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1. OZET

Iskemik ardkosullanma (IPostC), uzun siireli iskemiden hemen sonra
uygulanan kisa iskemi/reperfiizyon (I/R) boliimleri olup, miyokard enfarktiistiniin
boyutunu kisitlayan ve I/R hasarini azaltan en gii¢lii mekanizmalardan biri olarak
kabul edilir.

Bu calismada, proapoptotik genler Fas, Faslg, biiyiime durmasi ve DNA
hasarma neden olan 45 alfa (Gadd45a), antiapoptotik gen kaspaz 2 ve mikroRNA-
139-3p (MiRNA-139-3p)’ nin I/R hasarindaki rolleri ve IPostC’ nin bu genler
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Ayrica [PostC’ nin oksidatif stresle
ile iligskili malondialdehit (MDA) diizeylerine, reperfiizyondaki ventrikiiler
ekstrasistol sayilar1 ve ventrikiiler tagikardi insidanslarina etkileri incelendi.

Spraque Dawley cinsi 300+50 g agirliginda 66 adet yetiskin erkek sican
kullanildi. Aritmiler ve MDA diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in 7 dakika iskemi,
7 dakika reperfiizyon uygulandi. Apoptotik yolakla iliskili molekiiler
parametrelerin degerlendirilmesi i¢cin 30 dk iskemi, 120 dk reperfiizyon
uygulandi. [PostC ise 10 saniye iskemi, 10 saniye reperfiizyon ii¢ kiir seklinde
uygulandi. Deney boyunca EKG, kan basinci ve kalp hizi kaydedildi. MDA
diizeyleri spektrofotometre, gen seviyeleri ve miRNA-139-3p ise gRT-PCR ile
olgiildii.

I/R ile MDA, Fas ve Faslg genleri kontrol grubuna gore anlamli artt1.
IPostC tedavisiyle Fas, Faslg, Gadd45a anlamli azaldi, miRNA-139-3p anlamli
arttt. Kaspaz 2 geni I/R grubunda (0,19+0,05) kontrol grubuna (1,00+0,09) gore
anlamli azalirken, [PostC uygulamas: ile (0,36+0,05) anlamli artti. I/R+IPostC

grubunda reperfiizyondaki ventrikiiler ekstrasistol sayilart (3,86£1,23) ve



ventrikiiler tasikardi insidansi (% 14,3), I/R grubuna (25,29+8,65, % 51,9
sirastyla) gore anlamli azaldi.

[PostC’ nin Fas, Faslg, Gadd45a ve kaspaz 2 genleri ve iliskili miRNA-
139-3p ile apoptozu diizenleyerek I/R hasarinda koruyucu olabilecegi
diistintilebilir. Bu ozellikleri ile TPostC uygulamasi reperfiizyon aritmilerini de
Onleyebilir.

Anahtar kelimeler: iskemik ardkosullanma, aritmi, apoptoz, miRNA-139-3p,

Fas, Faslg, kaspaz 2.



2. ABSTRACT

The effects of myocardial ischemic postconditioning on the levels of apoptotic
genes Fas, Faslg, caspase 2 and microRNA-139-3p with reperfusion

arrhythmias

Ischemic postconditioning (IPostC) is short I/R sections that are
administered immediately after long-term ischemia and is considered as one of the
strongest mechanisms limiting the size of myocardial infarction and reducing I/R

injury.

The aims of this study were to investigate proapoptotic genes Fas, Faslg,
45 alpha (Gadd45a) genes that cause growth arrest and DNA damage, an
antiapoptotic gene Caspase 2 and microRNA-139-3p (miRNA-139-3p) on the I/R
injury and to determine possible beneficial effects of IPostC on these genes. In
addition, the effects of IPostC on oxidative stress-related malondialdehyde
(MDA\) levels, number of ventricular extrasystole in reperfusion and incidence of

ventricular tachycardia were investigated.

Sixty-six adult male Spraque Dawley rats weighing 300+50 g were used
in the study. 7 min ischemia and 7 min reperfusion were applied for evaluation of
MDA and arrhythmias. Molecular parameters associated with apoptotic pathway
were evaluated by 30 min ischemia and 120 min reperfusion. IPostC was induced
with 3 cycles of I/R (10 s each) after 30 min ischemia. ECG, blood pressure and
heart rate were recorded throughout the experiment. MDA levels were determined

by spectrophotometer, gene levels and miRNA-139-3p by gRT-PCR.



MDA, Fas and Faslg genes were significantly increased with I/R compared
to control group. Fas, Faslg, Gadd45a were significantly decreased and miRNA-
139-3p increased significantly with IPostC treatment. Caspase 2 gene decreased
significantly in I/R group (0,19+0,05) compared to control group (1,00+0,09), but
increased significantly with IPostC application (0,36+0,05). In the I/R+IPostC
group, the number of ventricular extrasystoles in reperfusion (3,86 = 1,23) and the
incidence of ventricular tachycardia (14,3%) were compared to the I/R group

(25,29 + 8,65; 51,9%, respectively) significantly decreased.

IPostC may be thought to be protective of I/R injury by regulating
apoptosis with the Fas, Faslg, Gadd45a, caspase 2 genes and related miRNA-139-
3p. In addition to these features, IPostC application can prevent reperfusion
arrhythmias.

Keywords: Ischemic postconditioning, arrhythmia, apoptosis, miRNA-
139-3p, Fas, Faslg, caspase 2.



3. GIRIS

3.1. Iskemik kalp hastaliklar

Iskemik kalp hastaliklar1 (IKH) genellikle kalbi besleyen damarlardaki
ateromatdz degisiklikler sonucu goriliir. Bu siire¢ endotel disfonksiyonu ile
tetiklenir. Asir1 stres, serbest radikallere bagli oksidasyon hasari, kronik
enfeksiyon veya hiperkolesterolemi gibi birgok faktoriin birinden veya
kombinasyonundan olusabilir. IKH’ da tip Il diyabet, hipertansiyon, sigara
kullanimi, obezite ve metabolik sendrom degistirilebilir risk faktorleri arasinda

yer alirken, yas, cinsiyet ve aile dykiisli 0nlenemeyen risk faktorlerindendir (1).

IKH ve onun major komplikasyonu akut koroner sendrom (AKS)
diinyadaki 6nde gelen morbidite ve mortalite nedenleri arasindadir. IKH, WHO’

nun 2018 yili bildirisine gore diinyada 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer

almaktadir (2).

3.2. Miyokard infarktiisii

Miyokard infarktiisii (MI), ekonomisi gelismis {iilkelerde yiiksek
mortaliteye yol agan kardiyovaskiiler hastaliklarin en sik nedenidir. M1, infarkt
alaninda iskemi ve hipoksi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres ve inflamasyonun

neden oldugu akut kardiyak hasarla sonuglanir (3).

Uzun siireli iskeminin miyokardda nekroza ve fonksiyon kaybina neden
oldugu bilinmektedir. Miyokardda, iskemiden etkilenen alanin hizli reperfizyonu
halen akut MI i¢in altin standart tedavi yontemidir; ancak reperfiizyon da kan

akimini iyilestiren faydalara karsilik ‘reperflizyon hasar1’ olarak adlandirilan bazi



olumsuzluklara neden olabilir. Oksidatif stres, hiicre i¢cinde kalsiyum (Ca®") artisi,

hizli pH degisimi gibi bir¢ok faktér bu hasara sebep olabilir (4).
3.2.1. Miyokardiyal iskemi — Reperfiizyon Hasar

Iskemi reperfiizyon (I/R), bir organda kan akisinin durmasimnin akabininde
tekrar kanlanmasini takip eden patofizyolojik stres durumudur. Iskeminin siddeti
ve siiresi, hiicre islev bozuklugu ve / veya 6liim derecesini belirler. Reperflizyon
yoklugunda miyokard iskemisi, miyokardin % 70’ ine kadar enfarktiis
biiyiikliigiine neden olabilir; ancak zamaninda reperfiizyon ile infarkt biiyiikligi
% 30 a diisebilir (4). Kardiyak hasar; anaerobik glikolizin baslamasi, hiicre i¢i
ATP seviyelerinde diisiis ve asidozda hizli bir artis ile karakterize edilen miyokard
iskemisi ile baglar. Erken koroner reperfiizyon infarkt boyutunu sinirlasa da, doku
hasarin1 yogunlastiran lokal ve sistemik inflamasyonun artisina neden olur; bu
fenomen, I/R hasar1 olarak bilinir (5). I/R hasari, bir organa kan tedarikini
tehlikeye atabilecek herhangi bir durumdan kaynaklanabilir. Vaskiiler tromboz,
ateroskleroz, arteriyel hipotansiyon, organ nakli, kardiyopulmoner baypas, uyku

apnesi ve orak hiicre hastaligi bu sebeplerden bazilaridir (6).

I/R’> ye bagli miyokardiyal hasar; kalbin kasilma fonksiyonunun kaybi,
aritmiler, apoptoz ve irreverzibl miyosit hasarini igerir (7). Oksidatif stres, dnemli
bir I/R hasar1 faktoriidiir. I/R hasar ile iligskili oksidanlar; ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz (NOX) ve baglanmamis endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
gibi bilesenleri iceren ¢esitli enzim sistemleri tarafindan iretilir (8). Oksidatif
stres esas olarak, siiperoksit anyon radikali (O?%), hidrojen peroksit (H.0,),

hipokloréz asit (HOCI) ve hidroksil anyonu (OH") gibi toksik oksidanlarin



olusmasina neden olur. Bu reaktif oksijen tiirleri (ROS), I/R hasarinin en 6nemli
nedeni olarak kabul edilmektedir (7). Bu radikaller, membran hasar1, DNA yikimu,
proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu ve bunlari takiben apoptoz,

nekroz ve otofaji yolaklarini aktive ederek hiicre 6liimiine neden olurlar (9, 10).

IIR sirasindaki ROS ve Ca®* agsini yiikii; ATP ve ROS iretimini
etkileyerek, iyonik dengesizliklere ve hiicrelerin siserek par¢alanmasina yol agan
mitokondriyal permeabilite transizyon porunun (MPTP) agilmasina yol agar.
Otofaji, /R hasari sirasinda artarken reperfiizyon sirasinda gelisen disfonksiyonel
mitokondriyi tamamen ortadan kaldiramaz. Bu durum, I/R hasari sirasinda salinan
yiiksek miktarlarda ROS ve Ca®* agin yiikiiniin, MPTP’ nin agilmasini tetikleyen
ve sonugta hiicre Oliimiine yol agan otofaji kapasitesini baskilayabildigini
gostermektedir. Otofajinin bloke edilmesinin doku hasarini artirmasinin aksine,
farmakolojik indiiksiyonunun I/R hasarinda koruyucu bir etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (11, 12).
3.2.2. Miyokardiyal I/R hasar1 ve malondialdehit

ROS’ lar hiicre disfonksiyonu, nekroz veya apoptoza yol agan oksidasyona
ek olarak; kalpteki Onemli hiicresel proteinlerin ve sinyal yolaklarinin
fonksiyonunu degistirerek spesifik translasyon sonrast modifikasyonlara neden
olur (13). Oksidatif stresin kardiyovaskiiler patofizyolojideki 6nemli rolii, ROS’
un hastalik siirecini yansitan umut verici bir biyobelirte¢ olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Oksidatif  stresin  biyobelirtecleri,  mikro-ortamdaki ROS ile

etkilesimleriyle modifiye edilmis molekiiller ve artmis redoks stresine cevaben



degisen antioksidan sistemin molekiilleri olarak siiflandirilabilir. DNA, lipitler
(fosfolipitler dahil), proteinler ve karbonhidratlar in vivo olarak asir1 ROS ile
modifiye edilebilen molekiil 6rnekleridir. Reaktif ¢ift baglardan zengin molekiiler
yapidaki lipitlerin peroksidasyonu ile onemli biyobelirte¢lerden olan toksik
malondialdehit (MDA) olusur. MDA, membranlarda reseptorlerle ve enzimlerle
etkilesime girerek ateroskleroz gibi biiyiikk sorunlara yol agar (14). Bu 6nemli
oksidanin DNA’ da mutasyonlara neden olarak kanser ve genetik hastaliklara

zemin hazirladigi distiniilmektedir (15).
3.3. Kardiyak aritmiler

Kardiyak aritmiler, miyokardiyumun normal aktivasyonu sirasindaki
herhangi bir anormalligi ifade eder. Aritmiler hizina (tasikardi, bradikardi),
mekanizmasina (otomatisite, re-entry, tetiklenen gibi), siiresine (izole erken atim,
cift atim gibi) veya orijin bolgesine gore siniflandirilabilir. Bazi aritmiler klinik
oneme sahip olmamakla birlikte, bazilar1 da felg gibi komplikasyonlara zemin
hazirlayan yapisal kalp hastaliklarinin gostergesi olabilir, hemodinamigin

bozulmasina ve kardiyak arreste neden olabilir (16).
3.3.1. Reperfiizyon aritmileri

Akut miyokard iskemisine, yiiksek potasyum (K"), lisofosfogliseritler ve
adenozin konsantrasyonlari, artan laktat ve karbondioksit (CO,) iiretimi, asidoz ve
katekolamin salinimi gibi hiicre disi; asidoz, yiiksek konsantrasyonlarda siklik
adenozin monofosfat (cCAMP), Ca®*, magnezyum (Mg?) ve sodyum (Na®)

iyonlar1 gibi hiicre i¢i degisiklikler eslik eder. Bu biyokimyasal ve metabolik



degisiklikler, farkli aritmi formlarina neden olan, i¢ ve dis transmembran mevcut

iyonik akisini degistirir (17).

I/R, hiicresel hasara ek olarak ventrikiiler tasikardi ve ventrikiiler
fibrilasyonu igeren ¢esitli aritmileri indiikleyebilir. Aritmiler reperfiizyon
sirasinda veya hemen sonrasinda goriiliir. Iskemi boyunca membran
potansiyellerinin depolarizasyon hizi ve refrakter periyotlari miyokardda iskemik
ve iskemiden etkilenmeyen bolgeler arasinda gosterilmistir. Reperfiizyonla,
depolarizasyon sikligi gibi bazi parametreler hizli bir sekilde restore edilirken,
refrakter ~periyodu da aym anda onarilmadigindan  senkronizasyon

saglanamamakta ve bu durum aritmileri artirabilmektedir.

Aritmiler 6zellikle trombolizden sonra, reperfiize ST-segment elevasyonlu
miyokardiyal infarktiis (STEMI) hastalarinda siklikla bulunur. Aslinda erken
reperfiizyon aritmileri, erken kan artis1 ile birlikte hiicre i¢i biyobelirteglerin,

basarili reperflizyonun ve miyositlerin dayanma giiciiniin kanit1 olarak kabul edilir

(18).

Klinik olarak, reperfiizyon aritmileri, erken ventrikiiler komplekslerden
ventrikiiler fibrilasyona kadar degisen ventrikiiler aritmilerden olusur; ancak esas
olarak hizlandirilmis idioventrikiiler ritimlerden olusur. Bu aritmiler, reperfiize
olmus alandan bir kdken ile tutarli bir konfigiirasyona sahiptir. Ilk zamanlarda
tikali damarin yeniden ac¢ilmasi gibi yararli bir isaret olarak diisiiniiliirken, daha
yakin tarihli ¢alismalarda aritmiler olmadan reperfiizyonun risk altindaki esit
baslangi¢ alanlarina ragmen daha kiiciik infarktlara yol agtigi gosterilmistir (19-

21).



3.3.2. Reperfiizyon aritmilerinin patofizyolojisi

Reperfiizyon aritmilerinin ardindaki patofizyolojik siire¢ heniiz tam olarak
anlasilamasa da ilgili bazi durumlar bilinmektedir. Gecikmis depolarizasyonlar
reperfiizyon aritmilerinin en sik goriillen muhtemel elektrofizyolojik nedenidir.
Gecikmis depolarizasyonlar 6nceki aksiyon potansiyelinin repolarizasyonunun
tamamlanmasindan sonra ortaya ¢ikan membran potansiyeli salinimlaridir. Diger
patolojilerde oldugu gibi, gecikmis depolarizasyonlar reperfiizyondan sonra hiicre

+ H o e e e .
¥ nin hiicreye girisi iizerine

ici asin Ca®" yiiklemesinden kaynaklanir ve Ca
sarkoplazmik retikulum tarafindan salinimiyla daha da artar (22). Depolarizasyon
akimi i¢in esik degere ulasildiginda, kendiliginden bir aksiyon potansiyeli ortaya
cikacaktir. Bu aksiyon potansiyeli, tekrar kendi kendine devam eden ritmik
aktivite ile sonuglanan bir postpotansiyele neden olabilir. Hizlandirilmis

idioventrikiiler ritimler, gecikmis depolarizasyonlar ile iliskili ritimlerle tutarl

ozelliklere sahiptir (23).

Hiicre i¢i asmm Ca?* yiikii yukarida tarif edildigi gibi oksidatif
fosforilasyonun ayrilmasiyla reperfiizyon aritmilerine neden olabilir. Oksidatif
fosforilasyonun ayrilmasi, ATP konsantrasyonlarmin azalmasina neden olarak K*
- ATP kanallarinin kapanmasiyla aksiyon potansiyelinin kisalmasina neden olur

(24).

Reperfiizyon hasarmin elektrobiyolojik belirteci olan reperfiizyon
aritmileri, infarkt alanin1 azaltma stratejilerine odaklanan klinik ¢aligmalarda rapor

edilmektedir. Yukarida belirtilen patofizyoloji ve klinik gozlemler reperfiizyon
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aritmilerinin reperfiizyon hasarini azaltma stratejileri ve risk siniflandirmasinda

onemli, erken ve benzersiz bir biyobelirteg olabilecegini gostermektedir (25).

3.4. Miyokardiyal I/R hasari ve apoptoz

Apoptoz, temelde DNA merkezli aksakliklardan kaynaklanan, enerji
tikketimiyle hiicre 6liimii seklidir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin baslamasindaki en
onemli olay MPTP’ nin ag¢ilmasidir (26). MPTP’ nin olusumu ve agilmasi, dis
zarin yirtilmasiyla sonuglanarak; kaspaz kaskadinin aktiflestigi sitozole, sitokrom
C’ nin saliverilmesine neden olur. Bcl ailesinin proapoptotik ve antiapoptotik

proteinleri MPTP ile etkilesime girer (27).

3.4.1. Miyokardiyal I/R hasar1 ve apoptozda Fas ve Faslg

Hiicre apoptozunun olusumu ve gelisimi ¢oklu sinyal yolu ile diizenlenir.
Fas/Fas ligand1 (Faslg) sinyal yolu, miyokardiyal hiicre apoptozu ile yakindan
iliskilidir. Apol veya CD95 olarak da bilinen Fas, ¢esitli hiicre yiizeylerinde
yaygin olarak bulunan bir transmembran glikoproteinidir. Tiimor nekroz faktorii
reseptOrii ve sinir biiyiime faktorii reseptorii ile homologdur. Fas ligandi Faslg ise,

bir tip 1l transmembran glikoproteinidir.

Fas/Faslg sisteminin ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumuna ve
gelisimine katildigr kanitlanmistir (28). Koroner arter ligasyonu yontemiyle
olusturulan miyokardiyal I/R modeli igeren bir ¢alismada, Fas/Faslg protein
ekspresyonunun I/R siiresiyle dogru orantili olarak arttigi bulunmustur (29).
Calismamizda I/R’ de miyokard hiicrelerinde Fas/Faslg seviyelerinin yiikseldigi

dogrulandi. In vitro ortamda miyokardiyal I/R modelinde Fas ve Faslg genleri
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asir1 eksprese edilmistir (30). Baska bir ¢alismada M1 2 saat siirdiigiinde apoptotik
hiicrelerin seviyeleri % 90 civarinda iken, siire uzatildiginda Fas mRNA
ekspresyonunun kademeli olarak arttigi bulunmustur (31). Hiicre apoptozunun
veya Fas/Faslg sisteminin blokaji miyokardiyal I/R’ nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in

yeni bir yaklagim olabilir.
3.4.2. Miyokardiyal I/R hasar1 ve apoptozda Gadd45a geni

Otofajinin indiiklenmesinde rol alan Forkhead box O (FoxO)’ lar
stiperoksit dismutaz, katalaz gibi kardiyoprotektif antioksidan enzimleri ve
Gadd45a genini hedefleyerek oksidatif strese karsi koruyucu bir role sahiptir.
Oksidatif streste antioksidan, antiapoptotik ve otofaji genlerinin aktivasyonu
yoluyla FoxO’ larin araciligiyla kardiyovaskiiler koruma saglanir. FoxO’ nun
dogrudan hedefi ve bir DNA onarim proteini olan Gadd45a’ nin ekspresyonu
oksidatif stresi indiikleyen paraquat ile artmistir. Gadd45a geni I/R hasarinda

proapoptotik olarak rol oynamaktadir (32).
3.4.3. Miyokardiyal I/R hasari ve apoptozda Kaspaz 2

Kaspazlar, apoptozun kapsamli efektorleri olan bir sistein proteaz ailesidir.
Bu aileden olan kaspaz 2’ nin inhibisyonu, sirastyla endoplazmik retikulum Ca®*
pompasint ve golgi tagimimint inhibe eden apoptoz ajanlarindan korunmus
hiicreleri bloke etmistir (33). Kaspaz 2 ekspresyonunun baskilanmasi, otofajiyi
indiikleyen FoxO’ lar1 kodlayan mRNA’ nin ekspresyonunun azalmasia neden
olur. Bunun sonucunda, antioksidan siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz

enzimlerinin hedef genlerin ekspresyonunu azalttig1 bilinmektedir. Bu antioksidan
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eksikliginin, kaspaz 2 bulunmayan hiicrelerde tespit edilen yiiksek ROS

seviyelerine neden oldugu goriilmektedir (34).

3.5. I/R hasan tedavi yontemleri

I/R hasarmin etkilerini en aza indirmek ve ortadan kaldirmak i¢in gesitli
terapotik stratejiler arastirllmis ve arastirilmaya devam edilmektedir. Tedavi

yaklasimlar1 iki ana gruba ayrilabilir: farmakolojik ve mekanik yaklagimlar.

3.5.1. Farmakolojik tedavi

I/R hasarindan korunmak i¢in farmakolojik yollar arasinda antioksidanlar,
anti-CD18 antikorlar1 gibi antienflamatuvar ajanlar (35) veya P-selektin
antagonisti (36), son zamanlarda ise reperfiizyon hasar1 kurtarma kinaz (RISK)
yolundaki hedefler (37) ve MPTP yer alir. Asetil salisilik asit, klopidogrel, beta
blokerler, kalsiyum kanal blokerleri, nitrogliserin ve nitratlar, anjiyotensin
doniistiirlicii enzim inhibitorleri, lipit diisiiriicii ajanlar (statinler), ranolazin,
ivabradin, nikorandil ve trimetazidin gibi ilaclar iskemik kalp hastaliklarinin
tedavisinde kullanilirlar. Fasudil, allopurinol ve molsidomin ise iskeminin

tedavisinde etkili diger farmakolojik ajanlardir (38).

Disodyum etilen diamin tetraasetik asitin (EDTA) seri inflizyonlar seklinde
uygulanmasini igeren selasyon tedavisinin ise oOksidatif stresi azaltarak
aterosklerotik damarda kan akimini iyilestirdigi, anginay: tedavi ettigi ve kardiyak
olaylara karsi koruyucu oldugu oOne siirilmistir. FDA kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde ve bu hastaliklara karsi korunmada bu tedavinin

uygulanabilirligini heniiz onaylamamistir (39). Serelaksin, tolvaptan ve
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omekamtiv mekarbil gibi yeni ilaglar ise kalp yetmezligi tedavisinde timit vaad

etmektedir.

3.5.2. Mekanik tedavi

Son 30 yildir iizerinde yogunlasilan reperfiizyon hasarmin tedavisi,
baslangigta klinik ¢alismalara ¢evrilmesinde zorluk ¢ekilen hayvan modellerinde
calisilmistir. Bu c¢alismalar, reperflizyonun baslangicinda tedaviye baslandiginda
farmakolojik ajanlarla oldugu gibi mekanik tedaviyle de reperfiizyon hasarin

onlemenin miimkiin oldugunu ortaya koymaktadir.

Bahsedilen bu ¢alismalar sonucunda koroner arter bypass, anginasi olan
hastalar i¢in standart bir prosediir haline gelmistir. Baz1 kotii sonuglara ragmen
zamanla gelistirilerek, MI’ da girisimsel tedavi se¢enegi haline gelmistir. Daha
sonra I/R hasarma karg1 koruma saglayabilecek kardiyopleji ve hipotermi gibi
teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerin basarisi, iskemi indiiklenmeden once

uygulanmalarina dayanmaktadir.

1970° lerde perkiitan koroner girisim yontemiyle akut MI gelisiminin
ortasinda bile, perfiizyon agig1r hafifletilerek koroner arterlerdeki engeller
kaldirilmaya baslandi. Zamaninda primer anjiyoplasti akut iskemi tedavisi i¢in
altin standart olarak kabul edilse de, reperfiizyona gegme zamaninin tedavideki

basariin anahtar1 oldugu kisa siirede anlagilmistir.

1990’lardan itibaren; kamerali, lazerli, ila¢ salimmli ve/veya koroner

arterlerde yok olan ustaca gelistirilmis stentler, ilag kapli kateterler ve iskemik
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kosullanma yontemleri gelistirilerek miyokardiyal hasar ve ileri trombozdan

korunma hedeflenmektedir (40) .
3.5.2.1. Miyokardiyal iskemik Kosullanma

Iskemik kosullanma; kalpte, kalpten uzak doku veya organlarda lokal
olarak gergeklestirilen, I/R hasarini azaltarak kardiyak korumayi indiikleyen,
tekrarlanan kisa I/R béliimleridir. Iskemik 6n kosullanma (IPC), tekrarlanan kisa
I/R boliimlerinden hemen oOnce; iskemik perkosullanma ise I/R esnasinda
uygulanir (41, 42). Lokal iskemik kosullanma; sadece iskemik on- ve
ardkosullanma (IPostC) olarak uygulanabilirken, uzaktan iskemik kosullanma;
iskemik 6n-, per- veya IPostC’ yi icerir. Uzaktan iskemik kosullanma (RIC), uzuv
lizerine yerlestirilmis bir tansiyon mangetinin sigirilip sondiiriilmesi ile

indiiklenebilecegi i¢in klinik uygulamada basittir (42).

Iskemik kosullanmaya, komplike olan ancak iyi tanimlanmis RISK ve sag
kalimi aktive edici faktor artirma (SAFE) yolaklar aracilik eder. Bir dizi hiicre
yiizeyi G proteinleri ile birlesik reseptorler, fosfoinositol-3 kinaz (PI13K), Akt ve
hiicre dis1 sinyal ayarli kinaz '/, (ERK) gibi hiicre i¢i sinyal molekiillerini
kullanarak, kademeli olarak hayatta kalma basamaklarini baslatir. Bu yolaklar,
MPTP’ nin ac¢ilmasinin engellenmesi, mitokondriyal elektrokimyasallarin
ayrismasinin  0nlenmesi, membran potansiyelinin diismesi, ATP tiiketimi,
sitokrom C saliimi, hiperkalsemi ve sonucta hiicre 6limii gibi kosullanmada
yaygin son basamaklarla mitokondriyal K-ATP kanali (mK-ATP) {izerinde

birlesir (43, 44).
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3.5.2.1.1. iskemik 6nkosullanma

IPC, kalpte oldiiricii I/R hasarma karst en giclii koruyucu
mekanizmalardan biri olarak ortaya ¢ikmistir. Daha uzun bir iskemiden hemen
once tekrarlayan I/R’ nin kisa boliimleri, enfarktiis boyutunu o6nemli Olglide
azaltir, kardiyak fonksiyonu korur ve aritmi insidansini azaltir (45-48). Bununla
birlikte, IPC’ nin insanlarda klinik terapdtik uygulamaya ¢evrilmesi,
ongoriilemeyen akut MI ve IPC’ nin koruyucu etkilerinin sinirli zaman iginde

ortaya ¢ikmasi nedeniyle ¢ok zor olmustur.

IPC bir yandan reperfiizyon hasarinin oldiiriiciiliigiinii kanitlarken, diger
yandan farmakolojik olmayan kardiyak korumanin prototipidir. Murry ve ark.
tarafindan, tesadiifen uzun siireli /R’ den Once, kisa siireli periyotlar halinde I/R
tekrarinin kopeklerde enfarktiis boyutunu 6nemli dlgiide azalttigi gosterilmistir.
Miyokarddaki bu koruma herhangi bir yardimci kan akimindan etkilenmemistir;
ancak iskemi siiresi 2 veya 3 saate uzatildiginda IPC etkisiz kalmistir (49). Yani

IPC’ nin gecikmesi iskemik hasar1 6nleyememektedir.

IPC ile indiiklenen kardiyak korumanin altinda yatan mekanizmalar,
mevcut endojen sinyal molekiillerinin aktivasyonuna dayanir (50). Bu molekiiller,
intraseliller mediyator basamaklart ve miyositleri stabilize eden, onlarin
Olimlerini Onleyen farkli efektorlerin aktivasyonunu tetikler. Farkli tiirlerde
birgok sinyal yolag: kesfedilmistir. Nitrik oksit (NO), protein kinaz aktivasyonu
ve MPTP’ nin agilmasi IPC’ nin sinyal yollarinda vazge¢ilmez unsurlar olarak

kabul edilir (51).
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3.5.2.1.2. iskemik ardkosullanma

Zhao ve ark.,, uzun siireli I/R’ den hemen sonra yapilan kisa I/R
boliimlerinin kopeklerdeki nihai enfarktiis boyutunu azalttigin1 gostererek bu
fenomeni IPostC olarak adlandirmistir. Staat ve ark. ise, erkek STEMI
hastalarinda, primer anjiyoplasti sonrasindaki 1 dakika i¢inde, balonu 1 dakikalik
bir dongiide sisirip sondiirerek benzer bir protokol uygulamistir. Sonugta kreatin
fosfokinaz egrisinin altinda kalan alan % 34 oraninda azalmistir. Bununla birlikte,
IPostC’ nin STEMI’ de daha genis randomize klinik calismasi notr olarak

degerlendirilmistir.

IPostC’ de, ¢oklu kisa I/R boliimleri gergeklestirilerek hemen ardindan
damarin  reperflizyonu izlenir. Teorik olarak, bu durumun iskemik
miyokardiyumun normal kan akisina yeniden adapte olabilmesi i¢in daha fazla
zaman vermesi, hiicrelerin hizlica yeniden oksijenlenmesinin zararli etkilerini
azaltmas1 ve potansiyel olarak hiicre zar1 yirtilmasini onlemesi gerekir. |PostC’
nin enfarktiis boyutu iizerindeki etkisi baslangicta hayvan g¢alismalarinda {imit
verici goriinmekle birlikte, insanlarda daha hassas Ol¢lim yoOntemleri
kullanildiginda enfarktiis alaninin daha kiiciik veya kalici olmayan bir azalmaya
egilimi gibi karisik sonuglar vermistir (52). Bununla birlikte, IPostC’ nin hayvan
ve insan caligmalarinda reperfiizyon aritmileri iizerinde potansiyel olarak faydali

oldugu gosterilmistir (53, 54).

3.5.2.1.3. Uzaktan iskemik kosullanma

IPC’ den yola ¢ikilarak gelistirilen RIC, bir veya daha fazla kisa, odak

iskemisi dongiisiiniin ardindan reperfiizyonun uzak organlarda daha sonraki
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siddetli iskemilerde koruyuculuk gosterdigi sistemik bir protektif stratejidir (55).
RIC genel olarak, kanin perfiizyonunu bloke eden basinca bagl sisirilmis tansiyon

mansonlariyla uzuvlar tizerinde gergeklestirilmektedir (56).

RIC’ in beyni koruma mekanizmalar1 net degildir; ancak iskemik hasara
kars1 serebral toleransi arttirdifi, serebral enfarktiis riskini azaltip perfiizyon
durumunu iyilestirdigi ve serebral kollateral olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir
(57, 58). Geleneksel tedavilere kiyasla RIC, non-invaziv, uygun maliyetli, kolay

uygulanabilir ve giivenli oldugundan klinikte umut vericidir.

3.5.2.1.4. Farmakoloejik kosullanma

Miyokardiyal iskemik kosullanmanin etkilerinin ve fizyolojisinin
aydinlatilmasindan sonra koruyuculugu arttirmak igin yeni terapotik hedefler
gelistirilmistir. Iskemik kosullanma adenozin sinyal yolaklariyla iligkili
bulunmustur (59). Anestezi uygulanmis kopeklerde yapilan son calismalarda,
allogliptin ile saglanan kardiyoprotektif etkinin RISK yolaklar: aktiflestigi halde
adenozin Al reseptoriiniin blokaji ile kaldirildigi gosterilmistir. Adenozin,
glukagon benzeri peptit 1 (GLP-1) sinyalleri ve kardiyoprotektif asirim arasinda
bir etkilesim oldugu one siiriilerek (60), GLP-1" in bazi etkilerinin mK-ATP
kanalina bagli oldugu gosterilmistir. Bu durum mK-ATP bloke edici ajan
glibenklamid ile baskilanan sigan aortunun konsantrasyona bagh gevsedigini ifade
eder. Glibenklamid ayrica GLP-1 ile yapilan 6nkol kan akimi g¢alismalarinda
insanlarda arterlerdeki akis aracili dilatasyonu da inhibe etmistir (61). Adenozin
ve GLP-1 agonistleri disinda ugucu anesteziklerin de kalpte kosullanma etkisi

olusturdugu gosterilmistir (62).
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3.6. MikroRNAIlar

MikroRNAlar (miRNAlar, miRler) ~22-24 niikleotid uzunlugunda,
kodsuz RNA dizileridir. Primer islevleri gen ekspresyonlarinin ince ayarimnin,
doku gelisiminin ve homeostazinin kontroliidiir (63). Pre-miRNA DNA’ dan RNA
polimeraz II enzimi tarafindan sentezlenir. Cesitli enzimlerle modifikasyon
sonrasinda sitoplazmaya tasmir. Olgun miRNA, Dicer, argonaute 2 ve
transaktivasyon RNA - baglayici protein (TRBP) ile RNA - indiiklenmis susturma
kompleksini (RISC) olusturur (64). MiRNAlar hedef mesajci RNAlarin (mRNA)
3’ ¢evrilmemis bolgelerinden 8 niikleotidlik ¢ekirdek dizisi boyunca baglanir.
Olgun miRNAnm yar1 - tamamlayicilifi ile hedef mRNA translasyonel
baskilamaya Onciiliikk eder. Ancak olgun miRNAlarin tamamlayicilig ile hedef
MRNA, mRNA dejenerasyonuna onciiliik eder (65).

MiRNAlar embriyonik gelisme, normal fizyoloji ve kardiyovaskiiler
sistem fonksiyonunda kritiktir (66). MiRNAlarin hiicresel ekspresyon seviyelert;
hipertansiyon, obezite, hiperlipidemi ve diyabetin yanisira MI, kalp yetmezligi ve
hipertrofi de dahil gesitli kardiyovaskiiler patolojilerde degismektedir. Cesitli in
vitro ve in vivo ateroskleroz modelleri, farkli miRNAlarin endotelyal hiicre
aktivasyonu, inflamasyon, anjiogenez, damar diiz kas hiicreleri proliferasyonu,

g0¢ ve neointim olusum gibi aterogenezin ¢ok énemli proseslerini kapsar (67).

MiRNAlar, bilinen insan genlerinin yaklasik 2/3” iinii diizenlediginden, gen
ekpresyonunun kontroliinde 6nemli rol oynar (68). Fizyolojik ve patofizyolojik
durumlarda sirasiyla kalp fonksiyonunda ve disfonksiyonunda rol alirlar (69). Da
Costa Martins ve ark. (70) bir anahtar niikleazin miRNA biyogenez ve

fonksiyonuna katilarak miyokardiyal yeniden modellemenin basladigini
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gostermistir. Bu gozlem, diizglin kalp organogenezinde ve fonksiyonunda

miRNAlarin roliiniin altin1 ¢izmektedir.

MiRNAIlar sadece hiicre merkezinde gen ekspresyonunu diizenlemez,
ayrica hiicreler arasi iletisimde anahtar oyuncu roliindedir. Bu nedenle, miRNAlar
canli hiicreler tarafindan secici ve aktif olarak salgilanarak hiicreler ve dokular
arasindaki iletisime katkida bulunur. Salgilanan miRNAlar, argonaute 2,
niikleofosmin ve lipoproteinler gibi ekstraseliiler tasiyicilar tarafindan taginir; ya
da ekstraseliiler mikro araglar icine paketlenmis olarak ve gen ekspresyonunu
degistirdikleri yerde alict hiicrelere transfer edilirler (71). Bu nedenle, mRNAlarin
aksine, miRNAlar dolasimda stabildir ve endojen riboniikleaz aktivitesinden
korunurlar. Bu bulgular dolasimda miRNAlarin AKS’ nin farkli tiirlerinin
belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak potansiyel bir rol oynayabilecegi fikrine izin
vermektedir. Bu kosullarda tanida miRNAlarin potansiyelini degerlendirmek igin
bircok c¢alisma yapilmistir. Kalp I/R hasar1 ile iliskili bir dizi miRNA
kesfedilmistir. Fakat detayli mekanizmalar1 konusunda az sey bilinmektedir.
Kardiyovaskiiler hastaliklara aracilik eden miRNAlar, hastalik yOnetiminde

terapotik hedef olma potansiyeline sahiptir (72).

3.6.1. Miyokardiyal I/R ve Hiicre Oliimiinde MikroRNAlar

Hizla artan sayida calisma, kalp ve dolasimdaki miRNAlarin, miyokard
iskemisi veya MI” da belirgin bir sekilde degistigini gostermistir. Bu yeni bulgular
MI komplikasyonlarina, post - MI ventrikiiler yeniden modellemeye ve kalp
bakimina yol agan mekanizmalara yeni bir 1s1ik tutmustur. Son c¢aligmalar

dolagimdaki miRNAlarin MI’ nin yeni ve duyarli biyolojik belirtegleri
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olabilecegini ve hiicreler arasi muhtemel bir sinyal mekanizmasi olarak islev
gordiiglinii géstermistir.

Kardiyomiyosit apoptozu, iskemik kalplerde énemli bir hiicresel olaydir.
Onemli kardiyovaskiiler proteinleri hedef alarak proapoptotik etkiler ortaya koyan
miRNAlar vardir. MiRNA-34 ailesi {iyeleri biiyiime arrestini ve apoptozu tesvik
etmektedir (73). MiRNA-34’ (in terapétik inhibisyonu, iskemi - indiiklenmis
yeniden modellemeyi ve kardiyak iyilesmenin gelistirilmesini zayiflatmaktadir
(74). In vivo kosullarda miRNA-21" in adenoviral transferi, hedef geni,
programlanmis hiicre 6liimii 4 (PDCD4) ve aktive edici protein 1 (AP1) yolu ile
simirdaki hiicre apoptozunu ve infarkt alanlarini azaltmistir. MiRNA-24 ise
proapoptotik protein Bim’ 1 baskilayarak kardiyomiyosit apoptozunu engellemistir
(75). Ex vivo miRNA-24 zenginlestirmesi, miRNA-21 ve miRNA-221 ile birlikte,
iskemik kemirgenlerde transplantasyon sonrasi oncii kardiyak hiicrelerin terapotik

potansiyelini gelistirmistir (76).

Iskemik kalpte erken reperfiizyon, MI sonrasinda klinik sonuglarin
iyilestirilmesi i¢in en etkili miidahale olmaya devam etmektedir. Miyokard
reperfiizyonu sirasinda intraseliiler Ca** diizeyindeki anormal artiglar I/R hasari
olarak bilinen kardiyomiyosit 6liimiine neden olabilir. Asirt ROS iiretimi de
hiicredeki bu yikima katkida bulundugundan, tipik bir enflamasyon yanit1 nekrozu
takip eder. NOX ailesinin NADPH oksidazlari, ROS’ un 6nemli enzimatik
kaynaklar1 ve redoks sinyallemesinin kritik diizenleyicileridir. NOX enzimlerinin
temel islevi, biliyiik transmembran NOX proteininde ortaya ¢ikan ROS iiretimidir.
Elektron tasinmasint NADPH’ den molekiiler oksijene katalize ederek H,O,’ ye

dondistiiriilebilen siiperoksit tiretmektedirler. NOX izoformlart NOX1, NOX2 ve
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NOX4 kardiyomiyositlerde eksprese edilir. NOX ailesinin ilk kesfedilen tiyesi
sitokrom b-245 beta zinciri (Cybb) olarak da bilinen NOX2, miRNA-139-3p ile
iliskilidir.

Kardiyak I/R  hasarina miRNAlarin ekspresyonundaki  dinamik
degisiklikler de eslik eder. Gegici orta serebral arter tikanikliginda miRNA-139
azalmistir. Potansiyel olarak Cybb ve NOX4 genlerini hedef aldig1 diisiiniilen
apoptotik  yolakta etkin  miRNA-139-3p, kardiyomiyosit otofajisinin

diizenlenmesinde rol oynayan Fox1 proteinini azaltmistir (77).

Bu c¢alisma da;

Oksidatif stresle iliskili MDA,
Proapoptotik genler Fas, Faslg ve Gadd45a,

Antiapoptotik gen kaspaz 2,

vV V V¥V V¥V

Apoptotik yolakta etkili miRNA-139-3p’ nin I/R hasarindaki rolleri ve
[PostC’ nin bu genler iizerindeki etkilerinin belirlenmesi ile

» TPostC uygulamasinin reperfiizyondaki ventrikiiler aritmiler (ventrikiiler
atim sayilari, tasikardi insidanslari) lizerindeki etkinliginin belirlenmesi

amagclandi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney hayvanlari

Calismada Spraque Dawley cinsi, 300+50 g agirliginda 66 adet yetiskin
erkek sican kullamldi. Hayvanlar Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi tarafindan 03/09/2014 tarih ve 172 nolu etik kurul kararinca karsilandi.
Sicanlara 12 saat gilin 15181/12 saat karanlik siklusta, havalandirmali, sabit
sicakliktaki (21 +1 °C) odalarda ve 0zel kafeslerde standartlara uygun olarak
bakildi ve beslenmeleri 8 mm’ lik standart sigan pelet yemi ve musluk suyu ile

saglandi.

4.2. Deney plani

Sicanlar rastgele 6 gruba ayrildi.
Gruplar:

Biyokimyasal parametrelerin (Fas, Faslg, Gadd45a, kaspaz 2 ve MiRNA-

139-3p) degerlendirilmesi icin deney gruplari:
(30 dk iskemi, 120 dk reperfiizyon uygulandh)

(IPostC reperfiizyondan énce 3 siklus 10 sn iskemi - 10 sn reperfiizyon

olarak uygulandr)
Grup 1: Kontrol grubu (n=7)
Grup 2: Iskemi- reperfiizyon uygulanan siganlar (n=7)
Grup 3: Iskemi- reperfiizyon ve ardkosullanma uygulanan siganlar (n=7)
Aritmi degerlendirmeleri (MDA i¢in) deney gruplari:

(7 dk iskemi, 7 dk reperfiizyon uygulandt)
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(IPostC reperfiizyondan énce 3 siklus 10 sn iskemi - 10 sn reperfiizyon

olarak uygulandr)
Grup 1: Kontrol grubu (n= 15)
Grup 2: Iskemi- reperfiizyon uygulanan siganlar (n= 15)

Grup 3: Iskemi- reperfiizyon ve ardkosullanma uygulanan siganlar (n=

15)

4.3. Cerrahi uygulamalar

4.3.1. I/R uygulama

Sicanlara 1.2 g/kg iiretanin ip olarak verilmesi ile anestezi uygulandi.
Yapay solunum igin trakea kaniilasyonu yapildi ve si¢anlar solunum pompasina
baglandi. Karotid artere yerlestirilen bir kaniilden, transdiiser (Biopac MP36)
yardimiyla kan basinci ve EKG yazdirildi. Gogsiin sol tarafina 1-1.5 cm
uzunlugunda bir insizyon yapildiktan sonra cilt alti1 dokular1 ve gdgiis kaslari
gecildi, sternumun hemen solunda dordiincii kosta kesilerek sol torakotomi
yapildi. Toraks agildigi anda, icerideki negatif basincin ortadan kalkmasi
nedeniyle, solunumun devami ve normal pCO,, pO, ve pH degerlerini korumak
amactyla ventilasyon cihaziyla (Harvard Animal Rodent Ventilator) 1.5ml/100g.’
lik hacim ve 60 atim/dk’ lik bir hizla oda havasi verilerek pozitif basingli solunum
uygulanmaya baglandi. Perikardiyum yavasca siyrilarak kalp serbestlestirildi ve
g0gsiin sag tarafina hafifce basilarak kalp disar1 alindi. 6/0 ipek iplik ve 10 mm’
lik yuvarlak uglu igneyle sol ana koroner arterin altindan miyokard dokusunu da
hafifce icine alacak sekilde hizlica gecildi. Daha sonra kalp yeniden go6giis igine

yerlestirilerek 20 dk stabilizasyon icin beklendi. Lambeth Conventions’ da
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belirlenen degerlendirme kriterleri géz Oniine alinarak bu islemlere bagli herhangi
bir aritmi goriilmesi ya da ortalama kan basincinin okliizyon 6ncesi 70 mm Hg’

nin altina diismesi halinde denek ¢alisma dis1 birakildi.

Damarin altindan gegirilmis olan ipligin uglart 1 mm cap ve lcm
boyundaki ufak bir plastik tiip icinden gegirildi. 20 dk.’ lik stabilizasyon periyodu
sonunda iplik plastik tiip ve bir klemp yardimiyla sikigtirilarak damarin okliizyonu
saglandi. Iskemi siiresi tamamlandiginda klemp acilarak tiip icinden gecen ip
gevsetilip ti¢ kiir 10 sn iskemi, 10 sn reperfiizyon seklinde IPostC uygulandi.
IPostC sonrasi kalp 120 dakika reperfiize edildi. Deneye son verilmeden once
heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat ilag, Istanbul) uyguland: ve hayvan karotid

arterden kanatilarak sakrifiye edildi.

Aritmilerin degerlendirmeleri i¢in sol koroner arter 7 dk kapatilarak
iskemi ardindan 7 dk acgilarak reperfiizyon saglandi. Bu iskemi ve reperflizyon
stireleri daha 6nce de ayni deney modelinde basariyla uygulanmis ve protokoliin
optimum say1 ve 6nemde ektopik aktivite olusturdugu bildirilmistir. Ventrikiiler
ektopik aktivite Lambeth Conventions’ da (Walker vd 1988) onerilen diagnostik
kriterlere uygun olarak degerlendirildi. Deney sonunda yapilan kayitlardan
ventrikiiler  ekstrasistol ~ sayilar1 ve  ventrikiiler tasikardi  insidanslar

degerlendirildi.

4.4. Biyokimyasal parametreler

Miyokard dokusu MDA diizeyi her grup i¢in 15 hayvanda, Fas, Faslg,
Gadd45a, kaspaz 2 ve miRNA-139-3p diizeyleri ise her grup i¢in 7 hayvanda

oOl¢iildii. Her in vivo galismanin sonunda, kalp hizli bir sekilde ¢ikarildi ve
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biyokimyasal analiz i¢in tahlil edilinceye kadar -80 °C’ de saklandi. Ureticinin
talimatlarina gore, ticari olarak temin edilebilen bir Trizol Reaktifi (Life
Technologies, katalog no. 15596) kullanilarak kalpten toplam RNA ekstre edildi.
Kisaca, dondurucudan 50 mg kalp ¢ikarildi ve hemen 1 ml Trizol reaktifine
daldirildi. Kalp, otomatik bir homojenlestirici (Next Advance, Averill Park, ABD)
kullanilarak homojenlestirildi. Havuzlardan ¢cDNA, Yiiksek Kapasiteli RNA-

cDNA kiti (Invitrogen, Carlsbad, ABD) kullanilarak sentezlendi.

Total RNA, 1 ug toplam RNA kullanilarak Yiiksek Kapasiteli cDNA Ters
Transkripsiyon Sentez Kitleri (Applied Biosystem, ABD) kullanilarak cDNA'ya
doniistiiriildii. cDNA sentezi, 10 dakika boyunca 25 °C, 120 dakika boyunca 37
°C ve 5 dakika boyunca 85 °C, 60 dakika boyunca 4 °C olan bir gradyanl termal
dongiileyicide (Biometra, Almanya 07-850) gerceklestirildi. ABI Prism 7500
Hizli Gergek Zamanli PCR Cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ile
miR139-3p, Fas, Faslg, Gadd45a genleri ve Tag Man Assay ve Tag Man Mix
GAPDH genleri ile Ger¢ek Zamanli PCR analizi yapildi. Tiim sonuglar GAPDH
seviyelerine gore standardize edildi. Deney, ii¢ kopya ile lic bagimsiz deney ile
gergeklestirildi. Farkli gruplar arasindaki transkript seviyelerini karsilastirmak i¢in

2 2% metodu kullanild: (78). MDA analizleri ise spektrofotometre ile yapildi.

4.5. istatistik

Calisma Oncesi uygulanan gii¢ analizine gore; biyokimyasal parametrelerin
analizini 0.05 anlamlilik ve %80 bir gii¢ ile belirleyebilmek icin her bir grupta en
az 7 adet sicanin ¢alismaya alinmasinin yeterli oldugu goriildii (o= 0.05, p = 0.2).

Elde edilen tiim veriler ‘SPSS for Windows 21’ paket programi kullanilarak
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istatiksel olarak yorumlanip degerlendirildi. Veriler aritmetik ortalamalar = S.E.M
olarak belirlendi. P <0.05 oldugunda, fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Verilerin normallik analizi Shapiro-Wilk testi ile, parametrik analizlerin
degerlendirilmeleri One-Way ANOVA ve Tukey Post Hoc testleriyle yapildi.
Aritmiler arasindaki insidans farklar1 Fisher Exact testi ile grup ortalamalar ise

Mann-Whitney-U testi ile degerlendirildi.
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5. BULGULAR

5.1. I/R ve IPostC’ nin MDA iizerine etKisi

Oksidatif hasar gostergesi olan MDA, I/R grubunda (20,40+3,14 nmol/g)
kontrole (12,85+0,19 nmol/g) gore anlamli artti. I/R+IPostC grubunda
(15,35+0,91 nmol/g) ise I/R grubuna gore yaklasik olarak % 25 azaldi; ancak

anlamli degildi (Sekil 1) (p<0.05).

MDA (nmol/g)

Kontrol IIR I/R+IPostC

Sekil 1: I/R ve IPostC’ nin MDA’ ya etkisi

a: Kontrole gore anlamli farklilik (p<0.05)
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5.2. I/R ve IPostC’ nin apoptoz genleri Fas, Faslg, Gadd45a ve kaspaz

2 mRNA ekspresyonlarina etkisi

Proapoptotik Fas seviyeleri kontrol grubuna goére I/R grubunda
(1,65+0,23) anlamli artt1. I/R+IPostC grubunda (0,93+0,21) ise I/R grubuna goére

anlamli azaldi (Sekil 2) (p <0.05).
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Kontrol IR [/R+1PostC

Sekil 2: I/R ve IPostC’ nin Fas mRNA ekspresyonuna etkisi

a: Kontrole gore anlamli farklilik, b: Ardkosullanmaya bagli anlamh

farklilik (p<0.05)
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Faslg geni I/R grubunda (2,31+0,15) kontrol grubuna goére anlamli artt1.
I/R+IPostC grubunda (0,78+0,09) ise I/R grubuna gore anlamli azaldi (Sekil 3)

(p<0,05).

25- a
e

2.0-

15

Kontrol IIR I/R+IPostC

Relatif Faslg mRNA ekspresyonu

Sekil 3: I/R ve IPostC’ nin Faslg mMRNA ekspresyonuna etkisi

a: Kontrole gore anlamli farklilik, b: Ardkosullanmaya bagli anlamli farklilik

(p<0.05)
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Proapoptotik Gadd45a geninin I/R grubundaki (1,2+0,21) % 20’ lik artist
kontrol grubuna kiyasla anlamli degildi. I/R+1PostC grubunda (0,67+0,16) ise I/R

grubuna kiyasla anlamli azaldi (Sekil 4) (p <0.05).
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E Kontrol I/IR I/R+IPostC

Sekil 4: I/R ve IPostC’ nin Gadd45a mRNA ekspresyonuna etkisi

b: Ardkosullanmaya bagli anlamli farklilik (p<0.05)
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Antiapoptotik kaspaz 2 diizeyi kontrol grubuna gore I/R grubunda

(0,19+0,05) anlamli azalirken; I/R grubu ile karsilagtirildiginda I/R+IPostC

grubunda (0,36+0,05) anlamli artt1 (p <0.05) (Sekil 5).

157

1.04

0.0

Relatif kaspaz 2 mRNA ekspresyonu

Kontrol

IIR

I/R+1PostC

Sekil 5: I/R ve IPostC’ nin kaspaz 2 mRNA ekspresyonuna etkisi

a: Kontrole gore anlamli farklilik, b: Ardkosullanmaya bagli anlaml

farklilik (p<0.05)
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5.3. I/R ve IPostC’ nin miRNA-139-3p mRNA ekspresyonuna etkisi

MiRNA-139-3p seviyeleri, I/R grubunda (0,82+0,22) kontrol grubuna gore
% 18 azaldi, ancak anlamli degildi. I/R+IPostC grubunda (1,51+0,28), I/R

grubuyla karsilastirildiginda anlamli artt1 (Sekil 6) (p<0.05).

Kontrol IIR I/R+1PostC

Relatif microRNA-139-3p mRNA ekspresyonu
—
o

Sekil 6: I/R ve IPostC’ nin miRNA-139-3p mRNA ekspresyonuna etkisi

b: Ardkosullanmaya bagli anlamli farklilik (p<0.05)
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5.4. I/R ile goriilen aritmi degerlendirmesi

I/R+IPostC (3,86+1,23) grubunda goriilen reperfiizyondaki ventrikiiler
ekstrasistol sayilart /R (25,29+8,65) grubuna gére anlamli azaldu.
Reperfiizyondaki ventrikiiler tasikardi insidansi da I[/R+IPostC grubunda (% 14,3)
I/R (% 51,9) grubuna kiyasla anlamli azaldi.

Tablo 1: Reperfiizyon sirasinda gbzlemlenen ventrikiiler atim sayilar1 ve tasikardi

insidanslari

a: /R’ ye gore anlaml farklilik (p<0.05)

Reperfiizyonda goriilen Reperfiizyonda

1
Gruplar ventrikiiler ekstrasistol  ventrikiiler tasikardi
sayilari insidansi
(%)
I/R 25,29 + 8,65 51,9
I/R+IPOSTC 3,86 +1,23" 14,3°
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6. TARTISMA

Calismamizin sonuglarina gére proapoptotik gen Fas, Faslg ve Gadd45a
I/R ile anlamli artarken; antiapoptotik gen kaspaz 2 ve miRNA-139-3p seviyeleri
anlamli azaldi. Oksidatif stres gostergesi MDA, I/R ile anlamli artti. IPostC

tedavisi IR ile olusan bu degisiklikleri azaltti.

Dokularin reperfiizyon ile oksijenlenmesinden kaynaklanan asirt ROS
miktarlari, I/R hasarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynar. En 6nemli hiicresel
ROS kaynaklart NOX ve mitokondridir (79). NOX’ lar biyolojik membranlarda
elektron transferini saglar ve ROS iiretir (80). MiRNA-139-3p’ nin hedefi olan
NOX2 olarak da bilinen bir nekroz gostergesi olan Cybb geni I/R’ ye yanit olarak
artar. Boylece ROS firetimine ve buna bagli miyokard hasarma katkida bulunur
(81). Bir ¢alismada, Cybb eksik kalplerde reperfiizyon sonrasi oksidatif stres
azalmigtir (82). Kalpte miyosit kasilmasi, kardiyak biiylime ve aritmojenez de
dahil birgok fizyolojik ve patolojik siiregte 6nemli rol oynayan miRNAlarin (83),
son zamanlarda MI patofizyolojisine katildig: bildirilmistir (74). Bu ¢alismada,
mMiRNA-139-3p I/R ile stres kosullarinda azalirken, IPostC ile anlamli artt1. Varga
ve ark. (84)’ nin ¢alismalar1 kardiyoproteksiyon ile genel olarak iligskilendirilen
miRNAlar1 hem IPC hem de IPostC uygulamasiyla tanimlayan calismalarinda,
MIRNA-139-3p bizim c¢alismamiza benzer sekilde I/R ile azaldigini ortaya
koymuslardir. Ayni c¢alismada mMIRNA-188, miRNA-532-3p, miRNA-125b,
miRNA-139-3p ve miRNA-320’ nin apoptotik sinyalizasyonun diizenlenmesinde
rol oynarak I/R hasarinda 6énemli terapotik hedefler olabilecekleri gosterilmistir.

Bagka bir c¢alismada, gegici orta serebral arter tikanikliginda potansiyel olarak
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Cybb ve NOX4 genlerini hedef alan miRNA-139 azalmistir (77). Ayrica, miRNA-
139 kardiyomiyosit otofajisinin diizenlenmesinde rol oynayan Fox1 proteinini
azaltmistir (85). Bu nedenle miRNA-139-3p’ nin, Cybb ve FoxO1 gibi nekroz ve
otofaji  genlerinin  protein  ekspresyonlarin1  diizenleyerek  IPostC’  nin

koruyuculuguna katkida bulunabilecegi ileri siiriilebilir.

Bir hiicrenin yasamin1 veya oliimiinii modiile edebilme yetenegi, gii¢li
terapotik potansiyeli ile iliskilidir. Programli hiicre 6liimii anlamima gelen
apoptoz, normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin gelisimi ve isleyisi gibi
cesitli islemlerin hayati bir bileseni olarak kabul edilir (86). Apoptoz siireci iki
ana yoldan meydana gelir: intrinsik yol, kaspazi aktive eden mitokondri ile
ilgiliyken, ekstrinsik yol timor nekroz faktoriiniin (87) aktivasyonu ile iliskilidir.
Bu ¢alismada Fas, Faslg ve Gadd45a proapoptotik genlerinin seviyeleri I/R ile
yiikseldigini, antiapoptotik gen kaspaz 2’ nin I/R ile azaldigin1 ve IPostC’ nin bu

genlerin seviyesindeki degisiklikleri iyilestirdigini bulduk.

Fas ve Faslg, tiimor nekroz faktor siiper ailesinin iiyeleridir ve Faslg’ nin
birincil islevi, Fas’ a baglanarak apoptozun indiiklenmesidir (88). Zhao ve ark.
(89), akut MI’ It hastalarda artan Fas ve Faslg plazma konsantrasyonlarinin,
perkiitan koroner girisim IPoStC protokolii tedavisiyle azaldigini gostererek,
Fas/Faslg sisteminin akut MI’ da apoptoz seviyelerinin tespitinde 6nemli bir
biyobelirteg olabilecegini bildirmistir. I/R hasarindan sonra, Fas mRNA’ s1 ve
yetiskin sican kardiyomiyositlerindeki protein seviyelerindeki artis morfin
farmakolojik IPC ile 6nlenmistir (90). Serum Faslg seviyelerinin kronik kalp

yetmezliginde progresyon oraninda arttigi bildirilmistir (91). Plazma Faslg
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diizeyinin koroner kalp hastalarinda (92) ve akut MI’ da arttig1 gosterilmistir.
Yiiksek doz glukoz - insiilin - potasyum tedavisi ile enfarktiislii hastalarda Faslg
diizeylerinde anlamli bir disiis saglanmistir (93). Stres kaynakli bir protein olan
Gadd45a, Hela hiicrelerinde apoptozu indiikleyen Bim ve Bcl-2 etkilesimini
artirarak mitokondri aracili hiicre 6liimiine katkida bulunur (94). Bununla birlikte
Gadd45a, otofaji geni Beclinl ve fosfatidilinositol 3-kinaz arasindaki etkilesimi

diizenleyerek otofajiyi inhibe edebilir (95).

Zamaninda ve etkili reperfiizyon tedavisi, STEMI” 1 hastalarin tedavisinde
kritik bir rol oynamaktadir. Reperfiizyon sirasinda miyokardin fonksiyonu
bozularak reperfiizyon aritmileri ortaya ¢ikabilir. [PostC’ nin ciddi reperfiizyon
aritmilerini 6nlemede faydali olabilecegi konusunda hayvan (53, 54) ve insan (48)
caligmalarindan kanitlar vardir. Spannbauer ve ark. (96), IPostC’ nin
mikrovaskiiler tikaniklik ve miyokard 6demi tizerindeki yararli etkilerinin R
genliginin diizelmesi ve ST-segmentinin ayrismasi ile agiklanabilecegini
belirtmistir. Yine ayni ¢alismada iskemiyle indiiklenerek uzatilmis QT zamaninin
[PostC’ den sonra gecici olarak kisaldig1 gosterilerek IPostC’ nin antiaritmik etkili
olabilecegi bildirilmistir. Calismamizda da benzer sekilde [PostC uygulamasiyla
reperfiizyonda goriilen ventrikiiler ekstrasistol sayilar1 ve tagikardi insidansi

anlamli azaldi.

Kardiyovaskiiler patofizyolojide onemli bir oksidatif stres biyobelirteci
MDA’ nin melatonin ile anlamli azaldig: bildirilmistir (97). Baska bir ¢alismada
ise kardiyotoksik doksorubisin verilen pinealektomili siganlarda melatonin

uygulamasiyla MDA seviyeleri anlamli azalmistir (98). Sevofluran farmakolojik
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IPostC uygulamasi ise hiicre ici MDA ve ROS seviyelerini azaltmistir (99). Zhang
ve ark. (100) sican modellerinde IPostC’ nin; miyokarddaki MDA diizeyini
azaltip, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini
artirdigim1  ve miyokarddaki oksidatif hasara karsi koruyucu oldugunu
gostermislerdir. Wu ve ark. (101)’ nin ¢alismalarinda butorfanol farmakolojik
IPostC’ s1 nekroz alami ile MDA ve miyeloperoksidaz diizeylerini anlamli
azaltmistir. Benzer sekilde calismamizda da MDA, I/R’ de artarken IPostC
uygulamasi ile azalma egilimi gésterdi. Bu durum, IPostC’ nin oksidatif hasari

hafifletebilecegini gostermektedir.

Sonug olarak;

Proapoptotik genler Fas, Faslg ve Gadd45a artisi, antiapoptotik gen
kaspaz 2 diizeyinin ve apoptotik yolakta etkili miRNA-139-3p’ nin azalmasi I/R

hasarinda 6nemli rol oynayabilir.

IPostC uygulamasinin Fas, Faslg, Gadd45a ve kaspaz 2 ve miRNA-139-3p
diizeylerindeki I/R kaynakli degisiklikleri dnleyerek apoptozu kontrol edebilecegi
diisiiniilebilir. Apoptoza aracilik eden bu genlerin diizenlenmesi kardiyoprotektif
[PostC’ nin koruyuculugunda 6nemli bir rol oynayabilir. Nekroz - apoptoz ile
iligkili  miRNA-139-3p> nin tedavi basarisinin  degerlendirilmesinde

kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

[PostC uygulamasi reperfiizyondaki, ventrikiiler ekstrasistol sayisi ve
tasikard1 insidansini azaltabilir, reperfiizyon aritmilerinde koruyucu olabilir.
Gen diizeylerinin protein ekspresyonlar1 ile dogrulanamamis olmasi

calismamizin kisit1 olarak diisiintilebilir.
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