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OZET

Iskemi sonrasi reperfiizyonun yol actig1 agir oksidatif stres ciddi islevsel ve
yapisal hasara yol agamaktadir. Bu hasardan baglica serbest oksijen radikalleri
sorumlu tutulmaktadir. Son yillarada farkli organlarda yapilan ¢aligmalarda
reperfiizyon kaynakli hasara karsi iskemik onkosullama gibi yontemlerin yani sira
bir¢cok antioksidan maddenin koruyucu etkileri gosterilmistir.

Statin bilesikleri arasinda yer alan rosuvastatinin pleiotropik etkileri ile
reperfiizyon doneminde izlenen oksidatif strese karsi antioksidan ve antienflamatuar
etkinligiyle kardiyak hasar1 azaltmada yararli bulunmustur.

Bu calismada sol koroner arter ligasyonu ile miyokard iskemisi olusturulan
kalplerde, rosuvastatin ile gergeklestirilen farmakolojik onkosullamanin koruyucu
etkisi, iskemik Onkosulama ile karsilastirildi. Bu amagla, kullanilan erkek wistar
albino siganlar; Sham opere grubu, Iskemi Reperfiizyon (IR) grubu (30 dk iskemi,
120 dk reperfiizyon), iskemik Onkosullama (IOK) grubu (3 siklus halinde 5 dk.
iskemiyi takiben 5 dk. Reperfiizyon) ve Farmakolojik Onkosullama (FOK) grubu (10
mg/kg rosuvastatin, iv inflizyon seklinde) olmak {izere 4 gruba ayrildi. Tim
gruplarda stabilizasyonun 10. dakikasinda, iskeminin sonunda, reperfiizyonun 60. ve
120. dakikalarinda kreatin kinaz-miyokard bandi (CK-MB) diizeyleri dl¢limii igin
kan 6rnegi alind1 ve alinan miktar kadar viicut sicakligina getirilmis serum fizyolojik
verildi. Tiim protokol boyunca ratlarda stabilizasyonun 10. dakikasinda, iskeminin
sonunda, Reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda 3 er tekrar seklinde arteriyel
tansiyon ve nabiz dl¢limii yapildi. Deney protokoliiniin sonunda nekroz alani tayini
icin kalplere evans mavisi ve 2,3,5-Trifeniltetrazolyum kloriir (TTC) boyas ile
muamele edildi.

Deneyler sonucuinda, iskemi reperflizyon grubuna goére CK-MB
diizeylerinde iskemi sonunda, reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda anlaml
sekilde diisiis izlendi (p<0.05). Ayrica, iskemi sonunda farmakolojik dnkosullama
grubundaki CK-MB diizeyindeki azalmanin iskemik onkosullama grubuna gore
anlaml sekilde farkli oldugu gozlendi (p<0.05). Nekroz alanlarindaki degisimler
acisindan yapilan karsilastirmada, iskemik onkosullama grubunda, gerek agirlik ve

gerekse hacim agisindan iskemi reperfiizyon grubuna gore diisiik degerler izlenirken
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(p<0.01), farmakolojik 6nkosullama grubunda nekroz alani boyutlarinin en diisiik
degerleri aldig1 gézlendi (p<0.01).

Sonug olarak, rosuvastatin ile yapilan farmakolojik 6nkosullamanin, iskemi
reperfiizyon hasarina karsi, iskemik 6nkosullamadan daha etkili ve koruyucu oldugu

goriildii.

Anahtar kelimeler: iskemi Reperfiizyon Hasari, Iskemik Onkosullama,

Farmakolojik Onkosullama, Rosuvastatin, Oksidatif stres, Antioksidan etkiler
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ABSTRACT

Oxidative stress due to reperfusion after ischemia causes severe functional
and structural damage. Free oxygen radicals are responsible for this damage. Besides
techniques such as ischemic preconditioning the protective effects of many

antioxidant substances has been shown in many of the lately carried out studies.

Rosuvastatin -one of the statin compounds- by its pleiotropic effects, found
useful in decreasing cardiac damage by antioxidant and anti-inflammatory effects

watched in reperfusion stage.

In this study, protective effect of pharmacologic preconditioning with
rosuvastatin compared with ischemic preconditioning on hearts exposed myocardial
ischemia, by occlusion of left coronary artery. Male wistar albino rats used in this
study split into four groups; Sham operated group, Ischemia Reperfusion group (30
min ischemia, 120 min reperfusion), Ischemic Preconditioning group (5 min
ischemia followed by 5 min reperfusion; 3 sets) and Pharmacologic Preconditioning
(10 mg/kg rosuvastatin, IV infusion). Blood samples gathered from all groups on the
10™ min of stabiliszation and are tested for creatine kinase-myocardial band (CK-
MB) values and blood taken replaced with same amount of serum physiologic in
body temperature. During all protocol, tension arterial and heart beat count tested
three times on 10™ min of stabilization, on 60", 120" mins of reperfusion protocol.
At the end of the experiment all hearts are stained with Evans blue and 2,3,5-

Triphenyltetrazolium cloride (TTC) stain to determine the necrosis field.

At the end of the experiments, CK-MB values showed a significant decrease
in at the end of the ischemia and 60" 120™ mins (p<0.05) of reperfusion.
Furthermore, decrease in CK-MB levels in pharmacologic preconditioning group
compared to ischemic preconditioning groups was significant (p<0,05). Comparison

done for change in necrosis field, ischemic preconditioning group showed lower
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values for both mass and volume (p<0.01) compared to ischemia reperfusion group.

Necrosis area was smallest in pharmacologic preconditioning group (p<0,01).

As a result pharmacologic preconditioning with rosuvastatin is more
protective and effective compared to ischemic preconditioning against ischemia

reperfusion injury.

Keywords : Ischemia reperfusion injury, Ischemic preconditioning, Pharmacologic

Preconditioning, Rosuvastatin, Oxidative stress, Antioxidant effects



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, bir dokuyu besleyen damarlarin; pihti, emboli veya diger bir
fiziksel etkene bagli olarak tikanmasi sonucu, bu dokunun kanlanmasinin ve
oksijenlenmesinin bozulmasi seklinde tanimlanir. Reperfiizyon ise, yine aym
nedenlerle tikanmis olan damarlardaki tikanikligin giderilmesi ile agilmasi ve
dokunun kanlanmaya baslamasi durumudur. Iskeminin derecesi ve siiresine bagl
olarak hiicre hasarindan doku nekrozuna kadar degisebilen bir dizi hasar
geligebilir. Ayn1 zamanda, reperflizyonun yaratacagl yogun oksidatif stres
sonucunda iskemide goriilenden ¢ok daha agir islevsel ve yapisal hasrarlar ortaya
cikabilir. Reperflizyonda izlenen oksidatif stres kaynakli hasarda serbest radikaller
baslica rol oynamaktadir. Yapilan bir¢ok calismada serbest radikallerin yol agtig
hiicre hasarinin azaltilmasinda iskemik Onkosullama, farmakolojik dnkosullama
gibi hiicreyi daha ciddi iskemik ataklara karsi hazirlayici deneysel yontemlerin
yant sira viicuttaki koruyucu etkili endojen antioksidan sistemler ve tedavide
ekzojen antioksidanlar da kullanilmistir.

Olusan iskemi reperflizyon hasarina kars1 kullanilan pek ¢ok antioksidan
ajan arasinda HMG-KoA rediiktaz inhibitorii olan antilipidemik rosuvastatin de
yer almaktadir. Rosuvastatin’in, reperfiizyon doneminde izlenen yogun oksidatif
strese kars1 pleiotropik etkileri arasinda sayilan antioksidan ve antienflamatuar
etkinligiyle koruyucu degerinin bulundugu gosterilmistir.

Bircok caligmada, kalp, karaciger ve bagirsak gibi organlarda olusturulan
deneysel iskemi reperflizyon hasarinda statin bilesiklerinin ve bilhassa
rosuvastatinin koruyucu etkisi biyokimyasal, histolojik incelemeler ve nekroz
alan1 tayini ile gosterilmistir.

Calismamizda ratlarda sol koroner arter ligasyonu ile olusturulan in vivo
iskemi reperfiizyon hasarinin kardiyak parametreler, enzim diizeyleri ve nekroz
alan1 lizerine olan olumsuz etkilerini dnlemeye yonelik iskemik dnkosullama ve
farmakolojik Onkosullama protokolleri uygulanmig ve anilan yontemlerin
koruyucu etkinligi tek baslarna ve kendi aralarinda mukayese edilmek suretiyle

degerlendirilmesi amaglanmistir.



Bu amagla in vivo kardiyak iskemi olusturulan ratlarda hemodinami kalp
atim sayis1 ve kan basinci degerleri ile CK-MB enzim diizeylerindeki degisiklikler

arastirilacak ve nekroz alani dlglimleri yapilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2. 1. ISKEMIi

Iskemi, bir dokuyu besleyen damarlarm; pihti, emboli veya diger bir
fiziksel etkene bagli olarak tikanmasi sonucu, bu dokunun kanlanmasinin ve
oksijenlenmesinin bozulmasi olarak tanimlanir. Dokuya giden kan akimi
bozuldugunda iskeminin siiresine bagli olarak hiicresel hasardan, hiicre nekrozuna
kadar varabilen bir dizi hasar meydana gelir. Hiicrenin normal fonksiyonunu
siirdiirebilmesi i¢in oksijene ihtiya¢ vardir. iskemi sonucunda doku hipokside
kalir ve hipoksik doku hasar1 ortaya ¢ikar. Normal hiicre fonksiyonu i¢in gerekli
olan yiiksek enerjili fosfat bilesikleri aerobik metabolizma ile saglanir. Iskemi
durumunda doku oksijenden yoksun oldugundan anaerobik mekanizma devreye
girer, bu da laktik asit ve diger toksik metabolitlerin olusumuna yol acar. Olusan
asidoz nedeniyle normal enzim kinetigi degisir ve yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinin yapimi azalir ve hiicre homeostazi icin gerekli olan enerjiden
yoksun kalir (1-5).

Kisa iskemik ataklar miyositler tarafindan tolere edilirler, belirgin bir hasar
olusmaz. Ornegin, kopeklerde 15 dk’ya kadar olan total proksimal koroner
tikanmalar, reversibl hasara yol acgar. 15 dk’dan fazla siiren iskemik durumlar
irreversibldir. Kisa iskemik periyodlarda kalp kasinda, kontraktil fonksiyonda
bozulmalar (stunning) go6zlenebildigi gibi uzamis iskemik periyodlarda ise
nekroza kadar giden hasar olusur (6).

Iskemi durumunda hiicrede bazi metabolik ve yapisal degisiklikler olusur.
Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ve dolayisiyla oksijenlenmesinin bozulmasi
ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin trifosfat (ATP) ve
foskokreatin gibi yliksek enerjili fosfat baglarinin yapimi azalir (7).

Hiicre i¢i enerji depolarinin bosalmasi sonucunda hiicre zarinda bulunan
Na-K ATPaz pompasi inhibe olur ve hiicre igindeki sodyum (Na') ve kalsiyum
(Ca™) iyon konsantrasyonlarinda artis meydana gelir. Hiicre igi Ca®’

konsantrasyonun artis1 sitotoksisiteye neden olur (8,9).



Iskemi durumunda hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarmin degisimi ile
proinflamatuar sitokinlerin, 16kosit adhesyon molekiillerinin yapiminda artis,
antioksidan enzimlerin yapiminda ise azalma meydana gelir ve bu durum hiicreyi
reperfiizyon doneminde olusacak olan hasara kars1 daha da hassas ve dayaniksiz
duruma getirir. Iskemi periyodunda adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durdugu
halde, tiiketimi devam ettigi icin ATP’den adenozin difosfat (ADP), adenozin
monofosfat (AMP) ve son olarak ta adenozin olusur. Adenozin hiicre disina
difiize olarak hizli bir sekilde inozin ve hipoksantine parcalanir. Fosfokreatin ve
ATP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin tiikenmesi, dokuda ksantin ve
hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birkimine ve ksantin dehidrojenaz
(KDH)’in ksantin oksidaz (KO)’a doniisiime neden olur. Normal sartlarda
hipoksantin, KDH 1 katalizorliiglinde ksantin ve irik asite metabolize
olmaktadir. Iskemiyi izleyen reperfiizyon déneminde ise bu reaksiyon, iskemi
doneminde KDH’tan olusan KO katalizorliigiinde gergeklesir. Reaksiyon iiriinleri
ksantin ve oksijendir; elektron alict NAD' (nikotinamid adenin diniikleotidin
okside formu) yerine oksijendir. Ksantin de oksijen ve su ile reaksiyona girerek

hidrojen peroksit (H,O;) adli serbest oksijen radikalinin olusumuna neden olur

9).

2.2. REPERFUZYON

Reperfiizyon; pihti, emboli veya diger bir fiziksel etken nedeni ile tikanmis
olan damarlarin bu fiziksel etkenin ortadan kalkmasi sonucunda, oksijenlenmesi
bozulmus olan dokularin tekrar kanlanmaya baslamasi ayn1 zamanda da yogun
oksidatif strese maruz kalmasi anlamina gelmektedir. Reperfiizyonun, iskemik
dokuda enerji ihtiyacinin giderilmesi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gibi
olumlu etkileri vardir ve iskemik hasarin diizeltilmesi i¢in gerekli bir siirectir.
Fakat oksijenlenmis kanin iskemi durumundaki dokuya doniisii iskemi durumunda
olusan hasara gore ¢ok daha ciddi hasarlara neden olan bir dizi reaksiyona sebep
olur ve bu duruma reperfiizyon hasar1 denir (1,10,11)

Reperfiizyon hasari, tromboliz, anjiyoplasti ve koroner bypass ameliyatlari

gibi kan akimin1 yeniden saglamak ve kalp hasarini asgari diizeye indirgemek i¢in



kullanilan teknikler sonucu olusabilen klinik bir tablodur. iskemik bir dokuda kan
akiminin yeniden baslamasi durumunda, 6zellikle dokuya gelip yerlesen polimorf
niiveli 16kositler (PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri (SOR)
dokudaki yikimi artiric1 etki yapar (4,5).

Reperfuzyon hasar1 serbest oksijen radikalleri, endotelial faktorler ve
notrofillerin eglik ettigi karmasik bir mekanizmayla gerceklesir. Hasar1 asil
tetikleyen olaym endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu disiiniilmektedir
(12,13).

Reperfiizyon hasar1 ile dogrudan veya dolayli olarak iligkili olan g¢esitli
endojen ve ekzojen maddeler ve biyokimyasal reaksiyonlar tanimlanmustir.
Bunlarin sonucunda iskemi reperfiizyon (IR) hasarinin, reperfiizyon kisminin

mediatorleri olan serbest oksijen radikalleri agiga ¢ikar (14).

2.3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller, son yoriingelerinde eslenmemis elektron iceren atom
veya molekiillerdir. Elektronlar genellikle atom veya molekiilde eslenik bir
sekilde bulunurlar, bu yiizden molekiil stabildir ve reaktif degildir. Fakat molekiile
bir elektron eklenmesi veya molekiiliin bir elektron kaybetmesi molekiilii reaktif
hale getirir. Serbest radikaller kararsiz bir haldedirler. Bagka bir molekiille
etkilesime girerek, son yoriingelerindeki eslenmemis elektronu esleme ve kararl
duruma gelme egilimindedirler. Boylece bu molekiiller herhangi bir molekiil ile
etkilesime girerek, elektron alirlar veya verirler (14-17).

Stiperoksit radikali (O;7), oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi
sonucunda meydana gelir ve serbest radikal hasarina karst koruyucu antioksidan
aktiviteye sahip bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan
stiperoksit dismutaz (SOD) vasitastyla hidrojen peroksit (H, O) ‘ye indirgenir.
Hidrojen peroksit eslenmemis elektron icermez, bu ylizden de tek basina radikal

degildir (18).

0, + ¢ ——> 0y~

20, + 2H' —> H,0, + O,



Hidrojen peroksit, katalaz (KAT) ya da glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzimleri vasitastyla nontoksik iiriinlere doniisiirken, ferréz demir (Fe™ gibi gegis
metallerinin varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonuyla toksik bir radikal
olan hidroksil (OH') radikaline doniisiir. Hidroksil radikali oldukga reaktif ve
toksik bir radikaldir, karsilagtigi molekiillerle cok kisa bir siire igerisinde
reaksiyona girer. hidroksil radikali molekiiler yapisi ve elektronegativitesi sebebi
ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makromolekiiller ile reaksiyona

girerek bu yapilarda oksidatif hasara sebep olur (19).

0,"+H,0, — 0, + OH + OH

Serbest oksijen radikalelrinin iskemi reperfiizyon hasarindaki rolleri

sunlardir;

Lipit Peroksidasyonu:

Serbest oksijen radikallerinin hiicrede neden oldugu en ciddi hasar lipit
peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin, serbest radikaller ile
oksidasyonuna lipit peroksidasyonu denir. Lipit peroksidasyonu biyolojik
membranlarda akiciligin kaybedilmesine, membran potansiyelinde azalmaya,
hidrojen ve diger iyonlar i¢in gegirgenligin artmasi sonucunda hiicrenin hasara
ugramasina ve igeriginin agiga ¢ikmasina sebep olur. Lipit peroksidasyonunun
son Uriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve capraz bag olusturmalarina yol acar. Bu da, hiicre

yiizeyinin durumunu, iyon transportunu ve enzim aktivitesini etkiler (20,21).

Protein Oksidasyonu:
Serbest oksijen radikalleri ile olusan protein oksidasyonunun kimyasal
sonucu olarak; metiyonin, siilfoksite; histidin, oksihistidin veya asparajine;

tirozin, ditirozine; sistein, disiilfitlere doniisiir. Bu dontistimler protein



baglanma 6zelliklerinde ve enzimatik aktivitelerinde degisikliklere yol agarak

hiicresel fonksiyonlarda bozulmalara neden olur (20,21).

Deoksiriboniikleik Asit(DNA):

Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin niikleotid molekiillerinin
kararli durumlarinin siirdiiriilebilmesine engel olabilirler. SOR, DNA ile
tepkimeye girerek mutajenik olan 8-Hidroksiguanin’in ortaya c¢ikmasina

neden olurlar (22,23).

Kovalen Baglanma:
Serbest oksijen radikalleri, aromatik aminler, polisiklik hidrokarbonlar ve
nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekiillerle kovalen

baglanmasina neden olarak hiicresel hasara neden olabilirler (23).

Kalsiyum:
Serbest oksijen radikalleri, kalsiyum ATPaz enzimlerinin 6nemli siilfidril

gruplarini inaktive eder ve hiicre fonksiyonlarina zarar verirler (24).

2.4. IR HASARINA SEBEP OLAN MEKANIZMALAR

2.4.1. Ksantin Oksidaz Yolu:

Postiskemik donemde, iskemiye maruz kalan dokudaki serbest radikallerin
en Onemli kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim ‘dehidrojenaz’ ve
‘oksidaz’ aktivitesine sahip iki formda bulunur. Iskemi periyodunda ksantin
dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz katalizorliiglinde ksantin
oksidaz enzimine doniismesi cesitli dokularda farkli siirelerde meydana
gelmektedir. Bagirsak dokusunda 10 saniyede, kalp kasinda 8 dakikada, karaciger,
dalak, bobrek ve akcigerde 30 dakikada bu doniisiim gergeklesmektedir.
Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu sonucunda serbest radikaller meydana gelir

(1,12,21).



2.4.2. Polimorf Niiveli Lokositlerin (PMNL) Aktivasyonu:

Iskemi ve ozellikle de reperfiizyon sirasinda veniil endoteline, artmis
notrofil adhezyonu meydana gelir (1).

Polimorf niiveli I6kositler yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de
sahiptir. PMNL’in iskemi reperfiizyon hasarindaki roliine iliskin c¢esitli

mekanizmalar 6ne stiriilmistiir (25).

Bu mekanizmalar (25);
- Mikrovaskiiler okliizyon
- SOR salinmasi
- Sitotoksik enzim salinmasi
- Vaskiiler permeabilite artisi

- Sitokin salinmasinda artis

PMNL’in aktivasyonu ve gocleri endotel hiicrelerinde ve lokositlerde
bulunan  adhezyon molekiilleri vasitasiyla olur. Bu adhezyon molekiilleri
selektinler olarak bilinir ve L, P, E selektin olmak {izere bilinen {ic formu
bulunmaktadir. iskemi reperfiizyon hasar1 endolteldeki P-selektin salimiminda bir
artisa neden olur. Bu adhezyon molekiilii, PMNL’deki, P-selektin glikoprotein-1
(PSGL-1) reseptorti ile etkileserek 16kosit endotel baglantisin1 olusturur. Lokosit
beta2 integrinler (CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile endolteldeki intraseliiler
adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) arasindaki etkilesim sonucunda, I6kosit
adhezyonu ve agregasyonu meydana gelir. Ardindan, trombosit-endotel hiicresi
adhezyon molekiili 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki
etkilesim sonucunda 16kosit transmigrasyonu gerceklesir. Aktive olmus l6kositler
damar disina ulastiginda hasarli bolgeye dogru go¢ etmeye baglarlar ve bu olaya
kemotaksis ad1 verilir (26).

Aktive olmus lokositler saliverdikleri maddelerle yol agtiklar1 hasara ek
olarak, damarda olusturduklar1 agregatlar ve aktif trombositlerle birlikte damar

endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmalara neden olurlar (11).



Dokuda, aktive olmus lokositlerin baslattifi cevap su mekanizmalar ile

gerceklesir(27) ;

- Aragidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve ldkotrienler)
sonucu fosfolipaz A2 aktive olur.
- Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir.

- SOR iiretimi gergeklesir.

Bu iiriinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin giiglii aracilaridirlar ve
baslangictaki inflamatuar uyaranin etkisini gili¢lendirirler. Gérevlerini tamamlayan
l6kositler apoptotik mekanizma ile Oliirler ve makrofajlar araciligi ile lenfatik
dolasim yoluyla ortamdan uzaklastirilirlar (11,27)

Iskemi-reperfiizyon hasarinin énemli mediatdrlerinden biri olan I8kositler
azurofilik graniillerinde oksidan etkili Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz enzimlerini icerirler. Iskeminin
hemen sonrasinda reperfiizyonun baslangici ile dokuya hiicum eden oksijenin
bliylik bir kismi siiperoksit iyonlarna oksitlenir. Giliglii bir oksidan olan
sliperoksit, ¢ogu zaman spontan dismutasyonla reaktif olmayan hidrojen peroksite
doniisiir. Hidrojen peroksit de kloriir iyonlarinin varliginda miyeloperoksidaz
enzimi aracilifiyla giiclii bir oksidan olan ve birgok molekiille rahatlikla

reaksiyona girebilen hipoklorik aside indirgenir (28).

2.4.3. Endotelial Faktorler:

IR hasarinda endotel hiicrelerinin énemli bir yeri vardir. Oksidatif stres
endotel hiicrelerinde aktivasyona ve hiicresel islevlerinin bozulmasia sebep
olmaktadir. Endotel hiicreleri hem serbest oksijen radikallerinin hedefi, hem de

serbest oksijen radikali liretim kaynagidir (29).

2.4.3.1. Arasidonik Asit Metabolitleri:
Prostasiklin (PGI2)
Endotel hiicrelerinden salinan ilk vazoaktif madde olan PGI2,

trombosit agregasyonunu onleyen gii¢lii bir vazodilatordiir (11).
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Tromboksan A2(TxA2)

Siklooksijenaz araciligiyla arasidonik asitten iiretilen TxA2,
trombositlerin agregasyonuna katkida bulunur ve vazokonstriiktor etkilidir.
TxA2 iskemi reperfiizyon hasarinda damar endotelinde notrofil

adhezyonunu 6nemli dl¢iide artirir (11).

Lokotrien B4 (LB4)

Lokotrienler lipooksijenaz yoluyla olusan, endotel fonksiyonunun
bozulmasinda 6nemli rol oynayan aragidonik asit metabolitleridir. Notrofil
ylizeyinde bulunan spesifik reseptorlere baglanan [LB4, adhezyon
molekiillerinin aktivasyonuna, endotel hiicresine yapismaya, serbest

oksijen radikallerinin ve proteazlarin iiretimine neden olur (11).

2.4.3.2. Nitrik Oksit:

Serbest radikal olarak aktivitesi diisiik olan Nitrik Oksit (NO),
metal igeren bilesikler ve radikaller ile hizla tepkimeye girerler. Ozellikle
lipit radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan 6zellik kazandirir.
Normal miktardaki NO, oksihemoglobin araciligiyla nitrata (NO3")
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun
aksine, NO’yu ortamdan temizleyen bir enzim yoktur. indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisimim artar,
oksidasyonu hizlanir ve cesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu
maddeler NO’nun pleiotropik etkilerinden sorumludur ve hiicresel
molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna ve nitrozasyonuna yol acarak,

proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina sebep olabilirler

(30).

2.4.3.3. Endotelin:
Endotelde mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan Endotelin
(ET) ve NO iretilir. NO, arterlerde ET’in vazokonstriiktor etkisini

dengeleyici, vazodilator gorev gormekte iken venlerde bunun tersi olarak
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vazokonstriiktor etkinliktedir. Iskemi reperfiizyon hasarinda ET/NO
dengesi ET lehine bozulur. Sonu¢ olarak arterlerde vazokonstriiksiyon,

venlerde ise vazodilatasyon meydana gelir (29,31).

2.4.4. Trombosit Aktive Edici Faktor (PAF):

Endotel hiicreleri tarafindan membran fosfolipitlerinden, fosfolipaz A2 nin
etkisiyle iiretilen PAF pek ¢ok inflamatuar reaksiyonda etkinlik gosterir (1,11,32)

PAF trombositlerin sekillerinin degisikligine, agregasyonuna ve graniil
iceriginin salinmasina yol acan kuvvetli bir maddedir. Tiimor nekrozu faktorii a
(TNFa) iiretimininde 6nemli rolii olan PAF, dokularin reperfiizyonu sonucunda
l16kositlerin aktive olmasina, adhezyon molekiillerinde ve vaskiiler permeabilitede
artisa sebep olur. Reperfiizyon sonucunda meydana gelen kemotaksisin

diizenleyicilerinden biri oldugu diistiniilmektedir (1,2,33).

2.4.5. Komplemanlar:

IR hasar1 ile kompleman sistemi arasindaki baglantinin agik olarak ortaya
konulamamasina ragmen IR hasar1 durumunda kompleman sisteminin aktive
oldugu bilinmektedir. Kompleman sisteminin aktive olmast sonucunda
proinflamatuvar maddeler olan C3a, C5a gibi anaflatoksinler olusur ve bu
maddeler l6kositleri aktive eder ve kemotaksisi uyarirlar. C5a, bununla birlikte
interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), TNFo iiretimini artirarak inflamatuar

yanit1 gliglendirir (34).

Kompleman sistemi tarafindan sentezi uyarilan I6kosit adhezyon
molekiilleri sunlardir (34);

- Intraseliiler adhezyon molekiilii 1 ICAM-1)

- Vaskiiler hiicre adhezyon molekiili 1 (VCAM-1)

- E-selektin

- P-selektin
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2.4.6. Sitokinler:
IR sonrasinda dolasimda, C5a ile iiretimi artan IL-1, IL-6, TNFo gibi

sitokinler gozlenir. Bu maddeler inflamatuvar yaniti artirir (1,2,34).

2.4.7. Prostaglandinler:
Prostaglandinler iskemi reperfiizyon hasarini 6nemli Ol¢lide azaltip ve
iskemik hasarin irreversible sathaya ilerlemesinin Onlenmesine katkida

bulunmaktadirlar.

2.5. ANTIOKSIDANLAR

Organizma siirekli olarak serbest oksijen radikallerine maruz kalmasina
ragmen, antioksidan savunma sistemleri araciligiyla saglanan dinamik denge ile
zararl etkilerin olusumu engellenir. Fakat fizyolojik dengelerin degismesi ve
patolojik olaylarin gelismesi ile birlikte bu denge oksidasyon lehinde bozulabilir

ve bu durumda oksidatif hasarlar gelisir.

Antioksidan savunma sistemi 4 mekanizma ile etkisini gosterir:
- Siipiiriicii etki
- Inaktif sekle doniistiiriicii etki
- Zincir kirier etki

- Onarict etki

Olusan oksidanlar1 inaktive etmek amaci ile kullanilan antioksidanlar,
endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana gruba

ayrilabilirler (31).
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2.5.1. Endojen Antioksidanlar:
Endojen antioksidanlar enzim yapisinda olan ve enzim yapisinda

olmayanlar olarak iki kisma ayrilirlar.

2.5.1.1. Enzim Olan Antioksidanlar:

- Siiperoksit Dismutaz :
SOD, siiperoksit serbest radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijene doniisiimiinii saglayan antioksidan enzimdir (37).

20,°+2H" —> H,0, + O,

- Glutatyon peroksidaz(GSH-Px), Glutatyon S-Transferaz(GST):
Glutatyon hiicre i¢inde bulunan ve hiicreleri oksidasyona karsi
koruyan en 6nemli antioksidan maddedir. Karaciger basta olmak
tizere birgcok dokuda sentezlenir. Hemoglobinin oksitlenmesini ve
methemoglobine donilismesini engeller, proteinlerdeki siilfidril (-
SH) gruplarini rediikte ederek oksidasyona karsi korur, bu sayede
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonu engeller.
GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin
membranlardan gecisini saglar. GSH eritrositlerin, 16kositlerin ve
g6z merceginin de oksidasyona karsi korunmasina yardimer olur

(38).

GSH- Py
2H,0,+2GSH C—> GSSG + 2 H,O
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- Katalaz
Katalaz 6zellikle peroksizomlarda bulunur ve H,0O, yi oksijen ve
suya parcalar. Bu sayede H,O, nin oksidasyon yapma potansiyelini

engellemis olur (37).

Katalaz

2 H,O; — 2 H,0O + 0,

2.5.1.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar:

- Melatonin :
Melatonin 6zellikle pineal bezde sentezlenen, ve salgilanmasi i¢in
karanliga ihtiya¢ duyulan, siklikla ‘jetlag sendromunun’
tedavisinde ekzojen olarak da alinabilen, endojen bir hormondur.
Giiglii bir radikal siipiiriicii etkinligi olan melatonin, glutatyon
peroksidaz enzimini aktive etme, siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesini artirarak ve oksidatif stres durumundaki katalaz
aktivitesindeki azalmay1 engelleme gibi c¢esitli dolayl etkilere de
sahiptir (40). Ayrica kansere karst koruyucu etkisinin oldugu ve

immiin sistemi destekledigi de gosterilmistir (41).

- Seruloplazmin :
Ferréz demiri (Fe™), ferrik demire (Fe™) e yiikseltgeyerek fenton

reaksiyonu olugsmasii ve H,O; den hidroksil radikali olusumunu
engeller (40).
- Transferin ve Laktoferrin :
Bu maddeler dolasimdaki serbest demiri baglar (40).
- Ferritin :
Ferritin dokulardaki serbest demiri baglar (40).
- Bilirubin ve sistein:
Bilirubin ve sistein, siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisi

olarak gorev yapar (40).
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Albiimin :

LOOH ve hipoklorik asit (HOCI) toplayicist olarak antioksidan
etkinlik gosterir (40).

Glutatyon

Oksidasyon rediiksiyon olaylarindaki énemli rolii ve yiiksek
konsantrasyonu nedeniyle glutatyon en 6nemli antioksidanlardan

biridir (40).

2.5.2. Ekzojen Antioksidanlar: Vitamin ekzojen antioksidanlar ve

antioksidan etkinligi olan ilaglar olarak ikiye ayrilirlar.

2.5.2.1. Vitamin Ekzojen Antioksidanlar:

Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E lipofilik yapidaki gii¢lii bir antioksidandir. Hiicre zari
fosfolipitlerinde bulunan poliansature yag asitlerini serbest radikal
etkisinden koruyarak ilk savuma hattin1 olusturur, siiperoksit ve
hidroksil radikallerini ve diger radikalleri indirger, lipit
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu zincir kirict etkisiyle

sonlandirir (42).

- karoten (Vitamin A prekiirsorii)

3- karoten singlet oksijenini etkisizlestirmek suretiyle, siiperoksit
radikalini temizler. Hidroksil, alkoksil, peroksil radikalleri ile
dogrudan etkileserek antioksidan gorev goriir. Lipit peroksidasyon

zincir reaksiyonunu onleyebilir (40).

Vitamin C (Askorbik asit)

Hidrofilik 6zellige sahip en kuvvetli antioksidan askorbik asittir.
Kolaylikla dehidroaskorbik asite oksitlenebilir. Siiperoksit radikali,
hidroksil iyonu, singlet oksijen ile etkileserek anilan oksidan

maddeleri etkisizlestirir. Askorbik asit hem oksidan hem de
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antioksidan olarak etki edebilir. Ferik demiri, ferr6z demire
doniistiirerek, hidrojen peroksitin Fenton reaksiyonuyla kuvvetli bir
oksidan olan hidroksil(OH-) radikaline doniisiimiine sebep

olabilmektedir (40).

Fe™ + Askorbik asit — Fe™ + Askorbik asit . + 2H"

2.5.2.2. Ila¢ Olarak Kullamlan Antioksidanlar:

- Ksantin oksidaz inhibitérleri (Allopiirinol, oksipiirinol )

- Rekombinant siiperoksit dismutaz

- NADPH oksidaz inhibitorleri ( adenozin, kalsiyum kanal
blokorleri, lokal anestezikler)

- Trolox-C (Vitamin E analogu)

- Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar ( asetilsistein)

- Non enzimatik serbest radikal toplayanlar ( albiimin, mannitol)

- Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferoksamin)

- Notrofil adhezyon inhibitdrleri

- Barbitiiratlar

- Demir selatorleri

- Levosimendan

- Statin bilesikleri (Rosuvastatin)



17

2.6. ISKEMIK ON KOSULLAMA

Iskemik o&nkosullama (IOK, Preconditioning),  iskemi sonrasinda
gelisebilecek doku, organ veya hiicre hasarina karsi, bu yapilarin iskemi dncesi
kisa siireli iskemik periyotlara maruz kalmasi sonucu, daha uzun ve siddetli
iskemik ataklara kars1 hazirlanmasi seklinde tanimlanir. Miyokard infarktiisiine
kars1 kalbin endojen bir savunma mekanizmasi olan bu fenomen, ilk defa Murry
ve arkadaglar tarafindan 1986 yilinda, kopek kalbinde yapilan deneysel bir
calisma ile ortaya konulmustur (43,44).

Infarktiis oncesi kisa siireli iskemik ataklara maruz kalan miyokard
dokusunda daha az ATP ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin
kullanimi, daha diisiik oranda laktik asit iiretildigi ve infarkt alaninda biiyiik
oranda azalma oldugu goriilmiis ve bu etkiler bir¢ok hayvan deneyi (45-47) ve son
zamanlarda insanlar lizerinde yapilan klinik ¢aligmalar ile gosterilmistir (48).

Iskemik &nkosullamanim derecesi, iskemik atagin hem zamanma hem de
siiresine baghidir (49,50). 10K, iskemi sirasinda olusabilecek olan nekrozu
azaltmakla beraber, aritmiler, reperfiizyon hasari, sol ventrikiil fonksiyon
bozukluguna (stunning) kars1 da koruyucu etki gostermektedir (51,52).

Iskemik énkosullamanin mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle beraber,
ATP bagimli potasyum kanallarinin ag¢ilmasinin, protein kinaz C (PK C)
aktivasyonunun ve adenozin reseptorlerinin uyarilmasinin iskemik énkosullamada
rol oynadig1 diistintilmektedir (53,54)

Iskemik 6nkosulamada etkin rolii olan adenozin, Ach, katekolaminler,
Ca+2, AT-2, bradikinin, NO, ET, SOR ve opioidler gibi ¢ok sayida tetikleyiciler
1991 yilinda ve daha sonraki yillarda Downey ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismalar (55-58) ile tanimlanmistir. Anilan maddeler, hiicre zarindaki G proteini
kenetli fosfolipazlar1 uyarir (Fosfolipaz D ve C). Fosfolipazlar membran
fosfolipitlerini yikarak diagilgliserole doniistiiriir ve PKC’yi aktive eder. Aktive
olan PKC, K-ATP kanallarin1 agarak, bolgesel kardiyoplejik etkili potasyumun
hiicre disina ¢ikarak aksiyon potansiyel siiresinin kisaltilmasini (59), bdylece

hiicrenin kalsiyum yiikiiniin azalmasin1 saglar. Hiicrenin, oksijen ve enerji
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ihtiyaci, dolayisiyla da oksijen ve yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin kullanimi
azalir, sonug olarak ta hiicrenin canliliginin devami saglanmis olur (54).

IOK, hiicre metabolizmasmi diizenleyip hiicre canliligin1 korumakla
beraber, K-ATP kanallarinin agilmasim1 saglayarak, PKC-epsilon izoformunu

aktive etmek suretiyle hiicre apoptozisini de engellemektedir (60).

2.7. FARMAKOLOJIK ON KOSULLAMA

Farmakolojik dnkosullama (FOK), iskemi sonrasinda gelisebilecek doku,
organ veya hiicre hasarina karsi, bu yapilarin iskemi 6ncesi farmakolojik bir
ajanla miidahale edilmesi sonucunda, gelisebilecek siddetli iskemik ataklara kars1

hazirlanmas1 seklinde tanimlanir (90,91).

FOK, énkosullamanin molekiiler mekanizmalarmin kismen ortaya ¢ikmasi
ile iskemi, hipoksi veya hipertermi Onkosullamalari yontemlerinin yerini

almistir(92).
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2.8. STATINLER

1970 yilinda HMG-CoA rediiktaz enziminin kolesterol sentezinde hiz
kisitlayici basamagi olusturdugunun anlasilmasindan sonra Akira Endo isimli
Japon bilim insani, bu enzimin inhibe edilmesiyle kolesterol sentezinin dnemli
Olciide bloke edilebilecegi hipotezi lizerine calismaya baglamisti. Ancak donemin
sartlarinda boyle bir molekiiliin sentezi miimkiin goriinmiiyordu. Bazi
mikroorganizmalarin, sterol veya diger mevalonik asit tlirevleriyle beslenen diger
mikroorganizmalardan korunabilmek amaciyla HMG-CoA rediiktaz inhibisyonu
yapan metabolitler {iretmesi olasiliindan yola ¢ikarak 6000 kadar
mikroorganizma inceledi. Arastirict nihayet 1976 yilinda Penicilim citrinum adli
mantar tiirtinde buldugu ve izole edip, mevastatin adin1 verdigi maddenin HMG-
CoA rediiktazi1 basarili bir sekilde ettigini kesfetti (78).

1979 yilinda Aspergillus terreus’dan izole edilen lovastatin, ilk patenti
alman statin olarak tarthe gecti. Lovastatin ve 1986 yilinda kullanima giren
simvastatinle yapilan klinik ¢aligmalarda bes yil gibi kisa sayilabilecek bir siire
statin kullaniminin koroner kalp hastaligi morbidite ve mortalitesini anlaml
derecede azalttiginin gosterilmesiyle beraber statinler ila¢ endiistrisinin gozdesi

haline geldi.

2.8.1. Statinlerin Etki Mekanizmasi:

Tiim statin molekiillerinin ortak noktast molekiillerinde yer alan HMG
benzeri yapidaki dihidroksiheptenoik asit zinciridir. Bu zincir 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA reductase (HMG-CoA rediiktaz) enzimi i¢in yalanci bir
substrat olusturarak enzimin aktif bolgesine baglanir ve kompetitif bir inhibisyona
neden olur. Bu inhibisyon neticesinde Asetil CoA’dan, mevalonik asit sentezi

gerceklesmez ve kolesterol sentezi inhibe olur.
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Sekil.1. Statinlerin Etki Mekanizmasi

Hiicre i¢inde sentezlenen kolesteroliin azalmasi karaciger hiicre yiizeyinde
bulunan LDL ve VLDL reseptorlerinin sayica artip aktiflesmesine neden olur. Bu
reseptorler dolagimda bulunan LDL ve VLDL’yi yakalayip karaciger hiicresine
alarak plazmadaki miktarlarinin azalmasini saglar. Yani statinlerin kolesterol
disiirticti  etkileri bir yandan hiicre i¢i sentezi azaltarak, diger yandan da
dolagimdaki LDL’nin hiicre i¢ine alimmasini saglayarak gergeklesir. Tim
statinlerin ortaklasa sahip olduklar1 dihidroksiheptenoic acid zinciri diginda kalan
boliimleri farkliliklar gosterir (79,80). Bu yapisal farkliliklar HMG-CoA rediiktaz
enziminin aktif pargasina olan afinite, karaciger ve karaciger dis1 dokulara girme
orani, sistemik dolasimda bulunma orant ve metabolik
transformasyon/eliminasyon hizi gibi 0Ozelliklerin statinler arasinda farklilik
gostermesine aracilik eder. Bu oOzellikler statinlerin etkinligini belirlemede

oldukca 6nemlidir. Bir statinin etkinliginin yliksek olmasi i¢in:



21

(1) enzimin aktif kismina olan afinitesinin yiiksek olmast,
(i1) karaciger hiicreleri i¢in selektivitesinin yiiksek olmast,
(i11))  sistemik dolasima gegme oraninin diigiik olmasi ve

(iv)  yarilanma omriiniin uzun olmasi gereklidir (81).

Lovastatin, simvastatin, pravastatin, fluvastatin gibi statinlerin hepatik
HMG-CoA rediiktaz inhibitor etkileri sirkadiyen degiskenlik gosterir. Yani bu
statinler sabah alindiklarinda aksam alinmis kadar etki gostermezler (82). Buna
karsin rosuvastatin ve atorvastatinin sabah ya da aksam alinmasi inhibisyon
derecesini etkilememektedir (82). Bunun nedeninin baglanma farkliliklarina ek

olarak sahip olduklar1 uzun yarilanma 6miirleri oldugu diistiniilmektedir.

Kolesterol sentezinin biiylik bir kismi karacigerde gerceklestigi igin
statinlerin 6zellikle karaciger hiicrelerindeki HMG-CoA rediiktaz igin selektif
etkili olmalari istenir. Diger bolgelerdeki yiiksek etkinlik karacigerdeki inhibisyon
giiciinii azaltacagi gibi potansiyel olarak yan etkilerin artmasina da neden olabilir.
Genelde statinlerin karaciger hiicresi i¢in selektivitesi yiiksektir. Ancak daha az
lipofilik olan (veya daha hidrofilik olan) pravastatin ve rosuvastatin gibi ajanlarin
hepatik selektivitesinin goreceli olarak daha yiliksek olmasi beklenebilir. Bunun
nedeni lipofilik 6zelligi yliksek olan ajanlarin bircok hiicreye pasif difiizyonla
gecebilme potansiyeline sahip olmasidir. Oysa hidrofilik 6zelliktekiler sadece
organik anyonlara yiiksek afiniteli aktif tasiyicilar eksprese edebilen karaciger
hiicreleri gibi hiicreler tarafindan yiiksek oranda tutulurlar (83). Karaciger
selektivitesini belirlemek amaciyla hepatositlerde kolesterol inhibisyonu ig¢in
gerekli statin dozunu (IC50) saptamaya yonelik deneysel modellerde en diisiik

dozla inhibisyon yapan molekiiliin rosuvastatin oldugu gozlemlenmistir (84).

Lovastatin, pravastatin, simvastatin ve fluvastatin gibi molekiillerin
yarilanma omrii 1-2 saat civarindayken atorvastatinin yarilanma omrii 14 saattir
(85). Tiim statinler arasinda en uzun yarilanma omrii ise yaklasik 19-20 saat ile

rosuvastatine aittir (86).

Statinlerin lipit diisliriicii etkilerinin yani sira birgok pleitropik etkileri

bulunmustur.  Statinlerin  antiinflamatuar etkisinin oldugu, nitrik oksit
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biyoyararlanimini artirtp, LDL oksidasyonunu azaltarak endotel disfonksiyonunu
tyilestirici etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, antioksidan etkinlikleri, plak
olusumunu engelleyici etkileri, koagiilasyon profilinini 1iyilestirici etkileri,
trombosit agregasyonunun Onleyici, sempatik kan akiminin normallesmesine
yardimci, antiproliferatif ve immunosupresif etkileri, statin bilesiklerinin ¢ok

cesitli hastalik ve durumlarda yararl olabilecegini gostermektedir (108).

2.8.2. Rosuvastatin

CEE'IF

rosuvastatin kalsiyum

Sekil.2. Rosuvastatin

Rosuvastatin HMG-KoA rediiktaz enzimini giiglii sekilde inhibe eden oral
antilipidemik etkili bir ilagtir. Rosuvastatin total ve LDL kolesterolii diisiiriir,
plazma trigliseritleri ve apolipoprotein B diizeylerini azaltir. Baglanma yerlerinin
kimyasal yapis1 ve goreceli yliksek hidrofilikligi nedeniyle, diger statinlerle
kiyaslandiginda hepatositlere daha iyi penetre olur ve HMG-KoA rediiktaz
enzimine daha yiiksek bir afinite ile baglanir. HMG-KoA rediiktaza yiiksek afinite
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gostermesi, hepatik olmayan dokular tarafindan minimal diizeyde tutulurken
hepatik hiicrelere daha yiiksek selektiflik gostermesi nedeniyle, LDL kolesterolii
diistirme bakimindan halen mevcut diger HMG-KoA rediikktaz enzim
inhibitorlerine kiyasla daha potenttir (94,95).

Lovastatin ve simvastatin gibi prodrug (6n ilag) 6zelligine sahip ilaglardan
farkli olarak, rosuvastatin esasen ana ila¢ olarak antilipemik etkiler gosterir.
Rosuvastatin karacigerde minimal diizeyde metabolize edilir ve atorvastatin,
serivastatin, lovastatin veya simvastatin gibi diger statinlere kiyasla hepatik
CYP3A4 ilag etkilesmelerinin daha az oldugu diistiniilmektedir (94,96,97). Diger
statinlere gore, rosuvastatinin énemli bir yiizdesi renal yoldan atilima ugrar (87-
89).

Rosuvastatin HMG-KoA rediiktaz enziminin selektif ve kompetitif bir
inhibitériidiir. Bu enzim insanda hepatik ve ekstra hepatik kolesterol
biyosentezinde hiz kisitlayici basamagi olusturan HMG-KoA'nin mevalonat'a
doniismesi olaymi katalize eder. Mevalonat kolesterol de dahil sterollerin bir
prekiirsoriidiir. HMG-KoA'nin rosuvastatin tarafindan selektif bir sekilde inhibe
edilmesi mevalonat miktarinin azalamasina ve buna bagh olarak karaciger
hiicrelerinde kolesterol diizeylerinin diismesine neden olur. Bunun sonucunda
LDL reseptorleri, "up regiile" olur ve LDL kolesteroliin dolasimdan hepatik
uptake'i artar. Rosuvastatin sonunda dolasimdaki total kolesterol, LDL kolesterol

ve serum trigliserit diizeylerini diistriir.
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Gerec:

3.1.1 Kullanilan arac ve gerecler:

Hassas terazi  (Sartorius BP 1215)

Santrifiij cithaz1  (Janetzki T5)

Otoanalizor (ARchitect c16000)

Cerrahi alet seti

Bilgisayar

Ugo Basile 7025 Rodent Ventilator

MAY 9610 BPHR Blood pressure and heart rate recorder system
MAY 9601 Infusion Pump

MAY RTC 9404-A Rectal Animal Temperature Controller
Mavi Kelebek 24 numara

5/0 atravmatik ipek stitur

4/0 atravmatik ipek stitur

Heparinli yesil deney tiipii

Kirmizi deney tiipii

Derin dondurucu

3.1.2. Kullamilan Deney Hayvanlar:

Calismada 02.03.2011 tarihli 12 nolu etik kurul onayr ile Dicle
Universitesi Saglhik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUSAM) ‘nden
temin edilen ortalama 250 gram agirliginda 30 adet erigkin erkek wistar albino rat
kullanildi. Calisma siiresince ‘Hayvan Haklarinin Korunmasi® hususundaki

esaslara 6zenle uyuldu.

3.1.3.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Heparin sodyum ( Heparin sodique 25000 UI/5ml, Pan Pharma )
TTC ( Santa Cruz Biotechnology, Inc )

Tiopental sodyum ( Pental Sodyum, iE Ulagay )
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Rosuvastatin ( Crestor 20 mg 28 tablet, Astra Zeneca )
Izotonik NaCl 150 CC ( Eczacibasi-Baxter )

Izotonik NaCl 1000 CC ( Eczacibasi-Baxter )

%2 Evans mavisi ( Santa Cruz Biotechnology, Inc )

Formalin Soliisyonu ( Sigma )

3.2. Yontem
3.2.1. Cerrahi Yontem

Deney protokoliinde erigskin yaklagik 250 gr agirhigindaki wistar albino
ratlar kullanildi. Anestezi i¢in tiopental sodyum 40 mg/kg oraninda intraperitonal
olarak enjekte edildi. Rat onceden viicut sicakligina gore sicakligr ayarlanmis
operasyon cihazinin iizerine yatirlilip 6n ve arka ayaklar flasterlenerek sabitlendi.
Kuyruk veninden sinyal alarak kan basincini ve kalp ritmini 6lger cihazin (MAY
9610 BPHR) kuyruk aparati ratin kuyruguna yerlestirildi. Siirekli olarak viicut
sicakligin1 6lgmek i¢in aniise 1s1 Olcer cihaz yerlestirildi (MAY RTC 9404-A).
Ratin tam anestezide olup olmadigi ayaklarina baski uygulanarak tepki verip
vermemesine dayanarak saptandi.

Tam anestezi altina giren ratin femoral veni mavi kelebek ile kanule edilip
sabitlendi. 200 IU/kg heparin siganin agirligina gore hesaplanarak femoral ven
vasitastyla verildi.

Torakotomi islemi sonrast gdglis i¢ basinci kaybolacagindan dolay:
solunumun desteklenmesi amaciyla trakeye girilip ratin solunumu ventilatér (Ugo
Basile 7025) vasitasiyla dakikada 60 rpm olacak sekilde ayarlanarak trakeostomi
islemi yapildi.

Sol parasternal torakotomi, kalbe ulasilabilecek minimum kesi yapilarak
4. ile 5. interkostal araliktan gerceklestirildi. Toraks acildiktan sonra kalbin
hareketini azaltmak icin, diyafram kasilmasinin engellenmesi maksadiyla frenik
sinir kesildi. Ve kalp etrafindaki faysalar temizlendi. Sol koroner arteri baglamak
icin atravmatik ipek 4/0 siitur kullanildi. Klemple tutulan siitur ile sol koroner
arterin altindan bir miktar miyokardiumu da alarak girildi.

Deney protokolii siiresince biitiin gruplarda diizenli araliklarla kan basinci

ve kalp ritmi 6l¢iimii yapild1 ve kaydedildi. Biitiin gruplardan, stabilizasyonun 10.
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dakikasinda, iskemi sonunda, reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda 1 ml kan
alinip yerine viicut sicakliginda serum fizyolojik (SF) verildi. Reperfiizyonun 120.
dakikasinda kan alindiktan sonra, sol koroner arter tekrar iskemiye ugratilarak, 1,5
ml evans mavisi verildi ve kalp kesilerek alindi.
Calisma her biri 6 hayvandan olusan 4 grupta gerceklestirildi..
1. Sham Opere Grubu
2. iskemi Reperfiizyon (IR) Grubu; 30 dk. iskemi uyguland:
3. iskemik On Kosulama (I0K) Grubu; 30 dk. iskemi oncesinde, 5 er
dakikalik iskemi ve bunu takip eden 5 er dakikalik reperfiizyon
protokolii uygulandi.
4. Farmakolojik On kosulama (FOK) Grubu; Rosuvastatin (5 mg/kg)
infiizyon pompast (MAY 9601 Infusion Pump) yardimiyla 30 dk. iskemi
oncesi femoral venden uygulandi. Rosuvastatinin tablet formundan

ekstraksiyonu suda ¢6ziindiiriilmesi ve ardindan mikrofiltre ile siiziilmesi

ile gerceklestirildi.

Sekil.3. Cerrahi deney protokolii
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3.2.2. Nekroz Alani Tayini

Deney protokolii sonunda kesilip ¢ikarilan kalplar. aort, auricula ve ¢evre
dokulardan tamamen temizlenip stre¢ filme sarilarak 0°C’de bir gece bekletildi.
Ertesi giin yar1 donmus durumdaki kalp 2 mm’den daha kalin olacak sekilde
dilimlendi. Yaklagik dort ayr1 dilime ayrilan kalp dokulari 37 °C 1siya 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
kirmizist rengine, risk altinda olmayan boélgelerse mavi renkte boyandi. Siire
sonunda TTS soliisyonundan ¢ikarilan kalp dilimleri renk ayriminin
belirginlesmesi amaciyla 20 dakika % 10 luk formalin soliisyonunda bekletildi.
Formalin soliisyonundan ¢ikarilan kalp dilimleri birbirinden uzakligi 2 mm olan 2
cam arasina konuldu ve bu sekilde klemplendi. Kalp dilimlerinin camda olusan
goriintiisii seffaf bir asetetat lizerine asetat kalemleri ile boyamak suretiyle kopye
edildi (93).

Asetat lizerine kopye edilen kalp dilimlerinin goriintiisiinden nekroz
alanmin tayini i¢in mevcut olan agirlik ve hacim metodlarimin her ikiside
kullanild1. Agirlik metoduna gore her bir kalpten elde edilen asetatlar boyanma
renklerine gore diizgiin bir sekilde kesildi. Nekrotik alani gdsteren soluk sariya
boyanan asetat pargalar: ile canli dokular1 gdsteren kirmiziya boyali alanlar ayr
ayn tartildi. Boylece nekrotik doku ve canli dokulara ait agirlik verileri elde
edildi. Hacim metodunda ise boyali asetatlarin goriintiileri bilgisayar ortamina
aktarildi. Bu goriintiilerde ImagelJ (1.46a, National Institutes of Healt, USA)
programi kullanilarak planimetrik yontemle alan hesabi 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 tiim kalbe ait degere

oranlamasiyla yiizde cinsinden nekroz alani verisi elde edildi (93).
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Sekil.4. Hacim metoduyla nekroz alani hesaplama yontemi

3.3.3. Biyokimyasal Degerlendirme :

Kan CK-MB diizeylerinin hesaplanmasi amaciyla, stabilizasyonun 10.
dakikasinda, iskemi sonunda, reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda 1 ml kan
alind1 ve santrifiij cihazi  (Janetzki TS5) ile plazmas1 ayrildi. Ayrilan plazma
otoanalizérde (Architect ¢16000) olgiimler yapilana kadar -20 °C’de muhafaza
edildi.

3.3.3. statistiksel Degerlendirme:

Istatistiksel analizlerde SPSS 15.0 ( Chicago, ill., USA) programi
kullanild1. Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. Coklu gruplarin
karsilastirilmasinda Kruskall-Wallis testi kullanildi. Test sonucunun anlamli
¢ikmasi durumunda gruplarin ikili olarak karsilastirilmasinda Mann-Whitney U

testi kullanildi. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi p <0.05 olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda biitiin gruplarda 6l¢tiigiimiiz; kan basinct mmHg, kalp atim
hiz1 (KAH) atim/dk, CK-MB diizeyleri ng/ml cinsinden; nekroz alani ise agirlik
ve hacim agisindan degerlendirilip ylizde (%) olarak ifade edildi.

Deney gruplarimizda Kan basinct degisimleri agisindan Kruskal-Wallis
testi kullanilarak karsilastirma yapildiginda; iskemi sonu (i30), reperfiizyonun
60.(R60) ve 120.(R120) dakikalarinda SHAM grubu ile /R ve 10K gruplan
arasinda anlamli bir fark izlenmedi (p>0,05). FOK grubunda ise kan basincinin
iskemi sonunda SHAM grubuna gore anlamli sekilde farkli oldugu goézlendi
(p<0.01). Reperfiizyonun 60. dakikasinda gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmad1 (p>0,05). Reperfiizyonun 120. dakikasinda ise kan basincinin FOK
grubunda diger tlim gruplara gére azaldig1 goriildii (p<0.01).

Tablo .1. Kan basma verileri : IR: Iskemi reperfiizyon, 10K: Iskemik
onkosullama, FOK: Farmakolojik énkosullama.

Kan Basinci (mmHg)

St10 1S30°¢ R60 R120°
Sham 250+8 254+11 237£12 25247
IR 235£18 243121 250£20 253x17
IOK 236 £20  265*14 25113 234+15
FOK 225+17 227+15% 23349 226+£10**

?p<0.05 Kruskal Wallis testi, * p<0.01 vs IO, ** p<0.0 vs IR

Kalp atim hizlann arasindaki karsilastirmada; IOK grubunda SHAM
grubuna gore iskemi sonu ve reperflizyonun 120. dakikasinda izlenen disiisler
anlamli bulunmadi (p>0,05). FOK grubunda kalp atim sayisinin iskemi sonu,
reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda SHAM grubuna yakin degerler aldig1
goriildi (p>0,05).
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Tablo .2. Kalp Atim Sayilan : IR: iskemi reperfiizyon, IOK: Iskemik

onkosullama, FOK: Farmakolojik énkosullama.

Kalp Atim Sayisi
St10 1S30 R60 R120
Sham 62018 632+11 632120 637£13
IR 628+19 630422 62614 633£18
IOK 62714 61947 631+10 619+14
FOK 635+14  625+10 631+12 646£15

Kardiyak CK-MB diizeylerinin IR grubunda SHAM grubuna gore iskemi

sonu, reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda anlamli sekilde arttigir goriildii

(p<0.01). IOK grubunda CK-MB diizeylerinin IR grubuna gore iskemi sonu,

reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda anlamli sekilde daha diisiik degerler
aldigi gozlendi (p<0.05). FOK grubunda da IR grubuna gore CK-MB

diizeylerinde iskemi sonu, reperfiizyonun 60. ve 120. dakikalarinda anlamli

sekilde diisiis izlendi (p<0.05). Ayrica, iskemi sonunda FOK grubundaki CK-MB

diizeyindeki azalmanin I{OK grubuna gére anlamli sekilde farkli oldugu gézlendi

(p<0.05).

Tablo .3. Plazma CK-MB diizeyleri : IR: Iskemi reperfiizyon, IOK:

Iskemik &nkosullama, FOK: Farmakolojik dnkosullama.

CK-MB (U/ml)

St10 130° R60° R120°
Sham 0,35+0,1  0,41+0,2 0,26+0,1 0,26+0,2
IR 0,63+0,7  7,66+1,5* 8,53£1,6* 7,10£2,3*
IOK 0,41+0,3  4,53+1,6%*  2,61+1,9%*  3,53+2,0**
FOK 0,35+0,1  2,70+1,46*** 2,51+1,93** 2,31+0,9**

® p<0.001 Kruskal Wallis testi, * p<0.01 vs sham, ** p<0.05 vs IR,***

p<0.05 vs IR ve 10
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Nekroz alanlarindaki degisimler agisindan yapilan karsilastirmada IR
grubunda nekroz alaninda SHAM grubuna gore anlamli bir artis saptandi
(p<0.01). IOK grubunda nekroz alaninda gerek agirlik ve gerekse hacim agisindan
IR grubuna gore diisiik degerler izlenirken (p<0.01), FOK grubunda agirlik ve
hacim agisindan nekroz alam1 boyutlarinin en diisiik degerleri aldigi gozlendi

(p<0.01).

Tablo .4. Gruplarin nekroz alam yiizdeleri aritmetik
ortalama * standart sapma olarak verilmistir. IR: Iskemi
reperfiizyon, 10: Iskemik onkosullama, FOK: Farmakolojik

Onkosullama.
Nekroz Alani (%)
Agirlik? Hacim ®
Sham 0,010 0,010
IR 50,8+6,5% 48,5+7,5%
IOK 32,843,8%** 31,144,3%*
FOK 17,645,5%%% 15,047, 2%%*

p=0 Kruskal Wallis testi, * p<0.01 vs sham, ** p<0.01 vs IR,
##% p<(.01 vs IR and IO.
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TARTISMA

Bu c¢alismada koroner arter okliizyonu ile kardiyak IR hasar
olusturulmustur. Koroner arter hastaliginda, koroner arter tikanmasin1 miiteakip
gerceklestirilen reperfiizyonun yol agtigt morbidite ve mortalite artisinin
onlenmesinde farkli pek ¢ok yontem ve ajan denenmektedir. Oksidatif hasarin
baslica rol oynadigi bilinen bu siirece miidahalede kullanilan ajanlar arasinda
antioksidan etkinlige sahip oldugu ifade edilen statin bilesikleri de yer almaktadir
(98).

Biz de bu ¢alismamizda, siganlarda in vivo IR hasar1 modelinde koruyucu
etki elde etmek amaciyla rosuvastatinin kullamldigi Farmakolojik Onkosullama
protokolii uyguladik ve rosuvastatin onkosullamasinin etkinligini daha 6nceden
iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu degeri gosterilmis olan iskemik
Onkosullama yontemi ile mukayese ettik (44).

Iskemi sonrasi1 reperfiizyonda gelisen kardiyak hasarda etkin rolii olan
adenozin, asetilkolin, katekolaminler, kalsiyum, anjiyotensin-2, bradikinin, nitrik
oksit, endotelin, serbest oksijen radikalleri ve opioidler gibi ¢ok sayida
tetikleyiciler ve anilan endojen maddelerin siirecte oynadiklari roller ve bu hasari
siirlamaya yonelik koruyucu etkili yontemler ve/veya kombinasyonlar i¢inde ok
sayida farklt ajan son 20 yil icerisinde yapilan caligmalarda ayrintili sekilde
incelenmistir (55-58, 109, 110). Koruyucu etkili yontemlere 6rnek olarak iskemik
ve farmakolojik Onkosullama verilebilir (44, 109). Yapilan c¢alismalarda,
farmakolojik 6nkosullamada, antiinflamatuar, antioksidan ve endotel koruyucu
etkinlige sahip ilaglar, NO, SOR baglayicilar ve son olarak da statin bilesikleri
denenmistir (99, 103, 104, 109-112).

Statinlerin lipit diisiiriicii etkilerinin yani sira bircok pleitropik etkileri
bulunmustur.  Statinlerin  antiinflamatuar etkisinin oldugu, nitrik oksit
biyoyararlanimini artirtp, LDL oksidasyonunu azaltarak endotel disfonksiyonunu
iyilestirici etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, antioksidan etkinlikleri, plak
olusumunu engelleyici etkileri, koagiilasyon profilinini iyilestirici etkileri,

trombosit agregasyonunu Onleyici, sempatik kan akimimin normallesmesine
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yardimci, antiproliferatif ve immunosupresif etkileri, statin bilesiklerinin ¢ok
cesitli hastalik ve durumlarda yararli olabilecegini gostermektedir (108).

Statin bilesikleri arasinda rosuvastatinin nonlipid 6zellikleri disindaki
bilhassa antioksidan savunma sistemlerini giliclendirici (111) ve genel olarak
statinlerin endotel fonksiyonunu koruyucu (112) etkileriyle reperfiizyon hasarima
kars1 etkili bir segenek olabilecegi ifade edilmektedir. Nitekim, Tinkel J ve
arkadaslarinin 2012 yilinda yaptig1 bir ¢alismada yine statinlerin SOR {iretimini
azaltarak antioksidan etkinlik gosterdigini ortaya konulmustur (98).

Bu calismada iskemi oncesinde FOK protokoliinde kullanilan
Rosuvastatin, son yillarda antioksidan etkinliginden dolay1r bir¢ok deneysel
calismada oksidatif stresi ve iliskin hiicre hasarin1 azaltmada kullanilmis ve etkili
oldugu gosterilmis bir ajandir (98,99)

Iskemi Reperfiizyon hasari, tromboliz, anjiyoplasti ve koroner bypass
ameliyatlar1 gibi kan akimini yeniden saglamak ve kalp hasarini asgari diizeye
indirgemek i¢in kullanilan teknikler sonucu olusabilen klinik bir tablodur. iskemik
bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda, 6zellikle dokuya gelip
yerlesen polimorf niiveli 16kositler tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri
dokudaki yikimi artirict etki yapar (4,5). SOR disinda endotelial faktorler ve
notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gerceklesen IR hasarmn asil
tetikleyicisinin endotel hucrelerindeki zedelenme oldugu dusunulmektedir
(12,13).

Yapilan c¢alismalarda biyokimyasal veriler, kan MDA ve CK-MB
diizeylerinin IR ile belirgin dlciide arttigini gdstermistir (99,107). Biyokimyasal
parametrelerin degerlendirildigi calismalarda rosuvastatinin direkt etkisi ile CK-
MB (107), MDA (99) diizeylerini diisiirdiigi belirtilmektedir. Antioksidan
ozelliginden dolay1 rosuvastatinin degisik doku ve organlarda olusan IR hasar1 ve
birgok oksidatif stres kaynakli hasar1 dnlemede antioksidan enzim diizeylerini
arttirmak suretiyle etkili olabilecegi bildirilmistir (103-105, 110).

Iskemi reperfiizyon arastirmalarinda yapilan histopatolojik incelemelerde
risk bolgesinde olusan nekroz alaninin, iskemik Onkosullama ile iskemi

reperfiizyon grubunda olusan hasara oranla belirgin 6l¢iide azaldigi, farmakolojik
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onkosullama ile de IR hasarina kars1 koruyucu etki saglanabilecegi gosterilmistir
(100-104).

Bu yontemi kullanarak gerceklestirdigimiz ¢alismada, literatiir ile uyumlu
olarak IR hasari olusturulan grupta nekroz alaninda belirgin artisin yan1 sira CK-
MB diizeylerinde anlamli bir yiikselme izlendi. Kalbin hemodinamik agidan risk
altina girdigini gosteren bu veriler literatiir verileri ile de uyumludur (109-111).

Rosuvastatin ile FOK yapilan grupta reperfiizyon sonrasinda CK-MB
diizeylerindeki yiikselme en diisiik seviyede gergeklesti. Ayrica, rosuvastatin
onkosullamasi ile nekroz alaninin iskemik Onkosullamaya gore daha belirgin
sekilde smirlandig1 goriildii. kan basinci ve kalp atim sayist ile de
degerlendirilebilecek kardiyak hemodinamide rosuvastatin 6nkosullamasi altinda
belirgin degisiklikler izlenmedi. Bu sonuglar rosuvastatinin reperfiizyon sonrasi
kardiyak hasar1 6nlemede basarili oldugunu gostermektedir.

Elde edilen bu bulgular, histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklerin
incelendigi ¢aligmalar ile uyumluluk gdstermektedir (100-102,109). Ayrica, bir
diger calismada, rosuvastatinin DNA koruyucu ve yaslanmay1 geciktirici (anti
aging) etkisinin oldugu ve ve bu etkinin olusumunda antioksidan etkinliginin de
roliiniin olabilecegi ifade edilmektedir (106).

Calismamizda kullandigimiz in vivo IR hasar1 modeli klinik agidan
koroner arter oklliizyonunu simiile etmeye uygun bir yaklasimdir. Ayrica
rosuvastatin ile gergeklestirilen FOK, klinikte miyokard infarktiisiinii miiteakip

trombolitik tedaviye ek olarak akut donemde denenebilecek olas1 bir yontemdir.



SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu calismada, koroner arter okliizyonu ile klinik
acidan miyokart enfarktiisii (MI) simiilasyonu olusturulmus ve kardiyak
hemodinamigi korumaya yonelik iskemik onkosullama (IOK) ve
farmakolojik &nkosullama (FOK) yaklasimlarindan istifade edilmistir.
Yapilan FOK’nin koruyucu etkinlik bakimindan IOK’dan daha etkili bir
yaklasim oldugu goriilmistiir. Kardiyak CK-MB diizeyleri, antioksidan
etkili rosuvastatin ile diisiik seyretmis, nekroz alaninda da belirgin bir
sekilde sinirlayict etki gostermistir. Literatiir verileriyle de uyumlu olan bu
sonuglar, klinikte MI olgularina yaklagimda rosuvastatin’in trombolitik
tedaviye yardimci bir ek tedavi kapsaminda reperfiizyon hasarini sinirlama

acisindan degerli olabilecegini gostermektedir.
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