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OZET

Bu calismada kuvvetli PARP inhibitorii 3-aminobenzamid ile enerji kaynaklarinin
tiketimi engellenerek ve giiglii stimulus baskilanarak siklosporin A ile kombinasyonunun
miyokardiyal reperfiizyon hasarinin tek basina PARP inhibisyonunun ya da tek basina MPTP
baskilanmasinin sagladigi korumayi potansiyelize edip etmeyeceginin arastirilmasi
amaclandi. Bu amagla kalpte IR ile indiikte oksidatif kardiyak hasar iizerine PARP inhibitorii
3-aminobenzamid(3-AB) + Siklosporin A’(CsA)min etkilerinin arastirilmasi planlandi.
Calismada 350400 g agirliginda 40 adet erkek Wistar-albino si¢an kullanildi. Langendorff
sisteminin kullanildig1 ¢alismamizda kalpler 18 ml/dk hizla %95 CO,+%5 O, karigim ile
havalandirilan 37 °C sicakliktaki modifiye Tyrode soliisyonu ile perfiize edildi. Ilag
uygulamasi Tyrode soliisyonu igerisine litrede 3 mM 3-Aminobenzamid ve/veya 0,2 uM
Siklosporin A katilarak yapildi. Deney gruplarinda 10 dakikalik stabilizasyon periyodunun
ardindan 30 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Gruplar su sekilde
olusturuldu (n=8); Grup 1: Sham opere grubu, Grup 2: Kontrol grubu, Grup 3: 3-AB grubu,
Grup 4: CsA grubu, Grup 5: 3-AB+CsA grup. Tiim gruplarda hemodinamik parametreler
[kalp hizi, koroner perfiizyon basinci, sol ventrikiil gelistirilen basinci (LVDP), maksimum
kasilma (dP/dtmax) ve gevseme hizi (dP/dtmin)] kayit altina alindi. Reperfiizyonun 0 ve 30.
dakikalarinda alinan Orneklerde laktat dehidrojenaz (LDH) o6l¢iimii yapildi ve deney
sonrasinda kalplerde hacim ve agirlik olarak nekroz alani yiizdesi tayin edildi. Madde
uygulanan gruplarda (Grup 3, 4 ve 5) 6lgiilen parametreler agisindan kontrol grubuna gore
anlaml bir degisiklikler saptanmistir (p>0.05). 3-AB+CsA gruptan elde edilen hemodinamik
parametreler ve LDH degerleri ve agirlik ve hacim metoduyla 6l¢iilen nekroz alani degerleri
acisindan grup 3 ve 4’ten elde edilen degerlerle karilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml1
bir farklilik saptanmamustir (p>0.05). Bu verilerden yola ¢ikarak her iki mekanizmanin es
zamanl olarak inhibisyonunun hem hemodinamik parametreler agisindan hemde nekroz

alami azaltmada anlamli bir fark yaratmadiginm diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Langendorff, Iskemi Reperfiizyon Hasari, Siklosporin A,3-

Aminobenzamid, Poli(ADP-Riboz) Polimeraz enzimi



Xi

The possible protective effects of 3-aminobenzamide and Cyclosporin A combination
on myocardial ischemia reperfusion damage in isolated rat heart.

ABSTRACT

In this study we tried to determine that if we inhibit strong stimulus and decrease
the depletion of energetic pools by potent PARP inhibitor 3-aminobenzamide (3-AB) will
the combination of 3-Aminobenzamid (3-AB) and Cyclosporin A (CsA) be more efficient in
the protection of myocardial reperfusion damage than their individual usage. With this aim
we planned to search the possible protective effects of PARP inhibitor 3-aminobenzamide +
Cyclosporin A combination on the IR induced oxidative cardiac damage. Fourty male wistar
albino rats weighing 350-400g were used in the study. Rats were divided into five groups
(n=8); Group 1: Sham-opereted, Group 2: IR, Group 3: 3-AB, Group 4: CsA and Group 5:
3-AB + CsA. Isolated rat hearts were exposed to 30 minutes of global ischemia followed by
60 minutes of reperfusion using Langendorff’s apparatus. In groups 3, 4 and 5, 3-
Aminobenzamid (0,3 nM/L) and Siklosporin A (0,2 uM/L) were added into Tyrode Solution
after stabilization period. In all groups hemodynamic parameters (heart rate, coronary
perfusion pressure, left ventricular developed pressure (LVDP), LV(dP/dt)max and
LV(dP/dt)min were recorded. Myocardial injury was assessed in the terms of infarct size
and release of lactate dehydrogenase (LDH) enzyme. Except heart rate all parameters were
found significantly different in groups 3, 4 and 5 versus IR group (p<0.05). When compared
to CsA and 3-AB groups, in 3-AB+CsA group there was no significant difference
determined in LDH and hemodynamic parameters and myocardial infarct size estimated by
volume and weight method .These results show that use of CsA and 3-AB together provides

no significant difference in protection against IR injury

Key words: Ischemia-Reperfusion Injury ,Langendorff , Cyclosporin A ,3-

Aminobenzamide,RatHeart



GIRIS VE AMAC

Iskemi reperflizyon (iR) hasar1 olarak adlandirilan, birgok yerle birlikte kalp
damarlarinda da goriilen, kalp damarlarinin bir siireligine tikanmasi sonucu
oksijensiz kalan ve damarin tekrar agilmasi ile tekrar oksijenlenen kalp kasi
dokusunun oksijensiz kaldig1 siirece hasarlanmasi1 ancak kanlanmanin tekrar
olmasiyla yeniden oksijenenlenen bu dokunun daha fazla hasar gérmesi durumudur.
Sonugta nekroz admi verdigimiz ve ozellikle kalp kasinda bilgilerimize gore geri
donilistimsiiz hasarlar meydana gelir. Kalp kasi gordiigii hasarla orantili olarak
fonksiyonunu yitirir. Kalp krizi olarak nitelendirilen, kalbin pompa gorevini

stirdiirmesini engelleyen, 6liimciil bir durumdur.

Bir¢ok calisma bu durumu ve sonuglarini engellemek amaciyla yapilmaktadir.
IR esnasinda meydana gelen DNA hasarmin tamir etmeye ¢alisan Poly (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) adli bir enzim bulunmaktadir. Bu enzimlerin aktivasyonunun asir1
oldugu durumlar hiicre i¢i enerji tiiketimi asir1 derecede artirmakta ve paradoksal
olarak hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Oksidatif hasar diger taraftan hiicre
icersinde enerji iretiminden sorumlu mitokondri adli hiicre organelinin i¢
membraninda bazi porlar olusturarak ve bunlar1 aktive ederek buradan enerji kaybini
daha fazla artirirken mitokondri morfolojisine zarar vererek enerji iiretimini de
bozmaktadir. Mitokondri permeabilite transit porlart (MPTP) adi1 verilen bu porlar
iskemi periyodunda kapali durumda iken reperflizyon esnasinda acilmaktadir ki bu

stire¢ hiicre hasarlanmasinda agirlikli rol oynamaktadir.

Biz de c¢aligmamizda sigcan kalbinde izole perflize kalp diizenegi
(Langendorff) kullanarak iskemi reperflizyon modeli olusturup; tek baslarina
kullanildiklarinda faydali etkileri kanitlanmis olan MPTP inhibitorii Siklosporin
A(CsA) ve Poli(ADP-Riboz) Polimeraz inhibitdrii 3-Aminobenzamid(3-AB) adli iki
maddeyi birlikte uygulayarak, iki ayr1 yolagin eszamanli olarak blokajinin
olusturacag: etkileri kalbe ait hemodinamik, biyokimyasal parametreler ve nekroz

alanini Glgerek arastirmayi hedefledik.



GENEL BIiLGIiLER
2.1. iskemi

Hipoksi aerobik oksidatif solunumu etkileyen, son derece dnemli ve genel bir
hiicre zedelenme ve 6liim nedenidir. Hipoksi kalp-akciger yetersizligine bagl kanin
yetersiz oksijenlenmesi ve anemi veya karbonmonoksit zehirlenmesinde oldugu gibi
kanm oksijen tagima giiciiniin kaybina bagli olarak gelisebilecegi gibi hipoksinin en
onemli nedeni, arteriyel ya da vendz kan akimi bozukluguna bagli organ ve dokunun

yetersiz perflizyonuna yol acan iskemidir (1,2).

Hipoksinin ilk zarar verdigi yer hiicrenin aerobik solunumudur. Hiicrede ilk
etkilenen olay mitokondrial oksidatif fosforilasyondur ve bunun sonucunda adenozin
trifosfat (ATP) ve fosfokreatinin sentezinde azalma meydana gelir. Ayn1 zamanda
hiicrede adenin niikleotitinin yikilimi da artmaktadir. Bu durum serbest oksijen
radikallerinin (SOR) prekiirsérii olan hipoksantinin hiicre i¢i birikimini de
artirmaktadir. Ozellikle hiicre zarinda ATP aktivitesinin azalmas1 zarda aktif sodyum
pompasinin yetersizligine yol agarak hiicre i¢i sodyum birikimine ve hiicreden
potasyum atilimina yol acar. Solid materyalin birikimine izoozmotik su birikimi eslik
ederek akut hiicresel sisme olusur. Hiicresel ATP azli§1 anaerobik glikolizisi
hizlandirir. Glikolizisin artmasi hiicre i¢inde laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi
sonucu olusan inorganik fosfat birikimine yol agar. Bu birikim hiicre ici pH’in
diismesine yol acar. Sonraki fenomen graniilli endoplazmik retikulumdan
ribozomlarmn ayrilmasi ve polizomlarin monozomlara parcalanmasidir. Bu asamaya
kadar hiicrede meydana gelen bozukluklarin tiimii oksijen verilmesiyle geri doner.

Buna ragmen eger iskemi siirerse geri doniissiiz zedelenme olusur (1,2).

Geri doOniigsiiz  zedelenme morfolojik olarak mitokondrilerde asiri
vakuolizasyon, hiicre zarinda asir1 zedelenme, lizozomlarda sisme ve Ozellikle
iskemik alanmn yeniden kanlanmasi durumunda hiicre i¢i asir1 kalsiyum (Ca™)
tutulumu ile birliktedir. Proteinler, temel koenzimler, riboniikleik asitler asir1
gecirgen zarlardan siirekli kaybedilir. Hiicreler ATP’nin yeniden olusumunda
kullanacaklar1 metabolitleri kaybeder ve pH’imn diismesi lizozom zarlarmin

zedelenmesine ve lizozomal enzimlerin sitoplazmaya ge¢mesine yol agar. Bu



enzimler sitoplazma ve cekirdek i¢i yapilarin sindirimine neden olur. Sonugta 6l
hiicreler myelin bicimler ve fosfolipidlerden olusan biiyiik kitlelere doniisiirler.
Bunlar daha sonra diger hiicreler tarafindan fagosite edilir veya yag asitlerine
parcalanirlar. Yag asitlerinin kalsifikasyonuyla kalsiyum sabunlar1 olusur (1). Ozetle;
iskemi nedeniyle olusan hipoksi oksidatif fosforilasyonu etkiler ve ATP yapimini
engeller; kritik noktadan sonra hiicrede ATP’nin yetersizligi hiicre zarinda
zedelenmeye yol acar. Kalsiyum hiicre O6liimiinde morfolojik degisikliklerden

sorumlu 6nemli bir mediyatordiir (1).
2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemiye maruz kalan doku ya da organlarin yeniden
kanlanmas1 ve oksijenlenmesi olayidir. Reperflizyon hasar1 ise iskemi periyodunu
izleyen yeniden kanlanma doneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar

olarak tanimlanir (2).

Dokularin yeniden kanlanmasi ve dolayistyla hiicrelere oksijen sunulmasi ile
iskemiye bagli hasarm azalacagi diisiiniilebilir. Fakat yapilan bir¢ok calisma iskemi
periyodunu izleyen reperfiizyon doneminin, iskemiye bagl olarak olusan hasar1 daha
da siddetlendirdigini ortaya koymustur (2,3). Reperfiizyondan dolay1 ortaya ¢ikan
hiicresel hasar; iskemik olaym siiresine bagimli olarak geri doniisiimlii veya geri
doniisiimsiiz olabilir. Yirmi dakikalik iskemi periyodunu takip eden ddonemde
reperflizyonun olusturdugu hasar geri doniisliidir fakat daha uzun stirelerdeki
iskemiyi takip eden reperfiizyon miyokardiyal hasar ya da hiicresel nekrozla
sonuglanir (4). Hiicre i¢ine molekiiler oksijenin sunumuyla hizla olusan SOR
tiirevleri en cok suclanan faktor olmakla birlikte reperflizyon hasarindan birgok

mekanizma sorumlu tutulmustur (2,5,6).
2.3. Kalpte iskemi-Reperfiizyon Hasar

Dokunun metabolik ihtiya¢larmi karsilamak i¢in arteriyel akim ile yeterli
oksijen ve besinin saglanamadigi durumlarda iskemiden séz edilir. Iskemi, doku
hasarma yol ag¢tig1 i¢cin 6nemli bir durumdur. Olusan hasarin miktarinda, iskeminin
ciddiyeti kadar siiresi de 6nemli bir faktordiir. Ciddi bir iskemide bile siire 40 dk. dan

az ise hiicresel ve fonksiyonel degisiklikler geri doniistimliidiir ve tedaviye olanak



vardir. Iskemi siiresi, 40-50 dk. ise tam bir fonksiyon kaybi ve iskemi siiresine bagli
ve ilerleyici olan geri doniisiimsiiz bir hasar meydana gelir (7). Bu siire 50 dk. dan
fazla ise reoksijenasyon ya da reperflizyon hasarina benzeyen, fakat ayn1i olmayan

mekanizmalar devreye girer (8).
Iskemik doku en az ii¢ fizyolojik anormallik gosterir (9) :
a) Hipoksi; oksidatif metabolizma i¢in yetersiz oksijen sunumu,

b) Aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya doniisii ifade eden toksik

metabolitlerin birikimi,

c¢) Uygun elektron akseptorii yoklugunda katabolik reaksiyonlar sonucunda meydana

gelen asidoz.

Deneysel kosullarda, ana koroner arterin ani kapatilmasi ile olusan
iskemideki metabolik degisiklikler; aerobik metabolizmanin durmasi, kreatin fosfatin
(CP) azalmasi, anaerobik glikolizin baslamasi, laktat ve alfagliserol fosfat (GP) gibi
glikolitik tirtinler ile niikleotid yikim triinlerinin birikmesidir. Bunlarla baglantili
olarak kontraksiyon durur, membran potansiyelleri degisir ve elektrokardiyografik

degisiklikler meydana gelir.

Miyokardiyumun yiiksek enerjili fosfatlara olan ihtiyaci, yapilandan fazla
oldugu i¢in dokudaki net ATP miktar1 azalmistir. Ciddi bir iskemik hasarda tiiketilen
ATP’nin % 80’i anaerobik glikoliz kaynaklidir. Iskeminin ilk donemlerinde varolan
ATP, kontraktil fonksiyon icin kullanilmasina karsm, siire ilerledikge, artik
kontraksiyon yapilamadigi i¢in, mitokondriyal ATPaz’lar tarafindan, muhtemelen,
bozulan durumlarin restorasyonu ic¢in harcanir. ATP’nin az bir kismi da iyon
transport ATPaz’lar1 tarafindan tiiketilir. Iskemi siiresi uzadik¢a tiim bu metabolik

olaylarin yavagladig1 goriilmiistiir.

Geri doniisiimsiiz hasara maruz kalmis bir hiicrede, ATP seviyelerinin asir1
distiigii, anaerobik glikolizin durdugu, H+, AMP, inozin, laktat ve GP’nin arttigi,
osmolar bir artis oldugu, hiicre zar1 harabiyeti, mitokondrilerde sisme ve amorf

cisimciklerin olustugu tespit edilmistir.(10)



2.4. Reperfiizyon Hasarinin Mekanizmalar

Ik kez, Tennant ve Wiggers (11) iskemik miyokardiyumun reperfiizyonunun
potansiyel olarak malign ventrikiiler aritmilerin olusmasina neden olabilecegini agik
olarak gostermislerdir. Daha sonra Jolly ve ark.(12) iskemide olusan serbest oksijen
radikallerinin miyokardiyal reperflizyon hasarinda rol oynadiklar1 ve siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) uygulamasiyla bu hasarin azaltilabilecegini tespit
etmisler. Daha sonraki calismalar, tam kan reperflizyonundaki polimorfoniikleer
l16kositlerin de bu hasarin olusmasinda 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir. Hearse
ve ark.(3) ise, izole sigan kalbinde reperfiizyon ya da reoksijenasyonun ani ve masif
bir enzim yikimma, ultrastriiktiirel hasara ve kontraktire neden oldugunu
bildirmiglerdir. Reoksijenasyonun ilk dakikalarinda olan ve geri doniisiimsiiz doku
hasarmi hizla artiran bu duruma oksijen paradoksu denilmektedir. Hill ve Ward’in
(13) calismasinda iskemik hasardaki inflamatuar olaylarda kompleman sisteminin

mediyator olarak 6nemine dikkat ¢ekilmistir.

Yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 genellikle birbirini desteklemektedir. Kloner
ve ark. (14) caligmalarinda alt1 saatlik bir iskemiyi takiben reperflizyon yapildiginda
transmural nekroz olmus ve reperflizyonun koruyucu bir etkisi goriilmemistir. Diger
bazi arastirmalarda ise iki saatlik iskemiden sonra yapilan reperfiizyonda transmural
nekroz goriildiigii saptanmistir (15). Buna karsilik, Beyersdorf ve ark., alt1 saatlik
iskemi sonunda reperflizyon yapilmadig1 takdirde hala nekroz olmadigini

gostermislerdir. Reperflizyon hasar1 kendini c¢esitli sekilde gosterebilmektedir
(16,17,18,19):

a) Aritmiler

b) Myokard sersemlemesi

c¢) Reperflizyonun heniiz baslangicinda canliligini koruyan dokulara 6liimciil hasar
d) Irreverzibl hasarli dokularda artmis nekroz hiz1 (oksijen paradoksu)

e) No-reflow fenomeni

f) Kontraktil fonksiyonlarda azalma



Kurtarillan doku miktarmi artirabilmek i¢in optimum kosullarda ve uygun
zamanda reperflizyon yapilmalidir. Reperflizyon hasar1 alanmnin biiytikligii, iskemi
siiresi ve ciddiligine, kollateral kan akimina, tutulan damar yatagina, dokudaki
oksijen tiiketim miktarma ve reperflizyonun nasil yapildigina baghdir. Bunlardan,

reperflizyonun yapilis sekli, tedaviye yonelik en 1yi olanaklar1 sunan segenektir.
2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle molekiil
stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron
kayb1 onu reaktif hale getirir. Bu ozellikleri nedeniyle SR’ler kolaylikla hiicre
bilesenleri ile reaksiyona girebilir ve onlarin kimyasal yapilarmi degistirerek bu

yapilarda hasar olusturabilirler (20).

Bugiline kadar yapilan calismalarda pek c¢ok hastaligin olusumunda rol
oynadiklar1 gosterilmistir (20). Bunlarin basinda kanser, ateroskleroz, katarakt,
romatoid artrit ve diger otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli inflamatuar hastaliklar,
epilepsi, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi bazi santral sinir sistemi

hastaliklar, iilser ve kolit gibi gastrointestinal sistem hastaliklar1 sayilabilir (20).

SR’ler organizmada hem metabolizma swrasinda endojen olarak siirekli
olusurlar, hem de radyasyon, ilaclar ve zararli kimyasallar gibi etkenlere bagl
eksojen olarak ortaya c¢ikabilirler. Solunan oksijenin  %95’inden fazlasi
mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %5’1de
oldukca toksik SR’lere donlismektedir (20). Oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi ile O, radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile H,O, olusur. Ugiincii
elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif OH radikali olusur. Doérdiincii elektron

ilavesi ile de su olusmaktadir.

SR’ler organizmada mitokondrinin yani sira hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda
zara bagli veya serbest halde bulunan pek c¢ok enzimin katalizledigi reaksiyonlar
sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz
sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hiicre zarma bagli NADPH oksidaz ve

lipooksijenazlar gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir.



Aerobik organizmada olusan SR’lerin ¢ogu oksijen ve azot kaynaklhdir.
Bunlardan bir kismu radikal niteliklidir, bir kism1 ise bazi reaksiyonlara katilip
radikallere doniisebilmektedir, ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi
organizmanin endojen antioksidan savunma sistemi tarafindan engellenmektedir. Bu
nedenle SR’lerin olusum hizi ile etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi son derece
onemlidir. Bu dengenin bozulmasi durumunda SR’lerin zararli etkileri ortaya
ctkmakta ve cesitli organ ve sistemler olumsuz etkilenmektedir. SR’ler ¢evredeki
tiim biyomolekiillere (niikleik asitler, membran lipidleri, enzimler, reseptorler gibi)

zarar verirler. Hiicresel hasar olusumunda ti¢ tip reaksiyon 6nemlidir.

Lipid peroksidasyonu: SR’lerin lipidler lizerindeki en 6nemli etkileri lipid
peroksidasyonu uyarmasidir. Lipid peroksidasyonu SR’ler tarafindan baglatilan ve
hiicre zarlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acan
kimyasal bir olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali, alkoksil
radikali, lipid peroksidasyonunu baslatan baslica radikallerdir (20). Hiicre zarlarinda
lipid peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi etkilenmekte, hiicre i¢i ve dis1 iyon
dengeleri bozulmaktadir. Bunun sonucunda hiicre i¢i Ca konsantrasyonu artmakta ve
Ca bagimli proteazlar aktive olmaktadir. Bu olaylar hiicre hasarinda 6nemli role
sahiptir. Nitekim hiicrede asir1 Ca birikmesinin sitotoksik oldugu gosterilmistir (20).
Ote yandan lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan aldehitler de sitotoksik 6zellige

sahiptirler.

Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: SR’ler aminoasit yan zincirlerinin
oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olusmasina yol acarlar.
Ayrica protein ana-zincirini okside ederek protein par¢alanmasma neden olurlar.
Boylece hiicrede fonksiyonel 6neme sahip enzimlerde bozulmalar ortaya ¢cikmaktadir
(26). DNA hasar1: SR’ler, niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona
girerek tek zincir kirilmalar1 olusturur. Bu durumda DNA onarim mekanizmasinin
uyarilmasi ile poli (ADP-riboz ) polimeraz (PARP) enzimi aktive olur (20). PARP
nukleusta bulunan, protein modifikasyonu ve niikleotid polimerizasyonu yapan bir
enzimdir. Fizyolojik rolii tam bilinmemekle birlikte gen ekspresyonu, gen
amplifikasyonu, hiicresel farklilasma, malign transformasyon, hiicre boliinmesi ve

DNA replikasyonunda rolii olduguna dair veriler vardr. PARS’in aktivasyonu



sonucu bu enzimin substrat1 olan nikotinamid diniikleotid (NAD) diizeyi diiser. NAD
ise glikoliz ve trikarboksilik asit sikluslarinda kofaktor oldugundan bu sikluslar durur
ve boylece ATP olusumu azalir. Sonucta hiicrelerin enerji kaybetmeleriyle nekrotik

tip hiicre 6limii olur (20).

SR’ler molekiiliin yapismna gore oksijen merkezli (stliperoksit radikali,
peroksit radikali, hidroksil radikali, vb.), karbon merkezli (karbon tetrakloriir,
aromatik hidrokarbonlar) veya siilfiir merkezli (glutatyon radikali) olarak
gruplandirilabilir. Olusan SR’ler hiicre membrani ve hiicre i¢i organelleri etkilerken
ekstraselliller komponente de gecer ve uzak etkiler olusturur. Oksijen merkezli
SR’ler incelendiginde, OH radikali ¢ok potent olmasmna ragmen difiizyon hizi
yavastir. Bu ylizden ancak olustugu yerde veya yakininda etki gosterir. Buna karsin
H,0, cok az potent olmasina ragmen plazma membranmni, mitokondrial ve
peroksismal membranlar1 rahatlikla gecerek uzak etki gosterebilirler (21,22). O,
radikali aktivitesi kismen diisiik oldugu halde diger radikalleri olusturdugu icin
onemlidir. OH radikali bu grupta en potent SR’dir ve olusmasi i¢in ortamda demir
veya bakir gibi transizyonel metallerin varlig1 gerekmektedir. Transizyonel bir metal

tarafindan katalizlenen bu reaksiyonlar Fenton reaksiyonlar1 olarak bilinir (23).

H,O, +¢ > OH + OH
Sekil 1. Hidroksil radikali olusumu (24)

Bir transizyonel metalin varliginda O, radikali H,O, ile tepkimeye girerek OH-

radikalini olusturur. Buna Haber-Weiss reaksiyonu denir (23).

H,O, + Oy + H' » OH + H,O + Oy

Fe'? + H,0, » Fe™ +OH+OH

Sekil 2. Haber-Weiss tepkimesi ve Fenton tepkimesi. Fe: demir (25)



Hidroksil radikali biiyilk molekiil yapis1 ve elektronegativitesi nedeni ile
DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek bu
yapilarda oksidatif hasara neden olur (Sekil 4). Makromolekiiller hiicrelerde kisith
miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda olusan hasar olduk¢a 6nemlidir. In vivo
herhangi bir OH radikal siipiiriiciisiiniin etkili olabilmesi i¢in mevcut hedef
molekiillerin 6nemli bir bolimiinii kapsayacak kadar yiiksek konsantrasyonda
bulunmas1 gerekir. Bu nedenle OH radikalinin olusumunun 6nlenmesi, bu radikalin

stiptiriilmesinden daha etkilidir (26).
2.4.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektronlarindan dolay1
cok reaktif olan atom veya molekiillerdir. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Mitokondriler, ksantin oksidaz enzimi,
PG biyosentezi ve inflamatuar cevapta rol oynayan fagositler (nétrofil ve monosit)
stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksitin ve diger reaktif oksijen
driinlerinin kaynag1 olarak bilinirler. Reaktif oksijen liriinleriyle reaksiyon veren
maddeler (SOD, CAT, merkaptopropiyonil glisin gibi) veya inflamatuar hiicrelerin
serbest radikal iiretimini engelleyici ajanlar doku hasarmi azaltirlar (27). Reaktif
metabolitlerin olugsma hizi, hiicrenin oksidan strese kars1 savunma kapasitesini agarsa
toksik etki olugsmaya baglar. Hiicrenin antioksidan mekanizmalar1 arasinda SOD,
CAT, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz vardir (28). Pentoz
monofosfat yolagi da NADPH saglayarak rediikte glutatyon olusumuna ve lipid

peroksitlerin detoksifikasyonunda rol alan GSH-Px’a yardim eder.

Birgok calisma, radikallerin IR’da mediyatér rol oynayabilecegini
gostermistir. Biyolojik hedeflerle (lipid, katekolamin, DNA, protein karbonhidrat)
direkt reaksiyona girerler ve sonugta lipid peroksidasyonu, mitokondrial solunum
zincirinin inhibisyonu, Na kanallari membran Na/K-ATPaz aktivitesinin inhibisyonu

gibi IR patalojisinde rol oynayabilen olaylar1 meydana getirebilirler. (29)

DNA hasar1 olusturan radikaller hiicrede niikleer bir enzim olan poli ADP-
riboz sentazi (PARP) aktive ederler. PARP enzimi nikotinamid adenin diniikleotidi

(NAD) substrat olarak kullanir. Sonugta bu olay ATP tiiketimine ve hiicrelerin
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oliimiine yol agabilir. PARP inhibitdrleri, PARP aktivitesini inhibe ederek IR
hasarin1 Onleyebilir. Olusan serbest radikaller hiicre membrani ve hiicre ici
organelleri etkilerken ekstraselliiler kompartmana da gecer ve uzak etkileri olusturur.
Burada serbest radikalin ¢6ziiniirliigii ve difflizyon hiz1 dnem kazanmaktadir. Serbest
radikaller incelendiginde hidroksil radikali ¢ok potent olmasina ragmen, diffiizyon
hiz1 yavastir. Bu yiizden ancak olustugu yerde ya da yakininda etki gosterir. Buna
karsilik hidrojen peroksit (H»O,) daha az potent olmasma ragmen plazma
membranini, mitokondrial ve peroksimal membranlar1 rahatlikla gecerek uzak etki

gosterebilir.(30,31)
2.4.3. Ca** sitotoksisitesi

Hiicre icine artan Ca'™ girisi ve azalan ¢ikisi selliiler Ca™ homeostazini bozar.
Iskemi sirasinda hiicrede enerji tiikendiginden sitoplazma ve mitokondride asir1
miktarda Ca™ birikmekte ve Ca™un toksik etki gostermesine neden olmaktadur.
Fizyolojik kosullarda hiicre ici biriken fazla Ca™ disar1 atilarak ya da hiicre icinde
depolanarak tolere edilir. Ancak iskemi sirasinda enerji eksikligi nedeniyle pompalar
ve depolama mekanizmalari iflas eder. Artan Ca™ diizeyi fosfolipazlari, proteazlari
aktive ederek radikal ve yag asitleri olusumunu artirirlar ve hiicreyr Oliime
siiriikleyebilirler (37,38). ATP’nin yeniden saglanmasi ile Na”/ Ca™ degistiricisinin
etkisi diizelir ve hiicre icinde birikmis Na' atilarak hiicre disindan Ca™ hiicre i¢ine
alnir, sarkoplazmik retikulumdan Ca™ salmimmim da ilavesiyle intraselliiler Ca"
diizeyleri artar. Mitokondriyal matrikste Ca™ birikmesi, ROR/RNR, ve protonlarin
uzaklastirilmasina bagl olarak pH’mn artmasmin kombine etkileri MPTP kanallarinin
acilmasini desteklemektedir. MPTP kanallarinin agilmasi esas olarak nekrotik hiicre
Oliimii ile iliskilendirilir ve bu hiicreler muhtelemelen zaten iskemi esnasinda hasara

ugramig durumdadir.
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Sekil 3. Miyokardiyal iskemi sonrasi reperfiizyona bagli olarak gelisen
kardiyak hasara aracilik eden major hiicresel mekanizmalar — Ferdinandy (2007)’den
degistirilerek.

2.4.4. Oksjen Paradoksu ve Reperfiizyon Hasari

Gerek reperfiizyon ve gerekse reoksijenasyonda temel hasar doku yeniden
oksijenle karsilastiginda olmaktadir. Oksijen paradoksu denilen bu olay, myokardiyal
kontraktiir gelisimi ve irreverzibl hiicre hasar1 ile birlikte, kreatinkinaz gibi
miyokardiyal enzimlerin salinimi ile karakterizedir (3). Reoksijenasyon, myokard
hiicrelerinde ani degisikliklere, istirahat geriliminin artmasi ile birlikte kontraktil
fonksiyonun hizla azalma veya yok olmasma ve kontraktil band nekrozu seklinde

ultrasiitriiktiirel degisikliklere neden olmaktadir.

Reperfiizyonda oksijenden baska, kandaki diger bazi faktorler de ayrica doku
hasarmna yol acar (32). Bunlar kan hiicreleri ve kompleman sisteminin aktivasyonu
gibi faktorlerdir. Reperfiizyon, reoksijenasyondan farkli olarak kompleman yoluyla
olan zar biitlinliigliniin kayb1 ve zamana bagimli inflamatuar bir reaksiyonu iceren bir

fenomendir. Bu durum, reperfliizyon hasar1 kavraminin temelidir. Reperflizyon
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hasari, iskemik hiicre Oliimiinden, mekanizma ve hiicre 6limi tipi agisindan
ayrilmaktadir. Reperfiizyon nekrozu; hiicre sismesi ve kontraksiyon bandlar1 ile
karakterize kontraktil band nekrozu seklinde goriiliirken (33), iskemik hiicre 6limii

koagiilatif nekroz goriintimiindedir (28).
2.4.5. Reperfiizyon Hasarinda Notrofil Aktivasyonunun Rolii

Reperfiizyonda inflamatuar hiicrelerin  toplanmasi ve inflamatuar
mediyatorlerin salimmasi ile karakterize bir hiicresel reaksiyon vardir (34). Bu
durum, doku hasarmin artmasina yol agmaktadir. Notrofiller bu inflamatuar cevabin
en Onemli bilesenleridir (35). Lokositlerin iskemik alanda toplanabilmeleri igin,
kemotaktik maddeler yardimiyla dokuya dogru ¢ekilmeleri ve endotel ile temas
ederek, birtakim aktiflestiricic maddeler yardimiyla aktive edilmeleri gerekir.
Lokositlerin doku i¢cine migrasyonu i¢in mutlaka endotel ile temas etmeleri gerekir.
Infiltre olan aktive nétrofiller, reaktif oksijen radikalleri ve proteazlar salgilarlar.
Hiicre i¢i savunma mekanizmalarinda kullanilan serbest radikal siipiiriicii SOD ve
peroksit yikict CAT ve GSH-Px enzimleri, 16kositlerin salgiladiklar1 bu sitotoksik
reaktif oksijen metabolitleri tarafindan olusturulan hasari1 azaltabilme kapasitesine

sahiptir.(32)

2.4.6. No-Reflow Fenomeni: Bazen reperflizyon saglanmis olmasma ragmen
koroner arterler uniform miyokardiyal reperflizyonu saglamada yetersiz kalmaktadir.
Ciinkii mikrovaskiiler seviyede O6nemli akim bozuklugu vardir. Bu yiizden bu
fenomene no-reflow ismi verilir. No-reflow’un ana belirleyicisi mikrovaskiiler
seviyede notrofil aktivasyonudur. Aktive notrofiller sikica kapiller endoteline yapisir
ve bu ylizden akimi mekanik olarak bloke ederler. Kendileri mekanik blokaj
yaptiklar1 gibi, salgiladiklar1 mediyatorler araciligiyla da vazokonstriksiyon yaparlar.
Bu fenomenin olugsmasi, reperflizyonun beklenen faydali etkilerini kisitlamakla
beraber tekrarlayan myokardiyal iskemik ataklar, aritmiler, nekroz olusumunda artis
ve kontraktil fonksiyonlarda azalmaya yol acabilir. Ayrica azalmis olan kan akimina
bagli olarak kullanilan ilaclarin yeterince o bolgeye gitmesine de engel teskil

etmektedir (36).
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2.4.7. Reperfiizyon Hasarinda Kompleman Sisteminin Rolii

Konuyla ilgili eski caligmalar toksik oksijen metabolitleri ve notrofillerin
reperflizyon hasarindaki rolleri lizerinde yogunlasmistir. Daha sonra doku hasarinda
kompleman sisteminin ¢ok onemli bir yere sahip oldugu anlasilmis, kompleman
sisteminin reperflizyonda direkt veya indirekt olarak doku hasarina ve hiicre 6liimiine
yol actig1 gosterilmistir (37). Kompleman sisteminin myokardiyal iskemik hasarda
etkili oldugunu gosteren diger bir kanit da, kobra venom faktorii ile kompleman
sisteminin baskilanmasindan sonra infarkt miktarinda azalma saptanmasidir (38).
Kompleman birimlerinin  dolasimda azalmasi, iskemik dokuya nétrofil

infiltrasyonunu ve doku hasarini azaltmaktadir.
2.5. iskemi- Reperfiizyon Hasarimin Kalp Uzerindeki Etkileri

Kalpte, IR hasarina bagli olarak myokardiyal sersemleme, reperflizyon
aritmileri, myositlerde nekroz, koroner endotelyal ve mikrovaskiiler disfonksiyon
gbzlenebilir. Myokardiyal sersemleme, IR’a bagl olarak geri doniissiiz hasar
olmamasina ve reperflizyonun tam veya tama yakin bir sekilde siirmesine ragmen
kalpte olusan uzamis mekanik fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanir (39,40). Ilk

olarak 1975 yilinda Heyndrickx ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir (41).

Myokardiyal sersemleme genellikle global iskemik ataklardan sonra gozlenir
(39,42,43). Fakat kisa siireli iskemiyi takip eden donemlerde bile myokardiyal
sersemleme beklenmedik derecede uzun siirebilir. Ornegin; kdpek kalbinde
olusturulan 15 dakikalik iskeminin, 24 saatlik myokardiyal sersemleme olusturdugu
gdzlenmistir (44). Iskemik periyodu takip eden reperfiizyon donemi oSliimciil
aritmilere Onciiliik edebilir. Olusan aritmiler genellikle idioventrikiilerdir ve en fazla

ventrikiiler tagikardi ve fibrilasyon gozlenir (45,46).

Kalp hiicrelerinde nekroz gelisimi IR ddneminde harekete gegen
mekanizmalarin ortak sonucudur. Bununla birlikte reperfiizyon doneminin ilk
dakikalarmmda gelisen nekrozun baslica sebebi kalp hiicrelerinde gelisen

kontraktiirdiir (47). Reperfiizyonun erken donemlerinde ortaya c¢ikan koroner
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endotelyal disfonksiyonun, kopek ve kedi kalplerinde yapilan calismalarda 4-12
haftaya kadar siirebildigi gosterilmistir. Reperfiizyonun ilk 2 ila 5 dakikalik
bolimiinde endotelyal disfonksiyonla beraber NO formasyonunda azalma ve 20
dakikadan sonraki boliimde ise 16kosit varligi gozlenebilir (48,49). Sadece iskemi
uygulanan kalplerde koroner endotelyal disfonksiyon 2 ila 3 saat siirer ve 4 —6 saat

sonra higbir histolojik bulgu gézlenmez (50).

Koroner endotelyal disfonkiyon sonucu vazodilator cevap azalir. Giicli
vazokonstriktor etkileri bulunan endotelin-1 ve SOR olusumu koroner
vazokonstriksiyona yol acararak kan akiminda azalma meydana getirir (51). IR
sonrast olusan endotelyal disfonksiyon, trombositlerin yol ag¢tigi mikrovaskiiler
tikaniklik, 6dem ve oksidatif hasar mikrovaskiiler disfonksiyona yol agar.
Mikrovaskiiler disfonksiyonun olustugu kalp bdlgelerinde reperflizyon déneminde
kan akimi kisitlanir ve hipoperfiize alanlar gézlenir (52,53). Ayrica kalbin yeniden
damarlanmasi ve sol ventikiil serbest duvarinda olusabilen riiptiir mikrovaskiiler

disfonksiyonunun nedeniyle gézlenen olaylardir (54,55).
2.6. PARP (Poli ADP-Riboz Polimeraz)

ADP-ribozun proteinlere aktarimi ilk olarak Corynebacterium diphtheria’ dan
elde edilen bakteriyal bir toksinde bulunmustur. ADP-ribozun negatif yiikli
polimerlerinin proteinlere eklenmesi, NAD+’dan PAR polimerazlarin (PARPs)
sentezlemesi araciligiyla gergeklesir. Poli (ADP-riboz) sadece hiicrenin yasamsal
faaliyetleri ve programli hiicre 6liimii ile ilgili degil ayn1 zamanda PARP ailesinin
yeni iiyelerinin sahip oldugu iligkileri ile diger biyolojik islevleri de diizenler. Bu
islevler arasinda, transkripsiyonun diizenlenmesi, telomer kohezyonu, hiicre
boliinmesi esnasinda mitotik igcik sekillenmesi, hiicre i¢i beslenme ve enerji

metabolizmasi sayilabilir.

Poli (ADP-riboz) sekillenmesi ilk olarak 1963 yilinda rapor edilmistir(56).
1966'da, Mandel'in (57) grubu PADPR'nin ve linkaj bdlgesinde baglantili ADPR
parcalarmin tanimlandigi, 6nemli bir hidroliz {iriinii olan ADP-ribozun yapisin ifade
ettiler. Fare karacigerinden hazirlanan niikleer preparat kullanarak, NMN'nin C-

adenin-ATP'den asitte ¢oziinmeyen materyal olusumunu biiylik oranda sagladig: ile
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ilgili daha Onceki yapilan caligmalar1 kanitladilar. Reaksiyon {iriinii yilan zehri
fosfodiesteraz ile hidrolize edilmistir. Bu temel hidroliz {iriiniiniin J' —ADPriboz

olarak adlandirilmasi Onerildi.

Reaktif oksijen radikalleri gibi DNA hasarma yol acan stimuluslarin
yogunlugu, hiicrenin canliligin1 devam ettirecegini ya da apopitoza mi nekroza mi
gidecegini belirler. DNA hasari, PARP aktivitesinin asir1 artisina neden olur ki bu
durum da hiicresel NAD seviyelerinin hizla tiikkenmesine yol acar. Enerji
metabolizmasinda 6nemli bir koenzim olan NAD’in tiikkenmesi, daha az adenozin
trifosfat (ATP) iiretimiyle sonug¢lanir. Dahasi hiicre, NAD’yi tekrar sentezlemek
amacityla ATP’yi daha da tiiketecektir ve bu enerji krizi hiicre Oliimiiyle
sonuglanacaktir. Asirt DNA hasarini takiben olusan PARP aracili hiicre 6liimii genel
gortst, selektif PARP inhibitorlerinden faydalanarak hiicre 6liimiiniin engellendigi
ve hedef PARP geni delesyonu ile hiicre Oliimiinden korundugu calismalarla

desteklenmektedir (58).
2.6.1. PARP (Poli ADP-riboz Polimeraz) Yapisi

PARP, cekirdekte genis bir dagilim gosteren 113 kDa agiwrliginda bir
proteindir. NAD+ (B-nikotinamid adenin diniikleotit)’1 substrat olarak kullanip 200
veya daha tizeri Poli (ADP-riboz) birimleri sentezleyebilir. Bir¢ok Poli(ADP-riboz)
akseptor protein DNA’nin dogrulugunun siirdiiriilmesinden sorumludur. Bunlar;
histonlar, topoizomerazlar, DNA ve RNA polimerazlar, DNA ligazlar, ve Ca+ ve
Mg++ bagimli endoniiklezlardir (59). Son calismalarda tiimor baskilayici protein

olarak adlandirilan p53’iin de PARP substrat1 oldugu bildirilmistir.
2.6.2. PARP Siiper Ailesi

Uzun zamandir, memeli hiicrelerinde Poli-ADP-ribozilasyon faaliyetinden
sorumlu olan tek enzimin PARP-1 oldugu diisiiniiliiyordu. PARP—1 geni olmayan
farelerdeki calismalar ve yeni Poli-ADP-ribozilasyon enzimlerinin tanimlanmasiyla
bu diisiince degismistir. PARP—1 farelerden elde edilen primer kiiltiir hiicrelerde
DNA hasarmi takiben hala Poli (ADP-riboz) sentezlenebildigi gozlendi (60,61). Son
yillarda PARP enzimlerini kodlayan 5 yeni gen daha tanimlanmis ve boylece PARP

ailesinin liye sayist 18’1 bulmustur (62).
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Alt1 temel PARP siiperailesi iiyeleri kendi aralarinda domain yapilarna,
katalitik domainlerin sekanslarina ve enzimatik aktivitelerine gore ii¢ alt gruba

ayrilirlar (63).

Altgrup I de PARP-1, PARP-1b, PARP-2 ve PARP-3 yer almaktadir.
Bunlardan PARP-1b, daha 6nceleri kisa PARP—1 olarak tanimlanmis ve PARP-1 gen
bolgelerinin alternatif transkripsiyon baslatma iriinii gibi goriinmektedir (64,65).
Deneysel c¢alismalar hem PARP—1 hem de PARP-2’nin strese karsi yanitta farkl

yollar1 kullanarak 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (66).

PARP—4, PARP ailesinin en biiyiik molekiil agirliga sahip tiyesi olup (192.6
kDa) atlamis (vault) bir komplekse sahip oldugu tanimlanmistir. Bu atlayan
kompleks, 2 tane yliksek oranda korunmus protein ve kodlanmamis RNA ile iligkili

islevi bilinmeyen sitoplazmik bir ribontikleoproteindir (67,68).
2.6.2.1. PARP-1 ve PARP-2

PARP siiper ailesinin iizerinde en cok calisilan tiyesi PARP-1’dir. DNA
hasarma baglh olarak NAD+’1 kullanarak daima kromatin ile iliskili ¢ekirdekteki
kabul edici (aksptor) proteinlere ¢ok dalli veya diiz olacak sekilde ADP-riboz
polimerlerini sentezler. PARP—1, DNA kiriklar1 ve  DNA kiriklarinin uzaysal
onarimmda anahtar bir role sahip olup bu kiriklarin tanimlanmasinda rol alan
molekiiler algilayicidir. Olduke¢a iy1 korunmus ¢ok islevsel bir enzim olup, katalitik

faaliyet DNA kiriklarmnim iizerinde 500 den fazla katlanti ile ortaya ¢ikar.

Kimyasal baskilayicilar kullanilarak PARP faaliyetinin durduruldugu PARP—
1 den yoksun farelerde yapilan calismalarda PARP-1’in genomik yapinin
biitiinliigiinii ve dogrulugunun korunmasida son derece Onemli bir isleve sahip
oldugu gosterilmistir (69). PARP-2’nin katalitik alt biriminin PARP-1"in ki ile ¢ok
gliclii bir benzerlige (%69) sahip oldugu bulunmustur. Kristal yapilar1 oldukca
benzer olan PARP-1 ve PARP-2’nin, akseptdor protein bolgelerindeki farklilik
metabolik yollarda kullanilan substratlarinda farkli olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla beraber, DNA baglayici alt birimler PARP—1 den farkli olup, hedefi DNA
iizerindeki ¢entikler degil bosluklardir.
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2.6.3. Apoptozis Siirecinde Poli (ADP-riboz) Sentezi

Apoptozis, ¢ok hiicreli organizmalarin homeostazis ve gelisiminin
kontroliiniin saglanmas1 amaciyla gerceklesen fizyolojik bir hiicre Olimi
mekanizmasidir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin ger¢ceklesmemesi kanser ile sonuglanir.
PARP aktivitesinin DNA hasarmi takip eden siirecte hiicre icindeki NAD miktari ile
yakindan iligkili oldugu bulunmustur. Apoptozis esnasinda hiicre i¢i NAD miktarinin
azalmasmnin PARP aktivasyonuyla yakindan iligskili oldugu tespit edilmistir.
Apoptozis siirecinde PARP aktivasyonun rolii daha c¢ok Poli (ADP-riboz)
seviyelerinin Olgiimiinden sonra anlagilmistir. Knockout fare modellerinden elde
edilen bilgiler apoptozisi uyaran faktorler arasinda yer alan anti-FAS ajaninin, PARP

yoklugunda apoptozisi engelledigi rapor edilmistir (66).
2.6.4. DNA-hasarina Bagh PARP Sentezi

Simdiye kadar sadece PARP-1 ve PARP-2 aktivitelerinin DNA’daki
kesiklerin varligi ile yiiksek derecede uyarildigi gosterilmistir (67). Sonugta PARP
iiretiminin amagclar1: birincisi DNA hasarmi indiikleyen histon H1 ve H2B N- ve C-
terminallerinin Poli-ADP-ribozilasyonu veya serbest veya PARP—1-bagli PAR ile bu
proteinlerin segici etkilesimi 30-nm kromatin lifinin gevsemesine katkida bulunur ve
kirilmalara erigsimini arttirir; ikincisi, DNA hasarinin vuku bulmasini ve boyutunun

sinyalini verir.

2.6.5. PARP inhibitorleri

Bircok PARP inhibitorii kompetitif inhibitor gibi hareket eder ve enzimle NAD+’1n
baglandig1 katalitik etki alanina baglanip bloke eder (68). Bununla birlikte DNA’ya
baglanmalar, PARP’m DNA iplik¢ik kirilmalarini algilamalarimi ve aktive
olmalarmin onlenmesiyle iliskili olabilir. Klasik PARP inhibitorleri enzimleri zay1f
bir sekilde inhibe ederek; hiicresel aligverisi simirlandirabilir, hiicre direng zamanini
azaltabilir ve baz1 nonspesifik etkiler yapabilirler (69). Bu gruptaki bilesiklerin ¢ogu

karboksamid bagli bir aromatik halkadan veya aromatik laktam veya imid erimesiyle
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olusan poliaromatik heterosiklik iskeletle olusan karbamoil grubundan olusur. Bu

yap1 giiglerini artirir ve spesifik 6zellikler katar (70).
2.6.5.1. Klasik PARP Inhibitorleri

Nikotinamid ve 5-metil tiirevlerinin 30 yil 6nce PARP inhibitorii oldugu
gosterilmistir (71). Benzamid, pirazinamid ve yapisal olarak benzer bilesikler,
benzamid tiirevleri ve 6zellikle 3- aminobenzamid(3-AB) ve 3-metoksibenzamid’in
de klasik PARP inhibisyonu yapan guruplardir(68). 3-Aminobenzamid ve PARP-1
enziminden izole edilen nikotinamidle olduk¢a benzerdir. Bu bilesikler; c¢esitli sinyal
iletim yollarm1 ve baz1 in vitro mediatorleri bloke ederek proinflamatuar

upregiilasyonunu engelleyebilirler (72).

Benzamid ve tilirevlerinin 5mM’a yaklasan konsantrasyonlarda glikoz
metabolizmast ve DNA ve RNA sentezini inhibe ettigi bununla birlikte cAMP,
fosfodiesteraz, karboksipeptidaz A ve kromotripsin’i zayif bir sekilde inhibe ettigi

rapor edilmistir.
2.6.5.2. Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda PARP-1 inhibisyonu

Kalp, goz, iskelet kasi, bagirsak ve bobrek reperflizyon yaralanmasinda
PARP’1n aktivasyonun rolii arastirilmistir. 3-aminobenzamid ve PJ34 ile yapilmis
PARP inhibisyonu ve PARP’m genetik inaktivasyonu ile bagirsak iskemi
reperflizyon hasarmin énemli 6l¢iide azalmis oldugu gozlenmistir (73,74,75). PARP
inhibisyonu reperflize bagirsaktaki notrofillerin infiltrasyonunu engelledigi ve
reperflize dokularin histolojik durumunu iyilestirdigi goriilmiistiir. PARP inhibisyonu
Splanchic (sil) splanknik arter okliizyonu/reperfiizyonu ile indiiklenen yaralanmalari
iizerinde birden fazla koruyucu etki uygular (76). Reperfiize iskelet kasi, karaciger ve
koklea da PARP inhibitorlerinin koruyucu etkinligini kanitlayan bazi deliller
bulunmustur.(77)

Immiinohistokimyasal c¢alismalar reperfiizyondan sonra PARP’mn hizlica
aktive oldugunu ve 2 ile 24 saat boyunca aktif kaldigin1 gdstermistir (106,107).
Iskemi ve reperfiizyonun yol actig1 oksidatif stres, DNA zincirlerinde kirilmalara

neden olur ki buda PARP’1 aktive eder.
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2.6.5.3. 3- Aminobenzamid

HoMN

Sekil 4. 3-Aminobenzamid kimyasal formiilii (The Merck Index)

3 amino benzamid; cesitli sinyal iletim yollarin1 ve bazi in vitro mediatorleri
bloke ederek proinflamatuar upregiilasyonunu engelleyebilirler (72). Bununla
beraber invivo ¢aligsmalar 3-AB’nin bobrek, iskelet kaslari, beyin, kalp, bagirsaklar
gibi ¢esitli organlarin iskemi- reperflizyon hasarma karst koruyucu etkisi oldugunu
ortaya koymustur. Ayni1 zamanda deneysel modellerde sok, inflamasyon, inme ve

diyabete karsida koruma saglamistir (79,80).

3-AB kompetitif inhibitdr gibi hareket eder ve enzimle NAD+’m baglandig1
katalitik etki alanina baglanip bloke eder. Bununla birlikte DNA ya baglanmalari,
PARP’in DNA iplik¢ik kirilmalarini algilamalar1 ve aktive olmalarinin 6nlenmesiyle
iligkili olabilir. 3-AB; enzimleri zayif bir sekilde inhibe ederek; hiicresel aligverisi
sinirlandirabilir, hiicre direng zamanmi azaltabilir ve bazi nonspesifik etkiler

yapabilirler (75,76).
2.7. Siklosporin A

Tolypocladium inflatum Gams adli fungustan elde edilen, 11 amino asitli,
siklik bir polipeptiddir. Kimyasal formiilii C62-H111-N11-012°dir. Molekiil agirlig:
yaklagik olarak 1200 KD olan CsA notr bir bilesiktir.

Lipofiliktir. Beyaz veya beyazimsi tozdur. Pratik olarak suda ¢oziinmez,
ancak etanolde, pek ¢ok organik ¢oziiciide ve lipidlerde oldukea fazla ¢oziiniir. Siklik

yapisia bagli olarak ¢ok dayanikli bir bilesiktir, ancak dayaniklilig1 sinirsiz degildir.
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Hava gecirmeyen ambalaj icinde gilinesten korunarak saklanmalidir. Dehidratasyon,
[MeBmtl] yan zincirinin kaybi, fotooksidasyon, acik zincirli oligopeptit yapilarin

olusmas1 ve izosiklosporin A’nin olugmasi gibi kararsizliklar1 bildirilmistir

(81).
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Sekil 5. Siklosporin A’nin Kimyasal Yapisi (The Merck Index, 1989)
2.7.1. Siklosporin A’nin Etki Mekanizmasi

Solid organ transplantlarinin reddini kontrol etmek ve otoimmun hastaliklar1
tedavi etmek i¢cin bir immunosiipresan olarak yaygm bir sekilde kullanildigindan,
etki mekanizmasi kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir. Etki mekanizmasi hakkindaki
calismalar ilk 6nce molekiiliin T lenfositlerinin aktivasyonunu inhibe edebilmesine
odaklanmistir. Daha sonra, siklosporinin ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozisin inhibe

edilmesi gibi bagka aktivitelere de sahip oldugu anlagilmisti.

Siklosporinin bu etkilerine, siklofilin A ve siklofilin D olarak adlandirilan iki
sitoplazmik poteine baglanmasi aracilik eder. Siklofilinler, hatali katlanmig
proteinlerin dogru katlanmasini katalize eden saperonin aktivitesine sahip proteinler
olan peptidil-prolil izomerazlardir (82). Siklosporinin siklofilin A'ya baglanmasi, T-
hiicre aktivasyonunu saglayan niikleer faktor ile etkileserek T-lenfosit
aktivasyonunun inhibisyonuna yol acar. Siklosporin-siklofilin A kompleksi
kalsindrine (serin-treonin fosfataz) baglanir ve aktivitesini inhibe eder. Kalsindrin,

hiicre i¢i kalsiyum diizeyi artisma yanit olarak hiicre sitopldzmasinda T-hiicre
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aktivasyonu i¢in niikleer faktorii (NF) defosforile eder. Defosforile olmus niikleer
faktor daha sonra niikleusa tasinir, orada T-hiicre aktivasyonuna katilan bazi protein

iirlinlerinin gen transkripsiyonunu hizlandirir.

Siklofilin D'ye siklosporin baglanmasmin apoptozisi inhibe edici etkisinden
primer olarak sorumlu olduguna inanilmaktadir. Siklosporin-siklofilin D kompleksi
mitokondriyel permeabilite gecis (MPTP) kanalina baglanir ve agilmasini Onler.
Hiicresel stres veya hasara yanit olarak bu kanalin agilmasi apoptozis kaskadinda
birinci basamaktir. MPTP kanali ac¢ildiginda mitokondriyel proteinler intermembran
araligindan gecerler. DNA'y1 parcalayan niikleazlar ve sitokrom c¢ dogrudan

apoptoziste etki ederler ve kaspazlar1 aktive ederler (116,117).
2.7.2. Siklosporin A’nin Farmakokinetik Ozellikleri

Organ nakillerinde ve otoimmiin rahatsizliklarin tedavisinde en etkili etken
maddelerden birisi olan CsA’nmin dar terapdtik pencereye sahip olmasit ve
absorbsiyon, dagilim, metabolizasyon ve eliminasyonunda bireylerarasi c¢esitlilik
olmas1 nedeniyle, basarili bir tedavi i¢in kan seviyelerinin takip edilmesi
gerekmektedir (118). Maddenin absorbsiyonunun dozaj seklinin yapis1 ve hastanin
durumuna bagli olarak smirlanmasi ile absorbsiyonu %10-89 araliginda farkh
degerlere ulasilabilmektedir. Kanda istenilen etken madde diizeylerine ulagmak ise,
olusturdugu farkli biyoyararlanim sonuglarma bagli olarak giic olmaktadir. Sudaki
¢cOziinlirliigiinlin pratik olarak olmamasi nedeniyle, su ile temasta madde kati hale

dontislip ayrilma egilimi gostermektedir (119).

Lipofilik yapis1 nedeniyle, CsA, 3-5 I’kg gibi biiyiik bir oranda kan disina
dagilwr. Kan ile plazma arasindaki bu dagilim sicakliga baghh olarak

degisebilmektedir. Plazmada ise biiyiik oranda lipoproteinlere baglanir.

CsA’nin metabolizmasi yasa bagimlidir ve CsA klirens oran1 0.38-3 Vkg ile
dogrusal eliminasyon gostermektedir (120). Eriskinlerle ¢ocuklar karsilastirildiginda,
klirens ve eliminasyonlar1 arasinda 1.5-2.5 kat oynama olabilmektedir. CsA
absorbsiyonu erigkinlere oranla ¢ocuklarda diisiik oldugu i¢cin bu hastalarin doz
miktar1 arttirilabilir. Cocuklarda klirensin yiiksek olmasmin nedeni tam olarak

anlasilamamistir (120). Maddenin eliminasyon yar1 Omriiniin 19 saat olarak



22

olciildiigii calismalar mevcuttur; gercek degerin ise biiyiik olasilikla bu degerin daha
altinda oldugu diisiiniilmektedir. Bir¢ok calismada, CsA’nin eliminasyon yar1 dmrii 8
saat olarak belirtilmektedir. Oral uygulamanin ardindan, dozun % 90’1 safra ile (<%

1 degismeden) ve % 6’s1idrarla (< % 0.1 degismeden) atilmaktadir (120).

CsA’nin metabolizasyonundan sorumlu olan sitokrom P450IIIA enzimleri,
ketakonazol, diltiazem ve eritromisin gibi baska maddelerin de metabolizasyonunu
gerceklestirdikleri  i¢gin, bu  maddelerin  varhiginda CsA’nin  sistemik
konsantrasyonunda artis olmaktadir. Bunun yanisira, bu maddeler P-glikoproteine de
baglanarak metabolik inhibisyon ile birlikte EM’nin absorbsiyonuna etki

ederler.(121)
2.7.3. Siklosporin A’nin Yan Etkileri ve Toksisitesi

CsA’nin 6nemli yan etkileri arasinda, nefrotoksisite, titreme, 0Ozellikle
kadinlarda tiiylenmede artis, yiiksek tansiyon (122), dis etlerinde sisme ve organ
nakillerinin ardindan goriilen lenfoproliferatif rahatsizliklar sayilabilir. Ayrica, renal
vasokonstriiksiyona neden olmakta ve glomeriiler filtrasyon oranmni da azaltmaktadir
(122). Uzun siireli kullanimi sonucu, kansizlik, kemik iliginde gelisim bozuklugu,
karaciger iltihab1 ve renal tiibiiler hiicre hasari, lenfositlerde azalma (lymphophenia)

gibi zararli ama geri doniisiimlii olan etkiler de olusturmaktadir (123).
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GEREC ve YONTEM
3.1.Gerec¢
3.1.1. Kullamilan Deney Hayvanlan

Calismamizda Dicle Universitesi Saghk Bilimleri Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen her iki cinsiyetten 250-350 g agirliginda 40 adet Wistar-
Albino sican kullanildi.

02/03/2011 tarihli 2 sayili Deney Hayvanlar1 Etik Kurul izni ile baslanan
calismamiz siliresince hayvan haklar1 ile ilgili NIH tarafindan belirlenen ‘Hayvan

Haklarimin Korunmas1’ hususundaki esaslara 6zenle uyuldu.
3.1.2. Kullamlan ila¢ ve Kimyasal Maddeler

Siklosporin A (Santa Cruz Biotechnology), 3-Aminobenzamid (Santa Cruz
Biotechnology), Ketamin HCL (Ketalar 50 mg/ml, 10 ml flakon, Pfizer), Ksilazin
(Rompun %2, Bayer ), Heparin (Liquemine), Trifenil Tetrazolium (TTS)( Santa Cruz
Biotech.), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4)( Sigma Chemical Co.), Disodyum
Hidrojen Fosfat (Na,HPO,) (Sigma Chemical Co.), Sodyum Kloriir (NaCl)
(Sigma Chemical Co.), Potasyum Kloriir (KCI)(Sigma Chemical Co. ), Kalsiyum
Kloriir (CaCl,)(Sigma Chemical Co.), Magnezyum Kloriir (MgClL)( Sigma Chemical
Co.), Sodyum karbonat (NaHCOs) (Sigma Chemical Co. ) ,Glukoz (Sigma Chemical
Co.)

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Langendorff (MAY 0702), MP 30 B Amplifikator (Biopac System. Inc. Santa
Barbara, CA, USA), FDT-10A, Basing transduseri (Commat iletisim Co. Ankara,
Tirkiye) , MAY WBC 3044 Organ Banyosu icin su sirkiilator cihazi, MAY PRS
9508 Peristaltik Pump Cihazi, Hassas terazi (Sartorius BP 1215), Cerrahi alet seti,
Bilgisayar, Otoanalizér (Architect ¢16000), pH metre (Gp 353 EDT Ins.), PH
olgiimii igin prob (HI 1332 HANNA Ins.), Bilgisayar programi (BIOPAC Student
Lab PRO Manuel Professional version 3.6.6 for PC), Istatistik programi (SPSS for
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Windows 11.0.), Image] bilgisayar programi (1.46a, National Institutes of Healt,
USA)

3.1.4. Kullamilan Soliisyonlar
3.1.4.1. Modifiye Tyrode Soliisyonu

Modifiye Tyrode soliisyonu tablo 1’de belirtilen miktarda maddelerin hassas
terazi ile tartildiktan sonra distile suda ¢oziilmesiyle giinlilk olarak hazirlandi.

Soliisyon kullanilmadan 6nce filtreden gegirildi.

Tablo 1: Modifiye Tyrode soliisyonu bilesimi

Madde gr/L
NaCl 7.5
KCL 0.35
MgClz 0.1
NaH,PO, 0.05
NaHCO; 1.7
CaCl, 0.15
Glukoz 2

Fosfat Tampon ve %1’lik Trifenil Tetrazolium Soliisyonu

Distile su igerisinde ayr1 ayri1 olarak NaH2PO4 (11,998 gr/L) ve Na,HPO4
(14,196 gr/L) soliisyonlar1 hazirland1. Ilk soliisyondan 1 litre, ikinci soliisyondan 2
litre almarak karistirildi ve pH:7.4 olan 3 litre fosfat tampon soliisyonu elde edildi. %
I’lik Trifenil Tetrazolium Soliisyonu (TTS) soliiyonu hazirlamak i¢in fosfat tampon

soliisyonundan 100 ml alind1 ve igerisinde 1 gr Trifenil Tetrazolium ¢ézdiirtildii.
3.2. Yontem
3.2.1. Cerrahi Yontem

Anestezi altinda (75 mg/ kg ketamin hidroklorid and 8 mg/ kg ksilazin,
intraperitoneal) ve heparinize (sodyum heparin 100 IU /sigan 1.p.) ratlar torakotomi
ile acild1 ve kalp hizl bir sekilde externe edilip buzlu Tyrode soliisyonu igceren bir
kaba alindi. Cevre dokulardan temizlendikten sonra kalp, arcus aortadan kaniile

edilip yaklasik 1 dakikalik slire asilmadan Langendorff sistemine entegre edildi.
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Kalpler burada 18 ml/dk. hizla %95 CO,+%5 O, karisimi ile havalandirilan 37 °C
sicakliktaki modifiye Tyrode soliisyonu ile perfiize edildi. 10 dakikalik stabilizasyon
periyodunun ardindan sol atriyuma kii¢iik bir kesi atildi. Bu kesi vasitasiyla basing
degisikliklerinin algilayan lateks balon sol atriyum ve mitral kapaktan gecirilerek sol
ventrikiile yerlestirildi. Lateks balonda 5-6 mmHg’lik bazal basing degeri balonun
diger ucuna bagli olan kateterden distile su verilmek suretiyle olusturuldu. Kalbin 6n
ve arka ylizine EKG kaydi amaciyla problar yerlestirildi. Ventrikiil i¢i basing
degisikligi, EKG kaydi ve perfiizyon basinci Langendorff diizenegine bagli Mp-30
veri kayit sistemi aracilifiyla bilgisayar ekranindan takip edilip kayit altma alind.
Balon yerlestirilme isleminin tamamlanmasinin ardindan ilag verilecek gruplardaki
kalpler, litrede 0,3uM Siklosporin A ve/veya 0,2 mM 3-Aminobenzamid (3-AB)
iceren Tyrode soliisyonu ile 30 dakika siireyle perfiize edildi. Iskemi, perfiizyonun 30
dakika siireyle kapatilmasi ile gerceklestirildi. Ardindan reperfiizyon akisin tekrar

baslatilmasi ile sagland1 ve reperfiizyon 60 dakika siireyle smirlandirild.

Ilagh gruplarda reperfiizyon 0,3uM Siklosporin A ve/veya 0,2 mM 3-
Aminobenzamid (3-AB igeren Tyrode soliisyonu ile saglandi. Ilag uygulanmayacak
gruplarda ise perflizyon ve reperflizyon Tyrode soliisyonu ile yapildi. Deneysel siire¢
boyunca kalpten donen perfiizattan stabilizasyonun sonunda, iskeminin dncesinde ve
reperflizyonun 0 ve 30. dakikalarinda oOrnekler alindi. Reperflizyon doneminin

ardindan Langendorff diizeneginden alinan kalplerde nekroz alani tayini yapildu.

Calismamiz her grupta 8 (n=8) hayvan olacak sekilde planlandi. Gruplar su sekilde
olusturuldu (Sekil 3.1.).

Grup 1: Sham opere grubu: 10 dk. stabilizasyon + 120 dk. Tyrode soliisyonu

perfiizyonu

Grup 2: Kontrol grubu: 10 dk. stabilizasyon + 30 dk. Tyrode soliisyonu
perflizyonu + 30 dk. iskemi + 60 dk. Tyrode soliisyonu ile reperfiizyon

Grup 3: 3-AB grubu: 10 dk. stabilizasyon + 30 dk. Tyrode/3 —aminobenzamide
soliisyonu perflizyonu + 30 dk. iskemi + 60 dk. Tyrode/3-aminobenzamid soliisyonu

perfiizyonu
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Grup 4: CsA grubu: 10 dk. stabilizasyon + 30 dk. Tyrode/Siklosporin A soliisyonu
perfiizyonu + 30 dk. iskemi + 60 dk. Tyrode /Siklosporin A soliisyonu perflizyonu

Grup 5: 3-AB+CsA grubu: 10 dk. stabilizasyon + 30 dk. Tyrode/3-aminobenzamid
/Siklosporin A soliisyonu perflizyonu + 30 dk. iskemi + 60 dk. Tyrode/3-

aminobenzamid/Siklosporin A soliisyonu perfiizyonu
Grupl: Sham Opere

S Tyrode Soliisyonu

10 dk. e A I e e e e e e e e e e e e e e e e e

S Tyrode ISKEMI Tyrode Soliisyonu

10 dk.

S
10 dk.

Grup 4: CsA grubu

S Tyrode +CsA ISKEMI Tyrode +CsA Soliisyonu
10 dk.

S
10 dk.

Sekil 6: Calisma her grupta 8 hayvan olacak sekilde bes grup {lzerinden

planlanmigstir.

S: Stabilizasyon, 3-AB: 3 amino-benzamid, CsA: Siklosporin A
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3.2.2. Hemodinamik Analizler

Perfiizyon, ventrikiil i¢i basing ve EKG verileri Langendorff diizenegine bagh
Mp-30 veri kayit sistemi aracilifiyla bilgisayar ortaminda kayit altina alinmistir. Bu
kayitlardan BIOPAC Student Lab PRO Manuel Professional version 3.6.6 for PC
veri analiz programi vasitasiyla koroner perflizyon basmncinin yam sra EKG
kaydindan kalp hizi, ventrikiil i¢i basing degisikliklerinden ise sol ventrikiil gelisen
basinc1 (LVDP: Left Ventricular Developed Pressure), sol ventrikiil sistolik basing
yilikselme hiz1 (dP/dt max) ve sol ventrikiil diyastolik basing gevseme hizi1 (dP/dt

min) degerleri hesaplanmistir.
3.2.3. Laktat Dehidrojenaz Analizi

Laktat dehidrojenaz (LDH) analizi yapamak amaciyla stabilizasyonun
sonunda, iskeminin Oncesinde ve reperflizyonun 0 ve 30. dakikalarinda kalpten
donen perfiizattan 6rnekler alindi. Alinan 6rnekler calismanin tamamlanmasina kadar
gecen siirede —20°C’de muhafaza edildi. Analizler Architect c16000 model

otoanalizOr cihazi ile yapildi ve sonuglar U/L olarak ifade edildi.
3.2.4. Nekroz Alam Tayini

Reperfiizyon doneminin ardindan kalp Langendorff diizeneginden alind.
Aort, auricula ve ¢evre dokulardan tamamen temizlenen kalpler stre¢ filme sarilarak
0°C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin yar1 donmus durumdaki kalp 2 mm’den daha
kalin olacak sekilde dilimlendi. Yaklasik dort ayr1 dilime ayrilan kalp dokular1 37 °C
1stya sahip pH degeri 7.4 olan % 1°lik TTS soliisyonuna birakildi. Bu soliisyonda 15—
20 dakika bekletilen kalp dilimlerinde nekrotik alan soluk sari, canli dokular kiremit
kirmizis1 rengine boyandi. Siire sonunda TTS soliisyonundan ¢ikarilan kalp dilimleri
renk ayrimmin belirginlesmesi amaciyla 20 dakika % 10 luk formalin soliisyonunda
bekletildi. Formalin soliisyonundan ¢ikarilan kalp dilimleri birbirinden uzakhigi 2
mm olan 2 cam arasma konuldu ve bu sekilde klemplendi. Kalp dilimlerinin camda

olusan goriintiisii seffaf bir asetetat lizerine asetat kalemleri ile boyamak suretiyle
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kopya edildi. (Miyokardiyal iskemi-reperflizyonda nekrotik alanin degerlendirilmesi.
Erciiment Olmez Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dalu.

http:www.ctf.edu.tr/farma/tfd/gaziantepolmez.pdf)

Asetat lizerine kopya edilen kalp dilimlerinin goriintiisiinden nekroz alaninin
tayini i¢in mevcut olan agirlik ve hacim metodlarmin her ikisi de kullanildi. Agirlik
metoduna gore her bir kalpten elde edilen asetatlar boyanma renklerine gore diizgiin
bir sekilde kesildi. Nekrotik alan1 gosteren soluk sariya boyanan asetat parcalar1 ile
canli dokular1 gosteren kirmiziya boyali alanlar ayr1 ayri tartildi. Boylece nekrotik
doku ve canli dokulara ait agirlik verileri elde edildi. Hacim metodunda ise boyali
asetatlarin goriintiileri bilgisayar ortamima aktarildi. Bu goriintiilerde ImagelJ (1.46a,
National Institutes of Healt, USA) programi kullanilarak planimetrik yontemle alan
hesab1 yapildi. Elde edilen alanlarin 2 mm’lik kesit kalinlig1 ile ¢arpilmasi ile de
hacim cinsinden nekrotik ve canli doku verileri elde edildi. Her iki metot i¢inde
nekrotik alana ait agirlik veya hacim cinsinden degerlerin ayni kalpten elde edilen
tim kalbe ait degere oranlamasiyla yiizde cinsinden nekroz alani verisi elde edildi.
(Miyokardiyal iskemi-reperflizyonda nekrotik alanin degerlendirilmesi. Ercliment
Olmez Indnii  Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ~Anabilim Dalu.

http:www.ctf.edu.tr/farma/tfd/gaziantepolmez.pdf)
3.2.5. Istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. Istatistiksel analizler SPSS 11.0 (Chicago, ill., USA) programi
kullanilarak yapildi. Gruplar aras1 karsilastirma tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve post hoc Tukey testi kullanilarak yapildi. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik

diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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Gruplarin kalp atim hizi, koroner perfiizyon basinci, LVDP, dP/dt max dP/dt min verileri

Tablo 2°de gosterilmistir.

Kalp Atim Hiz1 (bpm)
Bazal Reperfiizyon periyodu
Stab. Sonu Iskemi Oncesi 5. dk 30. dk 60. dk

Sham 182423 178421 174411 167+18 161422
Kontrol 190+17 198+34 211+61 219432 222+44
3-AB 213+31 194424 187457 191429 231166
CsA 209+44 217+28 198450 182432 182435
3-AB+CsA 195434 215+48 195431 208+40 213480

Koroner Perfiizyon Basinc1 (mmHg)
Sham 76x12 71£5 70+8 7549 82+11
Kontrol 6918 7247 111+11%* 125+14* 133+32*
3-AB 75431 83+16 93+13c 99+13¢ 102+12 ¢
CsA 66+12 73£12 89+10 ¢ 9348 ¢ 103+11 o
3-AB+CsA 7610 82+10 108+16 125414 147420

LVDP (mmHg)
Sham 7016 71£12 6917 7119 68+14
Kontrol 6714 6719 26+8* 2743 * 2743 *
3-AB 74+13 6716 38+7 ¢ 42+12¢ 4618¢
CsA 7119 7119 42+7¢ 42+3¢ 43+6¢
3-AB+CsA 7019 59427 3617 3244 3246

dP/dt max (mmHg/sn)
Sham 928+79 944+110 926+44 906+28 884143
Kontrol 1013487 940498 282+34* 277+43* 290+44
3-ABA 996+74 929+118 578+157¢ 558+125¢ 551£119¢
CsA 934+101 945+102 544451¢ 490+80¢ 467+63¢
3ABA+CsA 953486 893+137 4641488 o 404+63c 415891 c

dP/dt min (mmHg/sn)
Sham 8671125 884168 877136 856160 846132
Kontrol 896184 813175 332458* 337+61%* 353+41%*
3-AB 832477 819483 549+38¢ 543+69¢ 604+103¢
CsA 864180 834471 474+36¢ 484+118¢ 519%119¢
3-AB+CsA 847495 873172 410+37¢ 431436 446162

p< 0,001 vs sham , ¢ p< 0,05 vs kontrol , ¢ p<0,01 vs kontrol

Tablo 2: Gruplarin hemodinamik parametreleri aritmetik ortalamatstandart

sapma olarak verilmistir. 3-AB: 3-aminobenzamid, CsA: Siklosporin A, LVDP:

Left Ventricular Developed Pressure
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Kalp atim hiz1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 2, Sekil 7). Diger hemodinamik parametreler
acisindan yapilan analizlerde kontrol grubunda sham opere grubuna gore koroner
perfiizyon basincmin anlamli olarak yiikseldigi, LVDP, dP/dt max, dP/dt min
degerlerinin ise anlamli olarak diistligli gozlenmistir. Madde igeren gruplarda ise
kontrol grubunda goézlenen degisikliklerin anlamli olarak diizeldigi gozlenmistir
(Tablo 2, Sekil 8-11). Her iki maddenin es zamanl olarak uygulandigi 3-AB+CsA
gruba ait hemodinamik parametrelerin maddelerin ayr1 ayr1 uygulandigi 3-AB ve
CsA gruplarda elde edilen verilerle yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik tespit edilememistir. (p>0.05) (Tablo 2, Sekil 7-11).

250
,_/J————l
T 200 -
8 —e— Sham
N 150 - —=— Kontrol
:IE: 3-ABA
g 100 1 CsA
c —%— 3ABA+CsA
X 50
0
5 30 60
iskemi Reperflizyon periyodu

Sekil 7: Grafik 1: Kalp atim hizlar1. 3-AB: 3-Aminobenzamid, CsA: Siklosporin A
SS: Stabilizasyon sonrasi, 10: Iskemi dncesi
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Koroner Perfiizyon Basinci (mmHg)

—e— Sham

—a— Kontrol
3-ABA
CsA

—x— 3ABA+CsA

Bazal iskemi

Reperfiizyon
periyodu

Sekil 8: Grafik 2: Koroner perflizyon basing degerleri. 3-AB: 3- Aminobenzamid,
CsA: SiklosporinA, SS: Stabilizasyon sonrasi, 10: Iskemi 6ncesi

80

LVDP (mmHg)
N o
o o

N
o
L

—e— Sham

—=— Kontrol
3-ABA
CsA

—x— 3ABA+CsA

iskemi

5 30 60

Reperfiizyon periyodu

Sekil 9: Grafik 3: LVDP degerleri. 3-AB: 3-Aminobenzamid, CsA: Siklosporin A

SS: Stabilizasyon sonrasi, 10: Iskemi dncesi
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1000 -

dP/dt max (mmHg/sn)

—e— Sham

—=— Kontrol
3-ABA
CsA

—x— 3ABA+CsA

800 -
600 -
400 -
200 -
SS IO

5

Bazal iskemi Reperflizyon periyodu

30 60

Sekil 10: Grafik 4: dP/dt max degerleri, 3-AB: 3-Aminobenzamid, CsA: Siklosporin

A, SS:Stabilizasyon sonras1, 10: Iskemi 6ncesi

Bazal iskemi Reperfiizyon periyodu
SS i6 5 30 60
0 e

= 200 -
(7
E, —e—Sham
€ 400 A —=— Kontrol
£
T 600 1 3-ABA
£ CsA
5 800 - on —x— 3ABA+CsA
S —

1000 -

Sekil 11: Grafik 5: dP/dt min degerleri. 3-AB: 3-Aminobenzamid, CsA: Siklosporin

A, SS:Stabilizasyon sonrasi, I0: Iskemi dncesi
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4.2. Nekroz Alam1 Bulgulan

Agirlik ve hacim agisindan yapilan analizlerde kontrol grubundaki nekroz alan
sham opere grubun nekroz alami ile karsilastirildiginda belirgin olarak arttigi
gozlenirken, madde iceren gruplardaki (3-AB, CsA ve 3-AB+CsA) nekroz alaninin
ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldig1 gozlenmistir (Tablo
3). Madde iceren gruplar arasinda yapilan karsilastirmada ise her iki maddenin ayni
zamanda verildigi 3-AB+CsA gruptaki nekroz alaninin maddelerin ayr1 ayri
uygulandig1 3-AB ve CsA gruplarma gore yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik tespit edilememistir (Tablo 3).

Tablo 3 : Gruplarin nekroz alani ylizdeleri aritmetik ortalamatstandart
sapma olarak verilmistir. 3-aminobenzamid CsA: Siklosporin A

Nekroz Alam (%)
Agirhk Hacim
Sham 6,3+0,5 6,0+1,0
Kontrol = 48,0+3,17** 49,542 6%*
3AB 17,2+4,2%* 16,6t4,1*
CsA 19,1£1,2* 14,6+2,1*

3AB+CsA 20,5+1,9* 18,5+2,9*

* p<0.001 vs kontrol, ** p<0.001 vs sham

60

50 ~
g 40 - ElSham
E Kontrol
< 30 - B 3AB
N
_g . B CsA
2 20° t F13AB+CsA

10 ~

0 il

Agirhik Hacim

Sekil 12: Grafik NA: Gruplarin nekroz alani ylizdeleri aritmetik. 3-AB: 3-
aminobenzamid CsA: Siklosporin A
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4.3. LDH Bulgulan

Iskemi 6ncesi gruplarin bazal LDH degerleri acisindan yapilan istatistiksel
analizde veriler arasinda anlaml bir farklilik saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 4, Sekil
13 ). Reperfiizyonun 0 ve 30. dakikalarinda alinan perfiizat 6rneklerinden elde edilen
LDH degerleri arasinda yapilan karsilastirmada kontrol grubuna ait LDH diizeyi
sham opere grubuna ait LDH diizeyine gore anlamli olarak yiiksek bulunurken
(p<0.001) (Tablo 4, Sekil 13), madde iceren gruplara (5-AlQ, Zoniporide ve Mix) ait
LDH degerleri kontrol grubuna gére anlamh olarak diisiik bulunmustur (p<0.001)
(Tablo 4, Grafik 13). Ilagh gruplar arasinda LDH degerleri acisindan yapilan
karsilastirmada anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05) (Tablo 4, Sekil 13).

Tablo 4: Gruplarin LDH diizeyleri U/L cinsinden aritmetik ortalamatstandart
sapma olarak verilmistir

LDH(U/L)Reperfiizyon
Bazal 0.dk 30.dk
Sham 30,743,8  31,7+1,6 32,5+¢1,8
Kontrol  30,9+3,6 81,745,5*% 80,2+8,2*
3AB 31,848,4  51,8+6,5%*  48,5+5,1**
CsA 30,0£4,0  59,3+2,8*%*  52,61+4,6%*
3JAB+CsA 30,1+4,6  59,749,2%* 54 343 9**
*p <0.001 sham grubu ile karsilastirildiginda, ** p <0.001 sham ve kontrol
gruplari ile karsilastirildiginda

90+

80

70
_ 60 @ Sham
g 50 O Kontrol
E 401 & 3AB
-1 301 @ CsA

20+ B 3AB+CsA

10+

o - i )
Bazal 0. dk 30. dk

Sekil 13: Grafik LDH: Gruplarin LDH diizeyleri 3-AB:3-aminobenzamid CsA:
Siklosporin A
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TARTISMA

Iskemi reperfiizyon (IR) hasar1 olarak adlandirilan, bircok yerle birlikte kalp
damarlarinda da goriilen, kalp damarlarinin bir siireligine tikanmasi sonucu
oksijensiz kalan ve damarin tekrar agilmasi ile tekrar oksijenlenen kalp kasi
dokusunun oksijensiz kaldig1 siirece hasarlanmasi1 ancak kanlanmanin tekrar
olmasiyla yeniden oksijenenlenen bu dokunun daha fazla hasar gérmesi durumudur.
Sonugta nekroz admi verdigimiz ve ozellikle kalp kasinda bilgilerimize gore geri
donilistimsiiz hasarlar meydana gelir. Kalp kasi gordiigii hasarla orantili olarak
fonksiyonunu yitirir. Kalp krizi olarak nitelendirilen, kalbin pompa gorevini
siirdiirmesini engelleyen, dliimciil bir durumdur. Birgok calisma bu durumu ve
sonuclarini engellemek amaciyla yapilmaktadir. Buradan yola ¢ikarak bizde in vitro
deneysel iskemi reperfiizyon sistemlerinden biri olan Landendorff izole perfiize kalp
siteminde iskemi ve reperflizyon asamalarinda olusan hasari1 azaltmaya yonelik

calistik.

Daha 6nce Langendorff sisteminde yapilan ¢alismalar; 30 dk. iskemi ve ardindan 30
dk. reperflizyonun, iskemi-reperfiizyon hasari olusturmada yeterli oldugunu ortaya
koymustur (91). Halmos ve ark. yaptigi calismada ise 25 dk. iskemi ve 15
reperflizyon sonucunda da iskemi reperfiizyon hasarinin olustugunu gostermislerdir
(93). Bu calismalar1 g6z Oniine alarak bizde calismamizda 30 dk. iskemi ve hemen
ardindan 60 dk. reperfiizyon protokolii uyguladik. Bu calismada tiim protokol
boyunca kalbe ait hemodinamik parametreler kayit altina alinmis, perfiizat
orneklerinden LDH diizeyleri analiz edilmis ve ¢alismanin sonunda kalp dokusunda
nekroz alani tayini yapilmistir. Uyguladigimiz protokolde sham opere grubuna gore
kontrol grubunda tiim reperfiizyon siireci boyunca koroner perflizyon basinct anlamli
olarak yiiksek, LVDP, dP/dtmax, dP/dtmin degerleri ise anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur. Reperfiizyonun 0. ve 30. dakikalarinda alinan perfiizat 6rneklerindeki
LDH diizeyi ile hacim ve agirlik metotlariyla tayin edilen nekroz alami yiizdeleri
kontrol grubunda sham opere grubu gore belirgin Olglide yiiksek bulunmustur.
Calismamizda elde ettigimiz bu sonuglar uyguladigimiz protokoliin yeterli diizeyde

iskemi reperflizyon hasarina yol agtigini gostermektedir.



36

Calismamizda Izole perfiize rat kalbinde myokardiyal iskemi reperfiizyon hasar1
iizerine 3-aminobenzamid ve siklosporin A kombinasyonunun muhtemel koruyucu
etkilerinin arastirdik. 3-Amino benzamid ise PARP enzim inhibisyonuyla 6zellikle
reperflizyon doneminde asirt NAD+ ve ATP kaybinin Oniine gegerek kalpte iskemi
reperflizyon hasarin kars1 koruyucu etkiler gosterdigi yapilan bir¢ok ¢aligma ile
gosterilmistir (93,94). Siklosporin A; mitokondriyal permeabilite transitini siklofilin
D’ye baglanarak inhibe ettigi gosterilmistir. Kalpte reperflizyon hasarma karsi
koruyucu etkisi de gosterilmistir (92). Ancak Siklosporin A kullanimini kisitlayan en
onemli durum mitokondrideki kuvvetli stimulus durumunda bu maddenin por

acilmasini inhibe etmede yetersiz kalmasidir.

Bizim c¢alismamizda kuvvetli PARP inhibitorii 3-aminobenzamid ile bir
taraftan enerji kaynaklarmin tiiketimi engellenir ve giiclii stimulus baskilanirken
diger taraftan siklosporin A ile mitokondri i¢ membranindaki MPTP’nin inhibisyonu
birlikte saglanir ise miyokardiyal reperfiizyon hasarmmin tek basma PARP
inhibisyonunun ya da tek basina MPTP baskilanmasinin sagladigi korumayi
potansiyelize edip etmeyeceginin kalbe ait hemodinamik parametreler, LDH ve

nekroz alani degerleriyle ortaya konulmaya ¢alisiimistir.

Bir¢ok iskemi-reperfiizyon ¢alismalarinda MPTP’ nin hiicre 6liimii acisindan
kritik oneme sahip oldugu gosterilmistir. MPTP ¢esitli patolojik durumlarda
mitokondri i¢ membranindan olusur ve agilir. MPTP’nin indiiksiyonu c¢esitli
durumlarda hiicre 6liimiinden sorumludur (95). MPTP iskemi tarafindan olusturulan
kalp krizi ve inme gibi durumlarda anahtar rol oynamaktadir. Caligmalar MPTP’nin
iskemi esnasinda kapali durumda oldugunu ancak iskemik periyoddan sonra
reperflizyonda agildigim1 ve reperfiizyon hasarindan agirlikli olarak sorumlu
olabilecegi gostermistir (96,92). MPTP nin aktive olmasi mitokondri morfolojisine
de zarar vererek islevini kaybetmesine neden olmaktadir. Bu nedenle kardiyak enerji
iiretiminin normalizasyonunda mitokondrinin oksidatif hasardan korunmasi énemli
bir basamak gibi goriinmektedir. (96) Siklosporin A adli madde MPTP nin 6nemli
bir inhibitoriidiir. Siklosporin A mitokondriyal permeabilite transitini siklofilin D’ye

baglanarak inhibe ettigi gosterilmistir. (97)
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Bradley G. Leshnower ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada siklosporin A’nin iskemi
reperflizyon protokolii uygulanandiginda myositlerdeki nekrozu ve apoptozu kontrol
grubuna gore anlaml dl¢lide sinirladigimi ve nekroz alaninda %20 oraninda azalma
yaptigini1 gostermistir. Bunun i¢in elektron mikroskobunda yaptiklar1 incelemede;
iskemi reperflizyon sonucu kontrol gurubundaki hiicrelere gore CsA grubundaki
hiicrelerde anlamli 6l¢iide daha az morfolojisi bozulmus mitokondriye rastlandigini
gostermistir. Hemodinamik parametreler de CsA’nin iskemi reperflizyon hasarina

kars1 koruyucu oldugu gostermistir (92).

Bu c¢aligmada etkisini arastirdigimiz diger madde 3-AB’in kullanildig1 bir
calismada izole rat kalbine iskemi reperflizyon protokolii langendorff kalp siteminde
uygulanmistir. Kalp ritmi ve koroner akim hizi acisindan yapilan incelemelerde bu
degerlerin 3-AB uygulanmasiyla korundugu goézlenmistir. Ayrica nekroz alanmin
Olciilmesiyle de kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide nekroz alanmi azalttigir da
gozlenmistir (98). PARP inhibitorlerini kullanildigi baska bir calismada ise iskemi
reperflizyon hasarina karsi enzim inhibisyonunun sol ventrikiil fonksiyonlarmin bir
gostergesi olan LVDP ve dP/dtmax degerleri iizerinde de koruyucu etki gdsterdigi
tespit edilmistir (99).

Calismamizda iskemi reperflizyon hasarmma karsit siklosporin A ve 3-AB
kullandigimiz kalplerden elde ettigimiz hemodinamik veriler literatiir bilgileriyle
uyumluluk gdstermektedir. Siklosporin A ve 3-AB uygulanan gruplarda koroner
perflizyon basing degerlerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede
korundugu gozlenmistir. Siklosporin A ve 3-AB maddelerinin ayr1 ayr1 kullanildig:
guplar1 her iksinde de LVDP, sol ventrikiil kasilma hizini ifade eden dP/dtmax ve sol
ventrikiil gevseme hizmi ifadesi olan dP/dtmin degerlerin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli olarak korundugunu tespit ettik. Bu sonuglar bize
Siklosporin A ve 3-AB adli maddelerin izole perflize kalp preperatlarinda olusturulan
iskemi reperfiizyon hasarina karst sol ventrikiil fonksiyonlarim1i korudugunu

gostermektedir.
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Her iki maddenin eszamanl olarak uygulandigi 3-AB+CsA adli gruptan elde edilen
hemodinamik veriler ile maddelerin ayr1 ayr1 kullanildig1 gruplardan elde edilen
veriler arasinda yapilan karsilastirmada anlamli bir farklilik tespit edilememistir.
Yani 3-AB ve CsA eszamanli olarak uygulanmasi kalp fonksiyonlarmi koruma

acisindan ayr1 ayr1 uygulanmasia gore bir avantaj saglamamastir.

Yapilan iskemi reperfiizyon calismalarinda LDH diizeyindeki yiikselmenin
myokardiyal hasarin 6nemli bir biyokimyasal gostergesi oldugu gosterilmistir. Bu
konuda yapilan caligmalarda perflizattaki LDH diizeyinin reperflizyonun hemen
basinda ve 30. dakikasinda oldugu tespit edilmistir. Reperflizyonun basinda olan
yiikselme daha ¢ok iskemi donemindeki hasar1 gosterirken, reperflizyonun 30
dakikasinda hasar ise daha reperflizyon donemindeki hasarin bir gdstergesi olarak
kabul edilmistir (100). Iskemi reperfiizyon hasarma karsi MPTP inhibitdrii
Siklosporin A veya PARP inhibitorlerinin kullanildig1 ¢aligmalarda bu maddelerin
miyokardiyal hasar1 engelledigi ve LDH diizeylerininde buna paralel olarak seyrettigi

gosterilmistir (92,94).

Bu calismada 3-AB ve CsA ve bu iki maddenin birlikte uygulandigi 3-
AB+CsA adli gruptan reperfiizyonun O ve 30 dakikalarinda aliman perfiizat
orneklerinden elde edilen LDH degerleri iskemik reperfiizyon grubundan elde edilen
degerlere gore anlamli olarak daha diisiik bulundu. 3-AB+CsA adli gruptan elde
edilen LDH sonuglar1 3-AB ve CsA gruplarma gore farklilik gostermemekteydi. Bu
sonuclar CsA ve 3-AB’in literatiir bilgileriyle uyumlu olarak LDH diizeyini ve buna
paralel olarak miyokardiyal hasar1 azalttigin1 gostermektedir. Bu calismada elde
ettigimiz bir diger parametre ise makroskopik yontemlerle nekroz alanmin
hesaplanmasidir. Makroskopik yOntemlerle nekroz alanit tayinin gecerliligi
konusunda yapilan calismalarda bu yOntemin mikroskopik olarak elde edilen
sonuglarla 1yi korelasyon gosterdigi tespit edilmis ve makroskopik yontemin doku
hasarmi gdstermede iyi bir yontem oldugu ifade edilmistir (101,102). Iskemi
reperflizyon hasarma karsi CsA, 3-AB’In kullanildig1 calismalarda bu maddelerin

nekroz alanini anlamli derecede azalttig1 gézlemistir (92,94).

Bu calismada hem volim hem de agirlik yontemleriyle elde edilen nekroz

alan1 ytiizdelerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda hem 3-AB hem de CsA
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gruplarinda anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Her iki maddenin es zamanli
olarak uygulandig1 3-AB+CsA grubunda ise maddelerin tek baslarina uygulandigi
duruma gore anlaml olarak daha iyi bir nekroz alam1 gdzlenmemistir. Yani ilaglarin
tek baslarmna kullanilmasiyla karsilastirildiginda birlikte uygulanmasi nekroz alanini

azaltmada ciddi bir avantaj saglamamastir.
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SONUC VE ONERILER

Bu calisma ile PARP inhibitorii olan 3-AB nin ve Siklosporin A’nin izole
perfiize kalp preperatlarinda iskemi reperflizyon hasarma karsi koruyucu etkilerini
koroner perriizyon basinci, LVDP, dP/dtmax, dP/dtmin gibi kalbe ait hemodinamik
veriler, LDH ve nekroz alani tayini ile ortaya koyduk. Iskemi reperfiizyon hasarinin
olusumunda farkli mekanizmalara olan etkileriyle belirgin olarak diizelme saglayan
bu iki maddenin es zamanl olarak ugulanmasinin yaratacagi sonuglar1 gézlemlemek
amaciyla olusturdugumuz grupta; yukarida saydigimiz hemodinamik parametreler ve

LDH diizeyleri ve nekroz alani agisindan bir farklilik gézlemlemedik.
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