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OZET

Agascioglu, E. Akut hipobarik hipokside yashh ve gen¢ sigcan kalp
kasinda oksidatif hasar. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiusu Spor Bilimleri ve Teknolojisi Doktora Tezi, Ankara, 2007. Bu
tez calismasinin hedefi; 1) akut orta siddetli (6000m) ve siddetli (8000m)
hipobarik hipokside yasli ve geng sigcan kalp kasinda olusan oksidatif hasari;
2) yash siganlarda gencg sicanlarinkine goére miyokardiyal oksidatif hasarin,
orta ve siddetli hipobarik hipokside, nasil olacagini; 3) dnceden akut orta
siddetli hipobarik hipoksiye tabi tutulan yash ve gen¢ sican kalp kasinin
sonradan siddetli hipobarik hipokside olusan oksidatif hasara karsi koruma
gelistirip geligtiremeyecegini arastirmaktir. Bu nedenle galismamizda yasli
(20 ay) ve genc (4 ay) Wistar Albino siganlari kullaniimistir. Siganlar 6000m,
8000m ve 6000+8000m akut hipobarik hipokside 6 saat tutulmus ve kalp kasi
oksidatif hasari ve Hsp72 dizeyleri incelenmistir. Oksidatif hasar
parametreleri olarak PCO, AOPP, LHP, T-SH ve P-SH duizeyleri
saptanmigtir. Oksidatif hasar parametreleri genel olarak her bir ylkselti
seviyesinde yash sigcanlarda geng siganlarinkine gore daha yuksek olarak
bulunmustur. Diger taraftan hem yash hem de geng sigan gruplarinda genel
olarak yukselti seviyesi arttikga PCO, AOPP, LHP dizeyleri de artmistir.
T-SH ve P-SH duzeyleri ise yagh ve geng siganlarda yukselti seviyesi
arttikga azalmistir. Hsp72 dlzeyinde ise gruplarda herhangi bir artis
saptanmamistir. Bulgularimiz yaslilarin miyokard dokusunun genel olarak
serbest radikal hasarina daha yatkin olabilecegi gorusunu desteklerken, akut
hipobarik hipoksinin yaglilarda ekstra oksidatif hasara neden olabileceqgi
goérusunu desteklememektedir. Ayrica Hsp72 bulgularimiz, 6000m hipobarik
hipoksi kosulunun yasl ve gen¢ sigcanlarda Hsp72 indiksiyonunu

uyarabilecek kadar siddetli bir stres olugturmadigi yonundedir.

Anahtar Kelimeler: Akut hipobarik hipoksi, yasli, kalp kasi, oksidatif hasar,
Hsp72
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ABSTRACT

Agascioglu, E. Old and young rats' heart muscle oxidative damage in
acute hypobaric hypoxia. Hacettepe University Institude of Health
Sciences, Ph.D. Thesis in Sport Science and Technology, Ankara, 2007.
This thesis was aimed at researching 1) the level of old and young rats heart
muscles oxidative damage in the situation of acute mild (6000m) and acute
severe (8000m) hypobaric hypoxia; 2) under the condition of either acute
mild or severe hypobaric hypoxia how would the old rats myocardial oxidative
damage level be comparing to young rats myocardial oxidative damage; 3)
whether or not young and old rats heart muscles, under severe hypobaric
hypoxia condition, would develop protection against oxidative damage if they
would go under mild hypobaric hypoxia situation before going to severe
hypobaric hypoxia. In the present study 20 month-old Wister Albino rats were
considered as old and 4 month-old Wister Albino rats were considered as
young. Young and old rats were exposed to 6000m, 8000m and
6000+8000m acute hypobaric hypoxia for 6 hours. Heart muscles oxidative
damage parameters (AOPP, PCO, LHP, T-SH, P-SH) and Hsp72 levels were
determined. In general, oxidative damage parameters were found to be
higher in old rats’ heart muscles than young rats’ hearts muscles on each
altitude level. Besides, either young or old rats’ heart muscles AOPP, PCO,
LHP levels illustrated increments in parallel to the inclining levels of altitudes.

T-SH and P-SH levels exhibited decrements in opposite to the
increasing levels of altitudes. There was no change in Hsp72 level across all
the groups. Our findings support common belief that older myocardial tissue
is more prone to oxidative damage than younger myocardial tissue, but
contrary to common belief acute hypobaric hypoxia could not cause an extra
oxidative damage to old rats’ heart muscle. Moreover, Hsp72 result
demonstrated that 6000m acute hypobaric hypoxia could not create enough

stress to stimulate Hsp72 induction.

Key Words: Acute hypobaric hypoxia, old, heart muscle, oxidative damage,
HSP72
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1. GIRiS

Yaglanma, yasam surecinin dogal bir sonucudur. Yaslanma surecinde
metabolizmada ¢ok sayida geridonusumsuz degisiklikler olusmaktadir.
Bunlarin en onemlilerinden birisi de metabolizma sirasinda olusan reaktif
oksijen ve nitrojen tlrevlerinin DNA, RNA, lipitler ve proteinlerde yol actigi
hasar Urlnlerinin birikmesidir (11,27). Yaslanmayla redoks dengesi zaman
icinde birikimsel olarak bozulmakta ve metabolizmada daha c¢ok serbest
radikal olugsmaktadir (27,127). Diger taraftan metabolizmay ¢esitli streslere
kargl koruyan adaptif mekanizmalar yasl hayvanlarda gen¢ hayvanlardakine
go6re azalma gostermektedir (34,35,45). Bu nedenlerle yaslilar serbest radikal
hasarina kargi daha agik durumda bulunmaktadir. Nitekim yasl siganlarda
geng siganlara gore daha yuksek duzeyde radikal hasari tespit edilmis olup
(51,127), bu hasar dzellikle kalp, beyin, akciger ve diyafram kasi gibi oksijen
ihtiyaci daha fazla olan dokularda daha belirgin olarak gézlenmistir (7,82).

Organizmada yaglanma disinda gesitli fizyolojik ve fizyolojik olmayan
kosullar da serbest radikal olusumunu artirabilir. Genellikle artmis oksijen
tiketiminde karsimiza ¢ikmasi beklenen serbest radikal Gretimindeki artis,
paradoks gibi gozukmekle beraber, metabolizmanin normal kosullardan daha
duguk oksijen derigimine maruz kalmasi durumlarinda da artmaktadir (158).
Hipobarik hipoksi bu durumlara bir oOrnektir (158). Hipokside gerek
mitokondride gerekse ekstramitokondriyal yollardan sentezlenen serbest
radikal dizeyinde artis oldugu belirtiimektedir (2,115,158). Hipoksiye ilk
adaptasyonda hizli bir gekilde NO sentezlenmektedir (95,97,159). NO bir
taraftan HIF1a transkripsiyon faktorunu aktive ederken, diger taraftan da
oksijen radikallerinin sentezini artirmaktadir. Oksijen radikalleri hipoksiye
uyum esnasinda HIF1a’nin ortamda daha uzun sureli olarak kalmasini saglar
(18,140). Fakat olusan serbest radikaller hucrede lipit, protein ve DNA
hasarlarina neden olmaktadir (2). Cesitli streslere kargi sentez hizi artan
stres proteinleri (6rn. Hsp90, Hsp70) hem HIF1a’nin aktivasyonunda rol
alirken, hem de hucre iginde hasar gormus proteinlerin onariminda ve

sentezinin artirilmasinda rol alir (6,20,105). Hipobarik hipokside artan serbest



radikal sentezi bir taraftan organizmanin hipoksik kosullara uyumunu temin
ederken, diger taraftan cesitli radikal hasarlarina neden olmaktadir.

Normal yasamda insanlarin énemli bir kismi gesitli nedenlerle hipoksi
kosullarina maruz kalabilmektedir: Bunlar igerisinde en ciddi risk grubunu
savas pilotlar olusturmaktadir. F-16 ucaklarinin ve helikopterlerin kabin igi
basinci ayarlanmamistir. F-16 pilotlari ylksek irtifalarda hipobarik hipoksinin
etkilerinden korunmak igin gaz maskesi kullanmaktadirlar. Fakat ucgus
esnasinda yaptiklari ani manevralar yer ¢ekimi 'G’ etkisini yaratmakta ve bu
etki F-16 pilotlari icin akut ve kisa sureli hipoksi kosulunu olusturmaktadir.
Helikopter pilotlarinda ise kabin i¢i basing ayari bulunmamasi yani sira gaz
maskesi de kullaniimamaktadir. Ozellikle helikopter pilotlarinin intiyaca bagl
olarak yuksek irtifalarda ugtuklari géz onune alindiginda, dogrudan akut
hipobarik hipoksiye maruz kadiklari gorulmektedir. Bu durumda serbest
radikal Uretimine bagl olarak kisa ve uzun vadede savas pilotlarinda bazi
ciddi metabolik problemler olmasi kaginiimazdir.

Akut hipobarik hipoksinin risk olusturdugu bir diger grup da yuksek
rakimda bulunan yerlesim yerlerine is seyahati amaciyla giden, rekreasyon
amacl yurayus, kamp ve dag sporlari yapan kisilerden olusmaktadir. Nitekim
sozu edilen kosullar, farkinda olmadan bir ¢ok kigiyi akut dag hastaligi (ADH)
riskine sokmaktadir. ADH bas donmesi, mide bulantisi ve yorgunluk gibi
belirtiler gdstermekte ve bu belirtilerin bir ¢ogunun organizmada ani ve
yuksek miktarda serbest radikal olusumundan kaynaklandigi ileri
surulmektedir (130,131). Hipobarik hipoksiye maruz kalan bir diger grup da
ticari ugaklarda yolculuk yapanlardir. Ticari ugaklarin kabin igi hava basinci
1530-2440m ye (5000- 8000 feet) gore ayarlanmistir. 2440m deki atmosferik
hava basinci 565mm Hg (75 kPa) dir. Bu deger 118mm Hg (15.7 kPa) PO
ye denk gelmektedir (137). Bu durumda hava yolculuklari normalden daha
dusuk oksijen derisiminde gerceklesmektedir. Boylece, basta akciger
hastalari (140) olmak Uzere, ¢ocuklar ve hamile kadinlar ugus esnasinda
belirli bir saghk riski altindadirlar. Nitekim kronik obstruktif akciger
hastalarinda normal kosullarda bile perifer kaslarinda ylksek miktarda
serbest radikal olusmaktadir (77). Risk altinda olan bir diger grup da



yaslilardir. Ozellikle yash nifusun ve ortalama yasam siresi beklentisinin
gelismis ulkelerde giderek artmasi, doga sporlarinin populerlik kazanmasi,
emeklilik nedeniyle artan serbest zamanlarini seyahat ve rekreasyonel
aktivitelerle geciren yasli sayisindaki artisi beraberinde getirmektedir. Ote
yandan, mevcut literatirde bu konuda bir ¢alisma bulunmamakla beraber,
akut hipobarik hipoksiye uyum esnasinda organizmada gozlenen serbest
radikal hasarinin yasglilarda daha dramatik sonuglar vermesi beklenebilir.
CunkU yaslanmayla oksijen radikalleri ile antioksidan enzim mekanizmasi
arasindaki denge giderek bozulmaktadir (100). Diger taraftan yaslilarda
hipobarik hipoksi galismasi genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikan ve hipoksi
kosullarinin yarattigi etkiye benzerlik gosteren Huntington (100), alzheimer
(100,120), aterosklerozis (24) gibi hastaliklarin etyolojisinin aydinlatiimasina
da katkida bulunacaktir. CUnkU bu hastaliklarin olusumunda ve/veya
gelisiminde serbest radikallerin dnemli rol aldigi bilinmektedir. Ayrica cesitli
stres kosullari kargisinda sentezi artan ve dokuda koruyucu rol ustlenen stres
proteinlerinin induksiyonu yaslilarda onemli dl¢ide azalma gostermektedir
(122,123). Bltin bunlar géz 6nune alindiginda yaslilarda akut hipobarik
hipoksi kogullarinda ortaya ¢ikan serbest radikal hasarinin ortaya konmasinin
ayri bir 6nemi oldugu gorulmektedir. Bu tez galismasinin birinci amaci yagh
ve geng siganlarda akut orta siddetli ve siddetli hipobarik hipoksinin yol actigi
oksidatif hasari arastirmaktir. Bu amacla, 6zellikle oksijen ihtiyaci fazla olan
ve yasamsal dnemi olan kalp dokusu incelenecektir. ikinci amaci ise yasli
si¢canlarda geng¢ siganlarinkine gore miyokardiyal oksidatif hasarin, orta ve
siddetli hipobarik hipokside, nasil olacagini arastirmaktir.

Calismalar sicak soku proteinleri sentezinin 6énceden induklenmesinin
hidcreyi sonraki daha ciddi strese kargi koruyarak direncini artirdigini
goOstermektedir. Hucrelerin dnceden sicak sokuna maruz birakilmalari daha
sonraki olumcul sicak soku stresine kargi direng kazanmalarini saglamistir
(89). Bu termal direng artisinin htcrelerdeki Hsp72 miktarindaki artis ile
dogrudan alakali oldugu tespit edilmistir (89,90). Onceden sicak soku veya
egzersiz ile induksiyonu artirilmis miyokard Hsp72 kalp hucrelerini iskemi-

reperflUzyon sonrasi olusabilecek hasara karsi korudugu Dbildirilmigtir



(34,88,93). Bu calismalar capraz tolerans olarak da adlandinidigi gibi,
herhangi bir nedenle induklenmesi artan stres proteinlerinin, bagka bir stresle
ortaya ¢ikan hasar karsgisinda yer aldigi dokuyu korudugunu gostermektedir.
Akut hipobarik hipokside ortaya c¢ikan doku hasari ile iskemi-reperfizyon
sirasinda ortaya c¢ikan hasar kargilastirildiginda her ikisinin de serbest
radikallerden kaynaklandigi goértlmektedir (87,122,123,160). Keza, akut
hipobarik hipoksinin gen¢ deney hayvanlarin kalp kasi da dahil olmak Uzere
cesitli dokularinda Hsp72 diuzeylerini artirdigi gosterilmistir (96). Bu nedenle,
onceden akut orta siddetli hipobarik hipoksiye maruz birakilan sigan kalp
dokusunun sonradan akut siddetli hipobarik hipoksi kosulunda olusan
oksidatif hasara kargi daha dayanikli olmasi beklenir. Bu tez ¢alismasinin
uclncu amaci da, dnceden akut orta siddetli hipobarik hipoksiye tabi tutulan
yasli ve geng sican kalp kasinin sonradan siddetli hipobarik hipokside olusan

oksidatif hasara karsl koruma gelistirip gelistiremeyecegini arastirmaktir.

Soru 1: Akut orta ve siddetli hipobarik hipoksi yasli ve geng si¢anlarda
myokardiyal oksidatif hasara yol agar mi?

Hipotez 1: Gerek orta ve gerekse siddetli akut hipobarik hipoksi yasli
ve geng sicanlarda myokardial oksidatif hasara yol agar ve bu hasar siddetli
hipobarik hipokside her iki yas grubunda da daha fazladir.

Soru 2: Akut hipobarik hipoksi kosullarinda olusan miyokardiyal
oksidatif hasar yagl sicanlarda geng siganlarinkine gore daha fazla midir?

Hipotez 2: Gerek orta ve gerekse siddetli akut hipobarik hipokside
olusan miyokardiyal oksidatif hasar yasl siganlarda geng siganlarinkine gore
daha fazladir.

Akut orta siddetli (6000m) ve siddetli (8000m) hipobarik hipoksiye
maruz birakilan yasl ve geng siganlarin miyokard dokusu AOPP, PCO, LHP,
T-SH, P-SH duzeyleri tesbit edilerek bu hipotezler test edildi.



Soru 3: Yash ve geng sicanlarin dnceden akut orta siddetli hipobarik
hipoksiye tabi tutulmalari, akut siddetli hipobarik hipoksi kosullarinda
miyokard hucrelerinde olusan radikal hasari azaltir mi?

Hipotez 3: Onceden akut orta siddetli hipobarik hipoksiye tabi tutmak,
yasli ve geng sicanlarin miyokard hicrelerinde akut siddetli hipobarik hipoksi
kosullarinda olusan radikal hasarini azaltir. Bu azalma gencglerde daha
belirgindir.

Bu amagla akut orta siddetli hipobarik hipoksiye maruz birakilan geng
ve yasl siganlar, 24 saat sonra akut siddetli hipobarik hipoksiye maruz
birakildilar. Geng ve yash si¢anlarin miyokard dokusu AOPP, PCO, LHP, T-
SH, P-SH ve Hsp72 duzeyleri, daha once 6000m ye maruz birakilmadan
dogrudan 8000m de kalan sicanlardan elde edilen ayni verilerle

karsilastirilarak bu hipotez test edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Yapilarinda eglesmemis elektron igeren atom veya molekuller serbest
radikal olarak tanimlanir. Biyolojik serbest radikaller genellikle olduk¢a reaktif
ve dayaniksiz olup bulunduklari ortamdaki molekillerle reaksiyona girerek
oksidatif hasar olustururlar. Serbest radikaller normal metabolik reaksiyonlar
araciligi ile olusabildigi gibi ultra viyole, iyonizasyon gibi radyoaktif etkenlere
bagli olarak da meydana gelmektedir (1,2,27-29,70-72). Organizmada
superoksit, hidroksil gibi serbest radikallerin (Sekil 2.1) yani sira hidrojen
peroksit, singlet oksijen gibi prooksidanlar da mevcuttur. Prooksidanlar
radikal olmayip radikal olusumuna onculik eden molekullerdir. Serbest
radikaller metabolizmada mitokondri ve mitokondri harici ‘ekstra mitokondri’
yollarla 6rnegin oksijenaz enzimleri (ksantin oksidaz, NADPH oksidaz,
siklooksijenaz, miloperoksidaz, glikoz oksidaz, lipooksijenaz ve nitrik oksit
sentaz) araciligi ile olusmaktadir (1.2). Metabolizmadaki serbest radikaller ve

prooksidan kaynaklari tablo 2.1’de verilmistir.

O,+e > 0y

Oy +2e +2H" > H,0,

Oy+ 3e” + 3H" > H,0 + OH

O, + 4e + 4H" > 2H,0 (aerobik atmosfer)
Oy + 0y +2H" 2 O+ H,0,

O, + H, O, > O, + OH + OH

M™ + H,0, & M™ + OH + OH

Sekil 2.1. Molekiler oksijen ve ROS olusumu (2)

Organizmada radikal olugsumu, metabolik agidan olumsuz sonuglar
dogurmasina ragmen oksijen aerobik yagsam igin kaginilmazdir. Bu nedenle
yasamini oksijen tuketimine dayali olarak devam ettiren her canli molekuler
oksijenin kullanimindan kaynaklanan reaktif oksijen turevleri (ROS) ve reaktif
nitrojen turevlerinin (RNS) direkt etkileri ile bunlarin getirdigi ikincil metabolik
degisimlerden etkilenmek durumundadir. Serbest radikallerin olusumu

sadece hipoksi veya hiperoksi gibi oksijenin metabolik agidan normalden az



veya fazla oldugu kosullarda degdil ayni zamanda oksijen tliketiminin fizyolojik
ve metabolik olarak normal oldugu normoksi kosullarinda da
gerceklesebilmektedir (2,83,144,145). Canlilar ROS ve RNS ile basa
cikabilecek antioksidan enzim sistemlerine (SUperoksit dismutaz, Katalaz ve
Glutatyon peroksidaz gibi) ve enzim disi ‘non-enzimatik’ islevleri olan bazi
metabolik yollara (Protein-SH, GSH (44) gibi) sahiptirler. Antioksidan
savunma mekanizmalari birbirlerine uyumlu sekilde calisirlar. Ornegin
antioksidan enzimler inaktive olmussa veya calisamayacak sekilde hasar
gbérmulsse, artan oksidatif strese bagh olarak organizmada hasar meydana
gelmektedir (73). Radikallerin neden oldugu DNA, protein ve lipit hasari
hemen her zaman etkin bir sekilde engellenememektedir. Oksidatif hasara
ugramis DNA ve bazi okside proteinler ¢gok az da olsa kismen onarilabilirken
digerleri mitokondriyal hasar, hicre 6limu ve hatta doku hasarina kadar

giden énemli fizyopatolojik olaylara neden olabilmektedir (2, 147-149).

Tablo 2.1. Serbest radikaller, 6zellikleri ve organizmadaki kaynaklari (2)

ROS/RNT Sembol | Serbest Omir | Kaynag!
Radikal

Slperoksit 02~ E 10° sn | Mitokondri, kalpdamar sistemi
Hidrojen H,0, H Sabit Hucre igi reaksiyonlar
Peroksit
Hidroksil ‘OH E 107 sn | Fenton reaksiyonu
Radikali
Peroksil ROO E 1sn Lipit, protein, seker gibi

molekdllerin oksidatif hasari
Nitrik Oksit NO H Mitokondri, endotel hiicreler
Peroksinitrit ONOO" | H 107 sn | Siiperoksit ve nitrik oksit
Singlet 0, H 10®° sn | Kimyasal reaksiyonlar sonucu
Oksijen
Ozon O3 H Sabit Atmosfer




2.2. Hipoksi ve Serbest Radikaller

Hipoksi, ortamdaki oksijen konsantrasyonunun az olmasi veya ortam
normal oksijen konsantrasyonunda iken dokuya her hangi bir nedenle yeteri
kadar oksijen tasinamamasi ya da organlarin mevcut oksijeni
kullanamamasindan ileri gelmektedir (59,60). Hipobarik hipoksi ise kana
gecen oksijen miktarinda azalma durumudur. Akcigerlerdeki oksijen
basincinin dusuk olmasi, gaz degisim alaninin daralmasi, akciger hastaligi
ve yukseltiye maruz kalma hipobarik hipoksi nedenlerindendir. Ayrica hipoksi
cesitli kimyasallar (toksik ajanlar) veya yasami tehdit eden kosullarda (yangin
vb gibi) da karsimiza c¢ikabilmektedir. Hipoksinin nedeni ne olursa olsun
yasamini oksidatif fosforilasyonla idame ettiren organizmalar igin
metabolizmada oksijen derisimini normal seviyede tutmak hayati 6nem
tasimaktadir. Clnkl oksidatif fosforilasyonda c¢ok hucreli organizmalar bir
taraftan yasam igin gerekli enerjiyi temin ederken diger taraftan son trin olan
dort elektronu indirgeyerek su Uretirler (Sekil 2.1). Bu nedenle ¢ok hucreli
organizmalar i¢in hipoksiye uyumun kritik bir anlami vardir. Hipokside hucre
ve organizma dlzeyinde birgcok degisimler yasanir. Organizma duizeyinde
hiperventilasyon, eritrosit Uretimi artmasi, kilcal damar olusumu gibi uyum
mekanizmalari geligtirilirken, hlcre dizeyinde oksidatif fosfarilasyondan
anaerobik glikolize gecis, hucre icine daha ¢ok glikoz alimi ve hipoksi uyaran
transkripsiyon faktérl sentezinin artmasi gibi degisimler gdézlenmistir
(22,59,60).

Metabolik acidan hipoksiye ilk uyumda hizli bir gekilde NO
olusmaktadir (95,99,136). NO bir taraftan HIF1a transkripsiyon faktorana
aktive ederken diger taraftan oksijen radikallerinin olusumunu artirmaktadir.
Oksijen radikalleri hipoksiye uyum esnasinda HIF1a’nin ortamda daha uzun
kalmasini saglar (18,140). Ayrica serbest radikaller ile ilintisi olan ve hipoksi
kosullarina benzer etki gosteren bazi hastaliklarin mekanizmalarinda HIF1a
transkripsiyon faktorinin etkin oldugu ifade edilmektedir (139).

Hipokside reaktif oksijen tarleri (ROS) mitokondri ve ekstra

mitokondriyal yollardan (oksijenaz enzimleri araciligi ile) olusmaktadir.



Bilindigi gibi aerobik respirasyonun son basamaginda indirgenen elektronlar
ortamdan oksijen ile uzaklastiriimaktadir. Fakat ortamda oksijen yeteri kadar
bulunmadiginda elektronlar birikir ve oksijen radikallerini olusturur. Bu
nedenle hipokside mitokondri, oksijen radikali Uretme merkezi haline
gelmektedir. (22,42,97). Sigan karacigerinde yapilan bir ¢calismada siddetli
hipoksi kosullarinda teneffis edilen oksijenin % 50’sinin sUperoksit anyonunu
olusturdugu belirtiimektedir (47). Mitokondride ROS olusumu bir yada daha
fazla mitokondriyal kompleksin otooksidasyonu sayesinde olusabilir (76).
Hipokside mitokondri kompleks |, II veya IlI'nin bloke edilmesinin ROS
olusumunu azalttigi belirtilmistir (23)

Hipokside diger ROS olusum kaynag! ise oksijenin substrat olarak
kullanildig1 ekstramitokondriyal yollardir (2). Hipokside ATP azalmasina bagli
olarak ATP-Ca™ kanallari yetersiz galisir. Ortamda Ca*" birikmesine neden
olur ve bdylece Ca’™ bagimli proteazlar aktive olarak ksantin dehidrogenazi
ksantin oksidaz’a donusturtr. Ksantin oksidaz urik asidin pargalanmasini
katalizler ve superoksit olusur (106). Hipokside artan katekolaminlerin
otooksidasyonu da superoksit radikalini olusturur (9). Yine hemoglobin ve
miyoglobinin otooksidasyonu sitosolik NADH artisina neden olmaktadir.
Calismalar ksantin oksidaz (58,63,74) ve NADPH oksidazin (58,107,112,128)
yetersiz miyokard fonksiyonu sirasinda suUperoksit radikal olusumunu
artirdigini gostermektedir. Ateroskleroz gibi damar daralmasina yol agan
rahatsizliklar dokuda hipoksik kosullara benzer bir etki yaratmaktadir (24).

Oksijenin bilinen butin bu metabolik yollarina ragmen hipokside hangi
yolun daha etkin bir sekilde radikal olusumunda rol aldigi tam olarak
bilinmemektedir. Fakat calismalar hipokside mitokondrinin daha etkin

oldugnu gdstermektedir (22,23).
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2.3. Yaslanma ve Serbest Radikaller

Serbest radikal teorisine gore yaslanmanin en énemli nedenlerinden
birisi, yas ilerledikgce metabolizmada ROS ve RNT olusumunun artmasi ve
bunlarin  makro  moleklllerin  modifikasyonuna neden  olmasidir
(11,26,148,149,159). Aslinda yashlikta redoks homeostazindaki denge
kaybolmaktadir. Bir yandan antioksidan enzim mekanizmasi yeterince islev
gbrememekte, diger yandan ilerleyen yaslarda hucrede daha ¢ok radikal
olusumu s6z konusu olmaktadir. Normal aerobik kosullarda mitokondride %
1-5 arasinda elektron kagcagindan dolayi superoksit (O2) radikali olusurken
bu miktar yashlikta artmaktadir (119,147,148). Artan radikal miktari bir
taraftan mitokondri 6limune neden olurken diger taraftan hicredeki kalan
mitokondrilerin is yukinu daha da artirmaktadir. (11,61,140). Yash dokuda
olusan serbest radikaller DNA, protein ve lipitlere hasar vermektedir
(118,126,127). Hasar gérmus bu yapilarin yasli dokularda birikmesi kalp-
damar hastaliklari, kanser, immune sistemin fonksiyon kaybi gibi vicuda
yikim getiren rahatsizliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(19,51,63,102,107). Hungtington (100), Alzheimer (100,120), Atherosklerozis
(19,24,63) gibi genellikle ileri yaslarda ortaya c¢ikan ve hipoksi kosullarina
benzer Ozellikler gosteren hastaliklarin ana mekanizmalarinin altinda yatan
nedenin de radikaller oldugu bilinmektedir. Yash organizmanin hipoksik
kosullara maruz kalmasinda ise karsilasilan oksidatif stresin cok daha fazla

olacagi asikardir.

2.4. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin ROS/RNT veya oksidatif stres
arnleri ile kovalent modifikasyon sonucu olusur (85,146). Protein
oksidasyonunun metabolik acidan negatif sonuclari vardir. Bunlar enzim
aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitor
aktivitesinin kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmig/azalmis yatkinlik,
reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler,
immunojen aktivitesindeki artis olarak siralanabilir (33,146).

Protein oksidasyonun baslica molekuler mekanizmalari PCO olusumu

ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, nitrotirozin, protein
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tiyol (P-SH) gruplarinin kaybu, ileri oksidasyon urlnlerinin olusumu (AOPP),
protein hidroperoksitlerin (PrOOH) olusumu olarak siralanabilir.
Proteinlerdeki amino asitlerin oksitlenmesi ¢ok sayida reaktif tlrevler

ve stabil Urunleri olusturur. Bu amino asitlerden oksidasyona en yatkin

olanlari ve oksidasyon Urunleri Tablo 2.2'de gdsterilmistir.

Tablo 2.2. Oksidasyona yatkin olan amino asitler ve oksidasyon drlnleri (26,27,32,65).

Amino asit

Uriinler

Sistein

Silfenik (Cys-SOH), siilfinik (Cys-SO,H), ya da sulfonik
(Cys-SO3H) tdrevlerin  olusumu igin sulfidril gruplarin
oksidasyonu (Cys-SH)

Bir (intramolekiler capraz bagd) ya da iki protein
(intermolekiler gapraz bag) iginde iki sistein kalintisinin
arasinda dislfit bagin olusmu (Cys-S-S-Cys) ,

Bir sulfidril grubu ve glutatin arasinda miks disulfit baglarin

olusumu (Cys-S-S-glutathion)

Glutamik asit, tirosin, lizin,

I6sin, valin, prolin, izol6sin,

Hidroperoksit

Histidin

2-okso-histidin, asparagin, aspartik asit

Lizin, arjinin, prolin, treonin

Amino asit yan zincirlerinin direkt oksidatif ataga ugramasi

sonucu karbonil tirevlerinin olusumu

Lizin, sistein, histidin

Sekonder modifaksyon reaksiyonlari ile karbonil tirevlerin
olusumu (Proteinlerin karbonhidrat, lipid ve ileri glikasyon

ve lipoxidationson Urtnleri ile reaksiyonlarr)

Metinon Metionin sulfoksit, metionin stlfon

Fenilalanin 2,3-Dihidroksifenilalanin,  2-,3-,4-hidroksifenilalanin, o-
tirozin, m-tirozin

Triptofan 2-,4-,5-,6- ve 7-Hidroksitriptofan, nitrotriptofan, kinlrenin,
formil ve hiroksi kinlirenin

Tirozin 3,4-Dihidroksifenilalanin, tirozin-tirozin ¢apraz baglari, Tyr-
O-Tyr, ¢apraz bagdl nitrotirozin

Arginin Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-amino valerik asit

Glisin Amino valerik asit
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2.5. Protein Karbonil Olugsumu

Amino asitlerin a-karbon veya R vyan zincirlerinin oksidatif
modifikasyonlari ve bu modifikasyonu takiben reaktif oksijen aracili peptit
baginin ayrilma reaksiyonu ile PCO turevleri olugsmaktadir (65). Reaktif
oksijen turevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda bir ¢ok amino asit
(histidin, prolin, arjinin, ve lizin gibi) kalintisinda ve/veya proteinlerin peptit
omurgasinda hasar meydana gelmektedir (31,154).

PCO olusumumunda Fe™ ve Cu™ gibi redoks aktif gegis grubu
metalleri de rol oynamaktadir. Fe™ ve Cu™ iyonlari proteinlerdeki katyon
baglama bodlgelerine baglanarak H,O, ve Oy gibi ROS tirevleri ile
reaksiyona girerler. Boylece proteinler karbonillenir (151). Proteinler
oksidanlara maruz kaldiklarinda birgok kovalent degisiklige ugrar. Bu
degisikliklerden bazilari serbest radikallerin protein molekulleri Gzerine direkt
etkileri sonucu olusabildigi gibi, bazilari da oksidasyon yan udrunlerinin
proteinlere kovalent olarak baglanmasiyla meydana gelir. Proteinlerin radikal
aracili hasari; elektron kaybi, metal-iyon katalizli reaksiyonlar, lipit ve
sekerlerin otooksidasyonu ile baslatilabilmektedir. Bu Urlnlerin  olusum
hizinin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi, proteinler
dahil olmak uzere diger hlcresel molekullerdeki oksidatif modifikasyonlarin
artigina yol acar.

Oksidatif hasara ugramis proteinlerin birikimi sadece protein
oksidasyon hizini degil, ayni zamanda proteinlerin yikilim hizini da yansitir
(26,65). Bu nedenle PCO duzeyinin tespiti protein oksidasyonunu
belirlemede duyarli ve genel olarak kabul goérmus bir yontemdir
(28,29,30,72). Literatirde deney hayvanlari ve insan galismalarinda PCO
dizeyi yaslilarda genel olarak daha yuksek bulunmustur (27,29,50,86). PCO
duzeyi hipoksi kosullarinda da vyaslilardakine benzer gsekilde yuUksek
seyretmektedir (124,132).
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2.6. Protein Tiyol Gruplarinin Oksidasyonu

Serbest radikaller proteinlerdeki tiyol gruplarinin oksidasyonuna yol
acarak oksidatif protein hasarina neden olurlar (12,62,114). Sistein amino
asiti’'nin  (sulfhidril) —SH grubu oksidatif strese oldukga yatkindir. Degisik
mekanizmalarla —SH gruplarinin oksitlenmesi sonucu olusan tiil (-S°) radikali
proteinlerdeki disulfit baglarinin ve merkaptil radikalinin olugsmasina yol acar
(146,151,152). Oksitlenen—SH gruplari proteinlerin kendi yapisinda ve bir
bagka protein ile ¢apraz bag olusturmasina olanak tanir (151,152). Tiyol
gruplarinin disulfitlere ve oksiasitler gibi oksitlenmis tureviere dontsumi
protein oksidasyonunun en erken gozlenebilen belirtisidir (38). Glutatayon ve
sistein gibi biyolojik tiyoller radikallerle indiklenen protein inaktivasyonunu,
ya dogrudan bu radikallerle reaksiyona girerek ya da dolaylh olarak
proteinlerdeki serbest tiyol gruplari ile geri dontsimli badlar olusturarak
Onler (26,37,84,114). Bir antioksidan olarak fonksiyon goOsteren protein
tiyolleri serbest radikallerle reaksiyona girer ve lipitleri radikal hasarindan
korur (146). Boylece vitamin E ve/veya lipitler oksidatif hasardan
korunabilirler (30).

Literatirdeki cesitli kaynaklar serbest radikallerin gerek yaslanmayla
(26-28,40,116,117,104) gerekse hipoksik ortamda P-SH gruplarini
oksitledigini gostermektedir (36,96-98). Yasl sicanlarin iskelet kasinda (28,
kalp, kan plazmasi ve beyin dokusunda (28,29,71) yapilan ¢alismada P-SH
ve T-SH seviyelerinin genglerinkine kiyasla disik oldugu tespit edilmistir.
Hipokside ¢alismalarinda ise soleus kasi P-SH ve T-SH degerleri gerek yasl
sican gruplarinda, gerekse gen¢ sigcan gruplarinda yukseltide azalma

gOstermigtir.

2.7. ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olugumu

ilk kez Wirko-Sarsat tarafindan 1996 yilinda Uremik hastalarin
plazmasinda belirlenmigtir. AOPP ditrozin ¢apraz bagli, disulfit kopralu ve
protein karbonil iceren protein oksidasyon Urunleri olarak tanimlanir (4,156).
Ditirozin (3,3’-ditirozin), sulu ¢ozeltilerde, ortamda hidrojen peroksit varliginda
olusmaktadir (5). Witko-Sarsat ve dig. (1996) AOPP duzeylerinin protein

oksidasyon belirtegleri ile korelasyon goésterdigini tespit etmis ve AOPP’nin
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protein oksidasyonun derecesini belirlemede duyarli bir marker oldugunu
ifade etmistir. Calismalar AOPP’nin MDA’dan daha duyarl oksidatif stres
belirteci oldugunu gostermektedir (49,156). Plazma AOPP duzeylerinin
protein oksidasyonun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon son
arint olan pentozidin dizeyleri ile korelasyon gosterdigi, fakat lipit
peroksidasyon marker’i olan tiyobarbiturik asit ile reaksiyonlasan maddelerle
korelasyon gostermedigi bildirilmistir (49,156).

Literatirde yasli sigcan iskelet kasinda (28,66,70) ve kalp kasinda
yapilan c¢alismalarda AOPP degerleri gen¢ hayvanlarinkine goére daha
yuksek olarak bulunmustur (29,70-72). Hipoksi kosullarinda ise AOPP ile ilgili
sinirh sayida c¢alisma mevcuttur. Bu c¢alismalardan birinde hipoksik
kosullarda insan plazmasinda (121) ve digerinde ise hayvan plazmasinda
(36) yuksek dizeyde AOPP tespit edilmistir.

2.8. Lipit Peroksidasyonu

Doymamis yag asiti (PUFA) iceren hucre zari serbest radikal hasarina
kargl duyarlidir. Lipit peroksidasyonu, lipitlerin 6zellikle hidroksil radikali
olmak Uzere ROS radikalleri tarafindan baglatilan bir dizi reaksiyonlar sonucu
meydana gelir ve hiicre zarinda zincirleme reaksiyon olarak devam eder. ilk
once H* atomu uzaklastiriir ve lipit radikali (L) olusur. Lipit radikalinin
molekuler oksijenle reaksiyona girmesi lipit peroksit (LOO’) radikalini
meydana getirir. Lipit peroksit radikali hicre zarindaki diger doymamis yag
asitleri ile etkilesime girerek yeni lipit radikalleri olustururken kendisi de agiga
cikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) donusurler
(Sekil 2.2). Boylece reaksiyonlar zinciri kendi kendini katalizleyerek devam
eder (135). Lipit peroksidasyonu 6nlenemediginde hicre ve mitokondri
zarlarinda oksidatif hasar meydana gelir. Hlicre zari hasari protein ve DNA
oksidasyonunu artirir ve hepsi birden mitokondriyal hasari ilerletir. Olusan bu
oksidatif hasarlar serisi hucre 6lumu ve/veya doku hasarina kadar gider
(2,143).
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Lipit peroksidasyon tespiti doku hasari ve yaslanma surecinde onemli
oksidatif hasar belirtecidir (8,92,157). Yaslilarda bir lipit peroksit belirteci olan
TBARS (101) ve MDA duzeyi yuksek bulunmustur (103). Yash erkek ve disi
siganlarin kalp kasi (72), plazmasinda (71) ve iskelet kasi (28) LHP duzeyinin
yuksek oldugu bulunmustur. Hipoksik kosullardaki LHP dlzeyi farkh
calismalarda celigkili gbzUkmektedir. Hipokside iskelet kasi lipit
peroksidasyonunda artis tespit edilemezken (10,124) 5500m kronik hipobarik
hipokside ise kalp kasi, akciger, karaciger ve bobreklerde yiuksek dizeyde
MDA saptandidi bildirilmistir (108).

LH+R > L
L+ 0, > LOO
LOO + LH - LOOH

Sekil 2.2. Lipit peroksidasyonu

2.9. Sicak Soku Proteinleri

Sicak Soku Proteinleri (HSPs) htcreyi tehdit eden cesitli stresler
(toksik ajanlar, radikaller, hipoksi, iskemi-reperfizyon, gecgis metalleri gibi)
kargisinda sentezlenmektedir (34,35,73,122,123). HSPs hicre
homeostasisini ve hlcreyi akut streslere kargi korumaktadir. HSPs cgesitli alt
gruplardan olusmaktadir: 8-32kDa, 50-60kDa, 70kDa, 90kDa ve 100kDa ve
ustl. Bu proteinler organizmadan organizmaya c¢esitlilik gostermekle birlikte
HSPs 65-78kDa (HSPs70 alt grubu) her organizmada sentezlenmektedir
(36). Ozellikle 70 kDa agirigindaki stres proteinleri grubu hiicre proteinlerinin
% 1-2 ‘sini olusturmaktadir. Hsp72 ve Hsp73 bu ailenin en belirgin
elemanlarindandir. Hsp73 yapisal formu olugstururken Hsp72 induklenebilir
formu olusturur. . Hsp72, protein agregasyonunu engeller, hasar gormus
proteinlerinin tekrar normal formunu almasina yardimci olur ve ribozom
tarafindan sentezlenmekte olan polipeptitlerin dodru yapida katlanmasini
saglar (122).

Hucrelerin dnceden 6lumcul olmayan sicak stresine maruz birakilmasi
hicrelerin daha sonraki 6limcul sicak stresine karsi direncini artirmaktadir.

Sicak stresi sonucunda sentezi artan Hsp72’nin daha ciddi bir sicak stresine
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kargi hucreyi korudugu bilinmekte olup, bu olaya termotolerans denmektedir
(90). Calismalar Hsp72’'nin kalp kasi hucrelerinde sicak stresi yani sira
hipoksi, egzersiz, iskemi-reperfuzyon vb streslerle induklendigini
gOstermektedir (34,122,126). Uygulanan herhangi bir stres yoluyla HSP
proteinlerinin artiriimasinin daha sonra meydana gelen olumcul farkh bir
strese karsi hucre ya da dokuyu korumasi ¢apraz tolerans olarak adlandirilir.
Onceden induklenerek dokudaki miktarlari artirilan Hsp72 iskemi-reperfiizyon
sonrasi olugan hucre Olumlerini (apoptosis ve nekrosis) azaltmakta ve
oksidatif hasara karsi kalp kasi hicrelerini korumaktadir (34,123). Uzun sureli
kronik egzersiz sonrasi kalp kasi hucrelerindeki Hsp72 artisi % 500 lere
ulasmakta ve sonug¢ olarak kalp kasi hucrelerinde iskemi-reperfuzyon ile
olusan lipit peroksidasyonu azalirken kalp kasinin kontraktilitesinin
korunmasi saglanmaktadir (34,123).

Oksijen radikalleri HSP genini aktive ederek HSP’lerin sentezini
saglamaktadir (64). Keza, H,O, bir taraftan HSF’nin nukleer
translokasyonunu saglarken diger taraftan bu faktoriin sicak soku proteinleri
genine baglanma aktivitesini artirmaktadir (64). Eritrofagositoz esnasinda
hicrelerin kendi Urettikleri radikallere karsi kendi yapilarini korumak igin
HSP’leri sentezlemektediler (25). Yeni dogmus domuz yavrulari 1 den 4
saate kadar normabarik hipoksiye tabi tutulmus ve hiposiden 22 saat sonra
hayvanlarin beyninde Hsp27, HIF1a ve nNOS sentezinde artis gozlenmistir
(18). Bir baska calismada ise yine hipokside Hsp90 proteininin NOS ve
HIF1a ile iliskiye girerek bu enzim ve faktorin regulasyonunda rol aldigi
bildirilmistir (21).

Hucreyi cesitli streslere karsi koruyan Hsp72 gen¢ ve vyaslilarda
benzer sekilde sentezlenmekle birlikte yash hucrelerde Hsp72'nin
indUksiyonunda azalma tespit edilmigtir (35,56,57). Bu azalma, beyin,
karaciger, adrenal, deri (13) ve fibroblastlar (88) yani sira kalp kasi
hicrelerinde de gdsterilmistir. Gergekten de, yaslh kalp kasi hicreleri Hsp72
indUksiyonu acisindan gerek sicak soku uygulamasi (15,34,35) ve gerekse
kosu egzersizlerine gen¢ kalp kasi hucreleri kadar yanit verememektedir.

(35). Ozellikle ilerleyen yasla beraber metabolizmada bazal radikal diizeyinde
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artis olmasina ragmen bu proteinin sentezinin indUklenmesindeki azalma,
yaslilarin strese adaptasyonunda gerileme oldugunu gostermektedir. Nitekim
yaslilarda aterosklerozis, kalp krizi, enfaktlus gibi dnemli hastaliklarin olusma
nedenlerinden birisi olarak yasli hicrelerde daha az Hsp72 indUksiyonu ve
biriken oksijen radikali hasar Urunleri oldugu ileri strtalmastir (35,51).
Yaslanma slrecinde bir taraftan serbest radikal olusumu artarken
diger taraftan antioksidan enzim savunma mekanizmalari yeteri kadar
fonksiyon gosteremez. Bunlara ek olarak yaslanmada gesitli hiicresel stresler
kargisinda sicak soku proteinleri de daha az induklenmektedir. Ayrica
hipobarik hipokside normalden daha ¢ok serbest radikal olusumunu s6z
konusu oldugundan, vyaslilarin hipobarik hipoksye maruz kalmalari
durumunda ciddi bir risk altinda olmalari kaginilmazdir. Bu tez galismasi yagli
miyokard kasinin akut orta siddetli ve siddetli hipobarik hipoksi kosullarina
yanitini olusan oksidatif hasar marker’leri (PCO, P-SH, AOPP, LHP), non-
enzimatik antioksidan mekanizmasindan olan total tiyol ve Hsp72’yi goz

onune alarak arastiracaktir.
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3. GEREG VE YONTEM

Akut hipobarik hipoksi kosullarinda sican miyokard kasi sol
ventrikilinde meydana gelen oksidatif hasar ve miyokard hucrelerinin
oksidatif stres karsisindaki yanitinin arastirildigi bu tez c¢alismasinda
kullanilan arag ve yontemler asagida belirtilmistir.

Bu calismanin gergeklestiriimesi i¢in Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu'nun 07.11.2006 tarih, 2006/65 dosya numarali karari
ile etik kurul izni alinmistir. Ayrica ek hayvan kullanimi icin de 09.04.2007

tarih, 2007/84 dosya numarali karar ile etik kurul izni alinmistir.

3.1.Geregler
» Spektofotometre: Spectra max plus 384 (Molecular Devices., Amerika
Birlesik Devletleri)
Derin Dondurucu: -80 °C., -20 °C (Revco., Amerika Birlesik Devletleri)
inkiibatér: GFL 7601 Hydbridisaiton incubator (GFL., Almanya )
Vorteks: Vx100 (Lanet., Amerika Birlegik Devletleri)
Sogutmal Santrifij: Z 323K (Hermle., Aimanya)
Su Banyosu: (Memmert., Aimanya)
Manyetik Karistirici: MR 3001 K (Heidolph., Almanya)
pH metre: Professional Meter PP-50 (Sartorius., Almnaya)
Bigakli Homojenizator: X250D (CAD., Almanya)
Hassas Terazi: CP 225D., CP202S-OCE (Sartorius., Almanya)
Cok Kanali Pipet 10-100 uL (Eppendorf., Almanya)
Pipet 0,5-10, 10-100,20-200, 100-1000, 500-50000 uL (Eppendorf.,
Almanya)

YV V.V V V V V V V V V

A\

Deiyonize Su Cihazi (Millipore, Amerika Birlesik Devletleri)

A\

Kamara ve Atmosferik Basing Kontrol Unitesi: APCU-01 (Ankara
Universitesi ~ Muhendislik ~ Fakiiltesi  Elektronik  Muhendisligi

Laboratuvari, Turkiye)
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3.2. YOontemler

3.2.1. Deney Kurgusu

Bu calismada akut orta (6000m) ve sgiddetli (8000m) hipobarik
hipoksinin gen¢ ve yash sicanlarin kalp kasi Uzerine etkileri arastiriimigtir.
Kullanilan hipobarik hipoksi deneyleri daha 6nce farkli ama¢ ve deneysel
kurgularla sigcanlarda uygulanmistir (40,41). Geng ve yasli siganlar rastgele
yontemle 4 er gruba ayrildilar. Buna gore siganlar ya dogrudan 6000 veya
8000m lik yapay yukselti ortaminda 6 saat sureyle tutuldular, ya da 6nce
6000m yukselti kosullarinda 6 saat tutulmalarini takip eden 24. saatte 6 saat
sureli olarak 8000m vyukselti ortamina tabi tutuldular. Deney bitiminden
hemen sonra siganlar 50 mg/kg pentobarbital sodyum ile uyutularak kalp

dokusu ¢ikarildi.

3.2.2. Denekler

Bu calismada 30 adet gencg (4 aylik) ve 30 adet yash (20 aylik) Wistar
Albino erkek sicanlar denek olarak kullanildi. Sicanlar kendi iclerinde kontrol,
akut orta siddetli (6000m), akut siddetli (8000m) ve akut orta siddetli+siddetli
(6000+8000m) hipobarik hipoksi gruplarina ayrildilar. Kontrol grubunda 6 ve
deney gruplarinda 6+2 adet si¢gan bulunduruldu. Deney gruplarindaki 2 adet
fazladan sigan, ozellikle yasli siganlarin normal yagsam surecinde ve deney
esnasinda 6lme ihtimallerine kargi yedek olarak dustnuldd. Nitekim, yash
sicanlardan biri ortama adaptasyon esnasinda ve geng¢ siganlardan biri ise
8000m akut hipobarik hipoksi deneyi esnasinda oldu. Deney gruplari
asagidaki sekilde olusturuldu:

1) Yagli Kontrol

2) Geng Kontrol

3) Yash 6000m = Yash akut orta siddetli hipobarik hipoksi

4) Geng¢ 6000m = Geng¢ akut orta siddetli hipobarik hipoksi

5) Yash 8000m = Yash siddetli hipobarik hipoksi

6) Geng 8000m = Geng siddetli hipobarik hipoksi

7) Yash 6000+8000m = Yasli orta siddetli ve siddetli hipobarik hipoksi
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8) Geng 6000+8000m = Geng orta siddetli ve siddetli hipobarik hipoksi

3.2.3. Biyokimyasal Analizler igin Dokunun Hazirlanmasi:

Deney suresinin sonunda siganlar sodyum pentobarbutirat (50mg/kg)
ile anestezi edildikten sonra kalp dokulari alindi ve hizla dissekte edilerek sol
ventriklller izole edildi ve yaklasik 50-80mg lik parcgalara ayrilarak farkh
tuplerin igerisine konuldu. Doku ornekleri likit nitrojen igcerisinde donduruldu

ve biyokimyasal analizler i¢in -80°C de saklandi.

3.2.4. Doku Homojenizasyonu

Miyokard sol ventriklil oksidatif hasar belirteclerinin (PCO, AOPP,
LHP, T-SH, P-SH) duzeylerini belirlemek igin gereken supernatantlar,
dokunun potasyum tamponu (KH2PO4-KoHPO4, 100mM, pH 7.4) ile 1:21
oraninda homojenizasyonu ve 2800g'de 4 °C’de ve 10 dk santrifij
isleminden sonra elde edildiler.

Miyokart sol ventrikil Hsp72 proteininin tayini i¢cin sUpernatant, yine
dokunun potasyum tamponu (KH2PO4-KoHPO4, 100mM, pH 7.4) ile 1:10
oraninda homojenizasyonu ve 2800 g'de 4 °Cde ve 10 dk santrifij
isleminden sonra elde edildi. Biyokimyasal analizler ayrintili olarak asagida

verilmigtir.
3.2.5. Biyokimyasal Analizler

3.2.5.1. Protein Karbonil Gruplarinin Tayini:

PCO Reznik ve Packer’in (1994)'de tanimladiklari ve Cakatay ve dig
(2005) duzenleme yaptigi yontemle belirlendi.

Cozeltiler:

-2,5M HCL c¢ozeltisi

-10 mM DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazin)

-% 20’lik TCA (Triklorasetik asit)

-%10 TCA

-Etanol- Etil asetat (1:1)

-6M Guanidin Hidroklortr



21

Yontem: Deney tupline 2,5 M HCI iginde hazirlanmis 10 mM
DNPH’den 2 mililitre (ml) eklendi. TUpler oda isisinda her 15 dakikada bir
vortekslenmek suretiyle karanlkta 1 saat inkibe edildi. Daha sonra %20’lik
Triklorasetik asit (TCA) ‘den 2,5 ml ve %10 TCA'dan 2 ml ilave edilerek 10
dakika sure ile 2800 g’de santriflij edildi. Santrifljleme igsleminin sonunda
elde edilen c¢okelti 2 ml etanol-etil asetat karsimi ile 3 kez vortekslemek ve
santrufijlemek suretiyle yikandi. Elde edilen yikanmis ¢okelti 1 ml 6M
Guanidin HCI icinde 37 °C'deki sicak su banyosuda 15 dakika siire ile
bekletilerek ¢o6zuldli. Her numunenin 360 nm dalga boyundaki absorbansi,
spektofotometrik olarak okundu. DNPH’In (2,4-dinitrofenilhidrazin)
ekstinksiyon katsayisi (¢ =22000 M’ cm'1) kullanilarak iskelet kasi protein

karbonil konsantrasyonu hesaplandi.

3.2.5.2. Total Tiyol ve Non-Protein Tiyol Tayini:

Total thiol (T-SH) ve non-protein thiol (NP-SH) Sedlak ve Lindsay
(1968)'in tanimladiklari, Cakatay ve dig (2003)de duzenleme yaptigi
yontemle belirlendi.

Cozeltiler:

-0.01M DNTB (5,-5’-ditio-bis(2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi, 19,8 mg
DNTB 5 ml'ye absolu metanol ile tamamlanir

-Tris tamponu (0.2 M, pH 8.2):12.1 g Tris bir miktar deiyonize suda
¢ozuldukten sonra Uzerine 3,362g EDTA (0.2 M’a karsilik) ilave edilir HCl ile
pH 8.2’ye ayarlanir, 50 ml'ye deiyonize su ile tamamlanir.

-Tris tamponu: (0.4 M pH 8.9) 24.2 g Tris bir miktar deiyonize su’'da
¢ozuldukten sonra uzerine 50 ml 0.4 M EDTA Nazy ilave edilir, pH 8.9’a HCI
ile ayarlandiktan sonra, deiyonize su ile 500 mL’ye tamamlanir.

-%50’lik TCA (Triklorasetik asid)

Yoéntem:

Total Tiyol (TSH): Deney ve kor olarak alinan 2 tupten deneye 50uL
homojenat, kore ise deiyonize su kondu. Her iki tipe de 150 mikrolitre (ul)
Tris tamponu ve 10 pyl DNTP ilave edilip vortekslendi. Son hacim 790 ul
absolu metanol ilavesiyle 1 ml'ye tamamlandi. Tupler 15 dakika sure ile

karanlkta vortekslenmek sureti ile inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben 3000
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g'de santrifljlendi. Numunelerin absorbansi reaktif koriine karsi 412 nm’de
okundu.

Nonprotein Tiyol (Np-SH): 250 pyl homojenat Uzerine, 200 pl
deiyonize su ve 50 pl %50 TCA ilave edildi. Tupler vortekslendikten sonra 15
dk slreyle santrifljlendi. 200 ul sipernatant tzerine 400 ul (Tris-EDTA pH
8.9) 10 ul DTNB ilave edildi ve homojenat icermeyen reaktif kértine karsi
412 nm’de okundu. DNTP’nin molar ekstinksiyon katsayisi (¢ =13100 M cm’
') kullanilarak tihol konsantrasyonlari hesaplandi. T-SH ile NP-SH arasindaki

farkdan protein tiol (P-SH) konsantrasyonu hesaplandi.

3.2.5.3. ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Tayini:
AOPP, Witko-Sarkat ve arkadaslarinin 1996’da tanimladiklari ve Kayali ve
dig (2007) duzenleme yaptigi yontemle belirlendi.

Cozeltiler:

-Fosfat tamponu ( pH:7.4)

-Potasyum iyodur (1.16M)

-Asetik asit (%100)

Yontem: Deney tlipune 200 pl homojenat, 800 pl fosfat tamponu ve
10 pl potasyum iyodiir vortekslenerek 2’ siire ile inkiibe edildi. inkiibasyonu
takiben tuplere 20 ul asetik asit ilave edilip 340nm’de okundu. Chloramin-T

esitligi dikkate alinarak AOPP duzeyleri hesaplandi.

3.2.5.4. Lipit Hidroperoksitlerin Tayini:

LHP, Wolff ‘un 1994’de tanimladigi, Cakatay ve dig (2003)de
duzenleme yaptigl yonteme gore tespit edilmisdir.

Cozeltiler:

-Ksilenol Oranj (100 uM)

-Amonyum ferro sulfat (250uM)

-Methanol ( %90 HPLC grade)

-Batil hidroksitoluen (4 mM)

-Sulfirik Asit (25 mM)
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-FOX 2 reaktifi, %90’lik metanolde yukaridaki konsantrasyonlarda
igerir.
Yontem: Deney tupune, 50 yl homojenat ve tzerine 950 pl FOX 2
reaktifi ilave edilip vortekslenerek karanlikta 30 dk slre ile inkube edildi.
Supernatantlarin absorbanslari reaktif kérine karsi 560nm’de okundu ve

standart egri dikkate alinarak, LHP duzeyleri belirlendi.

3.2.5.5. Hsp72 Duizeyinin Belirlenmesi

Cozeltiler:

-Laemmli Sample buffer (Bio- Rad)

-B-merkaptaethanol

-Aynistirici Jel (% 12)

-Toparlayici Jel (% 4)

-Tris Buffer (Running Buffer)

-Towbin Transfer Buffer (pH: 8.3)

-TBS Solusyonu

-TTBS Solisyonu (TBS Buffer + Tween 20, % 0.05)

- konjuge HSP 70 6zel monoklonal antikor (Stress Gen, Canada)

-25x konjuge alkalen fosfataz kiti (Bio-Rad)

Yontem: Hsp72 protein miktari poliakrilamide jel elektroforezi ve
imminoblat teknikleri kullanilarak belirlendi (15,38). Onceden protein
konsantrasyonu tayin edilmis orneklerin ‘Samplelar’ protein icerigi Laemmli
Sample buffer (Bio-Rad) ve % 5lik B-merkaptaethanol eklenerek
belirlendikten sonra denature edildiler. Protein igerigi belirlenen drneklerden
80 mg protein tek boyutlu sodium dodecyl sulfate (% 12 SDS) poliakrilamide
jel elektroforezine yuklendi. Bio-Rad elektroforez sistemi ve tris buffer
‘Runnig Buffer’ yardimi ile 100 V, 1:30 dk sureyle proteinlerin ayriimasi
saglandi. Ardindan proteinler 0,45 p kalinliginda nitroseliloz membranlara
(BioRad), yari kuru transfer sistemi (BioRad) ve transfer buffer yardimi ile 15
V elektrik kullanilarak 30 dk transfer edidi. Elde edilen membranlar, % 5 luk
sut tozu iceren TTBS ile 2 saat oda isisinda bloklandi ve sonra igerisinde
konjuge Hsp70 6zel monoklonal antikor (Stress Gen, Canada) 1:1000

oraninda ve % 1’lik siut tozu bulunan TTBS’te 2 saat inkibe edildi.
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inkiibasyonu takiben 4 kez TTBS ve 1 kez TBS ile yaklasik 10’ar dk yikandi.
Yikama islemi sonunda renk verici madde (25x konjuge alkalen fosfataz kit;

Bio-Rad) ile bantlar gérinene kadar inkube edildi.

3.2.5.6. Sol Ventrikil Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi:
Miyokard sol ventrikll protein konsantrasyonu Bradford ydntemine

gore belirlenmisdir (Bradford 1976).

Bradford (Komasi Mavisi) Yontemi:

Cozeltiler:

-Komasi brillant mavisi G-250

-Ethanol %100

-o-fosforik asid %85

Bradford boyasi: 47,5 ml etanole 2,5 ml deiyonize su eklenerek son
hacimin 50 ml olmasi saglandi. Karisima 100 mg Komasi brillant mavisi
eklendi, karisima 850ml deiyonize su eknerek son hacmin 900ml olmasi
saglandi. Elde edilen karisima %85 fosforik asit eklenerek hacim 1 litreye
tamamlanarak 3 defa filtre k&gidi ile filtreden gegirildi.

Yontem: Coklu pipet (12 lik) kullanarak 200 pl bradford boyasi
mikroplate yuklendi Uzerine 4 pl homojenat eklendi. 30 dk inkibasyonun
sonunda 595nm dalga boyunda kore karsi verdigi absorbans degeri BSA
(bovin serum albumin) ile elde edilen standart (0,156-1,25 mg/ml) egri ile

hesaplandi.

3.3. Verilerin Analizi

Verilerin istatistiksel degerlendiriimesi, SPSS 8.0 istatistiksel programi
ile Kruskal-Wallis nonparametrik ANOVA, Mann-Whitney U-test ve Spearman
korelasyonu kullanilarak yapildi. Man-Whitney U-testinde ikiden fazla yapilan
karsilastirmalarda p degeri Bonferroni diizeltmesi yapilarak dikkate alinmistir
(Alpar, 2001). Diger analizler icin istatistiksel anlamllik siniri 6zellikle

belirtimemisse p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda akut orta siddetli ve siddetli hipobarik hipoksinin yasli
ve geng sigan kalp kasinda yol actigi oksidatif hasar duzeyleri incelenerek
olusan oksidatif hasar duzeyinin yash siganlardaki durumu geng
siganlarinkine goére degerlendiriimigtir. Ayrica yash ve geng¢ siganlarin
onceden akut orta siddetli hipobarik hipoksiye tabi tutulmalari akut siddetli
hipobarik hipokside olusan oksidatif hasari azaltip azaltmayacagi
arastinimistir. Bu nedenle yasli (20 ay) ve gen¢ (4 ay) siganlar 6000m,
8000m ve 6000+8000m akut hipobarik hipokside 6 saat tutulmus ve kalp kasi
oksidatif hasar parametreleri ve HSP72 dlzeyleri incelenmistir.

Akut hipobarik hipokside yasl ve geng sigcan sol ventrikul oksidatif
stres degiskenleri ortalamalari ve standart sapmalari tablo 4.1.de verilmistir.
Genel olarak yasli siganlarda her bir ylkselti seviyesinde AOPP, PCO ve
LHP duizeyleri geng¢ sicanlarinkine goére daha fazla bulunmustur. TSH ve
PSH duzeyleri ise genellikle yash siganlarda genclerinkine kiyasla daha az
saptanmigtir. Ayrica yukselti seviyeleri arttikga AOPP, PCO, LHP, TSH ve
PSH duzeyleri gerek yasli gerekse geng¢ siganlarda farklihk gdstermistir.
Farkin hangi gruplardan kaynaklandigi asagida ayrintili olarak agiklanmistir.

PCO ve PSH degigkenleri arasinda hem totalde hem de sadece yagl
si¢an gruplari veya geng si¢an gruplari dikkate alindiginda da ylksek negatif
iliski gorulmektedir. Diger taraftan HSP72 dizeyinde hig¢bir grupda herhangi

bir artis saptanmamisgtir.

Tablo 4.1. AHH yash ve geng sigan sol ventrikil oksidatif hasar degiskenleri
ortalamalari ve standart sapmalari.

GK | Gm | G8m | G6+8m | YK | YOm | Y8m | Y6+8m

AOPP 45,400 | 45216 | 56,775 57,497 52,884 | 52,336 | 65,215 64,050

+2,68 +1,96 +1,08 +3,26 +3,188 +3,40 +2,982 +2,78
LHP 8,271 9,460 12,693 14,200 11,237 12,635 14,831 15,886
+0,45 +0,14 +0,550 +0,55 +0,53 +0,77 +0,69 +0,72
PCO 2,292 3,382 4,002 4,552 3,463 4,475 5,682 6,270
+0,49 +0,31 +0,26 +0,11 +0,35 +0,25 +0,46 +0,39
PSH 9,236 7,688 7,064 6,867 8,148 6,802 6,032 5,308
+0,87 +0,70 +0,20 +0,81 +0,62 +0,52 +0,36 +0,47
TSH 9,815 8,432 7,835 7,640 8,767 7,615 6,658 5,852

+0,93 +075 +0,342 +0,837 +0,96 +0,46 +0,345 +0,42
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4.1. Oksidatif Hasar Degiskenlerinin Yash ve Geng¢ Sigan
Gruplarina Gore Karsilagtiriimasi

Yasli ve geng siganlarin sol ventrikilinden elde edilen oksidatif hasar
degiskenleri AHH yuUkselti seviyelerinde Mann-Whitney U-testi ile
karsilastiriimigtir.

4.1.1. Yagh ve Geng Sigan Kontrol Gruplari

Yasli sigan kontrol AOPP, LHP ve PCO duzeyleri geng sigan kontrol
AOPP, LHP, PCO duzeylerinden daha fazla bulunmustur (p<0,05; Sekil 4.1,
4.2, 4.4). PSH ve TSH bazal duzeyi yasli ve geng sigan kontrol gruplarinda
anlaml bir fark géstermemistir (p>0,05; Sekil 4.1 ve 4.3).

12

10 1

-PCO nmol/mg prot

0 |:|PSH nmol/mg prot
N= 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
gk gébm g8m g6+8m yk yébm y8m y6+8m

gruplar

Sekil 4.1. AHH'nin geng ve yash sican PCO ve PSH dizeylerine etkisi

4.1.2. Yash ve Geng Sigan 6000m Gruplari

Yasli 6000m sican grubu AOPP, LHP, PCO duzeyleri geng 6000m
sigan grubu AOPP, LHP, PCO dlzeylerinden daha yuksek bulunmustur
(p<0,05; Sekil 4.1, 4.2, 4.4). PSH duzeyi 6000m vyash sicanlarda geng
siganlarinkine gore daha az bulunurken (p<0,05; Sekil 4.1) TSH duzeyi yasgh
ve gen¢ 6000m sigan gruplarinlarda farkli degildir (Sekil 4.3).
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4.1.3. Yagh ve Geng Sigan 8000m Gruplari

AOPP, LHP, PCO duzeyleri yaslh sicanlarda gencg siganlara gore daha
yuksek bulunmustur (p<0,05; Sekil 4.1, 4.2, 4.4). 8000m PSH ve TSH dizeyi
yasli siganlarda geng siganlarinkine goére daha az bulunmustur (p<0,05; Sekil
4.1 ve 4.3).

4.1.4. Yagh ve Geng Sigcan 6000+8000m Gruplar

Yasli 6000m+8000m siganlari AOPP, LHP, PCO degiskenleri geng
6000m+8000m grubu siganlarinin AOPP, LHP, PCO degiskenlerinden
istatistiksel olarak anlamli dizeyde fazla bulunmustur (p<0,05; Sekil 4.1, 4.2,
4.4). Yash 6000m+8000m grubu PSH veTSH dizeyi geng 6000m+8000m
grubu PSH ve TSH dluzeyinden daha az saptanmistir (p<0,05; Sekil 4.1, 4.3).

4.2. Oksidatif Hasar Degiskenlerinin Yiikselti Seviyelerine Gore
Karsilagtiriimasi

AHH yukselti duzeyleri arasindaki oksidatif protein hasari ve oksidatif
stres hasar degiskenleri yashh ve gen¢ siganlarda Kruskal-Wallis
nonparametrik ANOVA testi ile analiz edilmis ve genel olarak AHH yUkselti
dizeyleri arasinda geng ve yasli sican parametrelerinde anlamh farkliliklar
gostermigtir. Farkin hangi yukselti dizeyinden ileri geldigi ise Mann-Whitney

U nonparametrik testi ve Bonferroni dizeltmeli p de@eri ile belirlenmistir.

4.2.1 Yash Sigan Gruplari
Yasli sican AOPP, LHP, PCO, PSH, TSH degerleri Kontrol, 6000m,
8000m ve 6000m+8000m yukselti seviyeleri arasinda anlamli farkhlik

gOstermigtir. Hangi gruplarin fark yarattigr agsagida aciklanmigtir.

4.2.1.1. Yasgh Sigan Kontrol ve 6000m Gruplari

Yasli sican 6000m grubu LHP, ve PCO dlzeyleri yash kontrol
grubununkine kiyasla istatistiksel olarak daha ylksek bulunmustur
(p<0.0083; Sekil 4.1, 4.4). Yash sigan 6000m PSH duzeyi ise kontrol
grubuna goére daha az bulunmustur (p<0.0083; Sekil 4.1). AOPP ve TSH
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duzeyleri ise yasl kontrol ve yasli 6000m sigan gruplari arasinda istatistiksel
bir fark géstermemistir (Sekil 4.2, 4.3).

4.2.1.2. Yagh Sigan Kontrol ve 8000m Gruplari

AOPP, LHP ve PCO duzeyleri 8000m yasl sigan grubunda, yaslh
kontrol grubununkine kiyasla istatistiksel olarak daha ylksek bulunmustur
(p<0,0083; Sekil 4.1, 4.2, 4.4). TSH ve PSH duizeyleri ise 8000m yasl sican
grubunda kontrol grubuna kiyasla daha az bulunmustur (p<0,0083; Sekil 4.1,
4.3).
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Sekil 4.2 AHH'nin geng ve yash sican AOPP diizeyine etkisi

4.2.1.3. Yasgh Sigan Kontrol ve 6000+8000m Gruplari

AOPP, LHP ve PCO duzeyleri 6000+8000m yash sican grubu yaslh
kontrol grubununkine kiyasla istatistiksel olarak daha ylksek bulunmustur
(p<0,0083; Sekil 4.1, 4.2, 4.4). TSH ve PSH dulzeyleri ise 6000+8000m yasli
si¢can grubunda kontrol grubuna kiyasla daha az bulunmustur (p<0,05; Sekil
4.1,4.3).
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4.2.1.4. Yagh Sican 6000m ve 8000m Gruplari

Yasli 8000m sican grubu AOPP, LHP, PCO dlzeyleri yash 6000m
sican grubununkinden daha yuksek bulunmustur (p<0.0083; Sekil 4.1, 4.2,
4.4). Yash 8000m sigan grubu TSH duzeyi yash sigan 6000m
grubununkinden daha az bulunmustur (p<0.0083; Sekil 4.3). Fakat yash
8000m sigcan grubu PSH dizeyi yasli 6000m sigcan grubununkinden fark
gostermemigtir (Sekil 4.1).

4.2.1.5. Yasgh Sigcan 6000m ve 6000+8000m Gruplari

Yasli 6000+8000m sican grubu AOPP, LHP ve PCO dulzeyleri yash
6000m sigcan grubununkinden daha fazla bulunurken TSH ve PSH dizeyleri
daha az bulunmustur (p<0.0083; Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4).

4.2.1.6. Yasgh Sican 8000m ve 6000+8000m Gruplari

Yasli 6000+8000m sigan grubu AOPP, LHP, PCO ve PSH duzeyleri
yasli 8000m sican grubununkinden istatistiksel olarak farkli saptanmazken
TSH dluzeyi daha az bulunmustur (p<0.0083; Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4).

4.2.2. Geng¢ Sigan Gruplari

Genel olarak geng¢ sigan gruplart AOPP, LHP, PCO, PSH, TSH
duzeyleri de yaslh sigcan gruplarinda oldugu gibi her bir yUkselti seviyeleri
arasinda anlaml farklihk gostermigtir. Farkin hangi gruplardan kaynaklandigi

asagida aciklanmistir.

4.2.2.1. Geng¢ Sigan Kontrol ve 6000m Gruplari

Geng sican 6000m grubu LHP, PCO duzeyleri gen¢ sican kontrol
grubununkinden istatistiksel olarak daha yuksek saptanmistir (p<0.0083;
Sekil 4.1 ve 4.4). Fakat gen¢ sican 6000m grubu AOPP, PSH ve TSH
dizeyinde geng sigan kontrol grubuna gore bir farklilik cikmamistir (Sekil 4.1,
4.2,4.3).
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4.2.2.2. Geng Sigan Kontrol ve 8000m Gruplari

Geng sigan 8000m grubu AOPP, LHP ve PCO duzeyleri geng sican
kontrol grubununkinden istatistiksel olarak daha yuksek ve PSH ve TSH
dizeyleri daha az bulunmustur (p<0.0083; Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4).

12

11

10 4

TSH nmol/mg prot
[os]

N= 6 6 6 6 6 6 6 6
gk gém g8m  g6+8m vk yém y8m y6+8m

gruplar

Sekil 4.3. AHH'nin geng ve yash sigcan TSH diizeylerine etkisi

4.2.2.3. Geng Sigan Kontrol ve 6000+8000m Gruplari

Geng sican 6000+8000m grubu AOPP, LHP ve PCO duzeyleri geng
si¢gan kontrol grubununkinden daha fazla bulunmustur (p<0.0083; Sekil 4.1,
4.2 ve 4.4). Geng sican 6000+8000m grubu PSH ve TSH dlzeyleri ise daha
az bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.1, 4.3).

4.2.2.4. Geng Sigan 6000m ve 8000m Gruplari

Geng sican 8000m grubu AOPP, LHP ve PCO dulzeyleri geng sican
6000m grubununkinden daha ytksek bulunurken (p<0.0083; Sekil 4.1, 4.2,
4.4). PSH ve TSH duzeylerinde herhangi bir fark saptanmamistir (Sekil 4.1,
4.3).
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4.2.2.5. Geng Sigcan 6000m ve 6000+8000m Gruplari

Geng sican 6000+8000m grubunda da AOPP, LHP ve PCO duzeyleri
geng sigcan 6000m grubununkinden istatistiksel olarak daha yuksek
bulunurken (p<0.0083; Sekil 4.1, 4.2, 4.4), yine PSH ve TSH dulzeylerinde
herhangi bir fark bulunmamistir (Sekil 4.1, 4.3).
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gruplar

Sekil 4.4. AHH’nin geng ve yasl sigan LHP diizeylerine etkisi.

4.2.2.6. Geng Sigan 8000m ve 6000+8000m Gruplari

Geng sigan 6000+8000m grubu LHP ve PCO duzeyleri gen¢ sican
8000m grubununkinden istatistiksel olarak daha ylksek bulunurken
(p<0.0083; Sekil 4.1 ve 4.4). AOPP, PSH ve TSH dizeylerinde geng
6000+8000m sigan grubu ile geng 8000m sigan grubu arasinda herhangi bir

fark bulunmamistir.

4.3. PCO ve PSH Korelasyonu

PCO ve PSH parametreleri arasindaki iliski Pearson Korelasyonu ile
tespit edilmistir. Yasli-geng si¢can gruplari ayirimi ve AHH yukselti duzeyleri
farkhliklar dikkate alinmaksizin ‘totalde’ yapilan korelasyon testinde PCO ve
PSH degiskenleri arasinda istatistiksel olarak anlaml yiuksek dizeyde negatif
iliski tespit edilmistir (r= -0,862, p<0,001; Sekil 4.1 ve 4.5). Bu iligkinin
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sadece yasli sican grubu veya sadece gen¢ sican grubu gbz oOniUne
alindiginda da var oldugu goérulmektedir (sirasiyla r=0,810, p<0,01; r=0,847,

p<0,01).

PCO-PSH

PSH nmol/mg prot

1 3 5 7
PCO nmol/mg prot

Sekil 4.5. PCO ve PSH korelasyonu

4.4 Hsp72 Diizeyi
Hsp72 duzeyini tayin etmek amaciyla %12lik poliakrilamid jel

hazirlanmis ve sigan sol ventrikil ornekleri U¢ ayri denemede her yuvaya
sirasiyla 105ug, 150ug ve 300ug olacak sekilde yuklenmistir. Gerek 105ug,
150ug miktarlarindaki yuklemelerde Hsp72 dizeyi belirlenemezken, 300ug
miktarindaki son yuklememizde Hsp72 protein bandi izlenmeye baglanmig

ancak drnekler arasinda bir fark gérilmemistir (Sekil 4.6).

GK G6 G8 G6+8 YK Y6 Y8 Y6+8

Sekil 4.6. Geng ve yagl siganlarda Hsp72 diizeyi
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5. TARTISMA

Serbest radikal olusumu ve oksidatif hasar hipoksi gibi metabolizma
icin normal olmayan kosullarin yani sira oksijen tuketiminin fizyolojik ve
metabolik agidan normal oldugu kosullarda da gerceklesebilmektedir
(2,83,144,145). Yaslanma bu kosulla bir drnektir. Gerek yaslanmada (71,100,
145) gerekse hipoksi kosullarinda (9,87,97) redoks dengesizligi s6z
konusudur. Her ikisinde birden normalden daha fazla radikal olusur. Olusan
radikaller basta makro molekuller olmak Uzere mitokondriyal hasar, hicre
O0limd ve hatta doku hasarina kadar giden 6nemli fizyopatolojik olaylara
neden olabilmektedir (2,43). Huntington (100), alzheimer (100,120),
aterosklerozis (24) gibi genellikle ileri yaslarda ortaya c¢ikan ve hipoksi
kogullarina  benzerlik  goOsterdigi ifade edilen hastaliklarin  ana
mekanizmalarinin  altinda yatan nedenin serbest radikaller oldugu
bilinmektedir.

Caligmamizdan elde ettigimiz bulgularimiza goére ilk hipotezimiz
‘Gerek orta ve gerekse siddetli akut hipobarik hipoksi yasli ve geng
siganlarda myokardial oksidatif hasara yol acgar, bu hasar hipoksinin
seviyesiyle ilgili olarak artar.” kabul edilmistir. Bu hipotezi test etmek igin
AOPP, PCO, LHP, P-SH TSH degigsken duzeyleri yasl ve geng sigcan kalp
kasinda saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular her iki deney hayvani grubunda
hipobarik  hipoksi siddetinin artmasiyla oksidatif hasarin  arttigini
gOstermektedir.

ikinci hipotez ‘Orta ve siddetli akut hipobarik hipokside olusan
miyokardiyal oksidatif hasar yasli sicanlarda geng si¢anlarinkine gére daha
fazladir.” kabul edilmistir. Bu hipotez de AOPP, PCO, LHP, P-SH TSH
degisken dizeyleri ile test edildi. Oksidatif hasar degiskenleri her bir yikselti
duzeyinde yash sigan kalbinde geng¢ siganlarinkine kiyasla daha fazla
saptanmigtir.

Uclincii hipotezimiz ise ‘Onceden akut orta siddetli hipobarik hipoksiye
tabi tutulan yash ve genc¢ sican kalp kasinin sonradan siddetli hipobarik
hipokside olusan oksidatif hasara karsi koruma gelistirip gelistiremeyecegini

arastirmaktir.” kabul edilmemistir. Bu hipotezde de ilk iki hipotezin testinde
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kullanilan oksidatif hasar degiskenleri ve ayrica Hsp72 dizeyi tayin edilerek
test edilmistir. Akut hipobarik hipoksi kosullarinda Hsp72 duzeyinde herhangi
bir artis saptanamazken protein oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu
dizeylerinde artis tespit edilmigtir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular

asagida ayrintil olarak tartigiimigtir.

5.1. ROS ve Protein Hasari

Okaryotik hiicrelerin yaklagik dértte Gglinii olusturan proteinler, serbest
radikallerin ilk hedeflerindendir (41). Ayrica hucredeki birgok metabolik
olaylarda 6énemli rolleri nedeniyle proteinler oksidatif hasara ugradiklarinda
hicre icinde daha genis capli etkilere neden olabilmektedirler (32).

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda kovalent degigiklige
ugrarlar. Bu degisikliklerden bazilari serbest radikallerin protein molekulleri
Uzerine direkt etkileri sonucu olusabildigi gibi, bazilari da oksidasyon yan
arunlerinin  proteinlere kovalent olarak baglanmasiyla meydana gelir.
Proteinlerin radikal aracih hasari; elektron kaybi, metal-iyon katalizli
reaksiyonlar, lipit ve sekerlerin otooksidasyonu ile basglatilabilmektedir. Bu
artnlerin olusum hizinin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz
kalmasi, proteinler dahil olmak Uzere diger hlicresel molekillerdeki oksidatif

modifikasyonlarin artisina yol agar (65).

5.1.1. Yaslanma ve Protein Karbonil

PCO her ne kadar belli bir yapisal proteinin hasarini géstermiyorsa da
global olarak kabul géren 6énemli bir oksidatif protein hasar parametresidir
(17,26,30,86). Literaturde deney hayvanlari (28,29,86) ve insan (72)
calismalarinda PCO duzeyi vyaslilarda genel olarak daha yuksek
bulunmustur. Calismamizda literattire paralel olarak yasli denek grubu bazal
PCO duzeyleri, gen¢ denek grubu PCO dlzeylerinden ytksek bulunmustur.
Literatirdeki ¢calismalar genel olarak yaslanmadaki redoks homeostazindaki
dengesizligi antioksidan enzim sistemlerinin etkinligindeki azalmaya
baglamaktadirlar (72,100). Bu paradigma bilim cevreleri tarafindan yaygin
olarak kabul edilmesine karsin, Garcia-Arumi ve dig. (1998) vyaslilarin

lenfositlerinde yaptiklari bir c¢alismada antioksidan enzim sistemlerinin
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etkinliginde bir azalmanin s6z konusu olmadigini, bunun yerine serbest
radikal olusumunda artis oldugunu tespit etmiglerdir. Ayni ¢calismada PCO
duzeyleri yagh grubunda daha yuksek olarak saptanmistir. Yasam beklentisi
kisa olan Drosophila’larda mitokondriyal H,O2'in yasam beklentisi uzun olan
ayni ture gore daha ylksek duzeyde oldugu ve bu mutantlarin yasam
sureclerinin  kisa  olugsunda antioksidan enzim  mekanizmalarinin
yetersizliginin rol oynamadigi ifade edilmistir (153). Yash ve geng insan ve
hayvan ¢alismalarinda, erkeklerin antioksidan enzim aktiviteleri incelenmis ve
iyi beslenme aliskanhdi olan yaslh erkeklerin genc¢ erkekler kadar yuksek
antioksidan enzim aktivitelerine sahip olduklari bildirilmistir. (103,125). Diger
taraftan ilerleyen yasla birlikte canlilarin hareketliliginde azalma oldugu
bilinmektedir. Hareketlilikteki azalmanin radikal olusumundaki artisa katkisi
oldugu cesitli ¢calismalarda gosterilmistir (78-81,86). Yaslilikta antioksidan
enzim sentezi ve/veya antioksidan enzim aktivitesinde azalma oldugu heniz
tam olarak aciga kavusmus degildir. Bununla birlikte yashlikta daha c¢ok
serbest radikal olugsmaktadir. Bizim bulgumuzda bu durumu destekler

niteliktedir.

5.1.2. Akut Hipobarik Hipoksi ve Protein Karbonil

Yaslanma ve hipoksi birbirinden ¢ok ayri mekanizmalarmis gibi
disunilse de radikaller agisindan ele alindiginda benzerlikler
gOstermektedir. Hipoksi kosullarinda radikal olusumunda artis olmaktadir
(9,97). Sigan karacigerinde yapilan bir calismada siddetli hipoksi kosullarinda
teneffus edilen oksijenin % 50’sinin superoksit radikal anyonunu olusturdugu
belirtiimektedir (47). Mitokondrilerin hipoksi kosullarinda 6nemli bir radikal
olusum kaynagi oldugu bilinmektedir (42,97). Hipobarik hipoksi kosullarinda
4 hafta slre ile ginde bir saat yaptirilan egzersizde siganlarin ‘quadriseps’
kasi kirmizi bolgesinde PCO duzeylerinde artis tespit edilmigtir (124). Fakat
diger bir calismada radikal hasarinin 4000-5000m yukseltide yapilan kisa
sureli dusuk yogunluktaki egzersizden ziyade hipoksiden kaynaklandigi
belirtilmistir (132). Akut 8500m yukseltiye maruz birakilan 10 haftalik erkek
farelerin iskelet kasi mitokondriyal PCO duzeylerinin kontrol grubuna gore
artis gosterdigi tespit edilmistir (97,98). Calismamizda da miyokardiyal PCO
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duzeyleri'nin hem yaglh hem de genc¢ gruplarda yukseltinin siddetine paralel
bir artig gosterdigi bulunmustur. Her iki sican grubunda da 6000m ve 8000m
PCO duzeyi kontrol duzeyidekinden daha yuksek bulunmustur. 8000m sigan
gruplart PCO duzeyi belirgin sekilde daha ylUksektir. 6000m+8000m geng¢
denek grubu PCO duzeyinde 8000m gen¢ denek grubu PCO dizeyinden
daha fazladir. Bu bulgu 6énceden uyguladigimiz akut orta siddetli hipobarik
hipokside (6000m) kosulu 8000m yukselti kosulunda olugan radikal hasarini
azaltmamis aksine ek bir hasar yaratmistir. Yine yasli denek grubunda
herhangi bir fark ¢ikmamasi énceden uygulanan hipobarik hipoksinin siddetli
hipokside radikal hasar olusumunu azaltmadigini gostermektedir. Ote
yandan PCO duzeyinin yash 6000+8000m ve 8000m gruplari arasinda fark
gostermemesi TSH dizeyinin azalmasiyla kismen de olsa agiklanabilir.
Bilindigi gibi PSH ve TSH oksidatif hasar belirteci olmalari yani sira
nonenzimatik antioksidan mekanizmasinin bir pargasidirlar (26,27). Yasl
denek 6000m+8000m ve 8000m gruplari PCO duzeyinde fark ¢ikmamasinin
diger bir neden ise verileri nonparametrik istatistik yontemi ile analiz etmis
olmamiz olabilir. Clnkld p degerini Bonferroni duzeltmesi yaparak dikkate
aldik. Geng sigan 6000+8000m PCO duizeyini 8000m PCO dizeyinden daha
yuksek cikmasi ise 6000m’de olusan protein karbonillerinin bir gun iginde
metabolizmada yikima ugrayamadigdi ve/veya bir kisminin yikima ugradigi ve
diger kalanlarinin 8000m de olusan yeni PCO gruplari ile beraber kimulatif
etki yarattigidir. PCQO’in lipit hidroperoksite goére nispeten erken dénemde
olusmasi ve stabil olmasi (31,32) bu duruma agiklik getirmektedir.

Ayrica her bir yUkselti dizeyinde yasl si¢an gruplarinda PCO seviyesi
ayni yukselti duzeyine karsilik gelen geng sican grubu PCO seviyesine gore
daha fazla bulunmustur. Bu fark belki yaslilardaki proteozom aktivitesindeki
azalmaya bagli olarak ya da antioksidan mekanizmalarin etkinligindeki
azalmayla aciklanabilir (33). Serbest radikaller kanda antioksidan olarak da
g6rev yapan albUiminin bu yetisinin azalmasina neden olmuslardir (16). Fakat
T-SH bazal bulgularimiz, yaslanmayla antioksidan mekanizmasinin
etkinliginde azalma olmadigi yonundedir. Genel olarak T-SH bulgularimiz

yasli ve geng her iki sican gruplarinda yukselti sigddetine bagli olaarak etkin
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koruma sagladigi yonundedir. Diger taraftan yaslanma ile birlikte mitokondri
ve ekstramitokondriyal yollarla ortama daha fazla radikal birakildidi
bilinmektedir (2,86,101). Hipokside de benzer bir durum s6z konusu
oldugundan yasl gruplarda her bir ylukselti dizeyinde gen¢ gruplarina gore

daha yuksek PCO dizeylerinin saptanmasi aslinda beklenen bir durumdur.

5.1.3. Yaglanma ve ileri Oksidasyon Protein Uriinleri

AOPP oldukga yeni bir protein oksidasyon hasar belirtecidir. ik kez
Wirko-Sarsat tarafindan 1996 vyilinda udremik hastalarin plazmasinda
belirlenmistir. AOPP ditirozin ¢apraz baglar iceren protein oksidasyon
artnleri olarak tanimlanir (4,156). Yasliikta oksidatif protein hasar
olusumunu belirlemede AOPP 6nem kazanmis ve yagl deney hayvanlarinda
ve insanlarda AOPP calisiimistir (26-30,65-72,141,142). Yash sican iskelet
kasinda (28) ve kalp kasinda yapilan galismalarda AOPP degerleri geng
hayvanlarinkine goére daha ylksek olarak bulunmustur (29,72). Mevcut
bulgularimiz da literaturle paralellik gostermektedir. Yash si¢can sol ventrikul
bazal AOPP degerleri genc¢ sigcanlarin bazal AOPP degerlerinden daha

yuksek olarak saptanmistir.

5.1.4. Akut Hipobarik Hipoksi ve ileri Oksidasyon Protein Uriinleri

Akut hipobarik hipokside kalp kasinda, guncel bir protein hasar
parametresi olan AOPP ilk defa bu ¢alismada saptanmistir. Calismamiz bu
yonuyle dzgun bir nitelik tagimaktadir.

Literatirde hipoksi kosullarinda AOPP ile ilgili sinirh sayida ¢alisma
mevcuttur. Bu c¢alismalarda AOPP duzeyleri insan (121) ve hayvan
plazmasinda (36) tespit edilmistir. Her iki ¢calismada da AOPP duzeyleri
normoksik kosullara gore yuksek bulunmustur. Devi ve dig. (2007) yaptigi
calismada 5700m ve 6300m vyukselti seviyeleri plazma AOPP dizeyleri
arasinda kontrol gruplarina gore fark bulmuglardir. Bizim ¢alismamizda ise
yasli ve geng¢ sican kontrol ve 6000m gruplari arasinda, 8000m ve
6000m+8000m gruplari arasinda AOPP duzeylerinde fark saptanmamistir.
Ote yandan biz her iki sican grubunda da 8000m AOPP degerlerini 6000m ve
kontrol AOPP degerlerinden istatistiksel olarak ylksek bulduk. Devi ve dig.
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(2007) 5700m ve 6300m de AOPP icin yuksek degerler elde etmelerindeki
neden; onlarin intermittent hipobarik hipoksi uygulamig olmalari ve deney
hayvanlarini daha uzun sure strese tabi tutmalari olabilir. Calismamizda
denekler 6 saat sure ile hipobarik hipoksiye tabi tutuldular ve bu slre hem
yasli hem de geng sican gruplarinda 6000m AOPP dizeyinde artisa neden
olacak kadar etkili olmamis olabilir. 8000m ve 6000m+8000m gruplari
arasinda fark saptanmamasi da bu dustuncemizi destekler niteliktedir. Her bir
yukselti seviyesindeki yasli grubun sol ventrikil AOPP degerlerinin geng
sigan grubununkinden daha fazla bulunmasinin yine vyasliliktaki redoks

mekanizmasindaki dengenin bozulmasi ile iligkili oldugu gorusundeyiz.

5.1.5 Yaslanma ve Tiyoller

Serbest radikallerin neden oldugu bir bagka protein hasari
mekanizmasi da proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksitlenmesi olarak
bilinir (12,66,113). Sistein amino asiti’nin (sulfidril) —SH grubu oksidatif strese
oldukga yatkindir. Tiyol gruplarinin disulfitlere ve oksiasitler gibi oksitlenmis
tirevlere donlisumu protein oksidasyonunun en erken gdzlenebilen belirtisidir
(37). Ayrica protein tiyollerinin lipit peroksidasyonu baslatan oksidanlarla
reaksiyona girerek lipitleri radikal hasarindan korudugunu belirtiimektedir
(146). Literatirdeki cesitli kaynaklar serbest radikallerin yaslanmayla P-SH
gruplarini  oksitledigini  gostermektedir (26-28,40,104,116,117) Yash
sicanlarin iskelet kasinda yapilan g¢alismada P-SH ve T-SH seviyelerinin
genglerinkine kiyasla dusuk oldugu tespit edilmistir (28). Yine yash siganlarin
kalp, kan plazmasi ve beyin dokusunda yapilan ¢alismalarda P-SH ve T-SH
seviyeleri yaslilarda daha dusuk duzeyde bulunmustur (28,29,71,72). Fakat
bizim bulgularimiz literatur ile benzerlik gostermemektedir. Yasl sigan grubu
bazal P-SH ve T-SH duzeyleri gen¢ sigan grubu bazal P-SH ve T-SH

dizeylerinden farkh dedgildir.

5.1.6. Akut Hipobarik Hipoksi ve Tiyoller
Hipoksik ortamda protein tiyollerinin oksidasyona ugradigi cesitli
caligsmalarda gosterilmigtir (36,97,98). Bu c¢alismalardaki soleus kasi T-SH

degerlerinin hipoksik ortamda azalmasi, kalp dokusundaki bulgularimizia
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benzesmektedir. Genel olarak gerek yasli sican gruplarinda, gerekse gencg
sigan gruplarinda yukseltinin siddeti arttikca P-SH ve T-SH seviyelerinde
azalma tespit edilmistir. En yuksek P-SH ve T-SH duzeyleri geng hayvan
kontrol grubu ve ardindan yasli hayvan kontrol grubunda tespit edilmistir.
Bununla birlikte 8000m ve 6000m+8000m geng¢ hayvan gruplarinin kalp kasi
sol ventrikil P-SH ve T-SH degerleri arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamazken, yagh sican grubunun ayni yukselti seviyeleri arasinda ise T-
SH degerlerinde fark bulunmustur. Yash sigan 6000m+8000m grubunda her
iki ylUkselti seviyesinde (6000m ve 8000m) birden T-SH oksidasyona
ugramistir. Geng hayvan gruplarinda ise sadece 8000m’de ciddi anlamda
protein tiyolleri oksidasyonu ugramistir. Geng hayvan gruplarinda antioksidan
olarak gorev goren indirgenmis glutatyonun (GSH) etkin olabilecegini
belitmek gerekir. GSH’In birincil dereceden P-SH oksitlenmesini
engellemede antioksidan olarak gorev aldigi ifade edilmektedir (71,72).
Yaslhlikta kalp kasinda GSH duzeyinde azalma oldugu gosterilmigtir (72).
GSH’In azalmasi ile birlikte hidrojen peroksit, superoksit iyonu, hidroksil
radikali ve lipit peroksitin duzeylerinin arttigi bildiriimektedir (133). Mitokondri
ici GSH'In kritik dizeyde azalmasi mitokondriyal 6limin en &nemli
nedenlerinden biri olarak belirtilirken (101,150), mitokondrinin yapisal protein
tiyollerini oksitlenmekten etkin bir sekilde korudugu gosterilmistir (113).
Glutatyon ve sistein gibi biyolojik tiyoller radikallerle indiklenen protein
inaktivasyonunu, ya dogrudan bu radikallerle reaksiyona girerek ya da dolayl
olarak proteinlerdeki serbest tiyol gruplari ile geri donusumlu baglar
olusturarak onler (27,37,43). P-SH ve GSSG arasindaki reaksiyon ya GSH
olusumunu saglar veya proteinlerle disulfit bagi olusturarak inaktif protein
olusumuna neden olmaktadir (75). Bu nedenle calismamizin eksik kalan
yonlerinden birisi GSH ve GSSG belirlememis olmamizdir. Bu parametreler
bize protein tiyollerinin oksitlenmeleri hakkinda daha iyi karar vermemize
olanak verebilirdi.

Farkl galismalarda P-SH ve/veya T-SH degerleri ile PCO degerleri
arasinda yuksek negatif korelasyon elde edilmigtir (27,65). Calismamizda da

P-SH ve PCO arasinda hem totalde, hem gen¢ ve yash gruplarda hem de
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her bir ylUkselti seviyesinde yiksek negatif korelasyon saptandi.
Calismamizda yukselti seviyesi arttikgca P-SH ve PCO arasindaki korelasyon
daha guclu gozlendi. Bu verilerimiz yukselti arttikga oksidatif protein

hasarinin arttigi disuncemizi desteklemektedir.

5.2. ROS ve Lipit Peroksidasyonu

DNA ve protein oksidasyonu lipit peroksidasyonundan daha onemli
gibi gozukse de (17) lipitlerde olugan oksidatif hasarlar da hlcrede dnem
tasimaktadir. Lipit peroksidasyonu lipitlerin ROS radikalleri tarafindan
‘Ozellikle hidroksil radikali’ baslatilan bir dizi reaksiyonlar sonucu meydana
gelir ve hlcre zarinda zincirleme reaksiyon olarak devam eder (135). Lipit
peroksidasyonu oOnlenemediginde hucre ve mitokondri zarlarinda oksidatif
hasar meydana gelir. Hlcre zari hasari protein ve DNA oksidasyonunu artirir
ve hepsi birden mitokondriyal hasari ilerletir. Olugsan bu oksidatif hasarlar
serisi hicre oOlumlu ve/veya doku hasarina kadar gider (2,143). Lipit
peroksidasyon tespiti doku hasari ve yaslanma surecinde onemli oksidatif
hasar belirtecidir (39,92,157). Ayrica lipit hidroperoksit radikal hasara

ugramis genis lipit ailesinin ilk peroksidan hasar belirtecidir (8).

5.2.1. Yaslanma ve Lipit Peroksidasyonu

Cesitli galismalar yaslanma surecinde lipit peroksidasyon hasarinda
artis oldugunu gdstermektedir. Yaslilarda mitokondri radikal sentezi artigina
paralel olarak bir lipit peroksit belirteci olan TBARS artisi tespit edilmistir
(101). Yasli erkek ve disi sicanlarin kalp (72), plazma (71) ve iskelet kasi (28)
LHP dizeyi yuksek belirlenmigtir. Calismamizda yash sigan kalp dokusu sol
ventrikulinden elde edilen LHP bulgulari literatirle ayni dogrultudadir. Yasl
siganlarin bazal LHP dizeyi gen¢ hayvanlarin bazal LHP dizeyinden farkli
olarak bulundu. Yasl hayvan kalp kasi sol ventrikiliunde daha yuksek LHP

seviyesi saptanmistir.

5.2.2. Akut Hipobarik Hipoksi ve Lipit Peroksidasyon
Hipoksik kosullardaki lipit peroksidasyon verileri farkli ¢calismalarda
celiskili gozukmektedir. Bazi ¢caligmalar lipit peroksidasyonun hipoksi sonrasi

artis gosterdigini savunurken, digerleri bu degiskende herhangi bir artis
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belirlememistir. Hipokside iskelet kasi lipit peroksidasyonunda artis tespit
edilemezken (10,124), 5500m kronik hipobarik hipokside ise kalp kasi,
akciger, karaciger ve bobreklerde yuksek duzeyde MDA saptandigi
bildirilmistir  (111). Yine 5700m ve 6300m hipobarik hipokside kan
plazmasinda (36) ve 5500m hipobarik hipokside kosullarinda kalp dokusunda
yuksek dlizeyde lipit peroksidasyon hasari tespit edilmistir (160).
Bulgularimiz akut hipobarik hipoksi kosullarinda lipitlerin peroksidatif hasara
ugradigi yonundedir. Lipit peroksidasyon hasari verilerimiz PCO verilerimiz
ile benzerlik gdstermektedir. YUkseltinin siddetine paralel olarak lipitlerin
peroksidatif hasara ugradigini belirledik. Yasli ve gen¢ hayvan yukselti
seviyeleri gruplarinin hepsi kendi kontrollerinden istatistiksel olarak anlamli
dizeyde yuksek bulunmustur. LHP dlzeyleri geng si¢gan grubu 8000m ve
6000m+8000m arasinda farkllik bulunurken yasl sigan grubunda bu yukselti
seviyeleri arasinda fark tespit edilmemistir. Yine PCO parametresinde oldugu
gibi ozellikle gen¢ sigan grubunda fark g¢ikmasi 8000m Oncesi uygulanan
6000m vyukselti duzeyinin  serbest radikal olusumunu azaltmadigini
gOstermektedir. Diger taraftan 8000m ve 6000+8000m yasli sigan gruplari
arasinda fark c¢ikmamasi yash sican TSH dizeyindeki azalma ile
aciklanabilir. Ayrica denek sayimizin azligi nedeniyle nonparametrik istatistik
analiz yontemi kullanmis olmamiz ise fark bulunamamasindaki diger bir
olasilik olabilir. Batln yukselti dizeylerinde yash hayvan LHP dedgerleri ayni
yukselti duzeylerine karsilik gelen geng hayvanlarin LHP degerlerinden daha
yuksek olarak tespit edilmistir. Bulgularimiz yukselti sartlarinda yaslilarin lipit
peroksidasyonu hasarina genglere gore daha yatkin oldugunu
gOstermektedir. Yine yaslanma sirecinde metabolizmada daha fazla radikal

uretiliyor olmasi kuvvetle olasi bir neden olarak kargimiza ¢gikmaktadir.

5.3.Yaslanma, Akut Hipobarik Hipoksi ve HSP72

Her turli organizmada bulunan Hsp70 proteini gesitli alt Gyelerden
olusmaktadir (91). Bunlar iginde Hsp72 kalp dokusu igin o6nemlidir
(34,35,109,110). Literatir Hsp72 sentezinde yaslilarda azalma oldugunu
belirtirken, bazi calismalar ise herhangi bir azalmanin s6z konusu olmadigi

yonundedir. Yasl siganlarin iskelet kasinda (93,94) Hsp72 proteinin gesitli
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stresler karsinda genclerinkine benzer bir sekilde artis gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica Frier B ve Locke M. (2005) yaptiklari g¢alismada diyet
kisittamasi ile birlikte yasl sigan kalp kasi Hsp72 protein sentezinin geng
sican Hsp72 protein sentezi ile farkhlik gostermedigini saptamislardir (46).
Fakat yash sigcanlarin miyokard dokusunda (35,94) ve karacigerinde (53)
yapilan calismalarda sicaklik veya egzersiz uyarani karsisinda Hsp72
sentezinde azalma tespit edilmistir. Yasli hayvanlarda c¢esitli stresler
kargisinda Hsp72 sentezinde azalma olup olmadigi konusunda farkl
sonuglar vardir. Diger taraftan ¢alismalar genelde azalma oldugu yénundedir.

Sicak soku protein sentezini 6nceden bir stres karsisinda uyarip,
sonradan uygulanan ikinci stres karsisinda dokuyu olugan strese karsi
koruyacag! hipotezi ileri sirulmustir. Capraz tolerans olarak adlandirilan bu
yaklagsim iskemi-reperflizyon sonrasi kalp kasi dokusunu olusan oksidatif
strese karsi koruyabilmistir (34). Sicak uygulamasi sonrasi Hsp72 sentezinde
artis gozlenmistir (110). Bu nedenle c¢alismamizda Uuglncu hipotezi
kurgularken capraz tolerans yaklagsimindan esinlendik ve ilk defa akut
hipobarik hipokside Hsp72 diizeyi bu calismada tayin edildi. Once sicanlari
akut orta siddetli hipobarik hipoksi kosuluna tabi tutduk, yaklasik 36 saat
sonra siganlari siddetli hipobarik hipoksi kogullarina maruz biraktik ve siddetli
hipobarik hipoksi sonrasi daha az radikal hasarin olusmasi yani sira Hsp72
dizeyinde artis bekledik. Fakat Hsp72 dlizeyinde kalp dokusunda herhangi
bir artis tespit edemedigimiz gibi oksidatif hasar degdiskenleri acisindan
8000m hipoksi uygulamasinin 6000m hipoksi uygulamasi Uzerine ek bir
hasar yarattigi gozlenmistir. Hipokside yapilan diger bazi c¢alismalar
bulgularimizi destekler niteliktedir. Literatirde, mitokondri korunmasinda
onemli rol alan Hsp60 protein duzeyinin hipoksik kogullarda degismedigi
buna karsilik sitoplazmik Hsp60 proteininde azalma tespit edildigi bildirilmigtir
(52). Siddetli akut hipobarik hipoksi ‘7000m’ kosullarinda yapilan bir
calismada ise olusan radikal hasara karsi GSH incelenmis ve GSH aktivitesi
bloke edildiginde Hsp70 proteini derigsiminde ciddi bir artis tespit edilmistir
(96). Bir bagka galismada ise Hsp72'nin P-SH’y1 rejenere ettigi bildirilmistir

(92). Bazi in vitro galismalarda ise kalp kasi hucrelerinin hipokside ancak
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tumor necrosis faktor alfa (TNFa) uygulamasindan sonra Hsp72 proteinini
sentezleyebildigi izlenmistir (109,110). Bu calismalar, énemli bir noktanin
altinin cizilmesinin gerekliligini gostermektedir: 6000m akut hipobarik hipoksi
kosulu Hsp72 sentezini uyarmakta yeterli bir stres olusturmamis olabilir.
Diger taraftan c¢alismamizda 8000m hipobarik hipoksi Hsp72 sentezi
acisindan uygun bir stres yaratmis olabilir. Fakat 8000m uygulamasi sonrasi
Hsp72 duzeyinde artis gozlenebilmesi igin, deney bitiminden sonra en az 5
saat kadar beklenmesi gerekliydi. Ayrica akut hipobarik hipoksi sonrasi
Hsp72 mRNA dizeyi incelenebilseydi Hsp72 mRNA’sinda belli bir artig

saptanabilinirdi.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizdan elde edilen verilere gére G¢ o6nemli sonuca
ulagilmistir. ilki; akut hipobarik hipoksi kosullarinda sigan kalp kasi sol
ventrikilinde gerek yasl gerekse geng¢ siganlarda protein ve lipitlerde
oksidatif hasar olusmustur. Genel olarak oksidatif hasar degiskenleri yukselti
siddetine paralel artmistir. Fakat 6000m akut hipobarik hipoksinin AOPP
uzerinde ciddi bir stres yaratmadigi gozlenmistir. AOPP ile ilgili sonuglar akut
hipobarik hipoksi kosullarinda ilk defa bu galismada ortaya konulmustur.
Ayrica PCO ve P-SH belirteglerinin ylksek negatif korelasyon gdstermesi
(P<0,001; r=-0,845) akut hipobarik hipoksi kosullunda proteinlerin ¢ok fazla
oksidatif hasara ugradigini géstermektedir. ikincisi; her bir yiikselti siddetinde
oksidatif hasar degiskenleri yasl si¢canlarda geng siganlarinkine kiyasla daha
yuksek bulunmustur. Genel olarak TSH ve PSH dlzeyleri yashlarda yukselti
siddetine ters yonde bir azalma gostermistir. Bu sonuglar bir yandan
yasllarin oksidatif hasara daha yatkin oldugunu gosterirken diger yandan
yaslilardaki tiyol gruplarinin protein oksitlenmesine kargi daha etkin rol
alabildigidir. Uclincti ise; akut hipobarik hipoksi kosullarinda kalp kasini
oksijen radikallerine karsi koruyacagini Umit ettiimiz Hsp72 duzeyinde
herhangi bir artis tespit edilmemistir. Bu veri bize 6000m hipobarik hipoksi
kosullarinin  Hsp72 sentezi agisindan ciddi bir stres olusturmadigini
gOsterebilmektedir. Diger bir olasilik ise yukselti dizeylerinde deney
hayvanlarinin kalig suresinin yeterli olmadigidir. Bir baska olasilik ise
proteinlerin yanhs katlanmalarinda veya okside olmalarinda bu savunma
mekanizmasinin yetersiz kalmis olabilece@idir. Ya bu olasilik ¢ok ciddi
algilanmiyor, ya da hipobarik hipokside Hsp72 sistemi devreye girmiyor. Belki
de Hsp72 duzeyinde artig olmamasinda bu kogullarin bir kagi birden etkilidir.
Bir baska akut hipobarik hipoksi c¢aligmasi ile bu durumun aydinhga
kavusmasi gerekmektedir.

Bu calisma temel olarak akut yukseltide olusan reaktif oksijen radikali
hasari ve buna karsilik Hsp72’nin rolunu incelemistir. Fakat ¢calismamizda
nitrit oksitten tlureyen serbest radikallerle ilgili herhangi bir degisken

incelenmemigtir. Son derece reaktif olan peroksinitrit tirozin amino asitti ile
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tepkimeye girerek nitrotirozini olusturmaktadir (54). Nitrotirozin 6énemli bir
oksidatif protein hasari belirtecidir. Her ne kadar hipoksik kosullarda NO
azaldigini gosteren ¢alismalar mevcut ise de NO hipoksik kosullara uyum igin
ilk sentezlenen molekullerdendir ve derisimi belli bir dizeyin Ustline
ciktiginda ciddi radikal hasarina neden olur (55, 105). Ayrica akut hipobarik
hipokside NO’nun toksik etkilerini gosterme olasiligi kronik hipoksiye goére
daha gugludir. Bu nedenle calismamizda nitrotirozin duzeylerinin tespiti
Ozellikle protein hasari agisindan bizim bulgularimizi daha kuvvetli kilabilirdi.
Yine tiyol gruplarinin redoks dizenlemesinde "regllasyonda” etkin rol aldigi
bilinen GSH ve GSSH tespiti ve Redoks indeksinin hesaplanmasi protein
hasari ile ilgili daha aciklayici yorum yapmamizi saglayabilirdi. Bunlara ek
olarak hipoksik kosullara uyumda salgilanan HIF1a mRNA tespitinin bizim
hipoksik kosullari hangi siddette uyguladigimiz hususunda genis bilgi verme
olasiligi bulunmaktaydi. Akut hipobarik hipokside olusan oksidatif hasar ile
ilgili sorularin daha iyi cevaplanabilmesi i¢cin bu parametrelerin gelecekte

calisiimasi 6nem tasimaktadir.
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