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SIMGE VE KISALTMALAR

ATP : Adenozin trifosfat
ATP’az : Adenozin trifosfataz
cAMP ¢ Siklik adenozin monofosfat

CK : Kreatin kinaz
CK-MB : Kreatin kinaz -MB
CMP : Sitidin monofosfat
CTP : Sitidin trifosfat

EKG : Elektrokardiyografi

ISO : Isoproterenol
LDH : Laktat dehidrojenaz
LSA : Lipide bagl sialik asid

NAD"  : Nikotinamid adenin diniikleotid
NANA  : N-Asetil noraminik asid

NO : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentaz
Pi : Inorganik fosfat
PPi : Pirofosfat

TSA : Total sialik asid
TnC : Troponin C

Tnl : Troponin [

TnT : Troponin T

UDP : Uridin difosfat



GIRIS VE AMAC

Akut miyokard infarktiisii (AMI), gelisen teknolojinin beraberinde getirdigi birtakim
olumsuz yasam sartlar1 nedeniyle son yillarda en sik rastlanan hastaliklardan biri haline
gelmistir. Miyokard infarktiisii ateroskleroz nedeniyle daha 6nce daralmis koroner arterin
trombotik tikanmasi ile kan akiminin ani kesilmesi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu tikanma ile
olugsan miyokardial hasar; damarin ne oranda tikali olduguna, koroner tikanmanin siiresine,
hasarl1 damarin besledigi alana, kolleterallerle hasarli bolgeye saglanan kanin miktarina,
tikayict trombiisiin  kendiliginden lizisini saglayan etkenlere, miyokardin oksijen
gereksinimine ve tikanmis koroner arterde akim yeniden saglandiginda infarktli alanda
miyokardial perfiizyonun yeterliligine baghdir (1).

Doku ve hiicrelerin ¢oziinebilir ve ¢éziinemez komponentlerinin yapisal bilesenleri
olan sialik asidler, protein ve lipide bagl oligosakkaridlerde terminal olarak bulunan dokuz
karbonlu seker neuraminik asidin asetillenmis tiirevleridirler (2).

Sialik asidlerin baslica fonksiyonlar1 arasinda konformasyonel stabilizasyon,
proteazlara karsi koruma, negatif elektrik yiikii saglama, su baglama kapasitesinin artirilmast,
hiicresel tanima ve gelisimin regiilasyonu sayilabilir (3).

Sialik asidler, asidik yapilarindan dolay: hiicre yiizeyine negatif yiik kazandirirlar ve
hiicre-hiicre ya da hiicre-matriks etkilesimlerinde 6nemli rol oynarlar. Spesifik hiicresel
tanima bolgelerini maskeleme yetenegine sahiptirler ve biyolojik bilginin transferinde rolleri
vardir. Ayrica glikolipidlere ve glikoproteinlere antijenik 0Ozellik kazandirirlar  ve
glukokonjugatlarin makromolekiiler yapisini etkileyebilirler (4).

Sialik asidin ateroskleroz patogenezindeki ve kardiovaskiiler olaylarin habercisi olarak

rolii son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Plazma sialik asid derisimlerinin koroner kalp



hastaliklarinda ve miyokard infarktiisiinde arttig1 ileri stiriilmiistiir. (5-9). Ayrica serum total
sialik asidin (TSA) yiikselmis diizeylerinin, artmis kardiyovaskiiler mortalite (6,10) ve
serebrovaskiiler hastaliklarla (11) iligkili oldugu gosterilmistir.

Akut miyokard infarktiislii hastalarda infarktiisten sonraki ilk 3 giinde total sialik asid
ve lipide bagl sialik asid (LSA) diizeylerinin orantili olarak arttig1 saptanmig ve bu artis ile
miyokardial hasarin belirleyicisi olan laktat dehidrojenaz (LDH)’daki artis arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (12).

Miyokard infarktiisiinde serum sialik asid derisimlerindeki artig; sialik asid
kalintilarin1 uzaklastirarak sialoglukokonjugatlarin  ve sialooligosakkaridlerin katabolik
metabolizmasini baslatmaktan sorumlu enzim olan sialidazin (13) aktivitesindeki artistan
kaynaklanabilir. Sialidaz aktivitesinin miyokard infarktiislii hastalarda arttig1 gosterilmistir
(14).

Miyokard infarktiisiinde gozlenen serum sialik asid diizeylerindeki artis normalde
serumda bulunan glikoproteinlerin sialilasyonundaki artis ile de iligkili olabilir. Sialik asid
kalintilarinin  asialoglikoproteinlere transferinden sorumlu olan sialiltransferaz’in (15)
atherosklerozda arttig1 gosterilmistir (16). Serum sialik asid konsantrasyonundaki artig hiicre
membran yiizeyinden sialik asidin sekresyonunun bir sonucu da olabilir. Tiimor hiicresinden
veya infarktiis sonrast miyokardial hiicreden dolasima sialik asidin saliverilebilecegi
bildirilmistir (12,17). Akut faz proteinlerinin karacigerden dolasima artmis atilimlar1 da serum
sialik asid diizeylerinde bir artisa yol agabilir ¢linkii bir¢cok akut faz proteininin oligosakkarid
yan zincirlerinin terminal pozisyonunda sialik asid kalintis1t mevcuttur (18).

Yar1 esansiyel ve ayni zamanda bazik bir amino asid olan L-arginin’den hiicrede nitrik
oksid sentaz araciligi ile olusan nitrik oksit (NO)’in miyokardial iskemiye karsi énemli bir
koruma sagladig1 ve L-arginin verilisinin, NO {iretimini uyararak kalbi hasara kars1 korudugu
gosterilmistir (19). Akut miyokard infarktiisii sonrasinda serum total sialik asid diizeylerinde
gozlenen artistan oksidatif hiicre hasar1 sorumlu olabilir ve oksidatif hasar1 onleyici etkiye
sahip NO’in sentezinde Onciil madde olan L-arginin verilisi miyokard infarktiisii sonrasi

gbzlenen total sialik asid diizeylerindeki artis1 azaltabilir.

Bu c¢aligmanin amaci, isoproterenol ile deneysel olarak miyokard infarktiisii
olusturulmus ratlarda L-arginin’in serum ve doku total sialik asid diizeylerine etkisini
incelemek ve miyokard infarktiisiinde gozlenen sialik asid artisinda oksidatif hiicre hasarinin

roliinii irdelemektir.



GENEL BIiLGILER

SIALIK ASID

Sialik Asidin Yapisi

Bir monosakkarit tlirevi olan N-asetilneuraminik asid (NANA) molekiilii sialik asid

adiyla da bilinmektedir. Sialik asid, dokuz karbon atomuna sahip, 309 dalton agirliginda bir
aminosekerdir (Sekil 1)(20).
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Sekil 1. Sialik asidin lineer ve piranoz formu (20).



Sialik asidler, glikoproteinlerin ve glikolipidlerin N-terminal ucunda bulunurlar
(21,22).

Sialik asid, fizyolojik pH’da tamamen iyonlagsabilen ve pKa degeri 2,6 olan, nispeten
kuvvetli bir asid olup, bu 6zellik molekiile negatif bir ylik kazandirir (23, 24). Dogada ¢esitli
hayvan tiirlerinde 20’den fazla farkl: sialik aside rastlanmistir (25).

NANA, gikoproteinlerin oligosakkarit zincirinde terminal durumundaki a(2->6)
baginda, gangliozidlerde ise oligosakkarit zincirinin ortasindaki o(2->3) baginda yer alir
(Sekil 2) (25, 26). Galaktoz genellikle N-asetilgalaktozamin veya N-asetilglukozamin’e a-
gikozidik bag ile baglhdir (22).
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Sekil 2. NANA’in oligosakkarid zincirinde a(2->3) ve a(2-2>6) bag durumu (26).

Sialik Asid Metabolizmasi

Sitozolde NANA sentezi aminosekerlerin Onclisii olan fruktoz-6-fosfat ile baslar.
Fruktoz-6-fosfat aminotransferaz enzimi etkisiyle, fruktoz-6-fosfat’a glutamin nitrojeni
transfer edilir (E.C.5.3.1.19) ve glukozamin-6-fosfat olusur. Glukozamin-6-fosfat asetil-CoA
ile asetillenerek N-asetilglukozamin-6-fosfat’a doniisiir. Olusan N-asetilglukozamin-6-fosfat
mutaz enzimi etkisiyle, N-asetilglukozamin-1-fosfat’a ya da epimeraz enzimi etkisiyle N-
asetilmannozamin-6-fosfat’a doniisiir. N-asetilglukozamin-1-fosfat, iiridin trifosfat (UTP)
varhiginda, {ridin difosfat (UDP) N-asetilglukozamin fosforilaz tarafindan UDP-N-
asetilglukozamine c¢evrilir. UDP-N-asetilglukozamin de epimeraz etkisiyle, okside
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") varliginda UDP-N-asetilgalaktozamini olusturur. Bu
yol daha sonra glikozaminoglikan ve glikoprotein sentezine dogru gider. N-asetilglukozamin-

6-fosfattan olugsan N-asetilmannozamin-6-fosfat, fosfoenol priivat ile aldol kondensasyonuna



katilir. NANA aldolaz ile katalizlenen bu reaksiyon sonucu N-asetilneuraminik asit-9-fosfat
olusur ve onun da hidrolizi ile NANA ve inorganik fosfat (Pi) meydana gelir. NANA
oligosakkaritlere baglanmadan once sitidin trifosfat (CTP) ile aktiflesir ve sitidin monofosfat-
NANA (CMP-NANA) meydana gelir. Bu reaksiyon pirofosforilaz tarafindan katalizlenir. Bu
sirada 1 mol pirofosfat (PPi) ayrilir (Sekil 3) (22, 27).

Sialik asidlerin glikozidik hidroksil gruplari, glikokonjugatlarin oligosakkaridlerine
transferinden 6nce CTP tarafindan aktive edilir:

CTP + Sialik asid = CMP-sialik asid + PPi

CMP-sialik asidler niikleusta sentezlenir. Sialo-glikokonjugatlarin sentezlendigi
Ozellikle karaciger, beyin, submandibular glandlar gibi dokularda bu niikleotid esterlerin
meydana gelmesi beklenir. Fakat diisiik miktarda bulunmasi ve dayaniksiz olmasindan dolay1
izolasyonu zordur (27).

Sialik asid sentezinde anahtar enzimler; fruktoz-6-fosfat aminotransferaz ve UDP-N-
asetilglikozamin epimerazdir. Her iki enzimin aktivitesi de feedback kontrol mekanizmasi
altindadir. CMP-NANA seviyesinin artmast UDP-N-asetilglukozamin epimeraz enzimini
inhibe eder. Aymi sekilde UDP-N-asetilglukozamin’in artmasi da fruktoz-6-fosfat
aminotransferaz aktivitesini azaltir (27, 28).

Glikoprotein sentezinde sialik asid kalintilarinin ilavesi trans golgide olur.
Sialiltransferazlar, CMP-sialik asid kompleksindeki sialik asid kalintilarinin asialogliko-
ptoteinlere transferinden sorumlu enzimlerdir (E.C.2.4.99.1). Sialiltransferaz enzimi
glikoziltransferazlar grubuna girer ve monosakkaritleri glikoprotein ve glikolipid kalintilarina
eklerler. Sialiltransferaz enzimi, sialik asidin baglandigi molekiiliin cinsine, yapisina,
pozisyonuna ve seker kalintisina spesifiktir. Alici glikokonjugat spesifikligine gore enzimin
farkl tiirleri vardir. Bu yilizden transfer reaksiyonlarinda a-glikozidik bagin (2-23), (2->4),
(2->8) gibi farkli tiirleri olugsmaktadir (28).

Lizozomal sialidaz enzimi (Neuraminidaz E.C.3.2.1.18), memeli hiicrelerinde
oligosakkarit, glikoprotein, ve gangliozidlerden terminal sialik asid kalintilarinin ayrilmasini
saglar. Sialillenmis glikokonjugatlardaki bag tipleri ile ilgili olarak sialidaz; (2->3) baglarini
hizli, (2->6) baglari1 daha yavas hidroliz eder (29). Enzim, virlisler ve bakteriler gibi

mikrobiyal sistemler ile memeli gibi yiiksek organizmalarda bulunur (25).



Glikojen

Glukoz-1-Fosfat

ATP I

Glukoz >, Glukoz-6-Fosfat

I Glikoliz
Fruktoz-§-Fosfat ——»  Piruvat —  » CO;+H;O

Sitrik
Asid
Dongiisli

Glutamin

3 LAminotransferaz
(-}

Glutamat
ATP ADP

Gidkozaitn — 5o? . | Giukozanio& Fasht

I/‘ Asetil-CoA I/‘ Asetil-CoA

. ! ATP DP
N-Asetilelukozamin N-Asetilglukozamin N-Asetilglukozamin
6-Fosfat 1-Fosfat
(-} . | Epimeraz UTP
PPi
N-Asetilmannozamin
6-Fosfat
Fosfoenolpiruvat UDPB-

N-Asetilglukozamin

N-Asetilneuraminik Asid NAD'

9-Fosfat
pi UDP-
! N-Asetilgalaktozamin
CTP
PPi Glikozaminoglikan
CMP-NANA Glikoprotein

Sekil 3. Sialik asid ve glikoprotein sentezi (27). UTP: Uridin trifosfat, PPi: Pirofosfat
UDP: Uridin difosfat, CTP: Stidin trifosfat, CMP: Sitidin monofosfat, NANA: N-asetil
neuraminik asit, ADP: Adenozin difosfat, ATP: Adenozin trifosfat, NAD: Nikotinamid

adenin diniikleotid.



Sialidaz enzimi, bir glikoprotein molekiiliindeki sialik asid kalintilarinin
uzaklagtirilmasindan sorumlu oldugu i¢in biyolojik siireclerde 6nemli rol oynar. Ciinkii
sialidaz ile sialik asid kalintilarinin koparilmasi sialoglikokonjugatin dolagimdaki dmriinii,
antijenik ekspresyon ve reseptor tarafindan taninma gibi 6nemli biyolojik siireglerini
etkileyebilir. Subselliiler lokalizasyon gosteren sialidazin, farkli tiplerinin bulundugu ve insan
dokusunda da farli iki tipinin varlig1 gosterilmistir. Bunlar substrat spesifikligi, 1siya
dayaniklilik, katyonlar tarafindan inhibisyona duyarlilik ve kinetik 6zellikleri temel alinarak
saptanmugstir (22).

Memelilerin dokularindaki pek ¢ok sialidazin molekiiler parametre bilgileri
izolasyondaki gii¢liiklerden dolay1 heniiz tam degildir. insan karacigerindeki lizozomal
sialidazin molekiil agirligi 70,000 olarak tahmin edilmektedir ve bu, memelilerde molekiil

agirlig1 bilinen tek sialidazdir (30).

Sialik Asidin Fonksiyonlar1

Sialik asidler canli hiicre ve organizmalarda molekiiler ve hiicresel etkilesimlerin
regiilasyonunda onemli rol oynarlar. Serum sialik asidlerin %98-99 gibi biiyiik bir kismi1
glikoproteinlere, kiigiik bir kismu ise lipidlere baghdir. Biyolojik fonksiyonlari, onlarin hiicre
membranlarindaki  eksternal lokalizasyonundan ve  glukokonjugatlardaki  periferal
durumlarindan kaynaklanir (22).

Sialik asid, hiicreye negatif yiik kazandirir, makromolekiillerin yapisina katilir. Hiicre
ylizeyinde yer alan sialik asid, hiicrelerin taninmasinda ve reseptorlerin bir komponenti olarak
maddelerin hiicre i¢ine alinmasinda rol oynar. Bu yiizden sialik asidin biyolojik 6nemini
baslica 4 baslik altinda toplayabiliriz (25, 31):

1) Sialik asidlerin negatif yiiklerinden dolay1 fonksiyonlari: Sialik asidlerin hiicre
ylizeyinde ve glikoproteinlerde bulunmalari, giiclii karboksil gruplarindan dolayr (NANA i¢in
pK=2.6), negatif ylizey yiikiine anlamli katki saglar (25, 32). Sialik asidin itici elektrostatik
giicli, hiicre membranmin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda da etkilidir. Sialik asidin
enzimatik olarak sarkoma hiicrelerinden uzaklastirilmasi ile membran deformasyonunun
arttigr gosterilmistir (33). Membran sialik asidlerinin kiiltiir ortaminda, trombositler,
eritrositler ve kanser hiicrelerinde elektrostatik itmeden dolay1 hiicre agregasyonunu énledigi
gozlenmistir (3). Ozellikle eritrosit membraninin sialik asid igerigi, bu hiicrenin yasam
stiresiyle yakindan iligkilidir (34). Yeni doganlarda eritrosit membran sialik asidinin,

eritrositlerin yasam stiresinde dnemli bir rolii oldugu bildirilmistir (35).
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Sialik asidler, makromolekiillere ve hiicrelere katyonik bilesiklerin baglanmasini da
kolaylastirmaktadir. Sialik asid kalintilart kas hiicrelerinde 6nemli Ca™ baglayici
molekiillerdir (36).

2) Makromolekiiler yapilarda ve reseptdr bileseni olarak sialik asidler: Sialik asidler
pek c¢ok hiicre ylizey reseptorlerinin esansiyel bileseni olarak bulunmustur. Sialik asidin
varlig1 insiilin, serotonin, opiad, dstrojen, interferon, LDL reseptorlerinde saptanmustir (32).
Sialik asid igeren reseptorler aracilifi ile hiicreye tetanoz, difteri, botilismus, kolera, tubokiirar
gibi cesitli toksinler baglanabilir. (22). Sialik asidlerin makromolekiiler yapilarda da bazi
etkileri vardir. Sialik asidlerin submandibular bez glikoproteinlerinden kismen
uzaklagtirilmasi ile akigkanliklarimin ¢ok azaldig1 gozlenmistir. Sialik asid bolgeleri tiim
glikoproteinlerin intrinsik akiskanligini arttirdigindan; solunum, sindirim, iirogenital sistem,
g0z i¢i s1vist ve eklem sivist gibi miisin yapidaki sekresyonlarin akigkanligi iizerine anlamli
bir etkisi vardir (22).

3) Sialik asidlerin maskeleme etkisi: Hiicre ylizeyindeki spesifik taninma bolgelerinin
maskelenmesi sialik asidlerin 6nemli fonksiyonlarindan biridir. Boylece oligosakkarit
zincirlerinin ve glukokonjugat molekiillerinin protein ve lipid kisimlarinin antijenligini azaltir
veya Onlerler. Antijeniklik, sialik asidlerin enzimatik olarak uzaklastirilmasiyla veya karboksil
grubunun bir alkole indirgenmesiyle degisir ya da anlaml1 derecede artar (37).

Ureme sisteminde de sialil kalintilarinin, hiicre membranindaki antijenikligi
maskelemesi goriilmektedir. Plasentanin trofoblast hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ve sialik
asid bakimindan zengin glikoprotein tabakasinin, fetiisle anne arasinda bir immiin bariyer
olusturup, annenin fetiise kars1 antikor olusturmasini 6nledigi gosterilmistir (38).

Sialik asidler genellikle glikoproteinlerin galaktoz ve N-asetilglukozamin kalintilarina
baglanarak onlar1 hepatosit yilizeyindeki resptorlere karst maskelemis olur. Serum
glikoproteinlerinin dolasimda kalma siirelerini bu 6zellik belirler. Aksi takdirde desiale
glikoproteinler, hepatositlerde bulunan D-galaktoz, spesifik reseptorlerce yani lektinler
tarafindan taninarak endositoz ile dolasimdan uzaklastirilir ve parankimal hiicrelerde
parcalanirlar (22, 28).

4) Sialik asidlerin belirte¢ olarak oOnemi: Sialik asidler, hiicrelerin membran
glikoproteinlerinde bulunan bir karbonhidrattir. Hiicrelerin biyolojik biitiinliiklerini
siirdiirmede hiicre membrani i¢in dnemlidirler. Hiicre membranlari, hiicrenin biiylimesi ve
neoplastik hareketleri i¢in sialik aside ihtiya¢ duyarlar (22). Sialik asidin, normal gebelik
stiresince dogrusal bir artig gosterdigi ve bu artisin fetiisiin anne tarafindan reddedilmesini

Onleyici bir faktdor oldugunu savunan calismalar vardir (38). Sialik asid, negatif ytkii
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nedeniyle hiicre biyolojisinde glikoproteinlerin konformasyonlarim1  etkiler. Bdylece
mikroorganizmalar, toksinler ve hormonlar i¢in reseptdr gorevi yaparak diger hiicrelerle
molekiillerin immunolojik tanima bdlgelerini ve reseptdrlerini maskeleyerek 6nemli bir rol
oynar (28, 39). Ayrica inflamatuar hastaliklar ve kanserin cesitli semptomlart ile ilgili
hiicresel tanima ve immunolojik reaksiyonlar gibi ¢esitli biyolojik yanitlarda, glikoprotein ve
gangliozidlerde yer alan sialik asid kalintilarinin 6nemli rol oynadig1 bildirilmistir (22). Beyin
timorii ve prostat kanseri gibi ¢esitli maling hastaliklarinin teshisinde sialik asidin belirteg
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (40,41). Serum sialik asid seviyesinin, bakteriyel
enfeksiyonlarda ve kronik karaciger hastaliklarinda da 6nemli miktarda arttig1 gosterilmistir
(42). Serum sialik asid non-spesifik bir tiimor belirteci olmasina ragmen, c¢esitli
malignitelerde tiimoriin varlig: ile ilgili oldugu saptanmis ve onun bir tiimor belirteci gibi
degerlendirilmesini saglamistir (43). Total sialik asidin bir boliimiinii olusturan LSA’in timor
orijinli olabilecegi goriisii kuvvetlenmistir. Lipide bagl sialik asid diizeylerinin de meme ve
akciger kanserinde arttig1 bildirilmistir (44). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda diyabette,
retinopati, nefropati gibi baz1 diyabetik komplikasyonlarda, bobrek yetmezliginde ve
miyokard infarktlisii gegiren hastalarda serum sialik asid diizeyinin arttigi gorilmiistiir.

Zamana bagl olarak da kademeli bir artis oldugu ifade edilmistir (8, 45, 46).

Desialilasyon

Biyolojik sistemlerde sialik asid kalintilarinin bir glikoproteinden uzaklastirilmasi
olayina desialilasyon denir. Desialilasyon, o glikoproteinin antijenik ekspresyonunu, reseptor
tarafindan taninmasimi ve dolasimda kalma siiresini etkileyebilir (13). Total hiicre sialik
asidinin %70’ini membranin dis yiizeyindeki glikoproteinler ile gangliozidlerin yapisinda
bulunan sialik asid olusturur ve membranin negatif yiikiiniin %50’sinden sorumludur. Sialik
asidler ayrica permeabilite ve transport olaylar1 gibi membranla ilgili bircok temel islevde
oldukca onemlidirler (47).

Sialik asidlerin negatif yiiklii karboksil gruplarmm da hiicre membranindaki Ca'
baglanma yerlerinden biri oldugu bilinmektedir. Kas hiicresinin desialilasyonu sonucu
baglanma azalir. Bununla birlikte Ca™’un hiicreye girisi artar ve membran polaritesi azalir.
Sialik asid, miyokard hiicre yiizeylerinde bol miktarda bulunmakta ve membrana bagl sialik
asid kalp kasindaki Ca™ alis-verisini kontrol etmektedir (22, 48). Spontan aritmik aktivite,
membran potansiyelinde depolarizan degisimler, plato ve aksiyon potansiyelinde onemli

diisiisler sarkolemmanin %25’inin desialilasyonu sonucu ortaya ¢ikar (22).
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Sialik asidler, hiicre ylizeyinin tiim negatif yiikiiniin major bilesenleri olarak giiglii bir

elektrostatik bariyere eslik ederler (49).
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ARGININ
Argininin Yapisi

Arginin ilk olarak Hedin tarafindan 1895’de bulunmus pozitif yiiklii, bazik R gruplu
bir aminoasittir. Genel formiilii C¢H4N4O;’dir. Molekiil agirhig 174.2 g’dir (50). Polarize
15181 ¢evirme durumuna gére D ve L olmak iizere iki izomeri vardir (Sekil 4) (51, 52).
Erigkinler i¢in esansiyel degildir fakat ¢ocuklar ve gengler icin esansiyeldir. L-arginin

gereksinimi biiylime doneminde, travma yada enfeksiyon durumunda artar (50, 53).

NH o
my~  NH,
| ps
CH, HNT TN OH
H
NH,

HA’—N_I—I;

o0

D-arginin L-arginin
Sekil 4. Argininin L ve D izomerleri (51, 52).
L-Arginin Metabolizmasi

L-Arginin proteinlerin yikimi1 sonucu olusur. Besinlerdeki proteinlerin sindirim
kanalinda hidrolizi sonucu serbest kalan L-arginin, ince barsak liimeninden enterositler
tarafindan alinarak aktif transportla emilir. Ince barsaktan emilen L-arginin portal dolasimla
karacigere tasiir. Karacigerde metabolize olmamis L-arginin sistemik dolasima gecger. L-
arginin oral yolla alindiktan yaklasik 1-2 saat sonra plazmada en yliksek diizeylere ulasir.
Glomeruler filtrasyona ugrayan L-argininin yaklasik tamami reabsorbe olur. Ince barsak,
bobrek ve karacigerde glutamat ile sitrillinden de L-arginin sentezlenir. Plazma arginin

diizeyine %10 oraninda katkida bulunur. Ince barsakta glutamattan olusan sitriilin sistemik
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dolasima gecer. Sitriilin, bobrekler tarafindan alinarak proksimal tiibiillerde arginine g¢evrilir
(50, 54).

Arginin iki yoldan metabolize olur: Birincisi lire dongiisliniin son basamagi olup
arginin lire ve ornitine hidroliz olur. Argininin metabolize oldugu diger yol ise nitrik oksit

sentaz (NOS)’1n katalizledigi nitrik oksit sentezidir (Sekil 5) (54, 55).

ARGINAZ
L-ARGININ ————————= URE + ORNITIN

NO SENTAZ

NO

Sekil 5. L-argininin metabolik yollar1 (55).

Arginazin katalizledigi reaksiyon sonucu iire ve ornitin olusur. Ornitin, protein
yapisina katilmayan bir aminoasittir, iire dongiisiinden baska hiicre proliferasyonunda ve
gelisiminde rol oynayan poliaminlerle, kollajen yapisinda yer alan prolin aminoasidinin
sentezinde de oOnciil madde olarak gorev yapmaktadir (56-58). Olusan ornitin, ornitin
dekarboksilaz enzimi vasitasi ile putressine donlismekte ve putressin de ara kademelerden
gecerek spermin ve spermidin sentezini saglamaktadir (Sekil 6). Ornitin dekarboksilaz enzimi
poliamin biyosentezinde hiz kisitlayici basamak olup yiiksek arginaz enzim konsantrasyonu,
ornitin dekarboksilaz enzimini aktive eder. Baglica poliaminler olarak bilinen putressin,
spermin ve spermidin, hiicrelerin biiylime ve gelismesi i¢in dnemli biyomolekiillerdir (56,

59).

ARGINAZ ORNITIN DEKARBOKSILAZ
ARGININ ——> ORNITINC——"—= PUTRESSIN—> SPERMIN —>SPERMIDIN

Sekil 6. Argininden poliamin sentezi (56).

L-arginin, endotel kaynakli nitrik oksit (NO) salinimini nitrik oksitsentaz (NOS)
vasitasiyla tetiklemektedir. Endotelde L-argininden kaynaklanan NO’in kalbi koruyucu etkisi

vardir. Nitrik oksit, kuvvetli vazodilatoér ve koroner damarlarin akimini arttirict bir maddedir. L-
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Arginin vaskiiler yapilarda NO sentezinin 6n maddesi olarak koruyucu olabilir. Endojen L-
arginin yapimi oldukca yavas ve fizyolojik ihtiyaclar1 karsilamak icin yetersizdir. L-argininin,
arginaz enzimi ile iireye c¢evrilmesi NO sentezi i¢in kullanilacak miktarinda azalmaya yolagar
(19). Disaridan verilen L-arginin, endotel kaynakli NO iiretimini hizlandirir ve aterotromboz
dizgisindeki endotel fonksiyonunu diizeltir. Endotel kaynakli NO biyoaktivitesini diizenleyen

cesitli etki mekanizmalari ileri siirtilmiistiir (60).
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ISOPROTERENOL
Isoproterenoliin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Sistemik ismi 4-(1-hidroksi-2-[(metiletil)amino]etil)-1,2-benzendiol hidro- klorit,
kapali formiilii C;;H;7NOs.HCI, molekiil agirlig1 242.72 g olan non-selektif f mimetiktir (61).
Sentetik bir sempatomimetik amin (katekolamin) olup, B1 ve B2 reseptorleri uyarir (59).

Adrenalin dogal olarak viicutta sentezlenen bir katekolamindir. Isoproterenol, yap: olarak
adrenaline ¢ok benzemektedir (Sekil 7) (62). Ancak adrenalin gibi o reseptorlerini etkilemez.
Vazokonstriktor degil, vazodilator etkisi vardir. Adrenalin gibi barsakta inaktive edildiginden
ag1z yoluyla kullanilamaz. iskemik koroner hastalig1 olanlarda kontrendikedir (59, 62).

Isoproterenol (ISO), intravendz veya aerosol seklinde inhalasyon yoluyla, astim
tedavisinde bronkodilator olarak; kalp blogunda kalp hizini arttirmak amaciyla ve pulmoner

hipertansiyonlu hastalarda pulmoner vaskiiler resistansi azaltmak amaciyla kullanilir (62).

OH OH
HO N Me
HO. N g
Me
Ho ™ Ho™
Adrenalin Isoproterenol

Sekil 7. Adrenalin ve isoproterenoliin yapisal benzerligi. Me: Metil (62).

Isoproterenol, ratlarda deneysel miyokard infarktiisii olusturmak icin yaygm olarak
kullanilan sentetik bir katekolamindir (63).

Isoproterenol ile miyokard infarktiisii olusturulmus sigan kalbinde meydana gelen
patofizyolojik degisikliklerin insanlarda miyokard infarktiisii sonrasi olusan degisikliklere
benzerlik gosterdigi bilinmektedir (64). Katekolamin ile uyarilmis nekrozda, siklik adenozin
monofosfat (cAMP) diizeylerindeki artisin (65), intraselliiller kalsiyum artisinin ve yiiksek
enerjili fosfatlarin tiiketilmesinin (66) ©nemli rol oynadigi bildirilmistir. Katekolaminler
tarafindan uyarilan miyokardial nekrozun patogenezi multifaktdryel olmasina ragmen oksidatif

stresin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (67, 68).
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AKUT MiYOKARD INFARKTUSU

Tanim

Bat1 iilkelerinde en yaygin 6liim nedeni olan iskemik kalp hastaligi koroner kan
akiminin yetersizliginden kaynaklanir. Amerika Birlesik Devletleri’nde insanlarin yaklasik %
25’1 bundan o6liir. Baz1 6liimler, akut koroner tikanma ya da kalp fibrillasyonu ile ani, bazilar
da kalbin pompalama giicliniin gittikge zayiflamasi sonucu, haftalar ya da yillara varan bir
siirecte yavas yavas meydana gelir (69).

Koroner dolagimin amaci, miyokarda oksijen ve madde saglamak ve metabolik yikim
tiriinlerini uzaklagtirmaktir. Kalp kasilmasi aerobik metabolizmaya bagimhidir ve bazal
oksijen tiikketimi yaklasik %60°tir. Artan miyokard oksijen tiiketimini karsilamak icin koroner
kan akiminin artmasi gerekir (70). Koroner dolasim, kalp de dahil olmak {izere viicuttaki tiim
organlarin perfiize olabilmesi i¢in gerekli basinci ve akimi olusturmaktan sorumlu organ olan
kalbin perfiizyonunu sagladigi i¢in 6zeldir. Bunun 6nemli sonuglar1 vardir, ¢iinkii koroner
dolasimin bozulmasi kalbin pompalama giiclinii zayiflatir. Bu durum koroner kan akimini
daha da ¢ok bozar (71).

Koroner kan akimini azaltan nedenler arasinda en sik rastlanan aterosklerozdur.
Ateroskleroz, damar duvarimin kalinlasmasi ve esnekliginin kaybolmasi ile karakterize
arteriyel hastalik grubunun bir pargasidir (72). Ateroskleroza genetik yatkinlik bulunan
sahislarda ya da fazla miktarda kolesterol veya kati yagla beslenen kimselerde arterlerin
intimas1 altinda zamanla biiyiik miktarda kolesterol birikir. Daha sonra bu alanlari istila eden
fibroz doku ¢ogu kez kireglenir. Sonucta gelisen aterosklerotik plak damar igine ¢ikinti
yaparak kan akimini kismen ya da tamamen duraklatir (69). Aterosklerotik plak yillar i¢inde
yavas bir sekilde genisleyerek agir darlik ya da tam tikaniklik olusturabilir. Zaman iginde plak
kendiliginden yarilabilir ya da agilarak icerigi kan akimina karisabilir. Acilan plak trombiis
olusumunu uyarir; trombiisler emboli yapabilir, bu ise liimeni aniden tam olarak tikayabilir ya
da plak ile zaman i¢inde birleserek kitlesine ve tikayici 6zelliklerine katkida bulunur (73).

Ateroskleroz ani tikanma yaratmak yerine yillar siiren bir siire¢ i¢cinde koroner arterleri
daraltirsa, ayn1 zamanda kolleterallerin de gelistigi goriiliir. Béylece sahista, kalbin fonksiyon
bozukluklarina bagli akut ataklar goriilmez. Fakat kollateral kan akiminin karsilastig1 sinirlar
asan sklerotik olaylar bazen de bizzat kolleterallerle gelisen ateroskleroz kalbin pompalama
giiclinii ciddi sekilde kisitlar. Kalp normalde gerekli kan1 bile pompalayamaz. Yasli sahislarin

cogunda kalp yetersizliginin nedeni budur. Akut koroner tikanmasindan hemen sonra tikanma
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noktasinin ilerisinde ¢evredeki damarlarda, kii¢iik bir kolleteral akimin disinda, kan akimi
kesilir. Kalp kasinda kan akiminin ¢ok az oldugu ya da hi¢ bulunmadigi icin gorev

yapamayan bu bolgeye infarktiis bolgesi, biitiin bu olaya da miyokard infarktiisii ad1 verilir

(69).

Etiyoloji ve Patogenez

Akut miyokard infarktiisii geciren hastalarin %90’inda hasar gdren alani besleyen
koroner arter siklikla plak yirtilmasi ile iliskili olarak akut trombiis olugmasi sonucu tikanir.
Aterosklerotik plagin neden oldugu endotel degisikliginin baslatigi trombosit islev
farklilagmasinin piht1 olusumuna katkis1 olasidir. Hastalarin iicte ikisinde spontan tromboliz
gelistigi icin 24 saat sonra trombotik tikanma hastalarin yalniz yaklasik %30’unda goézlenir.
Unstable angina tablosunda anjigrafik ¢alisma yapilan hastalarin tigte birinde ya da daha
fazlasinda iskemi alanin1 besleyen arterlerle kismen tikanma yapan trombiisler bulunur.
Anjiyografide trombiisiin taninmasi gii¢ olabilecegi i¢in insidansin oldugundan az bildirilmesi
olasidir (73).

Memeli miyokardinda kan sunumu bolgeseldir; her bir ana koroner arter dali
miyokardin belirli bir kismin1 besler. Komsu epikardiyal arterler arasinda capraz akimlarin
derecesi tiirler arasinda belirgin farklilik gosterir. Deneysel hayvan modellerinde bolgesel
infarktiis olusturmanin tek yolu o alan1 besleyen koroner arterin tikanmasidir (74).

Seyrek olarak miyokard infarkt nedeni arteryel embolizasyon da olabilir. Koroner
spazmi bulunan ve bunun disinda koroner arterleri normal olan hastalarda miyokard infarkti
bildirilmistir. Kokain kullaniminin da koroner arter hastaligi olmaksizin miyokardial iskemi

ve infarktiise yol acabilecegi gosterilmistir (73).

Risk Faktorleri

Akut miyokard infarktiisiine neden olan risk faktorleri ii¢ gruba ayrilmaktadir: (75)
1. Sabit faktorler (degistirilemeyen):

-Yas

- Cinsiyet

- Aile oykiisii

- Etnik grup

- Vaskiiler hastalik
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2. Degistirilebilen ana faktorler:
- Sigara kullanimi
- Alkol kullanim1
- Kan basinci yiiksekligi
- Kolesterol yiiksekligi
- Sedanter yasam tarzi
3. Diger faktorler:
- Diyabet
- Obezite
- Homosistein yiiksekligi
- Sosyal sinif
- Psikososyal ¢evre
- A tipi kisilik
- Eksojen ostrojenler
- Diger hastaliklar
- Enfeksiyon.

Akut Miyokard Infarktiis Tanist

1. Ayirict tani: Akut mitokard infarktiisiinde tani tipik olarak goégiiste agri, basing
hissi, sikisma veya agirlik hissi, boyun, ¢ene, omuzlar, sirt veya kollara yansiyan agridir.
Hazimsizlik veya mide yanmasi, bulanti, kusma akut miyokard infaktiisii olan hastalarin %50
kadarinda ¢cogunlukla diger semptomlarla birlikte goriiliir (76).

2. Elektrokardiyografik tani: Elektrokardiyografi (EKG), miyokard iskemisini veya
infaktilislinli tanimlamada hassastir fakat iskemi-nekroz ayrimi yapmakta yeterli degildir. Akut
miyokard infarktiisii esnasinda alinan seri EKG’ler hastalarin birgogunda degisimler gosterir.
Kardiyak iskemik agri esnasinda alinan bir EKG’de (siklikla fakat her zaman degil)
repolarizasyon anomalileri goriiliir. Agr1 esnasinda ¢ekilen EKG’de iskemik degisiklik yoksa
agrinin iskemik olmadig1 diisiiniilebilir ama bu kesin degildir (77).

3. Plazma tanisal belirtecler: Miyokardiyal nekroz sonucunda enzimler, miyoglobin ve
kontraktil proteinler gibi bir¢ok makromolekiil dolagima katilir ve bunlar akut miyokard

infarktiisii tanisinda 6nemli rol oynarlar (77).
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Akut Miyokard Infarktiisiinde Kardiyak Belirtecler

Akut kardiyak hasarin tanisi i¢in vazgecilmez olan bulgu; kardiyak hasar
belirteglerindeki yiikselmedir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore miyokard infarktiisii tanisi i¢in
iki kriter gereklidir: 1) Iskemi ile uyumlu klinik semptomlar 2) EKG bozukluklar1 ve
miyokard hasar1 i¢in tipik olan enzimlerde iki kat artis. Kardiyak hasar tanisinin sadece
semptomlar ve EKG degisikliklerine dayanilarak konmasi olanaksizdir. Ozellikle karmasik
klinik durumlarda, belirte¢ proteinlerde yiikselmenin, saptanan tek bozukluk olabilecegi
bilinmektedir. Bu nedenle bazi arastirmacilar, uygun klinik ortamda, iskemik kalp hastaligi ile
iliskili tipik belirte¢ salinim modellerinin, akut iskemik hasarin onaylanmasi i¢in yeterli
olacagini 6ne siirmiislerdir (Tablo 1)(76).

Kreatin kinaz-MB (CK-MB): Kreatin kinaz (CK), kas metabolizmasinin temel enzimi
olup yiiksek enerjili fosfatlarin adenozin trifosfat (ATP)’tan kreatine transferini katalize eden
bir enzimdir (78). Kreatin kinaz, her biri 43000 Da agirhiginda M ve B olmak {izere iki
monomerden olusur. U¢ formda bulunur: MM, MB, BB. Kalp kasinda hem MB hem de MM
formu bulunur (79). Kreatin kinaz ve kreatin kinaz-MB seviyelerinin tayini rutindir ve yliksek
oranda hassaslik, 6zgiillik ve uygun maliyet sebebi ile akut miyokard infarktiis tanisinda ¢ok
degerlidir. CK-MB 6l¢iimii olmadan yapilan total kreatin kinaz seviyesi tayini de benzer
hassasliga sahiptir ama o6zgilliigii diisiik olup, %70 kadar oldugundan akut miyokard
infarktiisii tanisinda tek bagina total CK seviyesinin kullanilmasi énerilmemektedir (77). CK-
MB daha ¢ok kardiyak miyositlerden salinir ve total CK diizeyinin %20’sini olusturur. CK-
MB artis1 infarktiisten 6 saat sonra baslar ve tiim hastalarda artis 12 saatte olusur. Pik
degerler, kabaca 24 saatte olusur ve CK-MB 36-72 saatte normale doner (76, 78). Bu nedenle,
8-12 saatte bir kan 6rnegi alinmasi onerilir (76).

Laktat Dehidrogenaz izoenzim 1 (LDH-1): Laktat dehidrogenaz viicut dokularinda
bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Pirlivatin aerobik ortamda laktata doniisiimiinii katalizler.
Laktat dehidrogenaz H ve M olarak adlandirilan 2 tip alt iiniteye sahip tetramerik bir
molekiildiir. Elektroforetik alanda anoda dogru go¢ hizlarina gore gruplandirilmis 5 izoenzimi
vardir: LDH-1 (HHHH: kalp kasi, eritrositlerde), LDH-2 (HHHM: kalp kasi, eritrositlerde),
LDH-3 (HHMM: lenfatik doku, trombositler), LDH-4 (HMMM: iskelet kasinda, karacigerde)
ve LDH-5 (MMMM: iskelet kasinda, karacigerde). Bunlardan LDH-1 ve LDH-2 miyokard
infarktiisii tanisinda kullanilir (79). LDH-1 infarktiisiin 8-12. saatlerinde yiikselmeye baslar,

1-3 giinde pik yapar ve 7-10. giinde normale doner. LDH ve izoenzimleri, Akut miyokard
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infarktiisii diistiniilen ancak CK aktiviteleri normale donmiis ge¢ gelen hastalarda 6énemlidir

(78).

Tablo 1. Genel olarak kullanilan miyokard hasari belirteclerinin ozellikleri (76).

. Pik Normal .
Ik Kan Ornegi
Molekiiler Yiikselme Simirlara
Belirteg Degerlendirme | Alma
Agirhk (Da) Icin Gecen Donme
Zamani(saat) Semasi
Siire(saat) Siiresi
Geliste ve
Miyoglobin 17,800 1-4 6 24 saat )
2 saatte bir
Geliste ve 6-
c¢Tnl 23,500 6-12 24 5-10 giin
9 saat sonra
Geliste ve 6-
¢TnT 33,000 3-12 12-48 5-14 giin
9 saat sonra
Geliste ve
CK-MB 86,000 3-12 24 48-72 saat '
2 saatte bir
Baslangictan
LDH 135,000 10 24-48 10-14 giin
24 saat sonra

CK, kreatin kinaz; ¢Tnl, kardiyak troponin I; ¢TnT, kardiyak troponin T; LDH, laktat
dehidrojenaz.

Miyoglobin: Kaslarda bulunan, diisiik molekiil agirlikli, oksijen baglayan bir hem
proteinidir. Tiim sitoplazmik proteinlerin %5-10"unu olusturur. Miyoglobin, miyokard hasari
sonucu hiicrelerden salmir ve kana karisir. Infarktiisiin ilk 1-2. saatlerinde yiikselmeye baslar,
6-7. saatlerinde pik yapar ve bu durum 24 saat siirer. CK-MB aktivitelerinden daha belirgin
olarak yiikselir. Miyokard infarktiisiinde spesifitesi ilk 2 saat iginde %95 ve sensivitesi %37
olarak bulunmustur (78). Yiikselme zamaninin ¢ok kisa olmasi ve iskelet kasinin ¢ok ufak
hasarlarinda da artmas1 miyoglobinin akut miyokard infarktiisiindeki seri tayinlerinin klinik
Onemini azaltir. Miyoglobinin serumda artis1 infaktli alanin yeniden kanlanmasindan sonra
hizlanir (80).

Troponinler (Tn): Kalp ve iskelet kasinin aktin flamentine baglanan, diizenleyici
kompleks bir proteindir ve kalsiyum, ATP hidrolizi ile kardiyak kontraksiyona sebep olan

aktin-miyozin etkilesimini diizenler. 3 subiiniteden olusmustur. Bunlar asimetrik globiiler
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protein olan troponin T (TnT), troponin I (Tnl) ve troponin C (TnC) dir (81). Troponinler
kana T, I, C kompleksleri seklinde ve serbest alt gruplar olarak salinirlar. Troponin T ve I
cizgili kasta kasilma isleminin 6nemli bilesenleri olarak beraber gorev alirlar. Cizgili kaslarda
troponin kompleksi benzer sekilde yer alsa da T ve I’nin izoformlar1 kardiyak kasta farklidir
(82).

-TnT; troponin kompleksini tropomiyozine ve komsu molekiillere baglar.

-Tnl; Aktin-miyozin etkilesimini Onleyerek ATP-az aktivitesini inhibe eder. Kas
kontraksiyonunda inhibitor rol iistlenir. Ayrica aktin flamentinin troponin C’ye baglanmasina
yardimci olur.

“TnC; Tnl ve TnT arasindaki etkilesimleri diizenler ve Ca™ baglayarak
kontraksiyonun baglamasina aracilik eden bir proteindir. Kalmoduline benzer.

TnT kalbe spesifiktir ve miyokard hiicrelerinde kontraktil elementlere sikica
baglanmis bir polipeptittir. Infarktiisii takip eden 4-6 saat icinde yiikselir ve 11. saatte pik
yapar (10-24 saat). 2 ile 5 glinde sona eren bir plato gozlenir ve 7 giin i¢inde azalarak referans
degerlerine doner. Miyokard infarktiisiiniin ilk 6 saati i¢inde TnT’nin CK-MB veya
miyoglobine gore belirte¢ olarak {istlin bir yant yoktur. Ancak TnT nin duyarlilig1 10 saat ile
5 giin aras1 %100°diir. Tanisal etkinligi ise 6 giine kadar % 98’dir. TnT kalp kas1 hasarinin
ayirici tanisinda kullanilir (81, 83).

Tnl kardiyak kas kompleksinde diizenleyici rol oynayan bir proteindir. Sadece
miyokardda bulundugundan kalp hastaliklar1 i¢in daha spesifiktir. Kalp kasinda CK-MB’den
daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir ve CK-MB’den daha c¢abuk yiikselir (ilk 4
saatte). Akut miyokard infarktiisii sonrasindaki 4-6 saatte ylikselmeye baglar, 11. saatte pik
yapar (10-24 saat arasi) ve yaklasik 5 giinde referans degerlerine doner (84, 85). Tnl unstabil
anjina, miyokardiyal hasar, iskeminin veya nekrozun tanisinda ve peroperatif miyokardiyal
infarktiisiin tanisinda oldukga yararli bilgiler saglar (80).

Diger kardiyak belirteglerin aksine troponinler saglikli bireylerde tespit edilemezler.

Bu nedenle ufak artislar1 bile miyokard hasarin1 gostermesi agisindan 6nemlidir (86).
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GEREC VE YONTEMLER

Arastirmada 16 adet saglikli, yetiskin, erkek, Wistar albino rat kullanildi. Ratlar, Trakya
Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden saglandi. Hayvanlar oda sicakliginda, 12 saat 151k
12 saat karanlik siklusu ile barindirildi. Calismaya baslamadan hayvanlarin tartimlart alindi.
Total sialik asid diizeylerinin 6l¢iimii Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali arastirma laboratuarinda yapildi. Kalp dokularinin histopatolojik incelemesi Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Calisma Trakya
Universitesi Etik Kurulu tarafindan 09.03.2006 tarihinde, 03 sayili oturumda, TUTF-2006/035
protokol ile onaylandi (Ek 1).

Deneysel Akut Miyokard Infarktiisii Modelinin Olusturulmasi ve L-Arginin

Uygulanmasi

Deneyde ratlar ISO grubu (8 rat) ve ISO+L-arginin (8 rat) olmak iizere rastgele 2 gruba
ayrildi. ISO grubundaki ratlara intraperitoneal yoldan 150 mg/kg/giin olacak sekilde ISO, 24
saat arayla toplam 2 kez uygulandi. ISO+L-arginin grubundaki ratlara ise hem oral yoldan 250
mg/kg/giin olacak sekilde 5 giin siireyle L-arginin (19) verildi, hem de intraperitoneal yoldan
150 mg/kg/giin olacak sekilde ISO 24 saat arayla toplam 2 kez uygulandi. Isoproterenol-HCI’in
deneysel akut myokard infarktlis modeli olusturdugu farkli arastirmacilar tarafindan

gosterilmistir (59, 87, 88).
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Kan Orneklerinin Alinmasi

Deneye baglamadan once ve ikinci ISO dozundan 24 saat sonra olmak iizere 2 defa
anestezi altinda periferik venéz kan Ornegi alindi. Anestezik ilag olarak 5 mg/kg ronpun
(Ksilazin) ve 50 mg/kg ketalar (Ketamin-HCI) kullanildi. Serum TSA analizi i¢in kanlar
biyokimya tiiplerine alindi. Alinan kan 6rnekleri 11000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde

edilen serumlar ependorflara konularak analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi.

Sakrifikasyon ve Doku Orneklerinin Alnmasi

Akut miyokard infarktiisii sonras1 kalp dokusunda beklenen degisiklikleri histopatolojik
olarak incelemek tizere ISO grubundan ve ISO+L-arginin grubundan rastgele secilen birer rat
15.gline kadar yasatildi ve ardindan anestezi altinda sakrifiye edildi. Diger ratlar ikinci ISO
dozundan 24 saat sonra periferik kan 6rneklerinin alinmasini takiben anestezi altinda hemen
sakrifiye edilerek kalp dokular1 ¢ikarildi. Doku total sialik asid ve protein analizi igin kalp
dokular1 soguk % 0.9’luk NaCl ile 2 kez yikandi ve analiz giiniine kadar serum fizyolojik
icinde -80°C’de saklandi. Histopatolojik olarak incelenecek kalp dokular1 formolle tespit edilip
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na génderildi.

Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Siilfirik asit (Riedel de Haén)
o-Fosforik asit (Riedel de Haén)
Sodyum m-periyodat (Merck)
Sodyum m-arsenit (Sigma)
Sodyum siilfat (Merck)
Tiyobarbitiirik asit (Merck)
Siklohekzanon (Lab-san)

Sodyum karbonat (Sigma)
Sodyum potasyum tartarat (Merck)
Bakar siilfat (Merck)

Folin Ciocalteus Phenol reaktifi (Sigma)
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Analizlerde Kullanillan Cam Malzemeler ve Laboratuar Gerecleri

Santrifiij (Rotofix-32,Hettich)
Otomatik pipetler (Eppendorf, Socorex, Microlit)
Hassas terazi (Sartorius)

Su banyosu (GFL 1083)
Vorteks (VELP)

Manyetik karistirict (IKA)
Spektrofotometre (Unicam)
Distile su cihazi (Niive NS245)
Deney tiipleri

Balon jojeler

Erlen

Baget

Puar

Portup

Serum ve Doku Total Sialik Asid Tayini

Serum total sialik asid diizeylerini belirlemek icin Warren tarafindan gelistirilen
tiyobarbitiirik asit yontemi kullanildi (89).

Deneyin prensibi: Sialik asid, asid ile hidrolizde serbest hale geger. Asidik ortamda ve
periyodat varliginda okside edilir. Oksidasyon sonucu olusan p-formilpiriivik asid,
tiyobarbitiirik asid varliginda pembe renkli bir {iriin olugsmasina sebep olur. Pembe renkli
tirtiniin absorbanst sialik asid miktari ile orantilidir.

Deneyin yapilis1 ve standart grafiginin olusturulmasi: Serumda total sialik asid tayini
icin 0.1 ml serum 1.9 ml 0,1 N H,SO; ile, doku total sialik asid tayini i¢in 0.2 ml doku
homojenati 0.1 N H,SOy ile 80 °C’lik su banyosunda inkiibe edilerek hidroliz edildi ve sialik
asid serbest hale gecirildi. Hidrolizattan 0.2 ml alinarak bir tiibe konuldu ve %85°lik o-fosforik
asid ile hazirlanmis 0.2 M sodyum m-periyodattan ilave edildi. Uzerine %10’luk sodyum
arsenitten 0.5ml ve ardindan 0.04 M tiyobarbitiirik asidten 1.5 ml eklenerek kaynayan su
banyosuna tutuldu. Oda sicakliginda sogutularak {izerine 2.15 ml siklohekzanon ilave edildi ve
ekstraksiyon yapildi. 1200 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli fazin absorbansi

kore kars1 549 nm’de okundu.
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Standart egrisinin hazirlanmasi icin 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/100mL konsantrasyonlarinda
sialik asid standart ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yontem hazirlanan sialik asid standart
cozeltilerine uygulandi. Absorbanslar1 okunarak konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izildi (Sekil
8). Regresyon analizinden saptanan formiil kullanilarak numunelerdeki sialik asid diizeyleri

hesaplandi.

Absorbans

10 12

o
N
_h.
D
(o]

Sialik Asit  (mg/100 mL)

Sekil 8: Total sialik asid standart grafigi.

Absorbans=-0.0015834 + 0.09734953 x Konsantrasyon
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Doku Total Protein Tayini

Doku total protein analizi Lowry metodu kullanilarak yapildi (90). Analiz i¢in 0.5 ml
ornek (1/10 diliie edilmis) ile 0.5 ml alkali bakir ayiraci bir deney tiiptine kondu ve 10 dk oda
1s1sinda bekletildi. Uzerine 2ml folin ayiract kondu ve 30dk 37°C’de bekletildi. Absorbans kore
kars1 660 nm’de okundu.

Standart egrisinin hazirlanmasi igin 4, 8, 12, 16 ve 20 mg/100mL konsantrasyonlarinda
albiimin standart ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yontem, hazirlanan albiimin standart
cozeltilerine uygulandi. Absorbanslar1 okunarak konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izildi (Sekil
9). Regresyon analizinden saptanan formiil kullanilarak numunelerdeki protein diizeyleri

hesaplandi.

0.6

0471 + absorbans

= Ongorilen
absorbans

absorbans
(@)
w
|
I

0.2 +

0 | |
0 10 20 30
konsantrasyon (mg/100mL)

Sekil 9. Albumin standard grafigi

Absorbans= 0.0386444 + 2.411 x Konsantrasyon
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Dokularin Histopatolojik Olarak Incelenmesi

Dokularin %10’luk formaldehitle 24 saat tespit edilmesinin ardindan horizontal olarak
sirkiiler dilimler halinde tamamuyla alkol takibine alindi. 16 saatlik takip siiresinin ardindan
dokulardan hazirlanan parafin bloklardan 5Sp  kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler
hematoksilen-eozin ile boyanarak 151tk mikroskobunda degerlendirme yapildi. 1lk
degerlendirmenin ardindan uygun goriilen bloklardan histokimyasal olarak Mason trikrom
boyama i¢in yeni kesitler alindi. Son alinan kesitler dnceki kesitlerle birlikte 151k mikroskobu

altinda yeniden degerlendirmeye tabi tutuldu.

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme icin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Bilgi Islem
Dairesi’nde bulunan S0064 Minitab Release 13 (Lisans No: wep. 1331.00197) nolu program
kullanildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde
Wilcoxon two sample ve Mann-whitney U testleri kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde

degerlendirildi.

26



BULGULAR

ISO grubundaki ve ISO+L-arginin grubundaki ratlarin deneysel akut miyokard infarktiisii
modeli olusturulmadan 6nceki ve akut miyokard infarktiis donemi total sialik asid diizeyleri
sirastyla Tablo 2 ve Tablo 3’te goriilmektedir.

ISO grubundaki ratlarin agirligi 373.87+ 19.22 gram, ISO+L-arginin grubundaki ratlarin
agirligr 375.62 = 16.57 gram olarak bulundu. Serum total sialik asid ortalamalar1 deneysel akut
miyokard infarktiisii olusturmadan 6nce ISO grubunda 81.92+ 9.19 mg/100mL, [SO+L-arginin
grubunda ise 75.60= 8.71 mg/100mL olarak bulundu (Tablo 4). Deneysel akut miyokard
infarktiisii modeli olusturmadan 6nce ISO grubu ile ISO+L-arginin grubu arasinda serum total
sialik asid diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05, z = -1.214)
(Sekil 10).

Serum total sialik asid ortalamalar1 deneysel akut miyokard infarktiis modeli
olusturulduktan sonra ISO grubunda 140.28+ 3.05 mg/100mL, ISO+L-arginin gruplarinda ise
119.44+ 13.19 mg/100mL olarak bulundu (Tablo 4). ISO grubunun deneysel akut miyokard
infarktiisii modeli olusturulduktan sonraki serum total sialik asid diizeyleri, infarktiis modeli
olusturulmadan onceki serum total sialik asid diizeylerinden anlamli olarak daha yiiksekti
(p<0.02, z = -2.366) (Sekil 11). ISO+L-arginin grubunun deneysel akut miyokard infarktiis
modeli olusturulduktan sonraki serum total sialik asid diizeyleri de infarktiis oncesi serum total
sialik asid diizeylerinden daha ytiksekti (p<0.02, z =-2.366) (Sekil 12).

Deneysel akut miyokard infarktiisii olusturulduktan sonra ISO+L-arginin grubunun serum
total sialik asid diizeyleri, ISO grubunun serum total sialik asid diizeylerinden istatistiksel olarak

daha diisiiktii (p<0.05, z = -2.239) (Sekil 13).

27



ISO grubunun ve ISO+L-arginin grubunun akut miyokard infarktiis modeli
olusturulduktan sonraki doku total sialik asid diizeyleri Tablo 5’de goriilmektedir. Miyokard
infarktiis doneminde doku total sialik asid diizeyleri ISO grubunda 14.74+ 4.68 pg/mg protein,
ISO+L-arginin grubunda 16.85+ 3.76 ug/mg protein olarak bulundu. Akut miyokard infaktiisii
sonrast ISO grubu ile ISO+L-arginin grubunun arasinda doku total sialik asid diizeyleri
bakimindan fark yoktu (p>0.05, z= 0.703) (Sekil 14).

Sadece ISO uygulanan ratlarin 15. giine ait kalp dokusunda mikroskopik olarak kaslarda
belirgin atrofi, kas demetleri arasinda hafif dereceli inflamasyon ve bu inflamasyona eslik eden,
kalp kaslar1 arasina giren fibrotik degisiklikler goriildi (Sekil 15 ve 16). Bulgular myokard
infarktiisii ile uyumlu olarak degerlendirildi. L-arginin ile tedavi edilen ratlarin kalp dokusunda
ise hafif dereceli atrofi bulgulari (hiicre boyutlarinda ve niikleer boyutlarda hafif dereceli
kiictilme) ve kalp kaslar1 arasinda dagilan hafif dereceli bag dokusu gelisimi izlendi (Sekil 17 ve

18).

Tablo 2. ISO grubundaki ratlarin MI 6ncesi ve MI donemi serum total sialik

asid (TSA) diizeyleri

TSA (mg/100 mL)
Rat MI oncesi MI donemi
1 82.90 141.76
2 63.52 138.24
3 84.04 139.27
4 81.35 144.04
5 93.47 138.45
6 87.25 144.04
7 80.93 136.17
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Tablo 3. ISO+L-arginin grubundaki ratlarin MI éncesi ve MI donemi serum

total sialik asid (TSA) diizeyleri

TSA (mg/100 mL)
Rat MI o6ncesi MI donemi
1 72.33 116.89
2 86.74 144.25
3 65.60 118.13
4 77.51 120.21
5 87.05 124.77
6 66.63 102.38
7 73.37 109.43

Tablo 4. ISO ve ISO+L-arginin grubundaki sicanlarin MI 6ncesi ve MI donemi

serum total sialik asid (TSA) ortalamalan

TSA
(mg/100mL)

Grup Ort.= SD median min. max.
1ISO

MI oncesi 81.9249.19* 82.90 63.52 93.47
MI sonrasi 140.28+3.05 139.27 136.17 144.04
ISO+L-arginin

MI oncesi 75.60+8.71* 73.37 65.60 87.05
MI sonrasi 119.44+13.19 118.13 102.38 144.25

*p<0.02,z=-2.366

(Karsilastirmalar Wilcoxon two sample testi ile grup i¢inde yapilmustir).
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Sekil 10. ISO ve ISO+L-arginin grubundaki sicanlarin MI 6ncesi
serum total sialik asid (TSA) diizeylerinin karsilastirilmasi
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Sekil 11. ISO grubundaki si¢canlarin MI oncesi ve MI donemi serum

total sialik asid (TSA) diizeylerinin karsilastirilmasi
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Sekil 12. ISO+L-arginin grubundaki sicanlarin MI dncesi ve MI
donemi serum total sialik asid (TSA) diizeylerinin karsilastirilmasi
150
m} m}
m}
140 g
=
m}
130 »
m}
120 » o
m}
m}
110 + o
m}
100 _ _ _ _ _ _ _ _ _
ISO grubu ISO+L-arginin grubu

Sekil 13. ISO ve ISO+L-arginin grubundaki sicanlarin MI donemi

serum total sialik asid (TSA) diizeylerinin karsilastirilmasi
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Tablo 5. ISO ve ISO+L-arginin grubundaki sicanlarin MI donemi doku total sialik

asid (TSA) diizeyleri
TSA
(ng/mg protein)
Grup n Ort.t SD median min. max.
1ISO 7 14.74+4.68 15.04 8.28 21.42
ISO+L-arginin 7 16.85+3.76 18.26 9.49 20.86

p>0.05,z=-0.703

(Karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile yapilmustir).
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Sekil 14. ISO ve ISO+L-arginin grubundaki sicanlarin MI donemi

doku total sialik asid (TSA) diizeylerinin karsilastirilmasi

32



-
-
F
‘_-r‘-

-
- L
'...1'
-
: L
- 2

‘:;_
.H

Sekil 15. ISO grubunun akut myokard infarktiis sonrasi 15.giine ait kalp dokusunda

kaslarda belirgin atrofi, kas demetleri arasinda hafif dereceli inflamasyon (HEX200)
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Sekil 16. ISO grubunun akut myokard infarktiis sonrasi 15.giine ait kalp dokusunda
kalp kaslar1 arasina giren bag dokusu (Mason TrikromX200)
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Sekil 17. ISO+L-Arginin grubunun akut myokard infarktiis sonrasi 15.giine ait kalp

dokusunda hafif dereceli atrofi bulgular: (hiicre boyutlarinda ve niikleer boyutlarda

hafif dereceli kiiciilme) gelisimi (HEX200)
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Sekil 18. ISO+L-Arginin grubunun akut myokard infarktiis sonrasi 15.giine ait kalp
dokusunda kalp kaslar: arasinda dagilan hafif dereceli bag dokusu (Mason
TrikromX200)
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TARTISMA

Akut koroner yetmezlik, miyokardin oksijen gereksinimini kargilamaya yetecek kan
dolagimina sahip olamamasi ile ortaya ¢ikan bir durumdur. Miyokardial hiicre ve/veya hiicre
membrani hasara ugradig1 zaman hiicre i¢indeki enzim ve proteinlerin dolasima salverilmesi
kacinilmaz olur. Bunlardan Ozellikle kreatin kinaz, laktat dehidrojenaz, aspartat
aminotransferaz, aldolaz ve troponinler klinik olarak énemlidirler (91, 92).

Neuraminik asidin acillenmis tiirevleri olan sialik asidler sekresyonlarda ve hiicre
membranlarinda glikoprotein ve glikolipidlerin karbonhidrat zincirlerinin indirgen olmayan
ucunda terminal olarak bulunurlar (4, 22 ).

Son yillarda, yiiksek sialik asid diizeylerinin artmis kardiyovaskiiler mortalite ve
serebrovaskiiler hastalikla iligkili kardiyovaskiiler bir risk faktorii oldugunu bildiren
caligsmalar dikkat ¢ekmektedir (5, 11). Miyokard infarktiislii hastalarin serumunda da sialik
asidin yiiksek bulundugu gosterilmistir (8, 9). Crook ve ark. (8) TSA ve LSA diizeylerinin
miyokard infarktiisiiniin 1., 2. ve 5. gliniinde yiikseldigini bildirmislerdir. Siier Gokmen ve
ark. (12) miyokard infarktiislii hastalarda infarktiisiin 24. saati, 48. saati ve 72. saatinde TSA

ve LSA diizeylerinde dereceli bir artisin bulundugunu gostermislerdir.

Mathew ve ark. (93), ISO ile deneysel miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarin
serum total sialik asid diizeylerinde bir artis oldugunu bildirmislerdir. Bu calismay1 destekler
bicimde biz de c¢alismamizda ISO grubunun deneysel akut miyokard infarktiisii modeli
olusturulduktan sonraki serum total sialik asid diizeylerini, infarktiis modeli olusturulmadan
onceki serum total sialik asid diizeylerinden anlamli olarak daha yiiksek bulduk (p<0.02).

Benzer sekilde, ISO+L-arginin grubunun deneysel akut miyokard infarktiis modeli
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olusturulduktan sonraki serum total sialik asid diizeyleri de infarktiis 6ncesi serum total sialik

asid diizeylerinden daha ytiksekti (p<0.02).

Serum sialik asid diizeylerinde akut miyokard infarktiisii sonras1 gozlenen artisin
nedeni ile ilgili birka¢ hipotez ileri siiriilmiistiir. Oligosakkarid yan zincirlerinin terminal
pozisyonunda sialik asid kalintilar1 iceren (18) akut faz proteinlerinin karacigerden dolasima
atillmindaki artisin akut miyokard infarktiisii sonrasi serum sialik asid konsantrasyonlarinda
artisa yol acabilecegi bildirilmistir (8, 9). Bununla birlikte, Siier Gokmen ve ark. (94) akut
miyokard infarktiislii hastalarda yaptiklar1 bir ¢calismada seruloplazmin, a2-makroglobulin ve
ol-antitripsin gibi sialik asidce zengin inflamasyona duyarli proteinlerden sadece o.l-
antitripsin ile sialik asid arasinda pozitif bir korelasyon bulundugunu gostermislerdir. Dahasi,
yapisinda sialik asid icermeyen bazi akut faz proteinleri ile salik asid arasinda pozitif bir
korelasyonun bulundugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (8, 9). Diger yandan, akut faz
proteinlerinin yapisindaki sialik asid, proteine bagli sialik asid fraksiyonunu temsil ettiginden
miyokard infarktiisii sonras1 akut faz proteinlerinin karacigerden dolasima atilimindaki artigin
sadece proteine bagh sialik asid fraksiyonunda bir artis1 baglatacagi ve lipide bagl fraksiyonu
etkilemeyecegi agiktir. Biitiin bunlar goz Oniine alindiginda, akut miyokard infarktiisiinde
gozlenen serum sialik asid diizeylerindeki artista karacigerden akut faz proteinlerinin artmis
atiliminin tek basina sorumlu olamayacagi son derece agiktir.

Miyokard infarktiisii sonras1 gozlenen serum sialik asid diizeylerindeki artis normalde
serumda bulunan glikoproteinlerin artmig sialilasyonu ile de iliskili olabilir. Sialiltransferazlar
sialik asid kalintilarinin asialoglikoproteinlerle transferinden sorumlu enzimlerdir (15) ve
aterosklerozda plazma ve/veya aortik intimanin sialiltransferaz aktivitesinde bir artig
bulundugu bildirilmistir (16).

Bununla birlikte, serum sialik asid konsantrasyonunda artis1 baglatan bir diger neden
hiicre membran yiizeyinden sialik asidin spontan olarak saliverilmesi veya sekresyonu da
olabilir. Timdrli hastalarda gozlenen serum sialik asid diizeylerindeki artistan hiicre
yiizeyindeki sialik asid igeren glukokonjugatlardan sialik asidin spontan olarak
saliverilmesinin sorumlu olabilecegi bildirilmistir (17). Diger yandan, Stier Gokmen ve ark.
(12), akut miyokard infarktiislii hastalarda infarktiisten sonraki ilk 3 gilinde serum total ve
lipide bagli sialik asid diizeylerinde dereceli bir artisin oldugunu, total sialik asid
diizeylerindeki artig ile miyokardial hasarin belirleyicisi olan LDH artig1 arasinda pozitif bir
korelasyon bulundugunu ve dolayisiyla akut myokardial infarktiiste gozlenen sialik asid

artisindan hiicre hasarina bagli olarak sialik asidin hiicre ve/veya hiicre membranindan
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spontan olarak saliverilmesinin veya sekresyonunun sorumlu olabilecegini bildirmislerdir.
Ayni arastiricilar bir bagka ¢alismalarinda ise, akut miyokardial infarktiiste artmis lipide bagl
sialik asid diizeylerinin hiicre ve/veya hiicre membranindan sialik asidin spontan olarak
saliverilmesinin veya sekresyonunun bir gostergesi olabilecegini ileri stirmiislerdir (94). Diger
taraftan, Lopez Solis ve Durham (95), B—adrenerjik agonistlerin intravendz verilisinin sigan
parotis bezi plazma membranlarinin sialik asid iceriginde Onemli bir azalmaya neden
oldugunu bildirmislerdir.

Sialoglukokonjugatlardan sialik asid kalintilarin1 ayiran sialidazin (13) aktivitesindeki
artis sialik asidin membrandan sekresyonunda rol oynayabilir. Sialidaz enzim aktivitesinin
akut myokardial infarktiisiinde arttigi gosterilmistir (14). ISO’nun si¢an kalp dokusundaki
sialidaz aktivitesinde artisa ve total sialik asid miktarinda azalmaya yol actig1 da gosterilmistir
(96). Biyolojik sistemlerde sialidaz tarafindan sialik asid kalintilarinin uzaklastirilmasi
dolasimdaki sialoglukokonjugatlarin turnoverini, reseptdrler tarafindan taninmasini ve
antijenik ekspresyonunu etkileyebilen 6nemli bir progestir (22).

Tertov ve ark. (97) sialik asidin desialilasyon sonucu serbest bir havuz
olusturmadigini, bunun yerine ya serbestlesmis sialik asidin ya da diisiik dansiteli lipoprotein
(LDL)’in yapisindaki sialik asidin plazmadaki proteinlere ve glikolipidlere transferiyle
glikoprotein ve glikolipidlere bagh hale geldigini bildirmislerdir. Bu nedenle hiicre veya
hiicre membranindan saliverilmis serbest sialik asidin glikolipidlere transferi, yiikselmis lipide
bagl sialik asid diizeylerinden sorumlu tek faktordiir.

Miyokardial infarktiisiin patogenezi tam olarak bilinmemesine ragmen, patofizyolojik
kosullarda reaktif oksijen tiirlerinin agir1 iiretiminin kardiovaskiiler hastaliklarin gelisiminde
onemli rol oynadigim bildiren ¢alismalarin sayisinda artis vardir (98). Iskemi sonrasi
miyokardda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun hizlandig1 (99) ve bu molekiillerin akut
inflamatuar yanitta ve post-iskemik doku hasarinda 6nemli rol oynadiklar1 bildirilmistir (100).
Daha da onemlisi oksidatif stresin, sialidaz aktivasyonu/indiiksiyonu olmaksizin hiicre
yiizeyindeki oligosakkaridlerden sialik asidin koparilmasini baslattig1 gdsterilmistir (99). Bu
caligmalar goz Oniine alindiginda, miyokard infarktiisii sonras1 gozlenen serum sialik asid
artisinda myokardial hiicredeki oksidatif hasarin da sorumlu olabilecegini ileri siirebiliriz.

Sentetik bir katekolamin olan ISO deneysel miyokard infarktiisii olusturmak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (63). ISO ile deneysel olarak olusturulan myokardial
infarktiisteki patofizyolojik degisikliklerin insanlarda miyokard infarktiisii sonrasi olusan

degisikliklere benzerlik gosterdigi bilinmektedir (64).
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ISO ile olusturulan kardiyak hasar i¢in ¢esitli mekanizmalar ileri siiriilmistiir.
Katekolamin ile uyarilmig nekrozda, cAMP diizeylerindeki artisin (65), intraselliiler kalsiyum
artisinin ve yliksek enerjili fosfatlarin tiiketilmesinin (66) énemli rol oynadig: bildirilmistir.
adrenerjik agonistlerin hedef hiicrelerdeki hiicre i¢ci cAMP diizeylerini arttirdiklar1 ve
cAMP’yi pargalayan fosfodiesteraz enzim inhibitorlerinin bu etkiyi daha da
belirginlestirdikleri gdsterilmistir (101). ISO’nun miyokardiyal hiperaktivite ve koroner
hipotansiyon nedeniyle iskemi ve hipoksi olusturdugu (102) ve sitozolde Ca™ artis1 ile
miyokardiyal iskemiyi uyardigi (103) bildirilmistir. Li ve ark. (104) tarafindan yapilan bir
calismada ISO ile olusturulmus miyokardiyal hasara, koroner hipotansiyon ve ardindan
olusan miyokardiyal hiperaktivite sonrasinda gereksinim duyulan oksijenin saglanamamasinin
neden olabilecegi gosterilmistir. Bir baska calismada katekolaminlerin artan oksidatif
metabolizmasindan kaynaklanan asir1 radikal iiretiminin miyokardiyal iskemiye neden oldugu
rapor edilmistir (105). Katekolaminlerin otooksidasyonu sonucu olusan oldukga sitotoksik
radikallerin de kardiyak hasarin en 6nemli nedeni oldugu gdosterilmistir (106). Katekolaminler
tarafindan uyarilan miyokardial nekrozun patogenezi multifaktdryel olmasina ragmen
oksidatif stresin major rol oynadig1 kabul edilmektedir (67, 68).

Yar1 esansiyel ve bazik bir amino asid olan L-arginin, hem iire siklusu enzimi olan
arjinazin hem de NO {iretiminden sorumlu NOS’1n substratidir. NO’in damar regiilasyonu ve
immunmodiilasyon gibi onemli biyolojik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (107). L-
argininden hiicrede nitrik oksid sentaz araciligi ile olusan NO’in ISO ile olusturulmus
kardiyak hasar1 onleyebildigi gosterilmistir (19).

Akut miyokard infarktiisii sonrasinda serum total sialik asid diizeylerinde gdzlenen
artistan eger miyokardial hiicrenin oksidatif hasari sorumlu ise, oksidatif hiicre hasarini
Onleyici etkiye sahip NO’in sentezinde Onciil madde olan L-arginin verilisinin miyokard
infarktiisii sonrasi gozlenen total sialik asid diizeylerindeki artis1 onlemesini bekleyebiliriz.

Mathew ve ark. (93) tarafindan ISO ile miyokard infarktiisii olusturulmus siganlarin
serum ve kalp dokusu total sialik asid diizeylerinde bir artis oldugu, yag asidlerinin okside
olmak iizere mitokondriye tasinmasinda rol oynayan karnitinin verilisinin ise myokardda
nekrozu biiylik Ol¢iide Onledigi ve sialik asid diizeylerindeki artis1 azalttigi gosterilmistir.
Bununla birlikte literatiirde ISO ile deneysel miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarin serum
total sialik asid diizeylerine L-argininin etkisini arastiran bir calismaya rastlayamadik.

Bu c¢alismada, oksidatif stresin 6nemli rol oynadig1 isoproterenol ile olusturulmus

infarktiis modelinde, L-argininin serum ve doku total sialik asid diizeylerine etkisi incelenerek
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miyokard infarktiisiinde gozlenen sialik asid artisinda oksidatif hiicre hasarmin roli
irdelenmistir.

Calismamizda deneysel akut miyokard infarktiisii modeli olusturmadan 6nce ISO
grubu ile ISO+L-arginin grubu arasinda serum total sialik asid diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Deneysel akut miyokard infarktiisii
olusturulduktan sonra hem ISO grubunun hem de ISO+L-arginin grubunun serum total sialik
asid diizeylerinde 6nemli bir artig olmakla birlikte, ISO+L-arginin grubunun serum total sialik
asid diizeylerindeki artis ISO grubuna gore daha azdi (p<0.05). ISO+L-arginin grubundaki
ratlarin serum total sialik asid diizeylerindeki artisin ISO grubundaki ratlara gére daha az
oldugu bulgusu L-argininin ISO ile indiiklenen oksidatif hasara kars1 miyokardi koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu gosteren dnemli bir bulgudur ve Mathew ve ark (93)’nin ¢alismasini
desteklemektedir. Bu bulgunun ayni zamanda, miyokard infarktiisii sonras1 serum sialik asid
diizeylerinde gozlenen degisimde oksidatif hiicre hasarinin da rolii olabilecegini gosteren
onemli bir bulgu olduguna inaniyoruz. L-Arginin, miyokardial hiicrede oksidatif hasari
azaltarak hiicre ve/veya hiicre membranindan sialik asid saliverilmesini azaltmig olabilir.

Oksidatif hasara bagli olarak miyokardial hiicre ve/veya hiicre membranindan dolagima
sialik asidin saliverilmesi durumunda myokardial dokunun sialik asid diizeyinde de bir azalma
beklenir. Calismamizda ISO+L-arginin grubunun doku total sialik asid diizeyleri ISO grubuna
gbre biraz daha yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak bir fark yoktu (p>0.05). Bununla
birlikte, histopatolojik inceleme ISO-+L-arginin grubundaki ratlarin kalp dokusunda, ISO
grubundaki ratlara gére miyokard infarktiisii ile uyumlu daha hafif degisikliklerin ger¢eklestigini
ortaya koydu. ISO grubundaki ratlarin 15. giine ait kalp dokusunda miyokard infarktiisiinii
destekler sekilde kaslarda belirgin atrofi, kas demetleri arasinda hafif dereceli inflamasyon ve bu
inflamasyona eslik eden, kalp kaslar1 arasina giren fibrotik degisiklikler goriildii. Oysa, ISO+L-
arginin grubundaki ratlarin kalp dokusunda hafif dereceli atrofi bulgular1 (hiicre boyutlarinda ve
niikleer boyutlarda hafif dereceli kiigiilme) ve kalp kaslar1 arasinda dagilan hafif dereceli bag
dokusu gelisimi izlendi.

Calismamizda ISO+L-arginin grubundaki ratlarin kalp dokusunda miyokard infarktiisii
lehine daha hafif degisikliklerin mevcut oldugu bulgusu da L-arginin’in ISO ile indiiklenen
oksidatif hasara kars1 miyokardi koruyucu bir etkiye sahip oldugu diisiincesini desteklemektedir.

ISO’nun sican kalbinde artmis oksidatif strese yol actigini ve antioksidan molekiillerin
verilisinin miyokardial nekrozu azalttigin1 kanitlayan bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Antioksidan
ozelliklere sahip ¢ig sarimsagin uzun siire kullanilmasinin ISO ile uyarilan miyokardial nekroza

kars1 koruma sagladigi gosterilmistir (67). Benzer sekilde, antioksidan 6zelliklere sahip bitkisel
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bir madde olan Ocimum sanctum’un ISO ile deneysel myokard infarktiisii olusturulmus ratlarda
hasara karst koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (108). Taurinin de ISO ile uyarilmig
miyokardial infarktiiste koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir (87). Diger yandan, Kiziltepe
ve ark. (109) koroner arter bypass graft ameliyati esnasinda L-argininden zengin non-
kardioplejik kan ile kontrollii reperfiizyonun NO diizeylerini artirarak serbest oksijen
radikallerinin aracilik ettigi miyokardial hasar1 azalttigin1 gostermislerdir.

Calismamiz, (a) ISO ile deneysel miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarin serum total
sialik asid diizeylerinde énemli bir artis oldugunu ve (b) L-arginin verilmesinin ratlarda ISO ile
uyarilan miyokardial hasar1 onleyerek serum total sialik asid diizeylerindeki artis1 azalttigini
gostermistir. ISO ile uyarilmis miyokardial infarktiiste gézlenen serum total sialik asid artisinda
birden fazla faktoriin rolii olabilir; sialik asidden zengin akut faz proteinlerinin atilimindaki artis,
sialik asid sentezindeki artig veya hiicre ve/veya hiicre membranindan sialik asidin spontan
olarak veya sialidaz aracilig1 ile saliverilmesi gibi. Bununla birlikte, ISO ile uyarilan miyokardial
infarktiiste oksidatif stres onemli rol oynadigindan serum total sialik asid diizeylerinde gézlenen
bu artistan oksidatif hasar nedeniyle hiicre ve/veya hiicre membranindan sialik asidin
saliverilmesi de sorumlu olabilir. Hiicrede oksidatif hasar1 dnleyen NO {iretimi i¢in dnciil madde
olan L-argininin ISO ile uyarilan miyokardial infarktiiste serum total sialik asid diizeylerindeki
artis1 azaltmasi miyokard infarktiisii sonrasi serum total sialik asid diizeylerinde goézlenen artistan
oksidatif hasarin sorumlu olabilecegini kanitlayan 6nemli bir bulgudur.

Sonug olarak, akut miyokard infarktiisii sonrasi serum total sialik asid diizeylerinde
gbozlenen artisgtan miyokardial hiicredeki oksidatif hasarin da sorumlu olabilecegini

sOyleyebiliriz.
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SONUCLAR

Isoproterenol ile deneysel olarak miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarda L-
argininin serum ve doku total sialik asid diizeylerine etkisini incelemek ve miyokard
infarktiisiinde gozlenen sialik asid artisinda oksidatif hiicre hasarinin roliinii irdelemek
amaciyla Wistar albino cinsi erkek ratlarla yaptigimiz bu ¢alismada;

1. Akut miyokard infarktiis modeli olusturulmadan 6nce ISO grubu ile ISO+L-arginin
grubu arasinda serum total sialik asid diizeyleri bakimindan anlamli bir fark olmadigt;

2. Akut miyokard infarktiis modeli olusturulduktan sonra ISO grubunun serum total
sialik asid diizeylerinin, infarktiis modeli olusturulmadan 6nceki serum total sialik asid
diizeylerinden daha yiiksek oldugu;

3. Akut miyokard infarktiis modeli olusturulduktan sonra ISO+L-arginin grubunun
serum total sialik asid diizeylerinin infarktiis modeli olusturulmadan 6nceki serum total sialik
asid diizeylerinden daha yiiksek oldugu;

4. Akut miyokard infarktiis modeli olusturulduktan sonra ISO+L-arginin grubunun
total sialik asid diizeylerinin, ISO grubunun serum total sialik asid diizeylerinden daha diisiik
oldugu;

5. Akut miyokard infarktiis modeli olusturulduktan sonra ISO grubu ile ISO+L-arginin
grubunun doku total sialik asid diizeyleri arasinda fark olmadig;

6. Isoproterenol ile deneysel olarak miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarm 15. giine
ait kalp dokusunun histopatolojik incelemesi sonucunda, myokard infarktiisii ile uyumlu
olarak kaslarda belirgin atrofi, kas demetleri arasinda hafif dereceli inflamasyon ve bu

inflamasyona eslik eden, kalp kaslar1 arasina giren fibrotik degisikliklerin bulundugu;
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7. Isoproterenol ile deneysel olarak miyokard infarktiisii olusturulmus ve L-arginin
verilmis ratlarin 15. giine ait rat kalp dokusunun histopatolojik incelemesi sonucunda hafif
dereceli atrofi bulgular (hiicre boyutlarinda ve niikleer boyutlarda hafif dereceli kiigiilme) ve
kalp kaslar1 arasinda dagilan hafif dereceli bag dokusu gelisiminin oldugu goriildii.

Calismamiz, (a) ISO ile deneysel miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarin serum
total sialik asid diizeylerinde 6nemli bir artis oldugunu ve (b) L-arginin verilmesinin ratlarda
ISO ile uyarilan miyokardial hasar1 onleyerek serum total sialik asid diizeylerindeki artist
azalttigini gostermistir. Hiicrede oksidatif hasar1 onleyen NO {iretimi i¢in dnciil madde olan
L-argininin ISO ile uyarilan miyokardial infarktiiste serum total sialik asid diizeylerindeki
artis1 azaltmasi miyokard infarktiisii sonras1 serum total sialik asid diizeylerinde gozlenen
artistan oksidatif hasarin sorumlu olabilecegini kanitlayan dnemli bir bulgudur. Sonug olarak,
akut miyokard infarktiisii sonrasi serum total sialik asid diizeylerinde gozlenen artistan

miyokardial hiicredeki oksidatif hasar sorumlu olabilir.
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OZET

Sialik asidin artmig diizeylerinin kardiyovaskiiler mortalite ve serebrovaskiiler
hastalikla iligkili bir kardiyovaskiiler risk faktorii oldugu ileri siiriilmiistiir. Akut miyokard
infarktiisiinden sonra da serum sialik asid diizeylerinde bir yiikselme oldugu bildirilmis ancak
yiikselmenin nedeni tam olarak aydinlatilamamigtir. Akut miyokard infarktiistinden sonra
gbzlenen serum sialik asid diizeylerinin artigsinda sialik asidin hiicre ve/veya hiicre membran
ylizeyinden dolasima spontan olarak sekresyonu veya sialidaz araciligi saliverilmesinin roli
olabilecegi bildirilmistir. Patofizyolojik kosullarda reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretiminin
kardiovaskiiler hastaliklarin gelisiminde énemli rol oynadig: bilinmektedir. Bu nedenle, akut
miyokard infarktlisii sonrasinda serum total sialik asid diizeylerinde gozlenen artistan
oksidatif hiicre hasar1 da sorumlu olabilir ve oksidatif hasar1 onleyici etkiye sahip NO’in
sentezinde Oncilil madde olan L-arginin verilisi myokard infarktiisii sonras1 gdézlenen total
sialik asid diizeylerindeki artig1 azaltabilir. Bu ¢alismada isoproterenol ile deneysel olarak
miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarda L-argininin serum ve doku total sialik asid
diizeylerine etkisi incelenerek miyokard infarktiisiinde gozlenen sialik asid artisinda oksidatif
hiicre hasarinin rolii irdelenmistir.

Calismada 16 adet saglikli, yetiskin, erkek, Wistar albino rat esit sayida 2 gruba
boliindii: ISO grubu ve ISO+L-arginin grubu. ISO; intraperitoneal yoldan 150 mg/kg/giin
olacak sekilde 24 saat arayla 2 kez uygulandi. L-arginin; oral yoldan 250 mg/kg/giin olacak
sekilde 5 giin siireyle verildi. ISO grubundan ve ISO+L-arginin grubundan rastgele secilen
birer rat 2. haftanin sonunda anestezi altinda sakrifiye edilerek histopatolojik olarak incelendi.
Deneye baglamadan once ve ikinci ISO dozundan 24 saat sonra olmak tiizere 2 defa anestezi

altinda periferik vendz kan 6rnegi alinarak ratlar sakrifiye edildi ve kalp dokular ¢ikarildi.
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ISO uygulanmasi her iki grubun da serum total sialik asid diizeylerinde 6nemli bir artisa
yolacti (her iki grup i¢in p<<0.02). Bununla birlikte, ISO+L-arginin grubunun serum total sialik
asid diizeylerindeki artis ISO grubuna gore daha azdi (p<0.05). Akut miyokard infaktiisii sonrasi
ISO grubu ile ISO+L-arginin grubunun arasinda doku total sialik asid diizeyleri bakimindan fark
yoktu (p>0.05). Bununla birlikte, histopatolojik inceleme ISO+L-arginin grubundaki ratlarin
kalp dokusunda, ISO grubundaki ratlara gore myokard infarktiisii ile uyumlu daha hafif
degisikliklerin gergeklestigini ortaya koydu.

Calismamiz, (a) ISO ile deneysel miyokard infarktiisii olusturulmus ratlarin serum total
sialik asid diizeylerinde 6nemli bir artis oldugunu ve (b) L-arginin verilmesinin ratlarda ISO ile
uyarilan miyokardial hasar1 Onleyerek serum total sialik asid diizeylerindeki artis1 azalttigini
gostermistir. Hiicrede oksidatif hasar1 onleyen NO iiretimi i¢in 6nciil madde olan L-argininin
ISO ile uyarilan miyokardial infarktiiste serum total sialik asid diizeylerindeki artis1 azaltmasi
myokard infarktlisii sonras1 serum total sialik asid diizeylerinde gozlenen artistan oksidatif
hasarin sorumlu olabilecegini kanitlayan 6énemli bir bulgudur.

Sonug olarak, akut miyokard infarktiisii sonrasi serum total sialik asid diizeylerinde

gbzlenen artistan miyokardial hiicredeki oksidatif hasar da sorumlu olabilir.

Anahtar kelimeler: Total sialik asid, L-arginin, isoproterenol, akut miyokard

infarktisu.
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THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF L-ARGININ ON TOTAL
SIALIC ACID LEVELS IN ISOPROTERENOL-INDUCED
MYOCARDIAL INFARCTION IN RATS

SUMMARY

It has been proposed that sialic acid is cardiovascular risk factor with elevated levels
associated with increased cardiovascular mortality and also with cerebrovascular disease. It
has also been reported that there is an elevation in serum sialic acid levels but the reason for
this elevation remains obscure. The shedding (a spontaneous release) or secreting (by
sialidase) of sialic acid from the cell or cell membrane surface have been reported to be
responsible for the elevated sialic acid levels in acute myocardial infarction.

It is known that overproduction of reactive oxygen species under pathophysiological
conditions play an important role in the development of cardiovascular atherosclerotic
disease. Therefore, oxidative cell damage may also be responsible for the elevated sialic acid
levels in acute myocardial infarction and administration of L-arginin, the precursor in the
synthesis of NO which has been proved to possess significant cardioprotective properties
against to oxidative injury may reduce the increase in sialic acid levels in myocardial
infaction. In the present study, we investigated the effect of L-arginin on serum and tissue
total sialic acid levels in experimentally induced myocardial infarction by isoproterenol and
evaluated the role of oxidative cell damage in the elevation of sialic acid levels in myocardial

infarction.
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Sixteen adult male albino rats of Wistar strain divided into 2 groups for the
experiment: ISO group and ISO+L-arginin group. ISO was given intraperitoneally (150
mg/kg) twice at an interval of 24 h. L-Arginin was given orally (250 mg/kg/day) for 5 days.

One rat from each group was choosen haphazardly and sacrificied on day 15 after the
second dose of ISO for histopathological investigation. Blood samples for the determination
of total sialic acid were obtained from the other rats under anesthesia before and after the
experimental period. These 14 rats were sacrificied after the second dose of ISO. Serum TSA
was determined using the thiobarbituric acid method described by Warren.

ISO administration caused a marked elevation in serum total sialic acid levels in each
groups (p<0.02 for both) but the increase in serum total sialic acid levels of ISO+L-arginin
group was lower than that of ISO group (p<0.05). There was no difference between tisuue
total sialic acid levels of ISO group and ISO+L-arginin group after myocardial infarction
(p>0.05). However, histopathological examinations of the myocardial tissues of rats revealed
that the changes confirming myocardial infarction in ISO+L-arginin group were smaller than
those in ISO group.

The present study showed that (a) there is a marked elevation in serum total sialic acid

levels in ISO-induced myocardial infarction and, (b) L-arginin treatment reduces the elevation
of serum total sialic acid levels by preventing myocardial damage induced by ISO.
The reducing effect of L-arginin, the precursor in the synthesis of NO which has been proved
to possess significant cardioprotective properties against to oxidative injury, on the increase in
sialic acid levels in ISO-induced myocardial infaction is an important observation indicating
that oxidative damage may be responsible for the elevated serum total sialic acid levels in
myocardial infarction.

As a result, we can report that oxidative damage in myocardial cell may also be

responsible for the elevated serum total sialic acid levels in myocardial infarction.

Key words: Total sialic acid, L-arginin, isoproterenol, acute myocardial infarction
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