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SIMGE VE KISALTMALAR

ATP : Adenozin trifosfat

ANP : Atrial natritiretik peptit
BNP : Beyin natritiretik peptit
cGMP : Siklik guanozin monofosfat
CNP : C-tipi natritiretik peptit
COX-2 : Siklooksigenaz-2

Dp/dtmaks : Maksimum sol ventrikiil basing degisim orani
Dp/dtmin  : Minumum sol ventrikiil basing degisim orani

GC : Guanilat siklaz

IP : Intraperitoneal

MAO : Monoamin oksidaz

NF-«xB : Niikleer faktor kappa B

NPR-A : Natriiiretik peptit reseptor tipi A
NPR-B : Natriiiretik peptit reseptor tipi B
NPR-C : Natriiiretik peptit reseptor tipi C
SVGB : Sol ventrikiil gelisim basinci

TTZ : Trifentil tetrazolium klorid



GIRIS ve AMAC

Isatin (indoledione 2,3), memeli dokularinda ve viicut sivilarinda bulunan endojen bir
indoldiir. Bazal dokularda isatin konsantrasyonlar1 organlara gore farklilik gostermektedir
(1,2) . Isatin baslangigta endojen monoamin oksidaz (MAO) inhibitdr aktivitesinin bir bileseni
olarak tanimlanmistir ve bagirsakta triptofan katabolizmasindaki indolden iretilebilmektedir.
[satinin olusum yollar1 hala iyi deneysel destegi gerektirmektedir (3).

Bundan bagka isatin, natriiiretik peptit reseptorleri {izerine antagonist etkileri oldugu
bilinen bir indol olup atrial natritiretik peptid (ANP) ve beyin natriiiretik peptid (BNP)’in
etkili oldugu reseptorlere baglanarak ANP ve BNP’nin tersine guanilat siklazi (GC) inhibe
edici rol oynar. Boylece isatin, natriiiretik peptitlerin etkilerine bagli GC yolu iizerinden
olusan siklik guanozin monofosfat (CGMP) salmimim azaltmaktadir (2-4). Isatinin ayrica
apoptoz inhibitori, antikolviilzan, antiviral, antibakteriyal ve antifungal etkilerde rolii oldugu
bildirilmektedir (5).

Son yillarda ANP’nin immiin sistem {zerine diizenleyici etkileri oldugu
belirtilmektedir (6). ANP, siklooksigenaz-2 (COX-2), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve
timor nekroz faktor-oo gibi pro-inflamatuvar mediatorleri baskilayict etki gostermektedir.
Siklooksigenaz enzimleri hiicrelerde arasidonik asitten eikosanoidlerin olusumunda rol oynar.

Siklooksigenaz enzimlerinden biri olan COX-2 hiicrelerin ¢ogunda diisiik miktarda
bulunurken inflamasyona bagli olarak hiicrelerde hizla eksprese olmaktadir (6,7). Isatinin
COX-2 ile iligkili etkileri ise heniiz tam olarak aciklia kavusmus degildir. COX-2
transkripsiyonunu diizenleyen faktorler arasinda niikleer faktor kappa-B (NF-«kB) yer

almaktadir. NF-xB nin miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasarinda, iskemik 6n kosullama ve



anstabil anjina patafizyolojisinde anahtar rolii oldugu belirtilmektedir. NF-kB miyokardiyal
iskemi ve reperfiizyon sirasinda aktive olur. Izole kalplerde bu aktivasyonun iskemi
basladiktan hemen sonra olustugu ve reperfiizyon doneminde artigi belirtilmektedir (8).
Isatinin COX-2 iizerinden olusacak muhtemel etkilerinde NF-xkB diizeyinde degisim
olusabilir.

Iskemi reperfiizyon hasarina bagh kardiyak hemodinamik etkilerinin incelendigi daha
onceki caligmalarda, isatinin doku perfiizyon sivisina verildigi goriilmektedir. Endojen bir
indol olan isatinin intraperitoneal uygulanarak dokulara dagilimi ve etkilerini bu sekilde
olusturmasi sonrasindaki kardiyak etkiler ise tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle bu
calismada izole-perfiize sican kalbinde intraperitoneal olarak uygulanan isatinin diisiik akiml
iskemi ve sonrasindaki reperflizyon hasari iizerine olan hemodinamik etkisi ve isatin
uygulanmasina bagli cGMP diizeyindeki degisim incelenmistir. Ayrica, son yillarda ortaya
cikan ANP’nin etkileri ile ilgili bulgular 1s18inda, isatinin miyokardiyal dokuda bir
proinflamatuar mediator olan COX-2 ve COX-2 transkripsiyonunu diizenleyen faktoér olan

NF-kB mRNA diizeylerine etkisi arastirilmistir.



GENEL BIiLGILER

ISATININ BIYOLOJIK ETKILERI

Endojen bir indol olan isatin kalpte ve ayrica beyin, akciger, karaciger, dalak gibi
organlar, {ireme sistemi ve viicut sivilarinda bulunmaktadir (4). Isatinin kandaki
konsantrasyonu 1uM’l asabilmektedir (9). Doku isatin konsantrasyonlar1 organlara gore
farklililk gostermektedir (Tablo 1). Ayrica isatin konsantrasyonlarinin cinsiyete bagh da
degisim gosterdigi bildirilmistir. Beyin dokusunda bazal isatin diizeyleri kadinlarda
erkeklerden daha yiiksektir. Isatin, merkezi sinir sistemi icinde hipokampus, beyincik ve
striatumda bulunmaktadir (3). Periferal organlarda, seminal vezikiiller ve vas deferanste 47,4-
79 uM gibi yiiksek konsantrasyonlardadir. Kalp dokusundaki isatinin maksimal
konsantrasyonu ise 3 uM’e yaklasmaktadir (10). Bu diizey neredeyse beyindekinin 3 kati
kadardir.

Isatin konsantrasyonlar1 stres durumundan etkilenebilir. Sicanda, stres nedeniyle
kalpte isatin diizeyi 2-3 kat artmaktadir. Idrarda ise isatin atilimi 2,5-6 kat artmakta ve serum
isatin konsantrasyonu ise 2.9 = 0.29 uM’ e ulasabilmektedir (3).

Endojen isatin olusumu tam olarak bilinememekte ve 1iyi deneysel destegi
gerektirmektedir. Gillam E.M. ve arkadaslarinin (11) yaptigi ¢alismada endojen bir indol olan
isatinin metabolik siirecler sonucu nasil olustugu ve hangi katabolik siireclere girdigi
aragtirilmugtir. Isatinin katabolizmasinda mikrozomal sitokrom P450 enzimlerinin rol oynadig
belirtilmistir. Isatin bagirsakta, triptofan katabolizmasi1 sonucu olusan indolden iiretilmektedir.
Barsakta iiretilen bu isatin katabolize edilmektedir. Ayrica sindirim sistemindeki katabolik

yollar disinda idrarla da disar1 atilmaktadir. Isatin katabolizmasi sonucu indirubin, antanilik



asit, 3 hidroksi-2oksoindol olusmaktadir (Sekil 1). Tim bu bilesikler idrarda da
bulunmaktadir (11).

Tablo 1. Sican dokularinda isatin konsantrasyonlari (3)

Doku Isatin konsantrasyonlar1 (uM)
Tiim beyin 0.3-0.4
Hipokampus 0.9-1.3
Serebellum 0.8-1.2
Striatum 0.6-1.0
Kalp 0.79-2.62
Karaciger 0.77-1.45
Bobrek 0.88-1.32
Akciger 0.14-1.20
Dalak 0.35-0.62
Testis 0.16-0.63
Seminal vezikiil 2.37-47.4
Vas deferens 1.58-79
indole indoxyl
N
isatin indigo

Antanilik asit l

3-hidroksi
2-indol

indirubin

Sekil 1. satinin olusum mekanizmasi ve katabolizmasi



Isatinin beyin ve diger dokulardaki baglanma yerlerinin birden fazla oldugu
gosterilmistir. Insitu isatin goriintiilenmesinde sigan beyninin farkli bolgelerinde isatin
baglanma yerleri farklilik gostermektedir. Serebellum, hipokampus, korteks ve hipotalamik
cekirdekler isatinin en fazla sekilde etkiledigi merkezi sinir sistemi bolgeleridir (12).

Siganlarda MAO inhibitorii olan pargyline isatinde azalmaya neden olmakta, ama
MAOQ’nun isatin baglayiciligini tam olarak kaldiramamaktadir. MAO, isatin baglayiciliginda
onem tasimaktadir (13). Ciinkii isatin stres durumunda artan bir indoldir ve MAO
inhibisyonu olusturarak dopamin tizerinden biyolojik etkiler meydana getirmektedir. Bu
etkilerin Parkinson hastaliginda meydana gelen bradikineziyi Onleyici rolii olabilecegi
deneysel ¢alismalarda ortaya konmus bulunmaktadir (14).

Isatin ayrica farkli bir baglanma da gostermektedir. Medvedev ve arkadaslarinin (15)
yaptig1 calismada isatinin natriiiretik peptitler lizerine olan antagonist etkisi arastirilmistir.
Isatin, sigan beyninde ANP ve C-tipi natriiiretik peptit (CNP) reseptorlerine baglanmaktadir.
[satin, natriiiretik peptit reseptdr tipi-A (NPR-A) reseptorlerine baglanarak ve guanil siklaz
aracilif1 ile hiicresel diizeyde baskilayici etkiler gostermektedir. Ayrica natriiiretik peptit
reseptor tipi-C (NPR-C)’ye baglandiginda ise etkisini adenilat siklaz yolu araciligi ile
olusturdugu bildirilmistir (1).

Natritiretik peptidler tarafindan olusturulan anksiyeteyi onleyici etkilerde, isatinin ters
bir etki yapmasi da muhtemeldir. Isatin anksiyojenik etkiler oluturabilmekte ve natriiiretik
peptidlerle bu agidan yarisabilmektedir. Isatinin olusturacag anksiyojenik etkilerin natriiiretik
peptidlerin de baglandigi NPR-A reseptorlerine baglanarak meydana geldigi bildirilmektedir
(14).

Isatin baglanma yerleri farkli organlara gore farklilik gostermektedir. Beyinde
ozellikle isatin baglanma yerleri hiicre membraninda yer almaktadadir. Membrandaki isatin
baglanma yerleri biyosensor teknigi ile partikiil seklinde goziikmekte ve isatin baglanma
bolgelerinin miktar1 degisim gostermektedir. Ancak bobrekteki baglanma yerinin membran
olmadig belirtilmektedir (16). Isatin baglanma yerleri beyin sapinda en ¢ok, karacigerde ise

beyin bolgeleri, kalp ve bobreklere nazaran daha az miktarda bulunmaktadir (Sekil 2) .



isatin Baglanma Yeri
Konsantrasyonu

Beyin Sapi
Serebellum
Kalp
Bobrekler
Karaciger

Sekil 2 . Isatin baglanma yerlerinin miktar1 dokulara gére farkhhk gésterir

Isatinin baglandig1 biyolojik hedeflerin 6zellikle isatini bagladigi ve ayn1 zamanda bu
baglayicilarin isatin konsantrasyonunun inhibisyonunda da rol oynadigi belirtilmektedir.
MAO isatin baglayici proteinlerden biridir. Bundan bagka da ¢esitli sitozolik enzimler isatini
baglayabilir (5). Isatinin hangi proteinlere ne sekilde baglandig1 giiniimiizde arastirilmaktadir.
Bu aragtirmalarda optik biyosensor teknigi gibi ileri teknikler kullanilmaktadir (17).

Isatin hiicre ve dokularda farkli sinyalizasyon sistemlerini uyararak etki
gosterebilmektedir. Bunlardan biri ANP reseptorlerine baglanma yoluyla, ANP sinyalizasyon
sisteminin uyarilmasidir. ANP sinyalizasyon sistemi isatin i¢in en hassas olan invitro hedefler
arasindadir. ANP reseptorlerinden biri olan NPR-A, partikiil seklindedir ve guanilat siklaz
yolag iizerinden etkiler gosterir. Isatin bundan baska nitrik oksit ve MAO B ile de birleserek
de etki gosterir. Nitrik oksit {izerinden olusan etkiler soliibl guanilat siklazin uyarilmasi
seklindedir. Isatin konsantrasyonlarindaki fizyolojik diizeyde olusan dalgalanmalar, bu

etkilerin degismesine ve duyarli bir sistemin olusmasina yol agabilir (18).

ATRIAL NATRIURETIK PEPTITLER VE ISATIN ETKILESIMI
Natritiretik peptitler ANP, BNP, CNP, D-tipi natriiiretik peptit ve iirodilatinden

olugsmaktadir. Bu peptitler ve onlarin reseptorleri dnemli bir diizenleme sistemini temsil eder
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(19). Bu sistem s1v1 dengesi ve kan basincinin diizenlenmesinde ve bunun yani sira emosyonel
olarak davranis (kaygi, uyarilma gibi) diizenlenmesi, stres hormonlarinin saliniminin
degismesi ve otonom sinir sistemi aktivasyonu ile iligkilidir (20).

Natritiretik peptitler ti¢ tip membran reseptorii ile iliskilidir. Bu reseptorlerden ilk ikKi
tipi, NPR-A ve natriiiretik peptit reseptor tipi B (NPR-B) olup, ligand-bagimli intrinsik guanil
siklaz aktivitesi gosteren transmembran glikoproteinlerdir. ANP ve BNP, NPR-A’ya, CNP ise
cogunlukla NPR-B’ye yiiksek afinite gostermektedir. Ugiincii natiiiretik peptit reseptdr tipi
NPR-C’ de guanliat siklaz domaini yoktur. Bu reseptor klirens reseptorii olarak bilinmektedir.
Bu reseptor ANP, BNP ve CNP’ye baglanmaktadir (19). ANP ve BNP kalp miyositlerinden
salgilanmakta iken yalnizca CNP endotel kokenlidir. CNP ayrica beyin ve periferik dokuda
etki gosteren parakrin bir peptittir (21).

Beyin ve kalpte endojen olarak iiretilen isatin memeli dokularinda, beyin omrilik
stvist ve diger viicut sivilarda genis dagilim gostermektedir. Medvedev ve arkadaslarinin (1)
yaptiklar1 ¢alismada, isatinin beyindeki ANP reseptorlerine baglandigi bildirilmis; Sigan kalp,
beyin ve bobrek dokularinda ANP ile aktive olmus guanilat siklazi kompetetif olarak inhibe
ettigi belirtilmistir. Aynm1 zamanda sigan ve tavsanda anksiyojenik bir ajan olan
pentilentetrazoliin beyin isatin diizeylerini artig1 bildirilmektedir.

Glover ve arkadaslarmin (22) yaptiklari ¢alismada isatinin degisik dozlarda ANP,
BNP ve CNP iizerine olan antagonist etkisi arastirilmig ve isatinin bu peptitlerin etkisini
inhibe ettigi gozlemlenmistir. Ayrica isatin ANP’nin olusturdugu hipertermik etkiyi (4) ve
ANP’nin 6grenme iizerine olan etkisini baskilamaktadir (22).

Kobaylarda 0.4 pm isatin, serebral membrana ANP’nin baglanmasimi inhibe
etmektedir (16). Isatin ayn1 zamanda sican beyninde, ANP ve BNP tarafindan uyarilan
partikiil guanilat siklaz aktivitesini inhibe etmektedir (15). Isatinin asir1 sivi1 yiiklenmesinde

CGMP olusumunu etkiledigi ve viicut sivi dengesinde rol oynadigi bildirilmistir (23).

ISKEMi REPERFUZYON HASARININ MEKANIZMASI

Miyokard iskemisi, miyokardin metabolik gereksinimlerine gore, yetersiz kan akimi
ile karakterize bir durumdur. Miyokardin yetersiz oksijenlenmesi sonucunda olusan iskemi,
anaerobik metabolizmada artisa yol agmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasarindaki mekanizma;
anaerobik metabolizmaya geciste serbest oksijen radikalleri ve inflamatuvar mediyatorler
dahil bir dizi olay1 baslatmakta ve doku hasarina neden olmaktadir. Bu duruma “iskemi

reperfiizyon hasar1” denmektedir (24). Bu mekanizmadaki primer iskemik hasar toksik



tirtinlerin normalden fazla birikmesine bagli olusmaktadir. Reperfiizyon sonrasinda ise serbest
oksijen radikallerinin salinmasi sonucu dogrudan etkilenen doku hasari meydana gelmektedir.
Aym zamanda reperfiizyon hasarinda hiicredeki antioksidan sistemler zayiflamaktadir
(24,25).
Iskemi olusum mekanizmasi sirasinda olusan olaylar asagidaki sekilde belirtilebilir.
- Miyokardiyal dokuya oksijen geg¢isinde azalma sonucunda adenozin trifosfat
(ATP) tiretiminde azalma ve yag asit miktarinda artis gézlemlenir,

- Kalsiyum diizeyinde artis olusur,

- Olaylar iskemik nekroz ve enfarktiis olusumu ile sonuglanir (26).

Insanda kalbe giden kan akiginin kesilmesinden 20 dakika sonra geri doniisiimsiiz bir
hasar baglamaktadir (27). Miyokardiyumda koagiilasyon nekrozu, nétrofil infiltrasyonu ve
O0dem enfarktiisten ortalama dort saat sonra Saptanmaktadir. Hiicre Olimii, hem iskemi
stirecinde hem de iskemi sonrasinda olusmaktadir. Kan akimimin yeniden baglamasinda da
hiicre 6liimii devam etmektedir. Iskemi ve reperfiizyon siireclerinde gelisen hiicre hasari
sonucunda aritmi, doku hasarmin biiyiimesi (enfarkt) ve miyokardiyal afallama (stunning)
gibi ciddi klinik sonuglar olusabilmektedir (28).

Reperfiizyon hasarina duyarli hiicresel yapilar membran lipidleri, proteinler, niikleik
asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir (29,30). Bu yapilarda meydana gelen
degisimler sonucunda miyokardiyal afallama, reperfiizyon aritmileri, miyositlerde nekroz,
koroner endotelyal ve mikrovaskiiler disfonksiyon olusabilmektedir (29).

Miyokardiyal afallama, iskemi reperfiizyon sonucunda geri doniisiimsiiz bir hasar
olmamasina kars1 kalpte meydana gelen uzamis mekanik fonksiyon bozuklugudur. Genellikle
global iskemilerden sonra daha fazla gézlenmektedir (31). Reperfiizyon aritmilerinde ise
siklikla tasikardi ve ventrikiiler fibrilasyon meydana gelir (29). Miyositlerde olusan nekrotik
dokular iskemi reperfiizyon siirecindeki mekanizmalar sonucunda da ortaya ¢ikabilecegi gibi
bu nekrozun en énemli nedeni hiicrelerde olusan kontraktiirdiir (32).

Iskemi sirasinda miyokardin enerji dengesi bozulmakta, ATP iiretimi durmakta ancak
kullanimi devam ettigi i¢cin ATP seviyesi digmektedir. ATP kullanima bagli olarak adenozin
difosfat ve adenozin monofosfat seviyesi artmaktadir. Hiicreler ATP iiretebilmek igin
glikojenden glukoz iiretmektedir. Anaerobik kosullarda glikolizin sonucunda son iiriin olarak
olusan piruvat, laktat dehidrogenaz enzimi ile birlikte laktata gevrilmektedir. Iskeminin
devam etmesi, enerji dengesini daha da bozmaktadir. Adenozin difosfat, hidrolize olmakta

adenozin ve diisiik oranda inozin olugmaktadir. Adenozin difosfat hidrolizi sirasinda biiyiik



oranda proton {lretilmektedir. Hiicre pH’nin diismesi glikolizi inhibe etmektedir. ATP
depolarinin % 80 ve daha fazlasi agir ve uzun siireli iskemi sonucunda kaybolursa, hiicre
hacim ve iyon biitiinligiinii siirdiirme Kabiliyetini kaybedebilmektedir (33,34).

Insanda yirmi dakikalik bir siire miyokard iskemisi i¢in sinir siire olarak kabul edilir
Bu siireden daha kisa devam eden iskemi sonrasi reperfiizyonda doku hasari olduguna dair bir
bulgu saptanmamistir. Daha uzun siiren iskemilerde ise reperfiizyon hasarinin nedenleri
degisebilmektedir. Reperfiizyonun dakikalar ile saatler arasindaki degisen zamanlarda nekroz
ve apoptozis Sonucu hiicre oliimiiniin artmasi gibi nedenler miyokardiyal doku hasarini
artirmaktadir. Kirk dakika siiren iskemide subendokardiyal nekroz olusmaktadir. Ug saat
stiren iskemide ise nekroz yayilmakta ve iskeminin uzamasi durumunda transmural enfarktiis
olusmaktadir. Uzun siireli iskemi sonrasi miyokardin reperfiizyonundan sonra veya
reperfiizyon sirasinda aritmiler, mikrovaskiiler hasar, miyokardiyal afallama (stunning) ve
miyokardiyal hibernasyon olustugu saptanmustir (29,31).

Degisik nedenlere bagli olusan iskemi sonucunda serbest radikaller, sitokinler ve nitrik
oksit olugmaktadir. Nitrik oksit iskemi sirasinda endotel hiicrelerinin hasar goérmesi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir ve lipid peroksidasyonunu uyarmaktadir. Bunun sonuncunda
ise malondialdehit gibi {irlinler agiga ¢ikmaktadir. Bunlarin da miyokardiyal hasarda rolii
bulunmaktadir (25,34).

Reperflizyon hasarinda hiicrede bir¢ok molekiiler degisiklik olugsmaktadir. Molekiiler
oksijen, yiiksek oksidasyon potansiyeline sahiptir, buna karsilik organik bilesikler seri bir
sekilde molekiiler oksijenle okside olamazlar. Oksidatif fosforilasyon ile hiicreler enerji
tiretmektedir. Oksijen miyokardiyal elektron transport sistemi ile suya doniismektedir.
Mitokondride kompleks IV igindeki sitokrom C oksidazla birlikte oksijen respirasyon
sirasinda bir dizi elektron kaybeder. Bunun sonucunda siiperoksit radikal, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali ve su olusmaktadir (33,34).

Stiperoksit radikalleri, biyolojik molekiillerin membran yapilar1 i¢in zararhdir.
Membran yapisini bozar ve okside eder. Bunu lipid peroksidasyonu yardimiyla yapmaktadir.
Bu durumda monoaldehit olusumu ile degerlendirme yapilmaktadir. Bu reaksiyonlar
sonucunda ilk olarak lipid peroksit radikalleri ikinci olarak ise hidroksilipid peroksidler
olusmakta ve bu radikaller DNA oksidasyonu ve protein ¢apraz baglantilar1 olusturmaktadir.
Bunun sonucunda ise hiicresel disfonksiyon ve hiicre nekrozu meydana gelmektedir (35).

Iskemik dokunun reperfiizyonu sonu¢ olarak hasarli dokuda hizli bir nétrofil

kiimelenmesine yol agmaktadir. izole kalp modellerinde serbest radikal olusumu



reperfiizyonun basinda hizli bir sekilde olusur. Nétrofillerin endotele adezyonu ve sonrasinda
transmigrasyonu, canliligini siirdiirebilir dokularda proteolotik enzimleri salarak serbest
oksijen radikalleri olusturmaktadir.

Miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasarinda siiperoksit radikal olusumuna yardimeci
olan birgok intraselliiler enzimatik mekanizma vardir. Bunlardan bazilari; ksantin oksidaz,
mitokondrial sitokrom oksidaz yolu, siklooksigenaz, lipooksigenaz yolu, katekolaminlerin
oksidasyonudur (35-37).

Organizmada yukarida saydigimiz metabolik olaylar sirasinda siirekli olarak serbest
radikaller olusur ve endojen antioksidanlar adi verilen molekiiller tarafindan etkisizlestirilir.
Bu korunma glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve katalaz gibi enzimler ile olusur.
Serbest radikaller belirli diizeyin iistiine ¢iktiginda ve antioksidan savunma sistemleri yetersiz
kaldiginda hiicrenin bazal yapi taslarin1 hasara ugratir. Bu asamada viicudun diger dogal
savunma sistemi olan tamir islevi, hasarli biyomolekiilleri ortadan kaldirir. Hasarli niikleik
asidler spesifik enzimler tarafindan tamir edilir, okside proteinler proteolitik sistem tarafindan
ortadan kaldirilir (38,39)

ATP driinleri ksantin dehidrogenaz enzimiyle iireye ¢evrilmektedir. Bununla beraber
iskemik durumda Ca*? ile aktive edilen ve “kalpein” olarak tamimlanan sitozolik proteaz
enzimi ile ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza doniismektedir. Ayrica iskemik dokuda
stilfhidril oksidasyonu bu doniisiimii hizlandirir. Bu da iskemik dokuda asir1 hipoksantin ve
stiperoksit radikal birikimine neden olur.

Uzamis iskemiden sonra reperflizyonda sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun artmasi
ciddi miyokardial hasarla iliskilidir. Burada Na*/H* pompas1 6énemli bir role sahiptir. Iskemi
sirasinda proton miktarinin artmasi ki bu asidoza yol agar, Na*/H* pompasini inhibe eder.
Reperfiizyonla beraber bu inhibisyon ortadan kalkar ve hiicre i¢i sodyum miktar1 artar. Bu
Na'/Ca® pompasini aktive ederek hiicre i¢i kalsiyam miktarin1 artrir. Na/H pompa
inhibitérleri kullanimmin; intraselliiler Na* ve Ca*? artisin1 durdurarak reperfiizyon hasarimi
azalttig1 gosterilmistir. Ayrica iskemiyle beraber hiicre ici asidotik ortam, fizyolojik pH’da
proteinlere bagli olan kalsiyumun da serbest kalmasina neden olarak hiicre igi Ca*? arttirir.
Sonug olarak miyokard kontraktil elemanlarmin kalsiyuma karsi duyarliligi azalir ve bu
durum miyosit kontraktilitesinin azalmas1 ile sonuglanir. Intraselliiler kalsiyum
konsantrasyonu kritik bir gostergedir. Ciinkii fosfolipaz, proteaz, endoniikleaz gibi bazi
enzimlerin aktivasyonuyla iligkili ikincil haberci gibi davranir ki bu durum hiicre 6liimiinde

degradasyon yolunu ve inflamatuar kaskadi baslatir (40,41).
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PROINFLAMATUAR MEDIATORLERIN KARDIYAK ISKEMI UZERINE
ETKILERI

Bir  transkripsiyon  faktorii  olan  NF-xB  sitokinlerin,  kemokinlerin,
immiinoreseptorlerin ve hiicre adezyon molekiillerinin iskemi reperfliizyon hasari sirasindaki
erken gen ekspresyonuna aracilik etmektedir. NF-kB’nin selektif blokajimin ciddi iskemik
stres sonrasi repefiizyonun erken fazinda belirgin koruma sagladigi yapilan calismalarda
gosterilmistir (42,43).

Iskemi reperfiizyon hasarinin mekanizmasi karmasik ve zincirleme bir reaksiyondur.
Ortaya ¢ikan doku hasar1 esas olarak; serbest oksijen radikalleri, hiicre i¢ci Ca*? dengesinin
bozulmasi ve inflamatuvar kaskatin aktivasyonuyla olusur. Ayrica NF-kB, TNF-a, IL-6, INOS
gibi inflamatuar mediatorlerin gen ekspresyon regiilasyonundan sorumludur (29).

COX enzimleri hiicre igerisinde arasidonik asitten eikosanoidlerin olusumunda gorevli
emzimlerdir. Bu enzimlerin iyi bilinen iki tip izoformu mevcuttur. Bunlar COX-1 ve COX-2
dir. COX-1 ve COX-2 enzimleri 6nce kararsiz yapida prostaglandin-H2 {iretimi yaparlar, daha
sonra hiicreye 6zgiil olarak prostaglandinlerin yapimini saglarlar. COX-1, trombaksan A
sentezini saglar. Cogu viicut hiicrelerinde bulunur ve gastrik mukozayr korunmada 6nemli
rolii vardir. COX-2 ise ¢ogu hiicrede normalden diisiik seviyede bulunurken, inflamasyon ile
pek cok hiicrede hizla ekspre olur ve prostasiklin sentezinde gorevlidir. Arterosklerotik plakta
da plagin inflamasyonu sirasinda COX-2 énemli oranda artar.

Romatoid artrit, osteoartrit veya nonspesifik bir kas iskelet sistemi agrisinda 6zellikle
yasli hastalarda COX-2 inhibitorleri siklikla kullanilmaktadir. Ancak gastrik iilser olusumu
nedeniyle COX-2 inhibitorlerinin sik kullanimindan kaginilmaktadir. COX-2 enziminin 1990
yilinda bulunmasiyla yukarida bahsettigimiz rahatsizliklar icin ila¢ yapimima baslanmistir.
ABD de 2000 yilinda toplam COX-2 inhibitorii satis1 3 milyar dolar1 bulmustur ve bu sonug
bu ilacin ne kadar sik kullanildigini gostermektedir (44).

COX-1 ve COX-2 enzimleri hemostatik dengede 6nemli islevlere sahiptirler. COX-1
inhibitorleri TXA> sentezini durdurup, PGI, sentezini etkilemeden trombosit kiimelesmesini
azaltirlar. COX-2 ye 0Ozgiil inhibitorler ise (refokoksib, celokoksib gibi) PGI. sentezini
azalttig1 i¢in trombojenik bir duruma zemin hazirlarlar (45).

COX-2 inhibitorleri antiinflamatuvardir ve plak inflamasyonunun baskilanmasina
yardimc1 olurlar. Inflamatuvar hiicrelerin uyarilmasiyla matriks yikimi ve fibréz hasar

olusmaktadir. Bu nedenle plak inflamasyonu akut koroner olaylarin ortaya ¢ikmasinin en

11



onemli belirleyicisidir. COX-2 inhibitorlerinin antiinflamatuvar 6zelligi nedeniyle koroner
olaylarin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir (7).

Taha M. ve arkadaslarinin (46) yaptiklart c¢alismada yiiksek dereceli astrositik
timorlerde COX-2 ekspresyonunun normale oranla daha fazla oldugu goézlemlenmis ve bu
fazla orandaki ekspresyon yeni mikrovaskiiler yapilarin olusumuyla tiimérogenesise neden
olmustur. Bu durumda, tedavi i¢gin COX-2 inhibisyonunun onemli bir amag¢ olabilecegi

diistintiilmektedir.

IZOLE KALPTE DUSUK AKIMLI iSKEMi MODELI

Ilk olarak Oscar Langendorff tarafindan tanimlanan izole perfiize kalp preparati,
bugiine degin bircok degisiklige ugramistir. Farmakolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
arastirmalarda bu model yaygin kullanilabilmektedir. izole perfiize kalp modeli, ilaglarin akut
etkilerini arastirmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica belirli bir uygulama yaptirilan hayvanlarin
kalplerindeki degisikliklerin akut etkileri bu model ile 6lgiilebilmektedir.

Izole kalp galigmalari, kalp fizyolojisinin temelinde ©nem tastyan buluslar igin
kullanmilmistir. Bu diizenek ile izole kalbe sicaklik, oksijen, kalsiyum iyonlar1 ve besin
acisindan zengin perfiizat saglanir. Langendorf tekniginin temelinde kardiyak mekanik

fonksiyonlarin koroner dolasimdaki degisikliklerden etkilenmesi bulunmaktadir (47).

Langendorff Kalp Preparati Hazirlanmasi

Kalp, anestezi uygulandiktan ve koagiilasyonu Onlemek amaciyla heparin
uygulandiktan sonra, izole edilerek aort kismindan kaniile edilir. Buradan belirli bir basingla
verilen pefiizyon sivisi aort kapaklarini kapatir ve sivi sol ventrikiil igine gidemez ancak
koroner arterleri perfiize eder. Perfiizat sonra koroner siniisten sag atriuma bosalir ve daha
sonra pulmoner arterden atilir. Langendorff preperati bu yoniiyle perfiizatin sol atriuma
bosaldig1 ve koroner perfiizyonun kalbin kendi kasilma giiciiyle gerceklestigi calisan kalp
(working heart) preperatlarindan ayrilir.

Izole kalp preparati hazirlamirken yeterli el becerisiyle, kalbin izolasyonu ve
perfiizyonu kisa bir siire i¢erisinde gergeklesir. Preperatin hazirlanmasi sirasinda dekapitasyon
yapildiktan sonra hizla sag sternotomi ile toraks acilmali ve kalpte herhangi bir mekanik hasar
olusturmadan assenden aorta izole edilip kalp soguk perfiizyon soliisyonuna konulmalidir.

Kalbin kasilmasi soguk soliisyon i¢inde durur ve bundan sonra kalp perfiizyon i¢in hazir
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bekletilen kaniile kolayca takilabilir. Iplikler aortu sabitlemek igin baglandiktan sonra
perflizyonu derhal baglanmalidir.

Perfiizyon sivisi bir 1s1 sarmali araciligiyla 1sitilmis (37 °C) ve % 95 O2 ve % 5 CO2 ile
oksijenlendirilmistir. Perflizyon basladigi anda kaniil i¢cinde hava kabarcigr olmamasina
dikkat edilmelidir. Eger hava kabarcig1 varsa kalp hafifce sikilarak hava uzaklastirilmalidir.

Preperat kayitlar i¢cin gerekli prosediirler yerine getirildikten sonra cidarlar1 1sitan bir
kalp odacig1 i¢ine alinmalidir. Bu sekilde preperatin bulundugu ortam sicakligi daha hassas
bir sekilde diizenlenmis ve kalbin dis cidarlar1 kurumaya karsi korunmus olur.

Perfiizyon genellikle Modifiye Krebs ya da Tyrode solusyonu gibi soliisyonlarla
perflize edilir. Krebs-Henselit soliisyonu NaCl, KCI, CaCl,, MgSO4, NAHCO3 ve glukoz
igerir. Preperatin iyi caligmasi perflizyon soliisyonunun kalitesinede baglidir. Soliisyon
kesinlikle higbir partikiil igermemelidir. Bunun i¢in kalpler ¢ok temiz olmali, miimkiinse
deiyonize edilmis distile su kullanilmali ve soliisyon i¢in en yiiksek saflikta tuzlar tercih
edilmelidir. Cozelti hazirlanmasi bittikten sonra uygun filtrelerle siiziilmesi de yararli
olmaktadir.

Izole kalp preparatinda uygulanacak olan perfiizyon sabit basing veya sabit akim
olarak iki ayr1 sekilde yapilabilir. Sabit basingla perfiizyonda koroner akimi, sabit akimla
perfiizyonlada koroner perfiizyon basincini kaydetmek miimkiindiir. Eger yeterli akim ve
basingta perfiizyon yapilirsa preperatin viabilitesi agisindan iki metodla da uygun sonuglar
alinir.

Elde edilen parametreler (basing veya akim) birbirleriyle ters orantili olduklar1 igin
herhangi birinin 6l¢iilmesi digeri hakkinda da bilgi verir. Diisiik akimli iskemi modeli, iskemi
oncesi ve reperflizyonda akimin normalin % 10’una disiiriilmesiyle yapilmaktadir. Bazi
Langendorff sistemlerinde kullanilan perfiizat yeniden sirkiile edilir (48).

Kullanilmis perfiizat sivis1 da pek ¢ok biyokimyasal parametrenin dlgiilebilmesi igin
fayda saglar. En sik Ol¢iilenler arasinda laktat dehidro jenaz, kreatin kinaz, troponin T, pH,
pO2, pCO2 gibi parametreler sayilabilir.

Izole kalp kaniile edildikten sonra sol ventrikiil igine sol atriyum yoluyla bir balon
yerlestirilir. Balona belli bir basing uygulanarak 6nyiik olusturulur. Balon i¢inde olusturulan
basing intraventrikiiler basinci simiile eder. Yeni cihazlarda ultrasonik sensorlerle ventrikiil
boyutlarini, segment uzunluklarini ve duvar kalinliklarini da 6lgmek miimkiindiir.

Yerlestirilen iki elektrotla bipolar elektrogram kaydedilebilir. Langendorff

preperatinda ritim ve hiz degisikliklerinin deneyi etkilemesi istenmiyorsa kalp sag atriyuma
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yerlestirilen elektrotla uyaribilir. Uygun izolasyon yontemleri izlenirse uyari yapilmasi
elektrogram kayitlarinin alinmasina engel degildir.

Langendorf diizenegindeki izole kalp preparatinda Sistolik basing, diastolik basing, sol
ventrikiil basing gelisimi, maksimum sol ventrikiil basing degisimi (dp/dtmaks), minumum sol
ventrikiil basing degisimi (dp/dtmin), kontraksiyon zaman egrisi altinda kalan alan, aort
perfiizyon basinci, Kalp hizi, basing hiz garpani, Sol ventrikiil volimii, koroner rezistans,

oksijen kullanimi, refrakter periyod olgiilen ve hesaplanan parametrelerdir (49).

GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiINCIiR REAKSIYONU

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR), DNA amplifikasyonu
ile e zamanli olarak artig gdsteren floresan sinyalin Sl¢iilmesi ile kantitatif sonu¢ verebilen
bir PCR yontemidir. Bilim ve tip alanindaki ¢alismalarda niikleik asit miktarin1 belirleme
analizleri igerisinde en etkili teknigin Real-time PCR oldugu ortaya konmustur. Bu teknik
seksenli yillarin ortasinda Kary Mullis ve ¢alisma arkadaslari tarafindan gelistirilen PCR’1n
ileri bir versiyonudur. Klasik PCR ile ¢ok karmasik bir 6rnekten herhangi bir niikleik asit
dizisini analiz etmek icin ¢ok sayida donglisel islemle, istenilen miktarda cogaltmak
miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak iiriin miktar1 hakkinda bilgi
saglamamakla birlikte sonrasinda da iirlin miktarini net olarak belirlemek oldukca giictiir.
Ciinkii klasik PCR’da baslangigta var olan DNA miktarindan bagimsiz olarak bir {iriin miktari
ortaya ¢ikar. Higuchi ve arkadaglart 1992 yilinda Real-Time PCR’1 gelistirmislerdir. Real-
Time PCR teknigi ile DNA dizileri es zamanli olarak c¢ogaltilmis ve belirlenebilmis,
reaksiyon siiresi boyunca olusan tiriiniin miktarin1 Real-Time PCR sirasinda gézlemlemek
miimkiin olmustur. Amplifikasyonun her basamaginin takip edilebilmesi Real-Time PCR’1
0zel kilan en 6nemli 6zelligidir. Amplifikasyon egrileri lizerinde tiim amplifikasyon profili
gozlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon icin kullanilan primerler ve hedefe 6zgii flérasan

isaretli problar ile saglanir (50,51).

Kantitatif “Real-Time PCR” Metodlar

Mutlak Kantifikasyon: Hedefin konsantrasyonu mutlak degerler olarak ifade edilir.
Mutlak kantifikasyon konsantrasyonlar1 onceden bilinen seri olarak diliie edilmis eksternal
standartlarin kullanimiyla olusturulan standart bir egri yardimiyla yapilir. Konsantrasyonlari

bilinmeyen orneklerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi gegis noktalar1 (Cp) degerlerinin
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belirlenmesi ile saglanir. (Cp degeri, PCR icindeki her egriye ait PCR iiriinii miktarini
gosterdigi varsayilan bir 6rnegin PCR amplifikasyonuna basladigi noktayi ifade eder).

Rolatif Kantifikasyon: Hedefin konsantrasyonu hedefin belli bir referansa orani olarak
ifade edilir. Ilgilenilen genin ifade diizeyi, referans gen olarak kullanilan “housekeeping”
genin ifade diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla amaglanan, izole edilen RNA miktar1 ve
sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi Ornekler arasi baslangi¢ farkliliklarini, deneysel
hatalar1 normalize etmektir. Bu metod ile hedef ve referans genin konsantrasyonlarini

belirleyebilmek i¢in her ikisine ait standart egrilerin kullanimina ihtiya¢ duyulur (52).

“Real Time” Polimer Zincir Reaksiyonu i¢in Kullanilan Problar

Tiim Real-Time PCR sistemleri reaksiyondaki PCR {irlinii miktari ile sistem igerisinde
kullanilan belirleyici bir floresan boyadan alinan boya miktar1 arasindaki orant1 esasina dayal
olarak calisir. Belli bir diziye bagli kalmadan tiim ¢ift iplikli DNA molekiiliine baglanan
floresan boyalar ya da belirlenmis bir PCR iiriinii iizerindeki spesifik bir diziye baglanabilen
oligoniikleotid hibridizasyon problar1 kullanilir.

Dizi spesifik olmayan fléresan boyalar: Bu tip boyalar ¢ift iplikli DNA’nin tamamina
baglanabilme 06zelligi tasiyan etidyum bromid benzeri boyalardir. Real-Time PCR
sistemlerinde kullanilan boya SYBR Green’dir. SYBR Green 1, onun emisyon 6zelligini
onemli Olciide arttiran bir soliisyon igerisinde bulundugunda DNA molekiiliine baglanir. PCR
boyunca amplifiye olan iriin miktar1 ile dogru orantili olarak SYBR Green’in sinyali
artacaktir.

Dizi spesifik floresan problar: Oldukea yiiksek hassasiyete sahip floroforlar ile isaretli
dizi spesifik problardir. Reaksiyon icerisinde sadece spesifik hedef mevcut ise floresan artisi
gozlenir.

Basit Prop Format: Tek isaretli problar, mutasyon ve tek niikleotid polimorfizmlerinin
taranmasinda kullanilan basit¢e dizayn edilmis hibridizasyon problarinin 6zel bir tipidir.

Floresan Rezonans Enerji Trasferi (FRET): Floresan ile isaretli bir molekiiliin
enerjisinin, bir diger komsu fléresan molekiile aktarilmasi prensibine dayanir.

Hibridizasyon Prop Format: Bu yontemde PCR firiiniine yan yana hibridize olabilen
iki prob kullanilir.

Hidroliz Prop (TagMan): Bu yontemde 5’ ve 3’ ucuna bagl iki farkli renkte florokrom

bulunan prob kullanilir.
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Kantitatif Real-Time PCR teknolojisi, gen diizeyinin Ol¢iimiinde rutin olarak
kullanilan, uygulamasi kolay, kesin sonuglar veren, hassasiyeti iyi olan bir uygulamadir.
Farkli diliisyon oranlarinda hazirlanmis standart egrilerin kullanimi ile 6rnekler ve deneyler
arasinda karsilastirma imkan1 saglayan, internal standartlar yardimi ile baglangic miktar
farkliligindan kaynaklanacak problemlere son veren yiiksek verimde sonuglar elde edilen bir

yontemdir (53).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alisma Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan yapilan
degerlendirme sonucunda 2013.03.10 karar ile etik kurul onayindan ge¢mistir (Ek 1). Ayrica
Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan kapsaminda 2013/30
numara ile desteklenmistir.

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji, Biyofizik ve Patoloji
Anabilim Dali’nda yapildu.

CALISMA GRUBU

Deney prosediirii igin, Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Biriminde standart
kosullarda tutulan (23+1 °C oda sicakligi, %60 nem orani, 12 saat aydinlik/karanlik ritim),
250-350 gr agirh@inda 54 adet yetiskin Wistar erkek sican kullanildi. Calismada yer alan ilk 4
gruptaki sicanlar kontrol (K), isatin (I), ANP, isatin+ANP (i+ANP) olmak iizere ayrildi. Son
iki grup ise COX-2, NF-kB mRNA bakilan (C-N), isatin uygulanan COX-2, NF-kB mRNA
bakilan I+ (C-N) olarak ayrild1 (Tablo 2). Ilk 4 grupta izole kalp preparati olusturuldu. Bu
amagla anestezi i¢in, tyopental (100 mg/kg) intraperitoneal (IP) uygulandi. Heparin (500
U/kg) IP enjekte edildi. Abdominal kavite enine insizyonla agildi, gogiis kafesine her iki
taraftan lateral insizyon yapildi ve gogiis kafesi 6n kismi uzaklastirildi. Kalp ¢ikarilarak hizla
Krebs-Henseleit bikarbonat tampon soliisyonu igine konuldu. Daha sonra Langendorff
aparatina asilan kalplerde ventrikiil basing gelisimi, maksimum ve minimum sol ventrikiil

basing degisim oran1 ve kalp hizi siirekli olarak kaydedildi.
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Tablo 2. Deney Gruplari

Grup K Serum fizyolojik (2.5 ml/kg; IP)
n:10 + Kreps+ iskemi + reperfiizyon
Grup I [satin 50 mg/kg (2.5ml/kg serum fizyolojikte sulandirilds; IP)
n:10 +Krepst+iskemi + reperfiizyon
Grup ANP Serum fizyolojik (2.5 ml/kg; IP)
n:7 +ANP (0.1 uM) +iskemi +reperflizyon
Grup I+ANP  Isatin 50 mg/kg (2.5ml/kg serum fizyolojikte sulandirilds; IP)
n:7 + ANP (0.1 uM) + iskemi + reperfiizyon
Grup C-N Serum fizyolojik (2.5 ml/kg;IP)
n:10 COX-2 mRNA ve NF-kB mRNA bakildu.

Grup I+C-N [satin 50 mg/kg (2.5ml/kg serum fizyolojikte sulandirilacak; IP)
n:10 COX-2 mRNA ve NF-kB m-RNA bakild.

Grup Kontrol (Grup K), Grup isatin (Grup I), Grup Atriyal Natriiiretik Peptit (Grup ANP),
Grup Isatin + ANP (Grup I+ANP), Grup COX-2 ve NF-xB (Grup C-N), Grup Isatin + COX-2
ve NF-kB ( Grup i+ C-N)

Grup K’da yer alan siganlara deneyden 30 dakika Once intraperitoneal serum fizyolojik
uyguland1. Intraperitoneal serum fizyoloji uygulamasini takiben kalp asilarak 15 dakikada perfiize
edildi, takiben 30 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Deneyin 15. Dakikasinda
kontrol (K) 6l¢iimii olarak sol ventrikiil gelisim basinct (SVGB), maksimum sol ventrikiil basing
degisim orani (dp/dtmaks), minimum sol ventrikiil basing degisim orani (dp/dtmin) ve kalp hizi
degerleri ve CGMP 6l¢iimii i¢in 6rnek alindi. Ayni sekilde, iskemi sonrasi reperfiizyonun 1. (R1)
ve 60. (R60) dakikalarinda hemodinamik 6l¢iimler ve cGMP degerlendirilmesi igin perfiizyon

stvist Ornegi alindi (Sekil 3).

SF KREBS  ISKEMI  REPERFUZYON
O 15 lllllllll 45 105
v v v
K R1 R60

Sekil 3. Kontrol grubunun ( Grup K) deney prosediirii
18



Grup 1 de siganlara deneyden 30 dakika dnce intraperitoneal isatin uygulandi. Daha
sonra kalp asilarak 15 dakika perfiize edildi, 30 dakika iskemi uyguland1 ve 60 dakika
reperfiizyon yapildi. Deneyin 15. dakikasinda kontrol (K) 6l¢timii olarak, iskemi sonrasi
reperfizyonun 1. (R1) ve 60. (R60) dakikalarinda hemodinamik 6l¢iimler ve cGMP

degerlendirilmesi i¢in perfiizyon sivist 6rnegi alindi (Sekil 4).

ISATIN KREBS ISKEMI REPERFUZYON
|0 15 45 105
v v v
K R1 R60

Sekil 4. isatin grubunun (Grup I) deney prosediirii

Grup ANP deki siganlara deneyden 30 dakika Once intraperitoneal serum fizyolojik
uygulandi. Daha sonra kalp asilarak 15 dakika ANP eklenmis Krebs soliisyonu ile perfiize
edildi. Bunu takiben 30 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon yapildi. Deneyin 15.
Dakikasinda kontrol (K), iskemi sonrasi reperfiizyonun 1. (R1) ve 60. (R60) dakikalarinda
hemodinamik ol¢limler ve cGMP degerlendirilmesi i¢in perfiizyon sivisi 6rnegi alindi (Sekil

5).

SF ANP ISKEMI REPERFUZYON
|O 15 45 105
v v v
K R1 R60

Sekil 5. Atrial natriiiretik peptit grubunun (Grup ANP) deney prosediirii

19



Grup I+ANP’de yer alan siganlara deneyden 30 dakika Once intraperitoneal isatin (50
mg/kg) uygulandi. Daha sonra kalp asilarak 15 dakika ANP eklenmis Krebs soliisyonu ile
perfiize edildi, 30 dakika iskemi uyguland1 ve 60 dakika reperflizyon yapildi. Deneyin 15.
Dakikasinda kontrol (K) Ol¢limii, iskemi sonrasi reperflizyonun 1. (R1) ve 60. (R60)
dakikalarinda hemodinamik dl¢timler ve cGMP degerlendirilmesi i¢in perfiizyon sivisi drnegi
alind1 (Sekil 6).

ISATIN ANP ISKEMI REPERFUZYON

0 15 45 105

v v v

K R1 R60

Sekil 6. Isatin + Atriyal natriiiretik peptit grubunun (Grup i+ANP) deney prosediirii

Grup C-N’de yer alan COX-2 ve NF-kB proinflamatuar mediatérlerinin incelendigi bu
gruptaki siganlara serum fizyolojik (2.5 ml/kg; IP) uygulandiktan 30 dakika sonra, anestezi
icin tyopental (100 mg/kg) IP uygulandi. Heparin (500 U/kg) IP enjekte edildi. Abdominal
kavite enine insizyonla agildi, gégiis kafesine her iki taraftan lateral insizyon yapildi ve gogiis
kafesi on kismi uzaklastirildi. Miyokardiyal dokular alindi ve parafin bloklar olusturuldu.
Buradan elde edilecek kesitlerden RNA izolasyon kiti ve cDNA sentez kiti kullanilarak COX-
2 ve NF-kB gen ifadelerinin 6l¢iimleri Biyofizik laboratuvarinda Real-Time PCR yontemi ile
yapildi. Patoloji laboratuvarinda COX-2 ve NF-kB incelenmesi igin kesitler hemotoksilen
eozin ile boyanarak histolojik degisiklikler degerlendirildi.

Grup i+C-N’de yer alan sicanlarda daha 6nceki bir calismada kullanilan doza benzer
sekilde isatin 50 mg/kg (2.5ml/kg serum fizyolojikte sulandirilarak) IP yolla verildi (4) (n:10).
Isatin uygulandiktan 30 dakika sonra, anestezi igin tyopental (100 mg/kg) IP uyguland.
Heparin (500 U/kg) IP enjekte edildi. Abdominal kavite enine insizyonla agildi, gogiis
kafesine her iki taraftan lateral insizyon yapild1 ve gogiis kafesi 6n kismi uzaklastirildi ve

miyokardiyal dokular alindi ve parafin bloklar olusturuldu. Buradan elde edilecek kesitlerden
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RNA izolasyon kiti ve ¢cDNA sentez kiti kullanilarak COX-2 ve NF-xB gen ifadelerinin
Ol¢iimleri Biyofizik laboratuvarinda RT-PCR yontemi ile yapildi.

ISKEMIK ALAN BELIRLENMESI

Deney bitiminde ilk 4 gruptaki sicanlarda iskemik alanlari belirlemek iizere kalp
dokularindan kesit alindi. Bu Kesitler igin trifentil tetrazolium klorid (TTZ) kullanilarak
iskemik ve noniskemik alanlar isaretlendi. Iskemik alanlar bilgisayarda planimetrik ydéntem
kullanilarak belirlendi (54).

Iskemik kalplerde nekroz miktarinin belirlenmesinde en sik kullanilan ydéntemlerden
birisi de tetrozolium ile boyama yontemidir. Kalpler iskemi reperfiizyon sonrasinda -80 °C de
stre¢ filme sarilarak donduruldu. Kalpler 24 saat sonra dondurucudan ¢ikarildi ve 2 mm’lik
dilimlere ayrildi. Kalp dilimleri % 1 lik tetrozolium i¢ceren PH’1 7,4 olan tamponda, 37°C’de
15-20 dakika inkiibe edildi ve inkiibasyondan sonra 20 dakika %20 lik formalde bekletildi. Bu
islemden sonra kalp dilimlerindeki renk ayrimi belirginlesti. Nekroz olan dokular soluk
sarims1 kahverengi renkte gozlendi. Canli dokular koyu kirmizi renkteydi. Levhalar yanlardan
klemple tutturuldu. Nekrotik alanlar seffaf bir asetat ilizerine ¢izildi. Asetat tizerindeki
cizimler fotokopiyle iki kat biiyiitiilerek taratildi. Daha sonra bilgisayar destekli planimetrik
yontem ile nekrotik alanlar hesaplandi ((55).

PERFUZAT ¢GMP DUZEYLERININ OLCULMESI
Kalp dokusunu perfiize ettikten sonra iz kalpten damlayan sividan cGMP 6l¢iimii igin

ornek alindi. Deney bitiminde serum perfiizat cGMP diizeyleri “Rat Cyclic guanosine
monophosphate ELISA kit” kullanilarak ELISA yontemiyle olgiildi (CK-E30335, China).
Sican serumunda, kan plazmasinda ve bir¢ok biyolojik sivida bu kitle cGMP diizeyine bu
yontem ile bakilmaktadir. Olgiimde soliisyon dilile edilerek kullanildi. Kit {izerindeki
kuyucuklara cGMP antikoru konuldu ve inkiibe edildi. Kulugka ve yikamadan sonra
baglanmamis enzimler ayrildi. A ve B substratlart eklendi. Sonra soliisyonun rengi asit
etkisiyle maviden sariya degisti. Bu inceleme soliisyonun tonlar1 ile sican cGMP
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon olmasina dayanmaktadir. Test Kitindeki

malzemeler asagidaki gibidir (Tablo 3).
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Tablo 3. Test kitinde bulunan malzemeler

1. Standart solusyon 0.5ml 7 kromojenik soliisyon A 6ml
(1320 pmol/ml)

2. Standart diliisyon 3ml 8 kromojenik soliisyon B 6ml
3. Kapli ELISA plakalart 12 x 8 kuyu 9 duran soliisyon 6ml
4. Streptavidin-HRP 6 ml 10 Kullanim 1
5. Konsantre yikama 20ml 11 Plaka 2

(30X)
6. Biotinle etiketli anti 1ml 12 hermetik ¢anta 1

cgmp antikorlari

Yikama Metotu

Manuel yikama metotu: ELISA plaklarindaki emici kuyucuklara sivi birakildi ve daha
sonra en az 0.35 ml seyreltilmis yikama konsantrasyonu ile 1-2 dakika nemlendirildi. Bu
stire¢ gerektiginde tekrarlandi.
Analiz prosediirii asagidaki sekilde yapildi.

1. Standart soliisyon diliisyonu: (bu kitin orginal konsantrasyon standartlari
bulunmaktadir.)

160pmol/ml  standart no:5 120yl orijinal standart + 120 pl standart seyreltici

80 pmol/ml  standart no:4 120ul standart no5 + 120l standart seyreltici

40 pmol/ml  standart no:3  120ul standart no 4 + 120ul standart seyreltici

20 pmol/ml  standart no:2  120ul standart no 3 + 120pl standart seyreltici

10pmol/ml  standart no:1  120ulstandart no 2 + 120l standart seyreltici

2. Kuyucuk sayisina gore eklenecek numune belirlenir. Standart soliisyon kuyucuklara
gore ayarlandi.

3. Ornek injeksiyonu: a- bos kuyu : érnek yok, biotin veya streptavidin-HRP etiketli
anti cgmp antikoru, kromojen solusyon a ve b, duran solusyon

b- standart solusyon kuyusu: 50ul standart ve 50ul streptomisin- HRP

4. Test edilecek ornekler: 40ul 6rnek ve sonra 10ul cgmp antikoru, 50ul steptavidin-
HRP. Sonra plag: orttiik ve hafifce calkaladik. Inkiibasyon igin 60 dakika 37 °C de bekletildi.

5. Yikama solusyonunun hazirlanmasi: solusyonu seyreltmek i¢in distile su kullanildi.

6. Yikama: dikkatli bir sekilde ortiiyli kaldirip sivi bosaltildi ve yikama solusyonu her
bir kuyucuga dolduruldu. 30 dakika bekledikten sonra siviyr siizdiik. Bu islemi bes kez

tekrarland1 ve plaka kurulandi.
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7. Renk gelisimi: her bir kuyucuga ilk énce 50ul kromogen solusyon A ve ardindan
yine her bir kuyucuga 50ul kromogen B solusyonu ekledik. Karigmasi igin ¢alkaladik.
Inkunasyon i¢in 10 dakika 37°C renk gelisimi icin bekletildi.

8. Dur: stop solusyonu her bir kuyucuga eklendi ve renk degisimi igin beklendi.
(maviden sariya)

9. Analiz: stop solusyonu eklendikten 10 dakika sonra 450 nm dalga boyu altinda
absorbans 0l¢iildii.

10. Standartlara ve absorbansa gore , standart egrinin lineer regresyon denklemi
hesaplandi. Daha sonra numunelerin absorban degerine gore karsilik gelen numune
konsantrasyonu hesaplandi.

Reaktifleri Hazirlamak, Ornekler Ve Standartlar

Tim numuneler ve standartlar ELISA solusyonu ve biotinle etiketli iki antikorla
hazirlandi. 60 dakika 37 °C reaksiyonu beklendi. Bes kez plaklar yikandi. Kromojen
soliisyonlar1 eklendi. Inkiibasyonu igin 10 dakika 37 derecede beklendi.Stop suliisyonu
eklendi.10 dakika sonra absorbansi okundu.Hesaplamasi yapild.

Hesaplama

Standart konsantrasyonlarin absis ve absorbans degerlerinin koordinatlar1 hesaplandi.
Koordinat kagidi tizerinde standart bir egri ¢izildi. Standart konsantrasyon ve absorbans
degerine gore lineer regresyon denklem egrisinde 6rnek absorbans degerlerine gore ona
karsilik gelen konsantrasyonu hesaplandi. Daha sonra kullanilmak igin 6rnek bir absorbans

deger hesaplandi.

DOKULARIN ALINMASI VE “REAL TIME PCR” iLE COX-2 - NF-«B
OLCUMLERI

Izole kalp preperati olusturmak amaciyla, siganlara tyopental (100 mg/kg)
interaperitoneal anestezisi uygulandi. intraperitoneal heparin (500 U/kg) enjekte edildi.
Abdominal kavite enine insizyonla a¢ildi, gogiis kafesine her iki taraftan lateral insizyon
yapild1 ve gogiis kafesi on kismi uzaklastirildi. Kalpler ¢ikarilarak hizla %10’luk formol ile
tespit edildi. Sonrasinda parafin bloklar hazirlandi. Dokulardan Real-Time PCR ile COX-2 ve
NF-kB genlerinin mRNA miktar tayini i¢in parafin bloklardan 10 pm lik 4 er kesit alindi. Bu
kesitler ependorf igine konuldu. Parafin ig¢ine goémiilii dokudan RNA izolasyonu Roche
firmasinin “High Pure FFPET RNA isolation kiti” kullanilarak elde edildi (Cat. No. 06 650
775 001 Roche, Almanya).
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Deparafinizasyon

1. Ependorf igindeki kalp dokularindan parafini uzaklastirmak ic¢in herbirinin iizerine
800 ul ksilen eklenerek iyice vortekslendi.

2. Uzerine 400 ul absolute etanol eklendi ve vortekslendi. 2 dk maksimum hizda
(16.000 g) santrifiij edildi. Stipernetand dikkatlice atildu.

3. 1ml absolute etanol eklendi vortekslendi. 2 dk 16.000 g’de santrifiij edildi.
Stipernetant dikkatlice atild1.

4. Pellet i¢indeki etanol uzaklasana kadar tiim ependorfler kapaklar: agik olarak +55°C
de 10 dk tutuldu. Peletin kurumas1 saglandi. Eger gerekli olursa kurumasi igin siire 20 dk veya
daha fazla uzatildi.

RNA izolasyonu

1. Parafinden uzaklastirilan RNA o6rnekleri iizerine 100ul RNA Tissue Lysis Buffer
(Doku lizis tamponu) , 16ul SDS ve 40ul proteinaz K ilave edildi. Vortekslendi. Kisa bir spin
yaptirildi. Inkiibasyon igin +85°C de 30 dk 600 rpm de 1s1 blogunda tutuldu.

2. Blok sicakligr 55°C ye indirildi. Ornekler alindi. 60-65°C ye ulastiginda &rnekler
tekrar bloga yerlestirildi. Sicaklik 55°C ye ulastiginda 80ul Proteinaz K eklendi.
Vortekslendi, kisa bir spin yaptirildi. 55°C de 600 rpm hizda 30 dk bekletildi. Eger partikiil
varsa 10 dk daha inkiibasyon islemi uzatildu.

3. Ependorflarin i¢ine 325 pul RNA Binding Buffer (baglayici tampon) ve 325 pl
etanol eklendi. Vortekslendi ve lizat 6zel filtreli tiipe alindi. 6000 g’de 30 sn santrifiij edildi.
Filtreden gegen karisim atildi.

4. Yeni toplama tiipiine gecildi ve 2 dk 16.000 g de filtre kurutuldu.

5. 100 ul DNA working solution ( ¢alisma soliisyonu) eklendi. 15 dk oda sicakliginda
inkiibasyon i¢in beklendi. (DNA ¢aligsma soliisyonu, Herbir 6rnek i¢in 10 ul DNase 1 + 90 pl
DNase inkiibasyon tamponu hazirlanip karistirildi.)

6. 500 ul Wash Buffer I ( yikama soliisyonu) eklendi. 30 sn 6000 g’de santrifiij edildi.
Filtreden gecen karisim atildi.

7. 500 ul Wash Buffer II eklendi. 30 sn 6000 g’de santrifilij edildi. Filtreden gegen
karisim atildi.

8. 500 ul Wash Buffer II eklendi. 30 sn 6000 g’de santrifiij edildi. Filtreden gecen

karigim atildi.
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9. Filtre 2dk 16.000 g’de filtre kuruyuncaya kadar santrifiij edildi. Filtre 1,5 ml’lik
ependolfe alindi.

10. 50 pul Elution buffer (elusyon tamponu) eklendi. Oda sicakliginda 1 dk beklendi.
6000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
11. Ependorf tiipii i¢erisinde elde edilen RNA -80°C de sakland.

RNA Miktarinin Ol¢iilmesi

Izole edilen RNA molekiiliiniin konsantrasyonu nanodrop Spektrofotometre cihazi ile
280 nm dalga boyunda (saflastirilmis RNA’nin orani) dl¢iildii. Izolasyon ve kantite edilen
RNA’dan hemen cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Uzun donemli saklama -80°C ve daha

kisa donem saklama -20 °C’de gerceklestirilmistir.

cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in “Transcriptor High Fidelity ¢cDNA Synthesis Kit” kullanildu.
Asagidaki tabloda gosterildigi gibi toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlandi ve
cDNA sentez islemi asagidaki kosullarda gergeklestirildi (Tablo 4 ve Tablo 5).

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in kullanilan miks icerigi.

Miks Miktar( pl)

RNA 5ul

dH20 4.4ul

Random Hexamer Tl

Anchored-oligo(dT)1s primer lul

Toplam 11,4ul
Real Time- PCR

Real-Time PCR i¢in toplam 25 pl Real Time-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda
gergeklestirildi. Roche firmasina ait LightCycler 480 cihazi kullanildi .
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Tablo 5. Real-Time PCR i¢cin miks icerigi.

Miks Miktar (pul)
LightCycler 480 prob Master 10pl
(COX-2,NF-kB veya B-Aktin)

RealTime ready Assay Tul
H20 (PCR Grade) 4ul
Cdna Sul
Toplam 20ul

Primer Dizileri

Primerler COX-2, NF-kB ve B-Aktin i¢in Primer-prop karigim halinde “real-time
ready single assay” kullanildi. Dizaynlarin konfiglirasyon numaralar1 tabloda gogterilmistir
(Tablo 6).

Tablo 6. Primerler ve referans gen konfigiirasyon numaralari

Gen REF Assay 1D Versiyon
COX-2 00583055001 505824 3
NF-xB 05583055001 500911 3
B-Aktin 05583055001 500152 3

Degerlendirme

Sonuglarin relatif quantifikasyonu i¢in “LghtCycler 480 Software 1,5” ile hesaplandi.
Bu yontemde Once hasta ve kontrol grubu orneklerinin ortalama Cp (Crossing point)
degerleri COX-2, NF-kB ve B-Aktin degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi. Daha sonra COX-2 ve NF-
kB ortalama degerlerinden tek tek B-Aktin ortalama degerleri ile oranlandi. B-Aktin gen

ekspresyonu internal kontrol olarak kullanilarak relatif olarak belirlendi.

ISTATISTIK

Bu ¢aligmada ¢oklu gruplar arasi karsilagtirmalar Kruskal Wallis testi ile yapildi. ki
Grup aras1 karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile yapildi. Istatistiksel analiz i¢in SPSS
20.0 paket programi (Lisans N0:10240642) kullanild. Istatiksel anlamlilik P < 0,05 olarak

belirlendi. Veriler medyan (minimum — maksimum) olarak gosterildi.
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BULGULAR

DEMOGRAFIK OZELLIKLER

Bu ¢alismada 250+350 gr agirliginda olan 54 adet sigan kullanilmistir. Calismada ilk 4
grubun hemodinamik Olglimleri kaydedilmistir. Calisma sirasinda hemodinamik 6l¢iim
yapilan K, I, ANP, I+ANP gruplarinda SVGB, kalp hizlari, minumum ve maksimum sol
ventrikiil basing degisim oranlari, kalp asildiktan 15 dakika sonra (K), iskemi sonrasi
reperfiizyonun 1.dakikasinda (R1) ve reperfiizyonun 60. dakikasinda (R60) kaydedilmistir.
Gruplar arast SVGB degerlerinin medyan (minumun ve maksimum degerleri) ve p degerleri
asagida verilmistir (Tablo 7). SVGB degerleri gruplar arasinda karsilagtirildiginda Ksvee ve
Rlsvee degerlerinde anlamli bir farklilik saptanmamistir. Gruplar arasinda R60svcs
degerlerinde ise anlamli bir farklilik bulunmustur. Grup i¢ci K, R1 ve R60 degerlerinin
karsilagtirilmasinda kontrol ve isatin gruplarinda R60svee degeri Ksvee Ve Rlsvee degerine

gore anlamli sekilde azalmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Gruplarda sol ventrikiil gelisim basinci1 (SVGB) ol¢iimleri

Grup K I ANP I+ANP P

K svea(mmHg) 91 (48-143) 66 (5-141) 85 (61-115) 120 (89-168) 0,083

R1sveammtg) 82 (4-124) 39 (8-127) 72 (7-154) 143 (61-151) 0,084

R60sveemmtg 33 (1-125) *# 13(1-49)* # 61 (2-149) 71(3-135) 0,028
P 0,002 0,006 0,565 0,368

*K’ya gore farklilik ~ # R1’e gore farklilik

Kontrol Grubu (K), isatin Grubu (1), Atrial Natriiiertik Peptit Grubu (ANP), Isatin + Atrial Natriiiertik Peptit
Grubu (I+ANP)
Iskemi oncesi dlgiilen SVGB degeri( Ksves), Reperfiizyonun ilk dakikasi 6lciilen SVGB degeri  (Rlsves),

Reperfiizyonun 60. dakikasi 6l¢iilen SVGB degeri ( R60svcs)
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Gruplararasinda SVGB degerleri karsilastirildiginda R60svee degerlerinde anlamli
farklilik goriildii. R60svee degeri kontrol grubunda I+ANP grubuna, I gurubunun degerleri ise
ANP ve [+ANP’ye gére farklilik gostermektedir (Sekil 11).

140,00

120,00

100,00

80,00
#,*

R60 SVGB

50,00

40,00 T T

20,00

l _]_ -
00—

K i ANP I+ANP

Sekil 11. R60svcs degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi (medyan (min-maks)
*[+ANP’ye gore farklihik #ANP’ye gore farklilik
Kontrol Grubu (K), Isatin Grubu (I), Atrial Natriiiretik Peptit Grubu (ANP), isatin +
Atrial Natriiiretik Peptit Grubu ( I+ANP)

Maksimum sol ventrikiil basin¢ degisim oranlarinda gruplar arasinda anlamli bir
farklihk saptanmamistir. Grup ici degerlerin karsilastirilmasinda ise K grubunda ve 1

grubunda R60 dp/dtmaks degeri K gp/dtmaks V€ R1 dp/dimaks degerine gore anlamli olarak azalmigtir
(Tablo 8).
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Tablo 8. Gruplarin maksimum sol ventrikiil basing degisim oranlar: (dp/dtmaks)

Grup K | ANP I+ANP P
K dp/dtmaks 1964 1617 2283 3061 0,762
(mmHg/s) (1340/4140) (-36/4085) (637/4025)  (1053/4001)

R1 dpidtmaks 1890 956 2694 2707 0,056
(mmHgls) (-604/3491) (-602/3026) (-205/4162)  (2253/3806)

R60 dp/dtmaks 750 264 1745 1932 0,071
(mmHgls) (-527/4346) *#  (-210/1434) *#  (-584/4900)  (-359/4114)

P 0,020 0,045 0,368 0,651

*K’ya gore farklilik  # R1’e gore farklilik.

Kontrol Grubu (K), Isatin Grubu (I), Atrial Natriiiretik Peptit Grubu (ANP), isatin + Atrial Natriiiretik Peptit
Grubu ( I+ANP)

Iskemi 6ncesi 6lgiilen dp/dtmaks degeri(K gpratmaks), Reperfiizyonun ilk dakikasi dlgiilen dp/dtmaks degeri (R1
dp/dtmaks), Reperfiizyonun 60. dakikasi 6l¢iilen dp/dtmaks degeri (R60 gprdtmaks)

Gruplar arast minimum sol ventrikiill basing degisim oranlarinda R60dp/dtmin
degerinde anlamli bir farklilik saptanmistir. Kapratmin V€ Rlgpatmin degerlerinde anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir.

Kontrol ve isatin gruplarmin grup i¢i minumum sol ventrikiil degisim orani

karsilagtirilastirildiginda R6dp/atmin degerinin Kap/gtmin V& R1dptmin degerlerine gore anlamli

olarak azaldigi saptanmustir (Tablo 9).

Tablo 9. Gruplarim minimum sol ventrikiil basin¢ degisim oranlari

Grup K I ANP I+ANP P
Kaprdtmin -1377 911 -1480 -1982 0,624
(mmHgis) (-2593/-808) (-2576/-158) (-2622/-506) (-2821/-307)

R1dpsdtmin -911 -804 -869 -1032 0,444
(mmHghs) (-2576/-158) (-1421/-245) (-2157/-607) (-2508/-326)
R60qp/dtmin 578 -444 -1097 -1126 0,002
(mmHgis) (-2119/-371)*#  (-968/-157) * # (-2587/-635) (-2164/-535)

P 0,001 0,027 0,867 0,565

*K’e gore farklilik  # R1’e gore farklilik

Kontrol Grubu (K), Isatin Grubu (I), Atrial Natriiiretik Peptit Grubu (ANP), isatin + Atrial Natriiiretik Peptit
Grubu ( I+ANP)

Iskemi 6ncesi 6lgiilen dp/dtmin degeri(K gptmin), Reperfiizyonun ilk dakikasi 6lciilen dp/dtmin degeri  (R1 dprdtmin),
Reperfiizyonun 60. dakikasi dl¢iilen dp/dtmin degeri (R60 gp/dtmin)
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Gruplararasi degerler karsilastirildiginda R60 dp/dtmin degerinde anlamli bir farklilik
saptand1. Kontrol grubuna gore ANP grubunda, isatin grubuna gore ise ANP ve I+ANP
grubunda R60 dp/dtmin degeri anlamli olarak farklilik gostermektedir (Sekil 12).

00
* *

: T T
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-2000,00 l
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R60 dpdtmin

K i ANP i+ANP

Sekil 12. R60 dp/dtmin degerlerinin gruplara gore karsilastirnlmasi (medyan

(min-maks)
*ANP’ye gore farklihk #I+ANP’ye gore farklilik
Kontrol Grubu (K), Isatin Grubu (I), Atrial Natriiiretik Peptit Grubu (ANP), isatin + Atrial Natriiiretik

Peptit Grubu ( [+ANP)

Gruplardaki kalp hizlarinda R60kH degerinde anlamli bir farklilik saptanmistir. Kkq ve

R1kn degerlerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktur.
Kontrol grubunda grup i¢i karsilastirilmasinda R1kn degeri Kkn ve R60kH degerine

gore anlamli olarak azalmistir. Diger gruplarda anlamli bir farklilik saptanmamustir (Tablo

10).
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Tablo 10. Gruplardaki kalp hizlar1 (KH)

GRUP K I ANP I+ANP P
KkH@um/dik 229(191/277) 224(156/263) 223(105/272) 209(161/241) 0,736
R1kH@tm/aw 171(78/234)* # 164(107/272) 205(136/252) 189(151/223) 0,204
R60kH@amay  239(142/300) 236(95/365) 227(144/277) 267(165/285) 0,005
P 0,001 0,497 0,867 0,368

KH; Kalp hiz1 * K’ya gore farklilik # R60’e gore farklilik

Kontrol Grubu (K), Isatin Grubu (i), Atrial Natriiiretik Peptit Grubu (ANP), isatin + Atrial Natriiiretik Peptit
Grubu ( [+ANP)

Iskemi &ncesi dlciilen Kalp hizi degeri(Kkp), Reperfiizyonun ilk dakikasi olgiilen kalp hizi degeri  (R1kp),
Reperfiizyonun 60. dakikasi 6l¢iilen kalp hizi degeri (R60 k)

Hemodinamik 6l¢iim yapilan gruplarda iskemik alanlarin degerlerine bakildiginda
gruplar arasinda farklilik oldugu gorilmiistir. ANP grubunun iskemik alan diizeyinin K
grubuna gore anlamli diizeyde az oldugu saptanmistir. Ayrica ANP grubu ve [+ANP
grubundaki iskemik alanlar I grubundaki iskemik alanlara gore azalma gostermektedir (Sekil
13).
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Sekil 13 .Gruplarda iskemik alanlar, medyan (min —maks)
* ANP’ye gore farkliik # I+ANP’ye gore farklilik
Kontrol Grubu (K), Isatin Grubu (I), Atrial Natriiiretik Peptit Grubu (ANP), isatin + Atrial

Natriiiretik Peptit Grubu ( I+ANP)

Calismada cGMP degerlerine bakildiginda, Kcemp, Ri-comp, Reo-comp degerleri agisindan

tiim gruplarda anlamli bir farklilik saptanmistir (Tablo11).
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Tablo 11. Gruplarin cGMP verileri

Grup K I ANP

I+ANP P

Keemp 1,02(0,01/1,59) * 0,91(0,16-/1,26) *# 1,29(1,15/1,35)
(pmol/ml)
Ricemp 1,03(0,01/1,64)  0,91(0,16/1,05) *,# 1,20(1,03/1,53)
(pmol/ml)
Reocomp  0,99(0,18/1,61) 0,87(0,15-/1,08) *, # 1,24(1,11/1,31)

(pmol/ml)

P 0,882 0,236 0,607

1,15(1,01/1,38) 0,005

1,15(0,98/1,47) 0,008

1,24(1,06/1,44) 0,002

0,368

*ANP’ye gore farklihk ~ # I+ANP’ye gore farklilik

Kontrol Grubu (K), isatin Grubu (i), Atrial Natriiiretik Peptit Grubu (ANP), isatin + Atrial Natriiiretik Peptit

Grubu ( [+ANP)

Iskemi 6ncesi dlgiilen cGMP degeri( K.camp), Reperfiizyonun ilk dakikasi dlgiilen cGMP degeri (Ricomp),

Reperflizyonun 60. dakikasi 6l¢iilen cCGMP degeri ( Resoceme)

Calismada C-N ve [+C-N gruplarinda miyokardiyal doku COX-2 mRNA ve NF-xB
MRNA diizeylerine RT-RCR ile bakildi. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi

(Tablo 12).

Tablo 12. Gruplarda mRNA COX-2 ve NF-«B degerleri

Grup C-N I+ C-N P
COX-2 4,13 (1,03/6,77) 6,46 (1,06/9,99) 0,791
NF-xB 0,83 (0,62/3,01) 1,16 (0,48/1,99) 0,351

Siklooksijenaz 2 (COX-2) , Niikleer faktor kapa B (NF-kB)

COX-2 ve NF-kB grubu (C-N), Isain + COX-2 ve NF-kB grubu (I+C-N)
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TARTISMA

Bu ¢alismada izole perfiize sican kalbinde isatinin hemodinamik etkisini incelemek
amaciyla SVGB, dp/dtmaks, dp/dtmin ve kalp hiz1 diizeyleri bakilmistir. Bu degerler, isatin IP
uygulandiktan 30 dakika sonra iskemi Oncesinde, reperfiizyonun 1. ve 60.dakikasinda
kaydedilmistir. Ayn1 zamanlarda perfiizattan alman sividan cGMP diizeylerine ELISA
yontemiyle bakilmistir. Isatinin inflamasyon iizerine etkisini gérmek amaciyla ayr iki grupta
COX-2 ve NF-kB mRNA diizeylerine RT-PCR yo6ntemiyle incelenmistir. Bu incelemeler
sonunda elde edilen hemodinamik veriler, isatinin kontrol grubundan farkli bir degisim
olusturmadigini gosterdi. Ancak ANP ve [+ANP gruplarinda iskemi sonrasi sol ventrikiil
kontraktilitesinin diger gruplardan daha fazla artmis oldugunu gordiik. Bu durum ANP’nin
kardiyak kontraktiliteyi akut bir etki ile artirmig oldugunu diisiindiirmektedir.

Sol ventrikiil kontraktilitesi ile ilgili SVGB’na ek olarak, kalbin sistolik
fonksiyonunun bir gdstergesi olan dp/dtmaks degerleri incelendiginde, K ve I gruplarinda
reperfiizyon déneminde belirgin bir azalma goriilmesine ragmen ANP ve [+ANP gruplarinda
azalma saptanmadi. Bu durumda ANP’nin SVGB’deki etkiye benzer sekilde dp/dtmaks
degerini artirdig1 diisiiniilebilir. Ancak bu artig gruplararasi karsilastirmada istatistiksel olarak
anlamli bir diizeyde farklililk olusturmamistir. Bu durumda isatinin, kalbin sistolik
fonksiyonunda belirgin bir degisime yol agmamadigini diistinmekteyiz. ANP grubunda
goriilen artigin, [+ANP grubunda da muhtemelen ANP’nin etkisine bagl olarak meydana
geldigi diistintilebilir.

Kalbin gevseme fonksiyonunun bir gostergesi olarak dp/dtmin degerlerine

bakildiginda ise K ve I gruplarinda reperfiizyon déneminde azalma goriilmektedir. K ve I
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gruplarinda dp/dtmin degerlerinin sifira daha yakin ve daha az negatif degerler oldugu
saptand1. Bu durum K ve I gruplarinda daha az diizeyde bir gevseme oldugunun bir gostergesi
olarak kabul edilebilir. Ayrica, ANP ve I+ANP gruplarinin reperfiizyon ddénemindeki
dp/dtmin degerlerine bakildiginda ise belirgin bir azalma olmadig1 saptandi. Bu gruplardaki
dp/dtmin degerleri iskemi Oncesindeki degerlere benzer seviyede degerlerdi. Bu durum
ANP’nin gevseme iizerine belirgin etkisinden kaynaklanmis olabilir.

Stresle birlikte siganlarda serum isatin diizeyinde hem kalp hem beyinde artis
saptanmistir ve beyindeki isatin seviyesi kadinlarda erkeklere gére daha yiiksek bulunmustur.
Stres sonrasinda kalp ve beyindeki serum isatin seviyelerinde anlamli bir korelasyon
saptanmistir (10). ANP’nin atriyumdan sentezlendigi bilinmektedir ancak sol ventrikiil
disfonksiyonu ve ventrikiiler hipertrofide, ventrikiillerden de sentezlenen ANP diizeyi artig
gosterir. Damar ici voliim artis1 nedenli atrium duvar geriminin artist ANP sentezini uyarir.
ANP salinimini direkt yoldan uyaran arginin, vazopresin, katekolaminler gibi maddelerin
varliginin yaninda atriumdaki duvar tonusunun artmasi sonucunda da ANP sentezinde artis
olustugu bildirilmektedir.

ANP ¢ogunlukla atriyumdaki kardiyomiyositlerde bulunan grantillerde proANP olarak
depolanmaktadir. Pro-ANP salgilanma esnasinda atriyopeptidaz enzimi tarafindan C-terminal
ve N-terminal olarak ikiye boliiniir. C-terminal-ANP 28 aminoasitten olusur ve fizyolojik
aktif formdur. Natritiretik, ditiretik, damar gevsetici etkilere sahip N-terminal-proANP (NT-
proANP),yiiksek molekiil agirliktadir ve kiigiik parcalara ayrilabildigi bilinir (56).

Bu caligmada izole kalp diizeneginde iskemi oncesinde ANP uygulanan gruplarda
kardiyak kontraktilitenin artig1 saptanmistir. Bu artis SVGB, dp/dtmaks ve dp/dtmin degerleri
incelenerek belirlenmistir. Kalbin sistolik ve diyastolik fonksiyonlarini incelemek amaciyla
dp/dtmaks ve min degerlerine bakildiginda ANP uygulanan gruplarda reperfiizyon sonrasi
artis gortilmektedir.

Biz ¢alismamizda yer alan gruplarda iskemiye bagh infarkt alanlarini TTZ boyamasi
ile belirledik. Daha 6nce Yang ve arkadaslarinin (57) yaptiklar bir ¢alismada tavsan kalbinde
iskemi reperfiizyon yaparak ANP ve isatin etkisini arastirmislardir. Reperfiizyondan hemen
once uygulanan ANP’nin infarktiisii azalttig1 ve isatin uygulanan gruplarda da bu koruyucu
etkinin ortadan kalktigi goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda ise, isatin uygulanmis olan
gruplarda sol ventrikiildeki iskemik alan diizeyinin kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde farkli olmadig1 saptanmistir. K grubunda iskemik alan diizeyi %15 (7-21)
olup 1 grubunda bu deger %17 (10-33) olarak belirlenmistir. ANP grubunda ise iskemik alan
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%6 (4-20) ve I+ANP grubunda %8 (4-14) olarak bulunmustur. Bu bulgular, I grubuna gore
ANP ve I+ANP grubunda belirgin bir azalmayr gostermektedir (Sekil 3). Buna gore
iskemiden 30 dakika 6nce IP uygulanan isatin, iskemi alaninda herhangi bir degisiklige neden
olmamustir. Isatin kardiyak kontraktilite ve iskemik alana bagli olusan infarkt alanini belirgin
sekilde degistiren bir etki olusturmamaktadir. Ayrica iskemi Oncesi IP isatin uygulamasi,
ANP’nin kardiyak kontraktilite ve infarkt alani tizerine etkilerini degistirmemektedir.

Miyokard infarktiisii, kalp yetmezligi ve arteroskleroz gibi birgok kalp-damar
hastaliklarinda apoptotik hiicre 6limii rol oynamaktadir. Kardiyomiyosit apoptozu ise
deneysel olarak iskemi ve iskemi-reperfiizyon yapilarak gdzlemlenmistir. Iskemiden sonra
miyordiyal geri kazanim reperfiizyonla baslamakta ancak bazen reperfiizyonda da infarktiis
alan1 genisleyebilmektedir (58). Miyokard infarktiisiindeki olaylar sol ventrikiil dilatasyonu,
kontraktil disfonksiyon, miyosit hipertrofisi ve bunu takiben bir sira hiicre i¢i olayla devam
etmektedir (59).

Isatinin, ANP antagonisti olma disinda bilinen hiicre i¢i etki mekanizmasi, cCGMP gibi
ikinci haberci olusumuna engel olmasidir (56). Natriiiretik peptitler ve nitrikoksit, cCGMP
sinyal yolagin1 kullanmaktadir. c¢GMP’nin kardiyomiyositlerde apoptoz ile iligkisi
bildirilmistir (60). Ayrica ¢cGMP’nin hemodinamik ¢alismalarda sol ventrikiil kan akimi
artirdig1 gézlemlenmistir (61). Gerek isatin gerekse ANP’nin hiicre i¢i etkisinde cGMP aracili
mekanizmalar 6nemli rol oynamaktadir. ANP etkisini cGMP’yi artirarak gostermektedir.

Isatin, biyolojik islevlerde rolii olan endojen bir bilesiktir. Isatin anksiyojenik, sedatif
ve antikonviilzan islevleri yan1 sira ANP reseptorleri tizerinde etkili bir antagonisttir (62).
Isatin ANP ile aktive olan guanilat siklazi baskilamaktadir ve aym zamanda natriiiretik
pepitlerin ikinci habercisi olan ¢cGMP {izerinde de baskilayici etkisi oldugu bildirilmistir.
Isatin bu o6zellikleri diginda NPR-A reseptorii ile etkilesime gegmektedir (63). Bizim
calisgmamizda izole-perfiize sigan kalbinde intraperitoneal olarak uygulanan isatinin diisiik
akimli iskemi ve sonrasindaki reperflizyon hasar iizerine olan hemodinamik etkisi ve isatin
uygulanmasina bagli cGMP diizeyindeki degisim incelenmistir. Calismamizin sonuglarina
gore isatin uygulanan gruplarda ve uygulanmayan gruplarda cGMP degerlerinde bir degisim
saptanmamistir. Ancak ANP uygulanan gruplarda ¢cGMP diizeylerinde belirgin bir artis
vardir. ANP ile birlikte isatin uygulanmasi da bu artis1 diistirmemistir. Bu c¢alismada
hemodinamik Ol¢iimlere bakildiginda kontrol ve isatin gruplarinda belirgin farklilik

saptanmadi. Bu bulguyu destekler sekilde kontrol ve isatin gruplarinda olgiilen cGMP
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diizeyleri birbirinden farkli degildi. Bu durumunda bulgularimiz, isatinin sol ventrikiil
miyokardiyal dokusunda cGMP {izerinden belirgin bir etki olmadigini1 gostermektedir.

Bizim c¢alismamizda son yillarda ortaya ¢ikan ANP’nin etkileri ile ilgili bulgular
1s181nda, isatinin miyokardiyal dokuda bir proinflamatuar mediatér olan COX-2 ve COX-2
transkripsiyonun diizenleyen faktor olan NF-«kB mRNA diizeylerine etkisi aragtirilmistir.
Isatinin COX-2 diizeyi iizerine etkili olup olmadigini incelemek amaciyla isatin uygulanmus
ya da uygulanmamis sigan kalplerinde COX-2 mRNA diizeylerindeki degisim RT-PCR ile
bakilmistir. Elde edilen bulgular COX-2 diizeyinin isatin uygulamasina bagli degisim
gostermedigini ve bu sekilde isatinin miyokardiyal dokuda inflamatuar bir etki
olusturmadigini géstermektedir.

Viicutta hiicresel agidan arasidonik asitten eikosanoidlerin olusumunda goérevli olan
COX enzimlerinin iyi bilinen iki tip izoformu mevcuttur. Bunlar COX-1 ve COX-2 dir.
Bunun disinda son yillarda COX-3 enzimi de saptanmistir. COX-1 ve COX-2 enzimleri
prostaglandin-H2 iiretiminde rol oynar. Daha sonra, prostaglandin-H2’den hiicreye 6zgii
diger prostaglandinlerin olusumu saglanir. Viicuttaki ¢ogu hiicrelerde bulunan COX-1,
trombaksan Az sentezininde de énem tasir. Bu sekilde mukozalarin korunmasi gibi islevlerde
rolii vardir. COX-2 ise 6zellikle inflamatuvar siireglerde artan bir enzimdir. Bunun disindaki
durumlarda hiicreler i¢inde daha diisiik seviyede bulunurken, inflamasyon siireglerinde hizla
artar ve prostasiklin sentezinin artisginda gorev alir (7). Bu enzimin kardiyovaskiiler
homeostazda kétiilestirici rolii oldugu belirtilmektedir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz
bulgular isatinin COX-2 aracil1 bir etki ile kardiyovaskiiler agidan hasar olusturucu yonde bir
rol oynamadig seklindeydi.

Inflamatuar mediyatorlerin kalpteki etkisi dzellikle iskemi reperfiizyon siireclerinde
onem tasimaktadir. Iskemi ve reperfiizyon hasar1 TNF- a, IL-6, IL-8, interferon gibi birgok
sitokin gen ekspresyonunu uyarmaktadir. Miyokardiyal sitokinler kardiyak hipertrofi, kalp
yetmezligi, miyokardiyal disfonksiyonun ilerlemesinde 6nemli role sahiptir. Bununla birlikte
iskemi ve reperfiizyon esnasinda miyokardiyumda gen ekspresyonunun molekiiler kontrol
mekanizmasi ve diizenlenmesi arastirilmaya devam etmektedir. Son caligmalar iskemik 6n
kosullanmanin kalpte COX-2’nin ekspresyonunu ve aktivitesini artirdigint gosterdi. COX-2
aktivitesindeki bu artis hem miyokard enfarktiisiinde hem de miyokardiyal afallamada geg faz
iskemik 6n kosullanmanin etkilerine karsi koruyucu etkiler olusturarak meydana geldigi
bildirilmektedir (45). Biz bu ¢alismada isatinin iskemi reperfiizyon hasarinda COX-2

tizerinden olusabilecek muhtemel etkisini incelemeyi amaglamadik. Ancak bu konuda
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yapilacak ileri caligmalar isatinin iskemiye bagli inflamatuar degisikliklerdeki etkisini
anlamaya yardimci olabilir.

Bu calismada COX-2 enzimine ek olarak, isatin uygulanmis ve uygulanmamis
siganlarin kalp dokularinda NF-kB diizeyleri de belirlenmistir. NF-xkB immun, inflamasyon
ve strese tepki olarak indiiklenen bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB’ nin diizeyleri doku
hasar1 ve infalamatuar birgok hastaliklarda artar. Bir¢ok inflamatuar hastaligin etiyolojisi tam
anlasilmasa da, NF-«kB veya onunla ilgili yolaklarla iliskisi bulunmaktadir (64). Bizim
calisgmamizda NF-xB grubuna isatin ve serum fizyolojik intraperitoneal uygulanarak
miyokardiyal dokular c¢ikarildi ve dokularin NF-xB mRNA diizeylerine bakildi. NF-xB
diizeyinde gQruplarda artis goriilmesine ragmen istatiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi. Browder ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada izole perfiize sigan kalbinde
iskemi sonrasinda NF-kB aktivasyonu uyarilmigtir. Bu aktivasyonun iskemi reperflizyon
esnasinda erken gen ekspresyonu diizenlenmesinde bir sinyal mekanizmasi olusturabilecegi
belirtilmistir (8). Biz bu ¢alismada iskemi repefiizyon olmaksizin COX-2 ve NF-kB yolagini
incelenmis bulunuyoruz. Bulgularimiza gore isatin uygulanmasina bagli istatiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmamasina ragmen COX-2 diizeylerine bakildiginda isatin grubunda
[6,46 (1,06 /0,99)] elde edilen degerler kontrol grubundan [ 4,13 (1,03 / 6,77)] daha fazlaydi.
Ayni sekilde NF-kB diizeyi de isatin grubunda [ 1,16 (0,48 / 1,99)] kontrol grubundan [0,83
(0,62 / 3,01)] daha yiiksekti. Bu bulgularin isatinin COX-2 ve NF-kB yolagindaki muhtemel
inflamatuvar etkisi agisindan 6nem tasidigini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak bu ¢aligmada natriiiretik peptit reseptorleri iizerine antagonist etkileri
oldugu bilinen bir indol olan isatinin izole-perfiize sigan kalbinde iskemi reperfiizyon hasarina
bagli hemodinamik etkileri incelenmistir. Bu etkinin olusum mekanizmasinda ¢cGMP’nin
roliinliin anlagilmas1 agisindan hemodinamik Ol¢iimlerle birlikte ¢cGMP diizeylerine de
bakilmistir. Ayrica isatin ve ANP uygulanmasinin kalpte iskemik doku alaninin diizeyini nasil
etkiledigi arastirllmistir. Elde edilen bulgulara gdre isatin iskemi Oncesinde intraperitoneal
olarak uygulandiginda kardiyak kontraktliyeyi belirgin sekilde degistirmedigi goriilmiistiir.
Ancak perfiizyon sivisinda iskemi 6ncesinde ANP konsantrasyonunun artisi, isatin uygulanan
gruplarda da kardiyak kontraktilitede artis olusumuna yol agmaktadir. Bu durumda isatin
ANP etkisini azaltici etki gostermemistir. Ayrica, hemodinamik o6l¢iimlerde elde edilen
sonuglar1 destekler sekilde, isatin uygulanan grupta cGMP konsantrasyonu ANP uygulanan
gruba gore belirgin azalma gosteriyordu. ANP uygulanan grupta iskemik alanlarda belirgin

azalma goriiliirken ilgingtir ki sadece isatin uygulanan grupta bir farklilik saptanmamistir. Bu
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calisma bulgulart ayrica, isatinin inflamatuvar mediyatdr olan COX-2 ve NF-xB diizeyinde
istatiksel olarak bir anlamlilik saptanmamis olsa da, bir azalma egilimine yol agtigini

diistindiirm{istiir.
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SONUCLAR

Bu calismada izole-perfiize sican kalbinde intraperitoneal olarak uygulanan isatinin
diisiik akimli iskemi ve sonrasindaki reperfiizyon iizerine olan hemodinamik etkisi ve isatin
uygulanmasina bagli cGMP diizeyindeki degisim incelenmistir. Bu amagla izole perfiize sigan
kalbi olusturulmasinin ardindan iskemi Oncesinde, reperflizyonun 1. dakikasinda ve 60.
dakikasinda hemodinamik 6lgtimler kaydedilmis bulunmaktadir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada
kalpten damlayan perfiizattan cGMP igin 6rnek alinmistir. Sol ventrikiil gelisim basinglart,
maksimum ve minumum basi¢ degisim oranlar1 ve kalp hizlart kayit edilmistir. Ek olarak
izole kalplerde iskemik alanlar planimetrik yontem ile belirlendi. Ayrica, son yillarda ortaya
cikan ANP’nin etkileri ile ilgili bulgular 1s18inda, isatinin miyokardiyal dokuda bir
proinflamatuar mediator olan COX-2 ve COX-2 transkripsiyonunu diizenleyen faktoér olan
NF-kB mRNA diizeylerine etkisini arastirdik.

Calismamizda elde ettigimiz verilere gore

1. Natritiretik peptit reseptorleri iizerine antagonist etkileri oldugu bilinen bir indol olan
isatin, iskemi oncesinde intraperitoneal olarak uygulandiginda kardiyak kontraktiliteyi
kontrole gore belirgin sekilde degistirmemistir.

2. Diisiik akimli iskemi oncesinde perflizyon sivisinda ANP konsantrasyonunun artist,
kardiyak kontraktilitede artis olusumuna yol agmaktadir.

3. Isatin uygulanmasi iskemi 6ncesinde perfiizyon sivisinda ANP konsantrasyonunun
artisina bagl kardiyak kontrktilite artisi etkilememektir. Bu durumda bulgularimiz
iskemi Oncesi maruz kalinan isatinin ANP etkisini azaltici etki olusturmadigini

gostermistir.
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4. Bu galigmada, hemodinamik olgiimlerde elde edilen sonuglarla uyumlu olarak isatin
uygulanan grupta cGMP konsantrasyonun ANP uygulanan gruba gore belirgin azalma
gosterdigi saptandi.

5. Iskemik alanlarin boyutu incelendiginde, ANP uygulanan grupta iskemik alanlarda
belirgin azalma goriiliirken, isatin uygulanan grupta kontrol grubuna gore bir farklilik
saptanmamistir.

6. Bu c¢alismada isatinin inflamatuvar mediyatér olan COX-2 ve COX-2
transkripsiyonunu diizenleyen faktor olan NF-KB diizeyini istatiksel olarak anlamli bir
sekilde degistirmedigi goriildii. Ancak ¢alismamiz istatistiksel anlamlilik saptanmamis
olsa da, isatinin COX-2 ve NF-xB diizeylerinde bir azalma egilimine yol agtigini

diistindiirmiistiir.
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OZET

Isatin viicut sivilarinda bulunan, natriiiretik peptid antagonisti oldugu bilinen endojen
bir indoldiir. Bu calismada isatinin izole sigan kalbindeki hemodinamik etkisi ve isatin
uygulanmasina bagl siklik guanozin monofosfat degerlerindeki degisim incelendi. Ayrica
isatinin miyokardiyal dokuda iskemi iizerine Siklooksigenaz-2 ve niikleer faktor kappa B
diizeylerine etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

Bu calismada 250-350 gr agirliginda erkek Wistar sicanlar kullanildi. Diistik akimli
iskeminin 30 dakika oncesinde Kontrol grubuna (n=10) serum fizyolojik, isatin grubuna
(n=10) isatin (50 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. Izole kalpler Langendorf aparatina
yerlestirildi. Bu gruplardaki izole kalplere 15 dakika boyunca Krebb’s Henseleit soliisyonu
perfiize edildi. Atriyal natriiiretik peptit grubunda (n=7) ve isatin + atriyal natriiiretk peptit
grubunda (n=7) perfiizyon soliisyonuna atriyal natriiiretik peptit (0.1 uM/L) eklendi. Tim
gruplarda sol ventrikiil gelisim basinct maksimum ve minimum basing degisim degerleri
calisma boyunca kaydedildi. Sol ventrikiil dokusunda siklooksigenaz-2 mRNA and niikleer
faktor kapa B mRNA diizeyleri isatin (n=10) ve serum fizyolojik (n=10) verilmesini takiben
30 dakika sonrasinda belirlendi.

Isatin grubunun reperfiizyonun 60. dakikasindaki sol ventrikiil gelisim basinci
degerleri (18,9 £ 17,1 mmHg) atriyal natriiiretik peptit grubundan (68,9+ 55,5 mmHg;
p<0.05) ve isatin + atriyal natriiiretik peptit grubundan (80,8+ 53,2 mmHg; p<0.05) daha
diisiiktii. Isatin grubunda reperfiizyonun 60. dakikasinda isatin ve atriyal natriiiretik peptit
grubuna gore azalmis minimum basing degisimi saptandi. Atraiyal natriliretik peptit

(1,22+0.07 pmol/ml) ve isatin + atriyal natriiiretik peptit (1,22+0.11 pmol/ml) gruplarinin
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perfiizyon soliisyonunda isatin grubundan (0,67+0.39 pmol/ml) daha yiiksek siklik guanozin
monofosfat diizeyleri saptandi(sirastyla, p<0.01 and p<0.01). Isatin grubunda infakt alani
(19,7£7,1 %) atriyal natriliretik peptit (8,8+6,0 %; p<0.01) ve isatin + atriyal natriiiretik
peptit (9,1+4,2 %; p<0.01) grubundan daha fazlaydi. Gruplarin siklooksigenaz-2 ve niikleer
faktor kapa B mRNA degerleri isatin verilmesini takiben kontrol grubuna benzer bulundu.
Izole sigan kalbinde yiiksek doz isatin verilmesi kontrol grubuna benzer kontraktil etki
olusturmus bulunmaktadir. Bununla birlikte, atriyal natriliretik peptit sigcan kalbinde
reperfiizyonun 60. dakikasinda siklik guanozin monofosfat diizeyini artirarak pozitif inotropik

ve lusiotropik etkiler olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Isatin, atrial natriiiretic peptit, kalp, iskemi
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HEMODYNAMIC EFFECTS OF ISATIN ON ISOLATED PERFUSED
HEART

SUMMARY

Isatin is an endogen indole which is found in the body fluids and known as natriuretic
peptid reseptor blocker. The hemodynamic effects of isatin were investigated in this study.
Additionally, the alterations of cyclic guanosine monophosphate levels depending on isatin in
application and the effect of isatin on myocardial infact area and the effects of isatin on the
levels of cyclooxygenase-2 and niikleer faktor kappa B were investigated in this study.

Male Wistar rats weighted 250-350 gr were used in this study. Normal saline in
control group (n=10) and isatin (50 mg/kg) in isatin group (n=10) were applied
intraperitoneally to rats 30 minutes before low flow ischemia. Isolated hearts were placed in a
Langendorff apparatus. Krebb’s Henseleit solution perfused for 15 minutes to the isolated
hearts in each group. Atriyal natriuretic peptid (0.1 uM/L) was added to the perfusion solution
in atrial natriuretic peptide group (n=7) and isatin + atrial natriuretic peptide group (n=8). Left
ventricular developed pressure, maximum and minimum rate of pressure development (+dp/dt
and -dp/dt) were recorded during the experiments. Cyclic guanosine monophosphate levels
were measured in perfusion solution before and after 30 minutes and 60-minutes of ischemia
in all groups. Cyclooxygenase-2 mMRNA and nuclear factor kapa B mRNA levels in left
ventricle tissue were also determined 30 minute after administration of isatin (n=10) or

normal saline (n=10).
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Left ventricular developed pressure was lower in isatin group (18,9 + 17,1 mmHg)
than atrial natriuretic peptide group (68,9+ 55,5 mmHg; p<0.05) and isatin + atrial natriuretic
peptide group (80,8+ 53,2 mmHg; p<0.05) in reperfusion (60 minutes). Decreased dp/dtmin
values were observed 60 minutes after reperfusion in isatin group than atrial natriuetic peptide
group, and isatin + atrial natriuretic peptide group. Higher cyclic guanosine monophosphate
values were found in reperfusion in atrial natriuretic peptide (1,22+0.07 pmol/ml) and isatin +
atrial natriuretic peptide (1,22+0.11 pmol/ml) group than isatin group (0,67+0.39 pmol/ml) in
perfusion solution (p<0.01 and p<0.01 respectively). Infarct size was larger in the isatin group
(19,7£7,1 %) than atrial natriuretic peptide (8,8+6,0 %; p<0.01) and isatin + atrial natriuretic
peptide (9,1+4,2 %; p<0.01) group. Cyclooxygenase-2 and nuclear factor kapa B mRNA
values were similar with control group following isatin administrations.

Similar contractil force has been observed with control values following ischemic
injury after high dose of isatin administration in isolated rat heart. However, atrial natriuretic
peptide may mediate positive inotropic and lusiotropic effect on the rat heart in the 60th
minute of reperfusion by increasing cyclic guanosine monophosphate levels in isolated
perfused rat heart.

Key Words; isatin, atrial natriuretic peptide, heart, ischemia
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Vet.Hek. Ziya CUKUR O var 0 evet
Veteriner Hekim Oyok [ haywr
Huseyin KOC O var {)/[Nvet
Sivil Toplum Orgiitii Uyesi Sivil Uye lpak 0 hayir
Yrd.Dog.Dr. Beytullah OZKAN . Ovar Bevet

Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi ; Byok 0 hayir

Do¢.Dr. Y. Atakan SEZER Ovar HA.evet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Byok O haywr

Dog. Dr. Enis ULUCAM O var PN evet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Ryok O hayir

Yrd.Dog¢.Dr.Hakan GURKAN (var K evet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Kyok 0 hayir

Osman GULTEKIN Ovar 0 evet
Sivil Uye Oyok 0 hayir






