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OZET

Dlinyada mortalite ve morbidite nedenlerinin icerisinde ilk sirada yer
alan iskemik kalp hastaligi, siklikla koroner arterlerin ateromatoz plakla
daralmasi veya tikanmasi sonucu meydana gelir ve bu nedenle koroner arter
hastaligi olarak isimlendirilir. Kardiyovaskiler hastaliklar gelismis ve
gelismekte olan Ulkelerde gérilen élimlerin baslica sebeplerinden birisidir.
Kardiyovaskller hastaliklar icinde en sik goérileni miyokard infarktisi
(MI)'dar. MI, yetersiz doku perflizyonundan kaynaklanan uzamis iskemi
sonucu meydana gelen geri doénldsimsliz miyokard hicre hasarn ve
nekrozudur.

Calismamizda Spraque-Dawley cinsi erkek sicanlar kullanildi. Siganlar
Kontrol, MI, MI+Borik asit, MI+Omega-3 ve MI+Borik asit+Omega-3 grubu
olmak Uzere 10’ar adet sicandan olusan 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 2 ml
serum fizyolojik; Borik asit gruplarina 100 mg/kg/glin Borik asit ve Omega-3
gruplarina ise 800 mg/kg/gin Omega-3 28 gun sire ile gavaj yoluyla verildi.
MI modeli igin Borik asit ve/veya Omega-3 kullanimi uygulamasinin son iki
giiniinde (26. ve 27. Ginde) Isoproterenol-HCl (ISO) 24 saat araliklarla iki
kez 200 mg/kg dozda subkutan olarak uygulandi. Ikinci ISO dozundan 12
saat sonra sicanlara anestezi uygulandi. Anestezi ile uyutulan sicanlarda,
spontan solunum altinda, Bilgisayarli Biopar Marka MP100 Model Veri
dedgerlendirme ve Kayit sistemi kullanilarak EKG o6lgimleri yapildi ve D-II
kayitlari kullanildr.

MI grubunun kontrol grubuna kiyasla serumlarinda CK-MB (p<0,001),
BNP (p<0,001), TNF-a (p<0,01) dlzeylerinin ylkseldigi gorilmistir. Kalp
dokusunda biyokimyasal metotlarla dlgilen kalpain aktivasyonu (p<0,01),
MDA'nin (p<0,001) arttigi;, PON1'nin (p<0,05) distiga gordlmistir. EKG
incelemesi sonucunda ise ST dalgasiI (p<0,001) ve kalp atisinin (p<0,001)
ylkseldigi goridlmistir. Bu testlerin, MI+Borik asit, MI+Omega-3 ve
MI+Borik asit+Omega-3 grubu sonuclari MI grubu ile mukayase edildiginde
iyilesme saptanmistir. Ayrica 1sik mikroskopu ve TEM géruntdleri ile yapilan
histolojik inceleme sonucunda MI+Borik asit, MI+Omega-3 ve MI+Borik
asit+Omega-3 grubunun, MI grubuna kiyasla cok daha belirgin iyilesme
gosterdigi gozlenmistir.

Omega-3, Borik asit ve bunlarin kombine uygulamasinda MI'nin hlcresel
hasarini belirgin bicimde azalttigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Sézciikler: Miyokard Infarktiisi, Borik asit, Omega-3,
Elektrokardiyogram



SUMMARY

Ischemic heart disease being the most common cause of the mortality
and morbidity in worldwide commonly results from the occlusion or
narrowing of the coronary arteries by atheromatous plaque and thus is
named as coronary artery disease. Cardiovascular disease is the leading
cause of death in developed and developing countries. Myocardial infarction
(MI) is the most common form of the cardiovascular disease. MI is the
irreversible myocardial cell damage and necrosis resulting from prolonged
ischemia caused by inadequate tissue perfusion.

Male Sprague Dawley rats were used in the present study. Rats were
divided into 5 groups with 10 rats in each: control, MI, MI+Boric acid,
MI+Omega-3 and MI+Boric acid+Omega-3 groups. Control rats were treated
with 2 ml/day saline, boric acid-treated rats received 100 mg/kg/day Boric
acid and Omega-3-treated rats received 800 mg/kg/day for 28 days by oral
gavage. For the experimental MI model, 200 mg/kg izoproterenol-HCI (ISO)
was administered subcutaneously two times with a 24-h interval in the last
two days of the Boric acid and/or Omega-3 treatments. Twelve hours after
the second dose of ISO, general anesthesia was induced. Under general
anesthesia and spontaneous respiration, ECG recordings were obtained by
using a computerized data recording and analysis system (MP100, Biopar)
and D-II recordings were used in the analysis.

Compared to the control group, serum CK-MB, BNP and TNF-«a levels
were higher in MI group (p<0.001, p<0.001 and p<0.01 respectively). In the
heart tissue homogenate, biochemically measured Calpain activation and
MDA were increased (p<0.01 and p<0.001, respectively) and PON1 levels
were decreased (p<0.05). According to the ECG recordings, ST wave and
heart rate were found to be decreased (p<0.001 and p<0.001, respectively).
On the other hand, all above mentioned parameters were found to be
improved in rats treated with boric acid and/or Omega-3 after induction of
MI. Moreover, histological analysis including light microscopy and TEM
revealed a significant histological improvement in rats treated with boric acid
and/or Omega-3 after induction of MI.

Results of the present study suggest that omega-3 and/or boric acid
treatment significantly decreases the cellular damage in MI.

Key words: Myocardial infarction, boric acid, omega-3,
electrocardiography
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SIMGE VE KISALTMALAR DizINI

AA: Alfa-linolenik asit

AAP: Anstabil angina pektoris
Ach: Asetilkolin

ALA: Alfa-linolenik asit

AMI: Akut miyokard infarktisi
Apo Al: Apolipoprotein Al

ARE: Arilesteraz

A-SMaz: Asidik sfingomyelinaz
AV: Atrioventrikdl

BH4: Tetrahidrobiopterin

BNP: Beyin natritretik peptid
BSA: Bovine serum albumin

Ca’*: Kalsiyum

CAMP: Siklik adenozin monofosfat
CAPN: Kalpain aktivitesi

CAT: Katalaz

CBD: Sitokin baglama boélgesi
CGMP: Siklik guanil monofosfat
Cl": Klor

CLC: Kardiotrofin-benzeri sitokin
CK-MB: Kreatin Kinaz- MB

CNTF: Siliar notrofik faktér

CT-1: Kardiotrofin-1

DHA: Dokosaheksaenoik asit
EDRF: Endotelyum kaynakl gevsetici faktor
EKG: Elektrokardiyogram

EPA: Eikosapentaenoik asit

EYA: Esansiyel yag asitl
ESOGUSTEM: Eskisehir osmangazi Universitesi Elektron Mikroskop Gorintu
Analiz Birimi

FN: Fibronektin

GP: Glikoprotein

HDL: Yiksek yogunluklu lipoprotein
IL: Interldkinler

IL-6: Interldkin - 6

ISO: Isoproterenol-HCI

K*: Potasyum

LDL: Dlsik yogunluklu lipoprotein
LH: Cok doymamis yag asidi

LIF: Lédsemi inhibitér faktor

LP: Lipoprotein

MDA: Malondialdehid
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MEOS: Mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi
MM-LDL: Minimal modifiye LDL

Na®: Sodyum

NADPH: Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NED: N-Naftiletilendiamin

NO: Nitrik oksit
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1 GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskller hastaliklar dinyadaki 6lim nedenlerinin basinda
gelmektedir. Kardiyovaskller hastaliklar icinde en sik gérilen miyokard
infarktist (MI)'dur. Sinsi ve ani bir sekilde ortaya ¢ikan MI, genelde orta ve
ileri yas hastaligi olup, kisinin ani 6limine yol acabilir. MI'In bircok nedeni
vardir ve bircok hastalikta sekonder olarak gelisebilir. Bu nedenle, MI'In
gelisim fazinin durdurulmasi veya risk gruplarindaki Kkisilerin korunmasi,
bilimsel arastirmalarin ilk hedefleri haline gelmistir. MI gelistiginde kaginilmaz
bir miyokard disfonksiyonu olusmaktadir. MI kalbi besleyen koroner arterlerin
total tikanmasi sonucu ortaya ¢ikar. Tikanan arterin distalinde bulunan ve bu
arterle beslenen miyokard dokusu iskeminin siddetine gbére cesitli derecede
hasar olusturur. MI sonrasi olusan iskemik hasarin temel patofizyolojisinde
hiicre membraninin bitinliginin bozulmasi gelmektedir. Iskemik alanlarda
hasarin olusmasinda mitokondrilerden salinan serbest oksijen radikalleri cok
onemli rol oynar. Serbest oksijen radikallerinin yogunlugu, nekrotik alanlarin
buyukligad ve olayin dondsimli veya doéntsimsiz olmasiyla dogru
orantihdir. MI sonrasi gelisen hasar mekanizmasi sadece bu fenomenle sinirli
kalmamaktadir. Sonucta serbest oksijen radikallerinin kontrolsltiz bir sekilde
lipit membranina saldirmasi ve bu arada dnceden hasarlanmis hicrelerdeki
antioksidan sistemlerin calisamaz veya az calisir hale gelmesi hasarin daha
siddetli olmasina neden olur. MI'In hicresel hasari, miyokardin kalici
disfonksiyonlarina ve gesitli derecelerde kalp yetmezligine neden olmaktadir.
Bu nedenle MI'In tedavisi ¢ok yonli olup temel olarak riskli gruplara MI
gelisiminden o6nce uygulanan koruyucu tedavidir. Kisaca belirtmemiz
gerekirse MI'a yol olabilecek primer nedenin kontrol altina alinmasinda ve
primer bir neden olmaksizin risk grubunda bulunan kisilerde kullanilan ilaglar
bu kategoride siniflandinilir. Ornedin hipertansiyon veya yiiksek kolesterol
dizeyi MI icin édnemli bir risk faktort olup bunlarin kontrol altina alinmasi MI
riskini de azaltmaktadir.

Omega-3 yag asitleri ve Borik asit ile birlikte kullaniminin antioksidan,
anti-inflamatuar ve anti-fibrotik etkileri yapilan calismalar ile kanitlanmis
olmasina ragmen MI ile ilgili literatlirde calismaya rastlanmadi.

Bor insanda diyetle birlikte alinan eser bir elementtir. Diyetle alimin
normal sonucu olarak insan dokulari ve sivilarinda bulunmaktadir. Insan
organizmasi Uzerinde bor ve bilesiklerinin etkileri buglin hala tartisiimaktadir.
Ancak borun etkilerinin bilinmesi Turkiye agisindan ayri bir 6nemi
tasimaktadir. Clnkl didnya bor rezervinin Ucte ikisine yakin bir kismi
Turkiye’de bulunmaktadir. Bu nedenle Tlrkiye gerek ydre halkinin su ve
topraktan Borlu bilesiklere maruziyeti gerekse Bor ve Borik endulstrisinde
genis Kkitlelerin calistyor olmasi, bu konunun bilimsel olarak incelenmesini



zorunlu kilmaktadir. Borun metabolizma Uzerindeki olumlu etkilerini
Ozetleyecek olursak ddemi azaltma ve anti-proliferatif etkisi nedeniyle bazi
kanserlerde koruyucu etkisi sayilabilir.

Omega-3 yad asitleri, anti-inflamatuar, analjezik, anti-trombotik,
vazodilatatdér, anti-mitojenik etki gostermelerinden dolay! kardiyovaskduler
hastaliklar, kanser, Ulseratif kolit, romatoid artrit, lupus eritramatos, multipl
skleroz, migren, Kkistik fibroz, psoriasis, gérme bozukluklari, artrit
ateroskleroz, dyabet, alzheimer, alerji, akne ve depresyonun O6nlenmesinde
etkili oldugu bildirilmistir.

Bu nedenlerle, Omega-3 yag asitleri ve Borik asidin tek tek ve birlikte
kullaniminin MI'ne bagl hiicresel hasarin 6nlenmesin de etkili olup olmadigini
biyokimyasal ve histopatolojik diizeyde inceledik.

Calismamizin amaci: Siganlarda olusturulan MI (ISO) modelinde gelisen
oksidatif stresin ve oksidatif strese bagl hasarin siddetini belirlemek Omega-
3 ve Borik asit kullaniminin koruyucu etkilerini arastirmaktir.



2 GENEL BILGILER
2.1 Kalp

2.1.1 Kalp anatomisi

Aort

Vena kava
superior

Sekil 2.1. Kalp anatomisi

Kalbin “apex cordis” denilen bir tepesi, “basis cordis” denilen bir tabani
vardir. Kalbin tepesi 6ne ve sola dogru, tabani ise arkaya, sada ve biraz da
yukari dodgru uzanir. Dort bosluk icerir ki Ustekilere atrium ve iki tane
alttakilere de ventriktl adi verilir (Sekil 2.1) (Aliev & Panfilov, 1996).

Vicuttaki kan dolasimi ikiye ayrilarak ele alinir; 1. kan, kalbin sol
ventrikldlinden aorta ile vicudun bltln organlarina gider ve alt toplardamar
(vena kava inferior) ve Ust toplardamar (vena kava superior) ile kalbin sag
atriumuna doner (blylk dolasim veya sistemik dolasim) 2. kan akciger
atardamari (pulmoner arter) ile sag ventrikilden ayrlir. Akcigerlerden
toplardamarlar (pulmoner ven) ile dénen kan, sol atriyum ve sol ventrikdli
dolasarak aort damarlan ile tim vicuda pompalanir (Sekil 2.2) (Sancak,
2008). Kanin kalpten akcigerlere gitmesi sag ventrikiilden g¢ikan truncus
polmonalis ile olur. akcigerler oksijenden zenginlesen kan venae pulmonales
ile kalbin sol atriumuna geri déner (kiglk dolasim veya Pulmonal dolasim)
(Sancak, 2008).
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A
Venler \<~-> Pulthbiie
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inferior
Sekil 2.2. Kalpte kan dolasimi
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2.1.2 Kalp histolojisi
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Sekil 2.3. Kalbin kas duvari

Kalp distan ice perikardyum, miyokardiyum ve endokardiyum olmak
Uzere Ug¢ tabakadan olusur. Perikart kalbin dis ylzunU o6rten ve onu torba
gibi icine alan bir zardir. Perikart, fibréz perikart (pericardium serosum) ve
ser6dz perikart (pericardium fibrosum) olmak Uzere iki tabakadan olusur. Kalp
duvarinin ikinci tabakasi olan miyokart, kalbin kas tabakasidir. Miyokard
tabakasini besleyen arterler arteria cornaria olarak adlandirilir. Cizgili kas
yapisinda olan bu tabaka istem disi calisir ve sempatik sinir lifleri tarafindan
uyarihr. Kalp kasini olusturan liflerin seyri spiral ve sirkiler sekilde olup, cok
karmasik bir yapiya sahiptir. En icte bulunan endokart ise kalbin bosluklarini
icten orten ince epitel dokusudur (Sekil 2.3) (Sancak, 2008).

2.1.3 Kalp fizyolojisi

Kalp kasi, her biri 6zel islevler yapan farkli tlr hicrelerden olusur.
Miyosit adi verilen kalp kasi hticreleri genellikle 80-100 ym uzunlugu ve 10-
20 um capindadir. Her bir fiber veya kalp kasi hucresi bircok fibrilden
meydana gelir. Fibriller ise temel kasilabilir birimler olan, Sarkomer
zincirlerinin bir araya gelmesi ile olusmaktadir. Sarkomer yapisinda kalin
miyozin filamentleri ile ince aktin filamentlerini barindirmaktadir (Sekil 2.4).
Aktin ve Miyozin filamentler arasinda olusan biyokimyasal ve biyofiziksel
etkilesimler bir araya gelerek, kalp kasi hicrelerinde kasilmaylr meydana
getirirler. Sarkomerler birbirleri ile baglanmis bir yapiya sahip olduklarindan
elektriksel iletisim saglanir ve uyarilar hizla yayilir (Klocke & Ellis, 1990).
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Sekil 2.4. Kaslarin fizyolojisi

Miyokard devamli olarak galisan bir kastir. Yasam olgusu oldugu siirece
dokulara gerekli kani pompalama gdérevini Ustlenmistir. Durmadan calismaya
programlanmis olan miyokard, kendine 6zgl bir damarlanmaya sahiptir.
Koroner arter dedigimiz miyokardi besleme gorevi olan arter yumadi
miyokard dokusunu cevrelemistir (Guyton & Hall, 2001) (Marks, Smith,
Chansky, & Lieberman, 2007).

Kalp, dinlenme durumunda enerji gereksiniminin %60 - 80'ini
karbonhidratlar yerine yagd asitlerinden, %20 - 40 arasinda ise laktat ve
glukozdan karsilamaktadir. Glukoz kardiyositlere hem GLUT 1 hem de GLUT
4 ile cogunlukla ise %90 oraninda GLUT 4 ile tasinir (Marks, Smith, Chansky,
& Lieberman, 2007). Anaerobik yada iskemik kosullarda diger dokularda
oldugu gibi kalp metabolizmasinda da aerobik glikoliz enerji gereksinimini
karsilamak Uzere devreye girer (Guyton & Hall, 2001). Bu yol kalbin enerji
gereksiniminin yalnizca kiguk bir béliumunlt karsilayabilir. Glikoliz ylUksek
miktarda kan glukozunu kullanir ve ayni zamanda kalp dokusunda cok
miktarda laktik asit olusumuna yol acar (Marks, Smith, Chansky, &
Lieberman, 2007). Laktik asit muhtemelen MI sirasinda ortaya ¢ikan agridan
da sorumludur. Diger dokularda oldugu gibi kalpte de metabolik enerjinin
%95’i mitokondrilerde ATP olusumu igin kullanilan besinlerden saglanir. ATP
hicresel islevler icin gereken enerjiyi tasiyici olarak islev yapar. Kalbe dort
tane oksijen tasimakla yuikimli molekil hemoglobindir. MI'da hemoglobin ile
oksijen tasinamamasi durumunda miyoglobin kalbin ihtiyaci olan oksijeni kisa
sure icin temin eder. Kisa sureli iskemilerde bu miyoglobindeki depo oksijen
kullanilarak kardiyak hlcrenin donusimsiz 6limUu 6nlenmis olur (Guyton &
Hall, 2001) (Bakan, 2001).



Kalp kasi hucrelerindeki aksiyon potansiyelleri, iskelet kasi
hicrelerinden farkh oldugu gibi, kendi igerisinde de farkhlik g0sterir.
Kuskusuz bu farklar, iyon kanallan farkliiklarindan kaynaklanmaktadir ve
kalp hlcre zarlarinda iyon kanallari ok daha karmasik davranis gosterirler.
Miyositler, kalp hiicre zarinin iginde ve disinda potasyum (K*), sodyum (Na™*),
klor (CI) ve kalsiyum (Ca®*) iyonlari basta olmak Uzere, farkli iyon
konsantrasyonlarina sahiptir. Ayrica hucre icerisinde zari gecemeyen negatif
yuklG proteinler de bulunur. Bir kalp hicresinde K* konsantrasyonu hicre
icerisinde ylUksek (104 -180 mM), hlcre disinda dustktir (5.4 mM). Bu
nedenle K* iyonlarinin hicre disina diflize olabilmesi icin kimyasal gradyenti
mevcuttur. Bu durumun tam tersi Na* ve CI iyonlarn icin gegerlidir. Na*
ivonlari hucre icerisinde 5-34 mM, hicre disinda 140 mM, CI° iyonlarn ise
hicre igerisinde 8-79 mM, hicre disinda 100 mM konsantrasyona sahiptir.
Boylelikle Na* ve CI" iyonlarinin hiicre igine diflizyonu igin bir kimyasal
gradiyent meydana gelmektedir (Cunedioglu, 2007) (Pehlivan, 2004).

Gradiyent farki olusan iyon akimlar kararli bir dinlenme potansiyeline
sahip olamayan zar potansiyelini kisa sirede kritik degere ulastirmakta ve
kendiliginden yaygin bir uyari olusturmaktadir. Kardiyak aksiyon potansiyeli
tek bir kalp hucresinin elektriksel aktivitesinin sekil Gzerinde yansimasidir
(Fogoros, 1999).
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Sekil 2.5. Kardiyak aksiyon potansiyeli

Kardiyak aksiyon potansiyeli 5 evreye ayrilir (Sekil 2.5). Kalp hicreleri
aksiyon potansiyelinin hizli depolarizasyon evresi hiicre icine Na* iyonlarinin
akisi ile gergeklesmekte, evre 0 olarak adlandinimaktadir. Aksiyon
potansiyelinin erken repolarizasyon evresi veya evre 1 olarak adlandirilan bir
sonraki asamada, sodyum gecirgenligindeki azalma ile birlikte, hicre disina
dogru K* akimlarinin ve yine disari dogru olan CI" akimlarinin (CI” iyonlarinin
iceri girisi disari yonelik bir akim demektir) katkida bulundugu bilinmektedir.
Evre 2 veya duzlik (plato) evresinin temel sorumlusu; plazma zarindaki



yavas aktive, inaktive olan Ca?* kanallari ve bu kanallardan igeri dogru
gelisen Ca®* akimlaridir. Zar potansiyelinin 100 ms kadar sifir dolaylarinda
kararll kalmasi, iceri Ca?* akimlari ile birlikte, disari K* akimlarinin var
olmasidir. 3. evre olan repolarizasyon evresinde depolarizasyon, sayilari agir
artan gecikmis dogrultucu tipteki K* kanallari ile saglanir. Ayrica bu evreye
iceri (anormal) dogrultucu K* kanallarinin, Na-K pompasinin (iki Na* igeri, Gg
K* disarl) ve Ca-Na dedis tokus mekanizmasinin (bir Ca?* igeri, ¢ Na*
disari) da etkili oldugu sanilmaktadir. Dinlenme evresi olarak da adlandirilan
4. ve son evrede ise, 6zellikle depolarizasyonla kapanip hiperpolarizasonla
acilan igeri (anormal) dogrultucu K* kanallarinin rol aldigi saptanmistir (Sekil
2.5) (Pehlivan, 2004).

2.1.4 Kardiyak elektrofizyoloji
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Sekil 2.6. Kalbin EKG ¢ekimi seri dalgalar

Kalbin elektrik sisteminin incelenmesini 1880’lerin ortalarin’da Ludwig ve
Waller, kardiyak elektrofizyoloji olarak adlandirdilar. Kalp atimi ritmi
titresimin her siklusunda seri dalgalar alfabetik olarak P, QRS ve T olarak
adlandirildi. Onemli bir tani araci olan elektrokardiyografi, 1901’lerde
gelistirilmistir. Kalbin elektiriksel fonksiyonu ile ilgili degerli bilgiler veren
elektrokardiyografi (EKG) diz veya rulo bir kagit Uzerine elektiriksel
aktivitenin kalici bir kaydini saglar (Sekil 2.6) (Dubin & Okan, 2009).
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Sekil 2.7. Kalbin elektriksel akimi

Elektrofizyolojinin temel sahasi, kardiyak aritmilerin mekanizmalarinin
ortaya konulmasi ve tedavisidir. Kalp kendiliginden ve sirekli tekrarlayan bir
sekilde, elektriksel uyarilar olusturmaktadir. Bu elektriksel uyarilar, tim kalp
fonksiyonlari icin hayatidir. Kalpte olusan elektriksel uyarilar, kalp atim
hacminin en uygun dlzeylerde tutulmasi icin her bir kalp vurusu sirasinda
kalp kasinin ardarda kasilmasini organize ederler. Sonucg olarak, bu uyarilarin
bicimi ve zamanlamasi kalp ritmini belirler. Bu ritimdeki bir bozulma ise,
siklikla kalbi vicudun ihtiyaclarini karsilamaya yetecek kani pompalamada
yetersiz hale dusutrur. Elektrofizyolojistler tarafindan bir veya birden fazla
elektrot Ozelligi tasiyan kateterin damara sokulmasi ve iletilerek floroskopi
yardimiyla kalbin icinde bazi stratejik bdélimlere yerlestiriimesiyle kalbin
elektriksel aktivitelerine iliskin élgcimler alinmaktadir. (Fogoros, 1999).

EKG, kalp ritim ve miyokart bozukluklarinda uyarim merkezleri ile uyari
iletiminin aksakliklarinda, koroner damar rahatsizliklarinda ve kalp
hipertirofilerinin tanisinda énemli katkilar saglar (Costant, 2003).

Kalbin elektriksel uyari merkezi sinoatriyal (SA) digimdir. SA digim
sag atriyumun {stinde ve st toplardamarin (superior vena cava-SVQC)
atriyuma girdigi yerdedir. Atriyumlarin kasilmasini saglayan depolarizasyon
dalgasi EKG de P dalgasi olarak adlandirihr. P dalgasi atriyumlarin
depolarizasyon ve kontraksiyonunu gosterir. Olusan uyari, SA digimu terk
ederek her iki atriyum boyunca radiyal olarak yayilir. Depolarizasyon dalgasi
atrioventrikller (AV) diagime ulasir AV digimde yavaslamis depolarizasyon
dalgasi daha sonra hizla AV demetinden, sag ve sol dallar yolu ile purkinje
lifleri yardimiyla ventrikll miyokardina kadar ulasir ve kani atrioventrikiller
kapaklardan gecerek ventriklllere doldurur. Elektiriksel uyar ventrikillerede
depolarizasyon gerceklesir. Bu da EKG de QRS kompleksini olusturur. Q
dalgasi QRS kompleksinin ilk ve negatif dalgasidir. Q'nun ardindan gelen ve
yukari dogru cikan pozitif dalga da R dalgasidir. R dalgasindan 6nce Q dalgasi



olabilir veya olmayabilir. QRS kompleksinin asagi inen negatif dalgasi S
olarak adlandirilir. QRS kompleksinden sonra bir dinlenme ddénemi vardir
(Badir & Turkmen, 2002). Boylece elektriksel uyari, her iki ventrikil boyunca
hizla yayilir. Kalbin elektrtiksel sistemi, her bir kalp vurusu ile miyokardin
ardarda kasilmasinin devamliligini saglamak (zere dizenlenmistir (Fogoros,
1999) (Dubin & Okan, 2009) (Costant, 2003). T dalgasi, ventrikllleri yeniden
uyarilabilir duruma getiren repolarizasyon dalgasidir. T dalgasi negatif veya
pozitif olabilir (Yilmaz, 2000). QRS kompleksinin bitiminden T dalgasinin
baslangicina kadar olan bélime ST boélimi denir ve izoelektrik cizgi
Uzerindedir. Bazi patolojik durumlarda ST acgikhdi ile anormallar kabul edilir
(Sekil 2.6) (Sekil 2.7) (Costant, 2003).

Kalpte olusan ritim bozukluklarina aritmi adi verilir. Genellikle kardiyak
iletim sistemindeki bir sorun veya beklenmeyen bir noktadan (ektopik) kalp
atimi olusumu aritmiye neden olmaktadir. Aritmiler baslica iki kritere goére
siniflandirihr. Bunlardan birincisi ritim bozuklugunun olustugu yere gore;
atriyum, atriyoventrikliler digum (ventrikil Gstd) veya ventrikll kaynakl
olarak adlandirilir. Ikincisi ise kalp atim hizindaki etkisine bakilarak;
bradikardi (atim hizi artiyorsa) veya tasikardi (atim hizi azaliyorsa) olarak
adlandirihr (Brown & Kozlowski, 1998).

2.1.4.1 Sican elektrokardiyogrami

Anatomik acidan sicanin kalbi insan kalbine benzemektedir. Fakat bazi
ybnleri ile rat EKG’si, insan EKG’sinden farklidir. Insan EKG’sinde de her P
dalgasindan sonra QRS kompleksi gelmekte ve bunun ardindan gelen dalga T
dalgasidir. Ratlarda da durum bdyledir fakat QRS kompleksi T dalgasiyla
kaynasmis sekildedir (Sekil 2.8) (Tablo 2.1) (Bahattin, 2013).

Tablo 2.1. Rat elektrokardiyogramindaki normal 6lgim dedgerleri

P dalgasi uzunlugu (sn) 0,019-0,030
PR aralii (sn) 0,050-0,064
QRS uzunludu (sn) 0,0151-0,0172
QT araligi (sn) 0,026-0,052
Diizeltilmis QT (sn) 0,064-0,119
RR araligi (sn) 0,152-0,195
R dalga yiiksekligi (mV) 0,138-0,163
Elektriksel axis 52,2




Human Human ECG

Sekil 2.8. Normal EKG (insan ve sigan’da)

2.2 Omega-3 Yag Asidi

Omega-3 yag asidi coklu doymamis yag asitleri (Poli Unsature Yag
Asitleri — PUFA) ailesinde yeralir. Esansiyel yag asitleri insan vicudunda
Uretilmeyen disaridan alinan énemli bilesenlerdir. Molekilin karbon zincirinin
(Omega yada w) metil grubundan itibaren sayilinca ilk karbon-karbon cift
bagi 3. sirada ise Omega-3 olarak adlandirilir (Sekil 2.9) (Mozaffarian &
Jason, 2011).

Sekil 2.9. Omega-3 yag asitlerinin kimyasal yapisi

Insan beslenmesinde énemi olan Omega-3 ya§ asitleri sunlardir: alfa-
linolenik asit (18:3, ALA), eikozapentaenoik asit (20:5, EPA) ve
dokozaheksaenoik asit (22:6, DHA). Bu (¢ doymamis yadda, sirasiyla 18, 20
veya 22 karbonlu bir zincirde 3, 5, veya 6 cift bag vardir. Cift baglarin hepsi
cis-bicimindedir, yani hidrojen atomlar ¢ift bagin ayni tarafindadir (Sekil
2.10) (Christie, 2010).
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Sekil 2.10. Omega-3 yag asitleri tlrleri

Omega-3 daha cok deniz Urilnleri ve balik yaginda bulunur. Yiksek
oranda dokosaheksaenoik asit (DHA) ve eikosapentaenoik asit (EPA) igerir.
DHA daha cok beyin ve retina hicreleri, sperm hicresi gibi hicrelerin
membran fosfolipidleri icerisinde bulunurken EPA, arasidonik aside benzer bir
yolla siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzim sistemine katilir. Esansiyel yag
asitlerin hiicre membranin akiskanhg: ve fleksibilitesi ile dogrudan iliskili
olmasi yaninda Omega-3, oksidatif stresi azaltir ve anti-inflamatuardir
(Navaei, 2007).

Omega-3 yag asitlerinin bazi etkileri 6zetle asagida siralanmistir (Ertek
& Karatan, 2004):

e Omega-6 vyag asitleri ile etkilesimi sonucu inaktif I6kotrien ve
tromboksan olusumu.

« Interlékin-1, interldkin-2, timoér nekrozis faktdr (TNF) gibi baz
medyatorlerin salinnminda azalma.

* Plazma trigliserid ve c¢ok dustk dansiteli lipoprotein (VLDL)
dizeylerinde azalma.

* Eikosanoidlerdeki degisiklikler, kan viskozitesindeki degisiklikler,
hormonal-hlicresel cevapta degisiklikler, renin salinimi Gzerine etkiler,
vazopressdr hormonlara cevapta azalma sonucu hipotansiyon
olusturma.

* Fibrinojen konsantrasyonunu azaltarak plazma vizkozitesinde azalma.

* Faktoér 7, von Willebrand dlzeylerini azaltir ve fibrinolizisi arttirarak
kanama zamanini uzatir.

* Nitrik oksit dlzeyini artirarak arter kompliyansini arttirir.

* Hucresel adezyon molekilleri (selektinler) Uzerinde azaltic etkisi
mevcuttur.

2.2.10mega-3 Yag Asidinin Besinsel Kaynaklari

Hayvansal kaynak olarak balik (ringa, uskumru, sardalye, alabalik ve
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somon) ve az miktarda yumurtada bulunur. Bitkisel olarak; keten tohumu
yagi, kanola (Kolza) yadi, soya fasulyesi yadi, ceviz, balkabagi cekirdegi,
kenevir tohumu yagdi ve semizotu gibi yesil yaprakli sebzeler, kuru baklagiller
ve kolza tohumu ALA’dan zengindir. insan sitiinde Omega-3 yag asitleri
onemli miktarda bulunur. EPA ve DHA'nin ana kaynadi deniz baliklaridir
(Meyer, Mann & Lewis , 2003).

2.2.20mega-3 yag asidinin MI ile iliskisi

Omega-3 vyag asidin plazma lipidleri UGzerindeki olumlu etkilerinin
mekanizmasi tam olarak belirlenememistir. Karacigerde trigliserid ve VLDL
sentezini azalttigi distnilmektedir. Diyetteki DHA ve EPA’'nin membranda
ALA'nin yerini almasi, meydana gelen urinlerin daha az protrombotik ve
vazokonstriktif olmasi antiaterosklerotik etkilerinde dnem tasir (Nakamura,
Hamazaki, Ohta, & Okuda, 1999). Omega-3 yad asitlerinin endotel
aktivasyonu uzerindeki etkileri; sitokin Uretiminin azaltilmasi, doku faktor
ekspresyonunun azaltilmasi, nitrik oksidin (NO) biyoyararlaniminin
arttinlmasi, monosit kemoatraktan protein-1 gen ekspresyonunun ve
endotelyal adezyon molekdillerinin expresyonunun azaltilmasi yer almaktadir
(Bezard, Blond, Bernard & Clouet , 1994) Collins ve arkadaslari (Collins vd.,
1995) DHA'nin, enflamasyonda vyer alan nlkleer faktér-kB (NF-kB)
aktivasyonunu inhibe ederek endotel aktivasyonunu engelledigini gosterdiler.

Omega-3 yag asitleri membranin akiskanlik 6zelliklerini dizenler. Esansiyel
yag asitlerin (EYA) eksikligine bagli gelisen membran sertligi transport
fonksiyonlarini, reseptér etkilesimini ve sayisini olumsuz ydnde etkiler
(Bonaa, Bjerve & Nordoy, 1992). Ornedin membran akiskanhgindaki artis
instlin reseptoérlerini artirirken, membranin katilasmasi reseptoér sayisinda
azalmaya yol agarak insllin direncine neden olabilir (Risérus, 2008) Diger
yandan Omega-3 yag asitleri kolesterol sentezinin dizenlenme enzimi olan
3-hidroksi 3-metilglutaril koenzim A aktivitesini baskilar (Nakamura,
Hamazaki, Jokaji, Minami, & Kobayashi, 1998) Kolesterol sentezinde olusan
aktif izopren bilesiklerinin bir grubu lipidlerin, ras onkogeninin ve kuguk
molekll agirhkli GTP azlarin modifikasyonunda rol oynar. Boylece EYA,
antiproliferatif etki ile tumoér hicrelerinde apoptozu uyarabilmektedir
(Narayanan, Narayanan, Simi & Reddy, 2003).

Transgenik farelerde anjiotensinojen gen ekspresyonunun artisinin
hipertansiyona neden oldugu ve ALA’dan epoksi-eikozotrienoik asitlerin ve
hidroksi-eikazotetraenoik asit olusumunun azaldigi bildirilmistir (Kaergel vd.,
2002) Bu yag asitleri IL-6 ve TNF'a indUkli NF-kB aktivasyonunu oOnleyerek
vaskller enflamasyonu inhibe ederler. (Danao-Camara & Shintani, 1999)
Omega-3 yag asitlerinin antienflamatuvar etkileri arasinda ayrica IL-1, IL-2
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ve makrofaj géclnu inhibe edeci faktdér gibi proenflamatuvar sitokinlerin
salinimini baskiladigi, “Lipid-activated transcription factor” olarak bilinen
PPAR-y mRNA ve protein aktivitesindeki artis da bulunur. (Li vd., 2005) Diger
taraftan Omega-3 yagd asitleri, antienflamatuvar ve anti-aterosklerotik
Ozellikleri bulunan nitrik oksit'in (NO) olusumunda yer alan enzimlerin
sentezini uyararak endotelyal NO Uretimini arttinirlar (Marcheselli, Hong, &
Lukiw, 2003). Omega-3 yag asitlerinden nitrik oksitle olusan nitrolipidler
(6rnegin nitrolinoleat) ise diz kaslarda gevseme, trombosit aktivasyonu,
noétrofil fonksiyonlarinin ve inflamasyonun baskilanmasi gibi olaylara neden
olur (Das, 2006).

Hilcresel inflamasyonda primer mediyatoérler olan eikosanoidler
(protaglandinler, I6kotrienler, tromboksanlar) arasidonik asitten (AA) Uretilir.
Omega-3 yag asidi olan EPA, AA (retimini sadlayan delta-5 desaturaz
enzimini inhibe ederek anti-inflamatuar etki gdsterir. EPA, AA’lari membran
fosfolipitlerinden serbestlestiren fosfolipaz A, enzimi igin AA ile vyarisir.
Hilcrede EPA orani arttikca serbest arasidonik asit miktari azalir ve hucresel
inflamasyon azalmis olur. DHA'lar ise AA olusumunda goérev alan gama
linoleik asit sentezini azaltarak AA miktarini azaltir. Yine arasidonik asit
miktari azalmasi hlcrede inflamatuar medyatdrlerin olusumunu ve bu yolla
hicresel inflamasyonu azaltir (Chen, Liu, Ouellet, Calon & Bazinet, 2009).

Hilcre zarinda TGFB reseptdér 1 ve reseptdor 2 isimli 2 adet reseptdr
bulunmaktadir. Oksidatif stres aninda aktif hale gecen TGF-Bf1 bu
reseptorlere baglanir. Bu baglanti sonrasi bir hiicre ici protein olan SMAD 2
ve 3 proteinleri fosforillenir ve pSMAD 2 ve 3 olusur. pSMAD 2/3 SMAD 4 ile
birleserek nukleer transkripsiyon faktorlerini tetikler ve fibroblastlar
miyofibroblastlara dénuslr, kollajen Uretimi artar ve fibrozis olusur. TGF-B1
tarafindan indlklenen kollajen sentezi ve fibroblast transformasyonu, hlcre
ici ikinci haberci olan siklik guanil monofosfat (cGMP) ve protein kinaz G
(PKG) ile bloke olur. Hicre membrani yapisinda yer alan kaveolin-1 nitrik
oksit sentazi (NOS), bloke ederek nitrik oksit (NO) UGretimini azaltir. Omega-3
yag asitlerin hiicre membrani yapisina katilmasiyla NOS ekspresyonu artar ve
NO Uretimi artar. Artan NO cGMP ve PKG sinyal yolunu aktive eder, hucre ici
haberciler olan pSMAD proteinlerinin nidkleusa gecisleri bloke olur, kollajen
dretimi azalir, fibroblastlarin miyofibroblastlara doénlsimi azalir bdylece
fibrozis azaltilmis olur (Sekil 2.11) (Wang & O'Horo, 2011).
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Sekil 2.11. Omega-3 Mekanizmasi

Diyetle Omega-3 yag asitlerinin alinmasinin kalbi korumada etkili
oldugu, ginde 0.5-2.0 g w-3 yag asidi alinmasinin kardiyovaskiler hastalik
(KVH) o6lamlerini azalttigi, daha yliksek dozun ek yarar saglamadigi ileri
surtlmektedir (Sacks vb., 1995) Sekonder korumada statin tedavisine
eklenen 1800 mg/gin EPA'nin, serum kolesterol diizeyindeki dedisikliklerden
badimsiz olarak stabil olmayan anjina ve revaskilarizasyonda azalmaya yol
actigi bildiriimektedir (Yokoyama vd., 2007). Hiperlipidemik kisilerde doza
bagimli olarak, Omega-3 yag asitleri serum trigliserid ve ¢ok disik dansiteli
lipoprotein duzeylerinde (VLDL) azalmaya vyol acmis, dustk dansiteli
lipoprotein dlzeylerinde degisiklik yapmamistir (Richter, Jacob, Ritter &
Schwandt, 1992). Dehmer ve arkadaslari koroner arter bypass grefti yapilan
hastalarda balik yagi takviyesinin greft tikanikligini 6énledigini gostermislerdir
(Dehmer, Popma & vanden, 1988). Akdeniz Diyeti Kalp Calismasinda, (De
Lorgeril vd., 1999) diyete eklenen yilksek ALA'nin, GISSI Prevenzione
Calismasinda (Marchioli, Schweiger , Tavazzi & Valagussa, 2001) ise,
miyokard enfarktisli geciren hastalara 850 mg/gin Omega-3 yag asidi
eklenmesinin kardiyovaskiler mortaliteyi azalttigi bulunmustur. Bucher ve
arkadaslari (Bucher, Hengstler, Schindler & Meier, 2002) 1966-99 yillari
arasinda yapilan calismalari gézden gecirmisler ve koroner kalp hastalarinin
ginde 40-60 g balik yemelerinin mortaliteyi ve miyokard enfarktlsunu
onledigi sonucuna varmislardir. Nilsen ve arkadaslari (Nilsen, Albreksten &
Landmark, 2001) Norvegli hastalarin Omega 3 yag asidi takviyesi almalarinin
kardiyak olaylar icin sekonder korumada etkisiz oldugunu ileri sirmdislerdir.
Schacky (Von Schacky, 2007) EPA ve DHA'larin supraventrikller ve
ventrikller dizeyde antiaritmik ve antiaterosklerotik olduklarini genis 6lgekli
bir klinik calismada gdézlemlemistir.

Omega-3 vyag asitlerinin zincir uzunlugunun ve cift bag sayisinin

etkilerinin arastinildigi calismalarda; cift bad sayisinin artisinin bu yag
asitlerinin kalp hastaliklarini o6nleyici 6zelliklerini arttirdii ancak zincir
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uzunlugu artisinin ek etki yapmadigi gozlenmistir (De Caterina & Zampolli,
2007).

Omega-3 endeksi, eritrosit yag asitlerinin EPA/DHA orani olarak ifade
edilir. Epidemiyolojik verilere gbre, ani kardiyak dlimler, Omega-3 endeksi
% 4’'den az olanlarda, indeksi %7-8 olanlardan 10 kat daha ylksektir. Bu
endeksin, EPA ve DHA tedavisinin izlenmesinde kullaniimasi onerilmektedir
(Harris & von Schack, 2004) (Von Schackya & Haris, 2007). Ancak metil-civa
iceren balik kaynakli Omega-3 yag asitlerinin kardiyovaskiler hastaliklar icin
bir risk faktéri oldugu bildirilmektedir.

2.3 Borik Asit

Bor elementi 1808 yilinda Ingiliz kimyaci Sir Humpry Davy ve Fransiz
kimyacisi Gay-Lussac tarafindan bulunmustur (Woods, 1994). Ilk kez cesitli
bor bilesikleri Iran ve Cin tarafindan Avrupa’ya tanitilmistir. (Moseman,
1994) (Woods, 1994). Dinyada bor madeninin kullanim alanlarinin
artmasiyla gunimuzde 6zellikle Turkiye, Rusya, Amerika, Arjantin ve Cin bor
Uretiminde etkin rol oynamaktadir.

2.3.1 Bor ozellikleri

Periyodik cizelgede (B) harfi ile simgelenen bor, bir iz elementtir. Bor,
atom numarasi 5, atom agirhigi 10.81 ve erime noktasi 2190 + 20 °C olup ve
Bor kristal yapida iken siyah renkli ve kati haldedir (Naghii & Samman,
1993). Ekonomik acidan dedgerli olan bor mineralleri sunlardir; tinkal
(Boraks), kolemanit, Gleksit, Borik asit, pandermit, szyabolit, hidroborasit ve
karnittir.

Bor viicudumuza diyetle alinan eser bir elementtir. Insan icin fizyolojik
acidan 6neme sahip olan bor hicre membran fonksiyonu, mineral ve
hormonal metabolizma ve enzim reaksiyonlarinda rol oynayan énemli bir iz
elementtir (Sayli, Tlccar & Kavas, 1996).

Pek cok canlida oldugu gibi insan icin de bor minerallerine maruziyet
beslenme yoluyla olmaktadir. Ginlik tlkettigimiz sebze ve meyve sayesinde
viicudumuza 1-2 mg arasinda bor minerali alinmaktadir. insanin beslenme
aliskanligina bagh olarak bor alimi degiskenlik gostermektedir (Naghii &
Samman, 1997).

Sebze ve meyveler bor bakimindan oldukca zengin iken et ve sit
drdnleri bor bakimindan oldukga fakirdir (Meacham & Hunt, 1998).
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Insan diyetinin bir sonucu olarak bor insan dokularinda ve viicut
sivilarinda bulunmaktadir. Bor vicut sivilarinda dagilmaya meyilli olup
yaklasik %95’i bobrekler tarafindan siiziilmektedir. Ozellikle bor mineralleri
kemiklerde birikim yapip, kas, kalp, akciger ve barsak dokularinda da az
miktarlarda bulunmaktadir (Naghii & Samman, 1996).

2.3.2 Bor metabolizmasi ve absorbsiyonu

Borun metabolize edilmesi icin bor-oksijen bilesigi arasindaki bagin
kirllmasi gerekmektedir. Bu islem yilksek miktarlarda enerji gerektirdigi icin
(523kj/mol) borlu bilesikler biyolojik sistemlerde metabolize edilemezler
(Emsley, 1989). Yapilan calismalar sonucunda organizmaya alinan boratlarin
%90’dan fazlasinin Borik asit olarak tamamina yakininin organizmadan
uzaklastinldigi ortaya konulmustur (WHO, 1998) (FDA, 2004).

Bitkiler, hayvanlar ve insanlar Uzerine yapilan deneylerden elde edilen
bulgular borun dinamik bir iz element oldugunu ve ilk bakista baglantisiz
bircok biyolojik fonksiyonu degistirebildigini acikca gostermektedir (Bolafos,
Lukaszewski, Bonilla & Blevins, 2004)

Bor minerallerinin biyokimyasal islevinin yapilan bircok c¢alisma
sonucunda tam olarak bilinmemesi borun insanda esansiyel olabilecegini
gbstermektedir (Devirian & Volpe, 2003). Bununla birlikte insan vicudunda
yapilan calismalarda borun azot, kalsiyum, bakir, magnezyum, glukoz ve
trigiliseritler gibi énemli yapilarla bir araya gelmeleri sonucu cesitli bilesikler
olusturmasi metabolizma Uzerinde etkili olduklarini géstermektedir (WHO,
1998).

Bunlardan birincisi borun hicre zar fonksiyonu, stabilitesi ve yapisinda
onemli gorevleri oldugunu savunmaktadir. Dlzenleyici anyon ve katyonlarin
transmembranal tasinmasi, membranlar arasi haberlesmede yer alan
sinyallerle etkilesmesi ve hormonal aktivitelere duyarli olmasi sonucu bu
gbrevleri gerceklestirebilmektedir (Nielsen, 2008).

Diger arastirmacilara goére, borun muhtemel etki mekanizmasi
polisakkaritler, AMP, piridoksin, riboflavin, piridin ve diger benzer cis-
hidroksil gruplar iceren biyomolekdlllerle reaksiyona girmesiyle meydana
gelmektedir. Bu sekilde bor, vicuttaki gorevleri ne olursa olsun cis-gruplari
iceren bilesikleri stabilize edip fonksiyonlarini degistirmektedir (Bolafos,
Lukaszewski, Bonilla & Blevins, 2004).
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Diger hipotez ise borun metabolik vyollarda bazi anahtar enzim
reaksiyonlarini yarismali inhibisyon yoluyla etkileyen negatif bir regulator
oldugunu savunmaktadir (Hunt , Herbel & Idso, 1994).

Arastirmalarin  sonucunda borun enerji ve reaktif oksijen
metabolizmalarinda gorevli oldugu, bazi hormon (kalsitonin), bazi enzim
(glutatyon peroksidaz, ksantin aksidaz, aldehit dehidrogenaz, katalaz, laktaz
dehidrogenaz) yapilarina katildigi ve eritrosit ve trombosit yapiminda etkili
olduklari anlasilmistir (Nielsen, Hunt, Mullen & Hunt , 1987) (Hunt, 1993).

2.4 Miyokard Infarktiisii Modeli

Arterin
kapanmasi

Kas
hasari

Sekil 2.12. Kalpta arterin kapanmasi miyokard infarktlsi olusumu

MI uzun sireli iskeminin yarattigi miyokardyal nekroz ile olusur. Koroner
arterde tam tikanma gereklidir. Siklikla koroner arter hastaligi zemininde
gelismektedir. Bunun yanisira koroner arter hastaligi olmadan uzun sireli ve
ciddi koroner arter spazmi da nadiren MI'ye yol acabilir. Genelde koroner
ateroskleroza bagli olarak ve daha seyrek olarak da koroner arter
inflamasyon, tromboz veya koroner vazospazma badli olarak miyokard
iskemisi meydana gelir. Iskemik kalp hastaliklarini sdyle siralayabiliriz: Akut
miyokard infarktlsu (AMI), stabil veya anstabil angina pektoris (AAP), kronik
iskemik kalp hastaligi (Bakan, 2001).

Kalbi besleyen koroner damarlarda akut tikanmadan hemen sonra
tikanmanin ug¢ kisminda kalan bdélgede kan akimi cevre dokuda kiglk
miktardaki kolleteral dolasim disinda durur. Hic kan almayan yada aldigi kan
kalp kasinin islevlerini yerine getirmesine yetmeyen bdlgeye infarktis boélgesi
olayin timine ise MI bdlgesi denir. Ayni dénemde kas lifleri kandaki son
oksijen kirintilarint da kullanir ve hemoglobin tamamen indirgenerek koyu
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mavi bir renk alir. Kalp hucreleri kisitlanan metabolizma nedeniyle sismeye
baslarlar. Kanlanmanin saglanamamasi durumunda birka¢ saat igerisinde
hicreler o6lur. Bu evrede infarktisin histolojik evolisyonu ve miyokard
kontraktiletesi Uzerine oksijen eksikliginin fonksiyonel etkisi ile olusur. Bu
degisiklikler damar tikandiktan sonra hemen (2 dakika icinde) baslar ve 2-4
glin icinde miyokard koagilasyon nekrozunun gelismesi ile son bulur (Sekil
2.12) (Robbins, 2001).

Akut iskemi durumunda, anaerobik metabolizma yetersizlesince hlicre igi
ATP sunumu azalir. Sonucta intraselliler asidoz gelisir ve ATP’ye bagimli
prosesler bozulur (hiicre ici Ca®* toplanir, 6dem ve hiicre 8limi olusur)
(Marks, Smith, Chansky & Lieberman, 2007). Infarktiisiin erken déneminde
miyokard kontraktilitesi azalinca kalp debisi diser ve miyositlerin senkron
kontraksiyonu kaybolur; hipokinezi, akinezi, diskinezi ve anevrizma
gelisebilir. Klguk bir alanda iskemi var ise ¢ok kiguk bir kas bdlgesi dlur
yada kas 6limi gdziikmez. Iskemik alan genisse bircok kas lifinin élmesi
kacinilmazdir. Bunu izleyen glnler igerisinde 6lG bdélge bayur. Cunkl uzayan
iskemi sinirindaki birgok lifin élimdne yol acar. Nekroz dncelikle akimin en
fazla azaldigi yerde, endokard’da meydana gelir ve daha sonra bunu
endokard’dan epikarda dogru uzanan, etrafa dogru sinirli bir genisleme
gosteren, hlicre O6lUumU dalgas! izler (Robbins, 2001). Nekrozun genisligi
koroner damardaki tikanikligin yeri, kollateral kan akimi, koroner damar
tikanikliginin siresi ve bolgesel miyokardiyal oksijen gereksinimi ile yakindan
iliskilidir (Reimer, 1977). Ayni slre igin de 6lU bélgede fibr6z doku gelismeye
baslar (Swynghedauw, 1999). Cunkl iskemi fibroblastlarin gelisimini uyarir.
Ve fibréz dokunun normalden daha fazla gelismesine yol acar. Bdylece dlu
doku asamali olarak fibrotik dokuya déntsmdis olur (Robbins, 2001). Ayni
donemde kollaterallerin sirekli infarkte bélgenin dis tarafina dogru gelismesi
nedeniyle kasin islevsiz boélimu giderek kuculir birkac gun ile G¢ hafta
arasinda islevsiz kas alani ya normale doéner yada 6lir (Guyton & Hall, 2001).

Aterosklerotik  lezyonun gelisimi, plak vyirtilmasi ve sonucta
aterosklerozun progresyonu kronik inflamatuvar bir olaydir. Devam eden
inflamatuvar olayin yarattigi kompleks aterosklerotik plaklar MI igin substrat
olmaktadir. Bunlar buyuk lipid havuzlar iceren, ince fibréz baslikh, artan
makrofaj infiltrasyonu gosteren, diz kas hicre igeriginin azaldigi duyarh
plaklardir (Fayad, Fuster & 2001). Inflamasyonun serum belirteclerinde (IL-
6) gorlilen ylkselme ile akut koroner sendrom riski arasinda pozitif bir
korelasyon vardir (Boersma, Mercado, Poldermans, Gardien, Vos & 2003).
Koroner arter hastaliinin bir de genetik komponenti vardir. Inflamatuvar
olaylarin genetik regilasyonundaki degisikliklere bireylerde gézlenen farkli
klinik tablolar aciklayabilir. Sinirlh verilere gére TNF-«a, transforming bldylme
faktora, interlokin-1, CD-1 ve adezyon proteinlerinin gen polimorfizmleri ile
koroner hastalik arasinda iliski bulunmaktadir (Andreotti, 2002).

18



2.4.1Isoproterenol

Deneysel olarak akut miyokard infarktisl olusturabilmek igin cesitli
yontemler kullanilabilir. Bunlar icerisinde koroner arter ligasyonu siklikla
kullanilan bir ydntemdir. Bunu yani sira bazi kimyasal bilesikler uygulanarak
da AMI olusturulabilmektedir (Klaassen, 2001).

Isoproterenol (ISO) deneysel miyokard infarktiisii olusturmak icin en sik
kullanilan maddedir (Anandan, Mathew, Sankar, Nair & 2007), (Shiny,
Kumar, Farvin, Anandan, Devadasan & 2005) (Zhou vd., 2008).

2.4.2 Isoproterenoliin yapisi ve etki mekanizmasi

Sistemik ismi  4-(1-hidroksi-2-[(metiletil)amino]etil)-1,2-benzendiol

hidro-klorit, kapal formdld C, ,H,_NO,.HCI, molekdl agirhgr 242.72 g olan

non-selektif B mimetiktir. Sentetik bir sempatomimetik amin (katekolamin)
olup, B1 (inotropik ve kronotropik) ve B2 (vazodilatdér ve bronkodilator)
reseptoérleri uyarir (Tipnis, He, Li, Campbell, Boor & 2000).

Adrenalin dogal olarak vicutta sentezlenen bir katekolamindir.
Isoproterenol, yapi olarak adrenaline cok benzemektedir (Sekil 2.13 B).
Ancak adrenalin gibi a reseptorlerini etkilemez. Vazokonstriktor degil,
vazodilator etkisi vardir. Adrenalin gibi barsakta inaktive edildiginden agiz
yoluyla kullanilamaz. Iskemik koroner hastalifi olanlarda kontrendikedir
(Sekil 2-13 A) (Tipnis vd., 2000).

Isoproterenol (ISO), intravendz veya aerosol seklinde inhalasyon
yoluyla, astim tedavisinde bronkodilator olarak; kalp blogunda kalp hizini
arttirmak amaciyla ve pulmoner hipertansiyonlu hastalarda pulmoner
vaskuler resistansi azaltmak amaciyla kullanilir (Benjamin vd., 1989).

A OH B OH
HO N Me
HO . N N \r
Me
Ho ™~ Ho™

Sekil 2.13. A) Isoproterenol yapisi. B) Adrenalin yapisi. Me: Metil
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Isoproterenol, ratlarda deneysel miyokard infarktiisii olusturmak igin
yaygin olarak kullanilan sentetik bir katekolamindir (Benjamin vd., 1989).

Isoproterenol ile miyokard infarktisi olusturulmus sican kalbinde
meydana gelen patofizyolojik dedisikliklerin insanlarda miyokard infarktisi
sonras! olusan degisikliklere benzerlik gosterdigi bilinmektedir (Stelzner vd.,
1987). Katekolamin ile uyarilmis nekrozda, siklik adenozin monofosfat
(cAMP) dlzeylerindeki artisin (Bhagat, Sullivan, Fischer, Nadel, Dhalla &
1976), intraselliler kalsiyum artisinin ve yuksek enerjili fosfatlarin
tiketilmesinin (Fleckenstein, 1974) Katekolaminler tarafindan wuyarilan
miyokardiyal nekrozun patogenezi multifaktoryel olmasina ragmen oksidatif
stresin onemli rolG oldugu gosterilmistir (Banerjee, Sood, Dinda, Das, Maulik
& 2003).

ISO nedenli kardiyotoksisitenin patolojik mekanizmasini aciklayan cesitli
hipotezler 6ne sirilmektedir. Arteriyal hipotansiyona bagl olarak relatif bir
iskeminin olusmasi, asin oksijen tlketimi, kalbin hiperkontraksiyonu,
intraselller kalsiyum birikimi, ylUksek enerjili fosfat bilesiklerinin tikenmesi
bunlardan bazilaridir (Klaassen, 2001).

Ayrica ISO lipitleri, dzellikle LDL yilkselterek infarktiise zemin hazirladigi
didstnulmektedir (Anandan, Mathew, Sankar, Nair & 2007) (Yogeeta vd.,
2006). Bazi arastiricilar ISO uygulamasi ile olusan AMI'de serbest oksijen
radikallerinin 6nemli bir rol oynadigini ileri stirmektedir (Apple, 1999a)
(Waeber & Feihl, 2007).

2.4.3 Miyokard infarktiisii’'nde oksidatif stresin rolii

Calismalar iskemiye bagh olarak miyokard dokusunda gelisen nekrotik
ve apoptotik dedisimlerde serbest radikallerin 6nemli bir roli olabilecegini
distindirmektedir (Klaassen, 2001) (Yogeeta vd., 2006). Bilindigi gibi,
serbest oksijen radikalleri (ROS) bir taraftan lipit, protein, DNA gibi makro
molekillerde hasar olustururken, diger taraftan sinyal ileti yollarin baslica
etkileyerek gen ekspresyonunda degisikliklere neden olur. Hicre 6lima iki
farkli olayla gelismektedir. Bunlar apoptozis ve nekrozdur. Apoptozisten
nekroza gecis apoptozisin olusum hizi ile fagositoz hizi arasinda bir
dengesizlik olustugunda gorilir. Apoptozise ugrayan hiicreler parcalanmadan
ve inflamasyonu uyarmadan once fagosite edildigi igin inflamasyon
gelismemektedir. Dokudaki apoptotik hucrelerin sayisi dokunun fagositoz
kapasitesini astigi zaman apoptotik hicreler parcalanmakta inflamasyon ve
nekroz gelismektedir. Mitokondri, gerek apoptozis, gerekse nekroz
gelisiminde anahtar rol oynayan bir organeldir. ROS olusumundaki artisin
yarattigi oksidatif stres mitokondri zar biutinliguni etkileyerek apoptozise ve
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nekroza yol acan olaylarin tetiklenmesini saglamaktadir (Halliwell &
Gutteridege, 1999) (Klaassen, 2001) (Kregel & Zhang, 2007).

2.4.4 Miyokard hasarinin biyokimyasal belirtecleri

MI'da olusan temel fizyopatoloji iskemidir. Kardiyak dokudaki bozuk
perflizyon enerji yetersizligine ve oksijenden yoksun miyokard dokusunun
kontraktil aktivitesinin kaybina yol acar. Etkilenen hcrelerde kardiyak
metabolizma artiklarinin birikmesi yaninda sarkolemma boyunca iyon dengesi
de bozulur. Kardiyak hicrelerde iskeminin uzamasina bagli olarak hcre
bitinligud kaybolur ve hicre 6limU gergeklesir (Guyton & Hall, 2001).
Koroner arter akiminin zaman iginde yeniden saglanmasi yani reperfiizyon
kardiyak hasarin Onlenmesi icin temel bir yoldur. Deneysel calismalar
reperflizyonun akut fazi esnasinda bir miktar daha doku hasarinin olustugunu
gbdstermistir. Reperflizyon hasari olarak bilinen bu olay, mikrosirklilasyondaki
endotel hicrelere nétrofil adhezyonunu, intrasellliler enzimlerin salinimini,
kalsiyum iyonlarinin htcre igine girisini, sarkolemma fosfolipitlerinin
bozunmasini ve ROS olusumunu artinr. ROS duzeylerinin artmasi agil
zincirlerinin peroksidasyonuna neden olur ve sonu¢ da hucre &limu
gerceklesir (Flaherty & Zweier, 1991).

Molekdller oksijenin indirgenmesi veya uyarilmasi sonucu serbest oksijen
radikalleri olusmaktadir. Fizyolojik sartlarda mitokondrial elektron transport
zincirinden sizma tarzinda patolojik silreclerde ise ksantin oksidaz
metabolizmasindan, aktive olmus noétrofillerden, katekolamin
oksidasyonundan, endotel hlcrelerinden ve prostaglandinlerden serbest
radikaller Uretilmektedir (Kukreja, Kontos, Hess & Ellis, 1986). Iskemi
reperflizyon sirasinda, hidrojen peroksidin lipit peroksidasyonuna vyol
acmasina bagli olarak ortaya cikan oksidatif stres, membran hasarina yol
acan mekanizmalardan birisidir ve intraseliler kalsiyum artisina ve “stunned”
miyokardiyumda miyokard kontraktilitesinin disfonksiyona neden olur
(Dhalla, Golfman, Takeda & Takeda, 1999) (Halliwell & Gutteridege, 1999).
Dolayisiyla MI sonrasindaki en édnemli biyokimyasal olaylardan biride serbest
oksijen radikallerinin artmasidir (Keles, Demirci, Yildirim, Atamanalp &
Altinkaynak, 2008). Bu serbest oksijen radikallerinin artmasi sadece iskemi
sirasinda dedil ayni zamanda reperflizyon sirasinda da olmaktadir.
Gunumuzde vyapilan bircok bilimsel c¢alismanin amaci iskemi ve/veya
reperflizyon sirasinda olusan serbest oksijen radikallerinin konsantrasyonunu
azaltarak doku hasarini azaltmaktir (Ilhan, Sahin, Seckin & ilhan, 2002).

MI sirasinda sadece serbest oksijen radikalleri salinmaz. Miyokarda
oksijen temin edilememesi halinde nekroze oldugu zaman, sarkolemmal
membranin batlnligld bozulur ve intraselliler makromolekdiller ve iyonlar
interstisyuma oradan mikrovaskiler yapiya ve lenfatiklere, daha sonra da
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periferik dolasima gecer. Periferik dolasima gecen bu makromoleklller serum
kardiyak belirtecleri olarak adlandirilirlar (Antman & Braunvvald, 2001). Ideal
bir kardiyak belirtecin optimal dlzeyde spesifik kabul edilebilmesi igin
miyokard dokusunda yuksek konsantrasyonda bulunmasi, miyokard disi
dokularda ve serumda bulunmamasi gerekir (Ellis, 1991). Optimal
spesifisiteye sahip olabilmesi icin ise miyokard hasarindan sonra hizla kana
salinabilmeli, ayrica belirtecin plazma dlzeyi ile miyokard hasarinin
blyukliga arasinda pozitif bir iliski bulunmalidir (Sacks & Troponin, 1994).
Klinikte yaygin kullanilabilmesi igin, tani icin yeterli bir zaman silresince
kanda tespit edilebilir dizeyde kalmasi, tespit metodun da kolay ve ucuz
olmasi gerekir (Saglam, 2006).

2.4.4.1 Kreatin kinaz - MB

Kreatin kinaz kas metabolizmasinin temel bir enzimi olup ATP aracil
kreatinin fosforilasyonu geri déntisumli olarak katalize eder. CK alt birimleri;
B (beyin) ve M (kas)'dir. Izoenzimleri BB (CK1), MB (CK2), MM (CK3)'diir. BB
en fazla beyinde olmak Uzere prostat, barsaklar, akciger, mesane, uterus ve
tiroidde; MB %?25-46 oraninda kalp kasinda ve %5'den az oranda iskelet
kasinda; MM en fazla iskelet ve kalp kasinda bulunmaktadir. Normalde total
CK aktivitesinin %94-98'ni MM fraksiyonu, %?2-6'sini da MB fraksiyonu teskil
eder (Harikcr vd., 2001). Miyokard infarktlisi sonrasinda serumda total CK
aktivitesi 4-6 saat icinde ylikselmeye baslar. CK-MB goguls adrisi basladiktan
yaklasik 10-20 saat sonra maksimum dlzeye ulasir. CK-MB’nin yari émru
CK-3'ten daha kisa oldugundan total CK’'dan daha hizh azalr. CK-MB
enziminin MB-1 ve MB-2 formu vardir. Miyokard infarktlisinde MB-2 formu
salinir (Glzel, 2008).

2.4.4.2 Beyin natriiiretik peptidler

Beyin natrilretik peptidler (BNP) dncelikle kalpte uretilir. BNP éncuil bir
peptidin son Urilnlerini temsil eder. Normalde BNP’'nin temel salinim bdlgesi
kardiak ventriklllerdir (Ruskoaho, 2003). Miyosit icinde sentez edilen pre pro
BNP 134 aminoasitten olusur. Pro BNP olusturmak lzere 26 aminoasitlik bir
sinyal peptidi ayriir. Sonrasinda 76 aminoasitlik kisim ayrilarak 32
aminoasitten olusan BNP olusur (Ceylan, 2005). Kalp dokusundan BNP’nin
salinimi 6-12 saatte doruk noktasina ulasir (Niedner vd., 2010).

BNP'nin saliniminin uyarilmasinda hem ventrikldler yapinin hem de
norohormonal faktorlerin 6nemli oldugunu goOsteren kanitlar vardir.
Natritretik peptidlerin biyosentezinin ve saliniminin dizenlenmesinde;
elektrolit dengesi, kan basinci ve vazomotor halin kontrol edilmesini iceren
kompleks bir mekanizma vardir. Miyokardiyal gerilme BNP’nin salinimina
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neden olur. Endotelin 1, anjiotensin 2, katekolaminler, tiroid hormonlari ve
prostaglandinler natriliretik peptidlerin gen ekspresyonunu ve salinimini
uyarir (Ruskoaho, 2003). Kardiyovaskluler fonksiyonun kontrolinde hormonal
sistemin en Onemlilerinden biri olan natritretik peptid sistem rol oynar.
BNP'nin fizyolojik etkileri arasinda vazodilatasyon, natrilirez, renin -
anjiotensin-aldosteronun ve sempatik sinir sistemi inhibisyonu vardir. BNP
salinimi ndrotransmisyon, endokrin fonksiyonlar ve hiicre gogalmasi ile
hipertrofisinin regidlasyonunda da etkindirler (Filippatos vd., 2001)
(Ruskoaho, 2003).

Tum memeli tdrlerinde natritiretik peptid genlerinin uyariimasi kardiyak
hipertrofinin bir gdstergesidir ve klinik siddetin belirtecidir (Filippatos vd.,
2001). Natridretik peptidler kimyasal maddelerin kalp Uzerindeki etkilerini
belirlemede kullanilabilir (Wigle vd., 1993).

2.4.4.3  Inflamatuar mediyatérler

Inflamatuar doku yaniti olusmasinda rol oynayan medyatoérlerden ilk
kesfedilen histamin olmakla birlikte sayilari giderek artmaktadir. Sepsisli
hastalarda 1986 yilindan bu zamana kadar cok gesitli inflamatuar sitokinler
tespit edilmistir. Mediyatorler hasarli dokudan, hlicrelerden veya plazmadan
kdken alan cesitli kimyasal maddelerdir. Genel 6zellikleri: Plazma kaynakl
mediyatorler (komplemanlar) biyolojik aktivasyon igin c¢esitli proteolitik
degisiklikler gecirirler. Hicre kaynakli olan mediyatorler uyaran olmadigi
durumlarda intraselliler granillerde (histamin mast hlcrelerinde)
depolanirlar; ihtiyac oldugunda salgilanir veya bir uyariya karsi yeniden
sentez edilirler (6rnegin: prostaglandinler) (Kuralay & Cavdar, 2006).

Aktivasyon ve salinim bu mediyatérlerin cogunun metabolik dedisime
ugramasina (arasidonik asit metabolitleri) veya enzimatik inaktivasyonuna
neden olur (kininaz bradikinini inaktive eder) (Kuralay & Cavdar, 2006).

Mediyatorlerin blyldk bir codunlugu ilgili hlcrelerdeki reseptorlerine
baglanarak hedef hlicrede ikincil mediyatér cikisini uyarabilir. Bu ikincil
mediyatorler hicreyi uyaran mediyatdrlere benzeyebilir veya aynisi olabilir.
Bununla birlikte karsit aktivite de gdsterebilirler (Kuralay & Cavdar, 2006).

MI ortaya cikan asiri inflamatuar cevap, karsit etki gosteren molekil,
medyator ve sitokinlerle dengelenmeye, dlzenlenmeye calisilir. Bu olaylar
zinciri igerisinde yer alan mediyatorleri asadidaki basliklar altinda
siniflandirmak mimkunddr.
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2.4.4.3.1 Sitokinler

Sitokinler primer olarak immun sistem hicreleri tarafindan sentezlenen
kiglik (8-26 kDa), oldukca aktif molekdllerdir. Pro-inflamatuar sitokinlerin
dolasimdaki dizeyleri saglkh bireylerde disik veya tespit edilemeyecek
dizeydedir fakat patojenik mikroorganizmalar tarafindan konadin enfekte
olmasi salinimlarini uyarir (Netea, van der Meer , van Deuren, & Kullberg,
2003).

Sitokinlerin MI inflamatuar olaylarla uyarilabilirler ve inflamasyonda en
onemlileri interlékinler (IL) ve tumoér nekroz faktéru-alfa’dir (TNF-a).
Ozellikle IL-6 ve TNF-a bircok ortak biyolojik dzellikleri paylasir. Her ikisi de
aktive makrofajlar, lenfosit ve diger hicre tipleri tarafindan olusturulur ve
pro-inflamatuar sitokinler olarak adlandirilirlar (Kuralay & Cavdar, 2006).

2.4.4.3.1.1 Timor nekroz faktorii alfa (TNF-a)

TNF’'nin hicresel kaynagi lipopolisakkarit ile aktive olan monontkleer
fagositlerdir. Insan TNF’si nonglikolize bir transmembran protein olup,
molekil agirhgr 17 kDa’dir. Iki cesit TNF vardir. Bunlar, genellikle aktif
makrofajlardan salinan TNF-a (kasektin) ile aktif T hucrelerinden salinan
TNF-B (Lenfotoksin)’dir (Abbas, Lichtman, & Rober, 1997).

Tumor nekroz faktérd alfa’nin pleiotropik etkilerine iki farkh, fakat
yapisal olarak benzer TNF reseptorleri aracilik eder. TNFR1; 60 kDa reseptor
1 ve TNFR2; 80 kDa reseptér 2 olarak adlandirilan bu reseptorler tip 1
transmembran glikoproteinlerdir. ve TNF reseptor siper ailesinin UGyeleridir.
TNFR1 ve TNFR2 eritrositler disinda hemen hemen tim canl htcre tiplerinde
bulunur. TNFR1 codunlukla her yerde bulunurken, TNFR2 daha cok endotel
hicreleri ve hematopoietik kdkenli hicrelerde baskindir. Her iki reseptérde
TNF'ye yiksek bir afiniteyle baglanabilir (Thomson & Lotze, 2003).

TNFR1'in hicre ici fonksiyonel alt birimleri, hiicre ici adaptér proteinlerle
etkileserek TNF'nin biyolojik aktivitesinin koordinasyonunda hlcre ici
sinyallerle uyum saglar. TNFR1, C - terminal 6lim domaini ve birbirine yakin
konumlanmis N-SMaz (nétral sfingomyelinaz) ile A-SMaz (asidik
sfingomyelinaz) aktive edici domainleri (NSD ve ASD) olmak dzere (g
fonksiyonel domainden olusmaktadir. Bu domainler hicre disindan gelen TNF
sinyallerini hicre ici adaptoér proteinlere aktarirlar. TNFR1 iligkili 6lim
domaini (TRADD) reseptoriin 6lim domainine baglanarak hem apoptotik hem
de antiapoptotik yolakda rol oynar. TNF'nin proapoptotik etkilerine ASD
domaini Uzerinden fosfotidilkolin — 6zel fosfolipaz ¢ (PC-PLC) aktivasyonu
aracihk eder. N-SMaz iliskili faktér (FAN) TNFR1l’in NSD domainine
baglanarak TNF'nin cesitli inflamatuar cevap ve hicre proliferasyonuyla
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sonuglanan olaylarina aracilik eder. NSD domaini inflamatuar cevap ve hucre
proliferasyonunun TNF aracili dizenlenmesinde merkezi bir noktadadir. N-
SMaz iligkili faktér (FAN) bir sfingomyelin yikim GrinG olan seramid Uretimi
uzerinde o6zellikle N-SMaz" aktifleyerek ayarlayici fonksiyon gorir. Plazma
membraninda seramid iligkili protein kinazlari (CAPK) aktifler ki bu
aktivasyon sitoplazmik raf-1'i fosforile eder. Aktive raf- 1 sirayla MAP kinaz
kaskadini ve MAPK/ERK’ (ekstrasellliler sinyal-duzenleyici kinaz) ve
fosfolipaz A,'yi aktive edebilir. Fosfolipaz A, arasidonik asit metabolitleri olan
|6kotrienler ve prostaglandinlerin Uretiminden sorumludur (sekil 2.14). Bu
metabolitler TNF'nin proinflamatuar aktivitelerine katki saglarlar (Thomson &
Lotze, 2003). TNFR2 aracili sinyalizasyon daha az karakterize edilmekle
birlikte TNF'nin T ve B hiicre proliferasyonunu saglayan etkilerine aracilik
eder. TNFR2 insan ve kemirgen aktive T hicrelerini apoptozisi indikleyerek
baskilar. TNFR2'nin htcre ici 6lim domaini olmamasi apoptozisi indiklemekte
farkli mekanizmalar Uzerinden etki gosterdigini desteklemektedir. Anti-
apoptotik bir protein olan Bcl-xL'nin baskilanmasi TNFR2'nin indlkledigi
apoptozisle korelasyon halindedir (Thomson & Lotze, 2003). TNF Reseptér -1
aracilh sinyal iletim yolaklar (Sekil 2.14) (Thomson & Lotze, 2003). TNF
Reseptér -1 aracili sinyal iletim yolaklarn (Sekil 2.14) (Thomson & Lotze,
2003).

TNF nanomolar konsantrasyonlarda I6kosit ve endotel hucreleri icin lokal
olarak parakrin ve otokrin dlizenleyicidir. Dislk yogunluklarda (<10-9 M)
biyolojik etkileri sunlardir: ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin gibi hicre ylzey
adezyon molekullerinin yapimini artirarak |ékositlerin adezyonuna destek
olur. Bdylece lokositlerin hiicre ylzeyine tutunmasi ve endotelyal bariyerden
gecgisini hizlandinr (Wolf vd., 2001). Pro-inflamatuar sitokin Uretiminde
“mastir dlzenleyici” olarak goérev yapar (Park vd., 2009). Endotel hcreleri
ve makrofajlari kemokin salinimi igin uyarir (Abbas & Lichtman, 2007).
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2.4.4.3.1.2 Interlokin-6

Sitokinler, immin ve inflamatuar olaylara katilan hcrelerin
etkinliklerinin artirilmasi icin; uyarilmis lenfositler, monositler ve makrofajlar
ile diger bazi somatik hicreler tarafindan sentezlenen 20-30 kD agirligina
sahip peptid ve glikoprotein yapisindaki maddelerdir. 1975 yilinda ilk kez
interlokin tanimi kullanildi. 1981 yilinda ise sitokinlerin sadece I6kositler degil
diger hiucreler tarafindan da sentezlendigi gosterildi. Lokositler arasinda
iletisimi saglayan sitokinlere Interlékin adi verilmistir. IL-6 pleotropik bir
sitokindir. Dendritik hicreler, monositler, makrofajlar ve aktive olmus T
hicreleri, endotel hicreleri, osteoklastlar, fibroblastlar, mast hicreleri ve
timositler tarafindan sentezlenir. B hicrelerinde Ig sentezinde artis, T hlicre
aktivasyonu ve akut faz proteinlerinde artisa yol acmasi proinflamatuvar,
ama proinflamatuvar stokinleri baskilamasi da antiinflamatuvar 6zelligidir. IL-
6 ilk olarak preaktivasyon halindeki normal insan lenfositleri ve Ebstein Barr
virtisiince transformasyona ugratilmis B lenfositler tarafindan immunglobulin
salgilatan bir faktor olarak tanimlanmistir. 26 kD adirhdinda olup 184
aminoasitten olusur. Baslica T ve B lenfositler, monositler, fibroblastlar,
keratinositler, endotelyal hiicreler, astrositler, kemik iligi stromal hicreleri ve
mezenkimal hlcreler tarafindan sentez edilir. Lenfosit, monosit, mesane ve
akciger hicreleri tarafindan olusturulabildigi gibi kardiyak miksoma,
myeloma ve hipernefroma gibi timoér hicrelerince de olusturabilmektedir.
(Baykal, Karaayvaz, & Kutlu, 1998).

Interldkin 6-tip sitokin ailesi IL-6, IL-11, LIF (I6semi inhibitdr faktér),
OSM (onkostatin M), CNTF (siliar notrofik faktoér), CT-1 (kardiotrofin-1) ve
CLC (kardiotrofin-benzeri sitokin) dyelerinden olusur. Farklilasma, hayatta
kalma, apoptoz, ¢ogalma gibi fonksiyonlarin sirdirilmesinde hedef genleri
aktive ederler (Sekil 2.15) (Heinrich, Behrmann, Haan, Hermanns, Mduller-
Newen, & Schaper, 2003).

gp130/ gp130 LIFR / gp130 é'.OSMR / gp130
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Sekil 2.15. IL-6 tipi sitokinlerin reseptdér kompleksleri
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Interlékin-6 cesitli uyaranlar tarafindan diizenlenir. T-hiicreleri veya T-
hicre klonlarinda T-hicre mitojenleri yada antijenik uyaranlarla Uretimleri
uyarilir.  Monosit ve fibroblastlarda LPS IL-6 (Uretimini artirirken,
glukokortikoitler bu uretimi baskilar. IL-1, TNF, IFN-B, trombosit - kdkenli
buyime faktéri (PDGF), protein kinaz C, kalsiyum iyonofor A23187 gibi
hicre ici siklik AMP derisimini artirici ajanlar ayni zamanda IL-6 Uretimini de
uyarirlar. Oysa IL-4 ve IL-13 monositlerde IL-6 UGretimini durdururlar
(Thomson & Lotze, 2003)

Interlékin-6 bircok akut faz proteinin tUretiminde esas uyaran iken, diger
sitokinler akut faz proteinlerin alt gruplan (izerinde etki gosterirler. Interldkin
6'nin biyolojik aktivitelerine aracilik eden reseptdér kompleksi 2 alt birimden
olusur. Bunlardan a alt birim IL-6R olarak isimlendirilen tip 1 transmembran
glikoprotein (CD126, gp80) ve B alt birim tip 1 transmembran sinyal
degistirici protein gp130 (CD130)'dan olusur. Hedef hiicrelerde, IL-6 ilk 6nce
membrana badli sinyal aktivitesi olmayan a reseptor IL-6R (mbIL-6R)’ye
baglanir. Daha sonra bu kompleks gp130’un iki moleklline baglanir ve
JAK/STAT, ERK ve PI3K sinyal uyum yolaklarini aktive eden IL-6 sinyal
aktarimi gerceklesir (Scheller, Chalaris, Schmidt-Arras, & Rose-Johnb,
2011). IL-6 ve IL-11 bu sitokin ailesi icerisinde sinyal aktarimini sadece
gp130 homodimerleri Gzerinden gercgeklestiren sitokinler olup, diger IL-6
sitokin ailesi Uyeleri sinyal aktarimini ya gp130 homodimerleri, LIFR (LIF,
CNTF, CT-1 ve CLC) veya gp130 ve OSMR (OSM) araciligiyla gergeklestirirler
(Sekil 2.16) (Heinrich vd., 2003).

T Cre p——
C Ry
- ‘!__ Raf \ ‘\,Sos/é"’w
_—*(MEK )
~(MAPK) cop GTP
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Sekil 2.16. IL-6 tipi sitokinlerin reseptdér kompleksleri (Heinrich, Behrmann, Haan,
Hermanns, Miller-Newen, & Schaper, 2003)

Molekller agirligi 130 - 150 kDa olan gp130, 6 ekstrasellller, tek bir
transmembran ve bir sitoplazmik domainden olusan glikolize tip 1
transmembran proteindir. Gp130 N-terminal Ig - benzeri domain (D1), bunu
takip eden iki sitokin baglama bolgesi (CBD; D2 ve D3) ve Uc¢ fibronektin-
benzeri (FNIII) domainden olusur (D4-D6). N-terminal yerlesimli domain 2

27



birbirlerine disilfit koprileri ile bagh iki gift sistein kalintisi igerir. C-terminal
yerlesimli D3 Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS) motifi icerir (Scheller vd., 2011).

Gp130 tasiyan sitokin reseptorlerinin bircogunun intrinsik katalitik
domainleri yoktur. Janus ailesi tirozin kinazlarin (JAK1, JAK2, JAK3, Tyk-2)
bulunmasiyla sitokinlerin ve hormonlarin sinyal iletimleri konusunda énemli
bir nokta aydinlatiimis oldu. Bununla birlikte, sinyal aktarici ve transkripsiyon
aktivatért (STAT)'nlun sitokin sinyal aktarim yolaklarinda merkezi bir role
sahip oldugunun belirlenmesiyle sitokin sinyalinin ekstrasellller — intraseliler
- nlkleus slreci de bluyuk dlctide belirlenmistir.

Otofosforilasyon 0zelligi bulunan bu tirozin kinaz ailesi Gyelerinden
ozellikle JAK1, IL-6 sinyal iletiminde esansiyeldir ve yoklugunda sinyalizasyon
onemli dlgide bozulur (Rodig vd., 1998).

Gp130 ve JAK1 arasindaki baglanti son derece siki ve dayaniklidir. Janus
ailesi tirozin kinazlar sitokin reseptérlerinin box-1 ve box-2 olarak
adlandirilan membran-proksimal bdlgesine baglanirlar. JAK'larin  sinyal
aktarim gorevleri disinda bazi sitokin reseptdrlerinin eksprese edilmelerinde
de goérev ustlenirler. JAK1, JAK2 ve Tyk-2'nin birlikte ekspresyonlari insan
OSMR ylzey reseptorlerinin ekspresyonlarini artirir. Tyk-2 IFN-a reseptoér 1
zincirinin ylzey ekspresyonunda énemlidir (Heinrich vd., 2003).

MI'da, myositlerin geri dontsumli veya geri donusimsiz hasarl sonucu
kan damarlar buzulir ve lékositler hasarli dokuya infiltre olur. Ardindan
myosit ve monositler aktif hale gecerek interlokin-1, timoér nekroz faktor
(TNF a), interferon y ve IL-6 gibi inflamasyonun araci maddelerini
salivermeye baslarlar (Komsala, Przewlocka-Kosmala, & Macurek, 2005).

Meredith ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada IL-6 akut
miyokard infarktlisiinde anstabil anjinaya goére daha onemli ve degerli
bulunmustur (Meredith, Plunkett, Worthey, Hope, & Camero, 2005).
Chiappelli ve arkadaslari (2005)'nin yapmis oldugu bir calismada IL-6 nin
kardiyovaskduler hastaliklarla iliskili proinflamatuvar bir anahtar madde ve
immun dlzenleyici bir sitokin oldugu gosterilmistir. Lee ve arkadaslar
(2005); endotelyal hasarin bir gbéstergesi olan dolasimda artmis endotelyal
hicrelerden akut koroner sendromda bahsetmisler, bu artisin vyetersiz
ortalama akim dilatasyonu (FMD, endotelyal disfonksiyonun bir géstergesidir)
ve de artmis IL-6, von wille brand faktér ve doku faktori (TF) ne bagdl
oldugunu ileri sirmuslerdir (Lee, Blann & Lip, 2005).
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2.5 Serbest Radikaller ve Antioksidan Mekanizma

Hlcrelerde serbest oksijen radikallerinin yol actigi oksidatif hasari
Onleyen, sinirlayan veya kismen tamir eden moleklllere “antioksidanlar”
denir. Antioksidanlarin plazma ve damar c¢eperindeki LDL ve Lipoproteinin
(Lp(a)) oksidasyona duyarlihgini azalttigi bildirilmistir. Lipoproteinlerin
oksidasyona udgramasinin, makrofajlar (zerindeki ¢bpgl reseptorler
tarafindan taninmalarn igin bir ©6n kosul oldugu dusintldadginden,
oksidasyona karsi koruyucu etkileri olan antioksidan maddelerin dlizeyinin
azalmasi MI riskini de arttirabilir (Wu, Kago, Martin & Meydani, 1999).

2.5.1 Serbest radikaller

Herhangi bir atom veya molekulin dis orbitallerinde bir veya daha fazla
paylasiimamis elektronun bulunmasi, s6z konusu kimyasal tdrdin
reaktivitesini artirir. Dis orbitallerinde paylasiimamis elektron iceren bu turler
radikal (veya serbest radikal) diye adlandirilir (Dlindar & Aslan, 2000).

Hicre intraselliler normal metabolizma sonucu olusan ve ekstrasellller
olarak ise UV radyasyon, iyonize radyasyon veya kisaca ksenobiyotik etkiler
sonucu surekli olarak serbest radikal tdrlerinin maruziyeti altindadir.
Oksijenden olusan serbest radikallere Reaktif Oksijen Species (ROS) denir
(Sun, Oberley, & Li, 1988)

Serbest radikal olusumundaki artis ve/veya antioksidan sistemdeki
yetersizlik organizmada oksidatif strese neden olmaktadir (Halliwell &
Gutteridege, 1999) (Uysal, 2006). Serbest radikaller biyolojik sistemlerde
cok o6nemli olup dis orbitallerinde paylasilmamis bir elektron tasirlar.
Omiirleri cok kisa olan ve kararsiz bir yapi gdsteren bu bilesikler etrafindaki
molekullerle etkilesime girerek elektron almaya calisirlar ve en kisa zamanda
kararh bir hale varmak isterler (Kehrer & Smith, 1994).

Aerobik organizmalarda yasamin devami icin oksijene mutlak ihtiyac
duyulur. Oksijen hicrede bir dizi reaksiyondan gecerek suya dénuslr ve bu
slirecte hicre kendisi icin gerekli enerjiyi saglar. Fakat bu siirecte oksijenin
%?2-3 kadar suya dénusemez ve oksijen kaynakl radikaller olusur. Oksijenin
bir elektron alarak indirgenmesi ile SlUperoksit radikali (O27), iki elektron
alarak indirgenmesi ile de Hidrojen peroksit (H.0,) meydana gelir. Uciincii
elektron ilavesi ile ylksek derecede reaktif Hidroksil radikali (OH") meydana
gelir. Dordlncl elektron eklenmesi ile de su olusur (Halliwell & Gutteridege,
1999) (Kehrer & Smith, 1994).
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0, + H' + e === HO, Hidroperoksil radikali
HO2"  mmmmy H' + 027 Superoksit radikali
0"+ 2 H" "+ € mm==) H,0; Hidrojen peroksit
HO, + € === OH + OH Hidroksil radikali
OH + e + H' mmmy H20 Su

Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yani sira hicrenin tim
kisimlarinda zara bagh veya serbest halde bulunan pek c¢ok enzimin
katalizledigi reaksiyonlar sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal
karma fonksiyonlu oksidaz sistemi (MEOS), Sitoplazmada ksantin oksidaz,
hiicre zarina bagli NADPH oksidaz ve lipooksijenazlar gibi enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar sayilabilir (Kehrer & Smith, 1994) (Nakazawa,
Genka & Fujishima, 1996).

Aerobik organizmalarda serbest radikallerin codu oksijen ve azot
kaynakhdir. Bunlardan bir béliumu radikal nitelikli iken bir bélimi ise bazi
reaksiyonlara katilarak radikallere ddénlsmektedir (Nakazawa vd., 1996)
(Uysal, 2006)

Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle basta lipitler, proteinler ve
nukleik asitler olmak lzere tim hicre bilesenleriyle etkilesme ve onlara zarar
verme Ozelligindedir (Halliwell & Gutteridege, 1999).

Serbest radikallerin proteinler lGzerine olan etkileri: Serbest radikaller
proteinler Gzerinde dogrudan veya dolayl etki gosterebilirler. Peptit baglari,
prolin ve lizin gibi amino asitler serbest radikallerden oldukca kolay etkilenir.
Protein oksidasyonu, 6zellikle histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde
karbonil gruplarinin olusumu seklinde olur. Lipit peroksidasyonun aldehit
yapidaki Urdnleri sisteinin silfhidril gruplar ile veya lizin ve histidinler ile
kovalent baglar olusturarak proteinlerde fragmentasyon ve capraz
baglanmalara neden olur. Bu olaylar proteinlerin fonksiyonlarinda
bozulmalara yol acar (Halliwell & Gutteridege, 1999) (Kehrer & Smith, 1994)
(Nakazawa vd., 1996).

2.5.1.1 Lipid peroksidasyonu
Serbest radikallerin lipitler Gzerine etkileri: Serbest radikallerin lipitler

Uzerindeki en o©6nemli etkileri lipit peroksidasyonunu uyarmasidir. Lipit
peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve hicre zarlarinda
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bulunan coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acan kimyasal bir
olaydir. Superoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil
radikali lipit peroksidasyonunu baslatan baslica radikallerdir (Halliwell &
Gutteridege, 1999) (Kehrer & Smith, 1994) (Nakazawa vd., 1996).

Lipit peroksidasyonu coklu doymamis yag asidi (LH) zincirindeki-metilen
gruplarindan hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslar ve bdylece yag asidi
zinciri bir radikal niteligi kazanir. Bu lipit radikali (L") dayaniksiz bir bilesik
olup bir dizi degisiklie ugramaktadir. ilk ©nce, molekil igi cift bad
aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugati olusmaktadir. Daha sonra yag asidi
radikaline hizli bir sekilde oksijen eklenerek peroksil radikali (LOO") olusur.
Bu lipit peroksil radikalleri zar yapisindaki diger ¢cok doymamis yag asidi
molekullerinden hidrojen atomlarini cikartarak yeni reaksiyonlari baslatirlar,
kendileri de acgida cikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine
donislrler (LOOH). Lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklerine dénismesi ile lipit peroksidasyon reaksiyonlari sona ermektedir
(Halliwell & Gutteridege, 1999) (Nakazawa vd., 1996) (Uysal, 2006).

Baslama: == LH+ RL + RH

ilerleme: L + 02 === LOO" (lipit peroksit radikali)
LOO + |H === |OOH + L (lipit hidroperoksit)

Sonlanma: =====) | OOH Malondialdehit gibi aldehitler ve
diger karbonil bilesikler, etan,
pentan v.s

Hilcre zarlarinda lipit peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi
etkilenmekte, hlcre ici ve disi iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun
sonucunda hicre ici kalsiyum konsantrasyonu artmakta ve buna bagl olarak
proteazlar aktive olmaktadir. Bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol
oynamaktadir. Ote yandan lipit peroksidasyonun son iriinii olan aldehitler de
sitotoksik etkilere sahiptir (Halliwell & Gutteridege, 1999) (Nakazawa vd.,
1996) (Uysal, 2006). Organizmada sirekli bicimde serbest radikal niteliginde
bilesikler olusmaktadir. Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi
glcld bir savunma sisteminin varligi sayesinde engellenmektedir. Bu nedenle
serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi
son derece 6nemlidir. Bu denge bozuldugu zaman, serbest radikallerin zararl
etkileri ortaya c¢lkmakta ve cesitli organ ve sistemler olumsuz
etkilenmektedir. Bu nedenle antioksidan sistemlerin bilinmesi, oksidan
stresin yol actigi zararlarin engellenmesi acisindan biyik 6nem tasimaktadir
(Halliwell & Gutteridege, 1999) (Nakazawa vd., 1996).

Antioksidanlar, radikal olusumunu sinirlandirma, tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve
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hasarli molekdulleri tamir etme ve temizleme gibi cesitli mekanizmalarla
etkilerini gdstermektedirler. Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yadda
c¢ozinen radikal tutucularini ve metal iyonlarini baglayan proteinleri
kapsamaktadir (Halliwell & Gutteridege, 1999) (Nakazawa vd., 1996)

2.5.1.2 Nitrik oksit

ABD New York Downstate Universitesi Farmakoloji bdélimiinden
Furchgott ve Zawadski ilk olarak 1980 yilinda kendisinin tanimladigi tavsan
aortik damar seritlerin noradrenalin, fenilefrin veya baska bir kasici agonistle
supramaksimal (maksimal kasilmanin % 60-70'i) bir kasilma sagladiktan
sonra ortama asetilkolin (Ach) ilavesi ile gevsemelerin olustugunu
gosterdiler. Bu gevsemenin endotelyuma badimli oldugunu ve bu etkiden
endotelyumdan duz kasa gecebilen non prostanoid labil bir maddenin
sorumlu oldugunu ileri sirdiler. Bu hazirlanan gevseme izole aort
halkalarinda endotel mevcutsa olmakta, ancak endoteli alindiktan sonra
gevseme kaybolmakta veya kasilmaya dénismekteydi. Endotelyum kaynakli
gevsetici faktér (EDRF) olarak adlandirilan bu maddenin, daha sonra venler,
arterler, ve mikrodamarlarda yapilan calismalarda, Ach’den baska trombin,
adenin nukleotidler, P maddesi, bradikinin, bir kalsiyum iyonoforu olan
A23187 ve elektriksel stimilasyonla da saliniminin uyarildigi bildirilmistir.
Daha sonra yapilan deneysel calismalarda EDRF’'nin Nitrik oksit (NO) veya NO
ile iligkili bilesikler 6rnegin nitroksil anyonu (NO™) yada S-nitrozotiyol bilesigi
oldugu saptanmistir (Taylor & Weston, 1988).

NO tek nitrojen ve tek oksijen atomunun birlesmesiyle olusmaktadir. Bu
maddenin dokularda ve oksijenlenmis fizyolojik sivilarda cok cabuk yikildigi,
bu nedenle yarilanma émrinin gok kisa (4-40 sn) oldugu bildirilmistir. EDRF’
nin etkisi hemoglobin, hidrokinin ve metilen mavisi tarafindan inhibe
edilmektedir (Moncada, Palmer & Higgs, 1991).
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Sekil 2.17. Nitrik oksit endotelyum diz kasalarinda etkisi
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NO, endotel  hicrelerinde caveolae’da (hicre memranindaki
invajinasyonlar) lokalize endotelyal NO sentaz’in (eNOS), enzimatik etkisiyle
preklirsérl olan L-arjininden sentezlenir. Kaveolin-1, kalmodulin’e baglanir
ve eNOS aktivitesini inhibe eder. Kalsiyumun (Ca**) kalmodulin’e baglanmasi
Kaveolin-1'i ayinr ve eNOS’u aktive ederek, NO (retimine yol acar.
Tetrahidrobiopterin (BH4) ve nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)
gibi kofaktérlerde NO Uretiminde rol alir (Sekil 2-17) (Behrendt & Gangz,
2002).

Damar endotelinin antikoagilan, antitrombositik ve fibrinolitik ézellikleri
sayesinde damar tonus ve yapsi dlzenlenir. Bu dizenlemede de en dnemli
maddelerden birisi bir vazodilatatér olan endotel kdkenli nitrik oksit (NO)'tir
(Drexler, 1998). Temel olarak koroner arter hastaligini haber veren en erken
bulgu, henltz aterom plagi olusmadan endotel fonksiyonun bozulmasidir. Bu
fonksiyon bozuklugu sonucunda, NO sentez ve saliniminin azalmasi ile
baslayan ve aterom plagi olusumundan koroner arter hastaligina ve koroner
sendrom gelismesine dogru hizla ilerleyen bir slirec ortaya cikar (Sekil 2.18)
(Ldscher & Barton, 1997).
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Sekil 2.18. NO Endotel hiicrelerde ve diz kas hicrede

2.5.1.3 Katalaz

Tetramerik bir hemoprotein olan katalaz enzimi yliksek konsantrasyonda
olusan H>0,'i oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler. Enzim,
peroksizomlarda vyerlesmistir (Sekil 2.19) (Halliwell & Gutteridege, 1999)
(Nakazawa vd., 1996).
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Sekil 2.19. Katalaz reaksiyonu

2.5.1.4 Paraoksonaz ve Aril esteraz

Paraoksonaz (PON1), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de
paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip, glikoprotein yapisinda olan
kalsiyum bagimli bir ester hidrolazdir (Durrington, Mackness & mackness,
2001). 1946’'da Abraham Mazur hayvan dokusunda organofosfat bilesiklerini
hidroliz edebilen bir enzimin varligini ilk kez bildirmistir (Mazur, 1946). Bu
enzim 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat, propiyonat
ve bultirat’l hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir (Aldridge, 1952).
1961'de Uriel tarafindan insan serumunda yapilan bir calismada ilk kez HDL
ile PON1 iligkisi gosterilmistir (Uriel, 1961). Mackness ve ark., yaptiklar
calismalar ile, 1985’ te PON1'un HDL Uzerinde bulundugunu (Mackness &
Halam, 1985), 1988’ de, PON1'un HDL uzerinde apoA-I'e bagimli olarak
aktivite gosterdigini (Mackness & Walker, 1988) ve 1991 yilinda da LDL
Uzerindeki lipidperoksit birikimini azalttigini bulmuslardir (Mackness, Arrol &
Durrington, 1991). Immunoaffinite kromatografi calismalari insan serum
paraoksonazinin HDL'nin yapisindaki apolipoprotein AI ve klusterin
(apolipoprotein J) ile iliskili oldugunu ve total HDL'nin c¢ok kicuk bir
bolimuni olusturdugunu gostermistir (Pedersen vd., 1994) Bu bulgularin
sonucunda arastirmacilar, kardiyovaskiler hastaliklar ile PON1 arasindaki
iliskiyi arastirmaya ydénelmislerdir.

Paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 seklinde 3 Uyesi vardir.
PON1, PON2 ve PON3 genlerinin memeliler arasinda; %60 sekans benzerligi
gosterir. PON ailesi enzimleri substrata spesifik hidrolazlardir. PON1 bu
ailenin ilk bulunan ve Ustiinde en cok calisma yapilan Uyesidir (Deakin &
James, 2004).

PON1'in amino asit bilesimi incelendiginde, 16sin igeriginin ylksek

olmasina karsilik, “kringle” yapisina sahip olacak kadar sistein icermedigi
géralir. Bununla beraber, 42, 284 ve 353. konumlarda yer alan sistein
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artiklarinin, PON1’in yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine katkida bulundugu
sOylenebilir. Protein yapisinda bulunan tek dislfid bagi, polipeptid zincirinin
siklik yapida olmasina neden olmaktadir (Sekil 2.20).

0
HzC—H3C—0._ e 0

>P_©_NO? PON T RTRTONT o s one —NO
H3C—Hz;C-0 HyC—HyC—0 /~ ’

paraokson dietil fosfat p-nitrofenol

Sekil 2.20. Paraoksonazin Paraoksonu hidrolizi

Karacigerde sentezlenen ve dolasima verilen PON1'in HDL yapisinda yer
aldigi bilinmektedir. PON1, hidrofobik N-terminal bdlgesi araciligiyla HDL
lipidlerine kolayca baglanabilmektedir. PON1’i baglayan HDL alt birimleri,
Apolipoprotein A1(Apo A1) ve Apo ] (klusterin) proteinlerini de icerdiginden,
Apo Al ve Apo J'nin baglanmada rol oynayabilecegi distnlilmektedir (Baskol
& Kdse, 2004).

PON1, 6 yapraklh beta tabakas! bir yapi icerir. Her bir yaprak 4 beta
tabakasi icerir ve enzimin merkez kisminda yapi ve katalitik aktivitesinin
korunmasi igin gerekli olan iki kalsiyum atomu vardir. Bunlardan bir tanesi
yapisal kalsiyum olup, yapidan uzaklastirilmasi irreversbl denatilirasyona
neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. Bu
kalsiyum iyonu bir su molekill ile fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir
(Harel vd., 2004).

PON1 tarafindan hidrolize edilen bilesikler olan organofosfatlar
(paraokson ve diazokson), sinir gazi ajanlari (somon ve sarin) ve aromatik
esterler (fenilasetat) PON1'in non-fizyolojik substratlari oldugu bildirilmistir.

Parokson (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat), paroksonazin hem Aril
esteraz aktivitesini hem de Paroksonaz aktivitesini 6lgmede en sik kullanilan
substrattir. Arilesteraz (aril-ester hidrolaz) (ARE) da bir paraoksonaz olarak
siniflandinimaktadir (Lorentz, Wirtz & Weiss, 2001) PON1 arilesteraz
aktivitesi ile fenil asetati fenol ve asetata hidrolize eder. Fenol 270 nm’de
absorbans verir. Fenil asetat ise sadece arilesteraz aktivitesini dlcmede
kullanilan bir substrattir. PON1 polimorfik dagilimi nedeniyle ayni substrata
karsi farkh aktivite gosterir (Sekil 2.21) (Baskol & Kose, 2004).
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Sekil 2.21. Paraoksonazin Fenil Asetati hidrolizi

PON1 lipoprotein kaynaklh fosfolipid peroksitlerinde ve kolesterol ester
peroksitlerinde bulunan O ve P arasindaki ester badini hidroliz ettigi
gbsterilmistir. Okside olmus lipoproteinler ve kolesterol esterlerinin HDL
bagimh PON1 igin fizyolojik substrat oldugu disiinilmektedir. Insan arteriyel
duvar hicre kdltarlerinde yapilan bir calismada PON1‘in okside 1-palmitil-2-
arasidonoil-sn-glisero-3-fosforilkolin lzerindeki fosfolipid tdrlerini hidroliz
ettigi, boylece HDL'nin LDL'yi oksidasyondan koruyucu etkisinin paraokson
hidroliz kapasitesinden bagimsiz oldugu gortlmustir (Mackness, 1998).

2.5.1.4.1 PON1'in fizyolojiik fonksiyonu

Paraoksonaz enziminin, aromatik karboksilik asid esterleri ve paraokson,
diazookson, sarin, somon gibi organofosfat tlrevlerini detoksifiye ettigi pek
cok calisma ile gdstermistir. Paraoksonaz enzimi, paraoksondaki O-P ester
baginin hidrolizinden sorumlu olan esterazdir. Son yillarda PON1'in ayrica
laktonaz, siklik karbonat esterleri ve farmakolojik ajanlari da hidroliz ettigi
gbsterilmistir (Aslan , Kosecik, Horoz, Selek, Celik & Erel, 2007). PON-1
serum ve dokularda oksidatif stresi de azaltmaktadir ve kardiyovaskduler
hastaliklara karsi korumaktadir (Aviram & Rosenblat, 2004).

HDL, LDL'yi oksidasyondan koruyabilme vyetenedine sahiptir. Cesitli
mekanizmalar bu koruyucu rolin acgiklanmasinda énem kazanmaktadir. HDL
ile iligkili enzimlerin (PON1, LCAT, Trombosit Aktive Edici Faktdor Asetil
Hidrolaz  (PAF-AH)) oksidatif modifikasyonlara karsi lipoproteinleri
koruduguna inanilmaktadir. Paraoksonaz; LDL'yi, Cu iyonunun ve serbest
radikallerin indikledigi oksidasyondan korumaktadir (Durrington vd., 2001).

HDL vyapisinda bulunan PON1 enzimi, Minimal Modifiye LDL (MM-
LDL)'deki aktif lipidleri yikar ve bdylece arter duvarinda yer alan hlcrelerde
inflamatuar cevap olusumuna karsi koruyucu etki gdsterebilir. Paraoksonaz,
okside LDL'deki kolesteril linoleat hidroperoksitleri ve spesifik okside
fosfolipidleri de hidroliz eder (Navab vd., 1991).
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Paraoksonazin, HDL'yi oksidasyondan korudugunu gosteren galismalarda
saflastiriimis PON1'in HDL'ye eklenmesi ile doza bagimli olarak oksidasyonun
lag fazinin uzadigi, HDL'de lipid peroksit ve aldehit birikiminin %95'e kadar
azaldigi gosterilmistir. Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil
hicrenin yapisindaki lipidler de lipid peroksidasyonuna ugramaktadir.
Paraoksonaz lipid peroksitlerinin aterojenik etkilerini nétralize eder, hilcre
membranlarini koruyucu etki gosterir. LDL oksidasyonu eshasinda olusan
okside fosfolipidlerden okside kolesterol esterleri, lizofosfatidilkolinler PON1
enzimindeki serbest sulfidril grubu ile (Sistein 284’deki) etkilesime girer ve
enzimin inaktive olmasina yol agarlar (Bolayirli vd., 2007).

LDL oksidasyonu esnasinda PON1’in inaktive olduguna iliskin gorisler
calismalarca desteklenmistir. Yapilan bir calismada, PON1’in arilesteraz
aktivitesinin, LDL oksidasyonu esnasinda yaklasik %50 oraninda azaldigi
gosterilmistir. LDL'yi oksidasyona karsi koruyan paraoksonaz enzimi okside
LDL olusumu esnasinda zamana bagl olarak inaktive olmaktadir. Bu olayin
mekanizmasi henlz yeterince aciklanamamistir. Paraoksonazin serbest
sulfidril grubu ile lipid peroksidasyonunun bazi Urlnleri arasinda bir iliski
olabilir. Bu durum; okside LDL'deki okside kolesteril arasidonat veya okside
arasidonat iceren fosfolipidler ile PON1'in sistein 284 bdlgesinde bulunan
serbest sdulfidril grubu arasindaki etkilestim ile iligkili olabilir (Ekmekgi,
Donma & Ekmekgi, 2004).

2.5.1.4.2 PON1’in sentezi

PON1 karaciger tarafindan Uretilir ve kana verilir. Kanda HDL ile birlikte
bulunur. Insanda serum PON1 konsantrasyon ve aktivitesi genis bir araliga
sahiptir. Enzim aktivitesinin ve konsantrasyonunun PON1 geninin
polimorfizmiyle birlikte diet, yasam bigimi ve cesitli hastaliklardan etkilendigi
gbsterilmistir (Arrol, Mackness & Durrington, 1996).

2.5.1.4.3 PON1’in hiicrelerden salinimi

PON1 sekresyonunun mekanizmasi énemlidir. Clnki cesitli faktérler bu
mekanizmay! degistirerek serum dizeyinin  belirlenmesini  sadlar.
Lipoproteinlerin yoklugunda az miktarda PON1 sekrete edilir. HUlicrelerden
sekrete edilen PON1'i fosfolipid miceller ve HDL sekresyonu stimlle ederken,
LDL ve ApoAl etki gdstermez (Deakin & James, 2004).

PON1 HDL ile fosfolipidlerden ayrilabilir. Membrana bagh PON1
fenilasetata etki gdsterir. HDL'nin belirmesiyle bu etki ortadan kaybolur. Bu
da HDL'nin PON1‘i hiicre membranindan ayirabildigini gosterir. HDL ile
indiklenmis PON1 sekresyonu konsantrasyona bagimlidir. Ayni zamanda
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reseptore de bagimhdir. HDL en uygun alic olmasina ragmen fosfolipid
kompleks tek basina hicrelerden PON1 salinimini uyarma kapasitesine sahip
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte sadece fosfolipid iceren lipid kompleks
salinim igin vyeterli degildir. Bu da PON1 salgilanmasi igin niye LDL'nin
yetersiz oldugunu aciklamayi saglayabilir (Deakin & James, 2004).

2.5.2 Kalpainler

Kalpainler (Kalsiyumda aktive olan proteazlar) onarilamayacak derecede
hasar gormis hlcrelerin hicre iskeletinin parcalanmasindan sorumludur.
Ayrica kalpainlerin hicre iskeletinin sekillendiriimesinde ve subletal aksonal
membran hasarini onarmay! kolaylastirma gibi ek gorevleri de vardir.
Kalpainler, nekroz ve apoptoz gibi hlcre 6limu ile sonucglanan olaylarda
gbrev yuklenebilirler. Kalpainler aktif merkezinde nukleofilik thiol grubu
bulunduran sistein proteazlardir (Goll , Thompson, Li, Wei & Cong, 2003).

Kalpain adi kalsiyum baglayici boélge olarak kalmoduline sahip
oldugundan “cal” ekini, papain benzeri sistein proteaz 6zelligi gésterdiginden
“pain” ekini alarak isimlendirilmistir (Croall & Demartino, 1991). Kalpain ilk
olarak 1964 yilinda Guroff tarafindan sican beyin extraktinda gézlemlenmistir
(Guroff & neutral, 1964).

Isim Tipik/Atipik Bulundugu Yerler Hastaliklar

Calpain 1 Tipik Yavgm Huntington Hastaligi, Katarakt, Miiskiiler distrofi,
Travmatik Beyin Hasar1, Spinal Kord Hasar1, Kanser,
Alzheimer...

Calpain 2 Tipik Yaygm Katarakt, Miiskiiler distrofi, Travmatik Beyin Hasari,
Spinal Kord Hasar1, Alzheimer, Parkinson, Kanser. ..

Calpain 3 Tipik Lens. Retina, Katarakt.

Iskelet kas1

Calpain 4 Tipik Yavgm

Calpain 5 Atipik Huntington Hastalig1, Polikistik Ovaryum Sendromu,
Metabolik Sendrom. ..

Calpain 6 Atipik Plasenta

Calpain 7 Atipik Yaygm Huntington Hastalig1

Calpain 8 Tipik Mide mukozas1

Calpain 9 Tipik Sindirim Sistemi Mide Kanseri

Calpain 10 Tipik Yavgm Huntington Hastaligi, Katarakt, Divabet...

Calpain 11 Tipik Testis

Calpain 12 Tipik Yavgm Alzheimer

Calpain 13 Atipik Yavgm

Calpain 14 Atipik Yavgm

Calpain 15 Atipik Yavgm

Kiigiik alt Unite 2 Tipik

Sekil 2.22. Kalpainlerin siniflandiriimasi

Kalpainlerin tipik ve atipik kalpainler olmak Uzere 2 sinifa ayrilmasi,
karboksil ucta EF el motifine sahip olup olmamasina dayandiriimistir
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(Carragher, 2006). Aktiflesmeleri icin m-kalpainler 200-1000 milimol
seviyelerinde Ca*? konsantrasyonlarina ihtiyac duyarken, p kalpainler ise 5-
50 mikromol dizeylerinde Ca*? konsantrasyonlarinda aktiflenirler (Sekil
2.22) (Goll , Thompson, Li, Wei & Cong, 2003) (Kar vd., 2010).

Kalpainler; iskelet kasi, kalp kasi, beyin, bébrek, akciger, karaciger ve
adip6z doku gibi cgesitli dokularda genis bir yayilim gésterirler (Kishimoto,
Kajikawa, Tabuchi, Shiota & Nishizuka, 1981). Bu dokularda kalpainlerin
fizyolojik ve patolojik dlizeni karisiktir fakat kalpainlerin, fizyolojik ve
patolojik durumlarda énemli rol oynayan yapisal proteinlere ve hicre igi
sinyallere ayrildigi kabul edilmektedir. Hicre iskeleti ve yapisal proteinler
(spektrin, a-aktinin, distrofin, tubulin), membrana bagh proteinler ve
reseptorler (EGF reseptori), kalmodulin baglayici proteinler (kalsiyum
pompasi, inositol 1.4.5-trifosfat kinaz), miyofibril proteinleri (troponin I,
troponin T, miyozin), transkripsiyon faktorleri (c-fos, c-jun) ve birka¢ énemli
enzimin (protein kinaz C, 3-hidroksil-3-metilglutaril-CoA rediktaz, cAMP-
bagimh kinaz) kalpain substratlari igerdigi bilinir (Wang & Yuen, 1997) (Rami,
2003).

Ateroskleroz, alzheimer hastaligi, kanser, muskuler distrofi, travmatik
norolojik hasar ve toksik veya hipoksik durumlarda gelisen organ hasari gibi
hastaliklarda roli oldugu disltnilen kalpainler Gzerine son vyillarda birgok
arastirma yapilmaktadir (Wang & Yuen, 1997).

2.5.2.1 Tipik kalpainler

Tipik kalpainler, kalpainlerin EF el motifine sahip alt ailesi olarak bilinir.
Bu ailenin Gyeleri kalpain 1, 2, 3, 4, 8, 9, 11, 12, 13 ve kucuk alt Gnite II
olmak Uzere 10 farkh kalpainden olusur. Bu ailenin Uyeleri karboksil ucta
Ca*? baglayan EF el motifi yapisina sahiptir (Carragher, 2006).

2.5.2.2 Atipik kalpainler

Atipik kalpainler terminal ucgta, 4. bélgedeki EF el motifine ve kalsiyum
baglayici bélgeye sahip degillerdir. Bu ailenin Gyeleri kalpain 5, 6, 7, 10, 14,
15 olmak dzere 6 kalpainden olusur. Atipik kalpainlerin aktiviteleri igin
kalsiyuma gerek duyup duymadiklari tam olarak bilinmemektedir (sekil
2.22).

Kalpainler, Guroff tarafindan MSS"” de bulunmus hlcre ici proteazlardir
(Ray, Hogan & Banilk, 2003). Enzimatik aktiviteleri kalsiyuma bagiml
sitozolik sistein proteazlardir. Kalpain ailesi Uyeleri memelilerden Drosophila
melanogaster ve Caenarhabditis elegans” a kadar bircok organizmada
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bulunur. En iyi bilinenler; m-kalpainler ve p-kalpainlerdir. Aktiflenmeleri icin
m-kalpainler milimol seviyelerinde Ca*® konsantrasyonlarina ihtiyag
duyarken, p-kalpainler ise mikromol Ca*? konsantrasyonlarinda aktiflenir
(Ray, Hogan & Banilk, 2003).

Kalpainler 80 kDa ve 30 kDa’luk subunitelerden olusan
heterodimerlerdir. 80 kDa’luk Unit katalitik yan birimi icerir ve her izozimde
tektir. 30 kDa’lik Unit ise regllatér subunittir ve her iki izozim icinde de yer
alir. 80 kDa’luk sublnit doért domain (di1-d4), 30 kDa’luk sublnit ise 2
domain (d5-d6) icerir (Sekil 2.23) (Ray, Hogan & Banilk, 2003) (Croall &
Demartino, 1991).

m ve p-kalpainlerin substratlari aynidir ve bunlar; sitoskeletal proteinler,
membran proteinleri, sitokinler, protein kinazlar, fosfatlar ve lens
proteinleridir (Banik, Hogan & Powers, 1982) (Ray, Matzella, Wilford, Hogan
& Banik, 2000).

Tipik kalpainlerden, kalpain-1 p-kalpain olarak bilinirken kalpain-2 ise
m-kalpain olarak bilinmektedir. Kalpain-1, 82 kDa katalitik alt Uniteye
sahipken kalpain-2 ise 80 kDa katalitik alt Uniteye sahiptir. Kalpain-1 ve
kalpain-2 ile birlikte 28 kDa dilzenleyici alt Uniteye sahiptir. Kalpain-1 ve
Kalpain-2 birbirlerine yaklasik %60 oraninda benzerlik gdésterirler Kalpain-1
ve kalpain-2“ nin blylk alt Uniteleri temel olarak 4 farkli aminoasit dizisi
iceren bdlgeye ayrilmistir (Sekil 2.23) (Carragher, 2006) 1. Bdlge otoliz
bolgesi icermektedir ve Ca*™® ye duyarliik artmasi durumunda otolitik
aktivasyon gercgeklesir (Suzuki, Hata, Kawabata & Sorimachi, 2004) 2. Bélge
substratlar hidroliz etmek icin katalitik Ggli (Cys-His-Asn) aminoasidi iceren
katalitik proteaz bdlgesidir. Ucli yapi sistein (Cys), histidin (His) ve asparajin
(Asn) aminoasitlerinden olusur (Strobl vd., 2000) 3. Bdlge katalitik bodlge
olarak bilinen 2. bélge ile Ca*? baglayici 4. bélgeyi birbirine baglar (Suzuki,
Hata, Kawabata & Sorimachi, 2004) 4. Bélge 5 EF el motifine sahip
kalmodulin benzeri bélgedir. ilk 4 EF el motifi bdlgesi Ca*? baglayici bélgedir.
5. EF el motifi bélgesinin karboksil ucu 28 kDa kiguk alt Gniteyle (Kalpain 4)
dimerizasyon yapabilir. Kalpain-4, kalpain-1 ve 2“ nin klguk alt Unitesi yada
dizenleyici alt Unitesi diye bilinir. Bu isim genelde kalpain kiguk alt Gnitesi I
diye bilinir. Kalpain-4 bir ucunda NH, iceren 5. bdlge diger ucunda COOH
iceren 6. boélgeden olusmaktadir (Sekil 2.23) (Khorchid & Ikura, 2002). 5.
bélge glisin bakimindan zengindir. Bu bdélgenin yaklasik % 30 glisinden olusur
ve hidrofobik bdlge olarak adlandirilir. 5. bdlgenin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir fakat membranla baglanti sagladigi distnilmektedir. Boyle
ddstnilmesinin  nedeni ise membranin canli dokularda enzimlerin
aktivasyonunu saglamasidir (Khorchid & Ikura, 2002) 6. bdlge 5. bdlgeye
poliprolin sayesinde baglanir. 4. bolge ile % 50 oraninda benzerlik go6sterir.
Ilk 4 bélgesi Ca*? iyonlarini badlayan, 5. bdlgesi ise kalpain-1 ve kalpain-2
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ile ayni olan katalitik EF el motifine sahiptir. (Carragher, 2006) (Lin vd.,
1997).

Biiyiik alt iinite

Proteaz EF Kolu
I Il 111 1A%
‘ 1 2 345
Otoliz
\Y% Vi
Otoliz 12345

Sekil 2.23. Kalpainlerin bélgeleri

2.5.2.3 Kalpain aktivasyonunun diizenlenmesi

Kalpain aktivitesi, oto proteolitik salinim, fosforilasyon, Ca*?
konsantrasyonu ile duzenlenir (Wingrave vd., 2003). Kalpainler icin gerekli
olan kalsiyum konsantrasyonlari pmol” den mmol”“ e kadar degisir. Bundan
dolayl hiicrelerde Ca*? gereksinimini disiirecek veya kalsiyuma karsi
kalpainlerin hassasiyetini arttiracak mekanizmalar vardir. Hulcre igi kalsiyum
seviyelerine kalpainlerin hassasiyeti membran fosfolipitleri sayesindedir
(Wingrave vd., 2003) (Ray, Hogan & Banilk, 2003).

Kalpainlerin Ca*? afinitesini arttiran aktivatdr proteinlerin varlijinda
kalpain aktivasyonu baslar (Suzuki, Sorimachi, & Yoshizawa, 1995).

Aktif kalpain membranlarda bulunur. Kalpain aktivasyonunda
membrandaki lokalizasyonlari onemli rol oynar. Kalpainlerin
aktivasyonlarinda veya inaktivasyonlarinda fosforilasyon uclari rol alir (Ray,
Hogan & Banilk, 2003) (Banik, Hogan & Powers, 1982) (Ray vd., 2000)
(Suzuki, Sorimachi, & Yoshizawa, 1995).

Mitokondriyal kalsiyum konsantrasyonundaki artis mitokondriyal
kalpainleri aktive eder, akabinde apoptotik hicre o6liumu tetiklenir.
Mitokondriyal kalsiyum konsantrasyonundaki bu artista, p-kalpainler
tarafindan NCX'in yarilmasi, mitokondriyal major kalsiyum fiskirmasi diz kas
hicrelerinin 6limunde édnemli rol oynayabilir (Sekil 2.24) (Kar vd., 2010).
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Bir apoptotik uyaran hicre icine kalsiyum akisina neden olur. Kalsiyum
konsantrasyonundaki artis, AIF yapimina neden olan IMS/IM daki kalpain
aktivasyonu ile sonucglanir. Es zamanli olarak da mitokondriyal NCX de
yarilma, major kalsiyum fiskirmasi olabilir ve mitokondriyal kalsiyum asiri
dolmasi, sitokrom c¢ salinimi olur. AIF Un yarilip parcalara ayrilmasi, sonra
sitozol igcine salinimi (A), Bax/Bak- aracili porlar (B) veya kalsiyum bagimli
mitokondriyal permeabilite gecisinin uyarilmasi, nikleusa translokasyon ve
orada kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu olusumu (Sekil
2.24) (Kar vd., 2010).

Mitokondriyal p-kalpainler, olgun AIF'G (62kDa) yarmaktadir ve tAIF
(57kDa) mitokondri i¢ zarindan zarlar arasi bdlgeye salinir. Bu mitokondriyal
M-kalpainlerin  AIF indiklemeli kaspaz bagimsiz programli hicre o6limi
yolaginda bir baslatici oldugunu godstermektedir (Ozaki, Yamashita &
Ishiguro, 2008). Ayrica kalpainler mitokondrial gecis porlarinin olusumunu
artirarak AIF saliniminda direkt rol alirlar. Voltaj bagimli anyon kanallarinin
(VDAC) proteolitik slireci araciligiyla sitozole tAIF'nin saliniminda
mitokondriyal m-kalpainler énemli bir rol oynar. AIF, VDAC'In yarilmasi ve
Bax'in mitokondriyal birikimi araciligi ile sitozole salinir AIF’tn olusumu ve
mitokondriden salinimi modeli. Bir apoptotik uyarici sitozol icine kalsiyum
akisina neden olur. Kalsiyum konsantrasyonundaki artis mitokondri icgine
kalsiyum akisina neden olur. Bu da IMS icinde mitokondriyal p-kalpain
aktivasyonuyla sonuglanir. Aktive olan mitokondriyal p-kalpain AIF'U keser ve
IM’den IMS'ye salinir. Mitokondriyal kalsiyum dlizeyinde meydana gelen daha
fazla artislar OM deki Bax ile ilgili VDAC'In yarilmasina neden olan
mitokondriyal m-kalpaini aktive eder. tAIF bu durumda VDAC/Bax-aracil
porlar veya Bax/Bax-aracili porlar araciliyla sitozole salinir (Sekil 2.24) (Kar
vd., 2010).
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Sekil 2-24. Mitokondriyal kalpain aktivasyonu
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3 GEREC VE YONTEMLER

3.1 Deney Hayvanlari

Deneysel asamalarda kullanilmak Uzere Erkek, Wister Albino cinsi, 300-
350 gr agirliginda albino sicanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU)
Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM)'den saglanmistir. Bu galisma igin
ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Komite Raporu alinmistir (407/2014) ve
bu arastirma icin gerekli kaynak, Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonunca desteklenen 2014-620 nolu projeden saglanmistir.

Calismamizda gerceklestirdigimiz biyokimyasal analizler ESOGU Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali'nda, histolojik analizler ESOGU Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali'nda, elektron mikroskop gérintileme ve analizleri
ESOGU Elektron Mikroskop Gérinti ve Analiz Birimi merkezinde
(ESOGUSTEM) yapilmistir.

Deney hayvanlari agirliklarina goére, 10 adet sican bir grupta olacak
sekilde 5 gruba ayrildi. Gruplara ayrilan sicanlar adaptasyon icin 2 gln
laboratuvarda bekletildi. Sicanlar 12 saat aydinlik-karanhk periyodu altinda,
oda sicakliginda (25 £+ 1 °C) ve sabit nemli (%55+5) ortamda bakildi. Ayrica
serbest bir sekilde erisebilecekleri standart sican yemi ve su verilmistir.

3.2 Borik Asit ve Omega-3 Uygulamasi

Borik asit uygulamasi icin 100 mg/kg/gun Borik asit (Sigma B0394) ve
800 mg/kg/giin Omega-3 [adirhk (g) x 0.008)/ yogunluk (g/ml)] (Sigma
F8020) 28 glin slre ile her sabah saat 10.00'da oral gavaj yolu ile verilmistir
(Arbabi, Baharuldin, Moklas, Fakurazia, & Muhammad, 2014).

3.3 Miyokard Infarktiis Modelinin Olusturulmasi

MI olusturmak icin Isoproterenol-HCl (ISO) subkutan olarak 24 saat
araliklarla iki kez (26. Ve 27. gunde) 200 mg/kg olacak sekilde
uygulanmistir. Ikinci ISO dozundan 12 saat sonra sicanlara anestezi altinda
cerrahi islemler uygulanmistir. (Anandan, Mathew, Sankar, Nair & 2007),
(Rajadurai & Stanely Mainzen Prince, 2006), (Shiny vd., 2005), (Zhou vd.,
2008).
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3.4 DENEY GRUPLARI
Siganlar 5 gruba ayrilmistir (n=10):

Kontrol Grubu (n=10): Serum fizyolojik (2 ml) gavaj yolu ile 28 gun
boyunca uygulandi.

MI Grubu (n=10): Serum fizyolojik (2 ml) gavaj yolu ile 28 gln
boyunca verildi ve Miyokard Infarktlisi Modeli olusturuldu.

Borik asit + MI Grubu (n=10): Borik asit (100 mg/kg) serum
fizyolojik igerisinde ¢6zUulip gavaj yolu ile 28 glin boyunca verildi ve Miyokard
Infarktist Modeli olusturuldu.

Omega-3 + MI Grubu (n=10): Omega-3 (800 mg/kg) gavaj yolu ile
28 glin boyunca verildi ve Miyokard Infarktlsid Modeli olusturuldu.

Omega-3 + Borik asit + MI Grubu (n=10): Omega-3 (800 mg/kg)
ve Borik asit (100 mg/kg) serum fizyolojik igerisinde ¢ozullp gavaj yolu ile
28 glin boyunca verildi ve Miyokard Infarktlisid Modeli olusturuldu.

Ketamin (Ketalar) (50 mg/kg ) ve Ksilazin (Rompun) (10 mg/kg) periton
ici (i.p.) anestezisi altinda EKG o6lgimleri yapilmistir ve EKG d&lgiminden
sonra kalbin sol ventriktlinden yedi’er hayvan her gruptan intrakardiyak kan
alimi gercgeklestirildi. Kan érnekleri 4 kan tipune ayrildi ve sonra 1000 x g 20
dakika ve 3000 x g 20 dakika kullanan kitlerin prosedliriine gbére santrifij
edildi. Serumlar ependorf tuplerine ayrildi ve biyokimyasal parametrelerin
analizi yapilana kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edildi. Uc’er
hayvan her gruptan kalp cikartildiktan sonra sol ventrikdli ayrilip serum
fizyolojide yikandi ve biyokimyasal parametrelerin analizi yapilana kadar
derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edildi. Histoloji ve Elektron Mikroskobu
(TEM) incelemeleri icin kalbin sol ventriktlinden dokulari alindi. Histolojisi
icin %10’luk formaldehitte bekletilirken, TEM icin taze ve soguk glutaraldehit
(+4°C) ESOGUSTEM merkezine génderilmistir.

3.5 EKG Cekimi

Anestezi uygulandiktan sonra sicanlar bilgisayarli (Biopar MP100) veri
dederlendirme ve EKG'lerinin ¢ekimi igin sirtlisti pozisyonda 37°C'ye
ayarlanabilen masaya yatirildi. Iki kolunun alt kismi ve sa§ ayak yani killari
alkol ile temizlendi ve sonra tiras edildi. Akim gegisini kolaylastirmak
amaciyla iki kolunun alt kismina ve sag ayak yanina elektrot jeli strdldd.
Daha sonra igne uglu elektrotlar bu kisimlara yerlestirildi. EKG cihazi kayit
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sistemi kullanilarak élcim yapildi ve D-II kayitlar kullanildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Ratlarda Anestezi 2. Ratlarda EKG g¢ekimi

3.6 Biyokimyasal Parametreler

3.6.1 Kreatin Kinaz- MB (CK-MB) diizeyi 6lciimii

Serum CK-MB dizeyleri MyBioSource Rat CK-MB (MBS267137, USA)
Duble Antikor sandvi¢g ELISA test kiti kullanilarak 6&lguldi. Kitin élclim-—igi
kesinlik dederi (intra-assay % CV) < % 8 ve olcim-arasi kesinlik dederi
(inter-assay % CV) <% 12'dir.

CK-MB Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

MyBioSource Rat CK-MB kiti solid faz cift sandvi¢c Enzim Bagh Immin
Olcim (ELISA) prensibine dayanir. Rat CK-MB molekiliine spesifik
monoklonal antikorlar strip halindeki 8'li kuyucuklara kaplanmistir.

Deney Prosediiri

Kitin igerisinden ¢gikan 96’lik plaka’in Rat CK-MB standartlari ve 6rnekler
kuyucuklara 100 pl pipetlendi. 1,5 saat 37 C° de bekletildi. Yikama tamponu
ile 3 kez yikandiktan sonra kuyucuklara 100 pul Biyotinile Rat CK-MB antikoru
pipetlendi. 1 saat 37 C° de bekletildi. Yikama soliisyonu ile tekrardan 3 kez
yikanan kuyucuklara 100 pL Enzim-konjugati pipetlendi. 30 dakika 37 C° de
bekletildi. Yeniden 5 kere ylkanan kuyucuklara daha sonra 100 pL renkli
reaktif sivi pipetlendi. 30 dakika 37 C° de inkiibe edildi. 100 pL renkli reaktif
C pipetlendi. Olusan renk 450 nm de ELISA okuyucu (Victor) ile élgtldd.
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Kitin icerisinden cikan standart ile seri dilisyon yapildi. Standartlarin
absorbans degerleri 6lclldi ve kalibrasyon edrisi cizildi (Sekil 3.2). CK-MB
sonuclari U/L olarak ifade edildi.
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Sekil 3.2. CK-MB kalibrasyon egrisi

3.6.2 Beyin natriiiretik peptid (BNP) diizeyi ol¢ciimii

Serum BNP dlzeyleri Sigma-Aldrich Rat BNP (RAB0386, USA) ELISA test
kiti kullanilarak 6lglldi. Kitin 6lgime-ici kesinlik degeri (intra-assay % CV) <
%10 ve 6lgim-arasi kesinlik degeri (inter-assay % CV) < %15'dir.

BNP Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

Sigma-Aldrich Rat BNP kiti solid faz cift sandvic Enzim Bagli Immin
Olciim (ELISA) prensibine dayanir. Rat BNP molekiiliine spesifik monoklonal
anti-tavsan ikincil antikoru ile o&énceden kaplanir. 8‘li kuyucuklara
kaplanmistir.

Deney prosediiri

Kitin icerisinden c¢ikan mikroplaka’in; standart, k&ér ve 06rnek
kuyucuklarina, 100 pl anti-BNP antikoru pipetlendi. 1,5 saat oda isisinda
bekletildi. Tum kuyucular 4 kez yikandi ve 100 pL standart serileri, pozitif
kontrol, kér ve 6rnekler pipetlendi. 2,5 saat slresince oda isisinda bekletildi.
Daha sonra her bir kuyucuk yeniden 3 kez yikandi. Tim kuyucuklara 100 pl
stop solusyonu pipetlendi ve 30 dakika oda isisinda bekletildikten sonra
olusan sari renk 450 nm de ELISA okuyucu (Victor) ile élgulda.
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Kitin icerisinden cikan standart ile seri dilisyon yapildi. Standartlarin
absorbans degerleri 6lclildi ve kalibrasyon egdrisi cizildi (Sekil 3.3). BNP
sonuclari pg /ml olarak ifade edildi.
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Sekil 3.3. BNP'In kalibrasyon egrisi

B = OD standart ve ornekler
BO = OD sifir standart

3.6.3 Tumor nekroz faktorii-a (TNF-a) diizeylerinin o6lciimii

Serum TNF-a dlzeyleri R&D Rat TNF-a (RAT00, R&D systems, USA)
kantitatif ELISA test kiti kullanillarak o6lgildd. Kitin Olgiim-igi kesinlik degeri
(intra-assay % CV) % 2,2 ve dlgim-arasi kesinlik degeri (inter-assay % CV)
% 9,6'dir.

TNF-a Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

R&D TNF-a kiti solid faz sandvic Enzim Bagh Immin Olgim (ELISA)
prensibine dayanir. Rat TNF-a moleklline spesifik monoklonal antikorlar
strip halindeki 8'li kuyucuklara kaplanmistir.

Deney Prosediiri

Kitin igerisinden g¢kan 96’hk plakadakl standart, koér ve serum
kuyucuklarina 50 pyl RD1-41 daha sonra Uzerlerine 50 pl standart, kontrol ve
orneklerden pipetlendi. 2 saat oda isinda bekletildi. Yikama tamponu ile 5 kez
yikandi. Kuyucuklara 100 ul Rat TNF-a konjugati pipetlendi. 2 saat oda isinda
bekletildi. Yikama solisyonu ile 5 kez yilkandi. 100 pL substrat solisyon
pipetlendi ve 30 dk oda isisinda inklbe edildi. 100 pL stop solisyonu
pipetlendi. Olusan renk 450 nm de elisa okuyucu (Victor) ile élgtldi.

Kitin icerisinden cikan standart ile seri dilisyon yapildi. Standartlarin
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absorbans degerleri 6lctldi ve kalibrasyon egrisi cizildi (Sekil 3.4). TNF-a
sonuclari pg/ml olarak ifade edildi.

1,6
1,4 y = 0,0034x + 0,0735
1,2 R2 = 0,99839

1
0,8
0,6
0,4

Absorbans 450nm

0 100 200 300 400 500

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 3.4. TNF-a kalibrasyon egrisi

3.6.4 Interlékin-6 (IL-6) diizeyleri élciimii

Serum IL-6 dlzeyleri Quantikine ELISA Rat IL-6 (R6000B, R&D Systems,
USA) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak 6élculdi. Kitin élcim-ici kesinlik
degeri (intra-assay % CV) % 8,8 ve olcim-arasi kesinlik dederi (inter-assay
% CV) % 8,1'dur.

IL-6 Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

R&D IL-6 kiti solid faz sandvi¢ Enzim Bagli Immin Olgim (ELISA)
prensibine dayanir. Rat IL-6 molekdline spesifik monoklonal antikorlar strip
halindeki 8’li kuyucuklara kaplanmistir.

Deney prosediiri

Kitin igerisinden gikan 96°lik plaka standart, kér ve serum kuyucuklarina
50 pl RD1-54 daha sonra Uzerlerine 50 pl standart, kontrol ve érneklerden
pipetlendi. 2 saat oda i1sinda bekletildi. Yikama tamponu ile 5 kez yikandi.
Kuyucuklara 100 ul Rat IL-6 konjugati pipetlendi. 2 saat oda isinda bekletildi.
Yikama solusyonu ile 5 kez yikandi. 100 pL substrat sollisyon pipetlendi ve
30 dk oda isisinda inklbe edildi. 100 uL stop sollisyonu pipetlendi. Olusan
renk 450 nm de elisa okuyucu (Victor) ile dlgtldu.

Kitin icerisinden cikan standart ile seri dilisyon yapildi. Standartlarin

absorbans degerleri 6lguldid ve kalibrasyon egrisi cizildi (Sekil 3.5). IL-6
sonuclari pg/ml olarak ifade edildi.
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Sekil 3.5. IL-6 kalibrasyon egrisi

3.6.5 Doku malondialdehit (MDA) diizeylerinin ol¢ciimii
Prensip

Yontem, lipid peroksidasyonu son (Urinlerinden olan malondialdehit
(MDA)'nin  tiyobarbitlirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna
dayanmaktadir (Ohkawa, Ohishi & Yagi, 1979).

Kullanilan gozeltiler

%8, 1’lik sodyum dodesil sulfat (SDS): 8,1 gr SDS tartilip, bir miktar
distile suda eritildi ve son hacim 100 mL'ye tamamlandi.

%20’lik Asetat Tamponu (pH:3,5): 20 ml asetik asit alindi ve 100 mL'ye
tamamlandi. NaOH ile pH, 3,5’e ayarlandi.

%0,8’lik TBA: 0,8 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritildi ve son
hacim 100 mL'ye tamamlandi.

N-butanol/pyridine karisimi: 15/1 hacimleri karistirilarak kullanilmadan
hemen 6énce hazirlandi.

Doku homojenizasyonu

Calisma anina kadar -80 °C'de saklanmis olan Kalp dokular derin
dondurucudan cikarildi, tartildi ve ¢ézdurildi. Bu dokular 1/10 oraninda 0,15
N KCI soliusyonundan eklenerek o6rnekler homojenize edildi. Homojenatlar,
+4 °C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stupernatantlar alindi ve
Olcim icin kullanildi.
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Deney prosediiri

Kapakli tlpler alinarak koér, standart ve 6rnek tlpleri hazirlandi. Kor
tiplne, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,8 mL distile
su; o6rnek tlplerine 0,4 mL supernatant, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat
tamponu,1,5 mL TBA ve 0,4 mL distile su eklendi. Tipler 95 °C'de 60 dakika
inkiibasyona birakildi ve sire sonunda musluk suyu altinda sogutuldu.
Sogutulmus tlplere n-butanol/pyridine karisimindan 5’er mL eklenerek
vortekslendi. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant
alinarak élciim icin kullanildi. Orneklerin absorbanslari 532 nm’de kdre karsi
okundu (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. MDA deney prosedurl

Doku homojenatlari 400 rpm de 15 dakika santrifiij

Isem sirasi Numune kor satandart
Supernatant 100puL. | ----- 100 uL
%8.1 SDS 40 uL 40 uL 40 uL
%20'lik asetik asetik asit 300 uL 300 uL 300 uL
%0.8'lik TBA 300 uL 300 uL 300 uL
Distile su 80 uL 160 ulL 80 uL

95 0C’'de 60 dakika

N-Biitanol/piridin | 1mL | 1mL | 1mL

4000 rpm de 10 dakika santrifiij

Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin lipid peroksit
standardi (1.1.3.3.tetraetoksipropan) 10, 20, 40, 60, 80, 100
nmol/mL konsantrasyonlarda hazirlandi.

Standart tlplerine 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu ve 1,5 mL
TBA konuldu ve farkli konsantrasyonlardaki standarttan 0,4 mL
numaralandirilmis tiplere eklendi.

Kor ve ornek tiplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 532
nm’de absorbanslari okundu.

Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft

Office Excel 2013 programi kullanilarak grafige gecirilerek standart
grafigi elde edildi (Sekil 3.6).
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« Orneklerin  konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak
hesaplandi.

* Ayni homojenatlarin total proteinleri 6lclildi ve &rneklerin
konsantrasyonlari  total proteinlerine oranlandi. Doku MDA
sonuclari nmol/mg protein olarak verildi.
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Sekil 3.6. MDA kalibrasyon edrisi

3.6.6 Doku Nitrik oksit (NO) diizeylerinin ol¢ciimii
Prensibi

Nitrik oksit direkt 6lcimi zor oldugu igin biyolojik sivilarda NO’in stabil
oksidasyon driinleri olan nitrat (NO) ve nitrit (NO™) diizeyleri in vivo ve in
vitro NO markint olarak o6lcilmektedir. Calismamizda rat sol kalp
dokularindaki nitrit miktar Cortas ve Wakid’in yontemine goére belirlenmistir
(Cortas & Wakid, 1990).

Kullanilan Cozeltiler

Kadmiyum grandllerinin aktive edilmesi: Kadmiyum grandulleri 2,5 - 3 gr
agirhginda tartildi. H,SO, igerisinde tutulan kadmiyum graniilleri distile su
icerisinde U¢ defa yikandi. CuSO, igerisinde iki dakika bekletildikten sonra
glisin-NaOH tamponu ile ¢ defa yikandi ve 10 dakika igerisinde kullanildi.

0.2 M H,50,: 2.8 mL derisik H,SO, alinir ve iginde 250 mL distile su olan
balon jojeye karistirilarak aktarilir ve son hacim 500 mL’ ye tamamlandi.

0.2 mol/L Glisin-NaOH tamponu: 15 gr glisin 100 mL distile suda
¢ozuldu. 0.1 M’hk NaOH sollsyonu ile glisinin pH’si 9.7'ye ayarlandi. Daha
sonra ¢ozelti 1000 mlL’ye tamamlandi. Bu tampon c¢ozelti +4-8 °C’de
buzdolabinda bir ay saklanabilir.
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58 mM’ lik Sdlfanilamid Coézeltisi: 3M HCl'den 66.2 mL alinip hacmi
distile suyla 250 mL’ye tamamlanip 2.5 gr silfanilamid eklendi. Sualfanilamid
sicak HCI iginde iyice ¢ozildl. Bu ¢ozelti oda sicakhdinda bir yil stabildir.

0.1 M’lik NaOH: 3.2 gr NaOH tartilip 40 mL suda ¢ozulda.

55 mM’lik NaOH: 1.1 gr NaOH alinip bir miktar distile su ile ¢ézulip son
hacim 500 mL’ ye tamamlandi.

0.77 M’lik N-Naftiletilendiamin  (NED) Cézeltisi: 50 mg N-
naftiletilendiamin tartildi ve 250 mL distile suda ¢odzildi. 0 - 8 °C'de iki ay
stabildir.

5 mM CuSO, Cézeltisi: 6.24 gr CuSO,. 5H,0 bir miktar distile suda
¢6zultp son hacim 500 mL'ye tamamlandi.

75 mM ZnSO, Cézeltisi: 10.78 gr alinip ZnS0O,. 7H,0 alinip distile suda
¢6zuldl ve son hacim 500 mL'ye tamamlandi.

3 M HCI Cézeltisi: 123.176 mL HCI alinip son hacim distile suyla 500
mL’ye tamamlandi.

Standart Sodyum Nitrit (NaNO,) Cézeltisi: 0,1 mol/L NaNO, stok
cOzeltisi hazirlandi (0,069 gr tart 10 ml ye tamamlandi) (9 Ay stabil). Daha
sonra NazB407.10H,O’dan 0,1906 gr tartiip 50 ml ye tamamlanarak 0,01
mol/L Sodyum tetraborat ¢dzeltisi hazirlandi. Daha sonra Sodyum nitrattan
10 pl alinip 10 ml'ye (distile su ile) tamamlandiginda ginlik kullanim igin
100 pmol/L'lik ¢bzelti hazirlamis olduk. 100 pmol/L'lik c¢ozeltiyi seri
dilisyondan gecirip 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve 0 pmol/L
konsantrasyonlarindaki standart ¢ozeltileri hazirlamis olduk.

Doku homojenatinin hazirlanmasi

Kalp dokulari homojenizatér kullanilarak 1/10 oraninda soguk 0.1 M
Fosfat tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku homojenatlari 4000 x
g'de ve +4 °C'de 20 dakika siire ile santrifij edilerek siipernatantlar elde
edildi.

Deney prosediiri

Deproteinizasyon islemi icin 50uL stipernatant, 200 uL NaOH, 250 uL mL
ZnS0O, ilave edilip 10 dakika beklendi. 3500 x g hizda 10 dakika santriftj
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yapildi ve sldpernatant numune olarak kullanildi. Bakir kaph kadmiyum
granilleri Gizerine 100 uL glisin tamponu eklendi. Uzerine 100 uL deproteinize
numune konuldu ve Ulzerine 200 uL distile su ilave edildi. Oda isisinda 90
dakika boyunca inkibe edildi. Inkiibasyon sonunda 200 uL alinip Uzerine
250 uL distile su, 100 uL stlfanilamid ve 100 uL N-naftiletilendiamin ilave edildi
ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra 545 nm’de kore karsi
okundu (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Nitrik Oksit deney Protokoli

ISLEM DENEY KOR STANDART
SlUpernatant 500 ulL - (std.)
NaOH 200 uL 200 uL 200 uL
ZnS04 250 uL 250 uL 250 ulL
3500 g'de 10 dk santrifiij
Supernatant 100 uL 100 uL 100 uL
Distile su 200 uL 200 uL 200 ulL
Glisin Tamponu 100 uL 100 uL 100 uL
Kadmiyom Eklenir Eklenir Eklenmez
granulleri
90 dk inkiibasyon
Supernatant 200 ulL 200 uL 200 ulL
Sulfanilamide 100 uL 100 uL 100 uL
N-Naftiletilendiamin 100 uL 100 uL 100 uL
Distile su 250 uL 250 uL 250 uL
60 dk inkiibasyon
A=545nm

Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek icin 100, 50, 25, 12.5,
6.25, 3.13, 1.56 ve 0 pmol/L konsantrasyonlarindaki NaNO, standart
gOzeltileri kullanildi. Standart tUplerine 200 uL NaOH, 250 uL mL ZnSO,,
100 uL glisin tamponu eklendi. Kadmiyumsuz ortamda 100 uL sulfanilamid ve
100 uL N-naftiletilendiamin ve farkh konsantrasyonlardaki standartlardan
numaralandiriimig tiplere eklendi.

Kor ve ornek tlplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 545 nm’de
absorbanslari okundu. Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri
Microsoft Office Excel 2013 programi kullanilarak standart grafigi elde edildi
(Sekil 3.7). Doku orneklerinin NO konsantrasyonlari, standart grafigi
kullanilarak hesaplandi. Doku nitrik oksit dlzeylerinin hesaplamasi igin, ayni
doku homojenatlarinin  total proteinleri  6lculdi  ve  drneklerin
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konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi. Doku NO sonuglari, pmol/mg
protein olarak verildi.

y = 0,0057x + 0,0002
R2 = 0,9996
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Sekil 3.7. Nitrik Oksit kalibrasyon egrisi

3.6.7 Katalaz (CAT) diizeylerinin o6l¢ciimii

Prensip

CAT H;07'in yikimini katalize eder. H;0,'in katalaz tarafindan yikim hizi
H,0,'in 230 nm’de 1s1g1 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik

olarak dlgullir (Beutler, 1984) .

2 H>0, CAT > 2 HO + O>

Kullanilan Cozeltiler

e 10 MM Hzoz

* 0.05 M Fosfat Tamponu (pH 7.4)

* Tris Tamponu (pH 8.0): Trish-Hcl 1M + 5mM EDTA biraz distile suda
¢6zindl ve PH 8.0 olduktan sonra 100 mL distile suya tamamlandi ve
PH ayarlamak icin 2M Hcl'den kullanildi.

Doku homojenizasyonu
Kalp dokulari homojenizatér kullanilarak 1/10 oraninda sodguk 0.05 M
Fosfat tamponu (pH:7.4) ile 0 °C'de homojenize edildi. Doku homojenatlari

600 x g’'de ve +4 °C’'de 10 dakika sire ile santrifiij edilerek siipernatantlar
elde edildi.
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Deney prosediiri

Reaktifler tliplere Tablo 3.3'de gosterildigi sekilde koyuldu. Kor ve 6rnek
absorbanslari 230 nm dalga boyunda 0., 1. ve 2. dakikada élculdu.

Tablo 3.3. Katalaz deney Protokoli

Cozeltiler Kor Ornek
Trish Tamponu 50 uL 50 uL
H202 900 uL
H-0O 930 uL 30 uL
37 °C’de 10 dk inkiibasyon
Ornek | 20 ul | 20 ul

Hesaplanmasi

Katalaz aktivitesi (U/mL) = —AODXVt,_
0.071x Vo
AOD = Zamana gore absorbans degisimi
Vt = Toplam hacim
V6 = Ornek hacmi
0.071 = H07'in 230 nm’deki mM ekstinksiyon katsayisi

Katalaz aktivitesi

Katalaz Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

Protein miktari

3.6.8 PON1 enzim aktivitesinin ol¢ciimii
Prensip

Doku PON1 enzim aktivitesi Eckerson ve arkadaslarinin modifiye edilen
yontemi (Eckerson, Romson, Wyte & La Du, 1983) kullanildi. Doku
paraoksonazi, paraoksonu (O,O-dimetil-O-p- nitrofenol fosfat) hidrolize
ederek dietil fosfat ve p-nitrofenole ayirir. Olusan p-nitrofenoliin 25 °C ve
405 nm’de spektrofotometrik olarak birim zamandaki absorbans degisiminin
tespit edilmesi PON1 enzim aktivitesi dlcimuinin esasini olusturmaktadir.

Kullanilan Cozeltiler

100 mM Tris

1 mM CaCl,

1 mM NacCl

2 mM Paraokson
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100 mM’lik tris/HCI tamponu (pH=8): 100 mM tris + 1 mM CaCl, + 1
mM NaCl 200 ml distile suda c¢ozlldu. HCI ile ¢bzeltinin pH’si 8’e ayarlandi.
Son hacim distile suyla 250 ml'ye tamamlandi.

2 mM paraokson cézeltisi: 20 pl paraokson 785 ul asetonda ¢ézuldl,
Uzerine 12,7 ml tris/HCI tamponu eklendi ve iyice karstirildi. Cozelti renkli
sisede taze olarak hazirlandi. Daha sonra lGzerine 50 ml tris tamponu ilave
edilerek paraokson reaktifi hazirlanmis oldu (Paraoksonaz aktivitesi
Olciminde substrat olarak kullanilan paraokson ¢o6zeltisi gunluk
hazirlanmalidir).

Dokularin homojenizasyonu

Calisma anina kadar -80 °C'de saklanmis olan kalp dokulari derin
dondurucudan cikarildi ve tartildi. Bu dokular 1/10 oraninda, 50 mM Tris-HCI
ve 2mM CaCl, iceren ve NaCl olmayan tampon iginde 0°C’'de homojenize

edildi. Homojenize dokular 10,000 x g'de 15 dakika santrifij edildi ve
supernatant kismi arilesteraz, paraoksonaz ve protein élgimu igin ayrildi.

Deney prosediiri

Tablodaki gibi reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra d&rnekler
mikroplaka’e pipetlendi (Tablo 3.4). Daha sonra, sekiz kanalli ayarlanabilir
mikropipet yardimiyla paraokson c¢ozeltisi bitlin 6rneklere pipetlendi. Victor
X3 mikroplaka okuyucusunda 25 °C ve 405 nm’de 5 dakika boyunca
absorbanslari okundu ve p-nitrofenolden dolayr meydana gelen dakikadaki
absorbans degisimi (AA/dk) kaydedildi.

Tablo 3-4. PON1 deney prosediri

Numune | Kor
Tris/Hcl tampon (100mM pH 8.0) | 190 upl | 190 pl

Numune 50 pl -
H.O - 50 ul
Paraokson 47 i 47 ul

Paraoksonaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
Paraoksonaz aktivitesi asagidaki formul kullanilarak hesaplandi.

Dakikada bir nmol p-nitrofenol olusturan enzim miktari bir tnite olarak ifade
edildi.
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AA/dk

U/ml = X SF x 106 x 1/0,6

€
AA/dk: Bir dakikadaki absorbans degisimi.
e: p-nitrofenoliin absorbtivite katsayisi, mevcut deney sartlari igin
(pH=8) 17600 M cm™
SF: Seyreltme Faktdrt (Total hacim/numune hacmi).
10°: nmol’e gevirme faktéri.
1/0,6: Plaka 1sik yolunun uzunlugu.

3.6.9 Arilesteraz (ARE) aktivitesinin o6l¢ciimii
Prensip

Doku arilesteraz (ARE) aktivitesi Eckerson ve arkadaslarinin yéntemi
(Eckerson, Romson, Wyte & La Du, 1983) kullanilarak belirlendi. ARE
aktivitesi 6lciminde substrat olarak fenilasetat kullanildi. ARE aktivitesi
O6lcim prensibi, fenilasetatin hidrolizi sonucu olusan fenoliin absorbans
degisimin 25 °C ve 270 nm’'de spektrofotometrik olarak dlciilmesi esasina
dayanmaktadir.

Kullanilan gozeltiler

e 100 mM Tris
e 1 mM CaCl,
* Fenilasetat ¢bzeltisi

100 mM’lik tris/HCI tamponu (pH=8): 100 mM tris + 1 mM CaCl, 200 ml
distile suda c¢ozduruldli. HCI ile ¢dzeltinin pH’si 8’e ayarlandi. Son hacim
distile suyla 250 ml'ye tamamlandi.

Fenilasetat cozeltisi: 24 pl fenilasetat 15,2 ml tris/HClI tamponunda
(NaCl olmayan tamponu) ¢dzuldd.

Deney prosediiri

Ornekler 1/40 oraninda diliie edildi (8 pl supernatant + 312 pl distile
su). 25 upul dilisyonlu serum o6rnegi + 500 ul fenilasetat c¢ozeltisi
spektrofetometr kiivetine pipetlendi. 25 °C ve 270 nm’de 3 dk kinetik okuma
yapildi. ARE aktivitesi asagidaki formul kullanilarak hesaplandi. Dakikada bir
pmol fenol olusturan enzim miktari 1 Unite olarak ifade edildi ve Sonuclar
U/ml protein olarak verildi.
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U/mi = 2479 o sE « 107 x 40

€
AA/dk: Bir dakikadaki absorbans degisimi.
e: Molar absorbtivite katsayisi, mevcut deney sartlari igin 1310 M! cm’
= 0.00131 pM* cm™.
SF: Seyreltme Faktdrl (Total hacim/numune hacmi).
10°: pmol’e cevirme faktdri.
40: Seyreltilmis érnekler.

1

3.6.10 Kalpain (CAPN) aktivasyonu o6lciimii

Kalp dokusunda Kalpain dizeyleri UNCU Life Science Rat CAPN (E2249r,
UNCU systems) katalitik alt birimi sandvi¢c Enzim Bagh Immun 6lcim (ELISA)
test kiti kullanilarak élctldu.

Deney prosediiri

Kitin icerisinden c¢ikan mikroplaka’in; standart, k&ér ve 06rnek
kuyucuklarina, 100 pl pipetlendi. 2 saat 37°C bekletildi. Belirlenmis A
reaktifi'den 100 pL tim kuyucuklarina pipetlendi. 1 saat siiresince 37°C
bekletildi. her bir kuyucuk 3 kez yikandi. Belirlenmis B reaktifi'den 100 pL
tim kuyucuklarina pipetlendi. 1 saat siiresince 37°C bekletildi. Sonra her bir
kuyucuk 5 kez yikandi. Tium kuyucuklara 90 pl substrat soliisyonu pipetlendi
ve 15-30 dakika 37°C bekletildi. Tim kuyucuklara 50 pl stop sollisyonu
pipetlendi ve sonra olusan renki 450 nm de ELISA okuyucu (Victor) ile

6lgalda.

Kitin icerisinden cikan standart ile seri dilisyon yapildi. Standartlarin
absorbans dederleri 6lglildi ve kalibrasyon egrisi gizildi (Sekil 3.8). CAPN
sonuclari ng/mL olarak ifade edildi.

E 25 y = 0,1038x + 0,1083

c

o 2 R2 = 0,9936

n

< 1,5

% 1

8 o5

o 0 &

2 0 10 20 30
< Konsantrasyon ng/mL

Sekil 3.8. CAPN kalibrasyon egrisi
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Kalp dokusu protein olciimi
Prensibi

Kalp dokusundan elde ettigimiz homojenatlarin protein miktari Bradford

yontemi ile élguldi (Bradford, 1976).

Kullanilan gozeltiler

Coomassie Brilliant Mavi G-250
Ethanol %95
Fosforik asit (H3P0O4) %85

1 litre Bradford sollisyonu hazirlamak icin; 1 litrelik kabda 100 mg G-
250 Coomassie Mavisi boyasi 50 ml %95’lik etanol kullanilarak ¢ézuldu.

Uzerine %85 lik fosforik asitten 100 ml eklendi.
Distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Bu sollsyon derisik stok sollsyondur. Isiktan korunarak oda isisinda
saklanabilir. Kullanimdan 6nce whatman filtre kagidi ile stzlldd. 5 kez
sulandiriidi.

Deney prosediiri

5 pl 6rnek 250 pl solGsyon ile karistirildi mikroplaka.

5 dakika oda isisinda bekledikten sonra 595 nm &lguldu.

Sigir serum albimini (BSA) ile seri dilisyon vyapilarak standartlar
hazirlandi.

Kalibrasyon egrisi cizildi (Sekil 3.9).

Protein sonuclari mg/ml olarak ifade edildi.

Doku homojenatinin hazirlanmasi

PON1, ARE, NO, CAT, CAPN, MDA o6lcimlerinde kullanilan homojenatlar

kullanildi ve dlglimlerin yapildidi fraksiyonlarda protein degerleri belirlendi.

Hesaplanmasi

Ornek konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi icin protein standardi

olarak bovine serum albumin (BSA) 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.2 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlandi.
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Belirtecten 5 mL ve farkh konsantrasyonlardaki standarttan 0,1 mL
numaralandiriimis standart tlplerine eklendi.

Vortekslenen tupler 5 dakika bekledikten sonra 595 nm’de absorbanslari
okundu.

Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon dederleri Microsoft Office
Excel 2013 programi kullanilarak grafige gecirilerek standart grafigi elde
edildi (Sekil 3.9). Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak
hesaplandi.

0 50 100 150
[Protein], mg/L

£ 0,12 -

€ 01 - y = 0,0008x + 0,0009
g 0,08 R2 = 0,9985
0,06

% 0,04

8 0,02

S

(=}

0

Q2

<

Sekil 3.9. Protein kalibrasyon egrisi

3.7 Histolojik yontemler
3.7.1Isik mikroskobu

Kalp dokusu icin yapilan histolojik islemler:

Kontrol, MI, Omega-3 + MI, Borik asit + MI ve Omega-3 + Borik asit +
MI gruplarini olusturan tim sicanlardan kalp’in ventrikilinden doku drnekleri
alindi. Alinan kalp dokusu 6rneklerinin % 10‘luk formalin fiksatifi icinde 48
saat sire ile fiksasyonlari saglandi. Fiksasyonlari saglanan ornekler fiksatifin
cokmesini engellemek amaciyla 3-4 saat ¢esme suyunda yikandi. Cesme
suyuyla yikanan doku parcalari daha sonra sirasiyla kademeli olarak %70’lik,
%80°lik, %90'lik ve %96’k alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek
dehidratasyonlari  saglandi. Dehidratasyonlarinin ~ ardindan  dérnekler
seffaflandiriilmak Uzere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi. Kas dokusu
ornekleri seffaflanmalarinin ardindan etliv icinde 65°C’de eritilmis parafinlere
alinarak 60 dakika slreyle ¢ ayri parafinde bekletildi. Parafinize edilen
dokular ayri ayri parafin iceren kasetlere gdmilerek bloklandi ve Kkesit
alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda
kullanilacak mikrotom bicagi buzdolabinda sogutularak, mikrotom araciligi ile
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her bir 6rnekten 5’er mikrometre kalinliginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin
45°C'de su banyosunda acilmalari saglanarak temiz lamlar Uzerine
alinmasindan sonra etliv icinde 1 saat sire ile bekletilmeleri saglandi.
Preparatlar 1’er saat sire ile iki ayrn ksilolde tutulup deparafinizasyonlari
saglandiktan sonra boyama asamasina gecildi. Kesitlerin boyanmasinda
Hematoksilen-Eosin ikili boyasi kullanildi. Deparafinizasyonu yapilmis olan
doku kesitleri 5’er dakika sireyle %96, %90, %80, %70'lik alkollerde ve
distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eosin ile 10
dakika boyandi. Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol
serilerinden gecirilip dehidratasyonlari saglandi. Dokular iki ayri ksilolde 30'ar
dakika tutularak seffaflastirildi ve seffaflanan dokular daha sonra entellan ile
kapatilarak 1sitk mikroskobik dizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile
degerlendirmeleri yapilarak kalp doku orneklerini iceren tim preperatlarin
Olympus DP-70 digital kamera ile fotograflar cekildi.

3.7.2 Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) yontemi

Ornekler zaman kaybetmeden 0.1 M fosfat tampon iceren %?2.5'luk
glutaraldehit icinde 24 saat 4°C’'de primer fiksasyona alinmis, sonra fosfat
tamponuyla 3 kez 15’er dakika yikanmiglardir. Daha sonra 0.1 M fosfat
tampon iceren %1’lik osmiyum tetroksit icinde, oda sicakliginda ve rotatorda
2 saat sekonder fiksasyonlari saglanmis, devaminda dokular tamponla tekrar
3 kez yikanmiglardir. Dokudaki fazla suyun alinmasi (dehidrasyon) igin
érnekler giderek artan derecelerde ve 4 °C’de ikiser kez belirli siirelerde etil
alkol serilerinden gecirilmis (%30, %50, %70, %90, %96, %100 (son
ylkama ve sonraki islemler oda isisinda) ve propilen oksitte 30 dk boyunca
(iki kez) seffaflastirma islemine alinmiglardir. 1/1 oraninda propilen oksit-
araldite karisiminda 2 saat rotatorda bekletildikten sonra saf araldite alinan
dokular bir gece boyunca rotatorda tutulmuslar ve ertesi gin araldite
gémilerek 60 °C'de 48 saat polimerize edilmislerdir. Elde edilen bloklar
ultramikrotomda (Leica Ultracut R) 700 nm kalinliginda kesilerek toluidin
mavisiyle boyanmis ve biyofilm olmasi muhtemel olan ylzey kisimlari isik
mikroskobunda (Olympus BX50) incelenmistir. TEM'de goériuntilenmesi
istenilen alanlar belirlendikten sonra dokular tekrar trimlenmis ve
ultramikrotomda 60 nm kalinhiginda tam ince kesitleri alinmistir. 300
meshlik bakir gridlere alinan bu kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile
boyandiktan sonra JEOL JEM 1220 marka ve modeldeki TEM de incelenmeye
alinmiglardir.

3.8 Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel dedgerlendiriimesinde SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) Windows 22.0 paket programi kullanildi. Gruplar arasinda
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klinik ve metabolik degisken 6lciimleri agisindan fark olup olmadigini analiz
etmek icin dncelikle dagilimlarin normal dagilima uygunluklari analiz edildi.
Parametrik verilerin normal dagip dadiimadigi Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri kullanillarak degerlendirildi. Normal dagihm gdsteren
verilerin karsilastiriimalari Tek YénlGd Varyans Analiz (Oneway ANOVA) testi
ve gruplarin c¢oklu karsilastirilmalarinda TUKEY HSD testi kullaniimistir ve
veriler, ortalama * SD (standart sapma) olarak verildi. Normal dagilim
gbstermeyen verilerin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi ve gruplarin
coklu karsilastinimalarinda TUKEY HSD testi kullaniimistir ve veriler ortanca
deger, 25’inci ve 75'inci ylzdelik dederler olarak ifade edilmistir. Degiskenler
arasindaki iliskiyi gésterebilmek icin normalite testleri sonucuna gbére Pearson
ve Spearman korelasyon testlerinden yararlanildi. p<0,05 istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi.
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4 BULGULAR

28 gln siren bu calismada hayvanlarin haftalik agirhk artisi
degerlendirildi. Calismamizda EKG, histolojik ve biyokimyasal parametreler
kullanilarak MI grubunda olusan hasar ile Omega-3 ve Borik asitin bu hasar
Uzerine olasi koruyucu etkileri degerlendirildi.

Calismamizda elde ettigimiz bulgularin istatistiki anlamhliklari belirtilmis
ve gruplara ait veriler hem tablo hem de grafik olarak verilmistir.

4.1 Rat Agirlik Bulgulan

Calisma gruplarinin, calisma basinda, ortasinda ve sonundaki rat
agirhklart dagiimi aritmetik ortalama + standart sapma olarak Tablo 4.1’ de
verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplar arasinda gine gore agirhk artisinin dagilhmi

Gruplar N 0.Giin (g) 14.Giin (g) 28.Giin (g)
Kontrol 101 300,8 + 17,59 | 307,6 + 20,72 | 314,90 + 33,53
MI 101 312,8 + 9,48 | 322 + 15,69 | 327,50 £15,62
MI+Borik asit 101 278,4 + 63,71 | 280,8 + 62,54 | 284,20 + 59,59
MI+Omega-3 101 293,8 + 43,80 | 302,2 + 46,45 | 304,90 + 46,89
MI+Omega-3 +Borik asit | 10 | 359 9 + 28,03 | 362,8 + 14,49 | 364,60 + 13,63
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4.2 Biyokimyasal Olciimler
4.2.1 Kreatin Kinaz- MB (CK-MB) diizeyi bulgulari

Calismamizda Serum CK-MB dlzeyi o6lglldi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.9’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin Serumunda
CK-MB duzeyi istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grupla MI grup
arasinda istatistiksel olarak ileri dizeyde fark bulundu (p<0,001). Kontrol
grup ile MI+Borik asit, MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3 arasinda ¢ok
onemli dizeyde fark bulundu (p<0,01). Diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark yoktu (p>0,05). (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Serum CK-MB dizeyleri

K_MB (U/ml

Gruplar N OrtgnEa (0/5%-%)75)
Kontrol 10 2,30(2,01-2,52)
MI 10 7,94(7,13-12,28)°
MI+Borik asit 10| 7,37(6,20-9,67)°
MI+Omega-3 10| 7,22(5,98-9,42)°
MI+Borik asit+Omega-3 | 10 7,19(5,44-8,00)°

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

ey SRS
€ 20.00 *
\ . -
-
~  15.00-]
= 5
10.001 a
1 C
¢ — l | rL
) e o
5.00 o
———
0.00 : : , : r
KONTROL M MI+BORIK ASIT MI+OMECA-3  MI+BORIK

ASIT+0OMECA-3

Sekil 4-1. Serum CK-MB dilzeyleri.

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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4.2.2 Beyin natriiiretik peptid (BNP) diizeyi bulgulari

GCalismamizda Serum BNP dlzeyi o6lgllda ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.3’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin Serumunda
BNP dlizeyi istatistiksel olarak dederlendirildijinde kontrol grupla MI grup
arasinda istatistiksel olarak ileri dizeyde fark bulundu (p<0,001). Kontrol
grup ile MI+Borik asit+Omega-3 arasinda 6énemli dlzeyde fark bulundu
(p<0,05). MI grup ile MI+Borik asit arasinda énemli dlizeyde fark bulundu
(p<0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).
(Tablo 4.3 ve Sekil 4.2).

Tablo 4.3. Serum BNP dizeyleri

Gruplar N Ortail;l: ((524?-53075)
Kontrol 10| 42,96(39,88-44,63)
MI 10 | 54,43(52,47-56,12)°
MI+Borik asit 10 | 49,30(44,41-51,83)°
MI+Omega-3 10| 50,14(43,59-55,06)
MI+Borik asit+Omega-3 | 10 | 52,68(50,49-53,63)°

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
c. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

200.00+
~ a
- |
€ 150.001
\ e ——_
8 == ¢ b
“~r 100.007 —_— |
a —_—
Z = =
[0a) 50.00~- o

0.00 1 ] | T T
KONTROL MiI MI+BORIK ASIT MI+OMECA-3 MI+BORIK

ASIT+OMECA-3

Sekil 4-2. Serum BNP duzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
c. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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4.2.3Timoér nekroz faktor-a (TNF-a) diizeyi bulgulari

Calismamizda Serum TNF-a dlzeyleri dlguldi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.4’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin Serumunda
TNF-a dlzeyi istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grupla MI grup
arasinda istatistiksel olarak cok 6nemli dizeyde fark bulundu (p<0,01). MI
grup MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3 arasinda ileri dlzeyde fark
bulundu (p<0,001). MI+Borik asit grup MI+Borik asit+Omega-3 arasinda ileri
dizeyde fark bulundu (p<0,001). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark yoktu (p>0,05). (Tablo 4.4 ve Sekil 4.3).

Tablo 4.4. Serum TNF-a dlzeyleri

Gruplar N Ortzuzaa(gzgzg-r"’};;S)
Kontrol 10 4,08(3,41-4,62)
MI 10| 9,19(8,72-10,23)°
MI+Borik asit 10 5,94(5,28-7,48)
MI+Omega-3 10|  3,69(3,36-4,54)°
MI+Borik asit+Omega-3 [ 10| 2,88(2,59-3,56)"°

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
c. MI+Borik asit grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

14.00-
12.00+

8.00 e

6.00]

b
_ pl= =P
o] 3 = =

2.00

TNF-a (pg/mL)

| I | I ]
KONTROL M MI+BORIK ASIT MI+OMECA-3  MI+BORIK
ASIT+OMECA-3

Sekil 4-3. Serum TNF-a dluzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

c. MI+Borik asit grubu ile karsilastirildiinda p<0,001
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4.2.4 Interlokin-6 (IL-6) diizeyi bulgulari

GCalismamizda Serum IL-6 duzeyi olguldid ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.5’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin Serumunda
IL-6 dlzeyi istatistiksel olarak degerlendirildiginde MI grupla MI+Omega-3
grup arasinda istatistiksel olarak ileri dizeyde fark bulundu (p<0,001). MI
grup MI+Borik asit+Omega-3 arasinda o6nemli dlzeyde fark bulundu
(p<0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05)
(Tablo 4.5 ve Sekil 4.4).

Tablo 4.5. Serum IL-6 dlzeyleri

IL-6 mL

Gruplar N Ortanca ((3/5’345-03075)
Kontrol 10| 96,22(64,01-112,33)

MI 10 | 134,72(97,58-156,84)

MI+Borik asit 10 | 94,08(83,33-104,09)
MI+Omega-3 10| 68,69(60,28-75,69)°
MI+Borik asit+Omega-3 | 10 | 76,28(59,69-97,49)°

a. MI grubu ile karsilastinldiginda p<0,001
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

200.00+
A
| |
E 150.004
~
gﬁ I b
~ 100.00 % a I
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\lo I—
-l 50.00- — o
-

0.00 T ; | - .

KONTROL Mi MI+BORIK ASIT MI+OMECA-3 MI+BORIK
ASIT+OMECA-3

Sekil 4-4. Serum IL-6 dlzeyleri

a. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

67



4.2.5 Malondialdehid (MDA) diizeyi bulgulari

Calismamizda kalp sol ventrikil dokusunda MDA duzeyi 6lglldli ve
istatistiksel olarak degerlendiriimesi Tablo 4.6’ de verilmistir. Calisma
gruplarimizin kalp sol ventriklil dokusunda MDA dlzeyi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol grubu ile MI grup arasinda istatistiksel olarak ileri
dizeyde fark bulundu (p<0,001). Kontrol grup ile MI+Omega-3 grubu ve
MI+Borik asit+Omega-3 arasinda ¢cok dnemli dlizeyde fark bulundu (p<0,01).
MI grupla tim gruplar arasinda istatistiksel olarak ileri dizeyde fark
(p<0,001) bulundu. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu
(p>0,05). (Tablo 4.6 ve Sekil 4.5).

Tablo 4.6. Kalp dokusunda MDA duzeyleri

Gruplar N | MDA (nmol/mg protein)
Kontrol 7 14,24+1,88 °
MI 7 25,61+2,15
MI+Borik asit 7 16,20+1,30 ©
MI+Omega-3 7 18,43+1,76 ¢
MI+Borik asit+Omega-3 | 7 17,83+2,08 P

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastinidiginda p<0,001

c 30,00
£ 25,00
o
1 9
2 20,00
£
< 15,00
o
g 10,00 -
c
= 5,00 -
3
0,00 -
E. Kontrol MI+Borik Asit MI+Omega- 3 MI+Borik
Asit+Omega-3

Sekil 4-5. Kalp dokusunda MDA duzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,001
b. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
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4.2.6 Nitrik oksit (NO) diizeyi bulgulari

Calismamizda kalp sol ventrikil dokusunda NO duzeyi olguldli ve
istatistiksel olarak degerlendiriimesi Tablo 4.7’ de verilmistir. Calisma
gruplarimizin kalp sol ventrikil dokusunda NO dulzeyi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol grupla MI+Omega-3 grup arasinda istatistiksel
olarak ¢ok o6nemli fark bulundu (p<0,01). Kontrol grup ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). (Tablo 4.7 ve Sekil 4.6).

Tablo 4.7. Kalp dokusunda NO duzeyleri

NO(pmol/m rotein
Gruplar N OrE:nca {%gg-%n))
Kontrol 7 7,04(4,81-7,74)
MI 7 7,35(7,19-8,94)
MI+Borik asit 7 7,79(7,55-7,95)
MI+Omega-3 7 8,54(8,16-8,67)°
MI+Borik asit+Omega-3 | 7 7,11(6,25-7,98)

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
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Sekil 4-6. Kalp dokusunda NO duzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
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4.2.7 Katalaz (CAT) diizeyi bulgulari

Calismamizda kalp sol ventrikil dokusunda CAT aktivitesi dlculda ve
istatistiksel olarak degerlendiriimesi Tablo 4.8" de verilmistir. Calisma
gruplarimizin kalp sol ventrikll dokusunda CAT aktiviteleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol grupla MI grup arasinda istatistiksel olarak
onemli fark bulunmadi (p>0,05). Kontrol grup ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark yoktu (p>0,05). (Tablo 4.8 ve Sekil 4.7).

Tablo 4.8. Kalp dokusunda CAT duzeyleri

Gruplar N | CAT(U/mg protein)
Kontrol 7 17,09+2,98
MI 7 13,12+1,89
MI+Borik asit 7 15,34+2,76
MI+Omega-3 7 16,69+3,55
MI+Borik asit+Omega-3 | 7 15,89+3,58
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Sekil 4-7. Kalp dokusunda CAT duzeyleri
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4.2.8 Paraoksonaz (PON1) aktivitesi bulgulari

Calismamizda kalp sol ventrikil dokusunda PON1 aktivitesi élguldl ve
istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 4.2). Calisma gruplarimizin kalp sol
ventrikll dokusunda PON1 aktiviteleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde
kontrol grupla MI grup arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulundu
(p<0,05). Kontrol grup ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
yoktu (p>0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu
(p>0,05). (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).

Tablo 4.9. Kalp dokusunda PON1 aktivitesi

Gruplar N | Ortalama (U/mg protein)
Kontrol 7 43,08+11,59
MI 7 25,60+8,90 2
MI+Borik asit 7 37,30+£8,93
Mi+Omega-3 7 31,98+8,03
MI+Borik asit+Omega-3 | 7 38,47+8,00

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Asit+Omega-3
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Sekil 4-8. Kalp dokusunda PON1 aktivitesi dlzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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4.2.9 Arilesteraz (ARE) aktivitesi bulgulari

Calismamizda kalp sol ventrikil dokusunda ARE aktivitesi dlguldd ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi Tablo 4.10° de verilmistir. Calisma
gruplarimizin kalp sol ventrikll dokusunda ARE aktiviteleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol grupla MI grup arasinda istatistiksel olarak
onemli fark bulunmadi (p>0,05). Kontrol grup ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark yoktu (p>0,05). (Tablo 4.10 ve Sekil 4.9).

Tablo 4.10. Kalp dokusunda ARE aktivitesi

ARE (U/mg protein)
Gruplar N'| ortanca (%25-%75)
Kontrol 7 6,7(6,3-8,1)
MI 7 6,8(6,0-7,6)
MI+Borik asit 7 8,4(7,2-8,7)
MI+Omega-3 7 8,8(7,4-10,4)
MI+Borik asit+Omega-3 7 7,9(7,0-9,7)
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Sekil 4-9. Kalp dokusunda ARE aktivitesi dizeyleri
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4.2.10 Kalpain (CAPAN) aktivitesi bulgulari

Calismamizda kalp sol ventrikll dokusunda CAPAN dlzeyi dlgulda ve
istatistiksel olarak degerlendiriimesi Tablo 4.11’ de verilmistir. Calisma
gruplarimizin kalp sol ventrikll dokusunda CAPAN dlzeyi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol grupla MI grup arasinda istatistiksel olarak cok
onemli fark bulundu (p<0,01). MI grupla MI+Borik asit grup arasinda
istatistiksel olarak ¢cok dnemli fark bulundu (p<0,01). MI grup ile MI+Omega-
3 grup arasinda 6nemli fark bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). (Tablo 4.11 ve Sekil 4.10).

Tablo 4.11. Kalp dokusunda CAPAN dizeyleri

APAN (ng/mg protein

Gruplar N c0rtanc(:a g(£/0295P°/o75) )
Kontrol 7 4,95(4,54-5,35)
MI 7 6,69(6,26-7,23)%
MI+Borik asit 7 4,98(4,27-5,40)°
MI+Omega-3 7 5,00(4,22-5,71)¢
MI+Borik asit+Omega-3 7 5,67(5,40-6,06)

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Sekil 4-10. Kalp dokusunda CAPAN dlzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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4.3 Elektrokardiyogram (EKG) Incelemesi

4.3.1ST dalga éIciimii

Calismamizda ST dalga degisiklikleri dlcimunin degerlendiriimesi Tablo
4.12" de verilmistir. Calisma gruplarimizin EKG cgekildi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol grupla MI, MI+Borik asit, MI+Omega-3,
MI+Borik asit+Omega-3 grup arasinda istatistiksel olarak ileri dizeyde fark
bulundu (p<0,001). MI grup ile MI+Borik asit, MI+Omega-3 grup arasinda
istatistiksel olarak ileri dizeyde fark bulundu (p<0,001) ve MI grupla ile
MI+Borik asit+Omega-3 grup arasinda istatistiksel olarak cok o6nemli
dizeyde fark bulundu (p<0,01). MI+Borik asit grupla ile MI+Omega-3 grup
arasinda istatistiksel olarak ileri dizeyde fark bulundu (p<0,001) ve
MI+Borik asit grup ile MI+Borik asit+Omega-3 arasinda istatistiksel olarak
cok onemli dizeyde fark bulundu (p<0,01). Diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.12 ve Sekil 4.11).

Tablo 4.12. ST dalga duzeyleri

Gruplar N ST-dalga (ms)
Kontrol 10 6,75(6,42-6,88)
MI 10 14,85(13,85-15,45)°
MI+Borik asit 10 | 10,40(9,58-11,83)*"
MI+Omega-3 10 | 12,50(11,50-13,40)*"¢
MI+Borik asit+Omega-3 | 10 | 13,05(12,40-13,83)®

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
c. MI+Borik asit grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
d. MI+Borik asit grubu ile karsilastinldiginda p<0,01
e. MI+Borik asit grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
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Sekil 4-11. EKG'in ST dalga duzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

c. MI+Borik grubu ile karsilastirildiginda p<0,01

d. MI+Borik grubu ile karsilastirildiginda p<0,01

e. MI+Borik grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

4.3.2 Kalp atis ol¢ciimii

Calismamizda Kalp atis 6lgiimin ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
Tablo 4-13" de verilmistir. Calisma gruplarimizin EKG cekildi istatistiksel
olarak degerlendirildiginde kontrol grupla MI, MI+Borik asit+Omega-3 grup
arasinda istatistiksel olarak ileri duzeyde fark bulundu (p<0,001) ve
MI+Omega-3 grup arasinda istatistiksel olarak cok &énemli dlizeyde fark
bulundu (p<0,01). MI+Borik asit grupla ile MI+Borik asit+Omega-3 grup
arasinda istatistiksel olarak onemli diizeyde fark bulundu (p<0,05). Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). (Tablo 4-13 ve Sekil
4-12).
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Tablo 4.13. Kalp atis duzeyleri

Gruplar N | KALP-ATISI (bpm) 0':&"“'::':{;3;5(_"02';';)
Kontrol 10 369,40+6,04 368,50(364,00-375,75)
MI 10| 453,60+14,69 ° 451,50(447,00-458,00)°
MI+Borik asit 10 407,00+9,30 © 407,00(399,75-413,50)°
MI+Omega-3 10 435,40+7,12 ° 435,00(429,75-438,50)°
MI+Borik asit+Omega-3 | 10 | 441,70+4,22 *9 | 442,00(438,75-446,00)%1

KALP-ATISI (bpm)

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastinildiginda p<0,001
d. MI+Borik asit grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

500.00+

475.00

450.00 B — © a,d
_ ==

425.00 <
400.00 %
375.00+ é

|

I T T T
KONTROL M MI+BORIK ASIT MI+OMECA-3 MI+BORIK
ASIT+0OMECA-3

Sekil 4-12. Kalp atis duzeyleri

a. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
c. MI grubu ile karsilastinidiginda p<0,001
d. MI+Borik asit grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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4.4 Histolojik Bulgular

4.4.1 Hemotoksilen Eosin Bulgularina gore yapilan inceleme

Hemotoksilen Eosin (HE) ile boyanan kalp dokusunun Sol ventrikil
bélgesinin genel histolojik 6zellikleri ve doku hasari incelenmistir.

Sekil 4-14. Kalp kasi hicrelerinin Kontrol grubunda isik mikroskobik incelemeleri

kontrol grubunda interkalar disk yapilari () ve merkezi yerlesimli eukromatik
nikleuslariyla (») birlikte normal histolojik yapidaki kas hucreleri gdzlenmekte (a,b),
(bar:100pm, X20, bar:50.0um, X40, HE).
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Sekil 4-15. Kalp kasi hiucrelerinin MI grubunda 1sik mikroskobik incelemeleri

yogun hasarli devamliigi bozulmus (=) ve nekrotik miyofibril yapilarn (gift ok)
(a,b,c,d), interstisyel alanda monontikleer hiicresel infiltrasyon (inf) (e) ile 6dem (*) (a,b) ve
vaskuler kongesyon (») (f) izlenmekte (bar:200um, X10, bar:100pm, X20, bar:50.0um,
X40, HE).
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Sekil 4.16. Kalp kasi hicrelerinin MI+Omega-3 grubunda 1sik mikroskobik incelemeleri

MI+Omega-3 grubunda kismi inflamasyon (inf) devam etmekle birlikte (a), interkalar
disk yapilarn (=) ve merkezi yerlesimli eukromatik ntkleuslariyla (») normale yakin histolojik
yapidaki kas hicreleri gézlenmekte (a,b), (bar:100um, X20, bar:50.0pm, X40, HE).

Sekil 4.17. Kalp kasi hicrelerinin MI+Borik asit grubu 1sik mikroskobik incelemeleri

borik asit grubunda interkalar disk yapilar (=) ve merkezi yerlesimli eukromatik
nikleuslariyla (») birlikte normale yakin histolojik yapidaki kas hiicreleri gézlenmekte (a,b),
(bar:100pm, X20, bar:50.0um, X40, HE).
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Sekil 4.18. Kalp kasi hiucrelerinin MI+Omega-3+Borik asit grubunda 151k
mikroskobik incelemeleri

MI+Omega-3+Borik asit grubunda diger gruplara gére daha da az olsa azalmis hasarla
birlikte merkezi yerlesimli eukromatik nikleuslariyla (») normale yakin histolojik yapidaki kas
hicreleri gézlenmekte (a,b), (bar:100pm, X20, bar:50.0um, X40, HE).

4.4.2 Transmisyon Elektron Mikroskobik Bulgularina gore yapilan
inceleme

Transmisyon Elektron Mikroskobik (TEM) ile boyanan kalbin dokusunun

Sol ventrikilinden bélgesinin genel histolojik 6zellikleri ve doku hasari daha
hassas incelenmistir.
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Sekil 4.19. Kalp kasi dokusu tim gruplara ait transmisyon elektron mikroskobik (TEM) goérintuleri
(A,B1,B2,B3,B4,C,D,E) (uranil asetat, kursun sitrat, TEM).




Kontrol grubu: Kalp kasi dokusunun transmisyon elektron mikroskobik (TEM)
goéruntisd. Kas miyofibrilleri _(e), miyofilaman yapilari ve htcre nlkleusu (n) ile birlikte
normal yapida gdzlenmekte. Interstisyel alanda normal goérinimli mitokondri (m) yapilar

(A).

MI grubu: Kalp kasi dokusunun transmisyon elektron mikroskobik (TEM)
goéruntisd. Tum preparatlarda kas hucrelerinde miyofibriler dejenerasyon, kas liflerinde
dizensizlik dikkat cekmekte. Ayrica interstisyel alanda édem (*), artmis lipid yapilari (L) ve
mitokondriyal hasar (») go6zlenmekte. Miyofibriler dejenerasyona ragmen, kas lifinde
korunmus interkalar disk yapisi gérilmekte (}), (B1,B2,B3,B4)

MI+Omega-3 grubu: Kalp kasi dokusunun transmisyon elektron mikroskobik
(TEM) gérintisi. Normale yakin korunmus kas miyofibrilleri (), interstisyel alanda normale
yakin gérinimli mitokondri (m) yapilarn gézlenmekte (C).

MI+Borik asit grubu: Kalp kasli dokusunun transmisyon elektron mikroskobik
(TEM) gorantist. Normale yakin korunmus kas miyofibrilleri ve miyofilaman yapilari,
interstisyel alanda normale yakin gérinimlid mitokondri (m) yapilar gézlenmekte (D).

MI+Omega-3+Borik asit Grubu: Kalp kasi dokusunun transmisyon elektron
mikroskobik (TEM) goriantisi. Normale yakin korunmus kas miyofibrilleri ve miyofilaman
yapilari, interstisyel alanda normale yakin gérinimld mitokondri (m) yapilari gézlenmekte

(E).

4.4.3 Histolojik bulgularin degerlendirilmesi

4.4.3.1 Hemotoksilen Eosin (HE) ile boyanan

Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan ratlarin kalp kasi
hucrelerinin 1sik mikroskobik incelemelerinde kontrol grubunda interkalar disk
yapilari ve merkezi vyerlesimli ékromatik nulkleuslariyla birlikte normal
histolojik yapidaki kas hucreleri gézlendi.

MI grubu: MI grubunu olusturan ratlarin kalp kasi hulcrelerinin 11k
mikroskobik incelemesinde yogun hasarli devamlihdi bozulmus ve nekrotik
miyofibril yapilari, interstisyel alanda monontkleer hicresel infiltrasyon ile
6dem ve vaskuler kongesyon goéruldu.

MI+Omega-3 grubu: MI+Omega-3 grubunu olusturan ratlarin kalp
kasi hucrelerinin 1sik mikroskobik incelemelerinde Omega-3 grubunda kismi
inflamasyon devam etmekle birlikte, interkalar disk yapilari ve merkezi
yerlesimli eukromatik ntkleuslariyla normale yakin histolojik yapidaki kas
hicreleri gorulda.
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MI+Borik asit grubu: MI+Borik asit grubunu olusturan ratlarin kalp
kasi hucrelerinin 1sitk mikroskobik incelemelerinde borik asit + MI grubunda
interkalar disk yapilart ve merkezi yerlesimli eukromatik nukleuslariyla
birlikte normale yakin histolojik yapidaki kas htcreleri goralda.

MI+Omega-3+Borik asit Grubu: MI+Omega-3+Borik asit Grubunu
olusturan ratlarin Kalp kasi hicrelerinin 1sik mikroskobik incelemelerinde
Omega-3 + Borik asit + MI grubunda diger gruplara gére daha da az olsa
azalmis hasarla birlikte merkezi yerlesimli eukromatik nikleuslariyla normale
yakin histolojik yapidaki kas hucreleri gortldd.

4.4.3.2 Transmisyon Elektron Mikroskobik (TEM) ile boyanan

Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan ratlarin kalp kasi
dokusunun TEM gdérintlslt. Kas miyofibrilleri, miyofilaman yapilari ve hucre
niikleusu ile birlikte normal yapida gdzlenmekte. Interstisyel alanda normal
goérindmld mitokondri yapilar gézlendi.

MI grubu: MI grubunu olusturan ratlarin kalp kasi dokusunun TEM
gérintust. Tum preparatlarda kas hucrelerinde miyofibriler dejenerasyon,
kas liflerinde duzensizlik dikkat cekmekte. Ayrica interstisyel alanda édem,
artmis lipid yapilann ve mitokondriyal hasar go6zlenmekte. Miyofibriler
dejenerasyona ragmen, kas lifinde korunmus interkalar disk yapisi goruldda.

MI+Omega-3 grubu: MI+Omega-3 grubunu olusturan ratlarin kalp
kasi dokusunun TEM gérintisid. Normale yakin korunmus kas miyofibrilleri,
interstisyel alanda normale yakin gérinimli mitokondri yapilar géralda.

MI+Borik asit grubu: MI+Borik asit grubunu olusturan ratlarin kalp
kasi dokusunun TEM gdérintlsi. Normale yakin korunmus kas miyofibrilleri
ve miyofilaman vyapilari, interstisyel alanda normale yakin goérintmliu
mitokondri yapilari géruldu.

MI+Omega-3+Borik asit Grubu: MI+Omega-3+Borik asit Grubunu
olusturan ratlarin Kalp kasi dokusunun TEM goérintusid. Normale yakin
korunmus kas miyofibrilleri ve miyofilaman vyapilar, interstisyel alanda
normale yakin gérinumlid mitokondri yapilari goérulda.
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5 TARTISMA

Akut miyokard infarktist (AMI) ve ateroskleroz dlinyanin pek cok
Ulkesinde mortalite ve morbiditenin en dnemli nedenidir. MI baslatan ve
ilerlemesine yol acan biyokimyasal ve hlcresel olaylar timuyle aciklanabilmis
degildir. Yas, cinsiyet, sigara kullanimi, ailede iskemik kalp hastaligi 6ykus,
hiperkolesterolemi, diyabetes mellitus ve hipertansiyon gibi endojen ve
ekzojen faktdrlerin herbiri AMI riskini belirgin olarak artirmaktadir. Ancak bu
faktorler olgularin sadece bir boélimunt aciklayabilmektedir. KKH
onlenmesindeki stratejilerin gelistiriimesinde, risk faktért kavrami énemli bir
atilm olmustur. Cesitli epidemiyolojik ve prospektif calismalarda, dislipidemi
bu risk faktérleri arasinda merkezi konuma gelmistir. Son zamanlarda da
koroner kalp hastaliklarinin 6énlenmesi icin gelistirilecek stratejileri
degistirebilecedi dlusinllen yeni risk faktorleri Uzerindeki calismalar hizla
devam etmektedir.

Ayni zamanda saglik harcamalarinin blylk bir kismi kardiyovaskuler
sistem hastaliklarinin tani ve tedavilerine harcanmaktadir. MI1 diger
hastaliklardan ayiran en énemli farklari ise mutlaka ani baslangich olmasi ve
olimlerin blyidk cogunlugunun ilk saatlerde yasaniyor olmasidir. Eder Kisi
MI'ln akut evresini atlatirsa, MI'a bagl bircok komplikasyonlarla da karsi
karsiya gelir.

EPA ve DHA yag asitlerinin diyetle uzun sireli alimlari Amerikan Kalp
Birligi (AHA)'ne gore yiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL) dlizeyini
arttirarak koroner kalp rahatsizliklari, trombosis olusumu ve miyokardiyal
enfarktliis gibi kalp ve damar saghgi ile ilgili bircok hastaliga karsi iyi
gelmesiyle beraber bu hastaliklari 6nlemede de 6nemli saglik etkilerine
sahiptir (Domingo, 2007) (Harris & Von Shacky, 2004). Omega-3 yag asitleri
kalp kaslar Gzerine dogrudan etki yaparak kan akisini arttinr, damarlarda
iyilesmeler ile aritmiyi, enfarktils olasiligini ve siddetini, kalp fonksiyonlarinda
tehlikeli olan kimyasal ve hucresel islemleri azaltir (Nettleton, 2000). Gida ve
Tarim Organizasyonu (FAO) ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO) verileri de balik
tiketimi ile kalp damar rahatsizliklari arasindaki bu carpici iliskiyi dogrular
niteliktedir (HE, 2009).

Bu nedenle son yilarda bircok bilim adami MI''n énlenmesi veya MI
sonrasi olusabilecek komplikasyonlari azaltmak amaciyla sayisiz calisma
yapmaktadir. Bu calismalarin sonucunda MI sonrasinda kullanilmak Uzere
bircok yeni ilag gelistirilmis olup hangi ilacin daha etkin oldugu hala
tartisiimaktadir.

Insanlar tizerinde calisma yapilmasinin icerdidi riskler ve etik tartismalar
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sebebiyle cesitli deneysel hayvan modelleri olusturulmustur. Bu bilgilerden
yola cgikilarak mevcut calismamizda sicanlarda MI 6ncesi kullanilan Borik asit
ve Omega-3, 28 glin boyunca verilmis ve deneyin kalan son 2 gunu ISO
enjekte edilerek MI modeli olusturulmustur. Elde edilen model dokuda
gelisen degdisiklerin dokuda ve serumda biyokimyasal, histolojik ve EKG
yontemleri ile incelenerek gruplarin birbirleri arasindaki etkinliklerinin
mukayese edilmesi amacglanmistir.

MI modellerinin en yaygin olarak kullanilani ratlarda cerrahi olarak
koroner arter ligasyonu veya katekolaminlerle (ISO) indiklenen modelidir.
Calismamizda ISO ile induklenen MI modeli kullanilmistir. Bir katekolamin
olan ISO, hizh bir sekilde otooksidasyon yaparak miyokardiyumda oksidatif
drtnlerin ortaya cikmasina neden olur (Yates & Dhala , 1975). ISO verilmesi
kardiyak kas hucrelerinde enerji rezervini azaltarak kompleks biyokimyasal
ve yapisal degisikliklere neden olur ki bu da nekrozis ile sonlanir (Rona,
1985). Wexler ve Greenberg’in (Wexler & Greenberg, 1978) bir calismasinda
ratlarda ylksek doz ISO uygulamasinin insanda olusan MI'daki patofizyolojik
degisikliklerle ayni etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Sonuc olarak, ratlara
yuksek doz ISO uygulamasi insanlarda olusan MI'In tim biyokimyasal,
fizyopatolojik, histopatolojik ve EKG degisiklikleri ile birebir ortismektedir
(Rona, 1985). Bu nedenle ISO ile induklenen MI modeli standardize edilmis
bir model olup birgok ilacin yararli etkilerini veya kardiyak fonksiyonlar
Uzerine olan etkisini arastirmak igin siklikla kullaniimaktadir (Thompson &
Hess, 1986).

MI’ da olusan temel fizyopatoloji iskemidir. Iskemi, organa gelen kan
akiminin yetersizligi veya dokunun bozulmus perflizyonudur; uzayan iskemi
durumunda hicrelerin butinliglu kaybolup miyokarda yeterli oksijen ve
metabolizmayl devam ettirmeye yetecek miktarda substrat ulasamaz
(Cohen, 1978).

Koroner arter akiminin zaman icinde yeniden sadlanmasi yani
reperflizyon olayi kardiyak hasarin dnlenmesi icin temel bir yoldur. Deneysel
calismalar reperflizyonun akut fazi esnasinda bir miktar daha doku hasarinin
olustugunu gostermistir. Reperfiizyon hasari olarak bilinen bu olay, mikro
sirkilasyondaki endotel hucrelere nétrofil adhezyonunu, intrasellller
enzimlerin salinimini, kalsiyum iyonlarinin hicre igine girisini, sarkolemma
fosfolipitlerinin bozunmasini ve ROS olusumunu arttinr. ROS dlzeylerinin
artmasi acil zincirlerinin peroksidasyonuna neden olur ve sonug¢da hucre
6liumu gerceklesir (Flaherty & Zweier, 1991) (Mohanty vd., 2004).

Hiicreler hasara ugramaya, sonunda da dlmeye baslar. Iste iskeminin bu
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evresinde gerekli olan oksijenin temin edilemedigi her durumda doku hasara
ugrayacaktir. Bu nedenle MI'ln akut evresinde tikanmis olan damari agmak
en etkin ¢ozimdur. Calismamizda denedigimiz Borik asit ve Omega-3, MI'nin
akut evresinden once kullaniimistir. Bu nedenle, dokuyu hasara ugratacak
dereceye ulasmasini engelledigi veya etkilerin iskemik hasarin olusma hizina
yetisememesinden dolayl ve hasar olusacak doku etrafinda etki ederek
hasarin yayilmasini ve siddetini 6nledigi, kardiyak hasar belirteglerini saghkli
kontrol grubuna yaklastirmasina sebep oldugu didsiunilmuistdr.

Akut koroner yetmezlik, miyokardin oksijen gereksinimini karsilamaya
yetecek kan dolasimina sahip olamamasi ile ortaya cikan bir durumdur.
Miyokardiyal hiicre ve/veya hlicre membrani hasara udgradigi zaman hiicre
icindeki enzim ve proteinlerin dolasima saliverilmesi kacginilmaz olur.
Bunlardan o6zellikle Kreatin kinaz klinik olarak ©6nemlidir (Melanson &
Tanasijevic, 2005).

MI sonrasi iskemik alan etrafinda kollateral dolasim (Ana kan damarinin
tikanmasi halinde kanin yan kanallardan dolasmasi) olusmakta olup, bu
iskeminin hasarini sinirlayan dogal bir savunma mekanizmasidir (Elayda vd.,
1985). Ayni zamanda Moss ve Benhorin tarafindan iskemiden sonra gevre
dokularda antioksidan sistemin pozitif yonde arttigi gosterilmistir (Moss &
Benhorin, 1990). Bizim bulgularimizda da ISO ile indiklenen MI sonrasi
kontrol grubumuzdaki kardiyak belirteclerinin degismesi bu sistemlerin aktif
halde oldugunu gostermektedir.

Bir calismada kardiyovaskiler hastalik riski agisindan, genel beslenme
kaliplariyla 6zel beslenme kaliplari karsilastiriimistir. Koroner arter hastaligi
hastalarinin bir kismina, meyvelerin, sebzelerin, baklagillerin ve lifli besinlerin
miktar arttirimis, etler, tereyagi ve krema azaltilmistir. Ayrica Omega-3 yagd
asiti 6nclsl olan alfa linoleik asitle zenginlestirilmis margarinle birlikte yagl
baliklar iceren Akdeniz diyeti uygulanmistir ve hem bu grup hem de kontrol
grubunun diyette aldigi toplam yad miktari %31 dlzeyinde tutulmustur.
Calisma sonunda Akdeniz diyeti uygulanan grupta olduriclid olmayan
miyokard infarktisinin %70, kardiyak mortalitenin %56 azalmis oldugu
gbsterilmistir (Reilly, Mantle & Salisbury, 2000). Baska bir calismada ise
koroner arter hastaligi bulunan bireylerin bir kismina gok disik yag igerikli
diyet uygulanmistir. Bir yil sonra yapilan kontrolde diyet grubunda ortalama
koroner arter darlik vylzdesi gerilerken kontrol grubunda ilerledigi
gosterilmistir (Ren & Brown, 2000).
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Yapilan epidemiyolojik calismalar Grénland Eskimolarinda tim &limlerin
% 3,5'nin iskemik kalp hastaligi nedeniyle oldugunu ortaya koymustur, oysa
Bati toplumlarinda bu oran yaklasik olarak on kat daha fazladir. Eskimolarin
bol miktarda deniz Urinl tluketiyor olmasi ve bunlarin da Omega-3
(eikozapentaenoik aside ve dokozahekzxaenoik aside) olarak bilinen goklu
doymamis yag asidi icermesi, dikkatleri Omega-3 (balik yagi) Uzerine
cekmistir (Dyerberg & Bang, 1982).

Calismamizda Omega-3 yag asitlerini kullanmamizin nedeni Omega-3
yag asitlerinin antioksidan, antiinflamatuar ve antifibrotik maddeler
olmalandir. Literatirde Omega-3‘Un antiinflamatuar, antifibrotik ve
antioksidan 6zellikleri GUzerine yapilmis farkli galismalar taranmistir.

Hicrelerde veya dokularda olusan oksidatif stres ROS’larin Uretimine
ve/veya antioksidan sistemlerin azalmasina, bu da prooksidan/antioksidan
sistemin dengesinin bozulmasina yol acar. Bu bilgilerden yola cikilarak, ISO
ile indiklenen MI'li ratlarda Omega-3 ve Borik asit uygulamasinin oksidan ve
antioksidan sisteme olan etkilerini incelendiginde, kontrol grubuna gore her
Uc¢ grupta da antioksidan sistem {zerine olumlu yonde etki ettigi ve serbest
radikalleri azalttigi sOylenebilir.

Bir calismada da deneysel olarak farelerde transvers aort darligi
olusturmuslar. Bir gruba Omega-3 yad asidi bir gruba da normal diet
verilmistir. Sekiz hafta takip edilen ratlarda kardiyak fonksiyonlar, kardiyak
fibroblastlar lzerindeki etkiler, nitrit/nitrat, cGMP konsantrasyonu ve fibrozis
dizeyi incelenmistir. Calisma sonunda Omega-3 yag asitlerinin kardiyak
fibrozisi ve kardiyak fonksiyon bozukluklarini 6nledigi sonucuna ulasiimistir
(Chen vd., 2011).

Bor elementi dogada en ¢ok Borat ve Borik asit olarak bulunmaktadir.
Borik asit hicre membran fonksiyonu, hlcresel sinyal transduksiyonu,
membran batinliglid, mineral ve hormonal metabolizma ve enzim
reaksiyonlarinda rol oynar (Sayh vd., 1996).

Bizim calismamizdaki bulgularda da diger calismalara benzer sekilde ISO
ile MI olusturulmus kontrol grubundaki ratlarin kan biyokimyasal kardiyak
doku belirteclerinden olan PON1 , CAPAN, MDA, BNP, CK-MB, TNF-a ve EKG
incelemesinde ST dalga ve kalp atis seviyelerinin istatistik acidan anlaml
derecede degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonucglar, ISO ile
indliklenen MI'da, MI 6éncesi Borik asit ve Omega-3 uygulamasinin olusan
hasari azalttigini yalniz tam olarak durduramadigini géstermektedir.

Calismamiz Omega-3 yag asidinin kalp dokusu Uzerine MI etkilerine
karsi Borik asitin koruyucu etkilerinin birlikte gosterildigi ilk calisma olma
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ozelligini tasimaktadir. Borik asit ve Omega-3 'Un 6nceden uygulanan ve
sonra ISO ile induklenen MI modelinde hasari biyokimyasal, histolojik ve EKG
ile kardiyak belirtecler Gzerinden kiyasladigimizda Borik asit ve Omega-3' Un
birbirleri arasinda anlaml bir Gstinliklerinin olmadigi gordldda.

MI tanisi klinik, laboratuvar ve EKG degisiklikleri tespit edilerek
konmaktadir. Miyokard hasari sonucu, kan dolasimina kalp dokusundan
ylksek oranda CK-MB izoenzimi salinir. MI dederlendirmede tek bir CK-MB
Olcimune glvenilmemeli, bunun yerine bu enzimlerin zaman igerisindeki
yiikselis ve disUsleri dikkate alinmaldir. Iskelet kasi tarafindan salinan CK-
MB, kalp kasi tarafindan salinana gore genellikle daha uzun sure yuksek kalir
ve CK-MB'nin ginlerce yiksek kaldigi plato paterni denen bir duruma neden
olur (Varoglu, 2002).

CK hem iskelet hem de kardiyak kasinda mevcuttur ve miyosit nekrozu
olustugunda kana salinir. Total CK, miyokardiyal nekrozun bir sensitif
markiridir ancak spesifitesi ¢ok azdir. CunkU iskelet kasinda vylksek
konsantrasyonda bulunmaktadir (Rajappa & Sharma, 2005).
Miyokardiyumdaki total CK aktivitesinin %10-30'u CK-MB’dir. Kalbe ait
damarlarin kan akiminin kesilmesi ile olusturulan akut miyokardiyal hasardan
5 saat sonra CK-MB’nin 5 kat arttigi tespit edilmistir (Apple, 1999b). Yeni
kardiyak markirlarla karsilastirildiginda CK-MB, klinik uygulamada ylksek
yararliligi olan altin standarttir. Ilk semptomlardan sonra ilk 24 saatteki
Olcimlerin miyokardiyal hasar yoninden vylksek sensivite ve spesifiteye
sahip oldugu iddia edilmektedir (Rajappa & Sharma, 2005). Bizim CK-MB
Olcimlerimiz de MI modeli olusumundan on iki saat sonra alinan kanlarin
serumlarinda yapilmistir. MI grubunda goérilen ylksek CK-MB aktivitesi
kardiyomiyopati tablosunu gdstermektedir.

Serum CK-MB dizeyi degerlendirildiginde MI grubu CK-MB diizeylerinin
kontrol grubuna gore arttigi gortlmuistir ve bu artis istatistik olarak ileri
dlizeyde anlamli olarak degerlendirilmistir (p<0,001). MI grubu ile MI+Borik
asit, MI+Omega-3 ve MI+Borik asit+Omega-3 gruplan arasinda
kiyaslandiginda ise sirasi ile %27.66, %17.20, %?21.42 oranlarinda azalma
gorulmus ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Boylece MI+Borik asit
kullaniminin etkisi serum BNP duzeylerinde de goérilmektedir. Miyokardiyal
nekrozun bir belirteci olan CK-MB Uzerinde Borik asit etkisinin Omega-3’e
oranla daha etkin oldugu saptanmistir.

KKH norepinefrin dlizeyi miyokard Uzerinde miyosit hipertrofisi, toksitite
ve apoptozu iceren yan etkiler gdsterir (Bristow, 2000). Hayvan ve insan
modellerinde ndérohormonlar kalp Uzerinde olumsuz etkiler géstermektedir.
Renin anjiotensin sistemi ve natriliretik peptidlerin dizeyi hastaligin gidisati
ile koraledir fakat bu kalp hastaliklarinin bir nedeni olmaktan ziyade bir
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sonucudur (Iacovoni, De Maria, & Gavazzi, 2010). Sol ventrikll
miyokardiyumundaki natritiretik peptidler ANP ve BNP kalp duvarinda artan
bir gerilimi yansitir (Petermann vd., 2006).

Calismamizda Serum BNP dlzeyi MI grubunda kontrol grubuna goére
arttigini goérdik ve bu artis istatistik olarak ileri dizeyde anlamhydi
(p<0,001). MI+Borik asit grubunun MI grubuna goére o6nemli dizeyde
azalmas! istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi (p<0,05).
MI+Omega-3 grubu MI grubuna goére kiyaslandijinda ise %9.10 oraninda
azaldigi gorilmis ve istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmemistir.
MI+Borik asit+Omega-3 grubu MI grubuna ile kiyaslandiginda 9%6.49
oraninda azaldigini gézlenmistir ve istatistiksel olarak anlamli degildi. Béylece
MI+Borik asit kullanimi etkisi serum BNP duizeylerinde de gorilmektedir.

MI ve Aterosklerotik lezyonun gelisimi, plak yirtilmasi ve sonucta
aterosklerozun progresyonu kronik inflamatuvar bir olaydir. Devam eden
inflamatuvar olayin yarattigi kompleks aterosklerotik plaklar MI igin substrat
olmaktadir. Bunlar buyuk lipid havuzlar iceren, ince fibréz baslikh, artan
makrofaj infiltrasyonu gosteren, diz kas hicre igeriginin azaldigi duyarh
plaklardir (Fayad, Fuster & 2001). Inflamasyonun serum belirteclerinde (IL-
6) gorllen ylkselme ile akut koroner sendrom riski arasinda pozitif bir
korelasyon vardir (Boersma vd., 2003).

Sitokinlerin MI inflamatuar olaylarla uyarilabilirler ve inflamasyonda en
onemlileri interlékinler (IL) ve tumoér nekroz faktéru-alfa’dir (TNF-a).
Ozellikle IL-6 ve TNF-a bircok ortak biyolojik dzellikleri paylasir. Her ikisi de
aktive makrofajlar, lenfosit ve diger hlcre tipleri tarafindan olusturulur ve
pro-inflamatuar sitokinler olarak adlandirnilirlar (Kuralay & Cavdar, 2006).

Apoptozise ugrayan  hicreler pargalanmadan ve inflamasyonu
uyarmadan 6nce fagosite edildigi igin inflamasyon gelismemektedir (Halliwell
& Gutteridege, 1999) (Klaassen, 2001) (Kregel & Zhang, 2007).

Son calismalarda; MI baslamasi, gelisimi ve tamamlanmasi surecinde
inflamasyonun 6nemli islevi oldugu bildirilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda,
bircok calismada inflamasyon belirtegleri, koroner kalp hastaliklarinin ve
miyokard infarktisinin bir géstergesi olarak arastiriimistir. TNF-a gibi bir
cok sitokin, miyokard infarktlislt icin yeni potansiyel risk faktérl olarak
arastirilmistir (Ertek & Karatan, 2004).

Kalp hastaliklarinda tim asamalarinda immuin sistemin o6nemli islevi
oldugu saptanmistir. Kalp hastaliklarinin  baslamasi, gelisimi ve
tamamlanmasi slrecinde inflamasyonun roll ile ilgili yapilan calismalar;
inflamasyonun KKH’ da 6nemli bir parametre oldugunu goéstermistir (Libby,
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2000). Inflamasyonun biyokimyasal belirteglerinin miyokard infarktlstndn
(MI) o6nemli bir gostergesi olabilecegini distndirmektedir (Kritchevsky,
Cesari, & Pahor, 2005).

IL-6 ve TNF-a bazi tlrlerde MI cevabin verilmesi ve ardindan sepsis
benzeri semptomlarin ortaya c¢ikmasina yol agmaktadir. Yine bazi tdrlerde
KKH durumlarinda IL-6 ve TNF-a dizeylerinin cok ylkseldigi ve bu sirecte
hayatta kalma siresi ile negatif korale oldugunu bildiren c¢alismalar
mevcuttur.

Omega-3, IL-6 ve TNF-a aktivasyonunu oO&nleyerek vaskdller
enflamasyonu inhibe eder ve Omega-3 yag asitlerinin IL-6 ve TNF-a gibi bazi
medyatorlerin saliniminda azalma saglamaktadir (Ertek & Karatan, 2004).

Bizim calismamizda, MI grubunun serum TNF dlzeylerinde o6nemli
dizeyde yukselme bulundu (p<0,01). MI+Borik asit grubu, MI grubuna gore
kiyaslandiginda %54.32 oraninda azaldi ve istatistiksel olarak anlamh olarak
degerlendirilmedi. MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3 gruplari MI
grubuna goére kiyaslandiginda istatistiksel olarak ileri dlizeyde azaldi
(p<0,001). MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3 grubu kontrol grubuna
gore sirasi ile %1.79, %32.12 oranlarinda azaldigini gorildi ve istatistiksel
olarak anlamli olmadiklari sonucuna varildi.

Bu calismada, MI serumlarin IL-6 dizeylerinde kontrol grubuna kiyasla
%43.12 oraninda artis elde edilmis ancak istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. MI+Borik asit grubu, MI grubu ile kiyaslandiginda %39.62
oraninda azalma goérulmus ve istatistiksel olarak anlamlh
degerlendirilmemistir. MI+Omega-3 grubu ile MI grubu kiyaslandiginda ise
ileri dizeyde azalma gdzlenmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001). MI+Borik asit+Omega-3 grubu ile MI grubu arasinda ise 6nemli
dlizeyde azalma elde edilmistir ve anlamli olarak dederlendirilmistir
(p<0,05).

ROS’nin zararli etkilerinden en c¢ok etkilenen hicre elemanlar
membran lipitleridir. Oksidatif hicum 6zellikle poliansatire (goklu) yag
asitlerinin (PUFA) peroksidasyonu ile kendisini gdsterir. Lipit peroksidasyonu
sonucu poliansatlire yag asitlerindan H atomunu kopararak lipit radikallerinin
olusturmasini saglar (Sushamakumari & Menon, 1987). Bu radikaller biraraya
gelerek konjuge dien’leri yaparlar. Devam eden oksidasyonla bu dienler de
parcalanir, malondialdehit bu zincir sirasinda bir ara Uridn olarak olusur. Bu
nedenle malondialdehit dlzeyi oksidatif PUFA hasarinin bir gdstergesi olarak
kabul edilir. Lipit peroksidasyonu PUFA’dan olusan bu uridnin malondialdehit
miktarinin artmasi ise hasar goéstergesi olarak kabul edilmistir (Janeiro &
Burghardt, 1989). MI esnasinda olusan miyokardiyal hlcre hasarini
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gbstermede MDA seviyesi de ¢ok 6nemli rol oynar (Mohanty vd., 2004).
Ayrica lipit peroksidasyonu MI'in siddetini ve onunla ilgili komplikasyonlariyla
dogrudan orantili olabilir (Hamberg, Svensson, Wakabayashi, & Samuelsson,
1974). Bizim galismamizda da diger calismalara benzer olarak kontrol grubu
ve MI olusturulmus gruplardaki ratlarin kalp dokusundan elde ettigimiz MDA
dizeyinde istatistiksel olarak ileri dizeyde yukselme bulundu (p<0,001).
MI+Borik asit, MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3 ile MI grubuyla
kiyaslandiginda ileri dizeyde duslis gorulmistir (p<0,001). Borik asit
kullanilan grupta diger gruplara gore daha fazla azalma saptanmistir.

Inflamasyon sirasinda agida cikan nitrik oksit (NO) reaksiyona girmesi
sonucu peroksinitritler olusur. Peroksinitler hilcresel hasardan sorumlu
molekullerdir. Hlcresel hasar sonucu olay yerine gelen inflamatuar hucreler
salgiladiklari gesitli sitokinler ile inflamasyonu baslatir. Omega-3 hem
inflamasyonu azaltici etkisi, hem de hicresel dizeyde fibrozis olusturan
transkripsiyon faktorleri Gzerine etkisi ile fibrozis olusumunu azaltir (Colak,
2010) (Li dv., 2005) ki bu calismada gérind.

Nitrik oksit (NO), vaskuler endotelde endotelyal nitrik oksit sentetaz
(eNOS) enzimi tarafindan L-argininden sentezlenen vazoaktif bir maddedir ve
vaskller diz kas gevsetici etkisi ile endotel bagimli vazodilatasyonun ana
mediyatoridir (Kilinc & Kilinc, 2003). Bazal NO saliniminin bazal vaskduler
tonusun saglanmasinda ve kan basincinin dizenlenmesindeki roli cesitli
calismalarla gdésterilmistir (Quyyumi vd., 1995). NO’'nun vaskiler endotelde
ateroskleroz gelisimini onleyici c¢esitli etkilerinin oldugu go6sterilmistir.
Trombosit ve l|6kositlerin endotele yapismasini dnler, vaskuler diz kas
hicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu azaltir; LDL-K oksidasyonunu
kisitlayarak LDL-K'nin aterojenik LDL-K'ye doénltsimini engeller. eNOS
enziminin kronik inhibisyonunun aterosklerozu hizlandirdigi ve kan basincinda
ylikselmeye neden oldugu hayvan deneyleriyle ortaya konmustur (Shesely
vd., 1996).

NO Uretimi ortamda bulunan oksijen miktari ile dogru orantili artarken,
yuksek ve sabit bir hizda radikal sonlandirma reaksiyonu ile hidroksil radikali
benzeri aktiviteye sahip daha toksik bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO")
olusturmak Uzere slperoksit ile reaksiyon verir (Liu, Hock, Nagele, & Wong,
1997). Boylece NO, oksijen serbest radikallerinin etkileri ile olusan endotel
harabiyeti sonucunda Uretimi azalmakta ve direkt olarak oksijen serbest
radikalleri ile blyuk bir hizla reaksiyona girerek bloke olmaktadir (Ricardo,
Susana, Jose & Domingo, 1988). Artmis serbest radikal dulzeyleri
peroksinitrit olusumu yoluyla hem daha toksik bir radikal olusturmakta hem
de NO’in yararlanimini azaltmaktadir. Artmis NO Uretiminin koruyucu olarak
etki gostermesinin beklenmesine ragmen Bouloumie ve ark (Bouloumie vd.,
1997) deneyleriyle ortaya konmustur.
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NO c¢ok reaktif bir molekuldir ve bu yldzden c¢ok sayida potansiyel
molekiler hedefi bulunur. Guanilil siklaz'in (sGC) hem parcasini baglayarak,
bu enzimin aktivitesini arttinr (Feelisch & Stamler, 1996). Hepsinin
sonucundaki cGMP seviyelerinde yilkselme cGMP bagdimh protein kinaz
kaskadini aktive eder. Protein kinazlar diz kas gevsemesini ve trombosit
adezyonunun inhibisyonunu diizenler. Ilging olarak, NOS enziminin hem
parcasina NO baglanmasi sonucu olusan konformasyon dedisiklikler enzim
aktivitesini inhibe ederek, ylksek NO seviyelerinin NO (retimini kisitladigi
otoregulatuar bir geri bildirim olusturur (Rogers & Ignarro, 1992).

NO’'nun diger biyolojik etkileri proteinlerdeki silfidril kalintilari ve
demir-silfir merkezler ile etkilesmesi ile olusur (Feelisch & Stamler, 1996).
Son zamanlarda Lander ve ark., (Lander, Ogiste, Pearce, Levi, &
Novogrodsky, 1995) kucuk GTPaz p21lras‘in NO icin baska bir molekiler
hedef oldugunu gostermistir. NO, p21lras (zerindeki sistein kalintisini
(Cys118) nitroziller. Bu sayede GTPaz"1 aktifler, MAP kinaz ve NF-kB sinyal
iletim yolaklarini uyarir. NO ayni zamanda slperoksit anyonlari gibi oksijen
kaynakli serbest radikaller ile reaksiyona girerek, peroksinitrit anyon ve
hidroksil radikali gibi ¢cok reaktif molekuller olusturabilir (Feelisch & Stamler,
1996). Bu toksik parcalarin olusmasi lipid peroksidasyonunu indukleyerek
inflamatuar yanitin karakteristik 0zelligi olan doku hasarina katkida
bulunabilir (Lipton vd., 1993).

Katekolamin ile uyarilmis nekrozda, siklik adenozin monofosfat (cAMP)
dizeylerindeki artisin (Bhagat vd., 1976), intrasellliler kalsiyum artisinin ve
yuksek enerjili fosfatlarin tiketilmesinin (Fleckenstein, 1974) Katekolaminler
tarafindan uyarilan miyokardiyal nekrozun patogenezi multifaktoéryel
olmasina ragmen oksidatif stresin énemli roli oldugu gdsterilmistir (Banerjee
vd., 2003).

Omega-3 Nitrik oksit dluzeyini arttirarak arter kompliyansini arttirir
(Ertek & Karatan, 2004). Omega-3 yag asitlerin hicre membrani yapisina
katilmasiyla NOS ekspresyonu artar ve NO Uretimi artar. Artan NO cGMP ve
PKG sinyal yolunu aktive eder, hicre ici haberciler olan pSMAD proteinlerinin
nukleusa gecisleri bloke olur, kollajen Uretimi azalir, fibroblastlarin
miyofibroblastlara déntsimu azalir boylece fibrozis azaltilmis olur (Wang &
O’'Horo, 2011). Omega-3 yag asitlerinden nitrik oksitle olusan nitrolipidler
(6rnegin nitrolinoleat) ise diz kaslarda gevseme, trombosit aktivasyonu,
noétrofil fonksiyonlarinin ve inflamasyonun baskilanmasi gibi olaylara neden
olur (Das, 2006)

Ratlarda vyapilan bir c¢alismada, indlklenebilen nitrik oksit sentaz

(iNOS)’daki artisin aort endotel fonksiyonlarinda gelismeden ziyade gerileme
ile iliskili oldugu go6zlemlenmistir. Son zamanlarda yapilan calismalar, NO
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sinyal yolunun, in vivo ve in vitro kalp kasinin kasilma 6&zelliklerini
dizenlemede dodgrudan bir role sahip olduguna dair ipucglari vermektedir.
Ayrica NO- ile olusan peroksinitrit, Ca*? transport sistemini bozarak ve
miyokard kontraktil proteinlerinin fonksiyonunu zayiflatarak Ca*? akisini
arttirabilir ve mitokondriyal ATP sentaz ve akonitaz gibi hlicresel enzimlerin
aktivitesini inhibe edebilir (Balligand vd., 1994).

Bizim calismamizda, NO dlzeyleri kontrol grubuna goére gruplarin
hepsinde vyilkseldi. MI grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda %20.87
oraninda artis goéruldlu ve istatistiksel olarak anlaml bulunmadi. MI+Borik
asit, MI+Omega-3 Asit, MI+Borik asit+Omega-3 gruplarla ise MI grubu
kiyaslandiginda sirasi ile %1.02, 10.36 ve %9.98 oraninda yikselme gozlendi
ve istatistiksel olarak anlamli olarak dederlendiriimedi. Béylece Omega-3
kullaniminin diger gruplara goére Nitrik oksit dizeyini daha fazla arttirdigi
sonucuna varimistir.

MI'da molekiler oksijenin indirgenmesi veya uyariimasi sonucu serbest
oksijen radikalleri olusmaktadir (Kukreja vd., 1986). Iskemi reperflizyon
sirasinda, hidrojen peroksidin lipit peroksidasyonuna yol agmasina bagl
ortaya cikan oksidatif stres, membran hasarina yol agcan mekanizmalardan
birisidir ve intraselller kalsiyum artisina ve “stunned” miyokardiyumda
miyokard kontraktilitesinin disfonksiyona neden olur (Dhalla vd., 1999) (Liu,
Hock, Nagele & Wong, 1997) (Halliwell & Gutteridge, 1989). Hdlcreler
oksidatif hasari édnleyen yada kismen azaltan mekanizmalara sahiptir. Doku
hasarinin tetiklemesi ile gelisen biyokimyasal olaylarda antioksidan sistem
yetersiz kalmaktadir. Iskemik dokuda oksidanlara bagh olarak iskemi
sliresince CAT gibi enzimlerin inhibisyonunun hizlandigi ve buna bagl olarak
hicrelerin reperfizyon sirasinda hizla olusan oksijen radikallerinin etkisine
daha duyarli hale geldigi rapor edilmistir (Nath & Norby, 2000).

Bizim calismamizda da ISO ile indlklenen kardiyak hasar da CAT
aktivitesi 6nemli rol oynamis olabilir. SOD, super oksit radikallerini daha
zararsiz olan H;O, radikaline donustlirmektedir (Gutteridge, 1995). Bizim
calismamizda da bu bilgileri destekler sekilde CAT aktivitesi azalmistir. Bu
enzimlerin azalmasi stperoksit ve H,0, olusumunu artirarak daha toksik olan
OH" radikallerinin olusmasina neden olabilir. Calismamizda olusan bu
enzimlerin aktivitesinin azalmasinin miyokardiyal hasara neden olmus
olabilecegini dislinmekteyiz. Zaten iskemi sonrasinda olusan serbest
radikaller CAT aktivitesini degistirirler (Padmanabhan & Stanely Mainzen,
2006).

Bizim calismamizda da diger calismalara benzer olarak ISO ile MI

olusturulmustur. Kontrol grubumuzdaki ratlarin kalp doku érneklerinden elde
ettigimiz antioksidan enzimlerden CAT seviyelerinin %30.26 oraninda azalmis
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oldugu tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MI+Borik
asit, MI+Omega-3, MI+0Omega-3+Borik asit kullanilan gruplarda MI grubuna
gobre sirasli ile %16.92, %27.21, %21.11 oranlarinda ylukselme gbézlenmis ve
istatistik olarak anlaml olarak degerlendirilmemistir. Oksidatif stresin diger
gbstergelerinden biri olan PON1, antioksidan enzimlerin tersine olarak artmis
oldugu tespit edilmistir. ISO ile indiklenmis MI'da doku savunma sistem
aktivitesinin azaldigini gosteren birgcok calisma bulunmaktadir (Lei, Pan,
Aggarwal, Chen, Hartman & Sucher, 1992) Azalmis olan CAT aktivitesi diger
yapilan calismalarla 6értismektedir (Sushamakumari & Menon, 1987) ISO
grubunda azalmis CAT enziminin aktivitesi, artmis serbest radikal Uretiminin
bir isareti olarak kabul edilebilir.

Paraoksonaz-1 (PON1) karacigerde sentezlenip HDL-K (zerinde
lokalize olan bir proteindir. Ayni zamanda kalsiyum bagh bir esteraz olup
okside fosfolipidleri hidroliz edebilme yetenedine sahip bir enzimdir ve bu
yuzden de lipoproteinleri (HDL-K, LDL-K) ve membranlari oksidatif
modifikasyona karsi korumaktadir (Ferretti vd., 2005). PON1’in, antioksidan
mekanizma olarak 6énemi buradan kaynaklanmaktadir. Lipid bilesimi (lipid
iceriginin ylzdesi veya lipid peroksidasyon Uurini) ve lipid-apoprotein
etkilesimi, lipoproteinlerin  yapisal organizasyonu ile fizikokimyasal
Ozelliklerinde 6nemlidir (Ferretti, Bacchetti, Marchionni, Caldarelli & Curatola,
2001). HDL-K'nin okside olmasiyla birlikte reverse kolesterol transportu
dizenleme kabiliyeti bozularak antiaterojenik aktivitesi azalirken, ayni
zamanda lipoproteinleri ve membranlari oksidatif hasardan koruma yetenegi
de kaybolmaktadir (Garin, Kalix, Morabia & James, 2005). Yazarlar HDL-K'nin
dogal antioksidan 6zelliginin kaybolmasina modifiye HDL-K durumunun
neden oldugunu ileri slGrmuslerdir. Yapimis c¢alismalarda da HDL-K
kompozisyonunun PON1 aktivitesini etkiledigi gosterilmistir (Garin, Kalix,
Morabia & James, 2005).

PON1 aktivitesi, KKH ile iligkisi bircok calismada arastiriimistir. KKH
insidans ve siddetini arttirdigi goridlmustir. Konuyla iliskili olarak Graner ve
ark., (Graner vd., 2006) PON1 aktivitesi ve konsantrasyonunun KKH’li
bireylerde daha disik oldugunu ve bu disuklik ile KKH siddeti arasinda
anlamh bir iliski olduguna isaret etmislerdir. Ayni zamanda arilesteraz
aktivitesinin de PON1 ile birlikte bu hastalarda disik oldugu goralmistir
(Gur vd., 2006).

PON1 aktivitesindeki azalmanin lipid peroksidasyonunun ve serbest
radikallerin artisina baglamislardir. Kumon ve ark., proinflamatuar
sitokinlerin PON1 aktivitesini azalttigini bildirmislerdir (Kumon vd., 2002).

PON-1 serum ve dokularda oksidatif stresi de azaltmaktadir ve
kardiyovaskiler hastaliklara karsi korumaktadir (Aviram & Rosenblat, 2004).
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Lewis ve arkadaslari (Lewis, Lookinland, Beckstrand & Tiedeman, 2004)
yaptiklari metanalizde Omega-3 yag asidinin TG, TK, VLDL ve LDL dizeylerini
sirasiyla %29, %11,6, %30,2 ve %32,5 oranlarinda azalttigini, HDL
dlizeylerini %10 oraninda arttirdigini bildirmislerdir.

Calismamizda, en distk PON1 aktivite dizeyi MI grubunda iken en
ylksek aktivite ise kontrol grubuna aitti. Bu durum koruyucu etkinligini
gosterir niteliktedir. MI+Borik asit, MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3
grup MI grupla kiyaslandiginda sirasi ile %45.7, %24.92, %50.27 oranlarinda
yukselme vardi. Ayrica, ARE aktivite dizeyine MI grup ve kontrol grupla
rastlanmasina karsin ve diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi ama MI grubu kontrol grubuna gdére %3.17 oraninda
ylikselme gorindid ve istatistiksel olarak anlamli dedildi. MI+Borik asit,
MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3 grup MI grupla kiyaslandiginda sirasi
ile %17.34, %20.14, %1.26 oraninda yukselme vardi ve istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi.

Sonu¢ olarak MI gelisiminde proinflamatuar sitokinler, lipid
peroksidasyonunun ve protein oksidasyonunun artisi, PON1 gibi
antioksidanlarin ve cift yonli etki mekanizmasi olan NO gibi osteoklast
aktivasyonunu baskilayan radikallerin azalisinin etkili olabilecegi kanisindayiz.

Hicre ici kalsiyum konsantrasyonu mekanik, metabolik ve regulatdr
surecler gibi ¢esitli hicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde bir ikinci haberci
olarak merkezi rol oynar (Berridge, Bootman & Lipp, 1998). Miyokardiyumda
kalsiyum konsantrasyonunun kontrollindeki bir sikinti cesitli miyokardiyal
fonksiyonlarin bozulmasiyla sonuclanir ve hlcrenin hayatta kalmasini etkiler.
Miyokardiyal iskemi veya hipoksi boyunca miyokardiyal kalsiyum
konsantrasyonunda karakteristik bir ylikselme olusur (Arthur & Belcastro,
1997). Akut iskemi durumunda, anaerobik metabolizma yetersizlesince hicre
ici ATP sunumu azalir. Sonucta intrasellller asidoz gelisir ve ATP’ye bagimli
sirecler bozulur (hiicre ici Ca?* toplanir, 6dem ve hiicre 8limi olusur)
(Marks, Smith, Chansky, & Lieberman, 2007). miyokardiyal hicre 6liminde
kilit olaydir ve hiicre ici kalsiyum konsantrasyonuna bagimli enzimlerin
aktivasyonu ile sonuclanir. Miyokardiyal kalsiyum konsantrasyonundaki artis,
miyokardiyal proteinlerde hasara neden olacak kalpainleri aktive edebilir ve
miyosit 6limuine géturir, miyokardiyal yapi ve fonksiyon kaybiyla sonuclanir
(Sandmann, Prenzel, Shaw, Schauer, & Unger, 2002).

Calismamizda Borik asit ve Omega-3 uygulamasi yaptigimiz siganlarin
kalp sol ventrikil dokusunda kalsiyum bagimh kalpain aktivitesi 6lglldl ve MI
grubu kalpain aktivitesi sonuglarimiz kontrol grubuna gdére c¢ok &6nemli
dizeyde artis gosterdi (p<0,01). MI grubunda gérilen kalpain aktivitesindeki
artisin, MI hucre ici kalsiyum konsantrasyonunu artirici etkilerinden dolayi
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olabilecegini dislindyoruz. Meydana gelen bu yiksek kalpain aktivitesini ve
sonrasinda olusacak hicre d8limint engellemek maksadiyla Borik asit ve
Omega-3 kullandigimiz grubunda, MI+Borik asit grubu MI grupa gore
istatistik olarak daha cok &énemli dlizeyde dusltst anlamhlydr (p<0,01).
MI+Omega-3 grubu MI grubuna goére d6nemli dlzeyde kalpain aktivitesi
azaldigi gorilmistir (p<0,05). Sonuglarimizin Borik asit ve Omega-3 grubu
kalpain aktivitesi ve kontrol grubu hemen hemen ayni seviyede gorilmesi,
kullandigimiz Borik asit ve Omega-3 etkinligini gostermektedir. Bu durum
doku hasarini azaltmayl amagladigimiz calismamizin odak noktasidir. Clnku
miyokard infarktlisl, hipertansif kardiyomiyopati ve iskemi reperfliizyon
hasarini iceren cesitli patolojik durumlarda kalpain aktivitesinin arttigini
gbdsteren sayisiz calisma yapilmistir (Arthur & Belcastro, 1997) (Barranco,
Kim, Stella & Eckhert, 2009)

EKG, kalp ritim ve miyokart bozukluklarinda uyarim merkezleri ile uyar
iletiminin aksakliklarinda, koroner damar rahatsizliklarinda ve kalp
hipertrofilerinin tanisinda onemli katkilar saglar (Costant, 2003). Dalgalarin
slire ve amplitldleri ve kalbin ortalama elektriksel ekseni degerlendirilip
karsilastirildiinda ST ve elektriksel eksen degerlerinde gruplar arasinda
istatistiksel acidan anlamli sonuglar bulunmadi. MI'dan sonra EKG, ST
segment elevasyonu (ylkselme) olabilir veya olmayabilir. ST segment
elevasyonu blyuk cogunlugunda miyokard infarktlisi meydana gelir. Bu gibi
hallerde; ancak kardiyak enzimlerin takibiyle ayirici tani yapilabilir (Yildirir &
Mlderrisoglu, 2001)

Calismamizda sigcanlara MI uyguladiktan sonra vyaptigimiz EKG
cekimlerinde miyokard infarktlsi bulgulari saptandi. Calismamizda miyokard
hasarinin belirteglerinden EKG’'de, ST dalgasi d&lgulmustir. Gruplarimizin
EKG'lerinde ST dalgasi dederlendirildiginde MI grubunun, kontrol grubuna
gore net olarak ylikselmesi bu sicanlarda bir kalp hasari olustugunu agikca
gbstermekte ve bu artis istatistik olarak ileri dizeyde anlamlh olarak ifade
edilmektedir (p<0,001). MI+Borik asit ile MI grubu kiyaslandiginda ise ileri
dizeyde dusmduistur (p<0,001). MI+Omega-3, MI+Borik asit+Omega-3
grublar ile MI grubu arasinda 6nemli dizeyde disits (p<0,01) gdézlenmistir.
Bu durum koruyucu etkinligini gosterir niteliktedir. MI grubu ile MI+Borik asit
arasinda 6nemli duzeyde azalma olmasi da anlaml bir sonug olarak
degerlendirilmistir.

Calismamizda siganlara MI uyguladiktan sonra yaptigimiz gekimlerinde
kalp atist EKG ile o&lglldi. Gruplarimizin  MI grubunun kalp atisi
degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla net olarak ylkselmesi bu
sicanlarda Tasikardi olustugunu acikca gostermektedir. Bu artis istatistiksel
olarak da ileri dizeyde anlamli olarak degerlendiriimektedir (p<0,001).
MI+Borik asit ile MI grubu kiyaslandiginda ise kalp atisi dederinde ileri
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dizeyde dusius (p<0,001) ve MI+Omega-3 grubu ile kontrol grubu arasinda
onemli dizeyde ylkselme (p<0,01) gdézlenmistir. Bu durum koruyucu
etkinligini kanitlar niteliktedir. MI grubu ile MI+Borik asit gruplari mukayese
edildiginde aralarinda o6nemli dlizeyde azalma olmasi da anlaml
bulunmustur.

Isik mikroskobu incelemesi ile kalp kasi hucrelerinin, interkalar disk
yapilari ve merkezi yerlesimli 6kromatik nukleuslariyla histolojik yapidaki kas
hicreleri incelenmistir. MI grubunu olusturan ratlarin kalp kasi hucrelerinin
yogun hasarli devamliligi bozulmus ve nekrotik miyofibril yapilari, interstisyel
alanda mononukleer hicresel infiltrasyon ile 6dem ve vaskuler konjesyon
gorulmustar.

MI+Omega-3 grubunda kismi inflamasyon devam etmekle birlikte,
interkalar disk vyapilari ve merkezi yerlesimli eukromatik nukleuslariyla
normale yakin, MI+Borik asit grubunda interkalar disk yapilari ve merkezi
yerlesimli eukromatik ntkleuslariyla birlikte normale yakin oldugu
goridlmastiar. MI+Omega-3+Borik asit grubunda ise diger gruplara gore daha
az da olsa azalmis hasarla birlikte merkezi yerlesimli eukromatik
nukleuslariyla normale yakin histolojik yapidaki kas hicreleri géralmustir. Bu
bize Borik asit ve Omega-3'lin MI lzerindeki koruyucu gdstermektedir.

TEM mikroskobu incelemesinde kalp kasi hicrelerinin, kas
miyofibrilleri, miyofilaman yapilari ve hlcre nukleusu ile birlikte normal
yapida oldugu gdzlenmistir. interstisyel alanda normal gérinimli mitokondri
yapilari gozlenmekte ve MI grubunu olusturan ratlarin kas hlcrelerinde
miyofibriler dejenerasyon, kas liflerinde dlzensizlik dikkat cekmistir. Ayrica
interstisyel alanda 6dem, artmis lipid yapilari ve mitokondriyal hasar
gozlenmistir. Miyofibriler dejenerasyona ragmen, kas lifinde korunmus
interkalar disk yapisi gérulmustar.

MI+Omega-3 grubunda kas miyofibrilleri, interstisyel alanda normale
yakin gérinimld mitokondri ve MI+Borik asit ve MI+Omega-3+Borik asit
grubunu’da kas miyofibrilleri ve miyofilaman vyapilari, interstisyel alanda
normale yakin goérinimli mitokondri yapilari gérialdi. Bu bize Borik asit ve
Omega-3'Un MI Uzerindeki TEM incelemesinde koruyucu géstermektedir.
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6 SONUC VE ONERILER

Bu calismada biyokimyasal, histolojik ve EKG testler kullanilarak, ISO
ile kalp dokusu Gzerinde olusturdugu hasarla meydana gelen kardiyomiyopati
arastirilmistir. Miyokard hasari Kalp dokusunda biyokimyasal metotlarla
Olcilen ARE, NO, kalpain aktivasyonu arttigi ve Katalaz, PON1 dislsU
goéralmastur. serum belirtegleri CK-MB, BNP, TNF-a ve IL-6 dlzeylerinde
ylikselme saptanmistir. BoOylece hicre o6limd yolaginin aktivasyonu
gbézlenmistir. Histolojik yontemlerden TEM ve isitk mikroskobu incelemeleri,
biyokimyasal verilerimizi destekler niteliktedir. EKG incelemesi ST dalgasi ve
kalp atis dizeyinin ylkseldigi gértlmuistir. Bu sonuglarimiz ISO’nun neden
oldugu kardiyomiyopati modelini kanitlar niteliktedir. Ayrica Borik asit,
Omega-3 ve kombine ©6nceden alan gruplar bu MI modelinin bu
parametrelerin tersini yaparak iyilesme goéstermislerdir. Borik asidin tek
basina Omega-3 ve kombine gruplara gore daha iyi geldigi gortlmuistir ve
bu konu literatlirde yer alan MI bilgilerini desteklemekte, onlara katki
saglamaktadir.

Bu c¢alismada elde edilen veriler, MI modelinde gergeklesen
biyokimyasal, histolojik ve EKG testler ile kardiyak patolojinin gelisiminde
onemli bir role sahip potansiyel terapotik hedef oldugunu, doku hasarini
azaltmak icin kullanilan Borik asit, Omega-3 ve kombine kardiyoprotektif
etkisinin olabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde TEM ve isik mikroskobu
incelemelerinde morfolojik olarak belirgin iyilesmeler goérilmustir. Bdylece
Borik asit, MI gibi farkli bir alanda kardiyoprotektif etkinligi tespit edilmistir.
Bu bulgularin sonraki calismalar icin bir basamak olusturacagini inaniyoruz.

Ratlarda MI modelini yaptigimiz bu arastirma; daha ileriki zamanlarda
MI olusabilecek riskli kisilerde hasarlarin énlenmesinde Borik asit, Omega-3
ve kombine kullaniminin etkisini destekleyecek niteliktedir.

Sonu¢ olarak, MI ve diger nedenlerin indikledigi kardiyomiyopati
modellerinde miyokard hasarinin azaltilmasinda Omega-3, Borik asit ve
bunlarin kombine uygulamasinda kardiyoprotektif etkisinin olabilecegini
sorgulayan in-vivo hayvan modelleri, in-vitro hicre modelleri ve ileri
molekiler calismalarinin yapilmasinin ve bu bilgilerin klinik ve insan deney
calismalariyla desteklenmesinin sonuglarin givenirliligini artirmada fayda
saglayacagi dusindlmastar.

99



KAYNAKLAR DiziNi

Abbas, A., & Lichtman, A. (2007). Temel Immdiinoloji, Immiin sistemin islev
ve bozukluklari. Istanbul: istanbul medikal yayincilik.

Abbas, A., Lichtman, A., & Rober, J. (1997). Cytokines. Cellular And
Molecular Immunology (3th Ed.). Philedelphia: WB Sounders Company.

Aldridge, W. (1952). Serum esterases. II. An enzyme hydrolysing diethyl
pnitrophenyl phosphate (E600) and its identity with the A-esterase of
mammalian sera. Biochem J, 53(11), 7-24.

Aliev, R., & Panfilov, E. (1996). A simple two-variable model of cardiac
excitation. Chaos. Solutions & Fractals, 7(3):293-301.

Anandan, R., Mathew, S., Sankar, T. V., & Nair, P. G. (2007). Protective
effect of n-3 polyunsaturated fatty acids concentrate on isoproterenol-
induced myocardial infarction in rats. Prostaglandins Leukot Essent Fatty
Acids , 76(3), 153 -158.

Andreotti, F., Porto, I., Crea, F., & Maseri, A. (2002). Inflammatory gene
polymorphisms and ischemic heart disease: review of population association
studies. Heart, 87(2), 107-112.

Antman, E., & Braunvvald, E. (2001). Acute myocardial infarction in
Braunwald E, Zipes DP, Libbi P, eds. Heart disease, 6. A textbook of
cardiovascular medicine. Philadelphia WB Saunders Company.

Apple, F. S. (1999). Creatine kinase isoforms and miyoglobin: early detection
of myocardial infarction and reperfusion. Coron Artery Dis, 10, 75-79.

Apple, F. S. (1999). Tissue specificity of cardiac troponin I, cardiac troponin T
and creatine kinase-MB. Clinica Chimica Acta , 284(2), 151-159.

Arbabi, L., Baharuldin, M. T., Moklas, M. A., Fakurazia, S., & Muhammad, S.
I. (2014). Antidepressant-like effects of omega-3 fatty acids in postpartum
model of depression in rats. Behavioural Brain Research, 271, 65-71.

Arrol, S., Mackness, M. 1., & Durrington, P. N. (1996). High-density

lipoprotein associated enzymes and the prevention of low-density lipoprotein
oxidation. Eur J Med Chem, 4, 33-48.

100



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Arthur, G., & Belcastro, A. (1997). A calcium stimulated cysteine protease is
involved in isoproterenol induced cardiac hypertrophy, Mol. Cell. Biochem,
176, 241-248.

Aslan , M., Kosecik, M., Horoz, M., Selek, S., Celik, H., & Erel, O. (2007).
Assessment of paraoxonase and arylesterase activities in patients with iron
deficiency anemia. Atherosclerosis, 191(2), 397-402.

Aviram, M., & Rosenblat, M. (2004). Paraoxonases 1, 2, and 3, oxidative
stress, and macrophage foam cell formation during atherosclerosis
development. Free Radic Biol Med, 37(9), 1304-16.

Baskol, G., & Kbse, G. (2004). Paraoksonaz: Biyokimyasal &zellikleri,
fonksiyonlari ve klinik 6nemi. Erciyes: Tip Dergisi.

Badir, A., & Turkmen, E. (2002). Elektrokardiyografi: EKG Analizi Aritmilerin
Tani ve Tedavisi. Istanbul: Ozlem Grafik Matbaacilik.

Bahattin, B. (2013). Gunluk crataegus oxyacantha (alig) uygulamasinin
ratlarda biyokimyasal ve ekg dederlerine etkisi, Veterinerik Doktora Tezi,
Fizyoloji Anabilim Dali, Van.

Bakan, E. (2001). Klinik Biyokimya Laboratuvar El Kitabi. Erzurum: AKktif
yayinevi.

Balligand, J]. L., Ungureanu-Longrois, D., Simmons, W. W., Pimental, D.,
Malinski, T. A., Kapturczak, M., Taha, Z., Lowenstein, C. ]J., Davidoff, A. J., &
Kelly, R. A. (1994). Cytokine- indu-cible nitric oxide synthase (iNOS)
expression in cardiac myocytes. ]J. Biol. Chem , 269(44), 27580-8.

Banerjee, S. K., Sood, S., Dinda, A. K., Das, T. K., & Maulik, S. K. (2003).
Chronic oral administration of raw garlic protects against isoproterenol-
induced myocardial necrosis in rat. Comp Biochem Physiol Toxicol Pharmacol
, 136(4), 377-86.

Banik, N., Hogan, E., & Powers, L. (1982). Degradation of cytoskeletal
proteins in spinal cord injury. Neurochem Res, 7, 1465-1475.

Barranco, W. T., Kim, D. H., Stella, SL. Jr., Eckhert, C. D. (2009). Boric acid

inhibits stored Ca2+release in DU-145 prostate cancer cells. Cell Biol Toxicol,
25(4), 309-20.

101



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Baykal, Y., Karaayvaz, M., & Kutlu, M. (1998). Interli kinler Tiirkiye Klinikleri.
J-Med. Sci.

Behrendt, D., & Ganz, P. (2002). Endothelial function: from vascular biology
to clinical applications. Am J Cardiol, 90(10C), 40L-48L.

Benjamin, I. J., Jalil, J. E., Tan, L. B., Cho, K., Weber, K. T., & Clarc, W. A.
(1989). Isoproterenol-induced myocardial fibrosis in relation to myocyte
necrosis. Circ Res , 65(3), 657-70.

Berridge, M., Bootman, M., & Lipp, P. (1998). Calcium, a life and death
signal. Nature, 645-648p.

Beutler, E. (1984). Red cell metabolism: A manual of biochemical methods.
New York: Red Cell Metabolism.

Bezard, J., Blond, J. P., Bernard, A., & Clouet, P. (1994). The metabolism
and availability of essential fatty acids in animal and human tissues. Semin
Nephrol, 34(6), 539-68.

Bhagat, B., Sullivan, J. M., Fischer, V. W., Nadel, E. M., & Dhalla, N. S.
(1976). cAMP activity and isoproterenol-induced myocardial injury in rats.
Recent Adv Stud Cardiac Struct Metab, 12, 465-70.

Boersma, E., Mercado, N., Poldermans, D., Gardien, M., Vos, J., & Simoons
,M. L. (2003). Acute myocardial infarction. Lancet, 361(9360), 847-858.

Bolafos, L., Lukaszewski, K., Bonilla, I., & Blevins, D. (2004). Why boron?,
Plant Physiology and Biochemistry, 42, 907-912.

Bolayirli, I., Aslan, M., Balci, H., Altug, T., Hacibekiroglu, M., & Seven, A.
(2007). Effect of atorvastatin therapy on hypercholesterolemic rabbits with
respect to oxidative stress, nitric oxide pathway and homocysteine. Life Sci,
81(2), 121-127.

Bonaa, K. H, Bjerve, K. S, & Nordoy, A. (1992). Docosahexaenoic and
eicosapentaenoic acids in plasma phospholipids are divergently associated
with high density lipoprotein in humans. Arterioscler Thromb , 12(6), 675-
81.

Bouloumie, A., Bauersachs, J., Linz, W., Schélkens, B., Wiemer, G., Fleming,
I., Busse, R. (1997). Endothelial dysfunction coincides with an enhanced

102



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

nitric oxide synthase expression and superoxide anion production.
Hypertension, 30(4), 934-41.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal Biochem, 72(1-2), 248-54.

Bristow, M. R. (2000). Beta-Adrenergic receptor blockade in chronic heart
failure. Circulation, 101(5), 558-569.

Brown, H., & Kozlowski, R. (1998). Physiology and Pharmacology of the
Heart. Wiley-Blackwell. 37.

Bucher, H. C., Hengstler, P., Schindler, C., & Meier, G. (2002). N-3
polyunsaturated fatty acids in coronary heart disease: a meta-analysis of
randomized controlled trials. Am J Med , 112(4), 298-304.

Carragher, N. O. (2006). Calpain inhibition: a therapeutic strategy targeting
multiple disease states. Curr Pharm Des , 12(5), 615-38.

Ceylan, C. (2005). Akut Miyokard Infarktiisiinde Serum Nt-Probnp Diizeyi Ve
Sol Ventrikiil Ejeksiyon Fraksiyonu iliskisi. Istanbul: Istanbul Egitim ve
Arastirma Hastanesi.

Chen, C. T., Liu, Z., Ouellet, M., Calon, F., & Bazinet, R. P. (2009). Rapid
beta-oxidation of eicosapentaenoic acid in mouse brain: an in situ study.
Prostaglandins Leukotirienes and Essential Fatty Acids , 80(2-3), 157-163.

Chen, J., Shearer, G. C., Chen, Q., Healy, C. L., Beyer, A. ]., Nareddy, V. B.,
Gerdes, A. M., Harris, W. S., O'Connell, T. D., Wang, D. (2011). Omega-3
fatty acids prevent pressure overload-induced cardiac fibrosis through
activation of cyclic GMP/protein kinase G signaling in cardiac fibroblasts.
Circulation, 123(6), 584-93.

Christie, W. W. (2010). Fatty acids: Methylene-interrupted double bonds:
Structures, occurrence and biochemistry. Lipid Library.aocs.org , 1-10.

Cohen, M. V. (1978). The functional value of coronary collaterals in

myocardial ischemia and therapeutic approach to enhance collateral flow. Am
Heart, 95(3), 396-404.

103



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Collins, T., Read, M. A., Neish, A. S., Whitley, M., Thanos, D., & Maniatis, T.
(1995). Transcriptional regulation of endothelial cell adhesion molecules: NF-
kappa B and cytokine-inducible enhancers. FASEB J, 9(10), 899-909.

Cortas, N. K., & Wakid, N. W. (1990). Determination of inorganic nitrate in
serum and urine by a kinetic cadmium-reduction method. Clin Chem, 36,
1440-3.

Costant, J. (2003). Pratik Elektrokardiyografi. Ankara: Gldnes kitabevi.

Croall, D. E., & Demartino, G. N. (1991). Calcium-activated neutral protease
(calpain) system: structure, function, and regulation. Physiol Rev, 71(3),
813-47.

Cunedioglu, U. (2007). Aliev-Panfilov Modeli kullanarak kalbin _elektriksel
aktivitesinin 3-boyutlu simulasyonu. Yiksek Lisans Tezi, Baskent Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisl, Ankara.

Colak, C. (2010). Deneysel yanik modelinde omega-3 yag asidi kullaniminin
yara iyilesmesi ve sistemik enflamasyon U(zerine etkisi. Uzmanlk Tezi,
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, Mersin Universitesi Tip
Fakdiltesi, Mersin.

Dlndar, Y., & Aslan, R. (2000). Hekimlikte oksidatif stres ve antioksidanlar.
Afyon AKU , 35.

Danao-Camara, T. C., & Shintani, T. T. (1999). The dietary treatment of
inflammatory arthritis: case reports and review of the literature. Hawaii Med
J, 58(5), 126-31.

Das, U. N. (2006). Essential fatty acids: biochemistry, physiology and
pathology. Biotechnol J, 1(4), 420-39.

De Caterina, R., & Zampolli, A. (2007). Omega-3 fatty acids, atherogenesis,
and endothelial activation. J Cardiovasc Med , 8, 11-4.

De Lorgeril, M., Salen, P., Martin, J. L., Monjaud, I., Delaye, J., & Mamelle,
N. (1999). Mediterranean diet, traditional risk factors, and the rate of
cardiovascular complications after myocardial infarction. Circulation, 99, 779-
85.

104



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Deakin, S., & James, R. (2004). Genetic and Enviromental factors
modulating serum consentrations and activities of the antioxidant enzyme
paraoxonase-I. Clinical Science, 107, 435-447.

Dehmer, G. J, Popma, J. J., van den Berg E. K., Eichhorn, E. J., Prewitt, J. B.,
Campbell, W. B., Jennings, L., Willerson, J. T., & Schmitz, J. M. (1988).
Reductionintherateof early restenosis after coronary angioplasty by a diet
supplemented with n- 3 fatty acids. N Engl J Med , 319(12), 733-40.

Devirian, T. A., & Volpe, S. (2003). The physiological effects of dietary
boron. Crit Rev Food Sci Nutr, 43(2), 219-231.

Dhalla, N. S., Golfman, L., Takeda, S., Takeda, N., & Nagano, M. (1999).
Evidence for the role of oxidative stress in acute ischemic heart disease a
brief review. Can J Cardiol, 15(5), 587-93.

Domingo, J. L. (2007). Omega-3 fatty acids and the benefits of fish
consumption: Is all that glitters gold?. Environment International, 33(7),
993-8.

Drexler, H. (1998). Factors involved in the maintenance of endothelial
function. Am J Cardiol, 82(10A), 35-4S.

Dubin, D. (2009). Hizli EKG Yorumu. Turkiye Klinikleri Yayinevi (6. Baski).
Izmir: Izmir Gldven Kitabevi.

Durrington, P. N., Mackness, B., & mackness, M. 1. (2001). Paraoxonase and
Atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 21(4), 473-480.

Dyerberg, 1., & Bang, H. O. (1982). A hypothesis on the development of
acute myocardial infarction in Greenlanders. Scand ] Clin Lab Invest Suppl,
161, 7-13.

Eckerson, H., Romson, J., Wyte, C., & La Du, B. (1983). Human serum
paraoxonase polymorphism: identification of phenotypes by their responses
to salts. Am J Hum Genet, 35(2), 214-27.

Ekmekgi, O. B., Donma, 0., & Ekmekci, H. (2004). Paraoksonaz. 35(2),
istanbul: Cerrahpasa Tip Dergisi.

105



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Elayda, M. A., Mathur , V. S., Hall, R. J., Massumi, G. A., Garcia, E., & de
Castro, C. M. (1985). Collateral circulation in coronary artery disease. Am J
Cardio, 55(1), 58-60.

Ellis, A. (1991). Serum protein measurements and diagnosis of acute
myocardial infarction. Circulation, 83(3), 1107-9.

Emsley, J. (1989). The elements. Clarendon Press, 32.

Ertek , S., & Karatan, O. (2004). BObrek hastalarinin tedavisinde omega-3
yag asidinin yeri. Mecmuasi: Ankara Universitesi Tip Fakdiltesi.

Fayad, Z., & Fuster, V. (2001). Clinical imaging of the high-risk or vulnerable
atherosclerotic plaque. Circ Res, 89, 305-316.

FDA, U. (2004). Product formulation data. Computer printout. Washington,
DC, US Food and Drug Administration.

Feelisch, M., & Stamler, J. (1996). Methods in Nitric Oxide Research.
Chichester: J. Wiley&Sons .

Ferretti, G., Bacchetti, T., Marchionni, C., Caldarelli, L., & Curatola, G.
(2001). Effect of glycation of high density lipoproteins on their
physicochemical properties and on paraoxonase activity. Acta Diabetol,
38(4), 163-9.

Ferretti, G., Bacchetti, T., Moroni, C., Savino, S., Liuzzi, A., Balzola, F.,
Bicchiega, V. (2005). Paraoxonase activity in high-density lipoproteins: a
comparison between healthy and obese females. ] Clin Endocrinol Metab,
90(3), 1728-33.

Filippatos, G. S., Gangopadhyay, N., Lalude, O., Parameswaran, N., Said, S.
I., Spielman, W., & Uhal, B. D. (2001). Regulation of apoptosis by vasoactive
peptides. Am ] Physiol Lung Cell Mol Physiol, 281(4), 749-761.

Flaherty, J. T., & Zweier, J. L. (1991). Role of oxygen radicals in myocardial

reperfusion injury: Experimental and clinical evidence. Wien Klin
Wochenschr, 69(21-23), 1061-1065.

106



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Fleckenstein, A., Janke, J., Doéring, H. J., & Leder, O. (1974). Myocardial fiber
necrosis due to intracellular Ca overload-a new principle in cardiac
pathophysiology. Recent Adv Stud Cardiac Struct Metab, 4,563-80.

Fogoros, R. (Ed.). (1999). Elektrofizyolojiye Giris, (3. Baski). Ankara: Alfa
Basim Yayin.

Glzel, S. (2008). Akut Miyokard Infarktiisinde Serum Matriks
Metalloproteinaz-9 Duzeyleri, Uzmanlik Tezi, Taksim Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Istanbul.

Garin, M., Kalix, B., Morabia, A., & James, R. (2005). Small, dense
lipoprotein particles and reduced paraoxonase-1 in patients with the
metabolic syndrome. ] Clin Endocrinol Metab, 90(4), 2264-9.

Goll , D. E., Thompson, V. F., Li, H., Wei, W., & Cong, J. (2003). The calpain
system. Physiol Rev, 83(3), 731-801.

Graner, M., James, R., Kahri, J., Nieminen, M., Syvanne, M., & Taskinen, M.
(2006). Association of paraoxonase-1 activity and concentration with
angiographic severity and extent of coronary artery disease. J Am Coll
Cardiol, 47(12), 2429-35.

Gur, M., Aslan, M., Yildiz, A., Demirbag, R., Yilmaz, R., Selek, S., Erel, O.,
Ozdogru, I. (2006). Paraoxonase and arylesterase activities in coronary
artery disease. Eur J Clin Invest , 36(11), 779-87.

Guroff, G., & neutral, A. (1964). A neutral, calcium-activated proteinase from
the soluble fraction of rat brain. Biol Chem, 239, 149-155.

Gutteridge, 1. (1995). Lipid Peroxidation and antioxidants as biomarkers of
tissue damage. Clin. Chem, 41-12, 1819-1828.

Guyton, A., & Hall, J. (Ed.). (2001). Tibbi Fizyoloji, 10. Ankara: Nobel Tip
Kitabevleri.

Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (1989). Free Radicals in Biology And
Medicine. 2.0xford: Oxford University Press.

107



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Hamberg, M., Svensson, J., Wakabayashi, T., & Samuelsson, B. (1974).
Isolation and structure of two prostaglandins endoperoxides that cause
platelet aggregation. Proc. Natl. Acad. Sci , 71, 345-359.

Harikci, E., Erbaycu, A., Cakan, A., Dereli, M., Ozsdz, A., & Kalenci, D.
(2001). The evaluation of serum creatin kinase (total-CK) and creatin kinase
MB (ck-MB) levels in lung cancer. Solunum, 3, 300-305.

Harel, M., Aharoni, A., Gaidukov, L., Brumshtein, B., Khersonsky, O., Meged,
R., Dvir, H., Ravelli, R. B., McCarthy, A., Toker, L., Silman, I., Sussman, J.
L., & Tawfik, DS. (2004). Structure and evolution of the serum paraoxonase
family of detoxifying and anti-atherosclerotic enzymes. Nat. Struct. Mol. Biol,
11(5), 412-9.

Harris , W., & Von Schack, C. (2004). The omega-3 index: a new risk factor
for death from coronary heart disease? . Prev Med , 39, 212-20.

HE, K. (2009). Fish, long-chain Omega-3 polyunsaturated fatty acids and
prevention of cardiovascular disease- eat fat fish or take fish oil
supplement?. Prog Cardiovascular Dis, 52(2), 95-114.

Heinrich, P., Behrmann, 1., Haan, S., Hermanns, H. M., Miller-Newen, G., &
Schaper, F. (2003). Principles of interleukin (IL)-6-type cytokine signalling
and its regulation. Biochem J, 374, 1-20.

Hunt C. D., Herbel, J. L., & Idso, J. P. (1994). Dietary boron modifies the
effects of vitamin D3 nutriture on indices of energy substrate utilization and
mineral metabolism in the chick. Bone Miner. Res, 9(2), 171-182.

Hunt, C., & Herbel, J. (1993). Trace elements in man and animals-TEMA 8:
Proceedings of the Eighth International Symposium on Trace Elements in
Man and Animals, Gersdorf , 714-718.

Iacovoni, A., De Maria, R., & Gavazzi, A. (2010). Alcoholic cardiomyopathy. ]
Cardiovasc Med, 11(12), 884-92.

Ilhan, N., Sahin, S., Seckin, D., & ilhan, N. (2002). Deneysel Kardiyak Iskemi

Reperfiizyon Hasari Sonrasi Eritrosit Antioksidatif Enzim Diizeyleri, F.U.
Saglik Bil. Dergisi, 16(3-4), 251-255.

108



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Janeiro, D., & Burghardt, B. (1989). Cardiac membrane Vitamen E and
malondialdehyde levels in heart muscle of normotensive and spontaneously
hypertinsive rats. Lipids, 24, 33-38.

Kaergel, E., Muller, D. N., Honeck, H., Theuer, J., Shagdarsuren, E., Mullally,
A., Luft, F.C., & Schunck, W. H. (2002). P450-dependent arachidonic acid
metabolism and angiotensin-II-induced renal damage. Hypertension , 40(3),
273-9.

Kar, P., Samanta, K., Shaikh, S., Chowdhury, A., Chakraborti, T., &
Chakraborti, S. (2010). Mitochondrial calpain system: An overview, Archives
of Biochemistry and Biophysics. 495(1), 1-7.

Kehrer J. P., Smith C. V. (1994). Free radicals in biology: Sources,
reactivities, and roles in the etiology of human diseases. Natural Antioxidants
in Human Health and Disease. New York: Academic Press, 25-62.

Keles, M. S. , Demirci, N., Yildirim, A., Atamanalp, S. S., & Altinkaynak, K.
(2008). Protective effects of N-acetylcysteine and Ginkgo biloba extract on
ischaemia-reperfusion-induced hepatic DNA damage in rats. Clin Exp Med,
8(4), 193-198.

Khorchid, A., & Ikura, M. (2002). How calpain is activated by calcium. Nat
Struct Biol, 9(4), 239-41.

Kilinc, A., & Kilinc, K. (2003). Nitrik Oksit Biyolojik Fonksiyonlari ve Toksik
Etkileri, 1. Ankara: Palme Yayinclik.

Kishimoto, A., Kajikawa, N., Tabuchi, H., Shiota, M., & Nishizuka, Y. (1981).
Calcium dependent neural proteases, widespread occurrence of a species of
protease active at lower concentrations of calcium. ] Biochem, 90(3), 889-
92.

Klaassen, C. D. (2001). Casarett and Doull’s Toxicology: The Basic Science of
Poisons. 6. New York: McGraw-Hill Med Publ Div.

Komsala, W., Przewlocka-Kosmala, M., & Macurek, W. (2005).

Proinflammatory cytokines and myocardial viability in patients after acute
myocardial infarction. Int.]J.Cardiol, 101(3), 449-56.

109



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Kregel, K. C., & Zhang, H. J. (2007). An integrated view of oxidative stress in
aging: Basic mechanisms, functional effects, and pathological considerations.
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, 292(1), R18-R36.

Kritchevsky, S. B., Cesari, M., & Pahor, M. (2005). Inflammatory markers
and cardiovascular health in older adults. Cardiovas Res, 66(2), 265-275.

Kukreja, R. C., Kontos, H. A., Hess, M. L., & Ellis, E. F. (1986). PGH synthase
and lipoxygenase generate superoxide in the presence of NADH or NADPH.
Circ Res, 59(6), 612-9.

Kumon, Y., Nakauchi, Y., Suehiro, T., Shiinoki, T., Tanimoto, N., Inoue, M.,
Nakamura, T., Hashimoto, K., Sipe, J. D. (2002). Proinflammatory cytokines
but not acute phase serum amyloid A or C-reactive protein, down regulate
paraoxonase 1 (PON1) expression by HepG2 cells. Amyloid , 9(3), 160-4.

Kuralay, F., & Cavdar, Z. (2006). Inflamatuar medyatérlere toplu bakis.
Genel Tip Der.

Lischer, T., & Barton, M. (1997). Biology of the endotelium (Cilt 20). Clin
Cardiol.

Lander, H., Ogiste, J., Pearce, S., Levi, R., & Novogrodsky, A. (1995). Nitric
oxide- stimulated guanine nucleotide exchange on p21ras. ] Biol Chem , 270,
7017- 20.

Lee, K. W., Blann, A. D., & Lip, G. Y. (2005). Inter-relationships of indices of
endothelial damage/dysfunction [circulating endothelial cells, von Willebrand
factor and flow-mediated dilatation] to tissue factor and interleukin-6 in
acute coronary syndromes. Int J Cardiol, 111(2), 302-8.

Lei, S., Pan, Z., Aggarwal, S., Chen, H., Hartman, J., & Sucher, N. (1992).
Effect of nitric oxide formation on the redox modulatory site of NMDA
receptor channel complex. Neuron, 8, 1087-1088.

Lewis, A., Lookinland, S., Beckstrand, R., & Tiedeman, M. (2004). Treatment

of hypertriglyceridemia with omega-3 fatty acids: a systematic review. Am
Acad Nurse Pract, 16, 384-395.

110



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Li, H., Ruan, X. Z., Powis, S. H., Fernando, R., Mon, W. Y., Wheeler, D. C.,
Moorhead, J. F., & Varghese, Z. (2005). EPA and DHA reduce LPS-induced
inflammation responses in HK-2 cells: evidence for a PPAR-gamma-
dependent mechanism. Kidney Int, 67(3), 867-74.

Libby, P. (2000). Changing concepts of atherogenesis . ] Intern Med, 247(3),
349-58.

Lipton, S., Choi, Y. B., Pan, Z. H., Lei, S. Z., Chen, H. S., Sucher, N. J,,
Loscalzo, J., Singel, D. J., Stamler, J. S. (1993). A redox-based mechanism
for the neuroprotective and neurodestructive effects of nitric oxide and
related nitroso-compounds. Nature , 364, 626-32.

Liu, P., Hock, C. E., Nagele, R., & Wong, P. Y. (1997). Formation of nitric
oxide, superoxide, and peroxynitrite in myocardial ischemi are perfusion
injury in rats. Am J Physiol, 272, 2327-36.

Lorentz, K., Wirtz, W., & Weiss, T. (2001). Continuous monitoring of
arylesterase in human serum. Clin Chim Acta, 308(1-2), 69-78.

Mackness, B. (1998). Effect of the human serum paraoxonase 55 and 192
genetic polymorfizms. Febs Letter, 423, 57-60.

Mackness, M. 1., Arrol, S., & Durrington, P. N. (1991). Paraoxonase prevents
accumulation of lipoperoxides in low-density lipoprotein. FEBS Lett , 286, (1-
2), 152-4,

Marcheselli, V. L., Hong, S., Lukiw, W. J., Tian, X. H., Gronert, K., Musto, A.,
Hardy, M., Gimenez, J. M., Chiang, N., Serhan, C. N., & Bazan, N,G. (2003).
Novel docosanoids inhibit brain ischemia-reperfusion-mediated leukocyte
infiltration and pro-inflammatory gene expression. J Biol Chem , 278(44),
43807-17.

Marchioli, R., Schweiger, C., Tavazzi, L., & Valagussa, F. (2001). Efficacy of
n-3 polyunsaturated fatty acids after myocardial infarction: results of GISSI-
Prevenzione trial. Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza
nell'Infarto Miocardico. Lipids , 36, 119-26.

Mazur, A. (1946). An enzyme in animal tissues capable of hydrolyzing the

phosphorus-fluorine bond of alkyl fluorophospates. ] Biol Chem, 164, 271-
89.

111



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Meacham, S. L., Hunt, C. D. (1998). Dietary boron intakes of selected
populations in the United States. Biol Trace Elem Res, 66(1-3), 65-78.

Melanson, S. F., & Tanasijevic, M. ]J. (2005). Laboratory diagnosis of acute
myocardial injury. Cardiovasc Pathol, 14(3), 156-61.

Meredith, I. T., Plunkett, J. C., Worthey, S. G., Hope, S. A., & Camero, J. D.
(2005). Systemic inflammatory markers in acute coronary syndrome;
assocition with cardiovasculer risk factors and effect of early lipid lowering.
Coroner Artery Dis, 16(7), 415-22.

Meyer, B, J., Mann, N. J., Lewis, J. L., Milligan, G. C., Sinclair, A. J., & Howe,
P.R. (2003). Dietary intakes and food sources of omega-6 and omega-3
polyunsaturated fatty acids. Lipids , 38(4), 391-8.

Mohanty, I., Arya, D. S., Dinda, A., Talwar, K. K., Joshi, S., & Gupta, S. K,.
(2004). Mechanisms of cardioprotective effect of Withania somnifera in
experimentally induced myocardial infarction. Basic Clin Pharmacol Toxicol,
94(4), 184-90.

Moncada, S., Palmer, R. M., & Higgs, E. (1991). Nitric Oxide: Physiology,
pathophysiology, and pharmacology. Pharmacological Rev, 43(2), 109-142.

Moseman, R. F. (1994). Chemical disposition of boron in animals and
humans, Environmental Health Perspectives, 102(7), 113-117.

Moss, A. 1., & Benhorin, J. (1990). Prognosis and management after a first
myocardial infarction. N Engl J Med, 322, 743-53.

Mozaffarian, Dariush., & Jason, H. Y. Wu. (2011). Omega-3 Fatty Acids and
Cardiovascular Disease Effects on Risk Factors, Molecular Pathways, and
Clinical Events, J. of the American College of Cardiology, 58(20), 2047-67.

Naghii, M. R., & Samman, S. (1996). The effect of boron supplementation on
thedistribution of boron in selected tissues and on testosterone synthesis in
rats. Nutritional Biochemistry, 7(9), 507-512.

Naghii, M. R., & Samman, S. (1993). The role of boron in nutrition and
metabolism. Prog Food and Nutr Sci, 17(4), 331-349.

112



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Naghii, M., & Samman, S. (1997). The effect of boron on plasma
testosterone and plasma lipids in rats. Nutr Res, 17(3), 523-531.

Nakamura, N., Hamazaki, T., Jokaji, H., Minami, S., & Kobayashi, M. (1998).
Effect of HMG-CoA reductase inhibitors on plasma polyunsaturated fatty acid
concentration in patients with hyperlipidemia. Int J Clin Lab Res , 28(3), 192-
5.

Nakamura, N., Hamazaki, T., Ohta, M., Okuda, K., ...& Kobayashi, M.
(1999). Joint effects of HMG-CoA reductase inhibitors and eicosapentaenoic
acids on serum lipid profile and plasma fatty acid concentrations in patients
with hyperlipidemia. Int J Clin Lab Res , 29(1), 22-5.

Nakazawa, H., Genka, C., & Fujishima, M. (1996). Pathological aspects of
active oxygens/free radicals. Jpn J Physiol, 46, 15-32.

Narayanan, B. A., Narayanan, N, K., Simi, B., & Reddy, B. (2003).
Modulation of >nducib- le nitric oxide synthase and related proinflammatory
genes by the omega- 3 fatty acid docosahexaenoic acid in human colon
cancer cells. Cancer Res, 63(5), 972-9.

Nath, K., & Norby, S. (2000). Reactive oxygen species and acute renal
failure. Am J Med, 109, 655-678.

Navab, M., Imes, S. S., Hama, S. Y., Hough, G. P., Ross, L. A., Bork, R. W,,
Valente, A. 1., Berliner, J. A., Drinkwater, D. C., & Laks, H. (1991). Monocyte
transmigration induced by modification of low density lipoprotein in
cocultures of human aortic wall cells is due to induction of monocyte
chemotactic protein 1 synthesis and is abolished by high density lipoprotein.
J Clin Invest, 88(6), 2039-46.

Navaei, A. (2007). Omega-3 yag asidi'nin total venéz yetmezlik olusturulmus
rat epigastrik ada flebinde yasayabilirlik (zerine etkisinin arastiriimasi, Tipta
Uzmanhk Tezi, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Rekontriiktif ve
Estetik Cerrahi Anabilim Dali, Ankara.

Netea, M. G., van der Meer, J. W., van Deuren, M., & Kullberg, B. (2003).

Proinflammatory cytokines and sepsis syndrome: not enough, or too much of
a good thing?, Trends Immunol, 24(5), 254-8.

113



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Nettleton, J. A. (2000). Seafood nutrition in the 1990’s issues for the
consumer. Seafood science and technology. Inst. of Fish. Tech. Canada:
Tech. Uni. of Nova Scotia Halifax.

Niedner, M. F., Foley, J., Riffenburgh, R. H., Bichell, D. P., Peterson, B. M., &
Rodarte, A. (2010). B-type natriuretic peptide: perioperative patterns in
congenital heart disease. Congenit Heart Dis, 5(3), 243-55.

Nielsen, F. H. (2008). Is boron nutritionally relevant?, Nutr Rev, 66(4), 183-
191.

Nielsen, F. H., Hunt, C. D., Mullen, L. M., & Hunt , J. R. (1987). Effect of
dietary boronon mineral estrogen, and testosterone metabolism in
postmenopausal women. Faseb, 1(5), 394-397.

Nilsen, D. W., Albreksten, G., Landmark, K., Moen, S., Aarsland, T., & Woie,
L. (2001). Effects of a high-dose concentrate of n-3 fatty acids or corn oil
introduced early after an acute myocardial infarction on serum triacylglycerol
and HDL cholesterol. Am J Clin Nutr , 74(1), 50-6.

Ohkawa, H., Ohishi, N., & Yagi, K. (1979). Assay for lipid peroxides in animal
tissues by thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem, 95(2), 351-8.

Yokoyama, M., Origasa, H., Matsuzaki, M., Matsuzawa, Y., Saito, Y.,
Ishikawa, Y., Oikawa, S., Sasaki, J., Hishida, H., Itakura, H., Kita, T.,
Kitabatake, A., Nakaya, N., Sakata, T., Shimada, K., & Shirato, K. (2007).
Effects of eicosapentaenoic acid on major coronary events in
hypercholesterolaemic patients (JELIS): a randomised open-label, blinded
endpoint analysis. Lancet , 369(9567), 1090-8.

Ozaki, T., Yamashita, T., & Ishiguro, S. (2008). ERp57-associated
mitochondrial micro-calpain truncates apoptosis-inducing factor. Biochim
Biophys Acta, 1783(10), 1955-63.

Padmanabhan, M., & Stanely Mainzen, P. (2006). Prince Preventive effect of
S-allylcysteine on lipid peroxides and antioxidants in normal and
isoproterenol-induced cardiotoxicity in rats. A histopathological study
Toxicology, 224, 128-137.

Park, B., Song, D. H., Kim, H. M., Choi, B. S., Lee, H., & Lee, J. O. (2009).

The structural basis of lipopolysaccharide recognition by the TLR4-MD-2
complex. Nature , 458, 1191-5.

114



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Klocke, F. J., & Ellis A. K. (1990). Physiology of the coronary circulation. In
Parmley W W, Chatterjee K (Eds.). Cardiology Philadelphia (pp. 1-16) J. B.
Lippincott.

Pedersen, T., Kjekshus, J]., Berg, K., Haghfelt, T., Faergeman, O,
Faergeman, G., Pyo6rala, K., Miettinen, T., Wilhelmsen, L., Olsson, A. G., &
Wedel. (1994). Randomised Trial Of Cholesterol Lowering In 4444 Patient
With Coronary Heart Disease: Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S).
Lancet, 344(8934), 1383-9.

Pehlivan, F. (2004). Biyofizik 2. Ankara: Hacettepe-Tas.

Petermann, 1., Mayer, C., Stypmann, J., Biniossek, M., Tobin, D]., Engelen,
Dandekar, T., Grune, T., Schild, L., Peters, C., Reinheckel, T. (2006).
Lysosomal, cytoskeletal, and metabolic alterations in cardiomyopathy of
cathepsin L knockout mice. The FASEB Journal , 20(8), 1266-8.

Quyyumi, A. A., Dakak, N., Andrews, N. P., Husain, S., Arora, S., Gilligan, D.
M., Panza, J., A, Cannon, R. O. (1995). Nitric oxide activity in the human
coronary circulation. Impact of risk factors for coronary atherosclerosis. ]
Clin.Invest, 95(4), 1747-55.

Rajadurai, M., & Stanely Mainzen Prince, P. (2006). Preventive effect of
naringin on lipit peroxides and antioxidants in isoproterenol-induced
cardiotoxicity in Wistar rats: Biochemical and histopathological evidences.
228(2-3), 259-268.

Rajappa, M., & Sharma, A. (2005). Biomarkers of cardiac injury: an update.
Angiology, 56, 677- 91.

Rami, A. (2003). Ischemic neuronal death in the rat hippocampus: the
calpain calpastatin caspase hypothesis. Neurobiol Dis, 13(2), 75-88.

Ray, S. K., Matzella, D. D., Wilford, G.G., Hogan E. L., & Banik, N. L. (2000).
Increased calpain expression is associated with apoptosis in rat spinal cord
injury: calpain inhibitor provides neuroprotection. Neurochem Res, 25(9-10),
1191-8.

Reilly, M. E., Mantle, D., Salisbury, J. Peters T. ], & Preedy V. R. (2000).

Comparative effects of acute ethanol dosage on liver and muscle protein
metabolism. Biochemical Pharmacology, 60(12), 1773-85.

115



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Reimer K. A., Lowe, J. E., rasmussen, M. M., & Jennings, R. B. (1977). The
wave front phenomenon of iscliemic celi death. 1.Myocardial infarct size
versus duration of coronary occlusion in dogs. Circulation , 56(5), 786-794.

Ren, J., & Brown, R. (2000). Influence of chronic alcohol ingestion on
acetaldehyde-induced depression of rat cardiac contractile function. Alcohol
Alcohol, 35, 554-560.

Ricardo, F., Susana, L., Jose, M., & Domingo, S. (1988). Assessment of
myokardial oxidative stress in patients after myocardia revascularization. Am
Heart ], 15, 307-12.

Richter, W. 0., Jacob, B. G., Ritter, M. M., & Schwandt, P. (1992). Treatment
of primary chylomicronemia due to familial hypertriglyceridemia by omega-3
fatty acids. Metabolism , 41(10), 1100-5.

Risérus, U. (2008). Fatty acids and insulin sensitivity. Curr Opin Clin Nutr
Metab Care , 11(2), 100-5.

Robbins, P. B. (2001). Patoloji Ozeti. Ankara: Nobel Tip Kitabevleri.

Rodig, S. 1., Meraz, M. A., White, J. M., Lampe, P. A., Riley, J. K., Arthur, C.
D., King, K. L., Sheehan, K. C., Yin, L., Pennica, D., Johnson, EM., &
Schreiber, R. D. (1998). Disruption of the Jakl gene demonstrates obligatory
and nonredundant roles of the Jaks in cytokine-induced biologic responses.
93(3), 373-83.

Rogers, N., & Ignarro, L. (1992). Constitutive nitric oxide synthase from
cerebellum s reversibly inhibited by nitric oxide formed from arginine.
Biochem Biophys Res Comm, 189, 242-9.

Rona, G. (1985). Catecholamine cardiotoxicity. 3. Mol. Cell Cardiol , 17(4),
291-300.

Ruskoaho, H. (2003). Cardiac hormones as diagnostic tools in heart failure.
Endocrine Rev, 24(3), 341-356.

Sacks, F. M., Stone, P. H., Gibson, C. M., Silverman, D. I., Rosner, B., &
Pasternak, R. C. (1995). Controlled trial of fish oil regression of human
coronary atherosclerosis. HARP Research Group. J Am Coll Cardiol, 25(7),
1492-8.

116



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Sacks, D., & Troponin, T. (1994). A cardiac specific marker in Goldman and
Khalus HA, eds. Cardiac troponin T for the diagnosis of myocardial injury.

Sancak, B. (2008). Fonksiyonel Anatomi - Bas Boyun ve Ic Organlar. 4.
Ankara: ODTU.

Sandmann, S., Prenzel, F., Shaw, L., Schauer, R., & Unger, T. (2002).
Activity profile of calpains I and II in chronically infarcted rat myocardium-
influence of the calpain inhibitor CAL 9961. Br J Pharmacol, 135(8), 1951-8.

Saglam, 1. (2006). Akut Koroner Sendromda Pro-Bnp Dlzeyinin;
Ekokardiyografiyle Predikte Edilen Infarkt Alani Ile Iliskisi, Uzmanlik Tezi,
Sigli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya
Bolim, Istanbul.

Scheller, J., Chalaris, A., Schmidt-Arras, D., & Rose-Johnb, S. (2011). The
pro-and anti- inflammatory properties of the cytokine interleukin-6, Biochim
Biophys Acta. Rose-JohnS , 1813, 878-88.

Shesely, E. G., Maeda , N., Kim, H., Desai, K., Krege, J]., Laubach, V.,
Sherman, A., Sessa, W. C., & Smithies, O (1996). Elevated blood pressures
in mice lacking endothelial nitric oxide synthase. Proc Natl Acad Sci USA,
93(23), 13176-81.

Shiny, K. S., Kumar, H. S., Farvin, K. H., Anandan, R., & Devadasan, K.
(2005). Protective effect of taurine on myocardial antioxidant status in
isoprenaline-induced myocardial infarction in rats. Pharm Pharmacol, 57,
1313-1317.

Marks, A., Smith, C., Chansky, M., & Lieberman, M. (Ed.). (2007). Marks’
Temel Tibbi Biyokimyasi (2.Baski). Ankara: Gines Tip Kiyabevleri

Stelzner, T. J., Welsh, C. H., Berger, E., McCullough, R. G., Morris, K.,
Repine, J. E., & Weil, J. V. (1987). Antiarrhythmic agents diminish thiourea-
induced pulmonary vascular protein leak in rats. J Appl Physiol, 63(5), 1877-
83.

Strobl, S., Fernandez-Catalan, C., Braun, M., Huber, R., Masumoto, H.,
Nakagawa, K., Irie, A., Sorimachi, H., Bourenkow, G., Bartunik, H., Suzuki,
K., & Bode, W. (2000). The crystal structure of calcium-free human m-
calpain suggests an electrostatic switch mechanism for activation by calcium.
Proc Natl Acad Sci U S A, 97, 588-92.

117



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Sun, Y., Oberley, L. W., & Li, Y. (1988). simple method for clinical assay of
superoxide dismutase, Clin Chem, 34(3), 497-500.

Sushamakumari, S., & Menon, V. (1987). Changes in levels of lipid peroxides
and activities of superoxide dismutase and catalase in isoproterenol induced
myocardial infarction in rats. Ind J Exp Biol, 25, 419-423.

Suzuki, K., Hata, S., Kawabata, Y., & Sorimachi, H. (2004). Structure,
activation, and biology of calpain. Diabetes, 53, 12-18.

Suzuki, K., Sorimachi, H., Yoshizawa T, Kinbara, K., & Ishiura, S. (1995).
Calpain: Novel family members, activation, and physiologic function. Biol.
Chem. Hoppe Seyler, 376(9), 523-9.

Ray, S. K., Hogan, E. L., & Banilk, N. L. (2003). Calpain in the
pathophysiology of spinal cord injury: neuroprotection with calpain inhibitors.
Brain Res. Reviews , 42(2), 169-85.

Swynghedauw, B. (1999). Molecular mechanisms of myocardial remodeling.
Physiol Rev, 79(1), 215-262.

Sayli, B., Tiiccar, E., & Kavas, G. (1996). Icme ve kullanma sularindaki borun
insan sagligina etkilerinin arastirilmasi, Dinya Saglik Orgitiine Verilen
Rapordur.

Taylor, S. G., & Weston, A. H. (1988). Endothelium-derived hyperpolarizing
factor: a new endogenous inhibitér from the vascular endotheliu. Trends
Pharmacol Sci, 9(8), 272-4.

Thompson, J., & Hess, M. (1986). The oxygen free radical system: a
fundamental mechanism in the production of mycardial necrosis. 28(6), 449-
62.

Thomson, A., & Lotze, M. (2003). The Cytokine Handbook (Cilt 1). (4th Ed).
London: Academic Press.

Tipnis, U. R., He, G. Y., Li, S., Campbell, G., & Boor, P. J. (2000).
Attenuation of isoproterenol-mediated myocardial injury in rat by an inhibitor
of polyamine synthesis. Cardiovasc Pathol, 9(5), 273-80.

Uriel, A. (1961). Characterisation des cholinesterases et dieutres esterases
carboxylique apres electrophorese en gelose. Am instit Pasteur , 101, 104.

118



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Uysal, M. (2006). Serbest radikaller ve oksidatif stres. Biyokimya, Gurdol, F
& Ademoglu, E. (Eds), Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul, 829-835.

Varoglu, E. (2002). Miyokardiyal iskemik hasarin belirlenmesinde kardiyak
troponin i ve troponin t. Doktora tezi, Saghk Bilimleri Enstitlisi Biyokimya
Anabilim Dali Atatlrk Universitesi, Erzurum.

Von Schacky, C. (2007). Omega-3 fatty acids and cardiovascular disease.
Curr Opin Clin Nutr Metab Care , 10(2), 129-35.

Von Schackya, C., & Haris , W. S. (2007). Cardiovascular risk and the
omega-3 index. J Cardiovasc Med , 8, 46-9.

Waeber, B., & Feihl, F. (2007). Stratification of global cardiovascular risk
according to the ESH/ESC guidelines. Rev Med Suisse, 3-124, 1992-1994.

Wang, D., & O’Horo, J. (2011). Antifibrotic effects of w-3 fatty Acids in the
heart: One possible treatment for diastolic heart failure. Trends Cardiovasc
Med , 21(3), 90-5.

Wang, K. K., & Yuen, P. W. (1997). Development and therapeutic potential of
calpain inhibitors. Adv Pharmacol, 37, 117-152.

Wexler, B. C, & Greenberg, B. P. (1978). Protective effect of clofibrate on
isoproterenol induced myocardial infarction in arteriosclerotic and
nonarteriosclerotic rats. Atherosclerosis, 29(3), 373-76.

WHO. (1998). Boron, Environmental health criteria. A WHO Monograph.
World Healt Organization, 204, 201.

Wigle, D. A., Pang, S. C., Watson, J. D., Sarda, I. R., Radakovic, N. N., &
Flynn, T. G. (1993). Chronic ethanol treatment increases the circulating
plasma levels of B-type natriuretic peptide (BNP-45) in the rat. Am ]
Hypertens, 6(8), 719-722.

Wingrave, J. M., Schaecher, K. E., Sribnick, E. A., Wilford, G. G., Ray, SK.,
Hazen-Martin, D. J., Hogan, E. L., & Banik, N. L. (2003). Early induction of
injury factorscausing activation of calpain and mitochondria mediated
neuronal apoptosis following spinal cord injury in rats. J Neuroscience Res,
73(1), 95-104.

119



KAYNAKLAR DizZINI (Devam Ediyor)

Wolf , D., Hallmann, R., Sass, G., Sixt, M., Kisters, S., Fregien, B.,
Trautwein, C., & Tiegs, G. (2001). TNF-alpha-induced expression of adhesion
molecules in the liver is under the control of TNFR1-relevance for
concanavalin A-induced hepatitis. Immunol, 166(2), 1300-7.

Woods, W. G. (1994). An introduction to boron: History, sources, uses, and
chemistry, Environmental Health Perspectives , 102(7), 5-11.

Wu, D., Kago, T., Martin, K. R., & Meydani, M. (1999). Effect of vitamin E on
human aortic cell production of chemokines and adhesion to monocytes.
Atherosclerosis, 147(2), 297-307.

Yildirir, A., Miderrisoglu, H. (2001). Akut koroner sendromlar ve siniflamasi.
Turk kardiyoloji dergisi, 4, 12-5.

Yilmaz, B. (2000). Fizyoloji. Ankara: Feryal Matbaacilik.

Yates, J. C., & Dhala, N. S. (1975). Induction of necrosis and failure in the
isolated perfused rat heart with oxidized isoproterenol. J. Mol. Cell Cardiol, 7,
807-816.

Yogeeta, S. K., Hanumantra, R. B., Gnanapragasam, A., Senthilkumar, S.,
Subhashini, R., Devaki, T. (2006). Attenuation of abnormalities in the lipid
metabolism during experimental myocardial infarction induced by
isoproterenol in rats: beneficial effect of ferulic acid and ascorbic acid. Basic
Clin Pharmacol Toxicol, 98(5), 467 -472.

Zhou, R., Xu, Q., Zheng, P., Yan, L., Zheng, J., & Dai, G. (2008).

Cardioprotective effect of fluvastatin on isoproterenol-induced myocardial
infarction in rat. Eur J Pharmacol, 586(1-3), 244-250.

120



OZGECMIS

Bireysel Bilgiler :

Adi-Soyadi: HADI KARIMKHANI

Dogum tarihi ve yeri: Khoy - 1983.11.06
Medeni durumu: Bekar

Uyrugu: Iran

Iletisim adresleri: Tip Faklltesi Temel Bilimler Binasi Tibbi Biyokimya
BAlIUumU (A.B.D) ESOGU Meselik Yerleskesi 26480 ESKISEHIR

Tel: 05078505887
Email: drhadi.h@gmail.com
Egitim Durumu:
1989-1994 ilkdgretim
1994-1997 Orta Okul
1997-2001 Lise _ )
2002-2008 Veterinerlik, Urmiye Islamik Azad Universitesinde
yabanci diller: Ingilizce, Tiirkce, Farsca
Mesleki Deneyim:
2008 Iran Tebriz tiiberkiiloz merkezi’ de arastirmaci
2008-2009 yillan veterinerlik muayenehanesi kliniginde veterinerlik
Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar:
Iran'da Kizilay Dernegi 2002/04/01 lyesi — halen

2015 Young Researchers Club and Elite Urmiye / iran

2015 Nanotechnology initiative council Iran

121



Yayinlar:

Eda Ozcelik., Sema Uslu., Nilufer Erkasa ., Hadi Karimi. Protective effect
of chitosan treatment against acetaminophen-induced hepatotoxicity.
Kaohsiung Journal of Medical Sciences (2014) xx, 1-5

Karimkhani, H., Zahraie salehi, T., Sadeghi zali, M.H., Karimkhani, M.,
Lameyi, R. Isolation of pasteurella multocida from cows and buffaloes in
Urmia's Slaughter House. Archives of Razi Institute, Vol. 66, No. 1,
June (2011) 37-41.

Sadeghi Zali M.H., Farajnia S., Moadab R., Karimchani H.,Delshad R.,
Jahanbaksh K. Detection Of Mycobacterium Bovis In Cattle Suspected Of
Having Bovine Tuberculosis In Urmia By Pcr Method. VETERINARY
JOURNAL (TABRIZ) SPRING 2010; 4(1 (13)):773-780.

Posterler

Fatma Sultan Kilig, Bilgin Kaygisiz, Sule Aydin, Hadi Karimkhani, Cafer
Yildirnm, Setenay Oner., Pregabalinin sicanlarda antiinflamatuvar, mide
mukusu ve dlser indeksi Uzerine etkilerinin arastirilmasi. 23. ulusal
farmakoloji kongresi 7-10 eyllil 2015 hacettepe Universitesi tlrk
farmakoloji dernegdi - Ankara. P-022

Assessing the prevalence of Pasteurellosis in Cows and Buffaloes in
Urmia's Slaughter House based on sex, age, breed and season. accepted
poster for the 2nd Veterinary Pathobiology Congress October 13-14,
2010 Garmsar - Iran. Code 104H
Assessing the prevalence of Actinomycosis in cow sent to in Urmia s
slaughter house . accepted poster for the 16th Iranian Veterinary
Congress April 27-29,2010 Tehran - Iran page 73 . Cv-1502
Assessing the frequency of Pasteurellosis in Cows and Buffaloes in
Urmia's Slaughter House. accepted poster for the 6th Convention of
Iranian Veterinary Clinicians Sep 2009 Tabriz page . 167

Bilimsel Etkinlikler:

Burslar:

Tubitak Arastirmaci Busyeri

122



Projeler:

Kronik Alkol Tiiketiminde Statin Kullaniminin Iskelet Kasindaki Apoptotik
Hicre Olimid Uzerine Olan Etkileri Ve Betainin Koruyucu Rolinin
Arastiriimasi 2014-2015 (Tubitak 1002 proje Arastirmaci ve Bursyer No:
114S241)

Galanginin sicanlarda 06drenme ve hafiza Uzerindeki etkilerinin
arastirmasi 2013-2015 (B tur PAB proje No: 110119)

Pregabalinin karragenan ile indiklenmis pence 0&6demi modelinde
antiinflamatuvar ve akut faz reaktanlarina etkisinin arastirilmasi 2015-
2016 (D tar PAB proje)

Pregabalinin sicanlarda mide mukus salgisi, Ulser indeksi ve
antioksidanlar Uzerindeki etkisinin arastirimasi 2015-2016 (D tur PAB

proje)

Parasetamol (Asetaminofen) ve omega-3 uygulanan hamilik déneminde
ratlarda Yeni dogan yavrularinin beyin dokusu Uzerine olan etkilerinin
arastiriimasi 2014-2015

Uzun donem Parasetamol (Asetaminofen) ve omega-3 uygulanan hamile
ratlarin yeni dogan yavrularinin bébrek ve karacigeri Gizerinde Betain’in
olasl koruyucu etkileri 2014-2015

Travmatik Beyin Hasarinin Olusturdugu Noroapoptozun Onlenmesinde
Betain ve Omega-3'Un Koruyucu Rollnun Incelenmesi 2014-2015

Allerjik rinitte curcumin’in nazal mukoza Uzerine etkilerinin arastiriimasi
2014-2015

Travmatik Beyin Hasarina Bacjll Oksidatif Stresin Onlenmesine Borik
Asidin Olasi Koruyucu Rollnin Incelenmesi 2014-2015

Seminerler:
6th Convention of Iranian Veterinary Clinicians 2010 Tabriz - Iran
16th Iran Veterinary Congress April 27-29,2010 Tehran, Iran

2nd Veterinary Pathobiology Congress October 13-14, 2010 Garmsar,
Iran

123



The course of development within the program of academic writing
articles on the scientific study and participated in educational work 16
march 2013 Samsun, Turkey

20th Euroepan Congress of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine45th Congress of the Italian Society of Clinical Biochemistry and
Clinical Molecular Biology (SIBioC)19-23 May 2013 Milano, Italy. Milano
Convention Center - MiCo

National Health Sciences Student Congress and Graduate Student
Symposium STEM CELLS 17 - 20 April 2014 Manisa, Turkey.

Kurslar ve Egitim Programlari:

Hayvan deney sertifikasi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi-Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezi mayis 2012

Eppendorf New Brunswick Biyoprosese genel Bakis, Fermantasyon ve
Hiicre Kultliri Secimi, Biyoproseste Tamamlayici Ekipmanlar, Uretim
Sureci, Tipleri ve Yontemlerine iliskin olarak dizenlenen “ Eppendorf
New Brunswick Fermentdér semineri "’ 10 Haziran 2015 Eskisehir, Turkey.

124



