T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi FARMAKOLOJI ANABILIiM DALI

SICANLARDA UZUN SURELI iISKEMI-REPERFUZYON MODELINDE N-ASETIL
SISTEIN VE TRIMETAZIDIN’iN S100B, OKSIDATIF STRES VE APOPTOZIS
UZERINDEKI ETKISi

Tunay SENTURK

(DOKTORA TEZI)

Bursa-2013



T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBI FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

SICANLARDA UZUN SURELI iISKEMI-REPERFUZYON MODELINDE N-ASETIL
SISTEIN VE TRIMETAZIDIiN’iN S100B, OKSIDATIF STRES VE APOPTOZIS
UZERINDEKI ETKISi

Tunay SENTURK

(DOKTORA TEZI)

Danigman: Prof. Dr. Sinan CAVUN

Bursa-2013



ICINDEKILER

TURKCE OZET......ccoovevereererrerane.

INGILIZCE OZET........ccooevieerirrennne,

GENEL BILGILER...........cccoevevnnenee,

1.

2
3
4.
S.
6
7
8
d

Akut miyokard infarktiisiiniin patofizyolojisi

Miyokard substrat metabolizmasi

Iskemi sirasinda miyokard enerji metabolizmasi

Iskemi reperfiizyona bagli miyokard hasari

Apoptozis i¢in tedavi yaklagimlari

Serum M30 ve M65 diizeyleri

S100B

Iskemi sirasinda enerji metabolizmasiin farmakolojik olarak

uzenlenmesi

GEREC ve YONTEM......ccecevvveeeunn

ONoGaR~wWdE

Genel

Cerrahi islemler

Verilerin kaydedilmesi

Uzun donem iskemi-reperfiizyon prosediirii
Miyokardiyal apoptozisin degerlendirilmesi
Ilaglar

Olgiimler

Istatistiksel degerlendirme

BULGULAR......ccoiieiiiiieeee

TARTISMA ve SONUC.........onoo.......

KAYNAKLAR......cooiieeecncs

TESEKKUR........ccooviveeieieeeeenn,

(0746261 ) - J

25

35
35
35
35
36
38
40
40
41

42

53

61

78

79



OZET
Miyokardiyal iskemi reperflizyon hasarinin etyolojisinde reaktif oksijen radikalleri 6nemli rol
oynar. Iskemi reperfiizyona bagli kardiyak miyosit liimii kabaca nekroz ve apoptosis olarak
siniflandirlmustir. infarkt gelismis miyokardda erken donemdeki baslica 6liim sekli
apoptozistir. Bu ¢alismanin amaci, sicanlarda miyokardiyal iskemi reperfiizyon modelinde N-
asetil sistein ve trimetazidinin tek basina ya da kombinasyonunun oksidatif stres, infarkt alani
ve apoptozis lizerindeki iizerindeki etkisinin incelenmesiydi. Miyokard iskemisi, sol 6n inen
koroner arter ligasyonu ile gerceklestirildi. Iskemik periyodun ortasinda tuzlu su (1 ml/kg)
veya NAS (50, 150 mg/kg) TMZ (3, 5 mg/kg) intravendz yolla uygulandi. Siganlarda deney
boyunca kardiyovaskiiler parametreler kaydedildi. Reperfiizyon déoneminden sonra siganlarin
kalpleri ¢ikarildi, apoptosis ve nekroz incelemeleri i¢in boyama yapildi. Infarkt biiyiikligi,
infarkt alaninin risk alanina oranlanmasiyla degerlendirildi. Apoptozis aktivasyonu, kaspaz 3
ve TUNEL yontemleriyle degerlendirildi. Serum M30, M65, S100b ve malondialdehid
Olctimleri i¢in siganlardan kan 6rnekleri alindi. Hem TMZ, hemde NAS’in, tuzlu su grubuna
gore oksidatif stresi ve infarkt alanini anlamli olarak azalttigi saptandi (p<0.001). Bunun
yaninda TMZ’in her iki dozunda, NAS’e gore oksidatif stres (p<0.05) ve infarkt alaninda
daha belirgin azalmaya neden oldugu izlendi (p<0.001). Ayrica, NAS ve TMZ’in benzer
sekilde apoptotik aktivitede azalmaya neden oldugu, NAS ve TMZ kombinasyonunun
apoptotik aktiviteyi, sadece TMZ kullanan gruplara gére daha anlamli sekilde azalttig izlendi
(p<0.05). Calisma gruplar arasinda, serum S100B diizeyleri ile apoptozis belirteci olan
serum M30, M65 diizeylerinde ise arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05).
Calismanin sonuglar1 siganlarda uzun siireli iskemi reperfiizyon modelinde IV yolla verilen
NAS ve TMZ’in oksidatif stresi azalttig1 ve apoptotik aktiviteyi azalttigini géstermistir.
Apoptotik aktivitedeki en belirgin azalma NAS ve TMZ’in birlikte verildigi grupta

izlenmistir. Miyokardiyal reperfiizyonu saglamaya yonelik mekanik girisimler yaninda farkl



noktalar1 hedefleyen hiicre koruyucu ajanlarin kullanimi reperfiizyon hasarinin, reperfiizyona
bagli morbiditenin azaltilmasina yarar saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Miyokard, reperfiizyon hasari, apoptosis, oksidatif stress, S100b



SUMMARY
EFFECT OF N-ACETYL CYSTEIN AND TRIMETAZIDINE ON S100B, OXIDATIVE
STRESS, APOPTOSIS AND INFARCT SIZE IN A RAT MODEL OF MYOCARDIAL
ISCHEMIA AND REPERFUSION INJURY
Reactive oxygen species (ROS) play an important role in the etiology of myocardial ischemia
reperfusion (IR) injury. IR-induced cardiac myocyte death has been broadly classified as
occurring by either necrosis or apoptosis. Apoptosis is the early and predominant form of cell
death in infarcted myocardium. The aim of the study was to investigate the effect of
trimetazidine and N-acetylcysteine, used alone or in combination, on oxidative stress, infarct
size, and IR-induced cardiomyocyte apoptosis in a rat model of myocardial IR. Myocardial
ischemia was established by ligating the left anterior descending artery (LAD). Saline (1
ml/kg) or NAC (50, 150 mg/kg), TMZ (3, 5 mg/kg) were intravenously injected in the middle
of the ischemic period. Cardiovascular parameters were recorded throughout the experimental
period. At the end of the reperfusion, the hearts were removed and heart sections were
subsequently stained to determine necrosis and apoptosis. The infarct size was evaluated as
the ratio of the infarct area to the risk area. Apoptotic activation was assessed by a caspase-3
immunostaining and TUNEL assay. In addition, blood samples were collected from the
animals to measure serum M30, M65, S100b and malondialdehyde levels. Both TMZ and
NAC significantly reduced oxidative stress and infarct area compared to the saline group
(p<0.001). In addition, both TMZ doses reduced oxidative stress (p<0.05) and infarct area to a
higher extent compared to NAC (p<0.001). Similarly, the combination of NAC and TMZ
reduced apoptotic activity; the combination of NAC and TMZ reduced apoptotic activity
more significantly compared to TMZ-only group (p<0.001). There was no significant
difference in serum S100B levels, and serum M30 and M65 levels, which are apoptotic

markers (p>0.05).



Intravenous NAC and TMZ administration decreased oxidative stress and apoptotic activity in
a long-term IR model in rats. The most significant decrease in apoptotic activity was observed
in the NAC+TMZ-treated group. In addition to mechanical attempts to secure myocardial
reperfusion, using cell-protective agents may help to decrease reperfusion injury and
reperfusion-associated morbidity.

Keywords: Myocardium, reperfusion injury, apoptosis, oxidative stress, S100b



GIRIS

Koroner arterdeki hassas plagin aniden riiptiire olmasi koroner damarin
tikanmasina neden olarak akut miyokard infarktiisii (AMI) ile sonuglanir. Bu
durumda ortaya ¢ikan miyokard hasari, oksijen istem ve sunumu arasindaki
dengeyle iliskilidir. Miyokard infarktlisii diinyadaki en Onemli saglik
sorunlarindan  birisi olup, bati diinyasinda Oliimlerin baslica sebebini
kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 olusturmaktadir. ABD’de yilda yaklagik
875.000 vaka izlenmektedir ve hastane mortalitesi % 6-7 oranindadir, taburculuk
sonrasi hastalarin % 15’inde ilk 6 ay icerisinde kardiyovaskiiler olay izlenir (1).
Cesitli kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda, iskemi-reperfiizyona bagli miyokard
hasari, gelismis {ilkelerde kalple ilgili Oliimlerin Onemli bir kismini
olusturmaktadir (2).

Akut koroner sendromlu hastalarin kisa ve uzun dénem prognozlarinin
belirlenmesinde ve kalp yetmezligi gelisiminin engellenmesinde en énemli adim
akut miyokard infarktiisiiniin Onlenmesi ya da gelistiginde infarkt boyutunun
sinirlandirilabilmesidir. Tikali damarin invaziv ve/veya farmakolojik yontemlerle
acilmasini amaglayan reperfiizyon tedavisinin infarkt alaninin azalttigi ve
sagkalimi diizelttigi gosterilmistir  (3). Ancak koroner kan akiminin
saglanamamas1 veya ge¢ saglanmasi durumunda miyosit kaybi ve ventrikiiler
yeniden sekillenmeye bagli olarak hastalarin % 40’inda kalp yetersizligi
gelismektedir (4). Miyokardi kurtarma anlaminda faydali olsa da reperflizyon
siirecinin, reperfiizyon hasar1 olarak tanimlanan patolojik sonuglara neden oldugu
ilk olarak 1960 yilinda Jennings ve arkadaslari tarafindan one siriilmiistiir (4).
Braunwald ve Kloner (6) tarafindan ve ardindan gelen ii¢ dekad boyunca varlig
dahi tartistlan bu kavram son donemlerde elde edilen verilerle yeniden
giiclenmistir. Deneysel calismalarda, reperfiizyon hasarinin infarkt hacminin %
50’sinden fazlasina katkida bulunabilecegi gosterilmistir (7). Hiicresel diizeyde
oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyum disregiilasyonu, inflamasyon ve hiicre i¢i pH’1n
hizl1 bir sekilde normale gelmesi patofizyolojide rol oynayan faktorler arasindadir
(7).

Iskemik miyokardda reperfiizyonun saglanmasi her zaman olumlu klinik

sonuglara neden olmamaktadir. Miyosit kaybmnin 6nlenmesine yonelik



yaklasimlar, AMI sonras: kalp yetersizligi gelisimini ve prognozu olumlu ydnde
etkileyebilecektir. Klasik bilgi, miyokard hiicresi Oliimiinliin karsimiza c¢ikan
patolojik goriintiisiiniin nekroz oldugu seklindedir, ancak son zamanlarda
apoptozisin miyokard infarktiisii sonrasi hiicre Oliimiine anlamli sekilde katki
sagladigi izlenmistir (8).

Iskemi sirasinda miyokardin oksijen alimimin azalmasi mitokondrilerde enerji
tretimini durdurarak ATP ve fosfokreatin diizeylerini diistirmektedir. Hiicreler
gereksinimleri olan enerjiyi anaerobik glikoliz yoluyla saglamaya baglarlar ve
sitoplazmada laktat ve H" iyonlar1 birikir. Anaerobik glikoliz yoluyla iiretilen
enerji oldukg¢a azdir ve bu durumun siirmesi hiicrenin enerji rezervini hizla azaltir.
Hiicrenin oksijen kaynaklarmin maksimum kullanim1 saglanarak aerobik
glikolizin olabildigince siirdiiriilmesi i¢in yag asitlerinin glikoz oksidasyonu
tizerindeki inhibe edici etkisi baskilanmalidir.  Trimetazidin (TMZ) baslica
etkisini, uzun zincir 3-ketoacil CoA tiyolaz enzimini inhibe ederek, iskemik
miyokardin mevcut enerji substratlarin1 kolaylastirarak gostermektedir. N-asetil
sisteinin ise baslica 6zelligi antioksidan olmasidir ve 6zellikle iskemik miyokardin
reperfliizyonu sonrast hasarin  Onlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir.
Kardiyomiyosit apoptozisinin 6nlenmesi en 6nemli tedavi hedeflerinden birisini
olusturmaktadir. Bu amagla, uyaranlarin inhibisyonu, hiicre 6liimiinii belirleyen
diizenleyici mekanizmalarin inhibisyonu veya apoptozise giden yolaklarin
inhibisyonu gibi farkli hedefler secilebilir. Bu bakimdan elde edilecek sonuglar,
trombolitik tedavi, anjioplasti ve koroner “by-pass” gibi iskemi reperfiizyon (IR)
olaynin sik olarak izlendigi durumlarda, tedavide alternatifler saglayabilecektir.

Bu c¢aligmanin amaci, iskemi reperflizyon hasarina bagli olarak gelisen
miyosit apoptozisinin 6nlenmesinde antioksidan etkisi bilinen N-asetil sistein ve
antioksidan ve iskemi sirasinda miyosit metabolizmasini diizenleyen bir ajan olan
trimetazidinin, S100B diizeyleri, oksidatif stres, infarkt alam1 ve apoptozis

uzerindeki etkilerinin incelenmesidir.



GENEL BILGILER

1. Akut Miyokard Infarktiisiiniin Fizyopatolojisi

Koroner iskemi semptomlar1 ¢ogunlukla kan akiminin hemodinamik olarak
ciddi sekilde engellenmesi ile olusmasina ragmen AMI’lerinin cogunlugu
hemodinamik olarak énemli olmayan lezyonlardaki plak biitiinliigiiniin bozulmasi
sonucu olusur (9). Miyokard infarktiisii siklikla sabahin erken saatlerinde
goriilmektedir (10). Bunun nedenleri vaskiiler toniisde degisikler, katekolaminler,
koagiilabilite, trombolize direncte sirkadiyen degisikler ve artan fizik aktivitedir.
Hiperlipidemi, hipertansiyon, diyabet, sigara igme, obezite, ileri yas, fiziksel
inaktivite gibi bilinen kardiyovaskiiler risk faktdrleri inflamatuvar hiicrelerin arter
duvarina girisini ve aktivasyonlarin1 degisik mekanizmalarla aktive ederler (11).
Makrofajlara doniisen monositler ve lenfositler arteryel subendotelyumuna giren
baslica inflamatuvar hiicrelerdir. Bu hiicreler damar duvarinda hasari baslatan ve
artiran sitokin ve biliylime faktorleri i¢in zengin birer kaynak durumundadirlar.
Devam eden inflamatuvar olaymn yarattigi kompleks aterosklerotik plaklar AMI
icin potansiyel olusturmaktadir. Fibroz kapsiilii ince, lipit icerigi plagin %
40’mndan fazlasini olusturan, aktif inflamatuvar reaksiyonun bulundugu plaklar,
riiptiir gelisimi yiiksek olan hassas plaklardir (11). Inflamasyonun serum
belirteglerinde (C-reaktif protein, serum amiloid A, interlokin-6, fibrinojen,
homosistein, lipoprotein A) goriilen ylikselme ile akut koroner sendrom riski
arasinda pozitif bir korelasyondan soz edilmektedir (12). Koroner arter
hastaligmimn bir de genetik komponenti vardir. inflamatuvar olaylarin genetik
regiilasyonundaki degisikler benzer 6zelliklere sahip bireylerde gozlenen farklh
klinik tablolar1 agiklayabilir. ~ Sinirli verilere gore tiimdr nekroz faktor,
“transforming” biiylime faktori, interlokin-1, CD14 ve adezyon proteinlerinin gen

polimorfizmleri ile koroner arter hastalig1 riski arasinda iliski bulunmaktadir (13).

Koroner arter i¢inde trombiis olusumu i¢in plak erozyonu veya riiptiir
gereklidir. Fibroz bashk siklikla normal damar-fibr6z bashik smirinda

yirtilmaktadir. Bunun nedeni muhtemelen bu noktadaki stres artisidir. Riiptiire



duyarli plaklarda bulunan makrofajlar fibroz bashgr zayiflatan litik enzimler
salgilarlar (14). Miyokard infarktiisii, ciddi darlik olusturan koroner lezyondan
ziyade, hafif—orta dereceli darlik olusturan plaklar lizerinde gelismektedir, bu
nedenle distal kollateral gelisimi genellikle iyi degildir. Riiptiir olustugunda agiga
cikan kollajen ve lipid igerikli matrikse trombositler yapisir ve trombotik olay
baslar. Arteriyel hasar sirasinda acgiga ¢ikan doku faktorii dogrudan ekstrensek
koagiilasyon zincirini aktive eder ve fibrin olusumunu tetikler. Doku tipi
plazminojen aktivatorii, plazminojen aktivator inhibitorii gibi trombotik belirtecler
ile koroner olaylar arasinda baglant1 bulunmaktadir (15).

Damar1 tam olarak tikayan trombiis olusursa ve ilgili miyokardin zengin
kollateralleri yoksa hastada akut ST segment yiiksekligi olan MI geligir. Trombiis
tam tikayict degilse veya total tikanmadan sonra spontan reperflizyonla hemen
aciliyorsa, geligsmis kollateral dolasim bulunuyorsa kararsiz angina veya ST
segment yiiksekligi goriilmeyen MI ortaya cikar (16).

Arter duvarindaki biitiinliigiin kaybi, arterdeki akimi durdurarak miyokard
iskemi ve hasarma neden olur (17). Nekrozun yayginligi kollateral akimin
fonksiyonuna miyokard iskemisinin siiresine ve yayginligina gore degisir.
Vazomotor tonus veya spazm ile infarktla iligkili arterde akim paterninde dinamik
degisiklikler, muhtemelen endotel fonksiyonlarinin kayb1 ve aktiflesen
trombositlerden salinan vazoaktif aminlerle iliskilidir (18).

Koroner arteri tikayan trombiis beyaz (trombositlerden zengin) ve kirmizi
(fibrin ve eritrositlerden zengin) pihtilarin bir karisimidir.  Bazi hastalarda
trombositlerin rolii daha fazladir, bazilarinda ise arteryel zedelenme yerinde
fibrinden zengin trombiis 6n plandadir. Trombiis nedeniyle infarktla iliskili
arterde kan akimimin engellenmesi, tikanan yerin proksimalinde kirmizi
trombiisiin birikimine yol acar (19).

ST segment yiiksekligi olmayan Mi’de mural trombiis trombositten zengin
olma egilimindedir ve koroner kan akiminda siirekli bir kesinti s6z konusu
degildir. Iskeminin yaygimlik ve siiresine baglt olarak miyokard nekrozu olmaz
veya miyokard hasar1 olusur. Aterosklerotik plak icerigi ve trombositten zengin
trombiisiin distal emboli olusturma potensiyeli de vardir (20).

Miyokard infarktiisii gelisim zamani ile ilgili onemli degisimler bulunmakla

birlikte, plak fissiir ve riiptiirlerinin siklikla giiniin erken saatlerinde olugmasinda



trombosit agregasyonu ve plasminojen aktivator inhibitor seviyesinde artisa bagli
azalan fibrinolitik aktivitenin rolii vardir (21).

Miyokard infarktiisii, etkilenmis arterin bolgesini igine alan bdlgesel bir
olusumdur. Kan akiminin sonlanmasindan bir iki dakika sonra kasilmada azalma
baslar, olay genelde endokarddan baslayip epikarda dogru yayilir. Yirmi-kirk
dakika sonra geri doniiglimsiiz hiicre hasar1 olugsur. Miyokarddaki hasar 4-6 saat

sonra maksimum olur, ama hasarin en ¢ogu ilk 2-3 saatte olusmaktadir (22).

2. Miyokard substrat metabolizmasi
Miyokardiyal hasarinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in miyositlerdeki substrat
metabolizmasinin, uzun siireli iskemi ve reperfiizyona bagli olarak miyositlerde

ortaya ¢ikan degisikliklerin bilinmesi yararli olacaktir.

2.1. Normal kardiyak miyosit metabolizmasi

Kalp yiiksek oranda oksidatif bir doku olup kardiyak metabolizmanin > % 90
fazlasinin aerobik olmasi sasirtici degildir (23, 24). Bunun igin miyositler ¢ok
sayida mitokondriye sahiptir ve hiicre hacminin % 25-35’ini olusturmaktadir (23).
Kalp kasinda, yerlesimine gore subsarkolemmal ve intermiyofibriller olmak tizere
2 ¢esit mitokondri saptanmistir (25). Subsarkolemmal mitokondriler, iyonlarin
aktif transportu i¢in gerekli adenozin trifosfati (ATP) saglarken intermiyofibriller
mitokondriler, kasilma i¢in gereken ATP’in iiretiminden sorumludur (24). ATP
yikim hizt ¢ok yiiksektir, kardiyak ATP havuzu her 10-15 saniyeden tamamen
yenilir. Saglikli kalplerde, kalp hiz1 ve kan basinci arttiginda miyokardiyal kan
akim1 ve oksijen tiiketimi artar, ATP ve adenozin difosfat konsantrasyonu sabittir
(26). Miyositlerde hidrolize ugrayan ATP’in 2/3’ii kasilma i¢in kullanilirken
geriye kalan 1/3’1 ise iyon dengesinin devamini saglanmasi i¢in kullanilir (24).
Miyositlerde ATP’a gereksinimi olan baglica aktif transport sistemleri
sarkoplazmik retikulum Ca®* ATPaz ve sarkolemmal Na'/K* ATPaz sistemleridir
(27).

Miyokardin mekanik giicii, yiiksek oranda oksijen tiiketimi, baglica yag
asidleri, daha az oranda glukoz ve laktat olmak iizere karbon yakitlarin

metabolizmasi ile saglanmaktadir (28). Mekanik gii¢ olusumu, oksijen tiiketim



hiz1 ile orantihdir. Saglikli kalpte bu yollar, hiicrenin ATP gereksinimi ile

baglantili olup hiz ve basing bilesenleri ile belirlenmektedir.

Laktat Glukoz Yag asidleri Sarkolemma

Sitozol R, AP
GLIKOLIZ

Laktat

Pirtivat
Dis membran

Ic membran Yag acil karnitin

Mitokondriyal
matnks

Co.

Sekil-1: Aerobik kosullarda miyokard enerji metabolizmasi

2.2. Yag asidi metabolizmasi

Kalpte aerobik kosullar altinda, enerjinin yaklasik % 60-90’1 serbest yag
asitlerinden saglanmaktadir (Sekil 1) (29). Kullanilan yag asitlerinin baglica
komponentini uzun zincirli serbest yag asitleri olusturmaktadir. Uzun zincirli
serbest yag asitleri ¢esitli enzimlerin etkisinde kolaylastirilan yollarla miyokard
hiicrelerine girmektedir. Hiicre igerisine alinmasmin ardindan karnitin palmitoil
transferaz (KPT) I ve II yardimiyla uzun zincirli yag asitleri mitokondriler
igerisine alinmaktadir (Sekil 1). Beta oksidasyon sonrasi ortaya ¢ikan asetil-CoA,
trikarboksilik asit sikliisiine girerek ATP {iretimine neden olmaktadir (30).
Esterifiye olmamis uzun zincirli yag asitleri, CD36 yag asidi transport protein
kompleksi tarafindan alinir ve sitozolde a¢il-CoA’ya doniistiiriiliir (31). Kalpte az
miktarda hiicre i¢i trigliserid yag olarak depolanir, ancak doniisiim hiz1 yiiksektir.
Kalbe gelen yag asitlerinin yaklagik % 30’u intrakardiyak trigliserid havuzuna
katilir, kalan % 70 ise CO3’e okside olur (30). Kalpteki mitokondriler, disaridan



gelen yag asitleri ile endojen trigliserid depolarindan gelen yag acil-CoA’y1 okside

eder.

Mitokondriler, uzun zincirli yag asitlerini veya yag a¢il-CoA’y1 direkt olarak
alamaz, yag agil, karnitin ile esterifiye olduktan sonra karnitin tasiyici sistemi ile
mitokondriye girer. Yag a¢il-CoA’nin acil karnitine donilisiimii karnitin palmitoil
transferaz (KPT-1) enzimi ile saglanir, bu enzim miyokardiyal yag asidi
oksidasyonunun diizenlenmesinde anahtar noktay1 olusturur. Mitokondriye giren
acil karnitin tekrar agil-CoA’ya geri doniistiiriiliir, oksidasyon iglemi sirasinda 2
karbonlu asetil-CoA finiteleri tekrarlayacak sekilde koparilir ve NADH ve FADH,
meydana gelir (30).

Yag asidi oksidasyonunda 4 reaksiyon vardir, her basamakta uzun, orta ve
kisa zincirli yag asitleri i¢in spesifik enzimler aracilik eder.  Acil-CoA
dehidrojenaz ilk enzimdir, bunu 2-enoil-CoA hidrataz, 3-hidroksiagil-CoOA
dehidrojenaz ve 3 ketoagil-CoA tiyolaz enzimi takip ederek sitrik asit sikliisiinde
asetil-CoA olusturur. Agil-CoA dehidrojenaz ve 3-hidroksiagil-CoA dehidrojenaz,
sirastyla FADH; ve NADH olusturur. Oksidasyondan elde edilen asetil-CoA’larda
ilave NADH ve FADH; saglar (30). Yag asidi oksidasyonunun kismen inhibe
edilmesinin kardiyoprotektif ve antianjinal etkileri oldugu gosterilmistir.

Trimetazidin, 3- ketoagil CoA tiyolaz enzimini inhibe etmektedir (32).

Yag asidi oksidasyon hizi, plazma serbest yag asidi konsantrasyonu, yag
asitlerinin mitokondriye transferi, yag asidi beta oksidasyonunda rol oynayan
cesitli enzimler tarafindan kontrol edilmektedir (28). Akut miyokard infarktiisii
sonrast sempatik sinir sistemi aktivitesinde artig vardir, bunun sonucu olarak

plazma insiilin konsantrasyonu azalirken yag asidi konsantrasyonu artar (33).

2.3. Karbohidrat metabolizmasi

Saglikl1 kalpte {iiretilen ATP’1n % 10-40’1 karbohidratlarin (laktat ve glukoz)
oksidasyonundan saglanir (34). Hiicre disindan glukoz “uptake”i, membrandaki
glukoz gradiyenti, konsantrasyonu ve plazma membranindaki glukoz
tastyicilarinin aktivitesi ile diizenlenir. Miyokardda, iki ¢esit glukoz tasiyici ailesi
belirlenmistir (GLUT 1 ve GLUT 4) (35), her ikiside sarkolemma membraninda

ve hiicre i¢i mikrozomal vezikiillerde bulunur (36). Kalpte, glikojen depolanr,



hayvan caligmalarinda glikojen depolarmin sadece iskemi ve asir1 egzersiz
sirasinda kullanildig1 gosterilmistir (37).

Glikolitik yol, oksijene gereksinim gostermez ancak mitokondrilerdeki
aerobik ATP iiretimi ile karsilastirildiginda diisiik ATP {iretimi ile sonuglanir
(normal saglikli kalplerde miyokarda {iretilen toplam ATP’nin < % 2). Piriivat
oksidasyonu, mitokondriyal piriivat dehidrojenaz (PDH) ile diizenlenir (38).
Pirtivat, PDH ile asetil-CoA’ya okside olur ve NADH olusturur. Saglikli kisilerde
kalbin glukoz ve laktat “uptake”i ve oksidasyonu, yiiksek plazma yag asidi
konsantrasyonu ve miyokarddaki yag asidi oksidasyonu tarafindan inhibe edilir
(38). Oksidatif glikoliz ve laktat oksidasyonu sitozolde piriivat olusturur, normal
sartlarda piriivat olusumu her islemden esit Olciide saglanir (29). Saglkli
miyokard, 6zellikle fiziksel egzersiz (29) ve adrenarjik stres (39) olmak {izere tiim
kosullarda laktat tiiketicisidir. PDH, PDH kinazin fosforilasyonu ile inaktive
edilirken, PDH fosfatazin defosforilasyonu ile aktive edilmektedir (40). Kalpte,
karbohidrat metabolizmasinin baslica diizenleyicisi, yag asidi oksidasyon hizidir
(Sekil 1) (34). Bu regiilasyon, yag asidi oksidasyonunun yiiksek NADH/NAD" ve
asetil-CoA/serbest CoA oranlart ile PDH inhibe ettigi mitokondride gerceklesir
(41). Yiiksek NADH/NAD" ve asetil-CoA/serbest CoA oranlari, PDH kinazi
uyarir ve PDH’mn fosforilasyonuna ve inhibisyonuna neden olur (Sekil 1).
Deneysel calismalarda, yag asidi oksidasyonunun farmakolojik olarak inhibe
edilmesinin, PDH aktivitesinde hizli bir artisa neden oldugu, kalbin daha fazla

laktat ve glukozu okside ettigi gdsterilmistir (42).

3. Iskemi sirasinda miyokard enerji metabolizmasi

Kardiyak miyositler, yiiksek oranda aerobik hiicrelerdir ve normal kosullarda
enerji iiretimlerinin tamamina yakini oksidatif fosforilasyon ile gerceklesmektedir
(24). Kan akimi kesintiye ugradiginda aerobik enerji iiretimi durur ve hiicresel

hasara neden olan patolojik olaylar ortaya ¢ikar.
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Sekil-2: Normal kosullarda ve iskemik kosullarda miyokardiyal enerji

metabolizmasi

Normal erigkin kalbinden farkli olarak fetal kalbin baslica enerji kaynagi
glukozdur. Erken post natal donemde glukozdan serbest yag asitlerine gecis olur
(43). Iskemi sirasindaki tiim metabolik adaptasyon mekanizmalari, substrat
kullaniminin glukoza kaymasi seklindedir. Yag asidi oksidasyonu ile tiretilen
ATP, glikoliz ile tiretilene gore daha fazladir (substratin grami basina diisen ATP),
ancak tiiketilen oksijen miktarida daha fazladir.  Yag asitleri, glikoz ile
karsilagtirildiginda esit miktarda ATP diretimi i¢in % 10-15 daha fazla oksijene
gereksinim duymaktadir (40). Subtotal iskemi sirasinda miyokard enerjisini biiytik
kismini oksidatif metabolizma ile saglamaktadir. Orta-siddetli miyokard iskemisi
durumlarinda ise miyokardin glukoz kullanimi artar (44). Ancak yine de iskemik
kalpte yag asidi oksidasyonu baslica substrat olmaya devam etmektedir (Sekil 2)
(40).  Iskemi sirasinda vyiiksek diizeyde serbest yag asidi “uptake”i ve
katabolizmasinin miyokard {izerinde zararl etkileri vardir ve daha fazla oksijene

gereksinim duyar (45).

4. liskemi reperfiizyona bagh miyokard hasar

Reperfiizyon, kan akiminin ve bununla birlikte O2’nin hipoksik dokuya tekrar
geri saglanmasidir.  Uzun siireli iskemiyi takiben kan akiminin yeniden
saglanmasi iskemi reperfiizyona bagli miyokard hasarini ortaya ¢ikarmaktadir.
Reperfiizyon, iskeminin tek basina olusturdugu hasardan ¢ok daha fazla hasar
olusturabilir (46). Iskemi, ¢ogu durumda, koroner damar liimenindeki

aterosklerotik plagin trombotik okliizyonundan kaynaklanmaktadir. Postmortem



calismalarda hasara ugramis aterosklerotik plak ile iliski intrakoroner trombiis
gdsterilmistir (20). lging olarak, plak riiptiirii ve koroner trombozun hafif
diizeydeki darliklarda gelisebildigi de gosterilmistir (20). Nadiren koroner arter
hastalig1 olmasa bile uzamis koroner spazma bagli olarak miyokard infarktiisii
gelisebilir, genellikle kokain kullanimi ve emosyonel stres ile iliskili bir

durumdur.

Iskemiye verilen metabolik yanit oldukc¢a karisik olup iskeminin tipine
baghidir. iskemi ve reperfiizyonun siiresine bagli olarak 3 diizeyde IR hasari

tanimlanmastir (47).

Hafif derece iskemi: Deneysel calismalarda, koroner kan akiminm % 20-30
azalmasi, mekanik isin hizli azalmasina, ATP ve kreatin fosfat
konsantrasyonlarinin azalmasina ve miyokardda laktat iiretiminde net bir artis ile
sonuglanir.  30-90 dk igerisinde laktat iiretimi azalir (48), miyokardiyal ATP
diizeyleri kismen diizelir (49), fakat kontraktil giic normale doénmez. Kan
akimmin normale donmesiyle, miyokard kontraksiyonu normallesir.  Bu
diizeydeki iskemi ile ortaya ¢ikan kontraksiyon bozuklugu “hibernasyon” olarak
adlandirilmaktadir (50), azalan miyokardiyal kan akimina bagli olarak miyokard

canliligini siirdlirmek i¢in oksijen sunumuna paralel olarak mekanik gii¢ sinirlanir.

Orta derece iskemi: Kontraktil disfonksiyon gelisir ve miyokardin basglica enerji

kaynagi yag asitleridir (51).

Siddetli iskemi: Koroner kan akimmin > % 70 azalmasi, daha fazla laktat
tiretimine, glikojen yikimina, siddetli kontraktil disfonksiyona neden olur, eger
iskemi siiresi yeterli olursa miyokard nekrozu ve infarktiisiine yol acabilir (51).
Bu kosullar altinda, dokuya glukoz saglayacak kan akimi olmadiginda ana
glikolitik substrat glikojendir. Laktat ¢ikisi olmaz, hiicre i¢i pH azalir, daha sonra
fosfofruktokinaz (FFK) inhibisyonu nedeniyle glikoliz hiz1 azalir.

4.1. iskemi reperfiizyon hasarinda gelisen hiicresel olaylar

Miyokard iskemisiyle birlikte ortaya ¢ikan yetersiz oksijen sunumu ATP’in

yeniden sentez hizin1 destekleyemez, ATP azalirken ADP, inorganik fosfatlar ve
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adenozin diizeyleri artis gosterir. Elektron transport zincirinde akim hizinda ve

NADH’den NAD+ olusumunda azalma vardir (37).

Aerobik ATP iiretiminin azalmasi, kasilma ve sarkoplazmik retikulumda Ca®
pompasi i¢in gerekli ATP hidrolizinin azalmasi anlamina gelmektedir. ATP/ADP
azalmasi, siklik adenozin monofosfat (cAMP), inorganik fosfat ve sitozolik Ca*
artis1 glikolizi, glukoz “uptake”ini ve glikojen yikimini uyarir (34, 37). Yiksek
orandaki serbest yag asidi oksidasyonu PDH aktivitesi iizerinde direkt inhibisyona
(52) neden olarak glukoz oksidasyonunu baskilar ve iskemik hiicrelerde laktat ve
proton birikimine yol acar. Artan laktat ve proton igerigi ile birlikte hiicre
iceriginde pH’in diismesi miyokardin kasilma fonksiyonunun bozulmasima yol
acar (53). Iskemi sirasinda, glikoliz ile iiretilen piriivat mitokondride okside
edilemez ve sitozolde laktata doniisiir, dokuda laktat birikimi hiicre i¢i pH’da
azalmaya neden olur. Otuz dakikalik iskemi sonrasi hiicre icin H™ iyon
konsantrasyonu belirgin olarak artar ve pH 5.5-6.0 diizeyine kadar geriler,
glikolitik enzimlerin aktivitesi baskilanir ve glikolitik akis azalir (24, 54). Hiicre
ici pH’1n azalmasi, kalp kasmin Ca®* dengesini siirdiirme yetenegini ve kontraktil
giic icin ATP yikimindan gelen enerjinin kullanilmasin1 bozar. Bu durumda
sarkoplazmik retikulumdaki Ca** pompasi igin ATP gereksinimi artar (55) ve
iskemi sirasinda benzer diizeyde kontraksiyon i¢in gereken Ca** konsantrasyonu
artis gosterir (61). Diisiik pH’da, miyositlerde Na* degisiminde daha fazla H"
¢ikis1 olmasi sarkolemmal membranda Na*-Ca®* degis tokusunu tetikler ve Ca*
dengesinin saglanmasi i¢in daha fazla ATP harcanmasini gerekli kilar (56). Ayrica
beta oksidasyon sirasinda uzun zincirli yag asitlerinin birikiminin ventrikiiler
aritmi  esigini  disiirdigli (57) ve iskemi sirasinda diyastolik fonksiyon

bozukluguna neden oldugu gdsterilmistir.

Iskemiye bagl olarak NADH diizeyleri yiikselirken, iskemi sirasinda hiicrede
NADPH diizeyleri azalir ve NADPH/NADP oranmin anlamli olarak azalmasina
neden olur (24). Iskemik miyositlerde NADPH diizeylerindeki azalma, oksidatif
stres durumlarinda okside glutatyon diizeylerinin saglanmasinda rol oynayan

glutatyon peroksidaz icin NADPH gereksimi olmasina baglanabilir (24).

Miyositlerde sitozolik Ca*? artigimin zararli etkileri vardir. Yiiksek Ca*?

diizeyleri, kalbin normal kontraktil aktivitesinden 6nce miyositlerin kasilmasina
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neden olabilir. Ayrica, kalpain ve katepsin gibi ¢esitli proteazlar1 aktive ederler
(58).
Kalpain ve katepsin aktivasyonu, miyositlerin apoptotik ve nekrotik yolla kaybina

neden oldugu i¢in 6nemlidir (59).

4.2.Iskemi reperfiizyon hasarimin mekanizmalari

Iskemi reperfiizyon hasarinin altta yatan patofizyolojik mekanizmalar1 tam
olarak agiga cikarilamamistir. Reperfiizyonun ilk dakikalarinda serbest oksijen
radikallerinin agir1 tiretimi (60) ve hiicre ici kalsiyum yiiklenmesi gibi faktorleri
suclanmistir (61). Reperfiizyon hasarinin patofizyolojisinde, trombosit ve nétrofil
aracili hasar, renin anjiyotensin sistemi ve kompleman aktivasyonununda rol

oynadig1 gosterilmistir.
4.2.1. Serbest oksijen radikalleri

Oksijen; sekiz atom numarali, dogada dioksijen (O) olarak bulunan kararsiz
bir elementtir ve kararsiz durumu enerji diizeylerinde bulunan elektronlarin
yapisina baglhidir. Oksijen molekiiliindeki ayni1 yonde donen iki elektrona sahip
son orbitali 6nemlidir (62). Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir
orbitalden digerine gegtiginde veya farkli orbitallerde farkli yonlerde dondiigiinde
“singlet” oksijen olusur. Orbitalden birine ters doniislii bir elektron veya ikisine

ters doniislii 1iki elektron gelirse ‘oksijen radikali’ elde edilir (63).

Kalpte, mitokondriyal solunum, aktive notrofiller ve bazi tiirlerde ksantin
oksidaz aktivitesine bagli olarak serbest oksijen radikalleri ortaya c¢ikabilir.
Reperfiizyonun erken doneminde oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmas ile birlikte
antioksidan aktivitenin azalmasi miyokardi hasara hassas hale getirir (63).

Membranlar, ¢cogunlukla fosfolipid ve proteinden olusur.

Serbest radikallerin proteinler, lipidler, niikleik asitler ve DNA iizerine
etkileri vardir. Serbest radikallerin en 1iyi tamimlanmis etkileridir. ~ Lipid
peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membranda bulunan
poliansatiire yag asidlerinin oksidasyonunu iceren kimyasal bir olaydir (63).
Stiperoksid radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali lipid
peroksidasyonunu baglatan radikallerdir (64). Lipid peroksidasyonu bir zincir
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reaksiyonu olup daha ileri peroksidasyonunu baslatan serbest radikaller igin
siirekli bir kaynak saglar. Islevleri baslatan molekiiler 5n madde genelde hidroksi
peroksid iirtin ROOH oldugundan, lipid peroksidasyonu potansiyel olarak yikici
etkilerle dallanan bir zincir reaksiyonudur (65). Lipid peroksidasyon

reaksiyonlar1 genel olarak iki tiptir;

a) Non enzimatik lipid peroksidasyonlar; Poliansatiire yag
asidindeki  metilen  karbonundan  hidrojen atomunun uzaklastirilmasi
reaksiyonlarini kapsar.

b) Enzimatik lipid peroksidasyonu; Siklooksijenazlar ve lipoksijenaz
reaksiyonlart sonucunda olusan hidroksi peroksid ve endoperoksidler, enzimatik
reaksiyon {riinleridir. ~ Reaksiyon 1sitk veya metal iyonlar1 ile baglatilir.
Malondioksit sadece omega-3 veya daha fazla ¢ift bagh yag asitleri tarafindan
olusturulur ve omega-6 yag asitlerinin son kismindaki 5-karbondan meydana
gelen pentanla birlikte lipid peroksidasyonunun Ol¢limiinde kullanilir.  Lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olarak malondialdehit (MDA) olusur. MDA hiicre

zarindan kolay difilize olur (66).

Biiyiik miktardaki serbest oksijen radikalleri, viicudun endojen antioksidan
savunma sisteminin kapasitesini asar. Membran lipidlerinin peroksidasyonuna,
membran biitlinliigiiniin kaybina ve nekroz ile hiicrenin dliimiine yol agar (67).
Iskemiyi reperfiizyon izlemiyorsa veya oksijen radikalleri spesifik “scavenger”lar
ile inaktive ediliyorsa lipit peroksidasyonu izlemez (68). Antioksidan ajanlarin
kullanimi lipit peroksidasyonuna engel olur. Glutatyon, N-asetil sistein ve
merkapto propionil glisin gibi tiyol molekiiller, hipoklorik asit (HOCL) tarafindan
kolayca okside olurlar ve oksidatif hasara kars1 proteinleri etkili bicimde korumus

olurlar.

Serbest oksijen radikalleri, endotelden trombosit aktive edici faktor
salinimina neden olarak noétrofilleri aktive eder (69) ve radikallerin liretimine ve
reperfiizyon hasarinin siddetlenmesine neden olur.

4.2.2. Kalsiyum yiiklenmesi

Hiicre ici kalsiyum dengesindeki degisiklikler, reperfiizyon hasari gelisiminde
onemli role sahiptir. Shen ve Jennings, (70) ilk kez tavsanlarda gegici koroner

arter okliizyonu sonrasi miyokardiyal reperfiizyonun dokuda Ca?* birikimine
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neden oldugunu gostermistir. Iskemi ve reperfiizyon, hiicre icinde kalsiyum
birikimi ile iliskilidir. Bu etki, hiicre i¢i sodyum birikimine bagli olarak L tipi

kalsiyum kanallarindan artmis sarkolemmal kalsiyum girisi ile iliskilidir (71).

Reperfiizyon hasarinda, hiicre i¢i kalsiyum artisinin  miyofilamanlarin
kalsiyuma duyarliliginda degisiklige neden oldugu saptanmistir. Reperfiizyonun
ilk dakikalarinda, miyokardiyum kontraktiir gelisimi ile hasara ugrayabilir ve
kontraktiir kalbin tamamini etkiler. Reperfiizyona bagli kontraktiir, kalsiyum

yiiklenmesine bagli olabilecegi gibi rigor tipi kontraktiir de olabilir (72).

Ayrica hiicre i¢inde kalsiyum artis1 ile fosfolipaz A, gibi enzimleri
indiiklenmesi sonucu hiicre membrani1 lipidleri yikilmakta ve hiicre hasari

olusmaktadir (73).

4.2.3. Renin anjiyotensin aracili hasar

Yapilan g¢aligmalar anjiyotensin II’nin miyositler ve diiz kas hiicrelerinde
hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini artirdigi ve bunun sonucunda diyastolik fonksiyon
bozulmas1 ile koroner vazokonstriiksiyon olusturarak patofizyolojik kosullar

altinda miyokard hasarina sebep oldugunu gdstermistir (74).

4.2.4. Notrofil aracili hasar

Reperfiizyondan kisa siire sonra hasarlt miyokard alaninda polimorfontikleer
notrofil aktivasyonu ve birikimi meydana gelir (75). Notrofiller, serbest oksijen
radikalleri, proteazlar ve diger noétrofillerin infiltrasyonunu  arttiran

proinflamatuvar mediyatdrlerin salinimina neden olarak hasarina katilir (76).

4.2.,5 Trombosit aracilh hasar

Iskemi-reperfiizyon sonrasi trombosit aktivasyonu meydana gelmektedir. Bu
aktivasyon sonrasi olusan mikroemboliler 6zellikle mikrovaskiiler dolasim
bozukluguna sebep olmaktadir. Trombositlerden salinan tromboksan A, ve
serotonin, trombozis ile mikrovaskiiler konjesyona yol agarak koroner akimi

bozmaktadirlar (77).

4.2.6. Kompleman Sistemi
Iskemi reperfiizyon sirasinda kompleman sistemi aktive olur. Bu durum,

anafilotoksinler olarak adlandirilan C3a, C4a ve Cba gibi kompleman
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kompleksinin terminal kisminin olusmasina yol agar ve hiicre membraninda
depolanirlar.  Kompleman faktorleri, hiicre permeabilitesini arttirarak veya
histamin, trombosit aktive edici faktorlerin salinimina neden olarak hiicreyi hasara
ugratabilirler. Ozellikle, C5a, nétrofiller ve siiperoksit iiretimi icin giiclii bir

uyarandir (70).

4.2.7. Apoptozis

Apoptozis, programli hiicre oOliimii anlamina gelmektedir. Hiicre
membranindaki 6liim reseptdrlerinin (FAS, TNFR1, DR3.,4,5) aktive olmasini
takiben sitoplazmada bulunan faktorlerin (Bcl 2 ailesi, p53) aktifleserek
mitokondriyi etkilemesi, mitokondriden salinan sitokrom c¢ sayesinde kaspazlar
aktiflesmesine bagli olarak DNA fragmantasyonu ile hiicre 6limii meydana
gelmesidir (78). Miyokardiyal IR modellerinde reperfiizyon déneminden itibaren
apoptozisin artarak devam ettigi (79), kaspazlarin aktivasyonu (80), p53’ iin rolii

(81) ortaya konmustur.

4.3. Iskemi reperfiizyona bagh miyosit 6liimii

Iskemi reperfiizyona bagli hiicre 6liimii, nekroz veya apoptozis seklinde
ortaya ¢ikar (82, 83).

a) Nekroz: Organel/hiicre sismesi ve membran riiptiiriine bagl hiicre 6liimii
seklidir.

b) Apoptozis: Kaspaza bagl veya kaspazlardan bagimsiz sekilde kromatin
yogunlagmasi ve hiicre biizligmesinin izlendigi programli hiicre 6liimii seklidir.
Iskemi reperfiizyona bagl hiicre dliimiiniin her iki sekilde de ortaya ¢iktig
gosterilmistir (84, 85).

Iskemi reperfiizyona bagl olarak, serbest oksijen radikalleri (SOR) iiretimi,
kalsiyum yiiklenmesi, iyonik dengesizlik, ATP iiretiminin azalmasi ve hiicre i¢i
pH azalmasi hiicre hasarina katkida bulunan 6nemli faktorlerdir. Mitokondriler
sadece ATP iireten organeller olmayip nekroz ve apoptozisin tetikleyicisidir (86).
Mitokondrileri hiicre 6liimiine baglayan ana faktdr, mPTP acilmasidir. Bunlar,
multiprotein kompleksler olup i¢ mitokondri membraninda selektif olmayan
porlar olustururlar. Iskemi reperfiizyon sirasinda, asidoz, Ca** yiiklenmesi, SOR

tiretimi mPTP agilma riskini artirir (85).
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Bu porlarin uzun siire acik kalmast mitokondri matriksine su girigine,
mitokondrinin gismesine ve dis mitokondriyal membranin riiptiiriine neden olur
(85). Ayrica bu porlarin uzun siire agik kalmasi ve/veya dis mitokondriyal
membranin riiptiiri sitokrom ¢ ve apoptozis indiikleyici faktor (AIF) gibi
proapoptotik molekiillerin salinimina yol agar (86). Her iki molekiil, apopitotik

stirecte miyosit 6liimiine neden olabilir (85, 86).

4.3.1. Kardiyovaskiiler sistemde apoptozis

Apoptozis, patolojik veya fizyolojik uyaranlara cevap olarak tamamen
saglikli hiicrelerin veya subletal hasara ugramis hiicrelerde ortaya ¢ikan ileri
derecede kontrol altinda olan bir hiicre o6limii seklidir. Burada kompleks
biyokimyasal olaylar serisini takip ederek, inflamasyon olmaksizin hiicrenin
olumii gerceklesir (82). Nekroz ise apoptozisten farkl olarak fatal dig uyaranlarla
ortaya ¢ikar ve hiicre igeriginin disar1 ¢ikigi ve inflamasyon ile sonuglanir (87).
Nekroz, iskemik hiicre 6liimiiniin prototipidir, klinik olarak miyositlerin sitozolik
iceriginin salinimimin (CK-MB, troponinler ve diger proteinler) saptanmasiyla
tespit edilebilir, apoptozis ise Ozellikle son dekadda kardiyovaskiiler sistemin

etkiler ¢esitli akut ve kronik durumlarin patogenezinde vurgulanmistir (88).

4.3.2. Apoptozisin diizenlenmesi

Oliim reseptorleri yoluyla

Cok sayidaki uyaran apoptozisi tetikleyebilir, ancak damar hastaliklarinda
hiicre igerisindeki degisiklikler uyaranlara karsi hassasiyeti degistirebilir. Kan
akimmin azalmasi sonrasinda NO ve “shear” strese bagli olarak yeniden
sekillenme apoptozisi tetikleyebilir. Buna kargmn, aterosklerozda veya
anevrizmada damar diiz kas hiicrelerindeki apoptozis, ylizey 6liim ligandlar1 veya
proapopitotik sitokin sekrete eden inflamatuvar hiicreler tarafindan olusturulur.
Uyaran ne olursa olsun, apoptozisi olusturan sinyal yolagi benzerdir. Apoptozisin
diizenlenmesi internal ve eksternal yolak olmak {izere baslica 2 major yola

ayrilabilir (Sekil- 3) (89).
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APOPTOZIS

Intrensek yolak Eksternal volak
. .
Sitokrom C Oliim reseptorleri
! !
Kaspazlar Kaspazlar
! !
Hiicre oliimil Hiicre oliimii

Sekil-3: Apoptozisin diizenlenmesi

4.3.3. Iskemik ve reperfiize olan miyokardda apoptozis

Miyokard iskemisi, koroner kan akiminin azalmasina bagli olarak miyokardin
oksijen isteminin, miyokarda oksijen sunumunu astig1 durumda ortaya cikar (90).
Reperfiizyon, iskemik vaskiiler yatakta kan akiminin tekrar saglanmasidir.
Iskemik miyokard veya reperfiize miyokarda izlenen apoptozis, oOzellikle
reperfiizyona bagl olarak gelisir. Gottlieb (91), ilk kez deneysel miyokardiyal IR
modelinde apoptozisi degerlendirdi ve tavsanlarda 30 dakika iskemiyi takiben 4
saatlik reperflizyon uygulandiginda miyosit ve endotel hiicrelerinde apoptozis
gelistigini gosterdi. Endotel hiicrelerinin kaybi daha 6nce gergeklesir ve miyosit
apoptozisine zemin hazirlar (92). Bu nedenle endotel hiicrelerinin kurtarilmasi
hayati 6neme sahiptir. Fliss ve Gattinger (79), sicanlarda 45 dakikalik miyokard
iskemisini takiben 60 dakika reperfiizyon olusturuldugunda reperfiizyonun
apoptozisi artirdigini gdstermistir, iskeminin devam ettigi dokularda apoptozisin
daha yaygin oldugu, reperflizyonun apoptotik hiicre sayisim1 azalttigi da
belirlenmistir. Freude (93), kopeklerde 90 dakikalik sonrasi 6 saat reperfiizyon
saglandiginda apoptozisin ortaya ¢iktigini bildirmistir.  Doku kesitlerinde
apoptozisin tespiti icin TUNEL ydntemi kullanilmistir, bu yontemde apoptozis
i¢in spesifik olan pargalanmig DNA’nin serbest 3 — hidroksi uglar1 enzimatik yolla
modifiye niikleotidlerle isaretlenir (94). Ancak DNA parcalanmasi ge¢ bir olay

oldugu i¢cin IR durumunda kalplerdeki baz1 miyositlerde heniiz apoptotik proges
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tamamlanmamis oldugu i¢in apoptozis belirlenemeyebilir. Apoptozisin dogru
olarak tespiti icin TUNEL yontemine ilave olarak DNA fragmantasyonundan
onceki degisiklikleri gosterecek yontemler daha yararl olabilir. Bu agidan kaspaz
aktivasyonu, apoptozisin saptanmasi i¢in Onemli bir basamaktir (95). Bir
caligmada, iskemi sonrasinda miyositlerde sadece kaspaz-3 pargalar1 saptanirken
(96), reperfiizyon sonrasi ise TUNEL pozitifligi ile birlikte kaspaz-3 pargalarinin
belirlenmistir (92).  Iskeminin apoptozisi baslatmak icin yeterli oldugu,
reperfiizyonun ise DNA par¢alanmasina giden siirecin tamamlanmasi i¢in gerekli

oldugu seklinde yorumlanmastir.

4.3.4. Hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi iizerindeki tartismalar

Apoptozis ve nekrozun miyokardiyal IR hasarina katkilarmin belirlenmesi
tedavinin yonlendirilmesi agisindan O6nem tasimaktadir. Apoptozis ilgili farkli
arastirmacilardan farkli sonuglar gelmektedir. Deneysel caligsmalarin sonuglari
farkli hayvan tiirlerinden gelmektir. Ayrica apoptotik degisikliklerin ortaya
¢ikmasi icin yeterli bir siirenin ge¢mesi gereklidir. Suzuki’nin erigskin miyosit
kiiltiiriinde yaptig1 ¢calismada miyositlerin H202’e maruz birakilmasindan DNA
parcalanmasima kadar gecen siirenin 14 saati buldugu gosterilmistir (97).
Caligmalarda degerlendirme zamani nedeniyle apoptozis beklenenden daha diisiik
oranda saptanabilir. Iskeminin siddetine gére belirlenen ve olusturulan ATP
eksikligi hiicre oliimiinii belirleyen baslica faktordiir (98). Enerjinin tama yakin
olarak saglanamadigi durumda nekroz izlenirken, daha az diizeydeki durumlarda
apoptozis tetiklenir (99). Doku kesitlerinde apoptotik hiicre Oliimiiniin diigiik
bulunmasinin sebeplerinde birisi de pozitif hiicrelerin belirlenmesi i¢in sadece
parcalanmis DNA saptanmasina yonelik tetkiklerin kullanilmasidir. Takemuro,
TUNEL yonteminin negatif oldugu durumlarda diger tetkiklerle apoptozisi
gosteren morfolojik 6zelliklerin saptanabilecegini gostermistir (100). Buna karsin
TUNEL yonteminin pozitif oldugu cesitli durumlarda miyositlerin onkotik
olabilecegi veya DNA replikasyonu gosteren hiicrelerin saptanmis olabilecegi de

gosterilmistir (101).
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4.3.5. Iskemi reperfiizyonda miyokard disfonksiyonu

Kalpteki programli hiicre 6liimii, diger hiicre tiplerinde ortaya cikanlarla
benzer Ozellikler tasir. Reseptore bagli sinyal yolagi ile mitokondriyal yolun
olime katkida bulundugu gosterilmistir (102). Hiicrede enerji gereksiniminin
saglanmasinda mitokondrilerin rolii diislintildiglinde kardiyak fonksiyonlarin
korunmasinda mitokondrilerin ne kadar dnemli oldugu ortaya ¢ikar. Normal
sartlarda mitokondriler ATP saglarken, kalsiyum dengesinin saglanmasinda da rol
alir. Ancak iskemi durumunda mitokondriler 6nemli bir SOR kaynagi haline gelir

ve kaspaz 9 aktivasyonu icin gerekli olan sitokrom c salinimina neden olabilir

(113).

4.3.6. Devamh siddetli iskemi durumunda apoptozis

Hiicre membraninda fosfotidil serinin membranin i¢ kismindan dis kismina
translokasyonu, apoptozise giden hiicrelerin iyi tanimlanmis immiinolojik bir
ozelligidir, spesifik fosfotidil serin reseptoriine sahip fagositik hiicreler,
apoptozise giden hiicreleri fagosite ederler (104). Hiicre i¢i cisimlerin birikimi
nedeniyle, apoptozis ve nekroz kolaylikla ayird edilmesine karsin apoptotik
cisimlerin fagositler tarafindan yavas uzaklastirilmasi veya uzaklastirilmasindaki
defekt, saatler icinde bu cisimlerin sekonder nekroze gidisi ile sonuglanir. Bu
durum uzun siireli siddetli iskemiye maruz kalan miyositlerde gerceklesir.
Kajstura (105), sicanlarda MI modelinde 20 dakikadan 7 giine kadar devam eden
koroner okliizyon sonrasit apoptozis ve nekrozun infarkt biiytlikliigline etkisini
degerlendirmistir ve ilk kez apoptozisten nekroze gegisi gdstermistir. 2 saatlik
iskemi sonrasinda, sol ventrikiildeki infarkt alaninda 2.7 milyon hiicre apoptotik
hale gelir, buna karsin sadece 90.000 hiicre nekrotik durumdadir. Apoptotik
hiicrelerin sayis1 4.5 saatte zirve diizeyine ulasir, nekroz ise koroner ligasyondan 1
glin sonra en iist diizeye cikar. Apoptotik hiicre Oliimiiniin infarkt hacmine
katkisinin % 86’ya kadar ulagtigi gosterilmistir, infarkt alaninda apoptotik
hiicrelerin 6zellikle iskeminin ge¢ donemlerinde nekroza ait ozellikler gosterdigi
de vurgulanmustir. Akut MI ile kaybedilen hastalarda otopsilerde, kalp dokusunda
apoptozis ve nekrozun gecis donemine ait bulgular izlenmistir (106). Apoptotik
hiicre o6liimili sadece infarkt alaninin merkezinde izlenmez, hipoperfiize infarkt

sinir alanlar1 (santral infart alani ile canli miyokard dokusu arasindaki alan) ile
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infarkttan uzak normal miyokard dokusunda da saptanir (8, 107). Infarkt
siirindaki miyositlerin % 12’sinde TUNEL yontemi ile kantitatif olarak apoptozis
gosterilmistir, uzak miyokard alanlarindaki hiicrelerin ise % 1’inde apoptozis
saptanmistir, apoptozisin, akut koroner okliizyon sonrasi, miyosit Oliimiiniin
yayilmasina neden olarak AMI’nii komplike hale getiren 6nemli bir durum oldugu
anlagilmistir (8).

Hayvanlarda IR modellerinden elde edilen veriler, iskemik ventrikiiliin canli
kisimlarinda goriilen apoptotik hiicre 6liimiiniin iskeminin siiresine ve infarkt
biiyiikliigiine bagli oldugunu gostermektedir. Kopeklerde, mikrosfer injeksiyonu
ile kii¢iik koroner arterlerin embolisine bagli olusturulan multipl infarktlar (108)
ve sicanlarda koroner okliizyon ile olusturulan biiyiik infarktiisler ciddi kalp
yetersizligine neden olur, eski infarkt alanimi c¢evreleyen canli miyokard
bolgesinde TUNEL pozitif miyositlerin varligi ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Tavsanlarda, 30 dakikalik iskemi sonrasi reperfiizyon saglandiginda kismen ufak
miyokard infarktiisiinlin ortaya ciktig1 ve kalp yetersizligi bulgusunun olmadigi
saptanmistir. Kurtarilmig miyokard alanlarinda TUNEL pozitif hiicrelere seyrek
olarak rastlanmigtir (109).

4.3.7. Miyokard infarkiisii sonrasi yeniden sekillenme ve apoptozis

Miyokard infarktiisiinii takiben akut inflamatuvar yanit sirasinda, nekrotik
alan notrofil ve makrofajlart igeren cesitli inflamatuvar hiicreler tarafindan isgal
edilir. Bu hiicreler, miyofibroblast, makrofajlar ve endotel hiicrelerinden olusan
graniilasyon dokusu ile yer degistirir ve kalic1 skar olusumu ile sonuglanir.

Miyokard infarktiisii sonras1 kalbin iyilesmesine yol agan histolojik olaylarin
gelisimi insanlarda ve hayvanlarda ortaya konmustur (110). Takemura (111),
hasarli miyokardin onarimimin akut ve subakut doneminde ortaya ¢ikan ¢esitli
hiicre gruplarinin ortadan kaldirilmasinda apoptotik hiicre 6liimiiniin 6nemli
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ancak endotel apoptozisinin, damarlarin progresif
olarak kaybma neden oldugu ve iyilesen miyokard alanmna kan akiminin
azalmasina katkida bulundugu izlenmistir, miyofibroblast apoptozisinin sonuglari
tartismalidir.  Miyofibroblastlar, fibroblastlar ve diiz kas hiicresi ozellikleri

gosteren insanlarda ve sicanlarda saptanmis hiicrelerdir.  Baslica 6zellikleri
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kollajen sentezi olmasina ragmen, kontraksiyon Ozelligine sahip oldugu
gosterilmistir (112).

Miyokard infarktiisii sonrasi, sol ventrikiiliin yeniden sekillenmesinde miyosit
apoptozisi arastirilmistir ve apoptozis hizinin yeniden sekillenme ile korele
oldugu belirlenmistir. Palojoki (112), sicanlarda koroner okliizyon sonrast (1-4
hafta sonra), infarkttan uzak miyokard alanlarindaki sol ventrikiil diyastolik
caplar1 ile miyosit apoptozisi arasinda korelasyon oldugunu bildirmistir.
Insanlarda kiiciik sayida bir hasta popiilasyonunda, MI sonras1 10-62 giin i¢inde
Olen hastalarda yapilan postmortem caligmada infarkt alan1 ve uzak alanlardaki
miyosit apoptozisinin sol ventrikiil dilatasyonu ve infarkttan uzak miyokardin

incelmesiyle iliskili oldugu saptanmistir (113).

4.3.8. iskemi reperfiizyon hasarinda in vivo olarak miyosit apoptozisinin
gosterilmesi

Apoptotik hiicreler, iki tabakali lipid membranin i¢ kismindan dig kismina
dogru fosfotidil kalintilarinin yeniden dagilimi gdstermektedir (104). Apoptotik
hiicrelerdeki bu olay DNA par¢alanmasindan daha erken ortaya ¢ikan bir igslemdir.
In vitro (104) ve in vivo (114) calismalarda insan anneksin V proteininin,
fosfotidil serine yiiksek afinite ile baglandig1 gdsterilmistir. Bu bilgiler 15181nda,
apoptotik hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi i¢in, siganda akut kardiyak allogreft
rejeksiyonu modelinde anneksin V tek basina veya teknisyum 99m bile birlikte
injekte edilmistir (115). Sintigrafik goriintiilemede radyoaktif isaretli anneksin V
“uptake”inde belirgin artis izlenirken, antianneksin V immiin boyama nekroz ve
apoptozis ile iliskili olarak ¢ok sayida miyositte pozitif olarak saptanmistir. Bu
bulgular, anneksin V’in apoptozise spesifik olmadigini, anneksin V’in nekrotik
hiicrelerin hasarlanmis membranindan gecerek hiicre icinde yerlesen fosfotidil
serin kalmntilarina baglandigini gdstermistir. Dumont, siganlarda IR modelinde
miyosit 6limiiniin belirlemek i¢in etiketli insan rekombinant anneksin V’i ilk kez
kullanmistir (116). On bes dakikalik iskemi ve 30 dakikalik reperfiizyon
sonrasinda kardiyak hiicrelerin % 1.4’linde anneksin V pozitif saptanmis,
reperfiizyon siiresi 90 dakikaya ¢iktiginda oranin % 411 oraninda arttigi
goriilmiistii. Onemli bir giigliik klinik durumlarda in vivo olarak apoptotik hiicre

oliimiiniin saptanmasidir. Hofstra ve arkadaslar1 (117), AMI geciren ve primer
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anjiyoplasti uygulanan 7 hastadan 6’sinda reperfiizyon saglamistir ve
reperfiizyonun erken evrelerinde infarkt alaninda teknisyum 99m isaretli anneksin

V “uptake”inin arttigin1 gostermistir.

4.3.9. Kalpte apoptozisin fonksiyonel sonuclari

Iskemi reperfiizyonu takiben, kalpte ortaya ¢ikan hasarin olusumunda
apoptozisin rolii ayrintili olarak incelenmistir. Kaspaz inhibisyonu (118), selektif
sistein proteaz inhibitorleri (102), primer ve sekonder kaspaz aktivasyonunun
farmakolojik modiilasyonu, antiapoptotik bcl-2 gen over ekspresyonu ile
mitokondriyal koruma (119), TNF-a inhibisyonu ile 6lim reseptorleri aracili
yolun azaltilmas: (120), apoptotik sinyal yolaklarinda genetik mutasyonlarin
olusturulmasi (121) ile IR hasarinda apoptozisi inhibe ettigi ve iskemi sonrasi
donemde miyokardin iyilesmesine katkida bulundugu gosterilmistir. Apoptozisin
erken evrelerinde, islemin tamamlanmasindan bagimsiz olarak kardiyak
disfonksiyon gelisebilir. Ornegin kaspaz aktivasyonu, TUNEL (130) yontemi ile
DNA parc¢alanmasinin saptanmasindan evvel, miyofibriller protein yikimi, ATPaz
aktivitesinin azalmasi ve kontraktil disfonksiyon ile iligkilidir. Kisa stireli iskemi
donemlerinde kaspaz aktivasyonu saptanir (92, 96). Apoptotik siirecin
tamamlanmasindan once ve nekrotik hiicre Oliimiinden bagimsiz olarak
miyofilaman yikimi ile kontraktil disfonksiyona yol acar. Kalpte, mitokondriyal
ATP {iretiminin 6nemi disiliniildiigiinde kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal

solunumu ve enerji liretimini etkileyecegi ortaya ¢ikar (122).

4.3.10. Artan apoptozis/nekroz oram iskemi sonrasi inflamatuvar yaniti
diizenler

Nekroz ve apoptozis, biyokimyasal, morfolojik ve etkilenen dokudaki
ozellikler acgisindan tamamen farkli olaylardir. Bir hiicrenin nekroza gitmesiyle
hiicre membran1 hasar1 sonucu sitozolik iceregin salinmasi l6kosit ve fagosit
infiltrasyonu ile karakterize inflamatuvar reaksiyona yol agar (96, 103). Buna
karsin apoptozis membrana bagli apoptotik cisimlerin olusumu ile karakterizedir,
makrofaj ve komsu hiicreler tarafindan ¢evrelenir ve inflamatuvar reaksiyona

neden olmaz. Reperfiize miyokard alaninda inflamatuvar yanitin ortaya ¢ikmasi
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miyokard hasarini arttirabilir.  Lokositlerden salgilanan preteolitik enzimler,
normal hiicreleri hasara ugratir, nekrotik alanda doku kaybina neden olarak
konnektif dokunun zayiflamasmna sebep olur (93, 103).  Fibrotik doku
gelisiminden evvel infarkt alaninin orantisiz incelmesi ve dilatasyonu, infarkt

ekspansiyonu olarak adlandirilan komplikasyonun gelisimiyle sonuglanir (123).

5. Apoptozis icin tedavi yaklasimlari
Miyositlerde apoptozisin dnlenmesi énemli bir tedavi yaklasimidir. Pek ¢ok
ajan hiicre Olimiinii engellemeksizin apoptozisin biyokimyasal ve morfolojik
olarak onlenmesinde etkili olmaktadir. Hiicre 6liimiinii geciktirmek, hiicrenin
daha sonra nekroza ve eslik eden inflamasyona neden olmasiyla zararli olabilir.
Buna karsin bazi ¢alismalarda apoptozisin 6nlenmesinin yeniden sekillenmeyi ve
infarkt sonrasi kontraktiliteyi diizelttigi gosterilmistir (124).
Apoptozis, sinyal yolagindaki pek cok noktada kesintiye ugratilabilir.
Apoptotik hiicre 6liimiiniin 6nlenmesi;
a.  Uyaranin inhibe edilmesi/onlenmesi,
b.  Oliime neden olan diizenleyici mekanizmalarin inhibe edilmesi,
C.  Apoptozise giden yollarin inhibe edilmesi ile saglanabilir.

Iskemi sirasinda ¢ok sayida sinyal yolagi aktive edilir. Tek yolun
inhibisyonu apoptozisin onlenmesinde yeterli olmayabilir, diger yollar apoptozisi
indiikleyebilir. Cok sayida noktayi etkileyen mediyatorler, apoptozisin dnlenmesi
icin daha iyi bir hedef olabilir. Ozellikle kalbi etkileyen apoptotik uyaranin
selektif olarak inhibe edilmesi daha efektif olacaktir.

6. Serum M30 ve M65 diizeyleri

Apoptozis sirasinda, gesitli hiicre i¢i proteinleri kaspaz adi verilen enzimler
tarafindan yikilir.  Sitokeratin 18 (M30 antijeni) olarak adlandirilan filaman,
apoptozis sirasinda erken donemde yikilir, canli ve nekrotik hiicrelerde
saptanmamaktadir (125). Monoklonal bir antikor, M30, yikima ugratilan
sitokeratin 18“1 spesifik olarak tanir.  Buna karsin yilkima ugramayan
sitokeratin18 (M65 antijeni) nekroz sonrasinda sitozolik havuzdan salinir. Cesitli
calismalarda farkli hiicre Olimii sekillerinin belirlenmesinde sitokeratin 18’in

farkli formlarmin (M30, apoptozis antijeni ve M65 nekroz antijeni) klinik yararim
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gostermektedir (126). Ilging olarak sitokeratin 18, endotel hiicrelerinde, kardiyak
mikrovaskiiler yapida saptanmistir ve iskemik kalp hastaligi olan kisilerde bu
molekiile kars1 yiiksek titrede antikorlar saptanmistir (127, 128). Yakin zamanda,
Adlbrecht ve arkadaslar1 (129), miyokard infarktiisii ge¢irmis hastalarda, koroner

okliizyon diizeyinde M30 diizeylerini anlamli olarak arttigin1 gostermistir.

7. S100B

S100B, 20 kDa agirhiginda, spesifik dokular tarafindan eksprese edilen
kalsiyum baglayici bir proteindir (130, 131). Santral sinir sistemini olugturan
astrositler, noronal alt gruplar ile iskelet kasi hiicrelerinde eksprese edilir (131).
S100B, hiicreler arasindaki etkilesimle parakrin (mikroglia) veya otokrin
(astrositler) olarak salinabilir ve diizeyine bagli olarak trofik veya apoptotik
sonuglara yol acar (122). Normal sartlarda S100B, miyokarda eksprese edilmez.
Tsoporis ve arkadaslar1 (130) tarafindan miyokard infarktiisiinii takiben kalpte
S100B sentez edildigi gozlenmistir. Bu 06zellikle trofik uyaranlara miyositlerin
cevap verdigi periinfarkt alaninda saptanmistir, sebebi de hiicre ¢ogalmasini
sinirlayan  negatif “feedback” mekanizmas1 olabilir (133). Miyokard
infarktiisiiniin yapisal ve fonksiyonel sonuglari, yeniden sekillenme olarak
adlandirilan sol ventrikiil geometrisinin degismesi ile iligkilidir. Bu degisiklikler,
nekroz, apoptozis, skar olusumu, ventrikiil dilatasyonu, infarkttan uzak miyokard
alandaki miyokardin hipertrofisi sonucunda ortaya ¢ikar. Uzak miyokard alandaki
hipertrofi, alfal adrenarjik agonistler, Ag II, peptit biiylime faktorlerinin pozitif
etkileri ve kalsindrin ile etkilesen protein, “mitojen activated protein kinaz-
fosfataz-1”, S100B’nin negatif etkileri ile diizenlenir (133, 143). S100B’nin
miyosit hipertrofisi lizerindeki etkileri bilinmemektedir, bu protein ¢ok sayidaki
hiicre i¢i hedeflere baglanma yetenegine sahiptir, hiicre i¢indeki S100B’nin kinaz
substratlarinin fosforilasyonunu inhibe etme yetenegi oldugu gosterilmistir (131,
135). Hiicre dis1 S100B, siganlarda miyoblastlarin miyojenik farklilagmasini,
miyozin agir zinciri igceren (p38 kinaz inaktivasyonu ile) ¢esitli miyojenik
farklilasma belirteclerini inhibe eder (136). S100B, MI sonrasinda miyokardda
apoptozisin diizenlenmesinde hasara ugrayan miyositlerden salinimindan sonra
RAGE ile etkilesimi sonrasi sitokrom c¢ salimimi ve proapoptotik kaspaz

kaskadmn aktivasyonu rol oynayabilir (137). Infarkt sonras1 durumda, oksidatif
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stresle aktive olan yollarla etkilesim gosterebilir (137). Ayrica RAGE’den
bagimsiz olarak belirlenmemis bir reseptorii ile etkileserek miyoblastlarda reaktif
oksijen tilirlerinin liretimini uyararak ve prosurvival kinaz ERK1/2 inhibisyonu
neden olarak apoptozisi indiikleyebilir (138).

Ayrica serum S100B diizeylerinin miyokard hasartyla iligkisi de
degerlendirilmistir. Kardiyak cerrahi sonrasinda troponin I ile serum S100B
diizeyleri arasinda korelasyon izlenmistir (139). Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde serum S100B diizeyleri ile miyokard hasar1 arasinda iliski
olabilecegi gosterilmistir. Bu calismada, izole kalp perflizyonu modelinde,
iskemik kalpten S100B salindig1 gosterilmistir. Bu salinimin, asir1 ekspresyona
mi1 bagli oldugu yoksa hasara ugrayan miyosit ve fibroblastlardan m1 salindigi
acik degildir. Bu deney modeli, iskemik kalbin, beyin disinda S100B kaynag:
olabilecegini gostermistir. Missler ve arkadaslart (140), yaptiklari ¢alismada
kardiyopulmoner bypass operasyonuna giden hastalarda erken donemde S100B

diizeyleri ile kardiyak hasarin belirtecleri arasinda iliski oldugunu gdstermistir.

8. lIskemi sirasinda enerji metabolizmasinin farmakolojik olarak
diizenlenmesi

Geleneksel olarak miyokard iskemisi tedavisinde mitokondri fonksiyonlarinin
diizenlenmesi amaglanmaktadir:

1. Arteriyel kan basinci, kontraktilite, kalp hizinin azaltilmas: ile kalbin is
yiikiiniin boylece, miyokardiyal ATP iiretimi ihtiyacinin azaltilmasi (Ca2+ kanal
blokerleri, B- reseptor blokerleri, nitratlar),

2. Vazodilator ilaglar ile miyokarda oksijen sunumunun artirilmasi

3. Revaskiilarizasyon islemleri ile gergeklestirilir.

Bu yaklagimlar, oksijen sunumu ile mitokondriyal ATP {iiretimi arasindaki
dengesizligi indirekt olarak etkiler.

Reperfiizyon hasarmin dnlenmesinde gesitli ajanlar kullanilmistir. In vitro ve
invivo c¢aligmalarin sonuglari, reperfiizyonun baslangicinda verilen tedavilerin
yararli oldugunu gostermistir.

Alternatif bir yaklasim, yag asidi oksidasyonu inhibisyonu (trimetazidin)
(141), ile iskemiye baglh piriivat oksidasyon bozuklugunun azaltilmasi, CPT-I

inhibisyonu ile yag asitlerinin mitokondriye giriginin engellenmesi (perfeksilin,

25



oksfenisin) (32) veya mitokondrilerde piriivat oksidasyonunun uyarilmasidir
(142). Bu ajanlarin piriivat oksidasyonunu artirdigi, iskemi ve/veya iskemi
sonras1 reperfiizyon doneminde laktat {iretim hizini azalttiklar1 gosterilmistir.
Mitokondride NADH/NAD™ ve asetil-CoA/serbest CoA oranlarin1 azaltarak PDH
tizerinde inhibisyona neden olmaktadirlar. En biiyiik klinik tecriibeye sahip
olunan trimetazidin, 3 keto ag¢il CoA-tiyolaz enzimini inhibe ederek, substrat
kullannmim1  yag asidinden glukoz kullanomina c¢evirmektedir (141).
Trimetazidinin, kalp hizi, kontraktilite iizerinde etkisi olmadig1 gibi koroner veya
periferik vazodilatasyona neden olmaz ve anlamli hemodinamik degisiklik
olusturmaz. Fizyolojik, patolojik veya ilaglarla serbest yag aliniminin ve/veya
oksidasyonunun baskilanmas1 miyokardin glukoz kullaniminin artmasina neden
olur (143). Miyokardin substrat kullanimini1 glukoz metabolizmasina yonlendiren

tedavi girisimlerinin iskemik kalp hastaliginda yarar saglamasi beklenmektedir.

8.1. Serbest oksijen radikali tutucular: ve antioksidanlar

Deneysel sartlarda H,0,’1 yikan enzim katalaz, sliperoksit dismutaz, ksantin
oksidaz inhibitorii allopiirinol, demir selasyonu yapan ferroksamin, yaninda C, E
vitamini ve melatonin gibi antioksidan ajanlar ¢alisilmistir. Canbaz ve arkadaslari
(144) koroner “by-pass” ameliyatt sirasinda aortik kros klamp sonunda
intrakoroner E vitamini (100 mg) uygulamasinin yararh etkilerini gostermistir.
Buna karsin Lassnigg ve arkadaglari (145) tarafindan kardiyak cerrahi sonrasi 12.
saat ile 2. giin arasinda intravendoz E vitamini verilmesinin etkisi olmadigi
saptanmigtir. Guan ve arkadaglar1 (146) allopiirinoliin (400 mg), kurtarict PTCA
sonrasinda IR hasarmin &nlenmesinde yararh etkileri oldugunu gdstermistir. Bu
calismada allopiirinol reperfiizyondan yaklasik 60 dakika ©Once baslanmistir,
serbest oksijen radikallerinin olusumunun inhibisyonunda ve sol ventrikiil
fonksiyonlariin korunmasinda yarar saglamistir

8.2. N Asetil Sistein

N-asetil sistein (NAS), glutatyon Onciisii olup, 30 yildan uzun bir siiredir
mukolitik ajan olarak kullanilmaktadir. Mukolitik etkisine ilave olarak glutatyon
diizeylerinin azaldigi, oksidatif stres ile karakterize ¢esitli hastalik durumlarinda

da kullanilmistir (147).
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Sekil-4: N-asetil sisteinin kimyasal yapisi

N-asetil sistein, tiyol i¢eren bir bilesiktir, kimyasal formiili CSHINO3S’dir
(Sekil-4) ve oral alimi takiben hizli bir sekilde absorbe edilir. Ince bagirsak ve
karacigerde ugradigi ilk gecis etkisi, NAS’in ¢esitli peptit zincirlerine
baglanmasina ve NAS metabolitlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (147). NAS
molekiiliiniin ¢ok ufak bir kismi1 plazmaya ve dokulara ulasabilir. Oral alimi
takiben 1 saatten kisa bir siire igerisinde zirve konsantrasyonuna ulasir, plazma
yarilanma omrii 2.15 saattir (148). NAS’in metabolik aktivitesinin biiyiik kismi
siilfidril gruplarina baglhdir, amino gruplar ise oksidasyona karsi daha stabil
olmasimi saglar. Deneysel caligmalar, NAS’in oral biyoyararliligmmin % 4-10
arasinda oldugunu gostermistir (148). NAS’in biyoyararliligini etkileyen en
onemli faktorler, proteinler ile disiilfit baglar yapmasi ve intestinal mukoza ve
limende deasetilasyondur (149). Oral yolla alinan NAS’in biiyiikk kismi
metabolitlere dontisiir, serbest ve total NAS’ e ilave olarak plazmadaki protein disi,
protein siilfidril gruplarini, diisiik molekiil agirlikli proteine baglanan tiyol
gruplarini arttirir (148). NAS’ in aktivitesinin ve koruyucu etkisinin biiyiik bir
kismint NAS’in bu metabolitleri meydana getirir.

Oral olarak uygulanan NAS’in yararli etkileri intraseliiler sistein
konsantrasyonunu ve dnemli bir endojen antioksidan olan indirgenmis glutatyonu
artirmasina baghdir. NAS, siilfidril grubu kaynagi olarak glutatyon sentezini
uyarir, glutatyon S transferaz aktivitesini arttirir, detoksifikasyonu saglar ve
reaktif oksijen radikalleri iizerine direkt etkisi de vardir (150).

Invitro ve invivo calismalar, NAS’in hiicre igi glutatyon biyosentezini
arttirabilme yetenegi oldugunu gostermistir.  Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda,

NAS’in hiicre i¢i glutatyon biyosentezi i¢in kiiltiir ortamindan sistein “uptake”ini
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sagladig1 gosterilmistir (151). Invivo, NAS eritrositler, akciger ve karaciger (152)
hiicrelerinde glutatyon diizeylerini arttirabilir.

Stlfidril gruplari, reaktif oksijen tiirevlerine karsi 6nemli bir savunma
mekanizmasidir.  NAS, giliclii bir hipoklorik asit tutucusudur ve hidrojen
radikalleri ve hidrojen peroksidi indirgeme yetenegine sahiptir (153).

NAS’in c¢esitli kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda olast  etkisi
gosterilmistir. Ozellikle homosistein ve lipoprotein a (Lp a) diizeyleri iizerinde
etkileri vardir, IR hasarma kars1 koruyucu etkisi oldugu ve nitrogliserinin
etkinliginin arttirdig1 gosterilmistir.  Yiiksek Lp a ve homosistein diizeyleri
kardivaskiiler hastalik riski ile iligkilidir. Gavish ve Breslow (154), Lp a diizeyleri
yiiksek olan hastalara 4 hafta boyunca 2 gram/giin, daha sonraki 4 haftada ise 4
gram/gilin dozunda NAS verdiklerinde, Lp a diizeylerinde % 70 azalma oldugunu
gostermistir.  Hiicre kiiltlirlinde ise NAS’in hiicre i¢i homosistein seviyelerini
azalttig1 izlenmistir (155). Wiklund ve arkadaglart (156), NAS’in homosistein
diizeylerini % 45 oraninda azalttigin1 gostermistir, ancak bu ¢alismada NAS’in Lp
a diizeyleri lizerinde etkisinin olmadig1 goriildii.

Deneysel ¢aligmalarda ve ilk klinik gézlemlerde NAS’in AMI’nde iskemi ve
reperfiizyon hasariin tedavisinde yarar1 olabilecegi saptanmistir. Miyokard
iskemisi genellikle hiicre i¢i siilfidril gruplarinin azalmasi ile kararkterize bir
durumdur, reperfiizyon oksidatif hasara neden olabilir. Deneysel kosullarda
iskemiden 60 dakika ©Once baslanan NAS infiizyonunun dokudaki glutatyon
igerigini % 38 oraninda arttirdigin1 gostermistir (157). Akut miyokard infarktiisii
geciren hastalarda, NAS’in streptokinaz ile birlikte verildiginde oksidatif stresi
azalttigl, daha hizli reperfiizyon sagladigi ve sol ventrikiil fonksiyonlarim
korudugu goriilmiistiir (158). Sochman ve arkadaslar1 (159), streptokinaz ve NAS
(100mg/kg) ile tedavi edilen hastalarda tek basina streptokinaz ile tedavi edilen
hastalara gére daha anlamli sonuglar elde etmistir. Bagka bir caligmada (160) ise
AMI geciren hastalar streptokinaz ile birlikte 15 gram NAS infiizyonu alan ve
almayan olacak sekilde 2 gruba ayrilmistir. NAS alan grupta, 4. ve 24. saatte
oksidatif stresi gosteren plazma MDA diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik
oldugu ve sol ventrikiil fonksiyonlarinin korundugu izlenmistir.

NAS’in nitrogliserinin (NTG) koroner damarlar1 dilate (161) edici etkisi ile

antiplatelet etkisini giiclendirdigi (162), nitrogliserine tolerans gelisimini onledigi
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de izlenmistir. Horowitz ve arkadaslari, randomize ¢ift kor bir ¢calisma da standart
tedaviye yanit vermeyen kararsiz angina pektorisli hastalarda NTG ve NAS’in
birlikte verilmesinin AMI sikligin1 azalttigini belirledi (163). Bu kombinasyonun
etkili olmasina ragmen % 35 oranindaki basagrisi bu tedavi stratejisinin
kullanimini1 sinirlamaktadir.

8.3. NO-dondrleri

Iskemi reperfiizyon, eNOS ve NO’in azalmasiyla karakterizedir. Fizyolojik
diizeylerdeki NO diizeylerinin saglanmasi i¢in organik nitratlar, sidininiminler
gibi NO donorii benzerler ve sistein iceren NO dondrlerinin verilmesi mantikli bir
tedavi yaklagimidir. NO, vazodilator, antioksidan, antiplatelet ve antinotrofil
etkileri olan kardiyoprotektif bir molekiildiir. Ancak NO’in koruyucu mu olacag:
yoksa zararli etkiler mi goOsterecegi c¢esitli faktorlere baghidir. eNOS’den
kaynaklanan kisa siireli diisiik dozlardaki NO vyararli etkiler gosterirken,
INOS’den kaynaklanan siirekli ve yliksek dozdaki NO ise zararlidir (164).

Reperfiizyon sirasinda NO dondrlerinin etkisini degerlendiren 2 biiylik
calisma vardir (165, 166). Ancak bu calismalarda AMI sonrasi survinin
tyilestirilmesi lizerinde yararli etkiler gosterilememistir.

In vivo modellerde (167), NO substrati L-argininin infarkt biiyiikliigiinii
azalttigl, miyokard performansini (168) ve endotel fonksiyonlarmi diizelttigi
izlenmistir. Sadece bir klinik ¢alismada 6n kolda iskemi reperfiizyona bagh
endotel disfonksiyonunun dnlenmesinde L-arjininin (20 mg/dk, 15 dk intravendz
[IV] infiizyon) yararli oldugu izlenmistir (169).

Tetrahidrobiopiterin (BH4), NO sentetatazin kofaktoriidlir. Yamashiro ve
arkadaglar1 (170), deneysel kosullarda BH4’in iskemi reperflizyonda yararl
etkilerini géstermistir. Ancak bu sonuglar klinik ¢alismalarda dogrulanmamustir.

8.4. Na'/K" “exchanger” inhibitorleri

Normal kosullarda H*, ATP iiretimi icin (Na'/ATP “exchanger”) gereklidir.
Miyokard iskemisi sirasinda anaerobik metabolizma ile hiicre i¢i asidoz ortaya
cikar. Hiicre ici asidoz, pH’y1 diizenleyen iyon tastyicilari ile Na*/H" “exchanger’1
aktive eder (71). Neticede ATP iiretimi icin gereken protonlar azalirken, Na*
birikimi meydana gelir. ATP eksikligi, Na'/K* ATP’az inhibisyonu ile hiicre
icerisinde Na" birikimini arttirir. Na® yiiklenmesi, Na*/Ca*? “exchanger” aktive

eder, hiicre iginde Ca* yiiklenmesine ve hiperkontraktiir ve hiicre 6liimiine yol
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acar (71). Na'/K" “exchanger” inhibitdrleri, hiicre icine Na* girisi ve buna bagh
olarak Ca*? girisini ve Ca*? yiiklenmesini azaltir. Ayni zamandan miyositlerden
H" ¢ikisini azaltir, bu protonlar, ATP iiretiminde kullanilir (71).

Kariporid, doza bagimli olarak infarkt alanini azaltir, reperflizyona bagh
ventrikiiler fibrilasyon sikhgini da azaltabilir (171). Kariporid ile Na'/K*
exchanger inhibisyonu miyokardiyal iskemi sirasinda iskemik hasarin yayilimin
yavaslati. GUARDIAN calismasinda (11590 hasta) kariporidin koroner by-pass
sonrasi ilk 6 ayda miyokard infarktiisii ve tiim nedenlere bagli 6liim tizerindeki
etkileri degerlendirilmistir. Operasyondan 1 saat once baslanan IV kariporid
inflizyonu (120 mg) baslanmis ve 2-7 giinler arasinda her 8 saatte bir
uygulanmigtir. Ilk 6 ayda % 25’lik bir risk azalmasma neden oldugu
gosterilmistir (172) .

8.5. Na'/Ca™" “exchanger” inhibitorleri

Na‘/Ca*? exchanger inhibitérleri, hiicreye Ca*? girisini onler. Na'/K*
inhibitorlerinden farkli olarak Na'/Ca*? inhibitorler, reperfiizyon sirasinda
verildiginde etkilidir. Ancak bu etkiler klinik ¢aligmalarda gosterilememistir (71).

8.6. Kontraktilite inhibitorleri

Reperflizyonun ilk dakikalarinda kontraktilitenin gegici blokaj1 ile
hiperkontraktiir 6nlenebilir ve infart biiyiikliigii azaltilabilir (173). Ancak tam bir
blokaj blokerin (BDM, 2,3-butanedion, aktin miyozin “cycling” inhibitorii)
bolgesel, intrakoroner uygulanmasini gerektirir. Hiperkontraktiir 2 farkli sekilde
saglanabilir.  Ilki, gecici kontraktil inhibisyon, reperfiizyon sirasinda lokal
intrakoroner infiizyon seklinde verildiginde etkili bir yaklasimdir. Ikinci yaklasim
ise ¢cGMP modiilasyonu veya sitozolik kalsiyum igeriginin azaltilmasi ile
kontraktil miyofilamanlarin desensitizasyonudur.

cGMP modiilasyonu ile kontraktilitenin inhibisyonu atriyal natritiretik
peptidin kullanimiyla olasidir. Uzamis iskemi sonrasinda miyositlerde ¢cGMP
diizeyleri azalir (174). c¢GMP, soluble veya membrana bagli guanil siklaz ile
sentez edilebilir. NO biyoyararliliginin direkt olarak arttiran NO dondrleri veya
indirekt olarak NO sentezi i¢in substrat olan L-arjinin destegi saglanmasi ile
solubl guanil siklaz uyarilabilir. Membrana bagli guanilat siklaz ANP ile bir peptit

olan iirodilatin ile uyarilabilir. AMI gegiren hastalarda intrakoroner ve intavendz
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iirodilatin uygulamasinin IR bagl aritmileri ve sol ventrikiil duvar hareketlerini
iyilestirdigi gosterilmistir (175).

8.7. Adenozin reseptor antagonisti

Adenozin A2 reseptorleri, serbest radikal olusumunun ve nétrofil
fonksiyonlarmin inhibisyonundan sorumludur (176). Ayrica adenozin
mitokondriyal K* ATP kanallarinin agilmasiyla antiiskemik etkiye sahiptir.
ADMIRE-2 c¢alismasinda (177), akut ST elevasyonlu MI geciren ve primer
anjiyoplasti uygulanan hastalarda A1 ve A2 reseptdr blokeri olan AMP579’un
etkileri degerlendirilmigti. AMP579’un infarkt alani {izerinde etkisi olmadig:
izlenmisti. AMISTAD c¢alismasinda, anteriyor M gegiren hastalarda adenozin
reperfiizyon tedavisine eklendiginde infarkt alaninda azalmaya neden olmustur
(178).

8.8. Metabolik kardiyoproteksiyon

Glukoz, insiilin ve potasyumdan olusan GIK soliisyonu, AMI sonrasi
mortalitenin azaltilmasinda yarar saglar (179). Reperflizyon tedavisi olmaksizin
uygulandiginda yarar egilimi gosterir. GIK soliisyonu, % 25 glukoz, insiiliin (50
IU/T) ve KCI (80 mmol/l) den olusur, 24 saate 1 ml/kg/saat dozunda verilir.

8.9. Magnezyum

Magnezyum, sarkoplazmik retikulumda kalsiyum trasnportunu ve
transmembran kalsiyum akimini diizenleyen fizyolojik bir kalsiyum blokeridir.
ST elevasyonlu Mi hastalarinda IV Mg’un yarar tartigmalidir.  LIMIT-2
calismasinda, magnezyumun (8-65 mmol/24 saat) total mortalite tizerinde anlamli
etkisi oldugu saptanmistir (180). ISIS-4 calismasinda ise negatif etkiler 6n plana
ctkmistir (165).  Giiniimiizde ST elevasyonlu Mi’de rutin IV magnezyum
uygulamasinin yeri yoktur.

8.10. Trimetazidin

Trimetazidin, piperazin tirevidir (1-[2,3,4-trimetoksibenzil-piperazine)
(Sekil-5). TMZ, yag asidi beta oksidasyonunda son enzim olan, uzun zincir 3-
keto agil koenzim A tiyolaz (3-KAT) enzimini selektif olarak bloke eder. Yag
asidi  oksidasyonunun inhibisyonu, glukoz oksidasyonunu artisiyla enerji
substratinda degisiklige neden olur (181). Ayrica, PDH aktivitesini arttirarak
iskemi sirasinda bozulan glikoliz, glukoz oksidasyonu eslesmesinin diizelmesini

saglar. Netice de hidrojen iiretimi, hiicre i¢i asidoz ve kalsiyum birikimi azalir.
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TMZ, miyositlerin sitoplazmasinda kalsiyum ve sodyum birikimini 6nler, serbest
oksijen radikallerinin olusumunu azaltir ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe eder
(182). Bu ilacin en 6nemli ozelligi, reperfiizyon sirasinda sarkolemmanin
mekanik direncinin arttirilmasidir.  Bu mekanizma, miyokard infarktiisiinde
infarkt alaninin siirlanmasinda 6nemli rol oynar. TMZ’in mitokondrilerdeki
baglanma noktalar1 belirlenmistir ve TMZ’in iskemiye bagli bozulan
fonksiyonlar1 diizelttigi gdosterilmistir (183). TMZ’in diger bir etkisi
kardiyomiyositlerde apoptozisi inhibe etmesidir (183), iskemiden 10 dk once
uygulanan TMZ’in miyositlerde apoptozisi inhibe ederek (kaspaz 3 ile iligkili
olarak) anlamli olarak IR hasarindan miyokardi korudugunu gosterilmistir.
Deneysel MI modellerinde TMZ infarkt biiyiikliiglinti azalttig1 bildirilmistir (184,
185), akut Mi’de TMZ ile yapilan iki klinik ¢alisma da (EMIP-FR ve LIST)
karigik sonuglar elde edilmistir (186, 187). EMIP-FR calismasinda, MI sonrasi ilk
24 saatte verilen TMZ’in reperfiize olmayan hastalarda sagkalimi diizelttigi ancak
reperfiize olan hastalarda etkili olmadigi gosterilmistir (186), bu farklilik etki
mekanizmasi diisiiniildiiglinde anlasilabilir. LIST caligmasinda ise hastalar primer
anjiyoplasti oncesi plasebo ve TMZ kollarina randomize edilmistir, TMZ ST
segment rezoliisyonunun daha erken olmasini saglamistir ancak infarkt biiyiikligi
yada global veya bolgesel sol ventrikiil fonksiyonlari iizerinde etki gostermemistir
(187). Ruixing ve arkadaslar1 (188), tavsanlarda IR modelinde trimetazidinin

kardiyomiyosit apoptozisini 6nledigini gostermistir.
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Sekil-5: Trimetazidinin kimyasal yapisi
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8.11. Statinler

Son yillarda statinlerin lipid diisiiriicii etkileri disinda IR hasarinda rolii
oldugu gézlenmistir. Siganlarda (189) ve farelerde (190) akut miyokard iskemisi
modelinde statinlerin doza bagli olarak infarkt biiyiikliigiinii azalttig1 saptanmistir.
Statinler reperfiizyon sirasinda akut olarak hasara ugrayan kalpte notrofillerin
damar disina ¢ikigini ve aktivasyonunu da onler (191). P13K/Akt sinyal yolaginin
aktive olmasina neden olur. Ayrica IR bagl endotel disfonksiyonu ve kardiyak
kontraktil disfonksiyonun tizerinde yararl etkileri vardir (191, 192).

8.12. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitorleri

ACE inhibitorleri, AMI sonras1 kardiyak fonksiyonlarin diizeltilmesi icin
verilir. Ancak giderek artan bulgular ACE inhibitérlerinin IR hasarindaki yararli
etkilerini ortaya koymustur. Deneysel calismalarda, ventrikiiler fibrilasyon (VF)
esigini yukselttigi, VF ve ventrikiiler tasikardi (VT) epizodlarinin sayisinda
azalmaya neden oldugu saptanmistir (193).  Miyokardiyal infarkt alani
biyiikliigiinii  azaltirlar (188). ACE inhibitorlerinin  koruyucu etkilerinin
mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir. Ramiprilat infarkt biiyiikligiini
azaltirken, HOE 140 bu etkiyi tersine ¢evirmektedir, ramiprilatin kardiyoprotektif
etkisinin kinin aracilifiyla oldugunu gostermektedir (194). Kininler, endotelden
NO ve prostoglandin salinimi i¢in giiclii uyaranlardir. NO salinimi, superoksit
tutulmasini giiglendirir (195) ve polimorfoniikleer nétrofiller {izerinde inhibitor
etkisi vardir (196).

8.13.Trombosit inhibitorleri

Iskemi reperfiizyon hasarinda trombositlerin rolii ve asetil salisilik asidin
kullanim1 konusunda bir sliphe yoktur. Son yillarda ¢ok sayida ¢alismada GP
IIb/I1Ia antagonistlerinin yararl etkileri gosterilmistir (197).

8.14. Digerleri

Ufak bir randomize ¢alismada elektif perkiitan koroner girisim sonrasinda B6
vitamini olan piridoksal 5 fosfatin (MC-1) miyokard nekrozu iizerindeki yararl
etkileri belirlenmistir.  MC-1, ATP reseptor blokaji ile iskemik miyositlerde
kalsiyum girigini inhibe eder (198).

Reperfiizyondaki onemli faktorlerden birisi notrofillerdir, 6nemli bir oksijen
radikali kaynagi olmasi yaninda ¢esitli preteolitik enzimlerde salgilarlar. Ancak,

antiinflamatuvar ilaclar, adenozin, 16kosit filtrelerinin kullanilmasi ve notrofil
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adhezyonunu Onleyen c¢esitli inhibitdrlerin infakt biiyiikliigii izerinde tutarh etkisi
gosterilememistir.

Literatiirler incelendiginde, iskemi-reperfiizyon modelinde, farkli noktalari
etkileyen ajanlar olan N-asetil sistein ve trimetazidinin apoptozis iizerine etkilerini
birlikte degerlendiren ¢alismanin olmadigi izlendi. Bu ¢alismanin amaci, iR
hasarma bagli olarak gelisen miyosit apoptozisinin énlenmesinde N-asetil sistein
ve trimetazidinin, S100B, oksidatif stres ve apoptozis iizerindeki etkilerinin

belirlenmesidir.
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GEREC VE YONTEM

1. Genel

Calismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Yetistirme ve
Arastirma Merkezi’'nden saglanan 250-300 gr agirliginda Wistar tiirii erkek
sicanlar kullanildi. Siganlar, sicaklig1 20-24 C° olan ve 12 saat aydimlik/karanlik
1siklandirma dongiisii bulunan bir odada yem ve su alimlari serbest olacak sekilde,
4-6 si¢an bir kafeste bakildilar.
Calismadaki tiim cerrahi ve deneysel islemler, Uludag Universitesi Hayvan

Bakimi ve Kullanimi1 Etik Komitesi tarafindan onaylanmistir.

2. Cerrahi Islemler

Sicanlar periton igine verilen liretan (1.25 g/kg) ile anestezi edildikten sonra
sol juguler ven (ilag enjeksiyonu igin) ve sol karotid arter (kan basinci 6lglimi
icin) i¢leri heparinli tuzlu su (250 IU/ml) dolu olan PE 50 tiip ile kaniile edildi.
Takiben elektrokardiyografi (EKG) kaydi icin deri altina EKG elektrotlart ve
viicut sicakligini 6lgmek i¢in rektuma sicaklik probu yerlestirildi.

Trakea kaniilasyonu da yapildiktan sonra sol 4. ve 5. kaburgalar arasindan
toraks boslugu acild1 ve hayvan hemen suni solunum pompasina (SAR-830 Kii¢iik
Hayvan Ventilatorii, PA, A.B.D.) baglanarak pCO;, pO, ve pH’t normal
diizeylerde tutacak sekilde pozitif basingli suni solunum (1.5 ml/100g hacim ve 70
atim/dakikalik hiz) uygulanmaya baslandi. Kalp, perikardiyum siyrildiktan sonra,
kaburgalara yapilan hafif bir basingla gogiis kafesinden disar1 dogru ¢ekilerek sol
ana Koroner arterin altindan 10 mm’lik atravmatik yuvarlak igne ile 6/0 ipek iplik

gecirildi ve kalp gogiis kafesi i¢ine yavasca geri yerlestirildi.

3. Verilerin Kaydedilmesi

Hazirlik siiresince ve deney boyunca elektrokardiyografi (EKG), kan basinci,
kalp hiz1 ve viicut sicakligi verileri kaydedildi. EKG; EKG modiiliiniin (ECG
100C), kan basinci ve kalp hizi; volumetrik basing tranducerinin (BPT 300), viicut
sicakligr; sicaklik modiiliiniin (SKT 100C) genel amach transducer yiikselticisine

(DA100B, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) baglanmasiyla ve MP100 sistem,
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AcgKnowledge software (BIOPAC Systems Inc., CA, A.B.D.) kullanilarak bir
bilgisayarda kaydedildi.

4. Uzun donem iskemi-reperfiizyon prosediirii

Kalp, gogiis kafesi igine geri yerlestirdikten sonra 20 dakika stabilizasyon
icin beklendi. Okliizyon 6ncesinde kan basinct 60 mm Hg’nin altina diisen
hayvanlar deney disinda birakildi. 20 dakikalik stabilizasyon periyodu sonunda
damarin altindan geg¢irilmis olan ipligin her iki ucu bir plastik boru i¢inden
gecirildi ve bir klemp yardimiyla sikistirilarak damarin kapatilmasi (okliizyon)
saglandi.  Iskeminin 15. dakikasinda TMZ, NAS veya tuzlu su (TS) IV
uygulandi. Otuz dakikalik iskemi siiresi tamamlandiginda klemp acilarak tiip
icinden gecen ip gevsetildi ve reperfiizyon saglandi. Reperfiizyon siiresi {i¢ saat
olarak uygulandi (Sekil-6).

Hayvanlar deney siiresince viicut sicakliklar1 37+0.2 °C olacak sekilde 1s1tict
bir platform {iizerinde tutuldular. Bu seride, iskemi ya da reperfiizyon esnasinda
VF gelisen siganlar (kontrol grubunda iki, tedavi grubunda bir hayvan)

degerlendirme dis1 birakildilar.

Ilag Tedavisi

Sekil-6: Uzun donem iskemi-reperfiizyon deney prosediirii

Uzun donem iskemi-reperfiizyon calismasinda, NAS ve trimetazidinin farkli
dozlarinin ve yiiksek doz kombinasyonlarinin IR sonucu gelisen miyokardiyal
nekroz iizerine olan etkisi arastirildi.  Cerrahi islemlerin bitiminden sonra
stabilizasyon icin 20 dakika beklendi. Stabilizasyon siiresinin bitiminden sonra
hayvanlarin kontrol kan basinci, kalp hizi ve EKG’si kaydedildi. Kontrol
degerlerin alinmasini takiben sol ana koroner arter kapatilarak iskemi-reperfiizyon

prosediiriine baslandi. Iskemi siiresinin ortasinda (okliizyonun 15. dakikasinda)



TMZ, NAS ya da tuzlu su intravendz yol ile hayvanlara verildi. Deney gruplari
asagidaki gibi belirlendi her grupta 8 sican vardi:

Kontrol grubu: Herhangi bir cerrahi miidahale yapilmayan sicanlar

Sham grubu

30 dakika iskemi+3 saat reperfiizyon+salin

30 dakika iskemi+3 saat reperfiizyon+NAS (50 mg/kg)

30 dakika iskemi+3 saat reperfiizyon+NAS (150 mg/kg)

30 dakika iskemi+3 saat reperfiizyon+TMZ (3 mg/kg)

30 dakika iskemi+3 saat reperfiizyon+TMZ (5 mg/kg)

30 dakika iskemi+3 saat reperflizyon+tNAS (150 mg/kg) ve TMZ (5

O N o g B~ wDd e

mg/kg)

Deney sonunda, kalpler hizlica yerlerinden ¢ikarilarak Langendorff
diizenegine asildi ve arterlerin i¢inde kalan kanin uzaklastirilmasi i¢in, aortaya
yerlestirilen bir kaniil vasitasiyla, % 0,9 tuzlu su ile perfiize edildiler. Daha sonra,
risk alanini belirlemek amaciyla, koroner arterin ¢evresinde bulunan ipek siitiir
yeniden baglanarak 1 mg/ml dozunda tuzlu suda ¢oziilerek hazirlanan Acridine
Orange (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Almanya) 1 ml kadar1 yaklasik bir dakika
stire icinde verildi. Deney sonunda, kalp dilimleri floresan mikroskop altinda
incelendiginde Acridine Orange tutmayan alan sol ana koroner arterin
kanlandirdig1 alan yani risk alani olarak tanimlandi. Takiben kalpler Langendorf
diizeneginden almarak korunakl bir sekilde -50 C*’de donduruldu.

Nekroz alanini belirlemek i¢in ‘trifenil tetrazolium klorid ile boyama teknigi’
kullanildi (199). Bu amagla tetrazolium boyasi, 0.1 M NaH,PO, tampon (pH:7.4)
icerisinde % 1°lik (1 g/100 ml) olarak ¢dziildii. Hazirlanan soliisyon 37 C%ye
1sitilmis su banyosuna konuldu. Bu esnada derin dondurucudan ¢ikarilan donmusg
kalpler keskin bir jilet yardimiyla kalinliklar1 yaklagitk 2 mm olacak sekilde
dilimlendiler. Takiben kalp dilimleri, % 1’lik tetrazolium iceren, pH’s1 7.4 olan ve
sicakligi 6nceden 37 C%ye getirilmis tampon icerisinde 20 dakika inkiibe
edildiler. Dilimler tampon igerisine konulduktan sonraki ilk bir dakika boyunca

calkalanarak tiim yiizeylerin boya ile temasi saglandi. Inkiibasyon siiresi sonunda
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tampon igerisinden ¢ikarilan kalp dilimleri % 10’luk formalin igerisine kondu ve
10 dakika beklendi. Bu sayede renklerin ayirimi daha iyi gozlenir hale geldi.
Dokuda, canliligin1 koruyan alanlar tetrazoliyum ile boyanarak koyu kirmizi
renk alirken nekrotik alanlar soluk sarimsi bir renkte gbézlendi. Bu islemlerin
sonrasinda, kalp dilimleri aralarinda 2 mm kalinlik olan iki lamel arasina konarak
bir kiskac araciligi ile sikistirildi. Hazirlanan kalp dilimlerin Olympus BX 50
floresan arastirma mikroskopu yardimiyla x1,25 (Olympus) biiyiitmeli mercek
kullanilarak fotograflar1 ¢ekildi ve bilgisayar ortamina aktarildi.  Alanlar,
bilgisayar programi (Scion Image, Maryland, A.B.D.) destekli planimetrik yontem
ile nekroz alanlar1 ve risk alani, sonrasinda nekroz hacmi ve risk hacmi olarak
hesapland1 (Sekil-7). Devaminda, her bir kalp i¢in, biitiin dilimlerin hacimleri
toplanarak total nekroz hacmi ve risk hacmi hesaplandi. Son olarak nekroz
hacminin risk hacmine boliiniip yiiz ile ¢carpilmasiyla nekroz hacmi/risk hacminin

yiizdesi hesaplandi.

infarkt
alam

Sekil-7: Sol ventrikiil kesitinde infarkt alan1 ve risk alani

5. Miyokardiyal apoptozisin degerlendirilmesi
Miyokardiyal apoptotik aktivasyon, myozit ¢ekirdeklerindeki DNA
fragmantasyonlarin1 degerlendirmek amaciyla kullanilan TUNEL teknigi ile

kantitatif olarak, miyosit sitoplazmasinda kaspaz 3 enzim aktivasyonunu
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degerlendirmek amaciyla kaspaz 3 immiinohistokimyasal igaretleme yapilarak
kalitatif olarak degerlendirildi. Iskemi reperfiizyon sonrasi vaskiiler perfiizyon
fiksasyon teknigi uygulanarak, kalbin apeksinden girilerek aorta igine yerlestirilen
kateter yardimiyla ilk 5. dk %0.9 NaCl ile, ardindan %4 °‘liikk paraformaldehid
(PBS icinde, pH 7.4) ile 20 dk perfiizyon fiksasyon uygulandi. Apeksten itibaren
kalp dokusundan 1 mm kalinliginda 4 doku kesiti alindi. Doku kesitleri gece
boyu %4 parafolmaldehit i¢cinde immersiyon fiksasyona tabi tutuldu. Doku
takibinin ardindan yiikselen konsantrasyonlarda siikroz soliisyonunda bekletilen
her bir doku kesitinden 15 adet seri kriyostat kesitler (20 um kalinliginda) alindi.

5.1. TUNEL (Terminal deoksiniikleotidil “nick-end” labeling) yontemi

Apoptotik miyositler TUNEL yontemi kullanilarak saptandi. TUNEL boyama
tiretici firma tarafindan onerilen protokole gore “In situ Cell Death Detection Kit”
(Roche Molecular Biochemicals, U.S.A.) kullanilarak ger¢eklestirildi. TUNEL
tekniginde digoksigenin-conjugated dUTP, terminal deoksiniikleotidil transferaz
tarafindan pargalanan DNA’nin u¢ kisimlarina baglanir. Kantitatif degerlendirme
isaretlenen DNA ug¢ kiriklarinin sayimi ile gergeklestirildi. Her bloktan randomize
olarak segilen kesitler, apoptotik hiicrelerinin sayisinin ve yiizdesinin belirlenmesi
icin immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Her kesitte randomize olarak 5
alan belirlendi. Her alandaki apoptotik miyositlerin sayis1 hesaplandi (x20
biiyiitmede). Bu alanlardaki toplam kardiyomiyosit sayisinin belirlenmesi igin
seri kesitleri hematoksilen ve eozin ile boyandi ve ayni alanlardaki
kardiyomiyositler hesaplandi.  Apoptotik indeks (pozitif boyanan apoptotik
miyosit sayisi/toplam miyosit sayist X %100) olarak hesaplandi.  Tim
degerlendirmeler ¢ift kor olarak gergeklestirildi.

5.2. Kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasi

Kaspaz 3 aktivitesi immiinohistokimyasal boyama ile degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal yontemde iiretici firmanm &nerileri dogrultusunda standart
tekniklerle ABC metodu kullanildi. Kesitler oda 1sisinda 1:200’liik tamponda
“Cell Signaling Cleaved caspase-3 (D175) (SA1E) Rabbit mAb #9664S” primer
antikoru igerisinde inkiibe edildi. Daha sonra 1 saat boyunca Teksas kirmizisi ile
konjuge edilmis donkey anti-rabbit Ig G (1:100, Jackson ImmunoRes Lab)
sekonder antikoruna maruz birakildi. Sitoplazmasi kahverengi boyanan hiicreler

kaspaz 3 immiinreaktivitesi gosteren hiicreler olarak degerlendirildi. Tiim kesitler
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Olympus BX-50 ve Olympus DP 71 CCD fotomikroskop ile incelendi ve

goriintiilendi.

6. Ilaclar
Calismada kullanilacak ilaglar; Trimetazidin (Aldrich) ve N-asetil sistein
(Sigma-Aldrich) tuzlu su (% 0.9 NaCl) i¢inde hazirlandilar. Intravendz ilag ve

tuzlu su enjeksiyonlar1 1 ml/kg hacimde yapildi.

7. Ol¢iimler

Kan ornekleri deney sonunda ve 1.5 ml olarak toplandi. Akabinde soguk
zincire tabi olarak santrifiije edildi ve serumlar1 ayrilarak -80 °C buzdolabinda
saklandi.

7.1. M30 ve M65 parametresi ol¢ciimleri:

Total CK18, proliferasyon halindeki hiicrelerde bol miktarda iiretilen ve
nekroz sirasinda membran biitliinliigii bozulunca dolasima salgilanan bir
proteindir. Apoptoz esnasinda hiicre iskeletinin énemli bir bileseni olan CK18
sadece apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle
kirilarak kirilmig CK18’1 (CK18-Asp396) olusturmaktadir (134).

M30 monoklonal antikor, 6zellikle CK18’in Asp396°da kirilan fragmanini
(M30 antijen) taniyarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullaniminm
saglamaktadir (135). M65 ELISA kiti, ile nativ solubl CK18 (M65 antijeni)
Ol¢timiinii yapilirken, M30 apoptosense ELISA Kkiti CK-18-Asp396 ol¢iimii
gerceklestirildi.  Ornekler, fare monoklonal antikoru ile kapli yiizeylere
yerlestirildiler. Yikama sonrasi degerlendirme i¢cin M30 ve M65 antikorlari
(horseradish peroxidase-conjugated antibody) kullanildi. Kalibrasyon i¢in, M30
ve M65 antijeninin referenas konsantrasyonlari kullanildi. M30 Apoptosense
ELISA (PEVIVA, Isvigre) ve M65 ELISA Kkitleri ile kit prospektiisiine uygun
olarak c¢aligilarak gerceklestirildi. Olusan renk siddeti spektrofotometrik olarak
450 nm’de okundu.

7.2. Malondialdehid 6l¢iimii

Serum MDA konsantrasyonlart (nmol/ml), yiiksek performansh likit
kromatografisi ile Young ve Trimble teknigi (207) kullanilarak gergeklestirildi
(Shimadzu LC-10AT) (intra-assay CV 4.2 %, inter-assay CV 6.8 %) (200).
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7.3. S100B protein dl¢iimii

Protein S100B diizeyleri, S100 proteinin B-subiinitine 6zgli olan ve proteinin
hem BB ve hem de of izoformlarinda B-subiinit konsantrasyonlarin1 6lgen bir
enzim immiinoassay test kiti (BioVendor, Laboratorni medicina a.s. Czech
Republic) ile belirlendi. Ornekler 6nce distile su ile diliie edildi (diliisyon orani

1/20) ve diliie 6rnegin 50 pl.si protein S100B 6l¢iimii i¢in kullanilda.

8. Istatistiksel degerlendirme

Kan basinct ve kalp hizi degerleri ortalama =+ standart sapma olarak verildi.
Gruplarin karsilagtirllmasinda two-way ANOVA testi ve anlamli farklilik olan
gruplarda posterior test olarak Tukey test kullanildi. Infarkt alami, infarkt
alani/risk alan1 karsilastirmalari, serum M30, M65, malondialdehid, S100B
diizeyleri one-way ANOVA testi ile degerlendirildi. Posteriyor test olarak Holm-
Sidak testi kullanildi. P < 0.05 olan degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin ortalama kan basincina etkisi

Deney baslamadan stabilizasyon sirasinda gruplarin ortalama kan basinci
76+5 mmHg olarak 6lciildii. Iskemi periyodunun baslamas: ile birlikte ortalama
kan basimnci 8-10 mmHg diistii. Iskemi ile birlikte ortalama kan basimcinda azalma
izlendi. Ozellikle, TMZ - NAS, NAS 50 mg/kg grubunda reperfiizyonun erken
doneminde ilave kan basinci azalmasina neden oldugu goriildi. TMZ 3 ve 5
mg/kg dozlarinda tuzlu su grubuna gore ortalama kan basinci daha yiiksek seyretti
(p<0.001), NAS (150 mg/kg) ve TMZ (5 mg/kg) - NAS (150 mg/kg) grubunda
tuzlu su grubuna gore ortalama kan basinci anlamli olarak daha diisiiktii (p<0.001)

(Sekil-8).

—&— Kontrol
—— Tuzlu su
~—@— Sham

—&— Tmz 3mg/kg
—&— Tmz 5 mg/kg

100 - —O— Nas 50 mg/kg
—a&— Nas 150 mg/kg
—— Tmz 5 mg/kg - Nas 150 mg/kg
90
=
E
E
E 80
=2
g
- *
=3
E 70 w%
fad
) 4
(=]
60 - R
Reperfiizyon

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225
Zaman (dakika)

Sekil-8: Intravendz yol ile enjekte edilen trimetazidin (3 mg/kg, 5 mg/kg), N-
asetil sistein (50 mg/kg, 150 mg/kg) ve tuzlu su tedavilerinin ortalama kan basinci
tizerindeki etkileri. *: p<0.001, TMZ 5 mg/kg ve tuzlu grubu, **: p<0.001, TMZ 3
mg/kg ve tuzlu grubu, ***: p<0.001, TMZ 5 mg/kg — NAS 150 mg/kg
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Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin kalp hizina etkisi

Calisma gruplarinin ortalama kalp hizi degisimleri Sekil-9’da gosterilmistir.
TMZ (5mg/kg) — NAS (150 mg/kg) grubunda kontrol ve sham gruplarina gore
ortalama kalp hizi anlamli olarak daha diisiiktii (p<0.001). Ayni zamanda
kombinasyon grubunda NAS (50 mg/kg) dozunda gore de ortalama kalp hiz1 daha
diisiik seyretti (p<0.001).

450 A

400 A

Kalp hzi (dk/atim)

350 A H { —&— Kontrol
== Tuzlu su
—@— Sham
== Tmz 3 mg/kg
—&— Tmz 5 mg/kg
300 4 . =0~ Nas 50 mg/kg
- —&— Nas 150 mg/kg
~&— Tmz S mg/kg - Nas 150 mg/kg

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225
Zaman (dakika)

Sekil-9: Intravendz yol ile enjekte edilen trimetazidin (3 mg/kg, 5 mg/kg), N-
asetil sistein (50 mg/kg, 150 mg/kg) ve tuzlu su tedavilerinin ortalama kalp hizi
tizerindeki etkileri. *: p<0.001, NAS 50 mg/kg ve TMZ 5 mg/kg — NAS 150
mg/kg grubu, **: p<0.001, TMZ 5 mg/kg — NAS 150 mg/kg grubu ile kontrol ve
sham gruplar1 arasinda

Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin oksidatif stres iizerine etkisi

Calisma gruplarindaki serum MDA diizeyleri Sekil-10’da gdsterilmistir.
TMZ 3 mg/kg ve 5 mg/kg dozlar1 arasinda anlamli farklilik yoktu (p= 0,666).
Benzer sekilde NAS 50 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda serum MDA diizeyleri
arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p=0,612). TMZ 3 mg/kg grubunda NAS
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(50 mg/kg) ve NAS (150 mg/kg) gruplarina gore serum MDA diizeyleri anlamli
olarak daha diisiiktii (sirasiyla p=0.007 ve p=0.025). Benzer sekilde TMZ 5
mg/kg dozunda serum MDA diizeyleri, NAS (50 mg/kg) ve NAS (150 mg/kg)
gruplarina anlamli daha diistiktii (sirasiyla, p=0.002 ve p=0.008). TMZ (3mg/kg)
ve (5mg/kg) gruplarindaki oksidatif stres diizeyi ile TMZ - NAS grubundaki
oksidatif stres diizeyi benzerdi (sirastyla p=0.151 ve p=0.312). TMZ (5 mg/kg) -
NAS (150 mg/kg) grubundaki serum MDA diizeyleri, NAS 50 mg/kg ve 150
mg/kg gruplarina gore anlamli olarak daha distiktii (p<0.001 ve p<0.001).

301 Kontrol
Tuzlu su

= Sham
E 25 EH Tmz3me/kg
= Tmz imgkg
g B Nas S0 mg/ke
= 201 ETTD Nas 1350 mg/kg
3 B Tz 5 me/ks - Nas 150 mg/kg
i
= 15 — —
=
<
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g 10 1
= T
E = 1
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o
]
¥ 2] T
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Sekil-10: Intravendz yol ile enjekte edilen trimetazidin (3 mg/kg, 5 mg/kg), N-asetil
sistein (50 mg/kg, 150 mg/kg) ve tuzlu su tedavilerinin serum malondialdehid diizeylerine
etkisi, Gruplar arasi karsilastirmalarda p <0.001, Ikili karsilastirmalarda, *: p <0.05, **: p
<0.001
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Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin serum M30 diizeylerine etkisi

Gruplar arasinda serum M30 diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi
(p=0.525) (Sekil-11)

Kontrol
EE==E Tuzlu su
Sham
Tmz 3maskg

E==d Tmz 5 mg'kg

B Mas S50 mo'kg

350 - B Mas 150 mg'kg
EE Tmz 5 mg/kg - Mas 150 modkg

300 A

250

200

150

Serum M3 diweyleri (U)

100

50

Sekil-11: intravendz yol ile enjekte edilen trimetazidin (3 mg/kg, 5 mg/kg), N-asetil

sistein (50 mg/kg, 150 mg/kg) ve tuzlu su tedavilerinin serum M30 diizeylerine etkisi
(p>0.05)

Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin serum M65 diizeylerine etkisi

Gruplar arasinda serum M65 diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi

(p=0.312) (Sekil-12)

EZZZZ2 Kontrol

EEEEEE Tuzlu su

E===3 Sham

EHEHEE Tmz 3 mg/kg

1 Tmz S mg/kg

EEEE Nas 50 mg/kg

B Nas 150mg/kg

N Tmz 5 mg/kg - Nas 50 mg/kg

350 -+

300 A
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200 -
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100 A
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Sekil-12: Intravendz yol ile enjekte edilen trimetazidin (3 mg/kg, 5 mg/kg), N-asetil
sistein (50 mg/kg, 150 mg/kg) ve tuzlu su tedavilerinin serum M 65 diizeylerine etkisi,
(p>0.05)
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Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin serum S100B diizeylerine etkisi

Gruplar arasinda serum S100B diizeyleri arasinda anlamli farklilik

saptanmadi (p=0.332) (Sekil-13)

E2Z2Z2 Kontrol
E Tuzlu su

Tmz 3 mg/kg

[ Tmz 5 mg/kg

ESEER Nas 50 mg/kg

== Nas 150 mg/kg

EE Tmz 5 mg/kg - Nas 150 mg/kg

12 -

10 H

Serum S100b diizeyleri
o

Sekil-13: Intravendz yol ile enjekte edilen trimetazidin (3 mg/kg, 5 mg/kg), N-
asetil sistein (50 mg/kg, 150 mg/kg) ve tuzlu su tedavilerinin serum S100B
diizeylerine etkisi (p>0.05)

Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin infarkt alani iizerindeki etkisi
Deney gruplarindaki infarkt alani/risk alam1 Sekil-14’de gosterilmistir. Tim

ilag gruplari, tuzlu su grubuna gore infarkt alaninda anlamli azalma sagladi (p
<0.001). TMZ 3 mg/kg ve 5 mg/kg dozlar1 arasinda infarkt alan1 a¢isindan anlamh
farklilik izlenmedi (p=0.926). NAS 50 mg/kg ve 150 mg/kg dozlar1 arasinda da
anlaml farklilik saptanmadi (p=0.25). TMZ 3 mg/kg grubunda NAS 50 mg/kg ve
150 mg/kg dozlar ile karsilagtirildiginda infarkt alaninda anlamli azalma saptandi
(strastyla p<0.001 ve p=0.007). TMZ 5 mg/kg dozunda da infarkt alan1 NAS 50
mg/kg ve 150 mg/kg gruplarina gére anlamli olarak azaldi (sirasiyla p<0.001 ve
p=0.009). Ayrica NAS gruplar1 ile TMZ - NAS grubu arasinda infarkt alan1 benzer

olarak bulundu.
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Sekil-14: Intravendz yol ile enjekte edilen trimetazidin (3 mg/kg, 5 mg/kg), N-
asetil sistein (50 mg/kg, 150 mg/kg) ve tuzlu su tedavilerinin infarkt alani
lizerindeki etkisi. Gruplar aras1 karsilastirmalarda p  <0.001, Ikili
karsilastirmalarda, *: p <0.05, **: p <0.001

Tuzlu su, TMZ ve NAS tedavilerinin apoptotik aktivite iizerindeki etkisi
Calisma sonugclari neticesinde apoptozisin degerlendirilmesi icin ilave 5 grup

belirlendi. Deney gruplar::
1. Sham (n=4)
2. Tuzlu su grubu (n=4)
3. TMZ 5 mg/kg (n=4)
4. NAS 50 mg/kg (n=4)
5. TMZ 5 mg/kg ve NAS 50 mg/kg (n=4)

Sham grubunda apoptotik aktivite izlenmedi. Sekil-15’de ilag tuzlu grubu ve
ilag gruplarinin apoptotik aktivite lizerindeki etkisi gosterilmistir (Resim 1).
Tuzlu su grubu ile karsilagtirildiginda, TMZ 5 mg/kg, NAS 50 mg/kg ve TMZ (5
mg/kg) - NAS (50 mg/kg) gruplarinda apoptotik aktivitede anlamli azalma izlendi
(p<0.05) (Resim 2, 3, 4). TMZ 5 mg/kg ve NAS (50 mg/kg) gruplar arasinda
anlamli farklilik saptanmaz iken (p>0.05), her iki ilac1 olan grupta [TMZ (5
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mg/kg) - NAS (50 mg/kg)], TMZ 5 mg/kg olan gruba gore apoptotik aktivite
anlamli olarak azaldi (p<0.05). NAS 50 mg/kg ve TMZ (5 mg/kg) - NAS (50

mg/kg) gruplar1 arasinda apoptotik aktivitedeki azalma arasinda anlamli farklilik
izlenmedi (p>0.05).

35 4

30 T

25

20

Apoptotik aktivite (%)

T T
TUZLU SU TMZ NAS TMZ+NAS

Sekil-15: Trimetazidin 5 mg/kg, N-asetil sistein 50 mg/kg ve TMZ (5 mg/kg) -
NAS (50 mg/kg) kombinasyonunun apoptotik aktivite iizerindeki etkisi. *: p<0.05

Tuzlu su grubuna gore anlamh farklilik, a: p<0.05 TMZ grubuna goére anlamli
farklilik
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Resim 1: Iskemi-reperfiizyon sonrasi, tuzlu su grubuna ait kalp dokularindan alinan
kesitlerde, lezyon bolgesindeki histopatolojik degisiklikler ve apoptotik aktivasyon. Tiim
kesitler kalbin apeksine en yakin doku blogundan (4. blok) alindi. Hematoksilen-eozin
boyamasi (A- x1.25) miyokardiyumun nor-mal ve iskemik alanlarim gostermektedir.
Apoptotik aktivasyonu gdstermek amaciyla TUNEL boyamasi uygulanan kesitlerde (B-
F); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri parlak yesil
fluoresan isaretli olarak goriilmektedir (C- x4 ve E- x10). Aym kesitlerin TUNEL-POD
sonrast DAB kromojeni ile boyanmasi sonrasi ¢ekilen mikrofotograflarinda (B-x1.25, D-
x4 ve F-x10); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri
kahverengi boyanmis olarak goriilmektedir.
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Resim 2: Iskemi-reperfiizyon sonrasi, NAS grubuna ait kalp dokularmdan alinan
kesitlerde, lezyon bolgesindeki histopatolojik degisiklikler ve apoptotik aktivasyon. Tiim
kesitler kalbin apeksine en yakin doku blogundan (4. blok) alindi. Hematoksilen-eozin
boyamasi (A- x1.25) miyokardiyumun normal ve iskemik alanlarin1 gostermektedir.
Apoptotik aktivasyonu gdstermek amaciyla TUNEL boyamasi uygulanan kesitlerde (B-
F); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri parlak yesil
fluoresan isaretli olarak goriilmektedir (C- x4 ve E- x10). Ayni kesitlerin TUNEL-POD
sonrast DAB kromojeni ile boyanmasi sonrasi ¢ekilen mikrofotograflarinda (B-x1.25, D-
x4 ve F-x10); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri
kahverengi boyanmis olarak goriilmektedir.
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Resim 3: Iskemi-reperfiizyon sonrasi, TMZ grubuna ait kalp dokularmdan alinan
kesitlerde lezyon bdlgesindeki histopatolojik degisiklikler ve apoptotik aktivasyon. Tiim
kesitler kalbin apeksine en yakin doku blogundan (4. blok) alindi. Hematoksilen-eozin
boyamasi (A- x1.25) miyokardiyumun normal ve iskemik alanlarin1 gostermektedir.
Apoptotik aktivasyonu goéstermek amaciyla TUNEL boyamasi uygulanan kesitlerde (B-
F); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri parlak yesil
fluoresan isaretli olarak goriilmektedir (C- x4 ve E- x10). Aym kesitlerin TUNEL-POD
sonrast DAB kromojeni ile boyanmasi  sonrasi ¢ekilen mikrofotograflarinda (B-x1.25D-
x4 ve F-x10); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri
kahverengi boyanmis olarak goriilmektedir.
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Resim 4: iskemi-reperfiizyon sonrasi, NAS+TMZ grubuna ait kalp dokularindan alinan
kesitlerde, lezyon bolgesindeki histopatolojik degisiklikler ve apoptotik aktivasyon. Tiim
kesitler kalbin apeksine en yakin doku blogundan (4. blok) alindi. Hematoksilen-eozin
boyamasi (A-x1.25) miyokardiyumun normal ve iskemik alanlarin1 gostermektedir.
Apoptotik aktivasyonu gostermek amaciyla TUNEL boyamasi uygulanan kesitlerde (B-
F); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri parlak yesil
fluoresan isaretli olarak goriilmektedir (C-x4 ve E-x10). Aymi kesitlerin TUNEL-POD
sonrast DAB kromojeni ile boyan-masi sonrasi ¢ekilen mikrofotograflarinda (B-x1.25, D-
x4 ve F-x10); sol ventrikiil duvarinda DNA fragmantasyonu olusan miyosit ¢ekirdekleri
kahverengi boyanmis olarak goriilmektedir.
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TARTISMA

Miyokardiyal IR hasari uzun zamandan beri bilinen bir durumdur,
miyokardiyal reperflizyonun apoptotik yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu
(121) ve hedef organ hasarina yol actig1 gosterilmistir. Giinlimiizde miyokard
infarktiisiindeki tedavi yaklasimlar1 infarkt alaninin sinirlandirilmasina yoneliktir.
Ancak reperflizyondan sonrasinda erken donemde miyositlerde apoptozise bagl
hiicre 6liimii, nekrotik hiicre 6liimiinden daha siktir (105). Calismamizin amaci,
IR hasarina bagli olarak gelisen miyosit apoptozisinin dnlenmesinde antioksidan
etkisi bilinen N-asetil sistein ve antioksidan ve iskemi sirasinda miyosit
metabolizmasini diizenleyen bir ajan olan trimetazidinin, S100B diizeyleri,

oksidatif stres, infarkt alan1 ve apoptozis tizerindeki etkilerinin belirlenmesiydi.

Calismamizin sonuglarina baktigimizda, si¢canlarda uzun stireli miyokardiyal
iskemi modelinde; hem TMZ, hem de NAS’in, tuzlu su grubuna gore oksidatif
stresi ve infarkt alanini anlamli olarak azalttigi gosterildi. Bunun yaninda
TMZ’in, NAS’e gore oksidatif stres ve infarkt alaninda daha belirgin azalmaya
neden oldugu saptanmistir. Ayrica, NAS ve TMZ’in benzer sekilde apoptotik
aktivitede azalmaya neden oldugu, NAS ve TMZ kombinasyonunun apoptotik
aktiviteyi, sadece TMZ kullanan gruplara gore daha anlamli sekilde azalttigi
izlendi. Caligma gruplar arasinda, serum S100B diizeyleri ile apoptozis belirteci

olan serum M30, M65 diizeylerinde ise arasinda anlamli farklilik saptanmamastir.

Miyokardiyal IR hasarinin biiyiik bir kismi reperfiizyon déneminde ortaya
cikmaktadir (63). Iskemi reperfiizyona bagl apoptozisi hiicre i¢i kalsiyum artisi
(60), serbest oksijen radikalleri (59), hiicre i¢i asidoz, inflamatuvar yanit (76) gibi
faktorler indiiklemektedir. Iskemiyi takiben reperfiizyon doneminde serbest
oksijen radikalleri {iretiminde patlama olur, serbest oksijen radikalleri membran
lipidlerinin peroksidasyonuna, proteinlerin denatiirasyonuna, DNA
modifikasyonuna yol agar (63). Serbest oksijen radikalleri ile indiiklenen hiicre
hasar1 lokal inflamatuvar reaksiyona yol acar, oksidatif stres aracili doku
hasarininin artisina neden olur. Serbest oksijen radikalleri apoptozisi tetikleyen
baslica mediyatorlerdir. Ayrica reperflizyon hasarina bagli mitokondriyal
disfonksiyon, mitokondriyal gegirgenlik porlarinin agilmasina neden olur.

Mitokondriden sitozole sitokrom c’nin gegisi reaktif oksijen radikalleri ile
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tetiklenen apoptoziste kritik agsamayr olusturmaktadir (201). Kajstura ve
arkadaslar1 (105) tarafindan yapilan deneysel c¢alisma, koroner arter okliizyonu
sonrasinda, miyokardiyal IR hasarinin  bilyilkk kisminin  apoptozisden
kaynaklandigini, ilk saatlerde apoptozisin nekrozdan 30 kat daha fazla oldugu,
nekrozun apoptozisi izledigini, 7. giinde nekroz izlenmez iken apoptozisin devam
ettigini gostermistir. Daha sonra ¢esitli arastirmacilar tarafindan insanlarda akut
MI sonras1 erken ve ge¢ donemde apoptozisin varlign gosterilmistir (107, 202,
203). Iskemi sonras1 miyosit &liimiinii apoptozis anlamli bir sekilde arttirmaktadir,
apoptotik hiicre dliimiinii énlemeye yonelik girisimlerin miyokardiyal IR hasarini
azaltabilecegi gosterilmistir (204).

Calismamizda kullandigimiz trimetazidinin ¢esitli deneysel modellerde
apoptozisi (183, 188) ve infarkt alanimi (184, 185) azalttig1 saptanmistir.
Trimetazidin, en iyi bilinen etkisi yag asidi metabolizmasinda beta oksidasyon
yolunun inhibisyonudur (181). Iskemi reperfiizyon sirasinda beta oksidasyon
yolunun inhibisyonu ayni zamanda glukoz oksidasyonunu arttirir.  Glukoz
oksidasyonunun artis1, glikoliz hizini diisiirerek, H iiretimini azaltir. In vitro ve
in vivo caligsmalarda, mitokondri fonksiyonlarini korudugu (183), serbest oksijen
radikallerine kars1 membran1 korudugu ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe ettigi
ederek IR hasarmi engelledigi gosterilmistir (182).

Bu calismada kullanilan diger ajan olan NAS’in akut miyokard infarktiisiinde
oksidatif stresi azalttigi, reperfiizyon hasarindan korudugu gosterilmistir (157 -
159). N-asetil sistein, pek ¢ok agidan ilgi uyandiran bir ilagtir ve glutatyon ve
sistein Onciisii olarak koruyucu 6zelliklerini ortaya ¢ikarir (205). N-asetil sistein,
siiperoksit dismutaz gibi antioksidan sistemlerle direkt olarak etkilesirken
glutatyon peroksidaz aktivitesinin arttirmaktadir (152). Vazodilator ve
antiagregan Ozellikleri vardir (162). Azalmis endotelyal kaynakli gevseme faktorii
(EDRF) aktivitesini diizenleyerek mikrosirkiilasyonu ve doku oksijenasyonunu
diizeltmektedir (206). Endotel kaynakli gevseme faktorii, endotel hiicrelerinde
sentez edilen damar diiz kas hiicrelerinin gevsemesini saglayan, trombosit
adhezyon ve agregasyonunu inhibe eden bir maddedir. N-asetil sistein, doku
silfidril gruplarmi direkt olarak veya sistein seviyelerini arttirarak EDRF

aktivitesini dliizenlemektedir (207).
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Serbest oksijen radikalleri, ¢esitli hiicresel yapilari etkileyerek hiicre hasarina
neden olur.  Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitler ve aldehidlerin
olusumuna yoluyla proteinlerin siilfidril gruplariyla etkileserek hiicre hasarina
katkida bulunur (208). Calismamizda lipid peroksidasyonu belirteci olarak
kullandigimiz MDA diizeyleri, TMZ (3 mg/kg, 5 mg/kg), NAS (50 mg/kg, 150
mg/kg), TMZ (5mg/kg) - NAS (150 mg/kg) dozlarinda anlamli olarak azaldi.
TMZ nin her iki dozu arasinda farklilik izlenmez iken, en anlamli azalma NAS 50
mg/kg ile TMZ - NAS kombinasyonu grubunda izlendi. Wang ve arkadaslar
(209), trimetazidin verilen tavsanlarda 30 dk iskemiyi takiben 30 dk reperflizyon
sonrasinda MDA diizeylerini anlamli olarak azalttig1, ayrica iskemik dokuda ATP
diizeylerini arttirdigini gostermistir. Trimetazidin, mitokondriyal metabolizmay1
olumlu etkiledigini ve oksijen radikallerine kars1 koruyucu etki gdsterdigini 6ne
striilmiistiir. Farkli bir calismada 15 giin boyunca trimetazidin (10 mg/kg/giin)
verilen sicanlarda kisa siireli IR modelinde (5 dk iskemi-5 dk reperfiizyon)
aritmilerin, infarkt biiyiikliigliniin ve MDA diizeylerinin azaldig1 izlenmistir (210).
Abe ve arkadaslar1 (211), sicanlarda 30 dk iskemi ve 4 saatlik reperfiizyon
modelinde NAS’in etkinligini degerlendirmistir. Iskemi 6ncesinde baslanan
NAS’in (150 mg/kg) glutatyon peroksidaz diizeylerini iyilestirdigi ve infarkt
alamini anlaml olarak sinirlandirdigi izlenmistir. Bu calisma, miyokardiyal IR
hasarinda NAS'in yararli etkilerinin elde edilebilmesi icin reperfiizyonun erken
doneminde yeterli plazma NAS konsantrasyonunun saglanmasi gerektigini ortaya
koymustur. Calismamizdaki dikkat ¢ekici noktalardan birisi de trimetazidinin her
iki dozunda da, klasik bir antioksidan olarak bilinen NAS’e gore oksidatif stres
diizeylerinde daha belirgin azalma saglamasidir. N-asetil sistein ve TMZ
kombinasyonu grubunda oksidatif stres diizeylerinde NAS dozlarma gore daha
belirgin olan azalmay:r da TMZ’in etkisine baglayabiliriz. Calismamizda NAS ve

TMZ’in olumlu etkileri reperfiizyon tedavisinden dnce uygulandiginda goriildii.

Miyokardiyal IR hasarinin degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerden
birisi infarkt alanidir.  Calismamizda kullandigimiz ilag¢ gruplarinda, tuzlu
grubuna gore infarkt alan1 anlaml sekilde azaldi. TMZ’nin her iki dozu arasinda
farklilik yoktu ve diger gruplara gore [NAS (50 mg/kg, 150 mg/kg), TMZ
(5mg/kg) - NAS (150 mg/kg)] infarkt alanindaki azalma daha anlamliydi. Noble
ve arkadaglart da (185), TMZ (3 mg/kg) verilen tavsanlarda 45 dk iskemi
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sonrasinda 24 saat reperflizyon uygulandiginda infarkt alaninin azaldigim
gostermistir.  Klinik caligmalarda da trombolitik tedavi uygulanan miyokard
infarktiislii hastalarda trimetazidinin infarkt alanimi simirladigimi  gosteren
calismalar bulunmaktadir (186). Ruixing ve arkadaslar1 (188) ise 2 hafta
boyunca 2 mg/kg/glin TMZ verilen tavsanlarda 30 dk iskemi, 120 dk reperfiizyon
uyguladiklarinda, tedavi verilen grupta kontrol grubuna ve sham grubuna gore
apoptotik indekste, MDA diizeylerinde anlamli olarak azalma oldugunu,
siiperoksit dismutaz diizeylerinde artis oldugunu saptanmistir. Ayrica apoptotik
indeks ile MDA diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu, superoksit
dismutaz diizeyleri ile negatif korelasyon oldugunu gostermistir. Bu c¢alismada
tedavi grubunda, kontrol grubuna goére ortalama kalp hiz1 ve kan basinci anlamli
olarak yiiksek saptanmistir. Farkli caligmalarda trimetazidinin hemodinamik
parametreleri degistirmedigi saptanmistir (208, 212). ikizler ve arkadaslari, 5 giin
stireyle giinde 2 kez TMZ (3 mg/kg) verilen siganlarda 60 dk iskemi - 60 dk
reperfiizyon uyguladiklar1 izole kalp modelinde pik sistolik kan basincinin artig
gosterdigini saptamistir (213). Rahman ve arkadaslar1 (214), izole kalp
perflizyonu modelinde 25 dk iskemi — 30 dk reperfiizyon uyguladiklari modelde
TMZ’in kalp debisini arttirdigi, kalp hiz1 ve kan basincinda anlamli degisiklik
olusturmadigin1 gosterdi. Bir ¢alismada 90 dk koroner okliizyon sonrasinda 24
saat reperflizyon uygulanan modelde iskeminin 30. dakikasinda NAS (150
mg/kg) baslanarak 1 saat boyunca infiizyon seklinde verilmis ve 50 mg/kg/saat
dozunda dozunda idame edildiginde reperfiizyon sonrasi miyosit Oliimiinde
azalmaya neden olmasa bile miyokardiyal “stunning” azaltabildigi gosterilmistir
(215). Farkli deneysel modeller olmasina karsin bizim ¢alismamizda da TMZ’in
her iki dozunda ortalama kan basinci ve kalp hizi tuzlu su grubuna gore daha
yiiksek seyretti. Calismamizda TMZ dozlarinda kan basincinda kontrol grubuna
gore anlaml degisiklik saptanmaz iken NAS 150 mg/kg ve TMZ (5 mg/kg) - NAS
(150 mg/kg) gruplarinda ortalama kan basinci tuzlu su grubuna goére daha
diisiiktii. TMZ’in kan basinci ve kalp hiz1 lizerindeki olumlu etkileri infarkt alanm
azalmasina katkida bulunmus olabilir.

Miyokardiyal IR hasarmi takiben ortaya ¢ikan olaylardan en onemlisi
apoptozisdir. Kaspazlar apoptotik hiicre Oliimiine aracilik etmektedir.

Calismamizda miyokardiyal IR modelinde NAS ve TMZ’in apoptotik hiicre
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Oliimii iizerindeki etkilerini degerlendirdik. NAS 50 mg/kg dozunun, 150 mg/kg
dozuna gore infarkt alanini sinirlama konusunda daha yararli olmasi nedeniyle
apoptotik  aktiviteyi  degerlendirirken 50 mg/kg dozunu kullandik.
Degerlendirmede TUNEL yontemi ve kaspaz 3 boyamasi yontemlerini kullandik.
Calismamizda sham grubunda apoptotik aktivite izlenmedi. Calismamizda, TMZ
5 mg/kg ve NAS 50 mg/kg gruplarinda tuzlu su grubu ile karsilastirildiginda
apoptotik aktivitede benzer sekilde azalma izledik, ancak apoptotik aktivitede en
belirgin azalmayr TMZ (5 mg/kg) - NAS (50 mg/kg) grubunda saptadik. Ruixing
ve arkadaglar1 (188), ise sham grubunda da TUNEL pozitifligi gosteren hiicreler
oldugunu izlemisti. Ruixing ve arkadaglar1 (188), 2 haftalik TMZ tedavisinin
apoptotik aktiviteyi azalttigim gosterdi. Ancak AMI gibi sik karsilagilan durumlar
diisiiniildiiglinde, reperflizyon 6ncesinde apoptozisin dnlenmesine yonelik tedavi
yaklagimlarinin baglamasi 6nem tagimaktadir. Calismamiz bu anlamda iskemi
doneminde baglanan tedavilerin reperfiizyon saglandigi takdirde hem infarkt
alaninin sinirlanmasini sagladigi hemde apoptotik aktiviteyi azalttigini gostermesi
acisindan degerlidir. Trimetazidinin kardiyoprotektif etkisine katkida bulunan bir
mekanizmayi ortaya ¢ikaran ¢alismada tavsanlara 30 dk koroner okliizyon sonrasi
4 saat reperflizyon uygulanmistir (183). Kontrol grubu, iskemik 6n kosullanma
grubu ve iskemiden 10 dk once TMZ (5 mg/kg) uygulanan 3 grup
degerlendirildiginde, TMZ’in infarkt alanin1 % 34 oraninda azalttig1, apoptozis
belirteci kaspaz 3 aktivitesini azalttig1, apoptozis patolojisinde dnemli rolii olan
mitokondriyal PTP kanallarin1 agilmasini inhibe ettigi goOsterilmistir.  Bu
calismada TMZ’in  hemodinami iizerinde anlamli etkisinin olmadigini
gostermistir. Trimetazidinin mitokondriyal gegirgenlik iizerine etkisine 151k tutan
bir caligmada Monteiro ve arkadaslari (214), izole sigan kalbi modelinde iskemiye
bagl olarak solunum zinciri I aktivitesindeki azalmay1 engelledigini gostermistir.
Iskemi sirasinda kompleks 1 aktivitesinin korunmas: SOR olusumunu azaltarak
mitokondriyal membran hasarin1 ve PTP agilmasina engel olabilecegi saptanmistir
(216). Sentex ve arkadaslar1 (217), TMZ’in ventrikiiler miyositlerde mitokondri
membraninda sitokrom c’ye bagli bulunan kardiyolipin sentezini arttirdiginm
gostermistir, nitekim kardiyolipin serbest oksijen radikallerinin hedefi
durumundadir. TMZ, bir yandan kardiyolipin sentezinin artig1 diger yandan

serbest oksijen radikallerinin iiretiminin inhibisyonu ile koruyucu etkilerini
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gosterebilir. Trimetazidin, ¢alismamizda iki farkli dozunda MDA diizeyleri ile
degerlendirdigimiz oksidatif stresi anlamli bir sekilde azaltmigti. NAS 50 mg/kg
dozunun ortalama kan basincinda anlamli azalmaya neden olmamas: ile birlikte
TMZ’in oksidatif stresi de azaltiyor olmasi infarkt alaninin sinirlanmasina ve
apoptotik  aktivitenin daha fazla azalmasima katkida bulunmaktadir.
Calismamizdaki c¢arpici bulgularda birisi de apoptotik aktivitedeki azalma
tizerinde NAS iceren tedavilerin etkili olmasi iken, infarkt alani1 tizerinde ise TMZ
igeren tedavilerin daha etkili olmasidir. N-asetil sisteine gore TMZ’in infarkt
alan1 iizerindeki smirlayict etkisi muhtemelen hiicre i¢i yag asidi ve glukoz
metabolizmast tizerindeki olumlu etkileriyle iliskili olabilir. ~ Buna karsin
antioksidan ajan olan NAS’in tek basina veya TMZ ile birlikte kullanildiginda
apoptotik aktivitede daha belirgin azalmaya neden olmasi, oksidatif stresin
apoptozisin indiiklenmesindeki roliinii ve oksidatif stresi azaltan tedavilerin
Onemini gosterebilir.

Iskemi ve sonrasinda gelen reperfiizyon, miyositlerle birlikte endotel
hiicrelerini de etkileyerek miyokard hasarina neden olmaktadir. Bu hasarin
kaynagi, reperflizyonun erken doneminde ortaya c¢ikan serbest oksijen
radikallerinin olugsmasidir (218). Harlan ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada
glutatyon redoks yolunun korunmasmin endotel hasarim1 azaltabilecegini
gostermistir  (219). Endotelin korunmasi, reperfiizyon sonrast vaskiiler
reperfiizyon hasarmin Onlenmesi agisindan 6nemli mekanizmalarindan birisidir
(220). Bir calismada iskemi reperflizyona maruz kalmis kalpte, vaskiiler
hiicrelerde % 44.5, kardiyak miyositlerde % 6.2 oraninda TUNEL pozitif hiicreler
saptanmistir. Bu calisma reperfiizyonun erken doneminde etkilenen hiicre tipinin
endotel hiicreleri oldugunu gostermistir (221). Ayni grubun daha sonra yaptigi
calisma, IR sonrasi, apoptozisin zamana bagl bir sekilde gelistigini gdstermistir.
TUNEL yontemi ve elektron mikroskopisi ile degerlendirildiginde, iskeminin
miyositlerde ve miyosit diginda hiicrelerde apoptozis gelisimi icin yeterli
olmadigini gostermektedir (222). Reperfiizyonun erken evrelerinde, apoptozis
oncelikle kiiciik damarlardaki endotel hiicrelerinde goriilir. ~ Apoptozisin
cevredeki miyositlere yayilmasi, reperflizyon sirasinda endotel hiicrelerinden
salimin g¢esitli proapoptoptik mediyatorlerin, miyositlerde apoptozise neden

oldugunu gostermektedir (222).
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Son yillarda kardiyovaskiiler hastaliklarda sitokeratin 18’in potansiyel bir
belirte¢ olarak yararin1 gosteren caligmalar giderek artmaktadir. Sitokeratin 18,
kardiyak mikrovaskiiler yapidaki endotel hiicrelerinde, aymi zamanda da
ateromatdz plaktaki damar diiz kas hiicrelerinde eksprese edilmektedir (127).
Sitokeratin 18 (M30 antijeni) olarak adlandirilan filaman, apoptozis sirasinda
erken donemde yikilir, canli ve nekrotik hiicrelerde saptanmamaktadir (125).
Monoklonal bir antikor, M30, yikima ugratilan sitokeratin 18’1 spesifik olarak
tanir.  Cesitli ¢alismalarda miyokard infarktiisii gec¢irmis hastalarda, koroner
okliizyon diizeyinde M30 diizeylerini anlamli olarak arttigini gostermistir (129,
223). Bu calismada, miyositlerde apoptozisin saptanmadigi erken donemde
endotel hiicresi apoptozisini degerlendirmek amaciyla serum M30 diizeylerini
inceledik. Endotel hiicresi apoptozisi, miyokarddaki vaskiiler dolagimi olumsuz
etkileyerek vaskiiler reperfiizyon hasarina katkida bulunabilir. Ancak calisma
gruplarimizda arasinda endotel hiicrelerinde apoptozisi gosteren serum M30 ve
apoptozis ve nekrozu iceren total hiicre Sliimiinii gosteren serum M65 diizeyleri
arasinda anlaml bir farklilik izlenmedi. Ancak AMI gegiren hastalarda serum
M30 diizeyleri 24. saatte pik yapmustir (223). Akut MI’lii hastalarda
semptomlarin baslangicindan 24 saat sonra artmis serum M30 diizeyleri, endotel
ve/veya diiz kas hiicrelerinde apoptozise isaret etmektedir. Bu durum kardiyak
mikrovaskiiler yapidaki endotel hiicrelerinde olabilecegi gibi aterom plaklarindaki
diiz kaslardan da kaynaklanabilir (224). Aldbrecht ve arkadaslar1 (129), AMI
geciren hastalarda benzer sonuglar elde etmistir. Klinik ¢alismalarda AMi’nde
serum M30 diizeylerindeki artigin farkli ¢alismalarda gosterilmis olmasina karsin
calismamizda gruplar arasinda serum M30 diizeylerinde anlamli bir farkliligin
olmasi, patofizyolojinin ateroskleroz zemininde gelismemis olmasi ve deneysel

modelimizin koroner ligasyon ile gerceklestirilmesine bagli olabilir.

S100B, Ca"™" baglayici protein olup, normal olarak astrositlerden eksprese
edilir, deneysel c¢alismalarda miyokardiyal hipertrofik yanitin negatif bir
diizenleyicisi oldugu gdsterilmistir (225). Normal sartlarda miyokarda eksprese
edilmez. Deneysel MI modelinde siganlarda koroner arter ligasyonu sonrasi
S100B mRNA s1 saptanmustir (131, 225). Iskemi reperfiizyon hasarinda
mitokondriden sitokrom c¢ salinimi ve apoptotik yolaklarmin aktivasyonunda

S100B’nin roliinii degerlendirmeyi amagladik. Ancak calismamizda kontrol
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grubu ile karsilastirildiginda TMZ 3 mg/kg, 5 mg/kg, NAS 50 mg/kg, 150 mg/kg
dozlar1 arasinda S100B diizeyleri agisindan anlamli farklilik saptanmadi. Yapilan
bir calismada, S100B indiiksiyonunun LAD ligasyonundan 7 giin sonra ortaya
ciktig1 ve 28. giinde pik yaptig1 gosterilmistir (225). Tsoporis ve ark. (226), LAD
ligasyonu uyguladiklar1 farelerde 35. giinde ventrikiiliin yeniden sekillenmesinde
S100B nin roliinii incelemistir ve S100B diizeyleri yiiksek olan farelerde
infarkttan uzak alanlarda hipertrofik yanitin daha diisiik oldugunu gostermistir.
Biz, 30 dakikalik iskemiyi takiben 3 saatlik reperfiizyon sonrasinda S100B
diizeylerinde anlamli farklilik izlemedik, S100B, muhtelemen ventrikiiliin yeniden
sekillenmesinde diizenleyici role sahiptir ve etkisini daha uzun donemde
gostermektedir. Bir ¢alismada, izole kalp perfiizyonu modelinde, 20 dk iskemiyi
takiben 30 dk’lik reperfiizyon protokolii uygulandiginda, reperfiizyon aninda
S100B diizeylerinin arttig1, ancak daha sonra S100B diizeylerininin kontrol grubu
ile farklilik gostermedigi saptanmistir (227).

Ancak bu ¢alismayi kisitlayan bir takim faktorler vardir;

Izole kalp perfiizyonu modeli kullamlmistir, SI00B diizeyleri in vivo kosullart
yansitmayabilir.

Iskemi, perfiizyonun sonlandirilmasiyla gergeklestirilmistir. Ik alman &lgiimde
saptanan yiiksek S100B diizeyleri, koroner vaskiiler yatakta biriken S100B
diizeylerini yansitabilir, nitekim 5. dk, 10 dk ve sonraki dénemlerde S100B
diizeyleri kontrol grubundan farkli degildir.

S100B, Mi sonrasinda miyokarda apoptozisin diizenlenmesinde hasara ugrayan
miyositlerden salinimindan sonra RAGE ile etkilesimi sonras1 sitokrom c salinimi
ve proapoptotik kaspaz kaskadinin aktivasyonu rol oynayabilecegi diisliniilmiistiir
(228).

Sonug olarak, sicanlarda uzun siireli miyokardiyal iskemi modelinde; hem
TMZ, hem de NAS’in oksidatif stresi ve infarkt alanin1 anlamli olarak azalttigi, bu
etkilerin TMZ verilen grupta daha anlamli oldugu gortilmektedir. Ayrica NAS ve
TMZ’in benzer sekilde apoptotik aktivitede azalmaya neden olurken en anlamh
azalmanin NAS ve TMZ kombinasyonunda izlendigi saptanmistir. Bu veriler
1s1ginda  miyokardiyal reperfiizyonu saglamaya yonelik mekanik girisimler

yaninda farkli noktalar1 hedefleyen hiicre koruyucu ajanlarin  kullanimi
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reperfiizyon hasarinin ve reperfiizyona bagli morbiditenin azaltilmasinda ciddi

yarar saglayacagi ongoriilmektedir.
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OZGECMIS

07 Mayis 1976 tarihinde Bursa’da dogdum. Ilk ve orta dgrenimimi Bursa da
tamamladim. Bursa Yildirim Beyazit Lisesi’nden 1993 yilinda mezun oldum. Aym yil
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde tip egitimime bagladim. 1999°de tip
doktoru iinvamini aldim. 1999 yilinda U.U.T.F. Kardiyoloji Dali’'nda uzmanlk
egitimime bagladim. Uzmanlik egitimim sirasinda “Akut koroner sendromlarda
prokalsitonin ve yiiksek duyarlikli serum reaktif protein arasindaki korelasyonun
saptanmas1” isimli tez ¢aligmasini degerli hocam Prof. Jale Cordan’in danismaliginda
tamamlayarak 2004’de Kardiyoloji Uzmani tinvanina sahip oldum. 2005-2006 yillari
arasinda Hava Harp Okulunda askerlik gorevimi yerine getirdim. 2006-2010 yillart
arasinda U.U.T.F. Kardiyoloji Anabilim Dali’nda uzman olarak gorev yaptim. Uzman
olarak gorev yaptigim Kardiyoloji Anabilim Dali’'mizin destegi ve tesvikiyle
Farmakoloji ve Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’nda Doktora programinda egitimime
15.09.2006 tarihinde basladim. 2010 yili sonunda ayni anabilim dalinda yardimec1
docent kadrosuna atandim. 23 Mart 2012 tarihinde girdigim dogentlik sinavinda bagarilt
olarak, dogent tinvan1 aldim. Halen Kardiyoloji Anabilim Dali’nda 6gretim iiyesi olarak
gorev yapmaktayim.
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