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OZET

Alkol tiiketimi ve alkolizm yiiksek bir mortalite ve morbiditeye sahip saglik
sorunlarina yol agmaktadir. Bu c¢alismada akut alkol tiiketimi ile kardiyomiyopati
olusturdugumuz sicanlara alkol ile birlikte kalpain inhibitdrii vererek apoptoz ve
nekrozda rol oynayan kalpain aktivasyonunun engellenmesi ile doku hasarini azaltmay1
amagladik.

Calismamizda erkek Spraque-Dawley tiirii sigcan kullanildi. Sicanlar kontrol,
¢oziicii, alkol ve alkol+inhibitdr grubu olmak iizere 10’ar sicandan olusan 4 gruba
ayrildi. Kontrol grubuna gavajla izokalorik maltoz, ¢oziicli grubuna izokalorik maltoz +
DMSO, alkol grubuna 8 g/kg etanol verildi. Inhibitdr grubuna alkol verilmesinden 15
dakika once kalpain inhibitér-1 intraperitonal olarak 20 mg/kg uygulandi. Bu
uygulamalardan 12 saat sonra doku ve serum Ornekleri alindi. Alkol grubu kalpain
aktivitesi, katepsin L orani, sitokrom c salinimi oranlar1 kontrol grubuna gore ytiksekti
ve bu ylkseklik istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Bu testlerin inhibitér grubu
sonuclar1 alkol grubuna gore daha diisiiktii. Ama bu diisiis istatiksel olarak anlamli
degildi (p>0,05). Alkol grubu kaspaz-3 aktivitesi ve katepsin B oram1 diger gruplara
gore artmisti fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Alkol grubu
serum CK-MB ve BNP sonuglari, kontrol grubuna gore onemli diizeyde yiiksekti
(sirastyla p<0,001 ve p<0,01). inhibitdr grubu BNP sonuglar1 alkol grubuna gore dnemli
miktarda azalmisti (p<<0,05). Ayrica histolojik inceleme olarak yapilan 151k mikroskobu
goriintiileri, DNA fragmantasyonu ve immiino-histokimyasal kaspaz 3 aktivitesi
sonuclar1 alkol grubuna gore inhibitér grubunda belirgin bir iyilesmeyi gostermigtir
(p<0,05).

Sonug olarak biyokimyasal ve histolojik bulgularimiz; kalpain inhibitorii N-
asetil-16sin-16sin-norlosinal’in hiicre 6liimii yolaklarina etkisi araciligr ile akut alkol
kullanimina bagl kalp dokusu hasarinin azaltilmasinda tedavi edici etkisinin

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyomiyopati, alkol, kalpain inhibitorii, apoptoz
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SUMMARY

Excessive alcohol consumption and alcoholism causes medical problems with
high mortality and morbidity. In this study we aimed to decrease the alcohol related
tissue damage by inhibiting calpain activation which plays an important role in
apoptosis and necrosis, in rats with acute alcohol consumption induced cardiomyopathy.

Male Sprague-Dawley rats were used and four groups with ten rats in each
(control, vehicle, alcohol and alcohol + inhibitor) were included in our study. Control
group received isocaloric maltose while vehicle group received isocaloric maltose with
DMSO, and alcohol group received 8g/kg ethanol by gavage. Inhibitor group received
20 mg /kg calpain inhibitor 1 intraperitonally prior to alcohol administration. After
twelve hours treatment, the tissue and serum samples were collected. Calpain activities,
cathepsin L levels and cytochrome C release rates were significantly (p<0.05) increased
in alcohol group compared to control group while they were decreased in inhibitor
group compared to alcohol group but this was not significant by statistically (p>0.05).
Caspase-3 activity and Cathepsin B levels of alcohol group were mildly increased
compared to other groups but this was not significant (p>0.05). Serum CK MB and
BNP levels of alcohol group were excessively increased compared to control group
(respectively p<0,001 and p<0,01). Serum BNP levels of inhibitor group were
significantly (p<0.05) decreased compared to alcohol group. In addition to these,
histological evaluation of light microscope images and the results of DNA
fragmentation and immunohistochemical caspase-3 activity results showed significant
improvement in inhibitor group compared to alcohol group.

Results of our biochemical and histological evaluation results revealed that the
calpain inhibitor N-acetyl-leu-leu-norleucinal may have an ameliorating effect on acute
alcohol consumption related cardiac tissue damage due to its effects on cell death

pathways.

Keywords: Cardiomyopathy, alcohol, calpain inhibitor, apoptosis
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1. GIRIS VE AMAC

Endiistrilesmis bat1 iilkelerinde, konjestif kardiyomiyopatinin en yaygin
sebeplerinden birisi asir1  miktarda alkol tiikketimidir. Nitekim tiim dilate
kardiyomiyopati olaylariin %21 ile %36’s1 asir1 etanol tiiketimiyle olugmaktadir (45).
Koroner arter olaylarini azaltmasi yolu ile 1limhi alkol tiiketiminin kardiovaskiiler
hastalik riskini diisirmesi seklinde etkisi olmasina karsin, uzun siireli alkol tiiketimi
mitokondrial bozukluklar, hiicre 6limii, kasilma disfonksiyonu, aritmiler ve kardiyak
remodellemenin sebep oldugu kalp bozukluklart olusturur. Agir alkol tiiketimi,
genellikle alkolizm ile ilgili morbidite ve mortalitenin 6nemli sebebi olan alkolik
kardiyomiyopati olarak da bilinen dilate kardiyomiyopatiyle karakterize kasilma
disfonksiyonu ve kardiyak remodelleme ile sonuglanir. Yaklasik olarak alkol bagimli
her ii¢ bireyden birisinde alkolik kardiyomiyopatiye rastlanir. Alkolik kardiyomiyopati
veya alkolik kalp kas1 hastaliginda siklikla kardiyak hipertrofi, miyofibriler mimaride
bozukluklar, miyokardiyal kasilmada azalma (atim fraksiyonunda ve vurma voliimiinde

azalma) miyokardiyal fibrozis ve aritmi goriiliir (185).

Ateroskleroz, miyokardiyal iskemi, diabetik kardiyomiyopati ve alkolik-
kardiyomiyopatiyi iceren bir¢cok hastaligin patogenezinde apoptotik hiicre Oliimi
anahtar bir rol oynar. Akut etanol maruziyetini takiben miyokard dokusunda goriilen
kaspaz 3 aktivasyonu, sitokrom c¢ ile prokaspaz 9’un sitozolde artist ve DNA
fragmentasyonlu hiicrelerin artig1 etanol indiiklemeli apoptozda mitokondrial hiicre
6lumii yolaginin esansiyel roliinii gdstermektedir. TNF-a, Fas reseptor, Fas L, kaspaz-8
ve pro-kaspaz-8 in ekspresyonunda artis olmamasi etanoliin olusturdugu apoptotik

yanitta 6liim reseptorii yolaginin minimal bir role sahip oldugunu gostermektedir (61).

Kalpainler hiicre iskeleti ve sinyal iletiminde gorev alan proteazlar olup, ayrica
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, inflamasyon, iskemi, miiskiiler distrofiler,
kataraktogenez, alzheimer ve parkinson hastaliklari gibi diger fizyolojik ve
patofizyolojik siire¢lerde yer alirlar (94). Etanoliin neden oldugu hiicre 6liimiinde

kalpainlerin aktive oldugu Yadavalli ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir (139).



Nekrotik hiicre 6liimii sirasinda aktive olmus kalpainlerin lizozomal zarlara zarar
verdigi belirlenmistir. Iskemik olaylardan sonra ilk goriilen kalpainlerin, lizozomlarin
zarlaria yerlesmesidir ve sonrasinda da katepsinler sitoplazmaya sizar. Bu gozlemler
kalpain-katepsin hipotezinin olusumuna neden olur. Kalsiyum aracili kalpain
aktivasyonu; lizozomlarin yirtilmasi, oldiiriicii katepsinlerin sizmasi ve hiicrenin

pargalanmasi ile sonuglanir (166).

Doku hasarinda rol oynayan kalpain aktivasyonunun dnlenmesi amaciyla kalpain
inhibitorii kullanimi1 son zamanlarda 6nem kazanmaya baglamistir. Bir diizineden fazla
kalpain inhibitorii bilinmektedir. En ¢ok kullanilanlar peptid aldehitlerdir. Aldehit son
grubu siilfidril grubuna baglanir. Bu baglanma kalsiyuma bagimli ve geri
dontigiimliidiir. Aldehid peptid olan Kalpain inhibitor-1 (N-asetil-Leu-Leu-norldsinal)
hiicre gegirgenligi olan bir inhibitordiir (87) ve kalpainin aktif bolgesini bloke eder (27).
Bir¢ok farkli calismada kalpain inhibitorlerinin etkinligi gosterilmistir (152, 104).

Gergeklestirilen bu ¢aligma, akut alkol tiiketiminin kalp dokusu lizerinde yaptig1
hasar1 gostermek ve bu doku hasarinin 6nlenmesinde kalpain inhibitérlerinin koruyucu
etkisinin olup olmadigini aragtirmak amaciyla planlanmistir. Bu amagla erkek Spraque-
Dawley tiirii siganlara akut toksik doz etanol verilerek kalp dokusu hasari yaratildi ve
olusan miyokard hasari serum BNP ve CK-MB diizeyleri ile tespit edildi. Akut alkol
toksititesi sonucu olusan hiicre Oliimii siirecini gostermek i¢in nekroz ve apoptoz
mekanizmasi i¢inde yer alan sitokrom c salinimi, kaspaz 3 aktivasyonu, katepsin ve
kalpain diizeyine bakildi. Apoptoz ve nekrozda rol oynayan kalpain aktivasyonu,
kalpain inhibitorii ile engellenerek, kalpain inhibitorlerinin tedavi edici etkisinin

olabilecegi histolojik incelemeler ve biyokimyasal dlgiimler ile gosterildi.



2. GENEL BILGILER

Asirt alkol tiikketimi ve alkolle iligkili sorunlar tiim diinyada 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Alkol kullanim bozukluklart kiiresel hastalik yiikiiniin % 4’lini, Tiirkiye’de
erkeklerde hastalik yiikiiniin %1,8’ini olusturmaktadir. Alkolle iligkili sorunlarin
gelisimini bir¢ok etken etkilemektedir. Igme sinirlarinin ve agir1 alkol tiiketimiyle iliskili
risklerin bilinmemesi en 6nemli etkendir. Alkoliin yol a¢tig1 hastaliklar ve yaralanmalar
Onlenebilir. Asir1 alkol kullananlarin ¢oguna tan1 konulamamaktadir. Alkol sorunlari
yasayan hastalara erken miidahalelerin etkinligi gosterilmistir (2). Ilimh alkol
tilketiminin kardiyovaskiiler hastaliklar iizerinde faydali etkileri olmasina ragmen (73)
asir1 alkol tiiketiminin, iskemik olmayan kardiyomiyopatinin en énemli nedenlerinden

biri oldugu gdsterilmistir (131).

2.1 Etanol Metabolizmasi

Alkol terimi, doymus bir karbon atomuna bagl hidroksil grubundan olusan genis
bir grup organik molekiilii kapsar. Halk arasinda ‘alkol’ diye adlandirilan “etil alkol” ya
da etil alkol iceren icecekler, ilk ¢aglardan itibaren insanlar tarafindan kullanilan keyif
verici maddeler arasinda yer almaktadir. Alkol (etanol) basit bir molekiildiir (Sekil 2.1)
ve karbonhidratlarin fermantasyonu veya distilasyonu sonucu elde edilmektedir. Etanol

(CH;3-CH,OH) renksiz, ugucu, kendine 6zgii kokusu ve tadi olan yanici bir stvidir (127).
Karacigerde etanol metabolizmasindan sorumlu baglica {i¢ yol vardir (154).
1. Alkol Dehidrogenaz: Sitozolde gergeklesir.

2. Mikrozomal Etanol Okside Edici Sistem (MEOS): Endoplazmik

retikulumda gerceklesir.
3. Katalaz: Peroksizomlarda gerceklesir.

Ayrica bu ti¢ yoldan farkli olarak etanol metabolizmasinin oksidatif olmayan yan

yolun varligin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (22).
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Sekil 2.1 Etanol

2.1.1. Alkol dehidrogenaz

Etanoliin metabolize edilmesinde kullanilan ana yol etanolii sitozolde asetaldehide
okside eden hepatik alkol dehidrogenazlardir (90). Asetaldehid esas olarak
mitokondrilerde asetaldehid dehidrogenazlar tarafindan daha fazla oksidasyona
ugratilarak asetata cevrilir (154). Toksik olan asetaldehid kana da girebilir. Bu
tepkimelerle iiretilen NADH, oksidatif fosforilasyonla adenozin trifosfat (ATP) liretmek
icin kullanilir. Asetatin biiylik boliimii kana gecer ve iskelet kaslar1 ile diger dokular
tarafindan alinip asetil KoA’ya aktive edilerek krebs dongiisiinde okside edilir (Sekil
2.2 ve 2.3) (159). Organlarin hemen hemen hepsi etanoliin kiiciik miktarlarin1 okside
edebilecek kapasitededir. Kalp dokusunda alkol dehidrogenaz cok diisilk miktarda
bulunmaktadir (141).
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Sekil 2.2 Etanol metabolizmasmin ana yolu ve asetatin kas tarafindan kullanilmasi (159)
ADH:Alkol Dehidrognaz, ALDH:Asetaldehid Dehidrogenaz, ACS:Asetil KoA Sentetaz
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Sekil 2.3 Etanol metabolizma yolu (159)

2.1.2. Mikrozomal etanol okside edici sistem

Etanoliin yaklasik %10-20’si endoplazmik retikulumdaki sitokrom P450
enzimlerinden (6zellikle CYP2ET) olusan bir mikrozomal okside edici sistem tarafindan

okside edilir (Sekil 2.4). CYP2EI etanol icgin yiiksek bir K;’e sahiptir ve etanol



tarafindan  indiiklenebilir  (159). Kalp dokusunda monooksijenazlarin  gen

ekspresyonunun oldugu Thum ve arkadaglarinin yaptigi ¢calismada gosterilmistir (173).

CHyCHyOH:
Etanol

MaDPH
+H"+ Oy

Sekil 2.4 Endoplazmik retikulumda MEOS tarafindan katalize edilen tepkime (159)

2.1.3. Katalaz

Katalaz etanol metabolizmasinda onemli bir role sahip degildir. Hi¢ katalaz
enzimine sahip olmayan kisilerin bile, etanol alimini takiben asemptomatik olduklari
bilinmektedir (75). Cesitli memeli tiirlerinin ve farelerin kalp dokusu peroksizomlarinda
katalaz enzimi bulunmaktadir (76). Etanol tiiketimi ile birlikte 6 hafta boyunca katalaz
enziminin inhibisyonu miyokard dokusunda histolojik anormalliklere neden olmustur

(141).

2.1.4. Nonoksidatif etanol metabolizmast

Etanol metabolizmasinin bu yolu kalp dokusunda da tespit edilmistir. Bu
metabolik yolda, potansiyel toksik iirlinler olan yag asidi etil esterlerinin {iretimi
gerceklesir. Bu metabolitler yag asidi etil esteri sentaz tarafindan sentezlenirler (14).
Bunlar mitokondride birikerek enerji iiretimi diizeyinde hiicreye zarar verirler. Etanole
maruz kalinca esterlesmemis yag asitleri etanolle reaksiyona girer ve kardiyak yag asidi

etil esteri diizeyi ylikselir (23).



2.1.5. Etanoliin artmis NADH/NAD" oramindan kaynaklanan akut etkileri

Alkol i¢ilmesinin akut etkileri esas olarak NADH iiretilmesinden
kaynaklanmakta olup bu da karacigerdeki NADH/NAD™ oramini biiyiikk capta
arttirmaktadir. Bunun sonucunda yag asidi oksidasyonu inhibe olmakta ve ketogenez
goriilebilmektedir (159). Yag asitleri triagilgliserole esterlenmektedir. Etanoliin diger
etkileri arasinda artmis lipogenez ve asetil-KoA’dan kolesterol sentezi bulunabilir
(117). Artmis NADH/NAD" orani laktik asidoza neden olabilmekte ve glukoneogenezi
inhibe edebilmektedir (159).

2.1.6. Asetaldehid toksisitesi

Asirt alkol kullaniminin toksik etkilerinin birgogu hem alkol dehidrogenaz hem
de MEOS tarafindan etanolden iiretilen asetaldehidin birikmesine baghdir. Asir
miktarda etanol alinmasindan sonra karacigerde asetaldehid birikir ve kana salinir (Sekil
2.5) (159). Asetaldehid, DNA ve proteinlere baglanarak hiicresel fonksiyonlar1 ve gen
ekspresyonunu bozar. N terminal aminoasitlerin o amino gruplar1 veya lizinin epsilon
amino grubuyla asetaldehid etkilesir ve protein tiirevleri (adduct) olusur ve bu yapilar
enzimleri de igceren bir¢ok proteinin yapisin1 ve fonksiyonlarimi degistirir (154).
Asetaldehid serbest radikal harabiyetini artirir. Asetaldehid glutatyona direkt olarak
baglanir ve bu molekiiliin H,O,’ye karsi koruma ve lipid peroksidasyonunu onleme
becerisini azaltir (Sekil 2.5, 2.¢cember). Asetaldehid serbest radikal savunma enzimlerini
de baglar. Asetaldehid ve serbest radikallerin mitokondrilerde yaptig1 hasar bir toksisite
dongiisii olusturur (Sekil 2.5, 3. ve 4.cemberler). Etanoliin kronik sekilde alinmas ile
mitokondriler harabiyete ugrar, elektron tagima hizi1 inhibe olur ve oksidatif
fosforilasyonla ATP iiretimi azalma gosterir. Yag asiti oksidasyonu daha da diiser ve bu
yolla lipid birikimi artar (Sekil 2.5, 5.¢cember). Asetaldehidin mitokondriyi etkilemesiyle
olusan Triinler, mitokondriyal asetaldehid oksidasyonunu daha da bozar ve bu bir
harabiyet dongiisii olusturur (159). Asetaldehid ayrica, alkol alimini takiben gelisebilen
ylizde kizarma, ¢arpinti, bas agrisi, kusma, terleme gibi belirtilerin ortaya ¢ikmasindan

da sorumludur (75).
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Sekil 2.5 Alkoliin indiikte ettigi hepatitin gelismesi.

(1) Protein sentezi azalir ve protein salgilanmasi bozulur. (2) Serbest radikal hasarmin
olusmasinda, asetaldehidin glutatyon flizerindeki etkisi onemli bir kismu olusturur. (3) MEOS’un
indiiksiyonu serbest radikal olugsmasini arttirmakta, bu da lipid peroksidasyonu ve hiicre hasarina yol
acmaktadir. (4) Mitokondrial hasar, elektron tagima zincirinin ¢aligmasini engeller ve bu da asetaldehidin
oksidasyonunu azaltir. (5) Mikrotiibiil hasart VLDL ve protein birikmesini artirir. (6) Hiicre hasar
hepatik enzimler olan alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferazin (AST) serbest
kalmasina yol agar (159).

2.1.7. Etanol ve ilac etkilesimi

Kronik etanol alimi, mikrozomal enzim indiiksiyonuna yol acarak, etanol ile
beraber alinan diger ilaclarin metabolizmasini etkilemektedir (Sekil 2.6). Kronik etanol
alan kisilerde, baz1 ilaglarin arzulanan terapotik kan diizeylerini saglamak igin, etanol
almayanlara gore daha yiiksek dozlarda kullanilmas1 gerektigi bilinmektedir. Ozellikle
warfarin, isoniazid, difenilhidantoin gibi sik kullanilan ve kan diizeylerinin 6nemle

takip edildigi ilaglarda bu durum daha da 6nem kazanmaktadir (75).
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Sekil 2.6 Etanol ile ilag etkilesimi (75)

Ilag ile beraber akut olarak alman asir1 doz etanol, mikrozomal enzimler igin
yarisacaktirlar. Boylece hem ilacin hem de etanoliin metabolize edilmesi yavaslayacak,
kan diizeyleri artacak ve toksikasyonlara yol acabileceklerdir. Diger taraftan
metabolizmast yavaslamis ve kan diizeyi artmis olan bazi ilaglar, gastrik alkol
dehidrogenazi inhibe ederek, etanol metabolizmasinin daha da yavaslamasina yol

acabilir (75).

2.2. Alkol Tiiketimi ve Kalp Hastaliklar:

Hafif-orta derecede alkol tiiketiminin kardiyovaskiiler sistem iizerinde faydali
oldugu, fazla tiiketiminin ise sagligi olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Gézlemsel ve
metabolik ¢aligmalarda kardiyovaskiiler yararin giinde 1-2 kadeh alkollii icecekle
goriildiigii belirtilmistir (36). Onerilen faydali etkilerinin yani sira alkol tiiketiminin
bilinen kotii etkileri; karaciger harabiyeti, fetal alkol sendromu, kardiyomiyopati,
hipertansiyon, hemorajik inme, kardiyak aritmi ve ani 6liimdiir. Bu yan etkilerin ¢ogu,
kronik alkol alimi olarak tanimlanan giinde 3 kadehten fazla uzun siireli alkol
tiketimlerinde gorilmektedir (54). Alkol tiikketimi baslica ii¢ temel mekanizma ile
miyokard hasarina yol agabilir: muhtemel direkt toksik etki, nutrisyonel etki (tiamin
eksikligi sonucu) ve daha nadiren alkollii iceceklere eklenen kobalt gibi maddelerin

neden oldugu toksik etkiler (36).



Patogenezi tam olarak tanimlanmamis olmakla beraber deneysel ¢alismalarda
alkol tiiketimi ile interstisyumda kollajen birikimi oldugu ve bunun da erken dénemde
diyastolik disfonksiyona yol agtig1 (172), uzun donemde ise sistolik disfonksiyonun
gelistigi ileri siirilmiistiir. Sistolik disfonksiyon mekanizmasi olarak da zar fosfolipid
iceriginin degismesiyle miyositlerde su ve sodyum birikimi olmasi, beraberinde tubuler
membranlarin disfonksiyonu ile total hiicre kalsiyum miktar1 degismeden kontraktil
proteinlere kalsiyum sunumunun smirlanmast sonucu kontraktilitenin azaldig1
gosterilmistir (153). Benzer sekilde yiiksek enerjili fosfat diizeylerinin de degismedigi
halde uzun siireli alkol kullanimimin miyozin ATPaz ve kalsiyum ile aktive olan
miyofibriler ATPaz iizerine inhibitor etkisinin oldugu saptanmistir (148). Miyositlerde
protein sentezinin de kotii yonde etkilenebilecegi diisiiniilmesine ragmen deneysel
caligmalar, en azindan hastaligin erken doneminde protein sentezinin bozulmadigini,
ancak klinik olarak alkolik kardiyomiyopati belirgin hale geldiginde kontraktil protein
sentezinin bozuldugunu, yikimin arttigini ve miyofibrillerin lizise ugradigin

gostermistir (36).

Kalp iizerinde alkoliin en Onemli etkilerinden birisi mitokondrial zar hasari
olabilir. Etanol, mitokondrial zar gec¢irgenligini, fonksiyonunu degistirir, mitokondrial
solunumu baskilar, mitokondrial protein sentezini inhibe eder ve oksidatif stresi
indiikler (76). Etanol ve asetaldehidin her ikisi de kardiyak protein sentezini etkiler.
Akut etanol maruziyetinin kardiyak protein sentezini azalttig1 goriilmiistiir (156). Etanol
biyomembran akiskanhigini artirir ve iyonik gecirgenligi degistirir (37). Ornegin in-
vitro ortamda izole edilmis kardiyak sarkoplazmik retikulumun kalsiyumu baglamas1 ve
tutulumunu etanol geri doniisiimlii olarak inhibe eder (17). Asetaldehidin ¢ok reaktif bir
yapist vardir. Yapisal ve kasilma proteinlerine kovalent baglanir. Asetaldehid protein
tiirevleri, immiin yanit1 uyararak ve transkripsiyon tizerindeki etkileri araciligi ile DNA
hasar1 ve hiicre fonksiyon bozukluguna neden olurlar (43). Akut ve kronik etanol
maruziyeti sonucu kalp ve iskelet kasinda olusan asetaldehid-protein tiirevleri
(120,176,177) nedeniyle alkolik kalp kasi hastaligina sahip hastalarin %33’linde
kardiyak asetaldehid-protein tiirevlerine karsi antikorlar goriilmiistiir (65). Kardiyak
spesifik alkol dehidrogenazin asir1 salinimi olusturulmus transgenik farelerde yapilan

bir calismada etanol alimindan sonra kardiyak asetaldehid diizeyi kontrol grubuna gore
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4 kat daha fazla bulunmustur. ANP gen salinimi, kardiyak protein hasari, hipertrofi ve
kas hasarinda artig goriilmiistiir ve bunlar alkolik kalp kasi hastaliginin belirtecleridir

(101,68).

2.2.1. Alkol ve kardiyomiyopati

Kardiyomiyopati, ilk olarak kalp kasinin hastaliklar1 olarak tanimlanmistir. Diinya
Saglik Orgiiti 1995 yilinda tamim biraz degistirmis ve kalp fonksiyonlarmin
bozulmasina yol acan kalp kasit hastaliklar1 haline getirmistir (40). Tim
kardiyomiyopati vakalar1 incelendiginde % 3,8 inde alkolik kalp kasi hastaligi
goriilmektedir (131). Alkol alimina bagh kardiomiyopatide sol ventrikiiler dilatasyon,
sol ventrikiiler kasilmada bozulma, pompalanan hacimde azalma, kardiyak hipertrofi,
hipertansiyon ve kalp krizi riskinde artma goriiliir (143). Sol ventrikiiler hipertrofi, hem
artmig kalp is ylikiine adaptasyonu saglayan bir yanitin gostergesidir hem de kalp
bozukluklarinin bir 6ncii temsilcisidir (33). Miyokardiyal hipertrofi, baglangigta 6nemli
bir kompansatér olmasina ragmen, aslinda kardiyak morbiditesi ve mortalitesi i¢in
onemli bir risk faktoriidiir (71). Adaptatif hipertrofik yanit, miyositlerin hacim ve
kiitlelerinde bir artis ile karakterizedir. BoOylece kardiyomiyosit sayisinda artis
olmaksizin kalp agirliginda bir artis ile sonuglanir (115). Sol ventrikiil hipertrofisinde

miyosit 6liimii ile ilgili kanitlar hem deneysel hem de klinik ¢aligmalarda gésterilmistir

(71).

Uzun siireli alkol tliketiminden sonra, sarkoplazmik retikulumda genisleme,
miyofibrillerin bozulmasi ve kaybi gibi kardiyak morfoloji degisikligi olustugu
gosterilmistir.  Kalpte yiiksek konsantrasyonlarda bulunan asetaldehidin  bifazik
kronotropik ve inotropik kardiak etkileri vardir. Kalpdeki asetaldehid oraninin pozitif
etkileri: kardiyak pompalama, koroner kan akimi, sol ventrikiiler basin¢cdaki artislari
icerir ve siklikla diisiik konsantrasyonlardaki alkol kullaniminda gozlenir. Bunlar beta
adrenerjik sistemin uyarilmasiyla ilgili olabilir. Miyokardiyal doku iizerindeki negatif
kronotropik ve inotropik etkileri tam olarak belirlenememesine ragmen, asetaldehidin
purinerjik ve kolinerjik mekanizmalardan bagimsiz miyokardiyal depresyona sebep

oldugu gosterilmistir. Diger ¢aligmalarda asetaldehidin ventrikiiler miyosit kasilmasini
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direkt inhibe ettigine yonelik bilgiler elde edilmistir. Biitiin bu bilgiler kardiovaskiiler
disfonksiyon iizerinde etanoliin etkilerinde asetaldehidin rol oynayabildigini
gostermektedir (143). Ilmh alkol tiiketiminin kardiovaskiiler riskleri azaltici etkisi
olmasina ragmen (161) agir alkol tiikketimi ile olusan asetaldehid birikimi miyokardiyal
kasilmay1 baskilar, intraselliiler kalsiyum mobilizasyonunu ve membran voltaja bagimli
kanallarimi etkiler (127). Hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artis1 ile birlikte kalpainlerin
aktive olmast miyokardiyal proteinlere zarar verir, miyositlerin 6liimii ile miyokardiyal
yap1 ve fonksiyon kaybi olusur. Cesitli ¢alismalarda kalpain inhibitorlerinin miyokardial
proteinlerin proteolizini azalttigi ve bdylece hipoksi ve iskemi boyunca kontraktil

disfonksiyonu engelledigi gdsterilmistir (152).

2.3. Hiicre Oliimii

Ister tek hiicreli ister cok hiicreli canlilarda olsun; yasamin baslica kisimlari
dogum, biiylime, iireme, yaslanma ve 6liimdiir. Organizmalarin temel canlilik birimi
olan hiicrelerin gereksinimleri karsilanmadiginda 6liim olarak adlandirilan ve hayati
olaylarin geri doniissiiz olarak durmasi anlamina gelen olay gergeklesir. Yasamin
diizenli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in canliy1 olusturan hiicrelerin sayisal dengesi de
onemlidir. Bunun i¢in hiicre ¢ogalmasi ve Oliimii arasinda sabit bir oran bulunmasi
gerekir (3). Yakin zamana kadar hiicre 6liimii denilince akla iki morfolojik ve molekiiler
tamim gelmekteydi. Apoptoz, genetik olarak programli hiicre O6limi olarak
tanimlanmisti. Bunun karsiti olan ve “rastlantisal” olarak ortaya ¢ikan, “programsiz”
hiicre olimiine nekroz denilmekteydi. Alternatif programli hiicre 6lim
mekanizmalarindan biri olan otofajik hiicre oliimiine ilgi, maya otofaji genlerinin
memeli karsiliklarinin bulunmasi ve c¢aligmalarin morfolojik tanimlardan molekiiler
diizeye inmeye baslamasi sayesinde artmig; sonug olarak, otofaji, apoptoza ek veya

alternatif olarak diisiintilen temel 6liim yollarindan birisi haline gelmistir (9).

Yetigkin kardiyomiyositler hiicre farklilasmasinin son halidir ve onlar tahrip
olursa ¢ok nadiren yenilenirler. Kardiyomiyositlerdeki kayiplar miyokardiyumun
fonksiyon bozukluklarma katki saglar, kalp hastaliklarma sebep olur (52). Iskemi

reperfiizyon, hipoksi, serbest radikaller, asir1 kalsiyum dolmasi, mekanik faktorler (asiri
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gerilme) ve norepinefrin ile anjitensin II gibi humoral faktérler miyositlerdeki hiicre
Olimiinti uyarir (41). Hiicre d6liimii nekroz veya apoptoz ile meydana gelebilir. Kalp
bozukluklarinda apoptoz, nekrozla eslenik bir sekilde olusabilir (59). Hiicre 6liimiiniin
bu iki tipi ayn1 faktorler tarafindan tetiklenir ve hasar1 olusturan etkenin siddeti hiicrenin
nekrozla m1 yoksa apoptozla mi dlecegini belirler (35). Giiglii olan bir hiicre oliimii
sinyali, geri doniisiimsiiz mitokondrial hasar ve enerji dongiisii nedeniyle nekroza sebep
olur. Fakat daha 1liml1 bir hiicre 6liimii sinyali mitokondrinin subpopulasyonlarinda bir
hasar olusturabilir ve ATP’nin varliginda apoptozom olusarak apoptoz ile sonuglanir
(91). Oldiiriicii olmayan hasarlar diger taraftan sayisiz hayatta kalma mekanizmasini da
tetikler (41). Asirt is yiikii ve anjiyotensin II gibi bir ¢ok hiicre 6liimii sinyalinde
hipertrofi ve apoptoz olusabilir (6,33,185). Gegici miyokardiyal basing yiiklenmesi
protoonkogenlerin salinimini artirir bu da miyozitlerin dengeleyici hipertrofisiyle
sonuglanirken biiylime faktorlerinin devamliligt apoptozu olusturabilir. Ayrica
sarkoplazmik kalsiyum konsantrasyonlarindaki yiikselmeler dilate kardiyomiyopatilerin
bir 6zelligidir. Bu da apoptotik siirecleri baglatan endo niikleazlarin aktivasyonuna yol
agabilir. Intraselliiler kalsiyum yiiklemesi ve protoonkogenlerin sabit ekspresyonlarina
ek olarak sol ventrikiil dilatasyon ve hipertrofisiyle miyozitlerin kismi hipoksisi
apoptozu devam ettirebilir. Apoptoz bulgular1 veya onun bir belirteci prognostik 6neme
sahip olabilir. Apoptozu uyaran sinyallerin veya bu sinyalleri hiicre Sliimiine tasiyan
yollarin baskilanmasi tedavide 6nemli olabilir. Miyokardiyumda apoptozu diizenleyen
mekanizmalarin daha iyi anlasilmas1 miyokardiyal hastalikli kisilerin tanist ve tedavisi

i¢cin onemli olanaklar saglayabilir (12).

2.3.1. Apoptotik hiicre oliimii

Eski bir yunan terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak yapraklarin agactan,
petallerin cicekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir. Bugiin de bu terimin
kullanim1 uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hiicre 6liimiinii anlatir.
Teorik olarak apoptoz, g¢esitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle
aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmig bir mekanizma vasitasiyla
hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir

(3). Apoptoz, hiicreye zarar veren yabanci maddelere kars1 bir yanit olarak olusabilir.
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Ornegin alkol tiiketimi sonucunda asetaldehid, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumunu artirmaktadir. Alkoliin indiikledigi bu oksidatif stres apoptoza neden
olmaktadir. Miyositlerde in-vitro olarak yapilan ¢alismalarda asetaldehidin kaspaz 3

aktivasyonunu ve DNA fragmentasyonunu artirdig1 goriilmiistiir (28,100).

2.3.1.1. Apoptozun diizenlenmesi

Omurgalilarda apoptozu diizenleyen genler B-cell lenfoma-2 (bcl-2), p-53 ve c-
myc ailesi olarak bilinmektedir ve iiretimini sagladiklar1 proteinler de ayni adlarla
anilmaktadir (181). Bcl-xLL ve bcl-2 beraberce mitokondri zar gegirgenligini korurlar.
Proapoptotik proteinleri (Bax ve Bad) inhibe ederek apoptozu engeller (5). Bir hiicre
yasayacak mi? Yoksa apoptozla olecek mi? Bu proapoptotik ve antiapoptotik
proteinlerin hiicre icindeki ve yiizeyindeki miktarinin dengesi ile belirlenir (108).
Oksijenin tiikenmesi, 1s1 stresi, kimyasal ajanlar, radyasyon, infeksiyoz ajanlar, genetik
bozukluklar, besinsel ayarsizlik, immiinolojik reaksiyonlar ve diger hiicre stresi
nedenleri araciligt ile olusan hiicre yaralanmasi proapoptotik yolaklar1 baslatir (147).
Apoptozun kotii idaresi hiicre biiyiimesi ve olimi arasindaki dengeyi etkileyebilir ve
organ disfonksiyonu ile sonuglanir (108). Apoptoz saglikta 1yi ayarlanmig bir siiregtir.
Cok fazla veya cok az olmasi hastaliklara katki saglar. Infekte olmus hiicrelerin
apoptozu viicut tarafindan uygulanan bir savunmadir. Bazi virus ve bakteriler ise
infekte olmus hiicrelerin apoptotik mekanizmalarin1 inhibe edebilecek yetenege
sahiptirler ve boylece ortamlarini korurlar (70). Apoptozun inhibisyonu, kontrol
edilemeyen bir hiicre biiylimesi ve kanserin bir¢ok tiplerinin olusumu ile iligkilidir.
Insanlarda asir1 apoptoz ise inme ve alzehimer hastalif: ile iliskilidir (47). Apoptozun
aktivasyonu veya restorasyonu kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde bir anahtar

strateji ortaya ¢ikarir (50).

2.3.1.2. Apoptoz yolagi

Apoptoz genetik olarak kodlanabilir veya hiicresel ya da eksternal bir uyariciya
yanit olarak olugabilir. Apoptozun karakteristik ii¢ 6zelligi vardir; proteinlerin yarilmasi

veya hidrolizi, niikleer DNA’nin yikimi, fagositik hiicreler tarafindan apoptotik
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hiicrenin taninmast (147). Proteinlerin yarilmasi kaspaz adi verilen sistein proteaz
ailesinin aktivasyonu ile olusur (49). Kaspazlar inaktif formda sentezlenir ve spesifik
baslatict mekanizmalar tarafindan aktive edilirler (133). Programlanmis hiicre oliimii,
hiicre organellerindeki hasar veya hiicre zar1 reseptdr ligand baglanmasi tarafindan
tetiklenen kaspaz bagimsiz bir mekanizmanin sonucunda da olabilir (108). Programli
hiicre 6liimiinde kaspaz kaskadinin baslatilmasinda 3 yol vardir. Kullanilacak yol,
proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin dengesi ve hiicre tipini igeren baglatici 6liim

sinyaline baghdir (133).

2.3.1.2.1. Ekstrinsik yolak

Hiicre yiizeyi iizerindeki proapoptotik reseptdrlere proapoptotik molekiillerin veya
spesifik ligandlarin baglanmasi ile ekstrinsik yol baslar. Bu reseptorler tiimor nekroz
faktdr (TNF) reseptor ailesi ve FAS reseptordiir (50). Oliim reseptérlerinin hiicre iginde
kalan kismina 6liim domaini denir. En az 3 tane veya daha fazla reseptor ligand
kompleksi demet halinde birbirine yakinlasir ve bir adaptér protein i¢in baglanma
bolgesi olusturur. Adaptdr protein reseptore ozgiidiir. Ornegin Fas ile ilgili 6liim
domaini (FADD), TNF reseptor ile ilgili 6lim domaini (TRADD) gibi. Bu ligand
reseptor adaptor protein kompleksi 6liimii uyaran sinyal kompleksi (DISC: The death-
inducing signaling complex) olarak adlandirilir ve kaspaz 8’in aktive olmasini saglar.
Aktif kaspaz 8’de kaspaz 3 ve 7’yi aktive ederek apoptotik siireci devam ettirmis olur

(Sekil 2.7) (108).
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Sekil 2.7 Ekstrinsik yol ile ger¢eklesen apoptoz (108)

2.3.1.2.2. Intrinsik mitokondrial yolak

Intrinsik mitokondrial yolak; DNA hasari, ROT, radyasyon, hormon ve bilyiime
faktorleri yoksunlugu, kemoterapatik ajanlar, sitokinler ve glikokortikoidler gibi
hiicresel streslere yanitta hiicrenin i¢inde baslatilir (57). Apoptozu tetikleyen, kaspazlari
aktive edecek olan proapoptotik proteinlerin mitokondriden salinimi ile bu yolak baslar.
Apoptozun indiiklenmesinde bu yolagin basarist Bel-2 protein ailesi proapoptotik ve
antiapoptotik iiyelerinin dengesine baglidir (34,97). Bcl-2 ailesi tiyeleri mitokondri dis
zar1 iizerinde bulunur. Porlarin olusumu araciliyla veya iyon kanallarinin hareketi ile zar
gecirgenligini kontrol ederler (113). Zar gegirgenligi bozulunca sitokrom c sitozole
salinir. Sitokrom c, apaf -1 ve prokaspaz 9 ile apoptozomu olusturur. Kaspaz 9 aktive
olur ve kaspaz 9’da kaspaz 3’ii aktive eder. Kaspaz 3 niikleusa goc¢ ederek orada DNA
fragmentasyonuna neden olur. Alternatif bir yolak olarak da mitokondriden salinan

EndoG ve AIF’de kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozu uyarir (Sekil 2.8) (108).
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Sekil 2.8 Intrinsik yol ile apoptozun olusumu (108). Endo G: Endoniikleaz G, AIF:Apoptoz

Indiikleyici Faktor. Apaf-1:Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1.

2.3.1.2.3. Intrinsik endoplazmik retikulum yolag

Bu en az bilinen tgiincii yolakdir. Mitokondriden bagimsiz olarak kaspaz 12’yi

icerir (167). Hipoksi, glukoz yoklugu, kalsiyum dengesindeki bozukluklar, serbest

radikaller gibi hiicresel stresler, proteinlerin yapisinin bozulmasina ve protein

sentezinde azalmaya neden olur. Normal hiicrelerde bir adaptér protein, TNF reseptor

ile ilgili faktér 2 (TRAF2) ve prokaspaz 12 birbiri ile bagli ve inaktif durumdadir.

Endoplazmik retikulumun stresi TRAF2 nin ayrilmasina ve kaspaz 12’nin aktive

olmasina neden olur. Aktive olan kaspaz 12 ise kaspaz 3’l aktive eden kaspaz 9’u

aktive eder (116).



2.3.1.3. Apoptozda mitokondrinin rolii

Apoptozu baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
goriilmiistiir. Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptoz yoluna
girmis bir hiicrede irreversibl bir doneme girildigini isaret eder (11). Etanol gibi hiicreye
zarar veren kimyasal maddeler sitokrom c salimimina neden olabilmektedir (118).
Ayrica apoptoz indiikleyici faktdrde (AIF) mitokondriden sitozole gecerek apoptoza
katki saglar (108).

2.3.1.4. Apoptotik hiicre 6liimii tizerinde etanoliin etkisi

Etanole maruz kalan doku ve hiicrelerde apoptozun arttifina yonelik bir¢ok
calisma vardir. Ornegin 8 hafta etanol verilen siganlarin karaciger dokusunda apoptozun
arttigi gorilmistir (31). Kardiyomiyosit primer kiiltiirlerinde etanol, doza bagimli
olarak yasama kabiliyetini azaltir ve apoptozu artirir  (28). In-vivo olarak siganlarda
etanole prenatal maruz kalindiginda miyokardiyal apoptozun arttig1 goriilmiistiir (144).
Yiiksek doz alkoliin kardiyomiyositler {izerindeki etkisini inceleyen Guan ve arkadaslari
etanoliin olusturdugu intraselliiler ROT’ nin mitokondrial zar potansiyelini azalttigini
sOylemektedirler ve etanol verilen gruplarin sitozoliinde sitokrom c¢ miktarin1 daha
yiiksek belirlemislerdir (58). Astrosit hiicre kiiltiirlerinde asetaldehidin DNA
fragmantasyonunu artirdigi tespit edilmistir (69). Sinir hiicrelerinde etanoliin apoptozu
artirdigi ve p-53 {in ekspresyonu up-regiile oldugu goriilmiistir (114). Ayrica akut
verilen sitotoksik olmayan etanol konsantrasyonlarinin p-53 protein diizeyini
etkilemedigi de goriilmiistiir (62). Sican kalp dokusunun kronik olarak hipoksiye maruz
birakilmasi sonucunda apoptozun arttig1 fakat bcl-2 protein diizeyinin azaldig1 goriilmiis
ancak baska bir arastirmada ise hipoksiye maruz kalan sigan kardiyak miyositlerinde
bcl-2 diizeyinin degismedigi goriilmiistiir (81,146). Etanole maruz kalan hiicrelerde bcl-
2 ve bcl-x1 yikiliminin oldugu Nakayama ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir (118).
Primer kardiyomiyosit kiiltiirlerinin etanole maruz birakilmast sonucunda bax
proteinlerinin artti1 goriilmistiir (28). Guo ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada etanolle
muamele edilen farelerin miyokardiyumunda Bax ve kaspaz 3 ekspresyonunun artmasi
ve bel-2 ekspresyonunun azalmasi apoptozun varligini gostermektedir. Sitokrom c ve

prokaspaz 9’un sitozolde artis1 etanol indiiklemeli apoptozda mitokondrial hiicre Sliimii
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yolaginin esansiyel roliinii gostermektedir. Kaspaz bagimsiz apoptozda kritik bir roli
olan AIF’lin sitozoldeki miktarinin artmayist etanol indiiklemeli hiicre Oliimiinde
etkisinin olmadigin1 gostermektedir. TNF-o, Fas reseptor, Fas L, kaspaz-8 ve pro-
kaspaz-8’in ekspresyonunda artis olmamasi etanoliin olusturdugu apoptotik yanitta

6lim reseptorii yolaginin bir minimal role sahip oldugunu gostermektedir (61).

2.3.2. Nekrotik hiicre oliimii

Nekroz, hipoksi, kalp krizi, travma, alzeimer, huntington, parkinson ve
amyotrofik lateral skleroz hastaliklarinda tipik olarak olusur (106,170). Hiicre asir1 stres
kosullarina maruz kaldiginda, normal hiicresel aktivitelerin bozulmasi sonucu nekrotik
hiicre olimii olusur. Plazma zar1 hasari, endoplazmik retikulumda dilatasyon,
mitokondrial gisme, sitoplazmanin genis vakuolizasyonu nekrozun karekteristik
morfolojisidir. Vezikiillerin olusumu olmaksizin hiicre parcalanir. Hiicresel igerigin
hiicreler arasi alana yayilmasi ve komsu hiicrelere zarar vermesi bir inflamatuar yaniti
uyandirir (95). Nekrotik hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasi1 hakkinda bilinenlere
ragmen tamamen agiklanmis degildir. Deneysel kanitlar nekrozun kalsiyum artisi ile
olustugunu ve kaspazlardan bagimsiz oldugunu gostermektedir. Onlarin yerine sitozolik
kalpainler ve lizozomal katepsinler 6nemli rol oynar (169). Enerjinin bitmesi nekrozun
bir potansiyel tetikleyicisidir. Iskemi, hipoglisemi, oksijenin veya esansiyel besinlerin
yoklugu zar potansiyelinin devam ettirilmesi i¢in gerekli enerjinin kithigina neden olur.
Boylece zar gegisinin bozulmasi ile kalsiyum konsantrasyonu artar (107). Kalsiyumun
asir1  dolmasi oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon ve kalsiyum bagimli
proteazlarin aktivasyonu gibi Olimciil olaylar1 tetiklemektedir. Proteazlar hiicre
Oliimiiniin cellatlar1 olarak diisiiniilebilir ve proteaz kaskadi intihara neden olarak hiicre

Oliimiinii olusturur (169).

2.3.2.1. Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar

Apoptotik hiicreleri nekrotik hiicrlerden ayiran birgok farkliliklar vardir.
Morfolojik goériinim farkliliklar1; hiicrede biliziilme, kromatin kondensasyonu,

niikleozomal fragmentasyon ve plazma zarinda baloncuklar. Apoptozun biyokimyasal
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goriiniisiindeki farkliliklari; DNA fragmantasyonu, protein yarilmasi, mitokondrial zar
gecirgenliginde artis ve hiicre zan ylizeyinde fosfotidilserin goriiniimii (129,189).
Mitokondrial permeabilitedeki artis proapoptotik proteinlerin salinimina neden olur ve
sonrasinda apoptotik cisimcikler olusur. Membran bagl apoptotik cisimciklerin komsu
hiicreler veya makrofajlar tarafindan tiiketilmesiyle sonuglanir. Apoptoz bir tek
hiicrenin 6liim olayidir ve bir inflamatuar yaniti uyarmaz. Apoptozun aksine nekroz,
genetik olarak programlanmig bir fonksiyon degildir, nekroz komsu hiicre gruplarinida
etkiler ve bir inflamatuar yanit olusur (133). Nekroz ile hiicrenin 6limi alarm sinyal
molekiillerinin salinimina neden olur ve onlar naturel killer hiicreler, dentritik hiicreler
ve makrofajlar lizerindeki reseptorleri uyarirlar. Bir dokudaki nekrotik hiicrenin varligi
immiin sistem tarafindan bir tehlike olarak yorumlanir (171). Apoptozdan farkli olarak
nekrozda organellerde sisme ve hiicre zari biitlinliigiiniin kaybi ile birlikte hiicresel
sisme vardir. DNA’nin yikilimi nadirdir ve parcalanmis hiicreler makrofajlar tarafindan

sindirilir (136).

2.3.3. Otofajik hiicre oliimii

Otofajik hiicre 6liimiinde en belirgin morfolojik degisiklik, sitoplazmada olusan
iki veya daha fazla katmanli zarla cevrili keseciklerin olusmasidir. Bu kesecikler
sitoplazma parcalar1 ve/veya mitokondri, endoplazmik retikulum (ER) gibi organelleri
icerirler. Sonunda otofaji kesecikleri lizozomla kaynasip, iglerinde tasidiklart yiiklerin
lizozomal enzimler tarafindan parcalamasini saglarlar. Bu hiicre i¢in hayati 6nem
tasityan bazi proteinlerin ve mitokondri gibi enerji metabolizmasinda rol oynayan
organellerin yikimina yol agmaktadir (55,98). Otofajik hiicre oliimiinde, kromatin
yogunlagmasi gibi ¢ekirdege 6zgii degisiklikler apoptotik hiicre 6liimiine nazaran ¢ok
daha sonra olmaktadir. Oliim kaspaz etkinligine bagimli olmadigindan, ne DNA
merdivenleri ne de apoptotik cisim olugmasit goézlenmez. Ayrica, otofajide oOli
hiicrelerin fagositoz tarafindan temizlenmesi apoptozda goriildiigiinden ¢cok daha ge¢ ve
diizensiz bir bigimde olmaktadir. Otofajik hiicre 6liimii daha ¢ok sitoplazmada gelisen
bir hiicre Olimidiir. Apoptozun en Onemli hedefi ise DNA'min barindigi hiicre

cekirdegidir (9).
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2.4. Apoptozda Rol Oynayan Proteazlar
2.4.1. Kaspazlar

Apoptozun cellatlar1 kaspazlar genis bir sistein proteaz ailesinin liyeleridir. 14
kaspaz belirlenmistir. Prokaspazlar 3 yolla aktive olurlar. Birinci yol aktif olan diger bir
kaspaz araciligi ile olur. Ikinci yol oto kataliz ve iigiincii yol ise apaf-1, sitokrom c ve
kaspaz 9’dan olusan bir aktivator protein araciligi ile olur (67). Apoptozda rol oynayan
kaspazlar baslatict kaspazlar (kaspaz 2,8,9,10) ve effektor kaspazlar (kaspaz 3,6,7)
olarak alt gruplara ayrilir. Baslatic1 kaspazlar kendini bolen adaptdr aracili aktive olurlar
(178). Kaspaz kaskadi aktivasyonu baglatic1 kaspazlarin effektér kaspazlar: bolmesi ve
aktive etmesidir. Effektor kaspazlar secici ve sinirl olarak hedef proteindeki aspartat
kalitlarindan bolerler. Bu ¢ogu kez hedef proteinin inaktivasyonu ile sonuglanir. Ancak
kapal1 bir negatif regiilator domainin yarilmasiyla direkt veya bir regiilator altbirimin
inaktivasyonu ile indirekt olarak proteinler aktive olabilir. Kaspazlar, niikleer
parcalanma ve hiicre seklinin kaybi i¢in gerekli niikleer laminlerin parcalanmasindan

sorumludur (67).

Kaspazlar, niikleer DNA’y1 parcalayan, kaspazla aktive olan DNAazi (CAD)
aktive ederler. CAD niikleusda bir subiinite bagl inaktif (ICAD) halde bulunur.
Effektor kaspaz 3 aktive oldugunda niikleusa go¢ eder ve inhibitdr subiiniteyi bolerek
CAD’1 aktive eder. CAD niikleozomlar arasindaki DNA’y1 kirarak DNA fragmentleri
olusturmaktadir (133). Fragmente olan DNA’lar apoptozun gdstergesi olarak

biyokimyasal ve molekiiler teknikler ile incelenebilir (108).

2.4.2. Katepsinler

Lizozomlar hidrolitik enzimler iceren zarla cevrili organeller olup hiicre iginde
makromolekiillerin sindirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Yaklasik 40 ¢esit hidrolitik enzim
icermektedirler (proteazlar, niikleazlar, lipazlar, glikozidazlar ve fosfolipazlar). Hepsi
asit hidrolaz olarak bilinir ¢linkii optimum aktivite i¢in asidik bir ortama ihtiyag
duyarlar. Lizozomal proteazlar endo ve ekzo peptidazlar olarak iki grupta

incelenmektedirler. Endoproteazlar c¢ogunlukla sistein ve aspartik proteazlardir,
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ekzoproteazlar ise sistein ve serin proteazlardir (180). Katepsinler, papain ailesi olarak
adlandirilan C1 grubu sistein proteazlardir. Bu proteazlar kaspazlarla kiyaslandiginda
daha az kisitlanmis bir substrat 6zgiilliigiine sahiptir. Katepsinler inaktif proenzimler
olarak sentezlenir ve post translasyonal olarak glikozillenir. Hiicresel mannoz-6-fosfat
reseptorleri kullanarak, lizozomal kompartmanlara dogru yonlendirilirler. Baz1 hiicreler
onemli miktarda olgun ve prokatepsin salgilayabilir. Buna ek olarak katepsinler
lizozomlardan sitoplazmaya salinabilirler ve normal durumlarda orada substratlarinin
boliinmesini katalize edebilir. ROS lizozomal gegirgenligin bozulmasina neden
olmaktadir (29). Lizozomlarin yapisinin bozulmasi sonucu katepsinler sitoplazmaya
sizmaktadir (82). Katepsinlerin lizozomlardan sitoplazmaya sizmasi, onlarin apoptoza
katkilar1 i¢in bir onkosuldur (29). Sistein katepsinler pro-apoptotik protein olan Bid’i
bolerek aktiflestirirler. Ayrica katepsinler mitokondri dis zar potansiyelinin
korunmasinda rol oynayan anti-apoptotik protein Bcl-2’yi pargalar (145). Ge ve
arkadaslar1 dilate kardiyomiyopati vakalarinda katepsin B proteini ve mRNA
saliniminin arttigini tespit etmislerdir. Katepsin B mRNA diizeyi ile apoptoz indeksi
arasinda pozitif korelasyon gérmiislerdir. Bu nedenle onlar dilate kardiyomiyopatinin
patogenezinde katepsin B’nin 6nemli oldugunu diisiinmislerdir (48). Tsuchida ve
arkadaslan sistein proteazlarin ve 6zellikle de katepsin B’nin miyokard infarktiisiinde
miyofibriler proteinlerin yikiliminda rol aldigini gdstermislerdir (174). Etanoliin
lizozomlar iizerindeki zararli etkileri nedeniyle, katepsinlerin lizozomlardan
sitoplazmaya sizmasina sebep oldugu Donohue ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir

(42).
2.4.3. Kalpainler

Kalpainler kalsiyum bagimli thiol-proteazlardir. Bu proteazlar sitoiskeletal
membran baglantili, regiilator proteinlerin varyantlaridir. Kalpainlerin  bir¢ok
izoformlar1 vardir. Kalpain ailesi tiyeleri: mikro-kalpain (kalpain 1), mili-kalpain
(kalpain 2), kalpain 10 ve doku-spesifik kalpainler ki soyle, kalpain 3 (kas- spesifik ¢
p94), kalpain 8 (mide nCl-2), kalpain 9 (sindirim kanali nCl-4), lens Lp82, Lp85, retinal

Rt88 ve korneal Cn94 gibi. u-Kalpainlerin aktive olmasi igin diisik mikromolar
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konsantrasyonlarda kalsiyum gereklidir, m-kalpainlerin aktive olmasi ic¢in yiiksek

milimolar konsantrasyonlarda kalsiyum gereklidir (85).

Kalpainler 80 kDa ve 30 kDa’luk subiinitelerden olusan heterodimerlerdir. 80
kDa’luk iinit katalitik yan birimi icerir ve her izozimde tektir. 30 kDa’lik iinit ise
regiilator sublinittir ve her iki izozim i¢inde de yer alir. 80 kDa’luk subiinit dort domain
(d1-d4), 30 kDa’luk subiinit ise 2 domain (d5-d6) igerir (Sekil 2.9). Otoliz sirasinda
domain parsiyel olarak ortadan kaybolur. Domain proteaz alanidir ve tipik kalmodulin
baglayict proteinlerle homologluk sergiler. Kalsiyum baglayici domainlerle iliskiye
girer ve proteaz aktivitesi i¢in gerekli olan domainleri serbestlestirir. En iyi karakterize
edilmis olan p ve m kalpainlerdir (kalpain I ve II). p kalpainler i¢in 5-50 mikromol, m
kalpainler i¢in 200-1000 mikromol kalsiyum konsantrasyonlarinda her iki kalpainde
aktive olur ve parsiyel olarakta otolize ugrarlar. [n-vivo olarak her iki kalpaininde
fizyolojik kalsiyum konsantrasyonlarinda (100-300 mikromol) aktive oldugu goriiliir.
Bununla birlikte fosfolipidler gibi diger faktorlerde aktivasyon i¢in ek bir rol
oynayabilirler (87).

Domain 1, kalpain aktivasyonu sirasinda siklikla yarilmayi yapan bir otolitik
domaindir. Domain II de proteoliz i¢in kritik 6nemi olan histidin, sistein ve asparajin
kalitlarinin bulundugu katalitik aktif bolge vardir. Domain III, fosfolipid ve kalsiyum
baglayan asidik lopa sahip bir C2 benzeri yapidadir. C2-bélgesi yiiz otuz aminoasit
uzunlugunda kalsiyum baglayici bir yapidir. Domain IV, bir kalsiyum baglayict penta
EF-el motifi icerir ve bu kalsiyum baglayan proteinlerin ¢oguyla benzer 6zellikdedir
(Sekil 2.10,11). EF-el yapisinin bulundugu bir proteine Ca™ baglanmasi, hidrofobik
gruplar yilizeye ¢ikaran biiyiik konformasyonel degisikliklere neden olur (Sekil 2.12)

(8).
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Domain IIb

Sekil 2.10 Kalpainin sematik yapisi (87)
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Sekil 2.11 Insan kalpain ailesi iiyelerinin domain yapilar1.

Tipik kalpainler (80 K) 4 domain igerir, atipik kalpainlerde ise eksiktir veya yer degistirmisdir.
Kalpainlerin kiigiik subiinitesi 2 domain (V ve VI) igerir (164).
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Sekil 2.12 Kalsiyum tarafindan kalsiyumun aktivasyon mekanizmasi.

m-Kalpaine fosfolipidlerin baglanmas: konformasyonal degisikligi indiikler. Domain Ila ve IIb
yakinlagip baglanir, birlikte fonksiyonel katalitik bir bdlge olustururlar. Bu 30 kDa ve 80 kDa Ik
bolgelerin ayrigmasina neden olur. Béylece 30 K lik homodimer olusumu ile sonuglanir. K7 ve D154
kalsiyum iyonlar1 yokken bir tuz kopriisii olusturur (164).

Kalpainler hiicre iskeleti ve sinyal iletiminde gorev alan proteazlar olup, ayrica
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, inflamasyon, iskemi, muskiiler distrofiler,
kataraktogenez, Alzheimer ve Parkinson hastaliklart gibi diger fizyolojik ve
patofizyolojik proseslerde yer alirlar (94). Etanoliin neden oldugu hiicre Sliimiinde

kalpainlerin aktive oldugu Rajgopal ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir (139).
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2.4.3.1. Endoplazmik retikulum ve kalsiyum

Hiicre ici Ca™ konsantrasyonu, kalsiyum kanallari ve kalsiyum baglayici
proteinler ile ayarlanarak ER depolanir. Ca" depolanmasinda endoplazmik retikulum
depo gorevi goriir. Ca™, ER liimeninde serbest veya kalretikulin ve kalneksin gibi
luminal proteinlere bagl olarak bulunur. Ca™, sitozolden sarkoplazmik/endoplazmik
Ca™-ATPaz (SERCA), ATP aracili Ca™ pompasi konsantrasyon gradientine karsi ER
limenine Ca™ tagir. inozitol-1, 4, 5 trifosfat (InsPs) reseptéir/Ca+2 kanallar1 veya
ryanodine reseptor (RyR)/Ca™ kanallari kalsiyumun ER’dan saliiminda 6nemlidir
(Sekil 2.13). Sitozolik Ca™ konsantrasyonundaki artis, kalpainlerin aktive olmasina

neden olur. Ayrica sitozolik Ca** konsantrasyonu artisi kalsindrin ve bad aktivasyonuna

da neden olur (87).
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Sekil 2.13 Endoplazmik retikulum, kalpain ve kalsiyumun apoptozdaki rolleri (87)
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2.4.3.2. Kalpain-katepsin hipotezi

Nekrotik hiicre 6liimii durumunda aktive olmus kalpainlerin lizozomal zarlara
zarar verdigi belirlenmistir. Iskemik olaylardan sonra ilk goriilen kalpainlerin,
lizozomlarin zarina yerlesmesidir ve sonrasinda da katepsinler sitoplazmaya sizar. Bu
gozlemler kalpain-katepsin hipotezinin olusumuna neden olur (Sekil 2.14). Kalsiyum
aracili kalpain aktivasyonu; lizozomlarin yirtilmasi, oldiiriicii katepsinlerin sizmasi ve

hiicrenin parcalanmasi ile sonuglanir (166).
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Sekil 2.14 Kalpain katepsin hipotezi (166).

2.4.3.3. Kalpain aktivasyonunun regiilasyonu

Kalpain aktivitesi, otoproteolitik salinim, fosforilasyon, Ca™ konsantrasyonu ve
endojen inhibitor kalpastatin ile regiile edilir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerine
kalpainlerin hassasiyeti zar fosfolipitleri sayesindedir (87). Eksojen olarak da verilen
kalpain inhibitorleri ile kalpain aktivasyonunun regiile edilmesine yonelik ¢calismalarda

vardir (35,182).

28



2.4.3.3.1. Kalpainler ve kalpastatin

Kalpastatin (110 kDa), kalpainin endojen inhibitdr proteinidir. Kalpain haricinde
diger proteazlar1 inhibe etmez. Kalpastatin, kalpain ile beraber sitozolde ve zarda
bulunur. Kalpastatin dort adet inhibitor bolge icerir ve 1 molekiil kalpastatin 4 molekiil
kalpaini inhibe eder (Sekil 2.15). Neonatal serebral hipoksi ve iskemide yapilan
calismada kalpastatin’in hipoksiye karsilik olarak upregiile oldugu ve kalpaine kars1 bir
intihar substrat1 oldugu tespit edilmistir (87).

XL L I 11 I IV
ABC ABC ABC ABC

Sekil 2.15 Kalpastatinin sematik diyagrami. XL domain de goriilen +++ Protein kinaz A bagiml
fosforilasyon bolgeleridir (38).

2.4.3.3.2. Kalpain inhibitorleri

Bir diizineden fazla kalpain inhibitorii bilinmektedir. E64 (N-trans-epoksisiiksinil-
L-16sin 4-guanidinobutilamid), leupeptin (N-asetil-Leu-Leu-argininal), kalpain inhibitor
I (N-asetil-Leu-Leu-norlosinal), II ~ (N-asetil-Leu-Leu-metiyoninal), = AK295
(benziloksikarbonil-Leu-aminobutirik asit-CONH(CH;);-morfolin), AK275
(benziloksikarbonil-Leu-aminobutirik asid-CONH-CH,CH3) gibi. En ¢ok kullanilanlar
peptid aldehitlerdir. Aldehit son grubu siilfidril grubuna baglanir. Bu baglanma
kalsiyuma bagimli ve geri doniistimliidiir. Kalpain inhibitor-1 hiicre gecirgenligi olan
bir inhibitordiir. Ancak leupeptin hiicre gegirgenligi cok az olan bir kalpain
inhibitoriidiir. Diger bir inhibitdr ise E64; bu da kovalent baglarla siilfidril grublarina
geri doniisiimsiiz olarak baglanir (87). Aldehid peptid olan Kalpain inhibitor-1,
kalpainin aktif bolgesini bloke eder (Sekil 2.16) (27). Deneysel beyin hasari, hipoksi ve
santral sinir sistemi infeksiyonlarinda kalpain artigini takiben kullanilan leupeptin, E64
ve A295 gibi kalpain inhibitorlerinin arasidonik asid metabolitlerinde azalma,
plazmalojen ve Na-K ATP’az aktivitelerinde artma gibi biyokimyasal degisimlere

neden oldugu ve santral néroprotektif ve antiinflamatuar etkisi gosterilmistir (94).
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Sekil 2.16 Kalpain Inhibitor I; N-[N-(N-Asetil-L-1sil)-L-16sil]-L-norldsinal.

2.4.3.4. Kalpain ve kaspazlarin apoptozdaki sinerjik rolleri

Kalpainler, kaspaz 9 ve prokaspaz 3’iin aktiflenmesini saglayarak apoptoza katilir.
Kaspaz 3’iin m-kalpain ile aktivasyonu doza bagimli bir sekilde in-vitro olarak sitozolik
fraksiyonlara inkiibasyonu, kaspaz 3 proformlarinin kalpainlerle beraber ayni ortamda
tutulmasi ile ortaya konmustur. Bu bir miktar aktif kaspaz 3’lin olmasin1 gerektirir ve
kalpain inhibitorii kalpastatin ile engellenebilir. Blomgren ve arkadaslar1 kaspaz 3’{in,
neonatal hipoksi-iskemi sonrasi sinerjistik aktivasyonun m-kalpain vasitasiyla oldugunu

gostermistir (Sekil 2.17) (91).
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Sekil 2.17 Kalpain ve Kaspazlarin apoptozdaki rolleri (87).

30



2.4.3.5. Mitokondyri igindeki kalpainler

Kalpainler sitoplazmik enzimler olarak diigiiniilmesine ragmen son c¢aligmalar
kalpainlerin mitokondride de var oldugunu gostermektedir. Mitokondriyal aspartat
aminotransferaz ve AIF’lin kesilmesine karisirlar (124). Mitokondriyal p-kalpainlerin
biyokimyasal ozellikleri sitozolik p-kalpainlere benzer, 80 kDa’lik biiyiik katalitik alt
tinitesi ile bir 28 kDa’lik diizenleyici kiigiik alt birimi vardir (84). Mitokondride kalpain
10’un varlig: ile ilgili ¢calismalar artmaktadir. Kalpain 10 elektron tasima zincirinin
komplex 1 alt iinitesini yarmasi ile kalsiyum indiiklemeli mitokondrial disfonksiyona
sebep olur. p-Kalpain ve m-kalpainden farkli olarak mitokondrial kalpain 10, domain
IV igermez (8). Tavsan, sican ve fare bobrek mitokondrilerinde molekiiler kiitlesi 75
kDa (kalpain 10a), 56 kDa (kalpain 10c veya 10d), ve 50 kDa (kalpain 10e) olan kalpain
10’u Giguere ve arkadaslar1 belirlemistir (51). Fizyolojik ve patofizyolojik sartlar
altinda kalsiyum iyonu konsantrasyonu paylasimina mitokondriden “sodyum kalsiyum
degistirici (NCX)” aracil1 kalsiyum saliniminin dnemli bir katkist oldugu gosterilmistir
(53). Mitokondrial kalsiyum konsantrasyonundaki artis mitokondrial kalpainleri aktive
eder, akabinde apoptotik hiicre Olimii tetiklenir. Mitokondrial kalsiyum
konsantrasyonundaki bu artigda, p-kalpainler tarafindan NCX’in yarilmasi,
mitokondrial major kalsiyum fiskirmasi diiz kas hiicrelerinin 6liimiinde 6nemli rol

oynayabilir (Sekil 2.18) (85).
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Sekil 2.18 Mitokondrideki kalpain aracili hiicre 6liimii modeli.

Bir apoptotik uyaran hiicre i¢ine kalsiyum akisina neden olur. Kalsiyum konsantrasyonundaki
artis, AIF yapimina neden olan IMS/IM daki kalpain aktivasyonu ile sonuglanir. Es zamanli olarak da
mitokondrial NCX de yarilma, major kalsiyum fiskirmasi olabilir ve mitokondrial kalsiyum asir1 dolmast,
sitokrom ¢ salinimi olur. AIF {in yarilip parcalara ayrilmasi, sonra sitozol i¢ine salinimi(A), Bax/Bak-
aracili porlar(B) veya kalsiyum bagimli mitokondrial permeabilite gecisinin uyarilmasi, niikleusa
translokasyon ve orada kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu olusumu (85).

Mitokondrial p-kalpainler olgun AIF’i (62kDa) yarmaktadir ve tAIF (57kDa)
mitokondri i¢ zarindan zarlar aras1 bolgeye salinir. Bu mitokondrial p-kalpainlerin AIF
indiiklemeli kaspaz bagimsiz programli hiicre 6limii yolaginda bir baslatic1 oldugunu
gostermektedir (125). Ayrica kalpainler mitokondrial gegis porlarinin olusumunu
artirarak AIF salimiminda direkt rol alirlar. Voltaj bagimli anyon kanallarinin (VDAC)
proteolitik siireci aracilifiyla sitozole tAIF’ nin saliniminda mitokondrial m-kalpainler

onemli bir rol oynar. AIF, VDAC’1n yarilmasi ve Bax’in mitokondrial birikimi aracilig1

ile sitozole salinir (Sekil 2.19) (126).
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Sekil 2.19 AIF’lin olusumu ve mitokondriden salinimi modeli. Bir apoptotik uyarict sitozol igine
kalsiyum akigina neden olur. Kalsiyum konsantrasyonundaki artis mitokondri igine kalsiyum akisina
neden olur. Bu da IMS i¢inde mitokondrial p-kalpain aktivasyonuyla sonuglanir. Aktive olan
mitokondrial p-kalpain AIF’ii keser ve IM’den IMS’ye salinir. Mitokondrial kalsiyum diizeyinde
meydana gelen daha fazla artislar OM deki Bax ile ilgili VDAC’1n yarilmasina neden olan mitokondrial
m-kalpaini aktive eder. tAIF bu durumda VDAC/Bax-aracili porlar veya Bax/Bax-aracili porlar aracilryla
sitozole salinir (85).

Kalpainler, kaspaz bagimli programli hiicre 6limii yolaginda proteazlarin kaspaz
ailesi tiiyeleri ile direkt ve indirekt etkilesimler yaparak Onemli rol oynayabilirler.
Kalpainler Apaf 1’1 yarmaktadir. Apaf-1’de meydana gelen kayip, kaspaz 3 benzeri
proteazlarin aktivitesindeki azalma ile koraledir. Kaspaz 9 iizerindeki kalpainlerin
etkisi, ayn1 zamanda kaspaz 3’1 aktive etme yetenegindeki kayip ile sonuglanir. Aksine
kalpain prokaspaz 7’yi kaspaz 7 haline doniismesi i¢in keser. Bu diger kaspaz
aktivitelerinden bagimsizdir (16). Kaspaz sistemi ve kalpainler arasindaki atisma ayni
zamanda kalpastatin aracilifi ile de olusur. Kaspazlar, kalpastatinin keserek onun
inhibitor aktivitesini azaltirlar. Bu da kalpain ile kalpastatin sistemi arasindaki etkilesim
sistemini diizenler. Her ne kadar kalpastatinin asir1 ekspresyonu baglangigta kaspaz 3
aktivitesini artirsada (kaspaz 9 ve kaspaz 3’lin kalpain aracili yikiliminin engellenmesi)
kalpastatin daha sonra kaspaz 3 tarafindan yikilir. Bu kalpain aktivitesinde ikincil

artirict bir etki yaratir (Sekil 2.20) (16,85).
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Sekil 2.20 Kalpain, kalpastatin ve kaspazlar arasindaki iligki (123).

MPT (membran permabilite transisyonu) bir mitokondrial disfonksiyon formudur
ve asirt kalsiyum dolmasi, adenin niikleotid konsantrasyonunda azalma, mitokondri zar
potansiyelinde azalma, oksidatif stresdeki artis ile olusur, porlarin agilmasi ve
mitokondrial sisme ile karakterizedir (Sekil 2.21). Kalpain 10’un asir1 salinimi
mitokondrial bozulmay1 ve sismeyi uyarmaktadir, bu MPT ile uyumludur ve MPT
inhibitdrleri tarafindan mitokondrial morfolojideki bu degisiklikler durdurulabilir (96).

Kalpain inhibitorii kalpeptin tarafindan MPT nin % 30 inhibe edildigi goriilmiistiir (8).
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Sekil 2.21 Kalsiyum ile indiiklenen mitokondrial disfonksiyondan sonra kalpain 10 etkisinin ileri
siiriilen mekanizmasi (85).

Hasardan sonra olusan sitozolik kalsiyum artis1 nedeniyle, kalsiyum kanal
uniporter araciliyla mitokondriye kalsiyum gecer. Matriksdeki kalsiyum artigi, solunum
defekti ile sonlanmasina neden olan kompleks 1’in 2 6nemli alt {initesinin (ND6* ve
NDUFV2#) yarilmasini indiikleyen mitokondrial kalpain 10’u aktive eder. Mitokondrial
kalsiyumdaki artis ayn1 zamanda muhtemelen zar por proteinlerinin proteolizi boyunca

MPT’nin indiiklenmesinde de pay1 vardir (85).

2.4.3.5.1. Mitokondrial kalpainlerin regiilasyonu

Akciger diiz kas mitokondrileri XL domainine sahip 145 kDa agirliginda
kalpastatin, ve L domainine sahip 110 ve 120 kDa agirhigindaki kalpastatin igerdigini
son ¢aligmalarla gosterilmistir (84). Fizyolojik kalsiyum konsantrasyonlarinda p-kalpain
kalpastatin tarafindan sikica diizenlenmektedir. Ozaki ve arkadaglar1 p-kalpainlerin
ERp57 tarafindan regiile edildigini gostermistir (125). ERp57 protein disiilfit isomeraz
ailesi iiyesidir. ERp57 sitozolde, endoplazmik retikulumda ve c¢ekirdekte bulunur.
Yanlis katlannmis glikoproteinlerin disiilfit baglarmmin yeniden diizenlenmesinde ve

katlanmanin dogrulanmasinda gorev yapar. m-Kalpain, ERp75 ile iliskilidir. ERp75, 1s1
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sok protein 70 ailesinden olan 6nemli bir molekiiler saperondur. Mitokondrial m-
kalpainin biiylik alt biriminin yeniden katlanmasinda ERp75 6nemli rol oynar. Bu
yeniden katlanma, muhtemelen fonksiyonel konformasyon formunda disiilfit baglarinin

olusumunu igerir (85).

2.5. Miyokard Hasarmin Biyokimyasal Belirtegleri

Akut gogiis agrisindan dolayr insanlar hastanelerin acil boliimlerine
bagvurmaktadir. Miyokard infarktiisiiniin teshisi semptomlar, elektrokardiyogram
(EKG) bulgulart ve kardiyak testlerinden destek alir (128). Ama EKG siklikla
diagnostik degildir (111) ve semptomlar atipik veya giivenilmez olabilir (137).
Myokardiyal hiicreler nekroza ugradiklarinda zar biitiinliigi kaybolur ve hiicre ici
makromolekiiler yapi, lenfatikler ile dolagima gecerler. Bunlara “serum kardiyak
belirtegler” denir. Optimal bir 6zgiinliik i¢in; biyokimyasal belirteglerin miyokardda
ylksek oranda bulunmasi, buna karsilik baska dokuda ve serumda hi¢ bulunmamasi
gerekir. Optimal duyarlilik i¢in ise miyokard hasarin takiben siiratle seruma ¢ikmasi ve
serumdaki miktar1 ile hasarin derecesi arasinda uyum olmasi gereklidir. Ayrica 6l¢iim
metodunun kolay ve ucuz olmasi ve taniya olanak saglayacak kadar yeterli siirede
serumda yiiksek diizeyde kalmasi gerekmektedir (150). Bu sebeplerden dolay1
aragtirmamizda geleneksel kardiyak testleri, 6zellikle de kreatin kinazin izoenzimi CK-
MB (kreatin kinaz-MB) aktivitesi ve beyin natriiiretik peptid (BNP) onikinci saatte

Olciilebilecek en uygun testler olarak kullanildi.

2.5.1. Kreatin kinaz-MB

Kreatin kinaz kas metabolizmasinin temel bir enzimi olup ATP aracili kreatinin
fosforilasyonu geri doniisiimlii 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 iizere 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’n1 MM fraksiyonu,

%2-6’s1m1 da MB fraksiyonu teskil eder (66). Miyokard infarktiisii sonrasinda serumda
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total CK aktivitesi 4-6 saat i¢cinde yiikselmeye baslar. CK-MB go6giis agrisi basladiktan
yaklasik 10-20 saat sonra maksimum diizeye ulasir. CK-MB’nin yar1 émrii CK-3’ten
daha kisa oldugundan total CK’dan daha hizli azalir. CK-MB enziminin MB-1 ve MB-2
formu vardir. Miyokard infarktiistinde MB- 2 formu salinir (63).

2.5.2. Atrial ve beyin natriiiretik peptidler (ANP ve BNP)

Atrial ve beyin natriiiretik peptidler dncelikle kalpte tiretilir. Her ikiside onciil bir
peptidin son {iriinlerini temsil eder. Ornegin pro-ANP nin yarilmasiyla olgun ANP
meydana gelir. Normalde BNP’nin temel salinim bolgesi kardiak ventrikiillerdir ve
ANP’nin ise atriumdur (149). Miyosit i¢inde sentez edilen prepro BNP 134
aminoasitten olusur. Pro BNP olusturmak iizere 26 aminoasitlik bir sinyal peptidi
ayrilir. Sonrasinda 76 aminoasitlik kisim ayrilarak 32 aminoasitten olusan BNP olusur
(Sekil 2.22) (25). Kalp dokusundan BNP’nin salinim1 6-12 saatte doruk noktasina ulasir
(119,163). ANP ve BNP’nin saliniminin uyarilmasinda hem ventrikiiler yapinin hem de
norohormonal faktorlerin 6nemli oldugunu gdsteren kanitlar vardir. Natritiretik
peptidlerin biyosentezinin ve saliniminin diizenlenmesinde; elektrolit dengesi, kan
basinct ve vazomotor halin kontrol edilmesini i¢ceren kompleks bir mekanizma vardir.
Miyokardiyal gerilme ANP ve BNP’nin salinimina neden olur. Endotelin 1, anjiotensin
2, katekolaminler, tiroid hormonlar1 ve prostaglandinler natriiiretik peptidlerin gen
ekspresyonunu ve salimimimi uyarir (149,183). Kardiyovaskiiler fonksiyonun
kontroliinde hormonal sistemin en 6énemlilerinden biri olan natriiiretik peptid sistem rol
oynar. ANP ve BNP’nin fizyolojik etkileri arasinda vazodilatasyon, natriiirez, renin-
anjiotensin-aldosteronun ve sempatik sinir sistemi inhibisyonu vardir. ANP ve BNP
aynt zamanda norotransmisyon, endokrin fonksiyonlar ve hiicre cogalmasi ile
hipertrofisinin regiilasyonunda da etkindirler (46,149). Tim memeli tiirlerinde
natritiretik peptid genlerinin uyarilmasi kardiyak hipertrofinin bir gostergesidir ve klinik
siddetin belirtecidir (46,76). Natriiiretik peptidler kimyasal maddelerin kalp lizerindeki
etkilerini  belirlemede kullanilabilir. Ornegin siganlarda sekiz haftalik etanol

maruziyetinden sonra plazma BNP diizeyinde artig goriilmiistiir (175).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Cerrahi Islem ve Operasyon ProtoKolii

Calismamizda 250-300 gr erkek Spraque-Dawley tiirii siganlar kullanildi. Deney
hayvanlarindaki ¢aligmalar i¢in 6n denemeler gerceklestirildi, etanol verilen siganlarda
kalp iizerine etkiler gozlendikten sonra caligmalara gecildi. Calismamizda kullanilan
doku kalbin sol ventrikiiliidiir. Sol ventrikiil izole edildiginde ¢ok kiiciik oldugu igin
(150-200 mg) ikiser grup olusturularak 80 sican kullanildi. Dolayisiyla 40 adet sican
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. 40 adet
sican ise Histoloji Anabilim Dali’nda histolojik incelemeler i¢in kullanildi. Bu
calismada yapilan biitiin islemler icin Osmangazi Universitesi Tibbi-Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezinden izin alinarak etik kurul raporu diizenlendi (Kayit no: 113/2009).
Bu arastirma i¢in gerekli kaynak, Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonunca desteklenen 201011003 nolu projeden saglanmustir.

3.1.1. Deney gruplari

Kontrol grubu (n=10): Bu gruptaki sicanlara etanolle ayni kaloride maltoz

soliisyonu verildi.
Etanol grubu (n=10): Bu gruptaki sicanlara 8g/kg etanol verildi.

Etanol + inhibitor grubu (n=10): Bu gruptaki sicanlara 8g/kg etanol ve 20 mg/kg

kalpain inhibitdrii verildi.

Coziicii grubu (n=10): Kalpain inhibitoriiniin ¢oziildiigii miktarda DMSO ve

maltoz soliisyonu verildi.

3.1.2.  Etanol infiizyonu

Etanol akut etki olusturacak sekilde sicanlara gavajla 8g/kg viicut agirligi olarak
verildi. 12 saat sonra siganlardan serum ve doku 6rnekleri alindi. Etanolle esit kaloriye
denk gelmesi amaciyla kontrol ve c¢oziicii grubuna da maltoz soliisyonu verildi

(26,83,155).
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3.1.3. Inhibitor

Kalpain inhibitorii olarak kalpain inhibitér 1 (N-asetil-16sin-16sin-norldsinal) 20
mg/kg olarak etanol verilmesinden 15 dakika &nce intraperitonal yolla verildi. Inhibitor
DMSO’da ¢oziildii. Coziicii grubuna da inhibitoriin ¢oziildiigii miktarda DMSO
intraperitonal yolla verildi (35,182).

3.1.4. Anestezi

Etanol verilmesinden 12 saat sonra tiim sigcanlara anestezik madde olarak
ketamin—ksilazin karisimi uygulandi (80,99).

3.1.5. Numunelerin saklanmast

Biyokimyasal caligmalar i¢in dokular sivi azot ile muamele edilip ¢alisma anina
kadar -80 C° saklandi. Histolojik ¢aligmalar igin dokular notral formalinde 2448 saat

stire ile fikse edildi. Fiksasyondan sonra dokularin rutin histolojik takipleri yapildi.
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3.2. Biyokimyasal Ol¢iimler
3.2.1. Kalpain aktivasyonu él¢iimii

Kalsiyum igeren ve igermeyen iki farkli tampondaki 6l¢lim sonuglarmin farki
kalpain aktivitesi sonucu olarak kullanildi. 63.2 mM imadazole-HCI igeren 10 mM of 2-
mercaptoethanol (pH 7.3) “6l¢iim tamponu” olarak kullanildi. Olgiim tamponuna 20
mM Etilenbis(oksonitrilo)]tetra-asetat (EGTA) ve 25 mM Etilendiamintetraasetik asid
(EDTA) ekleyerek pH’1 7.3 olan “kalsiyumsuz tampon” olarak isimlendirildi. Ol¢iim
tamponuna 1.25 mM CaCl, (pH 7.3) eklenerek “kalsiyumlu tampon” elde edildi.
Dokular “5 ml/g doku” oraninda kalsiyumsuz tampona koyularak homojenize edildi.

Daha sonra (14000 g, 4°C, 30 dakika) santrifiij edildi.

500 pl supernatant iceren 4 tiipiin ilk ikisine 1.5 ml kalsiyumsuz tampon
eklendi. Diger ikisine 1.5 ml kalsiyumlu tampon eklendi. 37 C° de 10 dakikalik
preinkiibasyondan sonra 10 pl substrat N-stiksinil-Leu-Tyr—7-amino—4-metil kumarin

(10 mM DMSO iginde) eklendi.

30 dakikalik inkiibasyondan sonra biitiin tiipler flurometrede 380 eksitasyon
and 460 nm emisyonda okundu. Kalpain aktivitesi kalsiyum bagimli flurosans ve
kalsiyum bagimli olmayan flurosansin farki olarak tespit edildi. A 7-amino—4-metil
kumarin (AMC) ile kalibrasyon egrisi ¢izildi (Grafik 3.1). Kalpain aktivitesi doku
proteini ve dakikaya gére AMC salinimi olarak ifade edildi (110).

Grafik 3.1 Kalpain aktivitesi kalibrasyon egrisi
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3.2.2. Katepsin B ve L aktivite ol¢giimleri

Lizozomlardan sitoplazmaya sizan ve saglam lizozomlarda kalan katepsinlerin
tespit edilmesi hiicre hasar1 hakkinda ip ucu verebilmektedir. Siipernatandan sitozolik
fraksiyonun elde edilmesi i¢in kalp dokusu homojenati siikkroz Tris-HCI tamponunda
(0.32 M siikroz, 0.05 M Tris-HCI, pH 7.4) homojenizator kullanilarak hazirlandi. Daha
sonra homojenatlar +4 °C’de 5 dakika boyunca 1000 g’de sanrifiij edildi. Pelletler
ayrildiktan sonra siipernatanlar +4 °C’de 20 dakika boyunca 10 000 g’de santrifiij edildi.
Stipernatanlar sitozolik fraksiyon olarak kullanildi. Pellet ise 1 ml Triton X 100 igeren
tampon ile resiispanse edilerek lizozomal fraksiyon olarak kullanildi (74). Sitozolik ve
lizozomal fraksiyonlarda ayr1 ayr1 Olciilen katepsin aktivitelerinin birbirine oram

lizozomal hasarin miktarini géstermektedir.

Katepsin B ve L enzim aktivitesi Kirschke ve arkadaslarinin modifiye ettikleri
yonteme gore calisildi. Enzim aktivitesi metilkumarilamid substrati kullanilarak
Olciildi. 0.75 ml madde B (8.0 mM L-sistein), 0.90 ml madde C (% 0.1 (v/v) Brij 35
¢ozeltisi), 0.10 ml homojenat karistirildi.  Uzerine 0.75 ml madde D (Katepsin L
aktivitesi substrati olarak Z-Phe-Arg-7-Amido-4-Metilkumarin kullanarak, katepsin B
aktivitesi Z-arg-arg-7-amido-4-metilkumarin kullanilarak) konulduktan sonra olusan
floresans 348 nm eksitasyon ve 440 nm emisyonda spektroflurometrede olgiildii (13).
AMC’nin seri diliisyonu ile kalibrasyon egrisi ¢izildi ve sonuglar nmol/ml olarak
hesapland1 (Grafik 3.2). Sitozolik fraksiyonunun sonuglari lizozomal fraksiyona

oranlandi.

Grafik 3.2 Katepsin aktivitesi kalibrasyon egrisi
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3.2.3. Kaspaz 3 aktivasyonu él¢iimii

Kaspaz—3 aktivitesini 6lgmek i¢in ticari kit ( Sigma CASP-3-C) kullanildi. Bu kit,
asetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilidin, p-nitroanilin (pNA) olusacak sekilde kaspaz-3
tarafindan hidrolizi ile olusan pNA’nin absorbansinin 405 nm’de Ol¢iimii prensibine
dayanmaktadir. Kalp doku ornekleri lizis tamponunda (250 mM HEPES, pH 7.4, %l
CHAPS, 50 mM DTT, 10 mM EDTA) homojenize (1/10) edilerek 3000 rpm’de +4
°C’de 20 dakika santrifiij edildi. Stipernatant 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi,
siipernatantda santrifiij iglemi tekrarlandi. Siipernatant fraksiyonunda kaspaz—3

aktivitesi ol¢iildii (190).

Kaspaz 3 aktivitesi 6l¢iimii kisaca su sekilde yapildi:

1. 96’11k plate kuyucuklarina numune, kor ve standarttan 5 pl eklendi.

2. Uzerlerine 85 ul ¢alisma soliisyonundan (200 mM HEPES, pH 7.4, 1%
CHAPS, 50 mM DTT, 20 mM EDTA) eklendi.

3. Kaspaz 3 substrat1 Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidden 10 ul eklendi.

4. 1 saat 37 C° de bekletildikten sonra elisa okuyucu ile 405 nm’de absorbanslar
olgiildii.

p-Nitroanilin kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izildi (Grafik 3.3). Doku protein
iceriginin Ol¢lilmesiyle pmol pNA/ dakika/ mg protein olarak ifade edildi.

Grafik 3.3 Kaspaz 3 aktivitesi kalibrasyon egrisi
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3.2.4. Sitokrom c salinimi olciimii

Sitokrom ¢ salinimi dl¢limii i¢in kalp dokusu tampon A (20 mmol/l HEPES-KOH,
pH 7.5, 250 mmol/l siikroz, 10 mmol/l KCI, 1.5 mmol/l MgCl,, 1 mmol/l EDTA, 1
mmol/l EGTA, 1 mmol/l dithiothreitol, 0.1 mmol/l fenilmetilsulfonil florid, 2 pg/ml of
aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, ve 5 pg/ml pepstatin) igerisinde homojenize edildi. 800
g’de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi ve pellet tampon A ile resiispanse
edildikten sonra tekrar 8000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
supernatant baska bir tiipe alindi. Pellet tampon A ile yikandiktan sonra, tampon B (10
mmol/l TrisHCI, pH 8.0, 0.5% Nonidet P-40 ve 5 mmol/l CaCl, igeren) icerisinde
¢oziildii ve mitokondrial fraksiyon olarak kullanildi. Supernatant ise 100000 g’de
santrifiij edildi ve sonrasinda supernatant sitozolik fraksiyon olarak kullanild1 (160).
Hem mitokondrial fraksiyonda hem de sitozolik fraksiyonda ticari kit (R&D Sistemleri
MCTCO) kullanilarak Sitokrom c¢ Ol¢limii yapildi. Sitozolik fraksiyonun mitokondrial

fraksiyona oran1 mitokondrial hasarin gostergesi olarak kullanildi (56).

Sitokrom c dl¢limii kisaca su sekilde yapildi:
1. Kitten ¢ikan plate de bulunan her bir kuyucuga 75 ul konjugat soliisyonu
(Horseradish peroksidaz bagh sigan/fare sitokrom c¢ antikoru ) eklendi.
2. 50 pl standart (200 ng sigan/fare sitokrom c), kontrol, numune plate
pipetlenip karistirildi. 2 saat oda 1sinda bekletildi.

3. 400 pl yikama soliisyonu ile her bir kuyucuk 5 kez yikandi.

4. 100ul substrat (HO, ve Tetrametilbenzidin) eklenip 30 dakika oda
1s1sinda bekletildi.

5. 100 pl stop soliisyonu (Hidroklorik asit) eklenip 30 dakika icinde 450

nm’de elisa okuyucu (Victor) ile absorbanslar okutuldu.
Kitin icerisinden ¢ikan standart ile seri diliisyon yapildi. Standartlarin absorbans
degerleri Olgiildli ve kalibrasyon egrisi yardimiyla sonuglar ng/ml olarak hesaplandi

(Grafik 3.4). Sitozolik fraksiyonun sonuglar1 mitokondrial fraksiyona oranlandi.
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Grafik 3.4 Sitokrom c 6l¢iimii kalibrasyon egrisi
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3.2.5. Serum BNP diizeyinin belirlenmesi

Serum BNP diizeyleri ticari kit (USCN Life Science) kullamlarak &lgiildii. Olgiim
kisaca su sekilde yapildi:

Kitin i¢erisinden ¢ikan 96’lik plate standart, kor ve serum 100 pl pipetlendi. 2 saat
37 C° de bekletildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. 100 pl soliisyon A (Biotin ile baglanmis
poliklonal BNP antikoru) pipetlendi. 1 saat 37 C° de bekletildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. 350 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikand.

100 pl soliisyon B (Horseradish peroksidaz bagl avidin) pipetlendi. 30 dakika 37
C° de bekletildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. Her bir kuyucuk 350 pl yikama soliisyonu
ile 5 kez yikandi.

90 pl substrat soliisyonundan (Tetrametilbenzidin) her bir kuyucuga pipetlendi.
Isiktan korunarak 15 dakika bekletildi.

50 pl stop soliisyonundan (Siilfirik asit) her bir kuyucuga pipetlendi. Olusan sar1
renk 450 nm de elisa okuyucu (Victor) ile dl¢iildii.

Kitin igerisinden ¢ikan standart ile seri diliisyon yapildi. Standartlarin absorbans
degerleri 6lgiildii ve kalibrasyon egrisi ¢izildi (Grafik 3.5). BNP sonuglari pg /ml olarak
ifade edildi (186).

Grafik 3.5 Beyin Natriiiretik Peptid Kalibrasyon egrisi.
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3.2.6. Serum CK-MB diizeyinin belirlenmesi

Serum CK-MB diizeyleri ticari kit (USCN Life Science) kullanilarak o6l¢iildii.
Olgiim kisaca su sekilde yapildi:

Kitin igerisinden ¢ikan 96’lik plate standart, kor ve serum 100 pl pipetlendi. 2 saat
37 C° de bekletildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. 100 pl soliisyon A (Biotin ile baglanmis
poliklonal CK-MB antikoru) pipetlendi. 1 saat 37 C° de bekletildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. 350 pl yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

100 ul soliisyon B (Horseradish peroksidaz bagli avidin) pipetlendi. 30 dakika 37
C" de bekletildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. Her bir kuyucuk 350 pl yikama soliisyonu
ile 5 kez yikandi.

90 pl substrat (Tetrametilbenzidin) soliisyonundan her bir kuyucuga pipetlendi.
Isiktan korunarak 15 dakika bekletildi.

50 ul stop soliisyonundan (Stilfirik asit) her bir kuyucuga pipetlendi. Olusan sar1
renk 450 nm de elisa okuyucu (Victor) ile 6l¢iildii.

Kitin igerisinden ¢ikan standart ile seri diliisyon yapildi. Standartlarin absorbans
degerleri Olciildii ve kalibrasyon egrisi ¢izildi(Grafik 3.6). CK-MB sonuglart U /L
olarak ifade edildi (105).

Grafik 3.6 Serum CK-MB 6l¢iimii kalibrasyon egrisi
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3.2.7. Doku protein miktart él¢iimii

Kalp dokusundan elde ettigimiz homojenatlarin protein miktarin1 Bradford
yontemi ile ol¢iildii (18).
Realktifler:
1. Coomassie Brilliant Mavi G-250
2. Ethanol %95
3. Fosforik asit (H3;PO4) %85
1 litre Bradford soliisyonu hazirlamak igin;
1. Basamak: 1 litrelik kabda 100 mg G-250 Coomassie Mavisi boyas1 50 ml %95°lik
etanol kullanilarak ¢oziildii.
2. Basamak: Uzerine %85 lik fosforik asitten 100 ml eklendi.
3. Basamak: Distile su ile 1 litreye tamamlandi.
Bu soliisyon derisik stok soliisyondur. Isikdan korunarak oda 1sisinda saklanabilir.
Kullanimdan 6nce whatman filtre kagidu ile siiziildii. 5 kez sulandirildi.
Olciim:
100 pl 6rnek 5 ml soliisyon ile karistirildi. Vortekslendi. 5 dakika oda 1sisinda
bekledikten sonra 595 nm spektrofotometrede Slgiildii.

Albumin ile seri diliisyon yapilarak standartlar hazirlandi. Kalibrasyon egrisi ¢izildi

(Grafik 3.7). Protein sonuglart mg/ml olarak ifade edildi.

Grafik 3.7 Doku protein dl¢iimii i¢in albumin ile yapilan kalibrasyon egrisi
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3.3. Histolojik Incelemeler
3.3.1. Isik mikroskobu incelemesi

Kontrol, ¢oziicii, alkol ve alkol + inhibitdr gruplarini olusturan tiim siganlardan
kalp kas1 ornekleri alindi. Alinan kalp kasi 6rnekleri formalin fiksatifi iginde 48 saat
siire ile fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyonlar1 saglanan Ornekler fiksatifin ¢okmesini
engellemek amaciyla 3-4 saat ¢gesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku
pargalar1 daha sonra sirastyla kademeli olarak %70’lik, %80’lik, %90’lik ve %96’ lik
alkol  serilerinde  45’er  dakika  bekletilerek  dehidratasyonlar1  saglandi.
Dehidratasyonlarinin ardindan ornekler seffaflandirilmak {izere 2 kez 20’ser dakika
ksilolde bekletildi. Kalp kasi 6rnekleri seffaflanmalarinin ardindan etiiv iginde 65°C’de
eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika siireyle {i¢ ayr1 parafinde bekletildi. Parafinize
edilen dokular ayr1 ayr1 parafin iceren kasetlere gomiilerek bloklandi ve kesit alinmaya
hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom
bicag1 buzdolabinda sogutularak, mikrotom araciligi ile her bir Ornekten 5’er
mikrometre kalinhginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su banyosunda
acilmalari saglanarak temiz lamlar iizerine alinmasindan sonra etiiv i¢inde 1 saat stire ile
bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er saat slire ile iki ayr ksilolde tutulup
deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama asamasina geg¢ildi. Kesitlerin
boyanmasinda Hematoksilen-Eosin (HE) ikili boyast kullanildi. Deparafinizasyonu
yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %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 gegirilip
dehidratasyonlar1 saglandi.  Dokular iki ayr1 ksilolde 30’ar dakika tutularak
seffaflagtirildi ve seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatilarak 151k
mikroskobik diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri yapilarak sol
ventrikiil dokusu 6rneklerini i¢eren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile
fotograflar1 ¢ekildi. Bulgularin degerlendirilmesinde nekroz, 6dem, miyofibriler
dejenerasyon, hemoraji ve infilamasyona gore skorlama yapilmistir (21). Skorlamada;

0: Hasar yok 2: Orta hasar

1: Az hasar 3: Cok hasar olarak degerlendirildi.
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3.3.2. TUNEL Boyama Teknigi Protokolii

Apoptoz rutin histolojik teknikler ile gosterilebilir. Ancak apoptozu tespit etmek
icin daha hassas yOntemler bulunmaktadir. Apoptotik hiicrelerin en erken evrelerde
goriilebilmesi icin bu yontemlerin basinda TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick and labeling) yontemi gelmektedir. Apoptotik sinyaller
DNA iizerinde kiriklar olusturmaktadir. Ac¢iga ¢ikan DNA parcalarinin serbest 3'-OH
uclarina terminal deoksiniikleotidil transferaz aracilifiyla digoxigenin isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra digoxigenin isaretlenmis yeni
niikleotidler anti-digoxigenin konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine isaretlenmis
ornek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur.
Metil yesili ile zit boyama yapilarak iglem sonlandirilir. Arastirmamizda TUNEL
aktivitesi deney ve kontrol gruplarina ait 4um kalinligindaki parafin kesitlerde calisildi.
TUNEL incelemesinde TUNEL pozitif hiicrelerin tiim hiicrelere orani sayilmistir ve bu

oranlar % olarak degerlendirip istatistik analiz yapilmistir (160).

3.3.3. Kaspaz-3 iin immiinohistokimyasal degerlendirilmesi:

Kaspaz-3 boyama prosediirii su sekilde uygulandi. Arastirmamizda aktif
kaspaz-3 aktivitesi, deney ve kontrol gruplarina ait 4um kalinligindaki parafin kesitlerde
calisildi.

1. 2X5 dk ksilolde tutuldu.

2. 2X5 dk %95 alkolde tutuldu.

3. 1X5 dk %70 alkolde tutuldu.

4. 1X5 dk %50 alkolde tutuldu.

5. 1X5 dk %25 alkolde tutuldu.

6. 2X5 dk PBS de yikama yapildi.

7. Kesitler kaba yerlestirildi ve kesitleri kaplayacak kadar icine 0.01M
sitrat tamponu dolduruldu. Daha sonra diudiiklii tencere igine distile su
konduktan sonra kesitlerin konuldugu kap diidiiklii tencere i¢ine yerlestirildi ve
kaynatmaya birakildi. Kaynatma isleminde didiik caldiktan sonra 3 dakika
bekletildi ve kapatildi. Kesitlerin sogumasi i¢in 20 dk oda sicakliginda bekletildi.
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8. 1x5 dk ¢esme suyunda yikandi

9. Kesitler PBS e alindu.

10. Doku sinirlayici kalem ile doku daire i¢ine alinir.

11. Hidrojen peroxidase (% 3'liikk ) 10dk

12. Distile su

13.13-Ultra V blok 5dk

14. Primer antikor Chemicon rabbit poliklonal anti-aktive antikor oda
1s1sinda 1 saat 50pl rabbit poliklonal anti-aktif kaspaz-3 antikor 1 ml diliie
soliisyonu

15. Pbs 2x1 dk

16. Sekonder antikor polivalentli biotinylated goat anti polivalent 30dk

17. Pbs 2x1 dk

18. Streptavidin peroksid 30dk. Polivalentli

19. Pbs 2x1 dk

20. AEC kromojen 30dk

21. Akan ¢esme suyu

22. Hemotoksilen boyas1 10sn

23. Akan ¢esme suyu

24. Distile su

25. Su bazli kapatma sivis1 ile montaj gergeklestirildi.

Kaspaz 3’lin  immiinohistokimyasal boyanmasmin degerlendirilmesinde,
sitoplazmanin boyanmasina gore skorlama yapilmistir (44).

-=0 +=1 ++=2 +++=3

3.4. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizde Sigma Stat 3,5 ve SPSS 15.0 paket programlar1 kullanildi.
Isik mikroskobu verilerinin degerlendirilmesinde kategorik yapili veriler i¢in Pearson
Chi Sguare testleri kullanildi ve gruplar arasi karsilastirmada Tukey Test kullanildi.
Diger biyokimyasal ve histolojik verilerin analizinde Sigma stat 3,5 programi1 One Way
Anova kullanildi. Normal dagilim gostermeyen veriler icin Kruskal walls testi

kullanildi. Ortalama +SS kullanildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. SONUCLAR
4.1. Biyokimyasal Sonuclar
4.1.1. Kalpain aktivitesi

Calismamizda yliksek doz akut etanol uygulamasi yaptigimiz siganlarin kalp sol
ventrikiill dokusunda kalpain aktivitesini o6l¢iildii. Ol¢iimlerimizde kalsiyumlu ve
kalsiyumsuz iki farkli tampon kullanarak iki farkli ortamda kalsiyum bagimli ve
kalsiyum bagimsiz aktiviteler lgiildii. Kalsiyum bagimli aktiviteden kalsiyum bagimsiz
aktivite c¢ikarilarak kalpain aktivitesi belirlendi. Alkol grubu kalpain aktivitesi diizeyi
kontrol ve ¢6ziicii grubuna gore yiiksekti ve bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05). Inhibitdr grubunun kalpain aktivitesi diizeyi alkol grubuna gére azalmisti.
Ama bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Inhibitér grubu kalpain
aktivitesinin kontrol grubu kalpain aktivitesi diizeyine kadar diismesi inhibitoriin

etkisini gostermektedir (Tablo 4.1 ve Grafik 4.1).

Tablo 4.1 Kalpain aktivitesi diizeyleri

Ortalama +SS
Kontrol 4,07 1,95
Coziicii 4,09 1,87
Alkol 6,31 1,91
Alkol+inhibitor 4,05 2,04
Kalpain Aktivasyonu
9.00
=
E 8.00 1
z
S 7.00 -
[ -8
o 6.00
E 500 - [
m
= 400 +
-
= 3.00 J \ \
= 2.00 -
£ 1.00 1
0.00 . . .

Kontrol Coziicii Alkol Alkol+inhibitor

Grafik 4.1 Kalp dokusu kalpain aktivitesi diizeyleri. ~ p<0,05 Kontrol ve ¢dziicii grubundan farkh
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4.1.2. Katepsin L aktivitesi

Lizozomal hasarin gostergelerinden olan, sitozolik fraksiyonun katepsin L
aktivitesinin lizozomal fraksiyonun katepsin L aktivitesine orani, alkol grubunda diger
gruplara gore daha yiiksekti ve bu yiikseklik istatiksel olarak anlamliydi (p<0,05).
Ayrica inhibitér grubunun katepsin sonuglarinin kontrol grubuna yakin diizeyde

Olciilmesi (p>0,05) tedavinin etkinligini géstermektedir (Tablo 4.1 ve Grafik 4.2).

Tablo 4.2 Katepsin L aktivitesi sonuglarinin oranlari

Ortalama +SS
Kontrol 0,65 0,20
Coziicii 0,60 0,21
Alkol 0,90 0,36
Alkol+inhibitor 0,63 0,12
KatepsinL
1,40
*
& 1.20 - T
o
= 1.00 -
E
E 0,80 - T T T
[}
= 0,60 1
: | I I
= 040 -
[}
]
= 0,20 -
0,00 . . .

Kontrol Coziici Alkol Alkol+Inhibitar

Grafik 4.2 Kalp dokusu katepsin L aktivitesi sitozolik fraksiyonun lizozomal fraksiyona orani

: p<0,05 Kontrol, ¢6ziicii ve inhibitdr grubundan farkli
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4.1.3. Katepsin B aktivitesi

Katepsin B oraninda alkol grubundaki yiikseklik 1limli diizeydeydi. Istatiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05). inhibitér grubu katepsin B orami kontrol grubu
diizeyine yakin bir seviyedeydi. Bir bagka deyisle kontrol grubu ile inhibitér grubu
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05), (Tablo 4.3 ve Grafik 4.3).

Tablo 4.3 Katepsin B aktivitesi sonug¢larin oranlari

Ortalama +SS
Kontrol 0,26 0,07
Coziicii 0,31 0,12
Alkol 0,34 0,09
Alkol+inhibitér 0,28 0,08
Katepsin B

0.45 —
S 040 - [
© 035 -
[1-1
£ 0,30 - T \ [
(=]
N (.25 - J
|
= 0,20 - J 1
= 0,15 -
E 0.10 -
o 0.05 -

0.00 . . .

Kaontrol Coziici Alkol Alkol+Inhibitar

Grafik 4.3 Kalp dokusu katepsin B aktivitesi sitozolik fraksiyonun lizozomal fraksiyona orani
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4.1.4. Kaspaz 3 aktivitesi

Alkol grubu kaspaz 3 aktivitesi diger gruplara gore daha yiiksekti. Ama bu
yiikseklik 1lhimli diizeydeydi ve istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Kontrol
grubu ile inhibitor grubu kaspaz 3 diizeyleri arasinda da anlaml bir fark yoktu (p>0,05)
ve bu farkin olmayisi bize kalpain inhibitorii tedavisinin hiicre 6liimii tizerindeki

etkinligini gosteriyor olabilir (Tablo 4.4 ve Grafik 4.4).

Tablo 4.4 Kaspaz 3 aktivitesi diizeyleri

Ortalama +SS
Kontrol 0,83 0,23
Coziici 0,87 0,13
Alkol 1,02 0,21
Alkol+Inhibitor 0,89 0,25
Kaspaz 3 Aktivitesi
14
£12
]
[=]
= 1
£08
=
=06
[+
=04
£
= 0.2

=

Kontrol Cozici Alkol Alkol+Inhibitar

Grafik 4.4 Kalp dokusu kaspaz 3 aktivitesi diizeyleri
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4.1.5. Sitokrom c salinimi

Kontrol grubu sitokrom c salinimi oranlar1 ¢éziicii grubu, alkol grubu ve tedavi
grubuna gore daha diisiiktii ve bu istatistik olarak anlamliyd1 (p<0,05). Inhibitér grubu
sitokrom ¢ sonuglar1 alkol grubuna gore azalmisti ama bu azalma istatiksel olarak

anlamli degildi (p>0,05), (Tablo 4.5 ve Grafik 4.5).

Tablo 4.5 Sitokrom c¢ salinim sitozolik/mitokondrial fraksiyon oranlari

Ortalama +SS
Kontrol 2,54 0,76
Coziici 4,04 2,39
Alkol 6,49 5,14
Alkol+Inhibitér 3,48 1,42

Sitokrom C Salinimi

14,00
12,00 + -
10.00 1
8,00
6,00 4 [
4,00 *

2,00 1

0,00 T T T
Kaontrol Coziici Alkol Alkol+Inhibitar

——
'_
——

Sitozolik / Mitokondrial Frak. Oram

Grafik 4.5 Sitokrom c salinimu sitozolik fraksiyonun mitokondrial fraksiyona orani

" p<0,05 Alkol grubu, ¢oziicii grubu ve alkol+inhibitor grubundan farkl
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4.1.6. Serum BNP diizeyi

Alkol grubu serum BNP diizeyleri kontrol ve ¢dziicii grubuna gore ¢ok Onemli
diizeyde yiiksekti (p<0,01). inhibitér grubu serum BNP diizeyleri ise alkol grubuna gore
onemli miktarda azalmistt (p<0,05). Kontrol grubu ile inhibitér grubu BNP diizeyleri
arasinda anlaml bir fark yoktu (p>0,05), (Tablo 4.6 ve Grafik 4.6).

Tablo 4.6 Serum BNP diizeyleri
Ortalama +SS
Kontrol 39,28 4,70
Coziicii 40,45 8,34
Alkol 50,24 7,32
Alkol+Inhibitor 4422 5,22

BNP (pg/ml)

Kontrol Cozici Alkol Alkol+inhibitar

Grafik 4.6 Serum BNP diizeyleri
* p<0,05 Alkol grubundan farkli

**p<0,01 Kontrol ve ¢oziicii grubundan farkli
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4.1.7. Serum CK-MB diizeyi

Alkol grubu serum CK-MB diizeyleri kontrol ve ¢oziicli grubuna gore cok 6nemli
diizeyde ytiksekti (p<0,001). Ayn1 sekilde inhibitér grubu CK-MB diizeyleri de kontrol
ve ¢dziicii grubuna gore ¢ok yiiksekti. (p<0,001). Alkol grubu ve Inhibitér grubu CK-
MB diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark yoktu (p>0,05), (Tablo 4.7 ve Grafik 4.7).

Tablo 4.7 Serum CK-MB diizeyleri

Ortalama +SS
Kontrol 5,497 2,23
Coziicii 5,74 1,68
Alkol 18,36 2,52
Alkol+inhibitor 18,41 2,73

Kreatin Kinaz MB (U/L)

Kontrol Coziici Alkol Alkol+inhibitar

Grafik 4.7 Kreatin Kinaz-MB sonuglari

*** p<0,001 Kontrol ve ¢dziicii grubundan farkli
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4.2. Histolojik Sonuglar
4.2.1. Istk mikroskobu incelemesi

Isik mikroskobu incelemeside nekroz, 6dem, miyofibriler dejenerasyon, hemoraji
ve inflamasyona gore skorlama yapilmistir ve bu veriler istatistiksel olarak
karsilastirilmstir. (Tablo 4.8). Nekroz agisindan incelendiginde alkol grubundaki nekroz
miktar1 diger gruplara gore c¢ok fazlaydi ve nekrozdaki bu artis istatistiksel olarak
anlamliyd1 (p<0.001). Inhibitér + alkol grubunda nekroz miktar1 azalmisti ve kontrol
grubu ile aralarinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0.05). Gruplarin 151k mikroskobu
incelemesinde 6dem goriiniimii bakimindan anlamh bir farkin olmadig: tespit edildi.
Miyofibriler dejenerasyon alkol grubunda ¢ok artmisti ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bu artis istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001). Alkol grubu ile
kiyaslandiginda, inhibitér + alkol grubunda Snemli bir iyilesmeyi gosterecek sekilde
miyofibriler dejenerasyonda azalma goriildii (p<0.01). Hemoraji ve inflamasyon

bakimindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark yoktu p>0.05), (Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Isik mikroskobu goriintiileri skorlama sonuglari

Nekroz Odem Miyofib dej Hemoraji Inflamasyon
Kontrol 0,2+042"" 02+0,63 0,1+0,31" 04+0,69 0,1+0,31
Céziicil 0,1+0317" 0,1+031 03+048 0,5+0,7 0,8 +0,91
Alkol 1,5+0,97 20+063 14+1,07 10+081 0,8+0091

Alkol+inhibitér 0,3 +0,67 0,1 +031  02+042" 02+042 0,1+0,31

** Alkol grubundan farkli p<0.01 *** Alkol grubundan farkli p<0.001
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Sekil 4.1 Alkol grubuna ait kalp dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobu incelemesi goriintiileri (HE,
bar 50.0 pm, 20.0 pm).

Bu grupta farkli biiyiitmelerdeki tiim preparatlarda kas hiicrelerinde miyofibriler
dejenerasyon gozlendi. Kas liflerinde yer yer kopmalar (kirmizi ok) ve nekrotik lifler
(ince ok) gorildi. Perivaskiiler inflamasyon (ok basi), vaskiiler kongesyon ve
interstisyel hemoraji (beyaz ok) dikkat c¢ekti. Ayrica bazi preparatlarda niikleer
hipertrofi (siyah kalin ok) gozlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2 Kalp dokusu tiim gruplara ait 151k mikroskobu goriintiileri. (a) Kontrol grubu, (b) alkol
grubu, (c¢) inhibitér grubu, (d) ¢oziicii grubu (HE, bar 20.0 pm).

Kalp kasi hiicrelerinin 151k mikroskobik incelemelerinde kontrol grubunda normal
histolojik yapidaki kas hiicreleri gozlendi (Sekil 4.2a). Alkol grubunda kas hiicrelerinde
miyofibriler dejenerasyon ve interstisyel hemoraji (siyah ok) goriildi (Sekil 4.2b).
Inhibitér grubunda normale yakin kas hiicreleri gdzlendi (Sekil 4.2¢). Coziicii grubunda

da normal goriiniimlii kas hiicreleri gozlendi (Sekil 4.2d).
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4.2.2. TUNEL bulgular

Kontrol ve ¢oziicii gruplarinda Sekil 4.3a ve 4.3d” de goriildiigii gibi TUNEL (+)
hiicre sayis1 azdir. Alkol grubunda ise sekil 4.3b” de goriildiigii gibi TUNEL (+) hiicre
sayis1 oldukea artnustir. Istatistiksel olarak anlaml goriilmiistiir. inhibitdr grubunda ise

sekil 4.3¢’ de goriildiigii gibi TUNEL (+) hiicre sayis1 kontrol grubuna benzerdir.

TUNEL (+) hiicrelerin hepsi apoptotik olmayabilir. DNA kiriklarinin yol agtigi
durumlarda TUNEL (+) hiicreler goriilebilir. Bu nedenle yapilan kaspaz 3 boyamasinda
sekil 4.3a, 4.3¢c, 4.3d’ de goriildiigii gibi ayn1 gruplarin TUNEL boyamasiyla uyumlu
sekilde hafif boyanmalar goriilmiistiir. Alkol grubuna ait kuvvetli kaspaz 3 boyamasi

sekil 4.3b de ayn1 gruplarin TUNEL boyamasiyla uyumlu sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.3 Kontrol grubu(a), inhibitér grubuna (c) ve ¢oOziici grubu(d) ait TUNEL
immiinohistokimyasal boyamasi. Miyokard hiicrelerinde az sayida TUNEL (+) hiicreler goriilmektedir.
Bar Spm. Alkol grubuna(b) ait TUNEL immiinohistokimyasal boyamasmda miyokard hiicrelerinde ¢ok
sayida TUNEL (+) hiicreler goriilmektedir (TUNEL, bar 5.0 pm).
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TUNEL incelemesinde TUNEL pozitif hiicrelerin tiim hiicrelere orani sayilmistir.
Her preparatta 3 sahanin sayim sonuglar1 kullanilmistir. Elde edilen oranlar % olarak
degerlendirilip istatistik analiz yapilmistir (Tablo 4.9). Alkol grubu TUNEL pozitiflik
orani; kontrol grubu ve ¢oziicii grubuna gore anlamli derecede yiliksek bulundu
(p<0,001). Alkol grubunda goriilen bu yiiksek TUNEL pozitiflik oran1 inhibitor verilen
grup da cok onemli diizeyde azalmisti ve bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi

(p<0,001).

Tablo 4.9 TUNEL pozitif hiicrelerin tiim hiicrelere oranlarindan elde edilen veriler. Alkol grubu ile
diger gruplar arasinda istatistiksel fark vardir (p<0,001).

Ortalama +SS p
Kontrol 35,96 7,79
dziicii 32,17 6,61
ozl p<0.001
Alkol 58,82 11,2
Alkol+Inhibitér 23,28 8,48
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4.2.3. Kaspaz 3 immiino histokimyasal incelemesi

Sekil 4.4 Kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasi 151k mikroskobu goriintiileri. Kontrol grubu
(a), inhibitor grubu (c) ve ¢oziicii grubuna (d) ait Kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasinda miyokard
hiicreleri sitoplazmasinda hafif boyanmalar goriilmektedir. Alkol grubuna (b) ait miyokard hiicreleri
sitoplazmasinda kuvvetli boyanmalar gorillmektedir (Bar 10 pm).

Kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasinda kontrol grubu, inhibitér grubu ve
¢Oziici grubuna ait miyokard hiicreleri sitoplazmasinda hafif boyanmalar
goriilmektedir. Alkol grubuna ait miyokard hiicreleri sitoplazmasinda kuvvetli

boyanmalar goriilmektedir (Sekil 4.4).
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Kaspaz 3’lin immiinohistokimyasal boyanmasinin degerlendirilmesinde
sitoplazmanin boyanmasina goére skorlama yapilmistir. Bu skorlamalarin verileri
istatistiksel olarak analiz edildi. Tablo 4.10 da goériildiigii gibi alkol grubu kaspaz 3
aktivitesi, kontrol grubuna gore yiiksek bulundu ve bu istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05). Alkol grubunda goriilen yiiksek kaspaz 3 aktivitesi alkol + inhibitér grubunda

azalmist1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu goriildii (p<0,05).

Tablo 4.10 Kaspaz 3’iin immiinohistokimyasal boyanmasi sonucu elde edilen skorlama
sonuclarinin istatistiksel analizi. Analizde Kruskal-Wallis testi kullanild1 ve ¢oklu karsilastirmas: Dunn’s
metoduyla yapildi. Alkol grubu ile kontrol ve inhibitor grubu arasinda istatistiksel fark goriildii (p<0,05).

Medyan | %25 Persentil | %75 Persentil p
Kontrol 1 0,83 1,165 p<0,05
Coziicii 1 1 1,248 p>0.05
Alkol 2 1,75 2,248 p<0,05
Alkol+Inhibitr 1 0,67 1 p<0,05
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5. TARTISMA

Alkol kullanimi, bati toplumlarinda iskemik olmayan kardiyomiyopatinin en
biiyilk nedenidir. Alkolik kardiyomiyopati, genislemis sol ventrikiil, normal veya
azalmis sol ventrikiil duvar kalinlig1 ve artmis sol ventrikiil kiitlesi ile karakterizedir
(131). Alkol, kasilma proteinlerinin yap1 ve fonksiyonlarini degistirerek onlarin ¢apraz
bag olusturmasi ve gii¢ liretimini etkiler. Kardiyak kasilma proteinlerinin sentezinde
degisiklikler yapar. Kardiyak miyofibril proteinlerinin sentezi azalir (135). Miyozin
adenozin trifosfataz aktivitesi azalir (112). Alkol kullanimindan sonra miyoflamentteki
kalsiyum duyarlilig1 azalir (132). Alkol kalsiyum kanallarinin up-regiilasyonuna neden
olur. Alkoliin olusturdugu hiicre kalsiyum konsantrasyonundaki artig, kalp uyar

esiginin yiikselmesine neden olur (131).

Etanole maruz kalma sonucunda olusan kardiyak hasarin mekanizmasi
bilinmemektedir ama diger bircok organda etanolle iliskili hasarda apoptoz énemli rol
oynar (76). Diisiik konsantrasyonlardaki etanol uygulamalar1 kalp dokusu hiicre yasam
yollarin1 aktive ederken, yiiksek miktarlardaki etanol proapoptotik yollari1 aktive eder.
Etanol ve asetaldehidin kardiyak hiicre adaptasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunu ve
kardiyak apoptozu etkiledigi goriilmiistiir (92). Cesitli hayvan kardiyomiyopati
modellerinde ve insan c¢alismalarina ait bildirimlerde, alkol indiiklemeli kardiyak
disfonksiyonunun en temel nedeni olarak miyosit kaybinin olabilecegi goriilmektedir
(131). Capasso ve arkadaglarinin yaptig1 caligmalara gore 8 ay kronik etanol tiiketen
siganlarin sol ventrikiiliinde 6nemli bir miktarda miyosit kayb1 goriilmiistiir (24). Chen
ve arkadaglarinin yaptig1 neonatal miyosit kiiltlirlerinde, akut alkol konsantrasyonunun
proapoptotik protein Bax diizeyini ve kaspaz 3 enzim aktivitesini artirarak apoptoza
neden oldugu goriilmiistiir (28). Alkol tiiketimi intraselliiler organel disfonksiyonuna
neden olmaktadir. Alkoliin mitokondri {izerindeki etkileri kristalarin dejenerasyonu,
mitokondri solunumunda azalmalar ve mitokondri tarafindan kalsiyum tutulmasindaki
bozukluklardir. Alkol, sarkoplazmik retikulumda kalsiyum baglanmas1 ve kalsiyumun
almip birakilmasi iizerinde etkilidir. Sarkoplazmik retikulumda sismeye neden olur

(131).

66



5.1.  Kalpain Aktivitesi Uzerinde Etanol ve Kalpain Inhibitoriiniin Etkisi

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu mekanik, metabolik ve regiilator prosesler gibi
cesitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde bir ikinci haberci olarak merkezi rol
oynar (15,30). Miyokardiyumda kalsiyum konsantrasyonunun kontroliindeki bir sikinti
cesitli miyokardiyal fonksiyonlarin bozulmasiyla sonuglanir ve hiicrenin hayatta
kalmasim etkiler. Miyokardiyal iskemi veya hipoksi boyunca miyokardiyal kalsiyum
konsantrasyonunda karakteristik bir ylikselme olusur (10). Benzer sekilde etanoliin de
hiicre kalsiyum depolar1 iizerinde destabilize edici etkisi vardir (39). Bu miyokardiyal
hiicre Olimiinde kilit olaydir ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonuna bagiml
enzimlerin aktivasyonu ile sonuclanir. Miyokardiyal kalsiyum konsantrasyonundaki
artis, miyokardiyal proteinlerde hasara neden olacak kalpainleri aktive edebilir ve

miyosit 6liimiine gotiiriir, miyokardiyal yap1 ve fonksiyon kaybiyla sonuglanir (152).

(Calismamizda yliksek doz akut etanol uygulamasi yaptigimiz siganlarin kalp sol
ventrikiil dokusunda kalsiyum bagimli kalpain aktivitesi 6l¢iildii ve alkol grubu kalpain
aktivitesi sonuglarimiz kontrol ve ¢oziicii grubuna gore daha yiiksek bulundu. Alkol
grubunda goriilen kalpain aktivitesindeki artigin, etanoliin hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu artirict etkilerinden dolay1 olabilecegini diisiiniiyoruz (39). Meydana
gelen bu yiiksek kalpain aktivitesini ve sonrasinda olusacak hiicre 6liimiinii engellemek
maksadiyla kalpain inhibitorii kullandigimiz alkol + inhibitér grubunda, kalpain
aktivitesi diizeyinin azaldigi gorilmiistiir. Fakat sonug¢larimizin standart sapmalari
yiiksek oldugu icin bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. inhibitdr grubu
kalpain aktivitesinin kontrol grubu ve ¢oziicii gruplari ile hemen hemen ayni seviyede
goriilmesi, kullandigimiz kalpain inhibitoriiniin etkinligini gostermektedir. Bu durum
doku hasarmni azaltmayi amagladigimiz ¢alismamizin odak noktasidir. Ciinkii miyokard
infarktiisii, hipertansif kardiyomiyopati ve iskemi reperfiizyon hasarimi igeren c¢esitli
patolojik durumlarda kalpain aktivitesinin arttigin1 gdsteren sayisiz c¢alisma yapilmis
(10,86,89,121,151,158,168) ve kalpain inhibitdrlerinin etkinligi gosterilmistir. Miyokard
dokusunda Sandmann ve arkadaglar1 kalpain inhibitor CAL 9961 kullanarak kalpain
indiiklemeli miyokardiyal hasar1 sinirlayabilmislerdir ve miyokard infarktiisii sonrasi
kardiyak yapisal biitiinliik korunmustur (152). Diger bir ¢caligsmada ise kalpain inhibitorii

olan kalpeptinin kardiyomiyosit kaybin1 dnlemede potansiyel bir terapotik ajan gibi ige
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yarayabilecegini ve kardiyak hipertrofi boyunca miyokard yapi1 ve fonksiyonlarini

koruyabilecegini gostermislerdir (104).

5.2. Katepsin L ve B Aktivitesi Uzerinde Etanol ve Kalpain Inhibitoriiniin
Etkisi

Daha 6nce yapilan ¢alismalar alkolik kalp kasi hastaliginin gelisiminde, lizozomal
enzimlerdeki degisikliklerin katki sagladigin1 gostermektedir (134). Etanol serbest
radikallerin olusumuna neden olmaktadir (162) ve olusan reaktif oksijen tiirleri
lizozomal destabilizasyona neden olmaktadir (187). Boylece etanol, katepsinlerin
lizozomlardan sitozole sizmasina neden olmaktadir (142). Bizim c¢alismamizda
lizozomal enzimlerden katepsin L ve B diizeyine bakildi. Lizozomlardan sitozole gecen
katepsinleri ol¢tiiglimiiz gibi ayn1 zamanda lizozomal fraksiyonda kalan katepsinler de
olgiildii. Sitozolik fraksiyonun lizozomal fraksiyona orani lizozomal hasarin belirteci
olarak kullanildi. Alkol grubu katepsin L aktivitesi orani, kontrol ve ¢oziicii grubuna
gore ylikselmisti ve bu ylikseklik istatistik olarak anlamliydi. Alkol grubunun katepsin
B aktivitesi oran1 da kontrol ve ¢dziicii grubuna gore ylikselmisti ama bu yiikseklik
ilimh diizeydeydi, istatistik olarak anlamli degildi. Bu sonug¢larimiz etanoliin lizozomlar
tizerindeki hasarlayict etkisini ortaya koyar niteliktedir. Bu etki etanoliin serbest
radikaller iizerinden gergeklestirdigi lizozomal sizma olabilecegi gibi, etanoliin
olusturdugu kaspaz aktivasyonunun sonucuyla da olabilir. Ciinkii kaspaz 8, kaspaz 9,
Bid, ve Bax saflastirilmis lizozomlardan katepsinlerin salinimini tetikleyebilir. Fakat ne
kaspaz 8 ne de bid yalniz basma izole edilmis lizozomlarin zarlarin1 permeabilize
edemez. Lizozomal zar biitinliglinlindeki kayip, Bid’in yok edilmesiyle
engellenememektedir. Bax ve Bak gibi faktorlerin gercekten gerekli oldugu

distiniilmektedir (79).

Kalpain inhibitorii verdigimiz alkol + inhibitér grubu katepsin aktivitesi
oranlarinda belirgin azalmalar gordiik. Inhibitdr grubunun katepsin L orani seviyesi
alkol grubuna gore istatistik olarak anlamli miktarda azalmisti. Inhibitér grubunun
katepsin B oran1 seviyesi de alkol grubuna goére azalmistt ama bu disiis 1limh

diizeydeydi ve istatistik olarak anlamli degildi. Inhibitér verilen gruplarda
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lizozomlardan sitozole gecen katepsinlerin miktarinda azalmalar goriilmesi kalpain
inhibitoriiniin faydali etkilerini gostermektedir. Ciinkii kalpainler aktive olduklarinda
lizozomlarin zarlarina saldirmaktadir ve lizozomlardan katepsinlerin sitozole sizmasina
neden olmaktadir (166). Katepsin kalpain hipotezi denilen bu olayin, kalpain inhibitorii

kullanimu ile engellenebilecegini sonuglarimiz gostermektedir.

Lizozomal enzimlerin hiicre sitoplazmasina salinmasi bir hiicre i¢i yikim olaylar
dongiisiinii baslatiyor olabilir. Bu lizozomal enzimler: 1. Dogrudan mitokondrilere
saldirarak sitokrom c¢ salimimini uyarabilir. 2. Dogrudan ya da dolayli olarak
mitokondrial ROS olusumu artisina (ve lizozomal destabilizasyonda oksidant kaynakli
artisa) sebep olabilir. 3. Hem mitokondri hem de lizozomlara saldiracak olan fosfolipaz
A2 gibi litik proenzimleri aktive edebilir. 4. Bid ve/veya diger apoptotik proteinleri
aktive edebilir. 5. Direkt olarak pro-kaspazlari aktive edebilir (187).

5.3. Mitokondriden Sitokrom C Salimm Uzerinde Etanol ve Kalpain

Inhibitoriiniin Etkisi

Iskelet kas1 hiicreleri gibi kardiyomiyositlerin de ¢ok enerji gereksinimleri vardir
ve bu yiizden yiiksek yogunlukta mitokondri igerirler. Kardiyomiyosit mitokondrileri
tizerindeki bu fazla is ylkiiniin bir sonucu olarak (52) veya etanol gibi kimyasal
maddelerin tiiketilmesiyle proapoptotik faktorler sitozole sizmaktadir (131) ve bunlar
apoptozu indiiklemektedir. Bodylece bu hiicrelerde mitokondri bagimli apoptoz
uyarilmaktadir. Son c¢alismalar gostermektedir ki sitokrom ¢ aracili apoptoz
kardiyomiyositlerde c¢ok oOnemlidir (52). Sitokrom c¢ salmimi, kaspaz 9 ve 3’ilin
aktivasyonu ve apoptoza goétiiren niikleer fragmantasyon ile sonuclanir (20). Biz
calismamizda etanoliin mitokondri iizerinde etkilerini gézlemek amaciyla ve mitokondri
saglamligini belirleyebilmek i¢in mitokondriden sitozole sizan sitokrom c salinimini
elisa yontemiyle ticari kit kullanarak olgtiikk. Sitozolde yaptigimiz Ol¢limlerin bir
saglamasi olarak mitokondrilerde kalan sitokrom c¢ miktarin1 da Olgerek birbirine
oranladik. Bu oran sayesinde sitozole sizma arttiginda mitokondri fraksiyonunda
sitokrom c¢ igerigi azalacagi i¢in bunlarin arasindaki oran da belirgin diizeyde

artmaktadir. Daha once yapilan ¢alismalarda oldugu gibi (20) bizim ¢aligmamizda da bu
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oran mitokondrial hasar1 temsil etmektedir ve alkol grubunda goriilen yiikseklik ile
etanoliin mitokondri {izerindeki etkisini belirlemistir. Kalpain inhibitoriiniin etkisiyle
alkol + inhibitdr grubu sitokrom c saliniminin 1limli diizeyde azaldigi goriilmektedir. Bu
azalma kalpain inhibitdriiniin mitokondrial kalpainler iizerindeki etkisinden dolay1
olabilir. Ciinkii mitokondrial kalpainlerin aktivasyonunun sitokrom c¢ salinimina yol
actigini gosteren yayinlar vardir (85). Inhibitér grubu sitokrom c sonuglari, kontrol ve
¢Oziicli grubuna yakin diizeyde goriilmiistiir ve istatistik olarak bir fark goriilmemistir.
Etanol verilmeyen kontrol ve ¢dzilicii grubunda sitokrom c¢ salinimi oranlari diigiik

diizeyde kalmustir.

5.4. Kaspaz 3 Aktivitesi Uzerinde Etanol ve Kalpain Inhibitoriiniin Etkisi

Sitozole salinan sitokrom c, kaspaz 3’lin aktivasyonu i¢in gerekli kaspaz 9
aktivasyonunda gorev aldigr i¢in (52) bu sonuglarimiz kaspaz 3 sonuglarini da
etkilemistir. Alkol grubunda goriilen sitokrom c¢ oranlarindaki yiiksekligi alkol
grubundaki kaspaz 3 yiiksekligi takip etmistir. Kaspaz 3 aktivitesini biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal olarak iki farkli metotla dl¢tiik. Biyokimyasal olarak 6l¢tiigiimiiz
kaspaz 3 aktivitesi alkol grubunda, diger gruplara gore daha yiiksekti ama bu yiikseklik
iliml diizeydeydi ve istatistik olarak anlamli degildi. Immiinohistokimyasal metotla
calistigtmiz kaspaz 3 aktivitesi ise alkol grubunda ¢ok yiiksekti ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistik olarak anlaml bir fark olugsmustu. Alkol grubunun kaspaz 3
diizeyinin yiiksek olmasinin diger bir sebebi ise etanoliin kaspaz 3 aktivitesi lizerindeki
etkisi olabilir. Ciinkii etanoliin kaspaz 3 aktivitesini indiikleyerek hiicre liimiine neden
oldugunu gosteren bir¢ok arastirma vardir (28,88,122,184). Biyokimyasal metotla
Olctliglimiiz inhibitoér grubunun kaspaz 3 aktivitesi alkol grubuna gore daha diisiiktii ve
kontrol grubuna ¢ok yakin diizeydeydi, istatistik olarak aralarinda anlamli bir fark
yoktu. Immiinohistokimyasal metodla elde edilen kaspaz 3 aktivitesi sonuclarina gore;
alkol grubu ile karsilastirildiginda inhibitér grubunda kaspaz 3 aktivitesi daha diisiiktii
ve bu diisiis istatistik olarak anlamli diizeydeydi. inhibitér grubunda goriilen kaspaz 3
aktivitesi diizeyindeki azalma kalpain inhibitSriiniin hiicre 6liimii iizerindeki koruyucu
etkisini gostermektedir. Ciinkii daha 6nce yapilmis ¢alismalarda kalpainlerin prokaspaz

3’1 aktive ettigi gosterilmistir ve kalpain inhibitorleri kullanarak kalpainlerin ve dolayl
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olarak da kaspaz 3’iin aktivasyonunun engellenmesi ile hiicre Oliimii iizerindeki

koruyucu etkisi gosterilmistir (140,165).

5.5. DNA Fragmantasyonu Uzerinde Etanol ve Kalpain Inhibitériiniin Etkisi

Bircok yaygin kardiyak hastaliklarinin énemli bir unsuru olarak kabul gdérmiis
gercek apoptozdur. Kardiyak miyositlerinin apoptozu hem iskemik hemde iskemik
olmayan kardiyomiyopatilerin bir ozelligidir. Kardiyak miyositlerin kaybi1 normal
yaslanmayla da goriilmektedir (77). Calismamizda etanole maruz kalan kalbin sol
ventrikiiliinde olusan apoptotik hiicre 6liimii ile ilgili bircok kanitlar sunuyoruz; kalpain
aktivitesi, katepsin oranlari, kaspaz 3 aktivitesi ve sitokrom c¢ saliimi gibi. Biitiin bu
kanitlarin bir araya gelerek ortaya ¢ikardiklar1 sonu¢ olan DNA fragmantasyonunu biz
TUNEL metoduyla histokimyasal olarak belirledik. DNA kiriklarmin oldugu hiicreler
TUNEL pozitif olarak belirlendi ve tiim hiicrelere oranlanip yiizdeleri hesaplandi.
Etanol verdigimiz alkol grubunun sol ventrikiil dokusunda DNA fragmantasyonunun
kontrol ve ¢oziicli grubuna goére cok fazla oldugu goriildii ve artis istatistik olarak
anlamliydi. Bu sonuglarimiz  akut etanol tiiketiminin neden oldugu DNA
fragmantasyonunu gosteren bir¢cok calismayla da uyumludur (4,64,69,102,109,188).
Kalpain inhibitorii verilen alkol + inhibitér grubunda goriilen TUNEL pozitif hiicrelerin
miktarinda alkol grubuna gore istatistik olarak belirgin bir azalma goriilmiistiir. DNA
fragmantasyonunda goriilen bu azalma hiicre 6limii {lizerinde kalpain inhibitoriiniin
etkisini gostermektedir. Kalpain inhibitériiniin bu etkisini bir¢ok mekanizma ile
aciklayabiliriz. Kalpain aktivasyonun inhibisyonu ile kalpainlerin kaspaz 3 aktivasyonu
tizerindeki etkisini (140,165) azaltmis olabilir. Mitokondrial kalpainlerin mitokondri
aracili hiicre oliimiinde etkinligi ¢ok fazladir (85) ve kalpain inhibitérii kullanimi bu
yolu etkilemis olabilir. Ayrica hiicre 6liimiinde 6nemli rolii olan kalpainlerin lizozomlar

tizerindeki etkisi de (166) kalpain inhibitorleri ile engellenmis olabilir.
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5.6. Serum BNP Diizeyleri Uzerinde Etanol ve Kalpain Inhibitériiniin Etkisi

Alkoliin epinefrin ve norepinefrin diizeyini artirarak noérohormonal sistemi
etkiledigi goriilmiistiir (131). Devamli ve yliksek norepinefrin diizeyi miyokard iizerinde
miyosit hipertrofisi, toksitite ve apoptozu igeren yan etkiler gdsterir (19). Olusabilecek
bu hipertrofi, yliksek alkol intoksikasyonunda kalp agirligmin viicut agirhi§ina olan
oranin artmasindaki sebeplerdendir (131). Akut alkol intoksikasyonu takiben kardiyak
hipertrofisinin uyarilmasi {izerinde adrenalin ve noradrenalinin etkisinin oldugunu
Adams ve Hirst calismalarinda gostermistir (1). Hayvan ve insan modellerinde
norohormonlar kalp tizerinde olumsuz etkiler gostermektedir. Renin anjiotensin sistemi
ve natriliretik peptidlerin diizeyi hastaligin gidisat1 ile koraledir fakat bu kalp
hastaliklarinin bir nedeni olmaktan ziyade bir sonucudur (72). Alkol kullanimini
miiteakip sol ventrikiiliin yapist ve fonksiyonunda bir degisiklik olup olmadigini
aragtiran Kim ve arkadaglari renin-anjiyotensin sistemin aktivasyonunun artmast
tarafindan alkoliin direkt neden oldugunu gdrmiislerdir. Onlar sol ventrikiil dokusu
anjiyotensin-konverting enzim (ACE) diizeyini ve plazma ACE diizeyini 6l¢miislerdir
(90). Sol ventrikiil miyokardiumundaki natritiretik peptidler ANP ve BNP kalp

duvarinda artan bir gerilimi yansitir (130).

(Calismamizda miyokard hasarinin belirte¢lerinden olan BNP diizeyi 12. saatte
alman kanlarin serumunda Olgiildii. Yiiksek miktarda etanol verilen alkol grubunun
serum BNP diizeylerinin ¢ok 6nemli diizeyde arttigim1 gordilk ve bu artis istatistik
olarak anlamliydi. BNP’nin regiilasyonunda etanol tiiketiminin etkisini arastiran Wigle
ve arkadaslar1 da plazma BNP diizeylerini kontrol grubuna gore yliksek oldugunu
gormiislerdir (175). Guillaume ve arkadaslari etanol verdikleri siganlarin atrial BNP
konsantrasyonlarinda yiikselme gormislerdir (60). Kalpain inhibitérii verdigimiz
inhibitor + alkol grubu serum BNP diizeyleri alkol grubuna gore diigsmiistii ve bu diisiis
istatistik olarak anlamliydi. Béylece kalpain inhibitorii kullaniminin etkisi serum BNP

diizeylerinde de goriilmektedir.
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5.7. Serum CK-MB Diizeyleri Uzerinde Etanol ve Kalpain Inhibitoriiniin
Etkisi

CK hem iskelet hem de kardiyak kasinda mevcuttur ve miyosit nekrozu
olustugunda kana salinir. Total CK, miyokardiyal nekrozun bir sensitiv markiridir ama
spesifitesi ¢ok azdir ¢ilinkii iskelet kasinda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir
(138). Miyokardiyumdaki total CK aktivitesinin %10-30’u CK-MB dir. Kalbe ait
damarlarin kan akiminin kesilmesi ile olusturulan akut miyokardiyal hasardan 5 saat
sontra CK-MB’nin 5 kat arttig1 tespit edilmistir (7). Yeni kardiyak markirlarla
karsilastirildiginda CK-MB, klinik uygulamada yiiksek yararlilig1 olan altin standarttir.
Ik semptomlardan sonra ilk 24 saatteki dl¢iimlerin miyokardiyal hasar yéniinden
yiiksek sensivite ve spesifiteye sahip oldugu iddia edilmektedir (138). Bizim CK-MB
Ol¢ltimlerimizde akut etanol toksititesi olusumundan oniki saat sonra alinan kanlarin
serumlarinda yapilmistir. Etanol verilen alkol grubunda goriilen yliksek CK-MB
aktivitesi kardiyomiyopati tablosunu gostermektedir. Fakat alkol + inhibitér grubunda
goriilen yiiksek CK-MB aktivitesi etanoliin olusturdugu kardiyomiyopatiye kars1 verilen
inhibitdr tedavisinin basarili olamadigin1 gdstermektedir. Miyokardiyal nekrozun bir
belirteci olan CK-MB iizerinde kalpain inhibitoriiniin etkisinin goériilmemesi bir hayli
ilgingtir. Bunun sebebinin zaman ile ilgili olabilecegini diisiiniiyoruz. Ciinkii onikinci
saatte alinmis olan kanlar alkol grubunun en yiiksek degerini temsil etmiyor olabilir ve

diisme egiliminde oldugu degerleri gosterebilir.

5.8. Isik Mikroskobu Incelemeleri

Isik mikroskobu incelemesi nekroz, 6dem, miyofibriler dejenerasyon, hemoraji ve
inflamasyona gore yapilmistir. Alkol grubu nekroz miktar1 kontrol grubuna gore ¢ok
fazla goriilmistiir. Alkol grubu ile karsilastirildiginda 151tk mikroskobu goriintiilerine
gore alkol + inhibitor grubunda nekroz agisindan belirgin bir azalma goriilmistiir. Bu
bize kalpain inhibitoériinlin nekroz iizerindeki etkisini gdstermektedir. Ciinki
kalpainlerin siddetli aktivasyonu nekroza neden olmaktadir (179). Kalpain inhibitor 1 ile
kalpain aktivasyonunun azaltilmasi nekrotik hiicre oliimiinii engelleyebilecegini ortaya

koymaktadir. Miyofibriler dejenerasyon bakimindan 1sik mikroskobu sonuglari diger
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gruplara gore alkol grubunda onemli bir artis oldugunu gostermistir. Alkol grubu ile
kiyaslandiginda alkol + inhibitér grubundaki miyofibriler dejenerasyonda azalma,
kalpain inhibitdriiniin tedavi edici etkisinin olabilecegini gostermektedir. Bu sonuglara
ek olarak O6dem, hemoraji ve infilamasyon yoniinden de kalp kast dokular
incelendiginde, kalpain inhibitorii verilen grupda bir iyilesme goriilmektedir. Fakat bu

tyilesme 1limli diizeydedir, istatistiksel diizeyde anlamli bir fark olusturmamustir.

5.9. Miyokardiyum Uzerinde Kalpain Aktivasyonu ve Inhibisyonunun EtKkisi

Kalpain aktivasyonu, kasilma bozukluguna ve subselliiler yeniden sekillenmeye
neden olacak sayisiz spesifik kardiyomiyosit proteinlerinin yarilmasiyla sonuglanir
(157). Kalpain aktivasyonu ve miyofibriler protein yarilmasmi siklikla apoptotik
yolaklarin aktivasyonu takip eder. Hiicre dliimiinden 6nce kardiyomiyositlerde kasilma
bozuklugu olusur (32). Kalpainlarin diger hedefleri endoplazmik retikulumun g¢esitli
diizenleyici proteinlerini, sarkolemma proteinlerini, fokal adhezyon kompleks
proteinlerini ve sitoiskeletal proteinlerini igerir (103). Bu yiizden programli hiicre
prosesi, kasilma fonksiyonu hakkindaki zararli etkileri nedeniyle iki yolla beklenir. Ilki
hiicre olimi prosesinden Once yapisal ve kasilma proteinlerinin her ikisinin de
pargalayabilen kalpain ve kaspazlar gibi proteazlarin aktivasyonu aracilifi ile olur,
hiicrelerin  kasilma kaybi  6liimlerinden hemen &ncedir. Ikincisi  kalpteki
kardiyomiyositlerin sayisindaki azalma, miyokardiyumda kalan yasayanlar {izerinde is
yiikiiniin artig1 tarafindan bir sarsintiya neden olacaktir; bu sirastyla miyokardiyumdaki
patolojik degisikliklere katki saglar, boylece ventrikiiler fonksiyonlarin kaybina neden
olur (93). Enfarktiis sonras1t miyokardiyumda goriilen programli hiicre 6liimii ile kalp
bozuklugunun koétiilesmesi koraledir (103). Bu bilgiler 1s18inda ventrikiiler geometri ve
fonksiyonunun korunmasi ic¢in potansiyel bir mekanizma olarak; kalpain aracili
kardiyomiyosit oliimiiniin engellenmesi yoluyla yaptigimiz miyokard hasar1 kalpain

inhibitorii tedavisinin basarisini goriiyoruz.

Etanolle muamele edilen farelerin miyokardiyumunun sitozoliinde sitokrom c ve
prokaspaz 9’un artist etanol indiiklemeli apoptozda mitokondrial hiicre 6liimii yolaginin
esansiyel roliinii gostermektedir (61). Alkolik kardiyomiyopatide goriilen apoptozun

mekanizmasi ile ilgili farkli bir goriis ise asir1 alkol tiikketimi ROS olusumuna bagiml
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oksidatif stres araciligi ile kalpain 1’in aktivasyonuna neden olmasidir. Kalpain 1’in
aktivasyonu kardiyomiyositlerde apoptoza neden olur. Oksidatif stres, sarkolemmal
Ca+2-pompa ATPaz’1 ve NaK ATPaz’1 ilizerinde hasar olusturabilir. Boylece meydana
gelen Ca™ konsantrasyonundaki artig ile kalpain aktivasyonu indiiklenir. Diger bir
goriise gore; kalpainler etkisini Bcl-xL, Bcl-2, Bid, Bax, NF-kB, ve p53 gibi pro ve anti
apoptotik molekiiller {izerinden gerceklestirir. Alkol tiikketen deney gruplarinda
kalpainlerin inhibisyonu Bcl-xL ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Bu sayede
Bad ekspresyonunun bloklanmasi ile kardiyomiyositlerde apoptoz engellenmektedir.
Kalpain aktivasyonu kardiyomiyositlerde nekroza katki sagladigi icin, kalpain
inhibisyonu bu yonde de etki gosterecektir (78).  Kalpain aktivasyonu ve
inhibisyonunun apoptoz ve nekroz iizerindeki bu etkileri bizim sonuglarimizla uyum

gostermektedir.

Ventrikiiler geometri ve fonksiyonunun korunmasi i¢in potansiyel bir mekanizma
olarak; kalpain aracili kardiyomiyosit 6liimiiniin engellenmesini amaglayan miyokard
hasarinda kalpain inhibitorii tedavisi yeni ¢aligma modellerine, molekiiler ¢aligmalara
yeni yaklagimlar getirecegi ve tedavi protokollerinin gelistirilmesine katki sunacagi

sonucuna varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada biyokimyasal ve histolojik testler kullanilarak, akut yiiksek doz
alkoliin kalp dokusu {iizerinde olusturdugu hasarla meydana gelen kardiyomiyopati
belirlenmigstir. Miyokard hasar1 serum belirtegleri CK-MB ve BNP diizeylerinin
yukseldigi goriilmistiir. Kalp dokusunda biyokimyasal metotlarla Ol¢iilen kalpain,
katepsin ve kaspaz 3 aktiviteleri ile sitokrom ¢ saliniminin arttigi ve bdylece hiicre
6liimii yolaginin aktivasyonu gozlenmistir. Histolojik metotlarla inceledigimiz kaspaz 3
aktivitesi, DNA fragmantasyonu ve 151k mikroskobu incelemeleri, biyokimyasal
verilerimizi  destekler niteliktedir. Bu sonuglarimiz alkoliin neden oldugu
kardiyomiyopati modelini kanitlar 6zelliktedir. Ayrica literatiirde yer alan alkol

indiiklemeli kardiyomiyopati bilgilerini desteklemekte ve onlara katki saglamaktadir.

Bu c¢alismada elde edilen veriler, alkol indiiklemeli kardiyomiyopati modelinde
gerceklesen kalpain aktivasyonunun kardiyak patolojinin gelisiminde 6nemli bir role
sahip potansiyel terapotik hedef oldugunu, doku hasarini azaltmak i¢in kullanilan
kalpain inhibitér 1’in kardiyoprotektif etkisinin olabilecegini gdstermektedir. Ciinkii
kalpain inhibitér 1 verilen tedavi grubunda, alkoliin neden oldugu hiicre Sliimii
belirteglerinden kalpain, katepsin ve kaspaz aktiviteleri ile sitokrom c¢ saliniminda
azalmalar goriilmiistiir. Benzer sekilde immiinohistokimyasal kaspaz 3 aktivitesinde,
DNA fragmantasyonu ve 1s1k mikroskobu incelemelerinde morfolojik olarak belirgin
iyilesmeler goriilmiistiir. Boylece kalpain inhibitorlerinin alkolik kardiyomiyopati gibi
farkli bir alanda kardiyoprotektif etkinligi tespit edildi ve bu bulgularin sonraki

caligmalar i¢in bir basamak olusturacagina inaniyoruz.

Sonug olarak, alkol ve diger nedenlerin indiikledigi kardiyomiyopati modellerinde
miyokard hasarinin azaltilmasinda kalpainlerin inhibisyonunun kardiyoprotektif
etkisinin olabilecegini sorgulayan in-vivo hayvan modelleri, in-vitro hiicre modelleri ve

ileri molekiiler caligmalarin yapilmasinin yararl olacagi diistiniilmiistiir.
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GEREKCE

Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali 6Zretim

‘elemanlarindan  Prof. DPr. Giingor KANBAK m arastuma yiriticisii oldugu

113/2009 kayr pumarahh ve “Akut alkol alinuna baglh olarek ortaye ¢ikan
kardiyomiyopatide, bir kalpain inhibitéré olanr N-Acetyl.L-leucy-L-norleucinal’in
kardiyoprotektif eikisi” konulu ¢ahisma tarafimizdan degerlendirilimistir. Calismada,
80 adet Sprague Dawley Sican (erkek), kullamilacag: belirtilmistir. Siganlara gavajla
etanol verilmesinden 12 saat sonra ketamin + ksilazin anestezisi altinda kan
alinacaktw, Kalp cikarilarak hayvanlarim hayatina son verilecegi belirtilmigtir., Kan
ve doku ornecklerinde histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilacaktir.
Kullanilan yontemler uluslar arasi standard: olan yo6ntemierdir. Gerekli literatiirler
verilmigtir.

Calismanin yapiimasinda, Komisyonumuzun columsuz gorisi bulunmamaktadir.





