi reperfiizyon hasar1 8

2.3 Serbest Oksijen Radikalleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), IR srrasinda miyokardda hizli bir sekilde
olusmaktadir ve IR hasarmin en Onemli nedeni olarak kabul
edilmektedir.}’Reperfiizyonun basinda mitokondriyal solunum hizi ve serbest
radikal Uretimi belirgin derecede artar. Bu radikaller hiicre intrinsik serbest radikal
yakalayici sistemlerin kapasitesini asabilir ve hiicresel fonksiyon kaybina yol
acabilirler. Dokularin tiikettigi oksijenin buytk bir kismi (%95) aerobik

metabolizma icin kullanilirken, %5'inin ROS'a ¢evrildigi tahmin edilmektedir.
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Oksijenden {iretilen en 6nemli reaktif tiirler arasinda siiperoksit anyonu (O2.),
hidrojen peroksit (H20.), hidroksil radikali (OH°®), peroksinitrit anyonu (ONOO")
vardir. Bu radikaller membran hasari, deoksiriboniukleikasit (DNA) yikimi,
proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve

nekrozla sonuglanan hiicre 6limi meydana getirmektedirler. (Sekil 3)

ROS'un in vivo ve in vitro olarak miyokardiyal fonksiyon (zerinde
dogrudan inhibe edici bir etki uyguladigi gosterilmistir. Gergekte, normal
miyokardiyumun ROS Ureten sistemlere veya H;O,e maruz kalmasi, sirekli
hiicresel potasyum kaybi, yiiksek enerjili fosfatlarin tiikenmesi, yiiksek hiicre i¢i
kalsiyum konsantrasyonu, sistolik fonksiyon kaybi, diyastolik gerginlikte
progresif bir artis, depresif metabolik fonksiyon ve aritmiler dahil olmak {izere
reperfiizyon hasarmi taklit edecek sekilde miyokardiyal fonksiyonu degistirir.'8
Depresif miyokardiyal kasilmanin altinda yatan mekanizma, tam olarak
anlasilamamustir.  Bununla birlikte, mitokondri, sarkoplazmik retikulum ve
sarkolemmanin membrandz bilesenleri, ROS aracili miyokardiyal disfonksiyonun
en kritik hedeflerini temsil edebilir. ROS'un izole edilmis mitokondrinin islevini

bozdugu ve daha sonra adenozin (ATP) tikenmesine yol agtig1 gdsterilmistir.'”
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L-arginin =+ NO nitrik oksit

'0, ONOO ~——————— ONOOH
singlet peroksinitrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

O, stperoksit
anyon radikali
7N o OH _
0, H,O, hicdrojen peroksit = hidroksil radikali

HO,
hidroperoksil radikali

Sekil 3: Molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu®

2.4. Polimorf Niveli Lokositler

Iskemi reperfiizyon hasari, 16kosit aktivasyonu, kemotaksi, 15kosit-endotel
hlicre adezyonu ve transmigrasyon ile karakterizedir. Lokositler, endotel tizerinde
I6kosit 'yuvarlanmasi', lokositlerin endotele siki yapismasi ve endotelyal
transmigrasyon ile karakterize edilen bir dizi farkli adim yoluyla vaskiiler endotel
ile etkilesime girer (Sekil 4). Bu ¢ok adimli paradigmaya gore, ilk adim su sekilde
baglatilir: LoOkosit karsi reseptori P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) ile
etkilesime giren endotelyal P-selektin (CD62P) vyiizey ekspresyonunda iR'nin
neden oldugu artiglar. Bu ilk disiik afiniteli etkilesim, aralikli 16kosit-endotelyal
baglanma veya "lokosit yuvarlanmasi" ile sonuglanir. Sert Iokosit yapismasi,
I6kosit b2 integrinleri CD11a / CD18 ve CD11b / CD18'in endotelyal hicre igi
adezyon molekili 1 (ICAM-1) ile miteakip etkilesiminden kaynaklanir.
Interstisyel bolmeye 1okosit transmigrasyonu, endotel hiicre baglantilar1 boyunca
yapisal olarak eksprese edilen trombosit-endotel hiicre adezyon molekili 1

(PECAM-1) tarafindan kolaylastirilir. Ekstravaskuler bdlmeye ulasildiginda,
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aktive edilmig lokositler toksik ROS, proteazlar ve elastazlar salgilar ve bu da
mikrovaskiiler gegirgenlikte artig, 6dem, tromboz ve parankimal hicre 6limine
neden olur. Ekstravaskiiler bolmede PMNL birikimi, hipoksik dokulardan salinan
interlokin 8 (IL-8) tarafindan da kolaylastirilir ve bu da nétrofilleri intravaskiiler
bosluktan hipoksik interstisyuma yonlendiren bir kemotaktik gradyan ile

sonuclanir.t®

Oksijen radikalleri, iskemik bdlgedeki yarali miyositler ve endotel
hicrelerinin yan1 sira iskemik bdlgeye giren ve reperflizyonda aktive olan
notrofiller tarafindan iiretilir. Bu oksijen radikalleri, kalsiyum yiklenmesine yol
acan membran hasarmisiddetlendirir. NOotrofiller mikro sirkiilasyonda birikir,
inflamatuar aracilar1 serbest birakir ve mikrovaskiiler obstriiksiyona ve reperfiize

miyokardda no reflow fenomenine katkida bulunur.?

} integrinler {
selektinler—{ Bazal
| - 7 = - Membran
- - — : = ”T“izndotel
°
: X % Vaskiler
= &5 o 5 Alan
o Y \ PECAM-1 |
P-Setectin CD11/CD18  ICAM-1 » I
G g Interstisyel
— Mesafe
Adezyon Baslangic Adezyon/ Gegis
("Rolling”) Agregasyon

Sekil 4: Lokositlerin damar endoteli ile etkilesim mekanizmasi 4,*°
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2.5. Kompleman Sistemi

iskemi reperfiizyon hasarmda kompleman sisteminin rolii tam olarak
acikliga kavusmamustir.  Kompleman  sisteminin  aktivasyonu sonunda
proinflamatuar komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9“dur. C3a
ve Cbha anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve
kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2,
MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein (MCP)- 1, TNF-a, IL-1 ve IL-6

Uretimini uyararak inflamatuvar yanit: amplifiye eder. 4

Yapilan ¢aligmalarda, akut iskemiden sonra, komplemanin major patojenik
etkisinin birka¢ saat sonra meydana geldigini ve bu nedenle, kompleman
aktivasyonunun inhibisyonunun, morbidite ve mortalitede karsilik gelen azalma
ile enfarktiis boyutunu hala azaltabildigi bir terapotik firsat penceresi oldugunu
gostermektedir. Henlz Klinik olarak kullanilan hicbir anti-kompleman ilag
olmamasma ragmen, sonuclar bunlarm gelistirilmesini ve test edilmesini

desteklemektedir.?°

2.6. Endotel Hicreleri

Iskemi reperfiizyon hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri énemli role
sahiptir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)"i ve
nitrik oksit (NO)“i {iretir. NO arteriyel dolasimda ET“in vazokonstriktor etkisini
tersine ¢evirme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi s6z konusudur. ET"nin iR

gibi patolojik durumlarda rol oynayabilecegine dair kanitlar vardir. Miyokardiyal
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iskemi, ET salimmni, bu peptidin plazma seviyelerini ve gen ekspresyonunu
arttirr; bu peptid miyokardiyal enfarktlis veya vazospastik anjina pektorisli
hastalarda ytikselir. Ayrica, ET reseptorlerinin antagonistleri, enfarktiis boyutunu
azaltabilir ve sonrasinda miyokardiyal performansin iyilesmesini saglayabilir.
Endotelinin bu zararli etkisinin mekanizmalari, koroner vazokonstriksiyon ve

koroner kan akisinmn azalmasi ve / veya NO antagonizmasini igerebilir.?

3.ISKEMI/REPERFUZYON HASARINDAN KORUNMA

YONTEMLERI

Kademeli reperflizyon

Iskemik Onkosullama (preconditioning)
Notrofillerin temizlenmesi

Hipoksik reperflizyon

Antioksidanlar

e Siperoksit dismutaz

e E vitamini

e Tiyoller

o Katalaz

orwdE

6. Ilaclar ve diger terapétik girisimler
Kalsiyum antagonistleri

e Anjiotensin doniistiiriicii enzim

e Alloprinol

e Demir selasyon

17



3.1. Kademeli reperfiizyon

Sato ve ark. anestezi uygulanmig 16 kopekte sol 6n inen arteri 60 dakika
bagladiklar1 c¢alismada. Bir grupta, reperflizyona aniden baslandi (ani, n=8),
kademeli reperflizyon grubunda (rampa, n=8), reperflizyonun ilk 30 dakikasinda
akis yavasca baslatildi. Sonuc olarak; Iskemik bir bolgenin kademeli
reperflizyonun enfarktlis boyutunu kiiciilttiigiic ve endotel fonksiyonunu
korudugunu ancak paradoksal olarak noétrofil  birikiminin - arttigimi

bildirmislerdir.??

3.2. Iskemik énkosullama (preconditioning)

Kisa bir iskemi epizodunun sonraki iskemik epizodlar sirasinda ATP
tukenmesi oranini yavaslattigi gosterilmistir. Ek olarak, aralikli reperfiizyon,
iskemi sirasinda biriken katabolitleri yikayarak miyokardiyuma faydali olabilir.
Bu nedenle, ¢ok sayida kisa iskemik atagin, kalbi daha sonraki stirekli iskemiden

gercekten koruyabilecegi onerilmektedir.’

3.3. Notrofillerin temizlenmesi

Oksijen radikalleri, iskemik bdolgedeki yarali miyositler ve endotel
hicrelerinin yan1 sira iskemik bolgeye giren ve reperflizyonda aktive olan
notrofiller tarafindan iiretilir. Bu oksijen radikalleri, kalsiyum yiiklenmesine yol
acan membran hasarmisiddetlendirir. No&trofiller mikro sirkilasyonda birikir,
inflamatuar aracilar1 serbest birakir ve mikrovaskiiler obstriiksiyona ve reperfiize
miyokardda no reflow fenomenine katkida bulunur?. Notrofillerin dokudan
temizlenmesi IR hasarmni azaltacaktir.
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3.4 Hipoksik reperfiizyon

Son zamanlarda yapilan birkaggalismanin sonuglari, reaktif oksijen
metabolitlerinin iskelet kasinda IR hasarinin bilyiik bir kismmdan sorumlu
oldugunu gostermistir. Muhtemelen sitotoksik oksidanlar, reperflizyon sirasinda
molekiler oksijen (reaktif oksijen metabolitlerinin kaynagi) dokulara yeniden

verildiginde Uretilir.%

3.5 Antioksidanlar

Antioksidan terimi yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak nadiren
tanimlanmaktadir. Onerilen bir tanim, bir antioksidanmn "oksitlenebilir bir
substratmkilerle karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonlarda mevcut oldugunda,
0 substratin oksidasyonunu 6nemli Olciide geciktiren veyadnleyen bir madde”
oldugudur. Bircok maddenin in vivo antioksidan gorevi gordiiglione siiriilmiis,
ancak c¢ok azmm bunu yaptig1 kanitlanmistir.?*Endojen kaynakli veya eksojen
kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda ve etkinliklerinin ortaya
konmasinda IR hasar1 modelleri dnemli katki saglamistir. Antioksidan ozelligi
one siiriilmiis pek ¢ok madde cesitli IR modellerinde test edilerek

degerlendirilmistir.* (Sekil 5)

A. Endojen antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayanlar olmak lzere iki simifa ayrilirlar.

1. Enzim olan endojen antioksidanlar: Silperoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon peroksidaz (GSHPXx), Glutatyon S-Transferaz (GST), Katalaz (CAT),

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.
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2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Melatonin, seruloplazmin,
transferin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein,
metiyonin, rat, laktoferrin, albiimin.

B. Eksojen antioksidanlar

1. Vitamin eksojen antioksidanlar:a-tokoferol(vitamin E), p-karoten,
askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat).

2. lla¢ olarak kullamlan eksojen antioksidanlar: Ksantin oksidaz
inhibitorleri (alloprinol, oksipdrinol, pterin aldehit, tungsten) nikotinamid adenin
dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar) rekombinant SOD,
troloks-C (vitamin E analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px
aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein) nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar ~ (mannitol, albimin) demir redoks dodnglsi inhibitorleri
(desferroksamin)  noétrofil  adezyon inhibitorleri,sitokinler (TNF ve IL-

1),barbittiratlar,demir selatorleri.*
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Stperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10

Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GSHPx)  Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin

Albimin

Seruloplazmin

Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopdirinol, oksipirinol, pterin aldehit, tungsten)

a-Tokoferol (Vitamin E)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kal-

larotergglamin A) siyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9, folat) Troloks-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSHPx aktivitesini
artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

Demir redoks déngusi inhibitorleri (desferroksamin)
Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbituratlar

Demir gelatorleri

Sekil 5:Antioksidanlar?®

Superoksit Dismutaz

SOD
2024+ 2H" H:02 + 02

Stiperoksit dismutaz stiperoksit serbest radikalinin (0?) H20, ve
molekiiler oksijene (O2) doniisimiinii Katalizleyen antioksidan enzimdir.
Ekstraselliler dizeyde enzimatik olarak O2%*leri etkisizlestirebilen tek

antioksidandir
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Katalaz

CAT
2H20; » H0 + 02

Fenton reaksiyvonu
H20; + Cu/Fe™ > OH + OH + Cu2Fe™

Hidrojen peroksit diisiik miktarlarda hicre proliferasyonunda sinyal
iletimi, hiicre 6liimii, karbonhidrat metabolizmasi, mitokondriyal fonksiyon ve
trombosit aktivasyonu ve normal tiyol redoks dengesinin korunmasi gibi bazi
fizyolojik  streclerin  dizenlenmesinde rol oynar. Ancak  yuksek

konsantrasyonlarda hiicre i¢in ¢ok zararli oldugu ifade edilmektedir.

Katalaz, her bir polipeptit alt birimi yapisinda tek bir ferriprotoporfirin
iceren bir hemoproteindir. H.O2 molekiillerini siirekli olarak izler ve yogunluklari
artar. CAT bir saniyede milyonlarca H20. molekuluni parcalayabilir. Cu ve Fe
iyonlarinin katalizorliigiinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii olan

hidroksil radikali(OH") olusumunda bir 6n madde olarak roloynamaktadir?®.

Glutatyon Peroksidaz

GPx
Hx02 + 2GSH > GS5G +2H:0

Hicre igi glutatyon membrana bagli transpeptidaza aktarilarak tasinir.
GSH“m membrana bagli olan y-glutamil transpeptidaza tasinmasi, y-glutamil
aminoasitlerin olusumuna yol a¢gmaktadir. y-glutamil sistein tasimimi hicresel
sisteinin korunmasinda oldukc¢a 6nemlidir. Hicresel glutatyon tanimi, tiyol
gruplarin1 ve o-tokoferol gibi diger membran bilesiklerini koruyarak hiicre

membraninin oksidan hasara karsi korunmasmi saglamakta, bunun yanisira,
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serbest radikallerle direkt reaksiyonu ile, Glutatyon peroksidazlara ve Glutatyon

Stransferazlara substrat olmasiyla bir antioksidan olarak davranmaktadir.?’

GSH-Px“in fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi1 sirasinda serbest radikal
etkisi ile fagositik htcrelerin zarar gormesini onler. GSH-Px eritrositlerde

oksidatif strese kars1 en etkili antioksidandir.?®

Glutatyon reduktaz

GR
2GSSG + NADPH + H™ > 2GSH+ NADP~

Glutatyon rediktaz (Glutatyon: NADP+ oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7; GR)
diistik (GSH) veya yuksek molekil agirhikli (GSSG) disulfit substratlar: ile
indirgenmis piridin nikleotidleri (NADPH) arasinda elekton transferini

katalizler.?®

E vitamini

Vitamin E, slperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit
peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. Lipit peroksidasyonunun zincir

reaksiyonu, vitamin E“nin zincir kiric1 etkisiyle sonlandirilabilir.*
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Kalsiyum Antagonistleri

Kalsiyum kanal blokerlerinin, IR“dan sonra miyokardiyal iyilesmeyi
iyilestirdigi bildirilmistir, ancak bunlarin koroner kan akisi diizenlemesi

tizerindeki etkileri tanimlanmay1 beklemektedir.
Anjiotensin doniistiiriicii enzim

Anjiyotensin dontistiiriici enzim (ACE) inhibisyonunun, insanlarda ve
hayvanlarda miyokard enfarktiisiinden sonra mortalitede iyilesme, IR hasarindan
sonra enfarkt boyutunda azalma ve miyokard enfarktlisinden sonra kardiyak
yeniden sekillenmenin ©Onlenmesi gibi kardiyoprotektif etkileri vardir. ACE,
anjiyotensin II sentez enzimi, bir kinin pargalayici enzim olan kininaz II ile ayn1
enzimdir. ACE inhibitorlerinin kardiyovaskiler sistemle ilgili ¢oklu eylemler
kismen bradikinin ile ilgilidir. Ornegin Kitakaze ve ark. ACE inhibitdrlerinin,
oncelikle bradikinin birikiminin bir sonucu olarak koroner kan akisini artirdigini
ve miyokardiyal iskemiyi iyilestirdigini bildirmis ve Martorana ve ark. ACE
inhibisyonu ile enfarktis boyutunda bir azalmanin bir bradikinin reseptor

antagonisti tarafindan ortadan kaldirildigmn1 bildirmistir, 3132

Total antioksidan status (TAS)

Total antioksidan kapasite (TAK)“yi go0sterir. Normal kosullarda
organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest radikaller ve bunlara

bagl gelisen oksidatif stres ile mucadele eden kompleks bir antioksidan savunma
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sistemine sahiptir. TAK“ye en blylk katki plazmada bulunan antioksidan
molekiillerden gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve
seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirici
antioksidanlar da bulunmaktadir. Albimin, Grik asit ve askorbik asit insan
plazmasindaki total antioksidan durumun %85“inden fazlasini olusturur. Bu fark
kanda bilirubin, flavinoidler, indirgenmis glutatyon (GSH) alfa-tokoferol ve beta-
karoten gibi antioksidan durumun komponentlerine nazaran albimin, drik asit ve
askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasma baghdir. Antioksidanlar plazmada
etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden dolay1 bilesenlerin tek bagslarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek olarak;
glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferoli yeniden aktiflestirmesini
saglamasi verilebilir.

Reaktif oksijen turleri metabolik ve fizyolojik sureclerde uretilir ve
organizmalarda onlar1 enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidatif
mekanizmalarla uzaklastiran zararh oksidatif reaksiyonlar meydana gelebilir. Baz1
kosullar altinda, oksidanlarda artis ve antioksidanlarda azalma onlenemez ve
oksidatif/antioksidatif denge, oksidatif duruma dogru kayar. Sonu¢ olarak,
100'den fazla bozuklukta rol oynayan oksidatif stres geligir.33:34

Total antioksidan durumun 6lciimu, antioksidanlarin tek tek 6l¢timiinden
daha degerli bilgiler verebilir. Bu yiizden kanin antioksidan durumunu saptamada
bireysel antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidan degerini veren

toplam antioksidan kapasite 6lgimi yayginlasmaktadir.343°
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Total oksidan status (TOS)

Farkli oksidanlarin serum (veya plazma)
konsantrasyonlarilaboratuvarlarda ayr1 ayridlgiilebilir, ancakdlgimler zaman alici,
yogun emek gerektirir ve maliyetlidirve karmasik teknikler gerektirir.® Farkh
oksidan molekullerin ayri1 ayridlgiilmesi pratik olmadigindan bir numunenin
toplam oksidan durumu (TOS) 6lgiiliir ve buna toplam peroksit (TP) ad1 verilir,
serum oksidasyon aktivitesi (SOA),reaktif oksijen metabolitleri (ROM) veya diger
bazi es anlamlilar. TOS'u Olgmek igin birka¢ farkli kolorimetrik yontem
gelistirilmis olsa da, hi¢biri ideal degildir ve biiyiik analitik problemleri ve teknik
kisitlamalar1 vardir. Toplam oksidan durumunu (TOS) 6lgmek kolay, guvenilir,

hassas ve ucuzdur.3
Paraoksanaz ( PON) / Arilesteraz (ARES)

Paraoksonaz-1 (PON1), 354 aminoasitli glikoprotein yapisinda ve (¢
aktiviteli bir enzimdir. Bunlar paraoksonaz, arilesteraz ve diazoksonazdir.*’Insan
serum PONI1 enzimi yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iligkili, antioksidan
fonksiyona sahip oldugu kabul edilen bir enzimdir. Deneysel ¢aligmalarda PON1
enziminin HDL-kolesterol“un apo-Al ve apo-J (Clustrein) proteinleri ile iliskili
oldugu gosterilmistir 8. PON1*i kodlayan gen, 7. kromozomun q 21-22 bolgesine
yerlesmistir. Paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 olmak Uzere (g
uyesi vardir. Paraoksonaz ve arilesteraz her ne kadar iki ayri enzim olarak
algilanirsa da, yapilan ¢aligmalar ve aragtirmalar gdstermistir ki insan serumunda
tek gen Grini olan paraoksonaz enzimi hem arilesteraz, hem de paraoksonaz

aktivitesine sahiptir. Ayrica PON1“in, diisik yogunluklu lipoprotein-kolesterol
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(LDL-K)“i bakir (Cu) iyonu ve serbest radikallerin indiikledigi oksidasyondan
koruyarak antioksidan fonksiyonunu yerine getirdigi diistiniilmektedir . En
belirgin etkisini, ileri diizeyde degisiklige ugramig LDL-K"deki kolesteril linoleat
hidroperoksitleri hidroliz ederek gosterir. Ateroskleroz gelisiminde, oksidatif stres
altinda olusan hidrojen peroksiti %25 oraninda hidroliz eder. Bu 6zellik PON1“in
peroksidaz aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir.PON1 enzim aktivitesinin
miyokard enfarktist, diyabet ve kronik renal bozukluk ailesel hiperkolesterolemi
de azaldigi pek cok c¢ahsma ile gosterilmistir.**insan serum PON1 enzimi;
karacigerde sentezlenen, arildialkilfosfataz olarak da adlandirilan, Ca bagiml ve
43-45 kDa molekiil agirlikli bir ester hidrolazdir. Ca, enzimin hem aktivitesi hem
de stabilitesi i¢in gerekmektedir ve katalitik mekanizmada da rol oynamaktadir.
PONL1 enzimi, karaciger, ince bagirsak, bobrek basta olmak tizere bir¢ok dokuda
ve serumda bulunur.®® Serum PON1 aktivitesi, beslenme, akut faz proteinleri,
gebelik, hormonlar, sigara kullanimi, simvastatin tedavisi ve apo Al
metabolizmasin1 ~ etkileyen durumlardan  etkilenmektedir.**HDL, LDL"yi
oksidasyondan koruyabilme yetenegine sahiptir. Cesitli mekanizmalar bu
koruyucu roliin agiklanmasmda 6nem kazanmaktadir. HDL ile iliskili enzimlerin
(PON1, Trombosit Aktive Edici Faktor Asetil Hidrolaz [PAF-AH]) oksidatif
modifikasyonlara kars1 lipoproteinleri  koruduguna inanilmaktadir.*HDL
kolesterol yapisinda bulunan PONI enzimi, minimal modifiye LDL"“deki aktif
lipidleri yikar ve boylece arter duvarmnda yer alan hiicrelerde inflamatuar cevap
olusumuna kars1 koruyucu etki gosterebilir.*®* PON1, okside LDL“deki kolesteril
linoleat hidroperoksitleri ve spesifik okside fosfolipidleri hidroliz eder. Oksidatif

stres altinda sadece lipoproteinler degil hlicrenin yapisindaki lipidler de lipid
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peroksidasyonuna ugramaktadir. PON1 lipid peroksitlerinin aterojenik etkilerini
notralize eder, hiicre membranlarmi koruyucu etki gosterir.** PON1, HDL"yi
oksidasyondan koruyarak HDL kolesterol“iin  ters Kkolesterol tasima
fonksiyonunun devamini saglar. Bu durum makrofajlarda kolesterol birikimini
engelleyerek  kopik  hicre  olusumunu  ve  ateroskleroz  gelisimi
yavaslatmaktadir.33%°

PON enzimi, LDL'yi oksidasyondan koruyarak ve hidrojen peroksit dahil
serbest radikalleri nétralize ederek antioksidan aktivite gosterir “64%  Bu denge
bozuldugunda oksidatif hasar meydana gelir.

Artmus lipid peroksidasyonu ayn1 zamanda artmis oksidatif stresin
sonuclarindan  biridir*®. In vivo wve in vitro c¢alismalarda artmis lipid
peroksidasyonunda eritrosit fonksiyonlarinin ve membran biitiinligiiniin baz1
parametrelerinin bozuldugu bildirilmistir. Artmis oksidatif stres ile iliskili lipid
peroksidasyonu nedeniyle ortaya ¢ikan liriinler, membran gecirgenligini ve mikro
viskoziteyi 6nemli d&lclde etkiler. Boylece eritrositlerin  deforme olma
kapasitesinin azaldig1 ve hayatta kaldiklar1 gozlenir®®.Cizova ve ark., rat cinsinin
iskemisinin (iskemi siiresine bagli olarak) dogal antioksidan aktivitesini arttirdigi

hipoteziyle agiklanabilir.. Bununla birlikte, bu verileri a¢iklamak icindaha ileri

calismalara ihtiyag vardir.%

Myokardiyal Iskemi- Reperfiizyon
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Miyokardiyal iskemik hasar, koroner kan akismin ciddi sekilde
bozulmasmdan kaynaklanir ve bir dizi klinik sendromiiretir. On yillardir siiren
yogun arastirmalarin bir sonucu olarak, miyokardiyumun iskemik duruma verdigi
yanitin karmasikligi hakkinda ayrintili bir anlayis artik mevcuttur. Miyokardiyal
iskemi, geri doniisii olmayan hasara yol acan karakteristik bir metabolik ve
yapisal degisiklik paterni ile sonuclanir.?Arteriyel ya da vendz kan akimi
azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz perflizyonu sonucu bu doku veya
organlarin oksijenden yoksun kalmas1 seklinde tanimlanan iskemi, hiicresel enerji
depolarinin  bosalmast ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre
olimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi icin yeniden kan akimi gerekir. Ancak,
iskemik dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olugan

hasara gére ¢cok daha ciddi bir hasara yol acar.®

Morfolojik modeller, tikali olmayan koroner arterin dagiliminda riskli
aniskemik miyokardiyal yatakta nekrozun bir dalga olarak miyokardiyal enfarkta
evrimine karsilik gelir. Riskli yatagin lateral smirlarinda iskemik ve iskemik
olmayan miyokardiyum arasinda oldukca keskin bir smir vardwr. Geri
dondiriilemez yaralanmanin baglangici, bir miktar Kkollateral kan akisi alan
subepikardiyuma kiyasla perfizyon eksikliginin en siddetli oldugu iskemik
subendokardiyumda yaklasik 20 ila 30 dakika sonra baglar. Geri doniisiimsiiz
miyokardiyal yaralanma daha sonra alt-endokardiyumdan subepikardiyuma bir
dalga hareketiyle ilerler. Cogu miyokard enfarktiisii genellikle siddetli iskeminin

baslangicindan 3 ila 4 saat sonra tamamlanir.?
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Reperfuzyon, iskemik epizot swrasinda zaten geri dondiiriilemez sekilde
yaralanan miyokardin ¢ekirdegindeki miyokardiyal hasar modelini degistirir
(Sekil 2). Reperfiizyon, geri doniisii olmayan miyositlerde kasilma bantlarina ve
kalsiyum yiiklenmesine, hasarli kan damarlarindan kan sizmasma bagl olarak
bélgede kanamaya ve laboratuar testlerinde miyokard enfarktiistinii saptamak icin
kullanilan isaret proteinlerinin hizlandirilmis salinmasina neden olur. Tim bu
degisiklikler, zaten geri dondiiriilemez sekilde yaralanan miyokardda meydana
gelir. Bununla birlikte, reperfiizyonun, onceki iskemi periyodu sirasinda ciddi
sekilde bozulmus olan bir miyosit popiilasyonunun geri dondiiriilebilirden geri
dondiiriilemez hasarina doniismesine yol acgabilecegine dair kanitlar vardir. Geri
dondirulemez hasarin mekanizmasi hasarli sarkomali metabolik olarak bozulmus
miyositlerin asir1 kalsiyum yiiklenmesidir. Bununla birlikte, reperflizyon iskemi
baslangicindan 2 ila 3 saat sonra baslatilirsa, kurtarma miktari, geri dondiiriilemez

reperflizyon hasarma ugrayan miyokardin miktarmi blyik 6lgiide asar.>?°3
Miyokardiyal stunning

Postiskemik disfonksiyon veya miyokardiyal stunning, geri doniisi
olmayan hasar olmamasina ragmen reperflizyondan sonra devam eden mekanik
disfonksiyondur. Bu tanimin esas noktasi, postiskemik disfonksiyonun, ne kadar
siddetli veya uzun siireli olursa olsun, tamamen geri dondiiriilebilir bir anormallik
oldugudur. Miyokardiyal stunning tanisi, S0z konusu dokunun hala tamamen

yasayabilir olduguna dair makul bir giivence saglanmadik¢a yapilmamalidir.
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Miyokardiyal stunning i¢in onerilen ¢ok sayida mekanizma arasindan {igii
daha makul goriinmektedir: 1) oksijen radikallerinin olusumu, 2) asir1 kalsiyum

yilklenmesi ve 3) uyarma-kasilma ayrilmasi® (Sekil 6), (Tablo 1)
Miyokardiyal hibernasyon

Miyokardiyal ~ hibernasyonun  patofizyolojisi,  koroner  stenozun
¢ikarilmasindan sonra diizelen bir koroner arter stenozunun distalinde azalmis
bolgesel kontraktil fonksiyon durumu olarak karakterize edilir.Bolgesel enerji ve
substrat metabolizmasimi normallestiren ancak 12-24 saatten fazla siirmeyen,
azalmig bolgesel miyokardiyal kan akisina yanit olarak kontraktil fonksiyonun

subakut bir “asagiregiilasyonu” mevcuttur.

1980'lerin  baslarnda, Rahimtoola °°, koroner baypas ameliyati
denemelerinin sonuglarini sistematik olarak gdzden gecirdi ve koroner arter
hastalig1 ve revaskiilarizasyonda diizelen kronik sol ventrikiil disfonksiyonu olan
hastalar1 belirledi. Bu bulgulara dayanarak, Rahimtoola ilk olarak miyokardiyal
kasilmanin ve metabolizmanin ve ventrikiiler fonksiyonun azalmis kan kaynagina
uyacak sekilde azaldigi "uzamis subakut veya kronik miyokardiyal iskemi
durumunu” karakterize etmek icin miyokardiyal hibernasyonun patofizyolojik
konseptinitanimlamustir. "miyokardiyal nekrozun onlendigi yeni bir denge
durumudur ve miyokardiyum yeterli kan kaynagmnin restorasyonuiizerine normale

veya normale yakin fonksiyonuna donebilir" .>® (Sekil 6), (Tablo 1)
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Gegici koroner okliizyon Inkomplet koroner okliizyon

Kisa iskemi(dakika) Iskemi/ Metabolizmada
l yavasglama(haftalar-aylar)

Reperflzyon. Reperfluzyon
Nekroz yok. Nekroz yok
Iskemik miyokardiyumun Miyokardiyal koruma
tam kcw.‘ l
Kasiima fonksiyonu Iskemi sonrasi kontraktil Kontraktil fonksiyonunda toparlanma
korunmus. disfonksiyon.
(Uzamig tam toparlanma) l

Normal miyokardiyum  Miyokardiyal stunning Miyokardiyal hibernasyon

Sekil 6:Miyokardiyal stunning- miyokardiyal hibernasyon °’
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Tablo 1:Myokardiyal stunning ve myokardiyal hibernasyon farklars®®

a) Hastanin semptomatik durumu énemlidir

b) Koroner anatominin angioplasti veya
cerrahiye uygunlugu énemlidir
?gmizleOi(I:(islgrer(]scaver:acej;;al c) Canli miyokard dokusunun varligimn
y g gosterilmesi 6nemlidir
Tedavisi b) Ca kanal blokerleri d) Revaskularizasyonsuz ~ medikal tedavi
¢) Adenozin agonistleri hibernasyonda yetersiz kalmak
d) K kanal agicilar1 Volatil adr
anestetikler (izofluran) ¢)Gen tedavisi
f)iskemik kalp hastaligina bagl sol ventrikil
fonksiyonlarindaki bozulma koroner  arter
bypass greftleme (KABG) ile diizelmektedir
Miyokardiyal stunning Miyokardiyal hibernasyon
a) Siddetli iskemiyi izleyen -
saatler, gunler veya haftalar a)Kronik bir olaydir
icinde olusan egici
kgontraktil dislll‘?)nksiyor? dgr b) Koroner kan akimi azalmustir
Ozellikleri b) Koroner kan akim c)Reversibl miyokard vardir
EorTaLt_lf kol_sa | bile d)Kan akimi  normale  dondirildigiinde
dggrggedliron styoniar anormallik geriye doner
Mekanizm a)Oksijen kaynakli serbest | a)Koroner kan akimindaki siddetli azalma

asi1

radikalle b)Kalsiyum
homeostazisinde bozulma

b)Miyokardda tekrarlayan reperflizyon olaylari
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Hidrojen zengin salin solisyonu (HRSS)

iskemi-reperfiizyon veya inflamasyonun neden oldugu akut oksidatif stres,
dokularda ciddi hasara neden olur ve kalici oksidatif stres, kanser dahil bir¢ok

yaygin hastaligin nedenlerinden biri olarak kabul edilir.®

Hemen hemen her kimyasal maddede ve doganin her yerinde bulunan Ho,
yeni bir antioksidan oldugu kanitlanmistir. Ho'nin ilk olarak OH ve ONOO— dahil
en guclli oksidanlar1 secgici olarak azalttigi bildirilmis ve daha sonra bazi
patofizyolojik  kosullarda  superoksidan anyon  seviyesini  zayiflattigi

belirtilmistir.>

H> hizh gaz difizyonu ile etkili bir antioksidan gorevi gordigi
bildirilmistir. Bir sicanin midesine hidrojene doymus su (hidrojen suyu)
yerlestirildiginde, kanda birkaguM seviyesinde hidrojen tespit edilmis. Hidrojen
gaz1 strekli tiiketim i¢in uygun olmadigindan, fareler kullanarak hidrojen gazi
solumak yerine istenildigi kadar hidrojen suyu i¢ip igmedigini, oksidatif stresi
azaltarak bilissel bozuklugu Onleyip onlemedigi arastirilmis.Hidrojenli suyun,
kognitif veya diger néronal bozukluklarda 6nleyici kullanim i¢in uygulanabilecegi
bildirilmistir.®

Hidrojen farkli ¢aligmalarda, farkli yollarla deneysel olarak kullanilmis.
Hidrojenli suyun peroral kullaniminin yani swra, intra vendz (iv) ve
intraperitoneal olarak da kullanilmistir. Hidrojenle zenginlestirilmis salinin iv

kullaniminin da bébrek dokusu iizerinde IR hasarini azalttig1 goriilmiistiir.%
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Yapilan pek ¢ok calismada hidrojen agisindan zengin salinin renal®?°%,
karaciger®® ve intestinal®* IR hasarma kars1 antioksidatif ve antiinflamatuar
etkinligi oldugu bildirilmistir.

Bir ¢aligmada rabdomyolize bagli gelisen bobrek hasarinda HRSS dozlar
mukayese edilmis. Diisiikk dozlarda (5 ml/kg) da hidrojenden zengin salin

solisyonunun histolojik hasari azalttigi bulunmus; fakat yiksek dozlarda (10

ml/kg) daha iyi sonug alindig1 izlenmistir.®®

Hidrojen zengin salinin kardiyoprotektif etkisine farkli dozlarda bakilan bir
calismada ® 5; 7,5; 10 ml/ kg HRSS uygulanmus tiim dozlarda kardiyoprotektif

etki izlenmis. Doz artis1 ile etkinin arttigi gézlemlenmistir.

Izole edilmis rat kalbinde hidrojen zengin salin uygulanarak anti apopitotik
mekanizma incelenen bir ¢alismada; HRSS “nin myokard iskemi reperfiizyonunu

azalttig1 gdzlemlenmistir.®’

Hidrojen acisindan zengin salinle tavsanlarda akciger IR hasari
incelendiginde oksidatif hasarin zayifladigr ve dokulardaki endojen antioksidan
enzim  aktivitelerinin  arttigi, HRSS tedavisinin  koruyucu  etkisine

atfedilebilecegini diisiiniilmiistiir.%®

Ohsawa ve ark.® yaptiklarigalismada H>“nin reaktif oksijen trlerinin en
sitotoksik olani hidroksil radikalini secici olarak indirgedigi ve hucreleri efektif

bir sekilde korudugunu; fizyolojik 6neme sahip diger ROS“lar ile etkilesime
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girmedigini gostermis. Ayrica, H2 gazinin solunmasmin, miyokardiyal

[Rhasarinmn sigan modelinde enfarktiis boyutunu azalttig1 gdsterilmistir.

Hidrojen ag¢isindan zengin salinin ROS ve TNF-o/ niikleer faktor kappa B
(NF-Kb) yolunu baskilayarak karotis balon hasarindan sonra neointima olusumu
Uzerine etkisinin incelendigi ¢alismada, yeni bir antioksidan olarak ortaya ¢ikan
molekiiler hidrojen, anjiyoplasti sonrast neointimal hiperplazi ve restenozun
onlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir™®. Neointimal asir1
biliylimeyi inhibe etmesi, en azindan kismen ROS'u nétralize etme ve ardindan
TNF-o/NF-kByolunu baskilama kabiliyetine baglanmistir. Neointima olusumunun
hidrojen tarafindan engellenmesine yonelik kesin mekanizmanm, daha fazla

arastirilmasigerekmektedir.

Hayashida ve ark.®®, H, gazmin solunmasinn miyokardiyal IR sirasinda
kardiyoprotektif etki gosterip gostermedigini arastrmustir. Solunan Hz gazinin
hizla tasindigin1 ve tikali enfarktiisle iligkili arterin koroner kan akis1 yeniden
saglanmadan 6nce “riskli" iskemik miyokardiyuma bile ulasabilecegini
gostermisler. Iskemi ve reperflizyon sirasmda H; gazmin  solunmasi,
hemodinamik parametreleri degistirmeden enfarktis boyutunu 6nemli dlglide
azalttigini, boylece zararli sol ventrikiil (LV) yeniden sekillenmesini 6nledigini

gostermislerdir.

H2 gazi, klinik pratikte uygulanabilseydi, diger antioksidatif ilaglardan ¢ok
daha ucuza gelirdi. Bununla birlikte, Hogaz inhalasyonunun klinik uygulamasi
kolay degildir ve yanict ve patlayicit oldugu icin tehlikeli olabilir. Hidrojenden

zengin salin olarak adlandirilan H> gazina doymus fizyolojik salin ise
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uygulamasikolay ve giivenlidir. Bu nedenle, HRSS uygulamasinin miyokard IR
hasar1 modelinde koruyucu bir etki gosterip gostermedigini arastirdik’°.
Sicanlarda miyokard IR hasarmda HRSS tedavisinden sonra oksidatif stres ve

histopatolojik yanitin1 inceledik.
Hayvan deneylerinde ratlarin kullanima:

Laboratuvarda kolay uretilebilmeleri, sakin olmalari, kardiyak kollateral
dolasimlarnin az olmas1 ve daha &nceki miyokardiyal IR modellerinde

kullanilmalar1 nedeniyle deney hayvani olarak rat sectik.

Tablo 2:Ratlarm Genel Fizyolojik Bilgileri™

Parametre Ortalama deger
Yasam suresi (yil) 2,5-35
Rektal viicut 1s1s1 (°C) 35,9-375
Vicut agirligr (gr) 250-520

Kalp atim hizi (atim/dk) 250-450
Sistolik arter basinci (mmHQ) 88-184 (116)

Ortalama arter basinc1 (mmHQ) 78-171 (99)

Diyastolik arter basinci (mmHg) 58-145 (90)

Solunum sayist 100-150/dk
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4. GEREC VE YONTEM

Arastirmamiz Gazi Universitesi Rektérliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan, G.U.ET-20-057 kod numara ve 20.10.2020 tarihli etik kurul izni
alindiktan sonra Gazi Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)“inde

Ocak-2021 tarihinde gergeklestirildi.
Denekler ve ¢calisma gruplan

Arastirma amaci ile 24 adet eriskin erkek Wistar-Albino rat kullanildi.
Ratlar 20-21°C 1sida, 12 saat gece 12 saat giindiz peryodlar1 saglanarak ve
anestezi uygulamasindan 2 saat dncesine kadar yemelerine izin verilecek sekilde
bakildi.Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi. Yapilacak tiim cerrahi islemler ketamin

ve ksilazin anestezisi altinda steril kosullarda gergeklestirildi.

Sham grubu (Gr K, n=6): Bu gruptaki ratlara miyokart iskemisi
yapilmaksizin sadece sol torakotomi yapilip kapatilip, islemden 150 dakika sonra
anestezi altinda ratlarin miyokart dokusu c¢ikartilarak ve bu dokularda

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Hidrojen zengin salin solisyon grubu (Gr H, n=6):Bu gruptaki ratlara
miyokart iskemisi yapilmaksizin sadece sol torakotomi yapilip kapatildi, islem
boyunca hidrojenden zengin salin solisyonu 10 ml/kg olacak sekilde
intraperitoneal verildi. islemden 150 dakika sonra anestezi altinda ratlarm
miyokart dokusugikartilarak ve bu dokularda histopatolojik ve biyokimyasal

degerlendirmeler yapildi.

38



Miyokard iskemi/ reperfiizyon grubu (Gr MI/R, n=6): Bu gruptaki
ratlarda sol torakotomi yapildi. 30 dakika sure ile sol ana koroner (LAD)
ligasyonu yapilarak miyokard kasinda iskemi gergeklestirildi. 30 dakikalik
iskemiyi takiben LAD ligasyonu kaldirilarak reperfiizyon baglatildi. 120 dakikalik
reperflizyon sonrasinda anestezi altinda ratlarm miyokart dokusu ¢ikartilarak ve

bu dokularda histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Myokard iskemi/ reperfiizyon Hidrojenden Zengin Salin grubu (Gr
Mi/R-HRSS, n=6): Bu gruptaki ratlarda reperfiizyondan 5 dakika 6ncesi tek doz
intraperitoneal olacak sekilde 10 ml/’kg HRSS uygulandi. Ratlarda sol torakotomi
sonrasinda 30 dakika sure ile LAD ligasyonu ile miyokardiyal iskemi
gergeklestirildi. 30 dakikalik iskemiyi takiben ligasyon kaldirildi1 ve reperfiizyon
baslatildi. 120 dakikalik reperflizyon sonrasinda anestezi altinda ratlarin miyokart
dokusugikartilarak ve bu dokularda histopatolojik ve  biyokimyasal

degerlendirmeler yapildi.
Hidrojenle Zenginlestirilmis Salin Uretimi

Hidrojen, yiiksek bir basing (0.4 MPa) altinda, siiper doymus bir seviyeye
kadar 6 saat streyle % 0.9 salin icinde ¢ozlinduruldi. H2 tuzlu su, atmosferik
basing altinda 4 °C'de 6lii hacmi olmayan bir aliiminyum torba i¢inde saklandi,
gama radyasyonu ile sterilize edildi ve konsantrasyonun 0.6 mmol / L'de
muhafaza edilmesini saglamak i¢in haftada bir kez taze olarak hazirlandi. Ohsawa
ve arkadaglar1 tarafindan agiklanan yontemle salin icindeki hidrojen igerigini

dogrulamak i¢in gaz kromatografisi gergeklestirildi.®
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Cerrahi yontem

Deney baslangicinda; intramiskuler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda
ketamin hidrokilorid (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) ve 10 mg/kg“dan
ksilazin hidrokilorid (Alfazyne, %2, Ege Vet) verilerek anestezi saglandi. Islem,
bir 1sitma lambas1 altinda, ratlar supin pozisyonda iken gercgeklestirildi. Supin
pozisyonda yatirilip cerrahi sahalar1 tiras edildikten sonra boyun orta hatta
yaklagik 1cm®“lik vertikal insizyon yapildiktan sonra kiint diseksiyonlarla trakeaya
ulasild1 (Resim 1a) ve 16 Gintraket (Medipro Nova Cath Istanbul, Tiirkiye) ile
trakeostomi agild1 (Resim 1b). Mekanik ventilatore (Harvard Apparatus Rodent
Model Ventilator, Inspiraasv, Hollstone, ABD) baglanan ratlara islem siresince
%100 oksijen ile tidal volim 10-15ml/kg ve solunum frekans: 65-80/dk olacak
sekilde ventilasyon destegi saglandi. (Resim 2a ve 2b). Sol 4. Interkostal araliktan
yapilan insizyonla torakotomi yapildi (Resim 3a). Perikart zar1 soyuldu LAD

sahasindan 8/0 prolenle gecilerek iskemi yapildi (Resim 3b, 3c).

Resim 1: a ve Resim 1b
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Otenazi sonrasmda miyokard dokular1 biitiinluk bozulmayacak ve
travmatize edilmeyecek sekilde alindi. Histopatolojik inceleme igin %10*“luk
formol igine konuldu, sivi azot i¢inde dondurularak biyokimyasal inceleme igin -

80°C de sakland.

Histopatolojik degerlendirme

Sican kalp dokular1 histopatolojik degisiklerin analizi i¢in rutin doku takibi
sonrast parafine gomuldi. Parafin bloklardan mikrotom (Leica SM 2000,
Germany) ile kalbin bazisine paralel, Sum kalinliginda transvers kesitler alinarak
H&E ile boyandi. Hazirlanan doku ornekleri Leica DM 4000B (Germany)
bilgisayar destekli 1sik mikroskobunda gorintilenerek Leica LAS V4.9
programinda degerlendirildi. Iskemi reperfiizyon hasarmi degerlendirmek icin
kalp dokusu Kkesitlerinde interstisyel 6dem, kardiyomiyosit dejenerasyonu
(kardiyomiyositlerde 6dem, vakuolizasyon), subendokardiyal hemoraji ve
kontraksiyon band olusumu incelendi 2”3, Bunun igin her bir hayvandan alinan
S5um kalinligindaki Kesitlerde lezyonlarm siddeti (O=hasar yok, 1=hafif hasar,
2=orta derecede hasar ve 3=belirgin hasar) ve lezyonlarin yayilimi (O=hasar yok,
1=fokal hasar, 2=multifokal hasar ve 3=yaygin hasar) skorlandi. BOylece her kalp
dokusu i¢in her bir degiskene ait ortalama bir siddet skoru ve ortalama bir yayilim
skoru belirlendi ve daha sonra ortalama bir grup skoru hesapland: ?"*Tum bu

veriler gruplar arasi karsilagtirildi.
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Biyokimyasal degerlendirme
Dokularin Homojenizasyonu

—80° dondurucuda tutulan dokular sivi azot dolu tasiyic1 kaba alindiktan
sonra kullanilacak olan 6rnek eppendorf tiipiinden ¢ikarildi. Coziinmesine izin
verilmeden dokular hizla hassas terazide tartilip 22 numarali bistliri ucu
(PLUSMEDe) kullanilarak 80-100 mg olarak ayrildi. Alinan doku pargalari
porselen havanda sivi azot varhiginda ezildi. Toz halindeki dokular
homojenizasyon tiipiine aktarilip lizerlerine; her bir gram doku i¢in, diliisyon 1/10
olacak sekilde 140 mM KCI solisyonu eklendi. Homojenizasyonda is1 artisi
olmamasi i¢in homojenizasyon tlplu kar dolu cam beher icinde tutularak, iki
dakika sire ile 50 doniis/dakika (rpm) hizda homojenizatér (Glas_Col K5424)
ile homojenizasyon islemi tamamlandi. Homojenizat eppendorf tiplne
alimdi.Eppendorf tiipleri parafilm ile kaplandiktan sonra 3000 rpm“de 10 dakika
santrifuj (Hettich Mikro 200Re) edildi.Santrifiij sonras1 supernatant baska bir
eppendorf tiipiine alinarak Total Oksidatif Durum (TOS) ve Total Antioksidan

Durum (TAS), PON ve Arilesteraz 6l¢iimleri yapildi.

Total Antioksidan Durum (TAS) Olgiimi

Total antioksidan seviye Olciminde, TAS kiti (RelAssay Diagnostice,
Tiirkiye) kullanildi. TAS 6l¢iimii i¢in, kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde, 500
mL reaktif 1 (6l¢im tamponu) ve 30 mL 6rnek karistirilip spektrofotometre ile
(NanoDrop®ND-1000), 660 nm“de absorbans 6lgimi yapildi (Al). Eppendorf

tupundeki karistma 75 mL reaktif 2 (renkli 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
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stlfonik asit), (ABTS) soltsyonu eklendi. Tlp parafilme kaplanarak, 37 °C deki
sicak su banyosunda (Simsek Laborteknik®) 5 dakika inkiibe edildi. .inkiibasyon

sonrast 660 nm“de absorbans Olcimi yapildi (A2). Standart Olgimi icin, 1
mmol/L konsantrasyonundaki Trolox Eq ¢ozeltisi 6rnek yerine kullanildiilk ve
ikinci 6lgiimler iiger defa yapilarak ortalamasi alindi.Ikinci absorbans degerinden
(A2) ilk absorbans degeri (Al) ¢ikarilarak absorbans degisimi (AAbs)
hesaplandi. TAS diizeyleri kitte belirtilen formiille hesaplandi ve mmol Trolox
Eqg/L olarak ifade edildi.

TAS = [(AAbs H20 - AAbs Ornek) / (AAbs H20 - AAbs Standart)]

Total Oksidatif Durum (TOS) Olcumii

Total oksidan seviye 6lcuminde, TOS Kkiti (RelAssay Diagnostice,
Tirkiye) kullanildi. TOS 6l¢iimii i¢in, kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde, 500
mL reaktif 1 (6lcim tamponu) ve 75 mL 0Ornek karistirilip spektrofotometre
(NanoDrop®ND-1000) ile 530 nm“de absorbansi1 dlcimi yapildi (Al). Karisima
25 mL reaktif 2 (pro-kromojen soliisyon) eklendi.Tlp parafilmle kaplanarak

37°C*deki sicak su banyosunda (Simsek Laborteknik®) 5 dakika inkiibe

edildi.inkiibasyondan sonra 530 nm“de absorbans 6l¢iimii yapild: (A2).Standart
Olcimi icin kitte verilen, 10 pumol/L hidrojen peroksit (H202) ekivalan/ litre
iceren standart cozeltisi kullanildi.ilk ve ikinci olctimler ticer defa yapilarak
ortalamas1 alindi.Ikinci absorbans degerinden (A2) ilk absorbans degeri (Al)
cikarilarak absorbans degisimi (AAbs) hesaplandi. TOS diizeyleri kitte belirtilen

formulle hesaplandi, mmol H.O> Eq/L olarak ifade edildi.
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TOS= [(AAbs 6rnek) / (AAbs standart)] x Standart Konsantrasyonu (10

pumol/L)

Paraoksanaz (PON) Olgiimii /Arilesteraz élgimii

Serum  PON-1 seviyeleri, modifiye Eckerson yontemi kullanilarak
spektrofotometrik olarak olgiildii.ilk paraokson hidroliz oranlar1 (O-dietil-0-p-
nitro-fenilfosfat; Sigma Chemical Co., Londra, Ingiltere), 37 © C'de 405 nm'de

serbest kalan p-nitrofenol dlgtilerek belirlendi™.

istatiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 20.0 bilgisayar programinda asagida
siralanan testler kullanilarak gergeklestirildi ve p<0.05 anlamli kabul edildi.
Bulgular ortalama + standart hata (SH) olarak verildi. Veriler Kruskal-Wallis
varyans analizi ile degerlendirildi. Anlamhlik tespit edilen degiskenler,

Bonferroni diizeltmeli Mann-Withney U testi ile degerlendirildi.
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5. BULGULAR

Hemotoksilen — Eozin (H&E) boyali Kesitlerin analizinde, kontrol
grubundan hayvanlarin Kkardiyak dokularinda, genel olarak belirgin diskus
interkalarisler ve enine ¢izgilenmeleri ile saglam miyokardiyal hiicrelerin oldugu
alanlarda hafif bir konjesyon goze ¢arpmustir (Sekil 7. A). Kontrol ve HRSS
grubundan hayvanlarin doku &rneklerinde benzer diizeyde interstisyel 6dem
izlenirken, kontrol grubunda hafif konjesyon (Sekil 7. B), HRSS grubunda ise
belirgin konjesyon (Sekil 7. C) yan1 sira fokal eritrosit ekstravazasyonu dikkati

cekmistir (Sekil 7. D).
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Sekil 7: H& E boyah kardiyak doku kesitleri.

Kontrol ve HRSS grubuna ait gérunttlerKontrol (A ve B) ve HRSS (C ve D) grubundan sican
kalplerine ait mikrograflar gorilmektedir. Kontrol hayvanlarina ait Kkesitlerde diskus
interkalaris (siyah ok baslari; A) ve enine cizgilenmelerin belirgin oldugu saglam miyokardiyal
hicreler ve hafif duzeyde konjesyone damarlar (mavi oklar; A ve B) izlenmektedir. Hafif
interstisyel odemin (mavi ok baslar; B) izlendigi kesit alanlarinda, yer yer hiicrelerin ddem
nedeniyle soluklasag: gorilmektedir. HRSS grubundan sican kalbine ait Kesitlerde hafif
interstisyel ddeme (mavi ok baslari; C) belirgin konjesyon (mavi oklar; C ve D) ve yer yer
eritrosit ekstravazasyonunun (siyah oklar; D) eslik ettigi goriilmektedir. Tiim mikrograflar icin
bar 50 um. H&E.

IR grubundan kardiyak dokularm mikroskobik analizinde iskemik hasara
ugramig kardiyomiyositler arasinda degisen derecelerdeki interstisyel ddeme
eritrosit ektravazasyonu ve hafif duzeyde lokosit infiltrasyonunun eslik ettigi
goriilmiistiir (Sekil 8 A). Baz1 alanlarda koagtlasyon nekrozunun bir gdstergesi
olarak kardiyomiyositlerde eozinofili artis1 izlenirken (Sekil 8 B), interstisyel
O0demin daha siddetli oldugu alanlarda ise 6dem nedeniyle aralarindaki mesafe
genisleyen bir kisim nekrotik miyokardiyal hiicrelerin incelme ile belirgin dalgali

lif goriiniimii sergiledigi gozlenmistir (Sekil 8 C).
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Sekil 8: IR grubuna ait kardiyak doku kesitleri

IR grubundan sican kalbine ait mikrograflar gorviilmektedir. Kesitte interstisyel ideme eslik
eden eritrosit ektravazasyonu (mavi ok baslari; A ve C) ve hafif diizeyde Iokosit infiltrasyonu
(siyah ok baglari; A) izlenmektedir. Yine belirgin interstisyel odemin yam sira, birkac drnegi
mavi oklarla gdsterilen nekrotik kardiyomiyositlerdeki hipereozinofili ve karyolizis ile uyumlu
nukleus degisiklikleri gorulmektedir (B). Siddedi interstisyel odemin gériildiigii doku
kistmlarinda ise nukleusunu ve enine cizgilenmelerini kaybetmis dalgali lifler halindeki
nekrotik kardiyomiyositler (siyah oklar; C) izlenmektedir. Tim mikrograflar i¢in bar 50 pm.
H&E.
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IR-HRSS grubuna ait kesitler degerlendirildiginde, Yyine hasarli
miyokardiyal alanlarda interstisyel 6dem, eritrosit ekstravazasyonu ve hafif bir
16kosit infiltrasyonu izlenmistir. Interstisyel demin daha hafif oldugu alanlarda
kardiyomiyositlerin 6dem nedeniyle soluk boyandigi goézlenirken (Sekil 9 A),
6demin gorece daha belirgin oldugu alanlarda ise kardiyomiyosit hasarinin da
daha belirgin oldugu ve hicrelerin sitoplazmik vakuolizasyon sergiledigi

goriilmiistiir (Sekil 9. B).
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Sekil 9: IR HRSS grubuna ait kardiyak doku kesitleri

IR-HRSS grubundan sican kalbine ait mikrograflar goriilmektedir. Interstisyel 6demin daha
fokal izlendigi kesitte (A), odemli alanlarda eritrosit ekstravazasyonu (mavi ok baslari; A) ve
hafif diizeyde lokosit infiltrasyonu (mavi oklar; A) dikkati cekmektedir. Bir kisminin boyuna
kesitlerinin de gériildiigii hasarli kardiyomiyositlerde ise enine cizgilenme kaybr ve hicre
odeminin neden oldugu soluk boyanma gizlenmektedir (siyah oklar; A). Interstisyel Gdemin
gorece daha belirgin oldugu kesit alanlarinda ise (B), eritrosit ekstravazasyonuna (mavi ok
baslari; B) ve lokosit infiltrasyonuna (mavi oklar; B), sitoplazmik vakuolizasyonun goriildiigii
daha siddetli bir hicre hasarmmin (siyah ok baslari; B) eslik ettigi gorulmektedir. Her iki
mikrograf i¢in bar 50 um. H&E.
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Doku hasarinin  belirlenmesinde  degerlendirilen  parametrelerden
interstisyel 0dem-siddeti dlzeyi gruplar arasinda anlamli olarak farkh
bulunmustur (p=0.003). IR grubunda kontrol ve HRSS gruplarina gére interstisyel
odem-siddeti daha fazla gériilmiistiir (p=0.001, p=0.001, sirasiyla). I/R grubuyla
karsilastirildiginda, IR-HRSS grubunda interstisyel 6dem siddeti anlamli olarak
diisiik bulunmustur (p=0.007), (Tablo 1). Interstisyel 6dem-yayilimi gruplar
arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.046). I/R grubunda kontrol
grubuna gore yayilim daha fazla goriilmiistiir (p=0.011). Kontrol, HRSS ve I/R-
HRSS gruplarinda ise interstisyel 6dem-yayilimi gruplar arasinda benzer

bulunmustur (p=0.034), (Tablo 1).

Kardiyomiyositlerde 151k mikroskobi diizeyinde gozlenen degisiklikler ele
alindiginda, HRSS grubunda daha hafif olmak iizere, kontrol ve HRSS grubundan
hayvanlarin bir kisminin kalp dokularinda az sayida hiicre gruplarinda
vakuolizasyon ve hiicresel 6dem nedeniyle soluk boyanma gdzlenmistir. iskemi
reperflizyon hasar1 olusturulan gruplarda ise kardiyomiyositlerde 6dem ve kiigiik
vezikller gorunimde hidropik degisikliklerden sitoplazmik vakuolizasyona,
sitoplazmik hipereozinofili ve kardiyomiyositlerin dalgali lif gdériiniminden
piknoz ve Kkaryolizis gibi nikleus degisikliklerine kadar farkli gorinimde

dejenerasyonu gosteren lezyonlar izlenmistir (Sekil 7 ve 8; ayrica Sekil 9 ve 10).
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Sekil 10: R grubundan sican kalbine ait mikrograflar gorilmektedir.

Belirgin interstisyel ddemin de izlendigi kesit alaninda (A), hasarli kardiyomiyositlerde odem
(siyah kivrik oklar; B) ve kiiguk vezikiler gérinimde hidropik degisiklikler (mavi ok baslari;
A), biiyiik sitoplazmik vakuoller (siyah ok baslari; A ve B) yani sira piknoz (mavi oklar; A) ve
karyolizis (siyah oklar; A) ile uyumlu nlkleus degisiklikleri izlenmektedir. Her iki mikrograf
icin bar 50 um. H&E.

52



1, ALY AT K

Ve T T FRNCH
e & ¢ Yo IE/. s 4 £

A4 A R o7 L bis 4 . A
Sekil 11:IR-HRSS grubundan si¢an kalbine ait mikrograflar goriilmektedir.

Kardiyomiyositlerde degisen derecelerde vakuolizasyon (siyah ok baslar;; A ve B), bazi
hiicrelerde de piknozis (mavi ok bagslari; A ve B) ve karyolizis (mavi oklar; A ve B) gibi niikleer
degisiklikler gériilmektedir. Her iki mikrograficin bar 50 um. H&E.

Kardiyomiyositlere  ait  bu  degisiklikler — degerlendirildiginde,
kardiyomiyosit dejenerasyonu (6dem, vakuolizasyon)-siddet dlzeyi gruplar
arasmda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.002). I/R grubunda kontrol ve
HRSS gruplarina gore kardiyomiyosit dejenerasyonu (6dem, vakuolizasyon)-

siddeti daha fazla goriilmistiir (p=0.002, p=0.001, sirasiyla). Ayrica
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kardiyomiyosit dejenerasyonu (6dem, vakuolizasyon)-siddeti I/R-HRSS grubunda
HRSS grubuna goére anlamli olarak yliksek bulunmustur (p=0.035), (Tablo 3).
Kardiyomiyosit dejenerasyonu (6dem, vakuolizasyon)-yayilim diizeyi gruplar
arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.017). I/R grubunda kontrol ve
HRSS gruplarina gore kardiyomiyosit dejenerasyonu (6dem, vakuolizasyon)-

yayilimi daha fazla goriilmistiir (p=0.006, p=0.006, sirasiyla), (Tablo 3).

Iskemi-reperfiizyon hasarinin morfolojik degerlendirilmesinde kullanilan
parametrelerden biri olan kontraksiyon bandlar1 HRSS grubunda en hafif, I/R
grubunda ise en belirgin bicimde gozlenmesine ragmen gruplar arasi farkliliklar
istatistiki olarak anlamli olmayip, kontraksiyon band olusumunun siddeti ve
yayilimi gruplar arasinda benzer bulunmustur (p=0.121, p=0.246, sirasiyla),

(Tablo 3; Sekil 11).

54



Sekil 12: Kontrol (A), HRSS (B), IR (C) ve IR-HRSS (D) grubundan sigan
kalplerine ait mikrograflar gérilmektedir.

Her bir mikrografta temsili olarak birka¢ kontraksiyon band olusumlari siyah ok baslar: ile
gosterilmigtir. TUm mikrograflar icin bar 50 pm. H&E.

Kontrol (), HRSS (B), IR (C) ve IR-HRSS (D) grubundan sican kalplerine ait mikrograflar
gorulmektedir. Her bir mikrografta temsili olarak birkag kontraksiyon band olusumlar: siyah
ok baglar ile gosterilmistir. Tiim mikrograflar icin bar 50 um. H&E.

Degerlendirmeye katilan histomorfolojik degisikliklerden subendokardiyal
hemorajinin siddeti ve yayilimi ise gruplar arasinda yine benzer bulunmustur

(p=0.404, p=0.178, sirasiyla), (Tablo 3; Sekil 12).
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Sekil 13:Kontrol (A), HRSS (B), I/R (C) ve I/R-HRSS (D) grubundan sigan
kalplerine ait mikrograflar gérilmektedir.

Gruplara ait temsili mikrograflarda subendokardiyal hemoraji alanlar: siyah ok bagslar: ile
gosterilmigtir. TUm mikrograflar icin bar 50 pm. H&E.
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Tablo 3: Rat miyokard dokusu histopatolojik bulgular1 [Ort £ SH]

Grup K Grup HRSS | Grup iR Grup iRHRSS | P**
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
interstisyel 6dem-siddet 0.83+0.17* | 0.831£0.17* | 1.67+0.21 | 1.00+0.00* 0.003
interstisyel 6dem-yayilim 0.80+0.20* | 1.33+0.33 2.00+£0.37 | 1.66%0.21 0.046
Kardiyomiyosit dejenerasyonu | 0.67+0.21* | 0.50+0.22* | 2.00+0.37 | 1.33+0.21& 0.002
(6dem,vakuolizasyon)-siddet
Kardiyomiyosit dejenerasyonu | 0.60+0.25* | 0.67+0.33* | 1.83+0.31 | 1.16+0.17 0.017
(6dem,vakuolizasyon)-yayilim
Subendokardiyal hemoraji- | 0.50+0.22 0.50+0.22 0.67+0.22 | 0.17+0.17 0.404
siddet
Subendokardiyal hemoraji- | 0.50+0.22 0.50+0.22 1.00£0.37 | 0.17+0.17 0.178
yayilim
Kontraksiyon, band olusumu- | 0.33+0.21 0.17+0.17 1.00+£0.37 | 0.6710.21 0.121
siddet
Kontraksiyon, band olusumu- | 0.33+0.21 0.17+0.17 0.83+0.31 | 0.50+0.22 0.246

yayilim

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup I/R ile karsilastirldiginda
&p<0.05: Grup HRSS ile karsilastirildiginda

Gruplar (miyokard dokusu) TOS enzim aktivitesi agisindan kendi

aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.006). TOS

enzim aktivitesi I/R grubunda K, HRSS ve I/R-HRSS gruplarma gére anlamli

yiksek olarak bulundu (p=0.032, p=0.008, p=0.001, sirastyla), (Tablo 4).

Gruplar (miyokard dokusu) TAS enzim aktivitesi agisindan kendi

aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.002). TAS

enzim aktivitesi I/R grubunda K, HRSS ve I/R-HRSS gruplarmna gore anlaml

diistik olarak tespit edildi (p<0.0001, p=0.016 p=0.006, sirasiyla), (Tablo 4).
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Benzer sekilde gruplar (miyokard dokusu) PON enzim aktivitesi agisindan

kendi aralarinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.036).

PON enzim aktivitesi /R grubunda K, HRSS ve I/R-HRSS gruplarina gore

anlamli disiik olarak tespit edildi (p=0.014, p=0.042 p=0.042, sirasiyla), (Tablo

2).

Arilesteraz ise gruplar arasinda benzer bulundu (p=0.922), (Tablo 4)

Tablo 4: Rat miyokard dokusu oksidan durum parametreleri [Ort + SH]

Grup K Grup HRSS Grup iR Grup p**
iRHRSS
(n=6) (n=6) (n=6)
(n=6)
TAS (nmol/mL) 1.60+0.11* 1.49+0.13* 1.32+0.10 1.51+0.10* 0.002
TOS (IU/mg.pro) 21.74+1.86* 21.05+1.75* 24.20+2.05 19.97+£1.70* | 0.006
ARES (IU/mg.pro) 353.17+35.04* 369.67+7.86 365.50+£2.50 364.3314.93 | 0.922
PON (IU/mg.pro) 13.1742.75* 15.1742.59* 23.67+2.56 15.1743.13* | 0.036

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup L/R ile karsilastirildiginda
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6. TARTISMA

Yapilan bir ¢alismada, koroner kalp hastaliginda akut miyokard
enfarktiisiinin  neden oldugu MiRi'nin hastalarm 10'unun 6lmesine neden
olacagin1 ve kardiyak disfonksiyon insidansinin% 25'i astigin1 gosteriyor”.
Iskemi-reperflizyon hasar1 (IRI), basarili reperfiizyonun neden oldugu bir dizi
kapsamli ve karmasik inflamatuar reaksiyonun eslik ettigi, deneysel ve klinik
ortamlarda yetersiz oksijen beslemesinin neden oldugu doku hasarmni ifade eder;
bu, lokal doku hasarin1 siddetlendirebilir ve uzun sire fonksiyonuna zarar
verebilir. Bu sonu¢ ayn1 zamanda IRI'nin 6zelligidir. IRi'nin teorik temeli 2
hipoteze dayanmaktadir. Ilk olarak, doku iskemisi sirasinda ¢ok sayida hiicre geri
dondiiriilemez bir sekilde yok edilir ve sonunda yok olurken, diger hiicreler agikca
yasayabilir durumda kalacaktir. ikincisi, birgok hiicre 6liim riski altinda olmasma
ragmen, ¢ok sayida varsayilan hiicre potansiyel olarak yasayabilir olarak kabul

edilmektedir’®.

Deneysel calismalar, miyokardiyal reperfiizyon hasarmnin zararh etkilerine

aracilik etmek icin birlikte hareket eden birkag kritik faktor tanimlamustir.

Oksidatif stres bunlardan biridir. Miyokardiyal reperfuzyonun ilk birkag
dakikasinda, ¢esitli kaynaklar tarafindan bir oksidatif stres patlamasu iiretilir.””,"
Bu zararli oksidatif stres, bir dizi farkli mekanizma yoluyla miyokardiyal hasar
ve kardiyomiyosit 6liimiine aracilik eder. Bu gozlemlere dayanarak, antioksidan

tedavinin dogal olarak bu tir yaralanmalar1 6nlemek icin uygun bir secenek

oldugu diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, bu ¢alisma baz1 dokularm iR hasarlanmasida
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koruyucu etkisi gosterilmis HRSS*nin miyokard IR hasar1 modelindeki miyokard

hasar1 tizerine olas1 yararl etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapild1

Bununla birlikte, hem deneysel hem de klinik c¢alismalar, miyokardiyal
reperflizyon baslangicinda antioksidan tedavinin uygulanmasiyla karisik sonuglar
bildirmistir. Bunun nedeni kismen antioksidanin hiicreye girememesinden
kaynaklaniyor olabilir. Bu baglamda, mitokondriyal spesifik antioksidanlarin

kesfi daha etkili olabilir.”

Akut Mi'ye eslik eden inflamatuar yamitm, Olimclil miyokardiyal
reperflizyon hasarinin patogenezine katkida bulunup bulunmadigi yoksa akut
miyokardiyal hasara bir reaksiyon olup olmadig1 acik degildir.®Deneysel
calismalar, hiicre adezyon molekiillerine kars1 antikorlar®ve kompleman
aktivasyonunun inhibisyonu®?kullanilarak miyokardiyal reperfiizyon srasmnda
inflamatuar stireci inhibe etmek icin tasarlanmis terapotik stratejilerle Mi'da
onemli azalma bildirmisse de, bu terapdtik yaklasimi kullanan ilgili Klinik

calismalar bly(k olctide olumsuzdur.83,7

Akut inflamatuar reaksiyon, Iokosit aktivasyonu ve adezyon
molekillerinin ve sitokinlerin ekspresyonu yoluyla IR hasarinda &nemli bir rol
oynar. ROS, IR hasarinda lokosit aktivasyonu ile yakindan iliskilidir. ROS'U
temizleme yontemleri, iltihaplanma reaksiyonunu hafifletebilir.  Hidrojen
molekiilii elektriksel olarak nétr oldugundan ve oksijen molekiliinden ¢ok daha
kiucuk oldugundan, zarlara kolayca nifuz edebilir ve ¢ogu antioksidanin

ulasamayacag cekirdek ve mitokondri gibi hiicrelere ve organellere girebilir.®*
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izole edilmis rat kalbinde hidrojen zengin salin uygulanarak anti apopitotik
mekanizma incelenen bir ¢alismada; HRSS“nin miyokard iskemi reperfiizyonunu

azalttig1 gdzlemlenmistir.®’

Literatiir taramasinda HRSS*nin kardiyak IR hasar1 iizerine olan etkisi ile
ilgili c¢alismalar kisithdir. Yapilan deneysel c¢alisma ile bu konuya katki
saglanmasmi amagladik. IR hasar1 torakotomi agilarak LAD ligasyonu ve
sonrasinda ligasyon agilarak reperflizyon baglatilmasi ile modelleme olusturuldu.
Bu deneyde reperfuzyon dncesinde HRSS uygulanarak bu maddenin deneklerde
olusturdugu histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklerin tespit edilmesi iizerine

kurulu bir ¢alisma yapild.

Iskemi/reperfiizyon hasar1 prognoz, cerrahi basar1 ve hastalarin yasam
stiresini etkileyen en 6nemli etkenlerden biridir. Bu hasarm olumsuz sonuglarmin
azaltilmasi i¢in yeni ilaglar ve tekniklerin gelistirilmesi son derecede dnemlidir.
Gunimuizde kalp cerrahisinde uygulanan prosedurlerde genellikle kalp/akciger
pompasi kullanim1 ile iatrojenik miyokardiyal iskemi ve takiben reperfiizyon
olugturulmasi, bu konuda yapilan c¢aligmalarn kalp Uzerine daha fazla
odaklanmasma neden olmustur. Miyokardiyal koruma alaninda ¢ok 6nemli
gelismeler olmasima ragmen, reperflizyon sirasinda kullanilacak ideal ilag, teknik,
soliisyon veya metod heniiz net olarak tanimlanmamustir. Bu durum, IR hasarmin
mekanizmasinin tam agiklanamamasi ve fizyopatolojisindeki karmasiklik ile
aciklanmaktadir. Konuyla ilgili yapilan g¢alismalarda temel odaklanilan alan,

hlcrelerin hasarlanmasmin patogenezindeki serbest oksijen radikallerinin
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Uretiminin inhibisyonu, antioksidan mekanizmalarm rolinin belirlenmesi ve

antioksidan serbest radikal yakalayic1 tedavi denemeleridir 8.

Miyokardial ~ iskemi  reperfuzyon hasarmin  etyopatogenezindeki
mekanizmalarin kismen agiklanmaya baslanmasi ile Dbirlikte, IR hasarmdan
korunmak i¢in bir¢ok ila¢ glindeme gelmistir. Bunlarin arasinda, vitaminler, ACE
inhibitorleri, NO-dondrleri, adenozin, Na+-H+ degistirici inhibitorleri, glutamat,
aspartat, aprotinin, metilprednisolon, Ca++ kanal blokerleri, ATP duyarli K+
kanal acicilari, glukoz—instlin—-K+ soliisyonlari, prostoglandinler, glutatyon, N-
49 asetilsistein, pentoksifilin, C1 esteraz inhibitori, Endotelin-1 reseptor

antagonisti ve anestezik ajanlar yer alir.

ROS, iskemik miyokardin reperflizyonunda dretilir ve 6limcul
reperfiizyon hasarinmn dnemli bir nedeni olarak kabul edilir "®®. Radikal oksijen
tiirleri O2 veH202, simdiye kadar hi¢gbir enzimin detoksifiye edemedigi OH ve
ONOO'nun aksine antioksidan savunma enzimleriyle detoksifiye edilir. Son
zamanlarda, hidrojen gazmmm bu iki zararh ROS'u secici olarak azalttigi
gosterilmistir °. Hidrojen molekiilii elektriksel olarak nétr oldugundan ve oksijen
molekilinden ¢ok daha kicik oldugundan, zarlara kolayca nlfuz eder ve
cekirdek ve mitokondri gibi hiicrelere ve organellere girer. Bu 6zellikle 6nemlidir,
cunki ikincisi reperflizyondan sonra reaktif oksijen tirlerinin birincil Gretim
alamdir ve herkesinbildigi gibi hedeflenmesi zordur &'. Kalp, en yiiksek perfiize
dokulardan biri oldugu igin, intramiyokardiyal H2 konsantrasyonunun,
hidrojenden zengin salinin intraperitoneal enjeksiyonundan hemen sonra artmasi

mUmkunddr.
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Son zamanlarda, Ohsawa ve ark.lar1 ilk olarak, bir antioksidan olarak
hidrojen gazmin, oksidatif stresin neden oldugu bircok yaygin hastalikta
potansiyel koruyucu ve tedavi edici rolleri oldugunu bildirdi . 2010 yilinda Ji ve
ark. H: inhalasyonunun toksik oksijen radikallerini segici olarak ortadan
kaldirarak IR'nin neden oldugu beyin hasarmi belirgin sekilde baskiladigmni
bildirmislerdir % . Bunu takiben, hidrojenden zengin salinin siganlarda bdbrek,
miyokardiyal, bagirsak ve akciger IR yaralanmalar1 (izerindeki olas1 terapotik
etkilerini arastran daha fazla calisma yapildi 5%, °%lve iskemi-reperfiizyon
alanlarinda ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin arttigin1 gosteren daha fazla calisma

vardi. %2

Bizim calismamizda IR grubu ile IR HRSS Kkarsilastirildiginda oksidan

durum parametreleri arasinda anlamli fark bulundu.

Hidrojenden zengin salinin ratlarda kardiyopulmoner bypass sirasinda iv
olarak uygulanmasminda myokardiyal hasar1 azalttigina yonelik calismalar

vardir,®

Derin hipotertmik total sirkulatuar arrest olusturulacak ratlarla yapilan bir
calismada 5 ml/kg olacak sekilde reperflizyondan 10 dakika 6nce uygulanan
hidrojen zengin salin oksidatif stresi azalttig1 ve serebral protektif etkinligi oldugu
bildirilmistir.%

Hidrojen zengin salinin kardiyoprotektif etkisine farkli dozlarda bakilan
bir galismada®® 5; 7,5; 10 ml/ kg HRSS uygulanmus tiim dozlarda kardiyoprotektif
etki izlenmis. Doz artis1 ile etkinin arttigi gozlemlenmistir. Bizim ¢alismamizda
da HRSS 10 ml/kg olacak sekilde kullanilmistir.
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Yapilan bir ¢alismada pulmoner hipertansiyon olusmus ratlara giinde bir
kere 5 ml/kg intraperitoneal uygulanan hidrojenden zengin salinin hemodinamiyi

ve sag ventrikiil hipertrofisini iylestirdigi de gdzlemlenmistir.%®

Bizim calismamizda IR grubu ile IR HRSS Kkarsilastirildiginda oksidan

durum parametreleri arasinda anlamli fark bulundu.

Calismamizda TAS IR grubunda K grubuna gére anlamli diisiik bulundu.
Ayrica IRHRSS grubunda TAS diizeyi IR grubuna gére anlamli yiiksek tespit
edildi. Bu durum HRSS nin reperfiizyondan &nce verilmesinin IR hasarma kars1

koruyucu oldugunu gostermistir.

Calismamizda TOS IR grubunda K grubuna gére anlamli yiiksek bulundu.
Ayrica IRHRSS grubunda TOS diizeyi IR grubuna gore anlamli diisiik tespit
edildi. Bu durum HRSS nin reperfiizyondan dnce verilmesinin IR hasarma kars1

koruyucu oldugunu gostermistir.

Calismamizda PON ve arilesteraz dlgiilerek kalp dokusundaki IR hakkinda
bilgi edindik. PON enzimi, LDL'yi oksidasyondan koruyarak ve hidrojen peroksit
dahil serbest radikalleri notralize ederek antioksidan aktivite gosterir®4’48 Bu
denge bozuldugunda oksidatif hasar meydana gelir. Artmus lipid peroksidasyonu
aym1 zamanda artmis oksidatif stresin sonuglarindan biridir *°. In vivo ve in vitro
calismalarda artrms lipid peroksidasyonunda eritrosit fonksiyonlarmin ve
membran biitiinligiiniin baz1 parametrelerinin bozuldugu bildirilmistir. Artmig
oksidatif stres ile iligkili lipid peroksidasyonu nedeniyle ortaya ¢ikan iriinler,
membran gegirgenligini ve mikro viskoziteyi onemli Olcude etkiler. Boylece
eritrositlerin deforme olma kapasitesinin azaldig1 ve hayatta kaldiklar1 gézlenmis
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%09 Calismamizda PON ve arilesteraz diizeyindeki diisiis Cizova ve ark., rat
cinsinin iskeminin (iskemi siiresine bagl olarak) dogal antioksidan aktivitesini
arttirdig1 hipoteziyle agiklanabilir. Yazici ve ark., yaptigi c¢alismada uzamis
iskemi stiresinde intestinal IR hasar1 bulunan ratlarda PON diizeyinde artis
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, bu verileri agiklamak icin daha ileri
calismalara ihtiyac vardir.%,%

Calismamizda arilesteraz (ARES) IR grubunda K grubuna goére anlamli

yiiksek bulundu, ancak IR HRSS grubunda ARES diizeyi diisiik bulunmasina

ragmen istatiksel olarak anlamli fark tespit edilememistir.

Calismamizda PON IR grubunda K grubuna gore anlamli yiksek
bulundu. Ayrica IRHRSS grubunda PON diizeyi IR grubuna gore anlaml diisiik
tespit edildi. Bu durum HRSS"nin reperfiizyondan dnce verilmesinin IR hasarma

kars1 koruyucu oldugunu gdstermistir.

Calismamizda histopatolojik olarak elde edilen verilerde interstisiyel 6dem
siddeti IR grubunda K grubuna gore anlamli yilksek bulunmus, IR HRSS
grubunda interstisiyel ddem siddeti IR grubuna gére anlaml diisiik bulundu. Bu
bulgular HRSS“nin interstisiyel édem siddetinin gelisimi yonunden koruyucu

etkisi oldugu seklinde yorumlanabilir.

Interstisiyel 6dem yayilim IR grubunda K grubuna gore anlamli yiiksek
bulundu. IR“nun interstisiyel 6dem yayilimini arttirdig: tespit edilmistir.
Intraperitoneal olarak uygulanan HRSSnin interstisiyel dem yayilimmi azalttig1

goriilmiistiir, ancak bu deger istatiksel olarak anlamli bulunmamustir. Jing ve
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ark.%® yaptiklar1 ¢aliymada isoproterenol ile myokard IR hasari olusturulan

ratlarda HRSS histopatolojik olarak 6dem ve inflamasyonu azalttig1 saptanmis.

Kardiyomyosit dejenerasyon siddeti IR grubunda K grubuna gore anlamli
yilksek bulundu. IR“nun kardiyomyosit dejenerasyon siddetini arttirdig1 tespit
edilmistir. Intraperitoneal olarak uygulanan HRSS“nin interstisiyel kardiyomyosit
dejenerasyon siddetini azalttigi goriilmiistiir, ancak bu deger istatistiksel olarak

anlaml1 bulunmamastir.

Kardiyomyosit dejenerasyon yayilimi IR grubunda K grubuna gore
anlamli yiiksek bulundu. IR“nun kardiyomyosit dejenerasyon yayilimmi arttirdigi
tespit edilmistir. Intraperitoneal olarak uygulanan HRSS“nin interstisiyel
kardiyomyosit dejenerasyon yayilimini azalttigi goriilmiistiir, ancak bu deger

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Subendokardiyal hemoraji siddeti ve yayilimi IR grubunda K grubuna gére
artmus bulundu, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli tespit edilmemistir.
Intraperitoneal olarak uygulanan HRSS“nin interstisiyel subendokardiyal
hemoraji siddeti ve yayilimimni azalttig1 goriilmiistiir, ancak bu deger istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir.

Kontraksiyon band olusumu siddeti ve yayilimi iR grubunda K grubuna
gbre artmis bulundu, ancak bu artis istatiksel olarak anlamli tespit edilmemistir.
Intraperitoneal olarak uygulanan HRSS*nin interstisyel kontraksiyon band
olusumu siddeti ve yayilimi azalttig1 goriilmiistiir, ancak bu deger istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir.
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Bu calismamiz esas olarak H salinin IR hasar1 (zerindeki yararh
etkilerine odaklanmistir. Ancak ayni dnemi tagiyan kalict miyokard enfarktiisiine
etkisi belirlenememistir. Teorik olarak, miyokardiyal enfarktus gelistiren ve
reperfiize edilemeyen hayvanlarda tek doz H» salinin giclu kardiyoproteksiyonu
indiiklemesi zor olabilir. Kalici miyokard enfarktiisii uzun bir seyir oldugundan ve
iyilesmesi icin ek slre gerektiginden, H, salin ancak kanda stabil H>
konsantrasyonu saglandiginda koruma saglayacaktir. Bu c¢alisma, Hz salin
uygulamasindan sonra farkli zamanlarda hayvanlarin sakrifiye edilmesini
icermiyordu, bu da daha fazla arastirma gerektiriyor. Ek olarak, H> salin
uygulamasmnm IR hasarindan sonra hemodinamik etkilerinin daha iyi

tanimlanmasi gerekir, bu bizim ¢aligma smirlamamizdir.

Sonu¢ olarak bu ¢alismada ulastigimiz bulgular, baska calismalarla
desteklendiginde hidrojenden zengin salin soliisyonunun IR hasarindaki protektif
etkilerinin ayrintili  olarak gosterilecegi  ve kullanim endikasyonlarmnin

genisleyecegi kanaatindeyiz
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