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VIII

SICANLARDA ISOPROTRENOL iL_E OLUSTURULAN MiYOKARD iNFARKTUSU
MODELINDE DNA HASARI VE OKSIDATIF STRES UZERINE LASIDIPiN, RAMIPRIL
VE VALSARTAN’NIN ETKILERININ INCELENMESI

OZET

Bu calismada, lasidipin, ramipril ve valsartan’nin siganlarda Isoprotrenolle (ISO)

olusturulan Miyokard infarktlisti (MI) modelinde gelisen DNA hasari ve oksidatif stres
Uzerine etkileri incelendi. Lasidipin, ramipril ve valsartan sirasiyla 3, 3 ve 30 mg/kg
dozlarda oral sonda ile 30 gin boyunca verildi. MI olusturmak igin oral ilag
uygulamalarini takip eden son 2 glinde si¢an gruplarina 180 mg/kg dozda ISO 24 saat
araliklarla iki kez subkutan enjeksiyonla verildi. Son ISO uygulamasini takip eden 24.
saatte ylksek doz anestezik maddeyle gruptaki tim ratlar étanazi edildi. Bu slre¢
sonunda ratlarin kanindan elde edilen serumlarda MI'nin rutin biyokimya gdstergeleri
olan Aspartat amino transferaz (AST), Kreatin kinaz (CK), Kreatin kinaz-MB (CK-MB),
Troponin | (Tnl) ve ayni zamanda Nitrik oksit (NO) 6lctldi. Tam kanda DNA hasari
seviyesi [8-hidroksi guanin (8-OHGua)] belirlendi. Ml indikatérleri ile Ml belirlendikten
sonra ratlarin kalp dokusu homojenatlarindan elde edilen sipernatantlarda katalaz
(CAT), sUperoksit dismutaz (SOD), miyeloperoksidaz (MPx) aktiviteleri ve glutatyon
(GSH), lipit peroksidasyonu (LPO) seviyeleri literatlirlere dayali uygun metotlarla
Olguldd. Bulgular, kontrol gruplari ile karsilastirilarak degerlendirildi. Saghkli kontrol
grubuna goére 1ISO uygulanmis kontrol grubunu istatistiksel olarak mukayese ettigimizde,
MI'in biyokimyasal kardiyak belirteclerinden AST, CK, CK-MB ve Tnl'da artis, NO
seviyesinde azalig, 8-OHGua’'nin seviyesinde artis, SOD ve CAT aktivitelerinde azalis,
MPx aktivitesinde artis, GSH seviyesinde azalis ve LPO seviyesinde artis belirlendi
(p<0.05). ISO uygulanmis kontrol grubuna gére ilag gruplari mukayese edildiginde
ilaglarin ISO uygulanmasina bagli gelisen tim olumsuz degisiklikleri engelledigi
belirlendi. Ml uygulamasi yapilamayan sadece ila¢ uygulamasi yapilan gruplarda ise
sagliklh kontrol gruba gbre istatistiksel olarak 6nemli bir degisiklik belirlenmedi.
Lasidipin, ramipril ve valsartanin 1SO ile indiiklenen MI modelinde kalp doku hasar
belirteglerini duzelttikleri, antioksidan sistem Uzerine olumlu etki gésterdikleri ve DNA
hasari gdstergesi olan 8-OHGua seviyesini kontrole gére diizelttikleri belirlendi. ilag
gruplari arasinda ise tim parametrelerde herhangi bir farklilik belirlenmedi.

Sonug olarak, ISO ile olusturulan Ml modelinde serbest radikallerin Uretildigi ve
bu radikallerin DNA’ya kadar sigrayarak hasar verdigi belirlendi. Lasidipin, ramipril ve
valsartanin antioksidan savunma sistemini olumlu etkileyerek Ml'da bozulan oksidan,
antioksidan ve kardiyak enzim parametrelerini diizelttikleri ayni zamanda DNA hasarini
azalttiklari belirlendi.



IX

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LACIDIPINE, RAMIPRIL AND VALSARTAN
ON DNA DAMAGE AND OXIDATIVE STRESS IN ISOPROTERENOL-INDUCED
MYOCARDIAL INFARCT MODEL OF RATS

SUMMARY

In this study, the effects of lacidipine, ramipril and valsartan on DNA damage and

oxidative stress occurred after isoproterenol (ISO)-induced myocardial infarct (MI) were
investigated in rats. Lacidipine, ramipril and valsartan were administered by oral gavage at
3, 3 and 30 mg/kg doses, respectively during 30 days. To induce MI, at the last two days of
drug administration, 180 mg/kg dose of ISO was administered to rat groups twice in 24 hour
intervals via subcutaneous injection. At the 24™ hour after the last ISO administration, all
rats were euthanatized via high dose anesthetic agent. After this period, routine
biochemistry indicators of MI, Aspartate aminotransferase (AST), Creatine kinase (CK),
Creatine kinase-MB (CK-MB), Troponine | (Tnl) and also Nitric oxide (NO) were measured
in the sera obtained from rats’ blood. The level of DNA damage [8-hydroxy guanine (8-
OHGua)] was determined in whole blood. After Ml diagnosis with MI indicators, catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) and myeloperoxidase (MPx) activities and glutathione
(GSH), and lipid peroxidation (LPO) levels were measured in the supernatants obtained
from rats’ tissue homogenates in accordance with the present literatures. Results were
evaluated by comparing with those of the control groups. When we compare ISO-induced
MI control group with the healthy group, increases in the biochemical cardiac Ml indicators
(AST, CK, CK-MB, Tnl), decreases in NO level, increases in 8-OHGua level, decreases in
SOD and CAT activities, increases in MPx activities, decreases in GSH level and increases
in LPO level were determined (p<0.05). When we compared the drug groups with the 1ISO-
administered control group, the drugs were determined to prevent all negative effects
related to ISO application. There was no significant difference in the rat groups which
received drugs without MI induction in comparison to healthy rat group. We observed that
lacidipine, ramipril and valsartan improved heart tissue damage indicators, exerted positive
effects on antioxidant system, and improved the level of 8-OHGua level, the indicator of
DNA damage in ISO-induced MI model when compared to control group. There was no
difference in none of the parameters of the drug groups when compared each other.

In conclusion, it was determined that reactive oxygen species were produced after
ISO-induced MI model and these radicals damaged even DNA. Lacidipine, ramipril and
valsartan were determined to improve the antioxidant and cardiac enzyme parameters
which impaired after MI, and decrease DNA damage by affecting antioxidant defense

system positively.



1. GIRiS VE AMAC

Kardiyovaskuler hastaliklar diinyadaki 6lim nedenlerinin basinda gelmektedir.
Kardiyovaskuler hastaliklar igcinde en sik gérilen miyokard infarktist (Ml)’dir. Sinsi ve
ani bir sekilde ortaya ¢ikan MI, genelde orta ve ileri yas hastaligi olup, kisinin ani
6limune yol agabilir. Ani baglangi¢ch olmasi veya semptomlarinin non-spesifik olmasi
(Gogus agrisi gibi), ayni zamanda MI sonrasinda kalici ve dizeltilemez birgok hasarin
meydana gelmesi, Ml Uzerine bilimsel ¢alismalarin yogunlagsmasini saglamistir. MI'in
bircok nedeni vardir ve birgcok hastalikta sekonder olarak gelisebilir. Bu nedenle, MI'in
gelisim fazinin durdurulmasi veya risk gruplarindaki kisilerin korunmasi, bilimsel
arastirmalarin ilkk hedefleri haline gelmistir. MI gelistiginde kaginilmaz bir miyokard
disfonksiyonu olusmaktadir. MI'nin kalbi besleyen koroner arterlerin total tikanmasi
sonucu ortaya cikar. Tikanan arterin distalinde bulunan ve bu arterle beslenen
miyokard dokusu iskeminin siddetine gére cesitli derecede hasar olusturur. Tikanan
damarin besledidi alan ve iskemi slresi, miyokarddaki hasarin siddetini belirleyen en
6nemli parametrelerdir. Miyokardin beslenememesi, iskemik bdlgelerin olusmasina ve
bu bdélgelerde acikliga kavusmus bircok mekanizmayla dénisimli veya dénisimsiiz
hasarlara neden olur. MI sonrasi olugan iskemik hasarin temel patofizyolojisinde hicre
membraninin  bitinliginin  bozulmasi gelmektedir. iskemik alanlarda hasarin
olusmasinda Polimorfo Nikleer Lékosit (PNL) infiltrasyonu ve mitokondrilerden salinan
serbest oksijen radikalleri ¢ok &nemli rol oynar. Serbest oksijen radikalllerinin
yogunlugu, nekrotik alanlarin biylkligi ve hadisenin déntsimll veya dénisimsiz
olmasiyla dogru orantilidir. Serbest oksijen radikallerinin artmasi ve bu ajanlarla uzun
streli temas, hasarin DNA’ya da sigramasina neden olmaktadir. DNA’da olusabilecek
hasar hiicresel degisikliklerin dénisimsiz olmasina neden olmaktadir. Ml sonrasi
gelisen hasar mekanizmasi sadece bu fenomenle sinirli kalmamaktadir. Cézilmesi
gereken baska bir sorunda reperflizyon hasaridir. Reperfiizyon, iskemik dokunun
tekrar kanlanmasi, iskemik dokuda enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik
metabolitlerin uzaklastiriimasi icin gerekli bir sirectir. Fakat reperflizyon, iskeminin
kalkmaslyla iskemiye maruz kalmis hlcrelerin asiri derecede oksijenlenmesine ve
daha fazla hasar olusmasina neden olur. Reperflizyon hasari serbest oksijen
radikalleri, endotelial faktorler ve nétrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla
gerceklesir. Sonugta serbest oksijen radikalllerinin kontrolsiiz bir sekilde lipit
membranina saldirmasi ve bu arada 6nceden hasarlanmis hiicrelerdeki antioksidant
sistemlerin galisamaz veya az calisir hale gelmesi hasarin daha siddetli olmasina

neden olur. Hem iskemi hem de reperflizyonun neden oldugu hasar, miyokardin kalici



disfonksiyonlarina ve c¢esitli derecelerde kalp yetmezligine neden olmaktadir. Bu
nedenle MI'in tedavisi ¢ok yoénlU olup temel olarak ikiye ayirilir. Birincisi; riskli gruplara
MI gelisiminden énce koruyucu tedavidir ki bu sahaya bircok ilac girmektedir. Kisaca
belirtmemiz gerekirse Ml'a yol olabilecek primer nedenin kontrol altina alinmasinda ve
primer bir neden olmaksizin risk grubunda bulunan Kkisilerde kullanilan ilaglar bu
kategoride siniflandirilir. Ornegin hipertansiyon veya yilksek kolesterol diizeyi Ml icin
d6nemli bir risk faktéri olup bunlarin kontrol altina alinmasi Ml riskini de azaltmaktadir.
ikincisi ise, Ml sonrasi akut safhada veya kronik safhada kullanilan ilaglardir. Ml
sonras! acil midahalede, trombolitik tedavinin yani sira invaziv yéntemlerle damar
tikanikhdinin aciimasi da esas noktayi olugturmaktadir. Akut ve kronik miyokard hasar
ve disfonksiyonunda farkl bir¢ok ilag grubu kullaniimaktadir. Her bir grubun birbirleri
arasinda avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Bu evrede kullanilan ilaclarda
aranan temel 6zellikler gerek iskemiye gerekse reperfizyona bagli hasari en aza
indirmektir. Ayni zamanda miyokard rejenerasyonuna yardim ederek optimal diizeyde
miyokard fonksiyonunu saglamaktir. Bu nedenle MI sonrasi kullanilacak ilaglarin
temelinde miyokard fonksiyonu, koroner arterler Gzerine yararh etkileri ve antioksidan
potansiyele sahip olmalari gerekmektedir. Bu 6zelliklerin bir veya bir kagina sahip Ml
sonrasinda kullanilan ilaglar bulunmaktadir. Yalniz ginimizde yapilan yeni
calismalarda iskemi sirasinda olusan oksidatif stresin DNA Uzerinde de etkili oldugunu
go6stermektedir. DNA Uzerine olan bu etki siddetinin hasarin boyutu ile dogru orantih
oldugu g6sterilmistir. Etkinligini MI'da deneyecegimiz ilaclar MI sonrasinda kullanilan
ilaclar olup bu ilaglarin se¢iminde hala birgok tartisma bulunmaktadir. Literatiir de bu
konu ile ilgili cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Lasidipin, ramipril ve valsartan Ml
sonrasinda kullanilan ilaglardandir. Her ligli de Ml sonrasi kullanilan tg¢ farkli grubun en
sik recete edilen ilaglaridir. Ug farkli grubu ayni deney kurgusunda karsilastiran
biyokimyasal bir ¢alismaya rastlamadik. Calismamizin amaci: Siganlarda olusturulan
akut MI (ISO) modelinde gelisen oksidatif stresin ve oksidatif strese bagli DNA
hasarinin siddetini belirlemek, klinikte MI tanisinda kullanilan cesitli doku hasari ile
DNA hasari arasindaki iligkiyi ortaya koymak, ISO’de gelisen DNA hasarinin
d6nlenmesinin, antioksidan savunma mekanizma ile agikliga kavusturmak ve son olarak
lasidipin, ramipril ve valsartan’nin siganlarda I1SO ile gelisen DNA hasari, doku hasari
ve oksidatif stresi Gzerine olan etkilerinin karsilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kalbin anatomisi

ici bos, kas yapisinda bir organ olan kalp gégis boslugu iginde her iki akciger
arasinda biyuk bir alani kaplar. Etrafi, perikardiyum adi verilen bir zar ile sarilidir. Kalp
kas! (miyokard) hiicrelerinden olusan kas yapisinda bir organdir." Kalp duvarinda 3
tabaka bulunur. En dista epikardiyum, ortada miyokardiyum ve en igteki

endokardiyumdur." 2

Kalp, iki akciger arasinda tepesi asagida tabani yukarida bir
koniye benzer. Ugte biri orta cizginin saginda, iicte ikisi sol yanindadir. Genel olarak
sternum arkasinda egik olarak durur. Ekseni, yukaridan asagiya, arkadan 6ne ve
sagdan sola dogrudur. Kalbin iki atriyum ve iki ventrikill olmak 6zere dért odacigi
vardir. Bunlar sag atrium, sol atrium, sag ventrikll ve sol ventrikil olarak adlandirilir.
Kalp, viicudun tim bélimlerine kani génderen dolasim sisteminin pompasidir. Dolagim
sistemi kalp, arterler (atardamar), venler (toplardamar) ve kapillerlerden
(kilcaldamarlar) olusmustur. Kalp ritmik kasilimalarla kani arterlere pompalar. Pompa
gorevi ventrikillerindir.!

Vicuttan venler araciligiyla toplanan kan Ust ve alt kava veni ( vena cava
superior ve vena cava inferior ) ile sag atriuma, oradan da sag ventrikile gelir. Sag
ventrikll kani, ana pulmoner arter ( trunkus pulmonalis ) araciligi ile oksijenlenmesi igin
akcigerlere gonderir. Akcigerlerden sol atriuma gelen oksijenlenmis kan hemen
asagidaki sol ventrikile gecer. Kuvvetli kas yapisina sahip sol ventrikil kani aort
araciligiyla tim vicuda génderir. Akcigerlerde kan akimina karsi diren¢ daha az oldugu
icin sag ventrikdliin is yukd sol ventrikilin ki kadar fazla degildir. Bu nedenle sol

ventrikiiliin duvar kas kalinligi sag ventrikiile oranla daha kalindir."?

2.2. Kalbin fizyolojisi

Miyokard devamh olarak calisan bir kastir. Yasam olgusu oldugu sirece
dokulara gerekli kani pompalama gérevini Gstlenmistir. Higbir sekilde durmadan
calismaya programlanmis olan miyokard kendine &6zgi bir damarlanmaya sahiptir.
Koroner arter dedigimiz miyokardi besleme gbérevi olan arter yumagdi miyokard
dokusunu gevrelemistir."-*

Dinlenme halindeki bir kiside kalp dakika da 4-6 litre kan pompalar. Agir
egzersiz sirasinda kalp bu miktarin 4-7 katini pompalamasi gerekebilir.® Kalbin aktif bir
pompalama gérevinden dolayi kalp kasi hucrelerinin aktif bir metabolizmasi vardir ve
bu hiicreler oksijene sirekli olarak ihtiyag duyarlar. Koroner dolagsim kalbe oksijene
doymus kan temin eder. insanda ortalama dinlenme koroner kan akimi 225 mi/dk’dir.?



Koroner kan akimi kalbin gereksinim duydudu besinleri saglayabilmek igin 3-4 kat
artabilir. Bu artis is yukinin artigi kadar fazla degildir. Bu koroner kan akiminin kalbin
enerji harcamasinin oraninin azaldigi anlamina gelir. Kalp akimindaki bu géreceli
azalmayl dengelemek Uzere kalpte enerji kullaniminin verimliligi artar. Koroner
sistemde kan akimi hemen hemen timulyle kalp kasinin besin gereksinimine yanit
olarak ortaya cikan lokal vazodilatasyon tarafindan dizenlenir. Tersine aktivitenin
azalmasina kan akiminda azalma eslik eder. Koroner kan akimi hemen hemen timdyle
kanin oksijen gereksinimiyle orantili olarak dizenlenir. Kan akimi tamamen kalbin
metabolik oksijen tlketimiyle orantili olarak artar. Kalp, dinlenme durumunda enerji
gereksiniminin % 60-80’ini karbohidratlar yerine yag asitlerinden, % 20-40 arasinda ise
laktat ve glukozdan karsilanmaktadir. Glukoz ise kardiyositlere hem GLUT 1 hem de
GLUT 4 ile codunlukla ise % 90 oraninda GLUT 4 ile taginir.* Anaerobik ya da iskemik
kosullarda diger dokularda oldugu gibi kalp metabolizmasinda da aerobik glikoliz enerji
gereksinimini karsilamak (zere devreye girer.® Bu yol kalbin biyik enerji
gereksiniminin yalnizca kiguk bir boélimani karsilayabilir. Ayrica glikoliz ylksek
miktarda kan glukozunu kullanir ve ayni zamanda kalp dokusunda ¢ok miktarda laktik
asit olusumuna yol agar.* Laktik asit muhtemelen iskemi sirasinda ortaya ¢ikan agridan
da sorumludur. Diger dokularda oldugu gibi kalptede metabolik enerjinin % 95’
mitokondrilerde ATP olusumu i¢in kullanilan besinlerden saglanir. ATP hiicresel iglevler
icin gereken enerjiyi tasiyici olarak iglev yapar.* Kalbe oksijen tasimakla yikimli
molekiil hemoglobindir. iskemik kosullarda hemoglobin ile oksijen tasinamamasi
durumunda miyoglobin kalbin ihtiyaci olan oksijeni kisa sire igin temin eder. Kisa sireli
iskemilerde bu miyoglobindeki depo oksijen kullanilarak kardiyak hicrenin dénisimsiiz

6limi dnlenmis olur.®?®

2.3. Miyokard infarktiisii

ISO glin gectikce artan bir saglik sorunu olmakla beraber ayni zamanda saglk
harcamalarinda da en Ust seviyelerde yer almaktadir. ABD’de 2001 yilinda 900.000 Ml
gecirmis hasta oldugu ve bu hastalar igin yillik yaklasik 60 milyar dolar saglik
harcamasi yapildigi bildirimistir.° Gelisen yeni tedavi stratejileri ve ayni zamanda yeni
ilaclarla 1988’'de MI sonrasi 6lim vakalari % 13.2 iken son yillarda % 5.6’ ya
gerilenmistir.”

MP'in cok sik gorilmesi ve 6lim oraninin yiksek oranda olmasinin en énemli
nedenlerinden biri miyokard dokusunun ylksek metabolik aktivitesidir ki bu yilksek
metabolik aktivite miyokardi iskemiye cok hassas hale getirmistir.> Genelde koroner



ateroskleroza bagli olarak ve daha seyrek olarak da koroner arter enflamasyonu,
tromboz veya koroner vazospazma bagll olarak miyokard iskemisi meydana gelir.
iskemik kalp hastaliklarini séyle siralayabiliriz: Akut myokard enfarktiisii (AMi), stabil
veya anstabil angina pektoris (AAP), kronik iskemik kalp hastaligidir.® Kalbi besleyen
koroner damarlarda akut tikanmadan hemen sonra tikanmanin u¢ kisminda kalan
bdlgede kan akimi ¢evre dokuda kiigik miktardaki kolleteral dolasim disinda durur. Hig
kan almayan ya da aldigi kan kalp kasinin islevlerini yerine getirmesine yetmeyen
bdlgeye infarkt boélgesi olayin timine ise MI bdlgesi denir. Ayni ddnemde kas lifleri
kandaki son oksijen kirintilarini da kullanir ve hemoglobin tamamen indirgenerek koyu
mavi bir renk alir. Kalp hiicreleri kisitlanan metabolizma nedeniyle sismeye baslarlar.?
Kanlanmanin sagdlanamamasi durumunda birkac saat icerisinde hiicreler olir.® Bu
evrede infarktlsiin histolojik evolisyonu ve miyokard kontraktiletesi (zerine oksijen
eksikliginin fonksiyonel etkisi ile olusur. Bu degisiklikler damar tikandiktan sonra hemen
(2 dakika icinde) baslar ve 2-4 gin iginde miyokard koagulasyon nekrozunun gelismesi
ile son bulur.® Akut iskemi durumunda, anaerobik metabolizma yetersizlesince hiicre ici
ATP sunumu azalir. Sonugta intrasellller asidoz gelisir ve ATP'ye bagimli prosesler
bozulur (hiicre ici Ca toplanir, édem ve hiicre 8limi olusur).” Infarktiisiin erken
déneminde miyokard kontraktilitesi azalinca kalp debisi diser ve miyositlerin senkron
kontraksiyonu kaybolur; hipokinezi, akinezi, diskinezi ve anevrizma gelisebilir. Kliglk
bir alanda iskemi var ise ¢ok kigik bir kas bolgesi 610r ya da kas 6lumu gézikmez.
iskemik alan genigse bircok kas lifinin dlmesi kacginilmazdir. Bunu izleyen giinler
icerisinde 610 boélge blyir. Clnkl uzayan iskemi sinirindaki birgok lifin élimine yol
acar. Nekroz 6ncelikle akimin en fazla azaldigi yerde, endokardda meydana gelir ve
daha sonra bunu endokarddan epikarda dogru uzanan, etrafa dogru sinirh bir
genisleme gdsteren, hiicre 6limii dalgasi izler.® Nekrozun genisligi koroner damardaki
tikanikh@in yeri, kollateral kan akimi, koroner damar tikanikliginin siresi ve bdlgesel
miyokardiyal oksijen gereksinimi ile yakindan iligkilidir.> Ayni siire igin de 6li bdlgede
fibr6z doku gelismeye baslar.'® Gunkii iskemi fibroblastlarin gelisimini uyarir. Ve fibréz
dokunun normalden daha fazla gelismesine yol agar. Bdylece 6li doku asamali olarak
fibrotik dokuya déniismiis olur.®2 Ayni dénemde kollaterallerin siirekli infarkte bdlgenin
dis tarafina dogru gelismesi nedeniyle kasin islevsiz bélimi giderek kigaldr birkag gin

ile Gig hafta arasinda islevsiz kas alani ya normale déner ya da olir.> "'



2.4. Myokard infarktiisiiniin Teshisi
MI'in teshisi agsagida verilen 3 bulgunun ikisinin varliginda konulur.™
1- Klinik hikaye
2- EKG degisiklikleri
3- Serumda enzim aktivite ve hiicre i¢i proteinlerinin konsantrasyonlarinin degisimleri
MP'in yaklasik %30Q’unda g&gis agrisi atipiktir veya sessiz seyreder
(Orn:Diabetik hastalar). Ayni sekilde hastalarin bir bélimiinde infarktiise 6zgii EKG
degisiklikleri gézlenmez. Bu ylzden ISO’nin teshisinde CK-MB, LDH ve AST gibi bazi
enzimlerle intramyokardiyal proteinlerin (Myoglobin, Tnl ve TnT) serum seviyelerinin

élclimii en giivenilir diagnostik ydntemlerdir.'

2.5. Miyokard infarktiisiinde olusan biyokimyasal degisiklikler

MI'da olusan temel fizyopatoloji iskemidir.® iskemi, organa gelen kan akiminin
yetersizligi veya dokunun bozulmus perflizyonu olup, uzayan iskemi durumunda
hiicrelerin biitiinligi kaybolup hiicresel 6lim olusabilmektedir.® Kardiyak dokudaki
bozuk perflizyon enerji yetersizligine ve oksijenden yoksun miyokard dokusunun
kontraktil aktivitesinin kaybina yol agar. Etkilenen hicrelerde kardiyak metabolizma
artiklarinin birikmesi yaninda sarkolemma boyunca iyon dengesi de bozulur. Kardiyak
hiicrelerde iskeminin uzamasina bagl olarak hiicre bitlinligu kaybolur ve hiicre 6limi
gercgeklesir. Sitoplazmik proteinlerin asiri salinimi hliicre membraninin gegirgenligini
kaybettigini gdsterir ve iskemik atak esnasinda internal membranlarda ultra striktdrel
degisiklikler géralir.'® 7 Miyokardiyal iskemi, birbirine bagimli veya birbirinden
bagimsiz bir ¢ok fizyolojik ve patolojik siirecin sonucu olarak ortaya cikabilir (iskemi,
ateroskleroz, tromboemboli, perkitandz transluminal koroner anjioplasti (PTCA),
koroner arter bypass veya transplantasyon). iskeminin sebebi ne olursa olsun sonuglari
daima aynidir: Miyokarda vyeterli oksijen saglanamaz ve metabolizmayr devam
ettirmeye yetecek miktarda substrat ulasamaz. iskeminin ilk dakikalarinda glikolitik yol
blylk Olcide stimiile olur, fakat daha sonra doku asidozunun gelismesi, NADH, sitrat
ve laktat birikmesi sonucu glikolitik yol inhibe olur.'® Koroner arter akiminin zaman
icinde yeniden saglanmasi yani reperflizyon olayl kardiyak hasarin énlenmesi igin
temel bir yoldur. Deneysel calismalar reperflizyonun akut fazi esnasinda bir miktar
daha doku hasarinin olustugunu gostermistir. Reperfiizyon hasari olarak bilinen bu
olay, mikrosirkilasyondaki endotel hicrelere nétrofil adhezyonunu, intrasellller
enzimlerin  salinimini, kalsiyum iyonlarinin hlicre igine girisini, sarkolemma

fosfolipitlerinin bozunmasini ve Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumunu artirir. ROS



dlzeylerinin artmasi agil zincirlerinin peroksidasyonuna neden olur ve sonu¢ da hiicre
6lumi gergeklesir.'® ?° Molekiller oksijenin indirgenmesi veya uyariimasi sonucu
serbest oksijen radikalleri olusmaktadir. Fizyolojik sartlarda mitokondrial elektron
transport zincirinden sizma tarzinda patolojik sireglerde ise ksantin oksidaz
metabolizmasindan, aktive olmus nétrofillerden, katekolamin oksidasyonundan, endotel
hiicrelerinden ve prostaglandinlerden serbest radikaller (retilmektedir.'®  iskemi
reperflizyon sirasinda, hidrojen peroksidin lipit peroksidasyonuna yol agmasina bagli
olarak ortaya cikan oksidatif stres, membran hasarina yol acan mekanizmalardan
birisidir ve intraselller kalsiyum artigsina ve “stunned” miyokardiyumda miyokard
kontraktilitesinin disfonksiyona neden olur.2"® Dolayisiyla MI sonrasindaki en énemli
biyokimyasal olaylardan biride serbest oksijen radikallerinin artmasidir.?* Bu serbest
oksijen radikallerinin artmasi sadece iskemi sirasinda degil ayni zamanda reperflizyon
sirasinda da olmaktadir. GinimUizde yapilan bir¢cok bilimsel ¢alismanin amaci iskemi
ve/veya reperflizyon sirasinda olusan serbest oksijen radikallerinin konsantrasyonunu
azaltarak doku hasarini minimale indirmektir.®

MI sirasinda sadece serbest oksijen radikalleri salinmaz. Miyokarda oksijen
temin edilememesi halinde nekroze oldugu zaman, sarkolemmal membranin bitinlugu
bozulur ve intraselliiler makromolekdller ve iyonlar interstisyuma oradan mikrovaskuler
yaplya ve lenfatiklere, daha sonra da periferik dolasima gecer. Periferik dolagsima
gecen bu makromolekiiller serum kardiyak belirtecleri olarak adlandirilirlar.?® ideal bir
kardiyak belirtecin optimal dizeyde spesifik kabul edilebilmesi icin miyokard dokusunda
yUksek konsantrasyonda bulunmasi, miyokard disi dokularda ve serumda
bulunmamasi gerekir.”’ Optimal spesifisiteye sahip olabilmesi icin ise miyokard
hasarindan sonra hizla kana salinabilmeli, ayrica belirtecin plazma diizeyi ile miyokard
hasarinin  blyUkligi arasinda pozitif bir iliski bulunmalidir?® Klinikte yaygin
kullanilabilmesi igin, tani igin yeterli bir zaman siresince kanda tespit edilebilir dizeyde
kalmasi, tespit metodun da kolay ve ucuz olmasi gerekir.

Kreatin Kinaz (CK): Kreatin kinaz kreatinin dénis0mli fosforilasyonu katalize eden ve
kas hucrelerinin sitozol ve mitokondrilerine yerlesmis bir enzimdir. ISO ve kas
hastaliklarinda yUksek plazma dlzeyleri belirlenir. 3 izoformu bulunur; CK-BB, CK-MB,
CK-MM. Kalpte baskin formu CK-BB'dir; ancak spesifik olan izoformu CK-MB'’dir. CK-
MB, miyokard infarktiisi sonrasi 3.-12. saatte ylkselir; 24 saatte pik yapar; 2.-3. glinde

normale dodner. CK’nin serum zaman aktivite egrisi reperflizyondan etkilendigi icin



erken reperfizyon “wash-out” fenomenine neden olarak erken (12.saatten énce) ve
yiiksek konsantrasyonda pike neden olur.* 2%%

Serum CK dilzeyindeki artis rutinde yaygin olarak kullanilabilmesine ve akut
miyokard infarktisindn sensitif enzimatik bir gdstergesi olmasina ragmen; kas
hastaliklari, alkol intoksikasyonu, diabetes mellitus, iskelet kasi travmasi, agir egzersiz,
konvilziyonlar, kas i¢i enjeksiyonlar, torasik outlet sendromu ve pulmoner embolide

yanlis pozitif sonuclar vermesi en énemli dezavantajidir.’> %

CK-MB izoenzimi: Elekroforezde CK'nin (¢ izoenzimi (MM, BB ve MB) tespit
edilmistir. Beyin ve bdbrek BB izoenzimini, iskelet kasi temel olarak MM izoenzimini
intiva eder, ancak iskelet kasinda 1/3 oraninda MB izoenzimi de bulunur.®® Kalp
kasinda hem MM hem de MB izoenzimleri vardir. MB izoenzimi ince bagirsakta, dilde,
diafragmada, uterusta ve prostatta distik dizeyde bulunur. CK-MB izoenzimi kalp disi
dokularda diusik duzeyde bulundudu igin yiksek CK-MB dizeyleri 1SO'nin gold
standart gdstergesi olarak kabul edilir.>*'

Klinik degerlendirmelerde tek bir CK ve CK-MB 6élgiimine glvenilmemeli, bunun
yerine bu enzimlerin zaman igerisindeki ylkselis ve dusisleri dikkate alinmalidir.
iskelet kasi tarafindan salinan CK-MB kalp kas! tarafindan salinana gére genellikle
daha uzun sire yiiksek kalir ve CK-MB'nin giinlerce yiiksek kaldigi plato paterni denen
bir duruma neden olur. Supheli durumlarda kalp kasi hasarinin iskelet kasi hasarindan
daha guvenilir bir sekilde ayirabilme yetenegine sahip olan kardiyak spesifik
troponinlere basvurulabilir. ISO'ye ilaveten miyokardit, travma, kalp kateterizasyonu,
sok ve kalp cerrahisinin neden oldugu diger kalp kasi hasarlarinda da CK-MB
yikselir.®'

Miyoglobin: Miyoglobin hasar gérmis miyokard hiicrelerinden dolasima saliverilen ve
infarktisin baslangicindan sonraki 1-2 saat igerisinde dolasimda tespit edilebilen
distk molekdl agirlikli bir hem proteinidir. Miyoglobin tiim kas hlcrelerinde bulunur ve
sitoplazmada lokalizedir. Hasara ugramis kas dokusundan hizla salinir ve kiguk
molekiil agirhgindan dolay! idrarla atilir.®® 1SO'da miyoglobin, CK'nin serum pik
degerinden belirgin sekilde erken serum pik degerine ulasir, bu sire 1-4 saat
kadardir.®®

Troponinler: Kasin kasiimasinda gorev alan heteromerik regulatuvar proteinlerdir.
Troponin kompleksi seklinde bulunurlar. Bu kompleksin ¢ degisik bileseni vardir:



Troponin I: Myozinin ATPaz aktivitesini inhibe eder; kalbe spesifiktir.
Troponin T: Kompleksi tropomyozine baglar; kalbe spesifiktir.
Troponin C: Kalsiyumu baglayarak kasiimayi diizenler; kalbe spesifik degildir.

Kardiyak Spesifik Troponinler: Troponin kompleksi ¢izgili kaslarda kalsiyum
tarafindan yénetilen kontraksiyon mekanizmasini regiile eden (i¢ altbirim ihtiva eder.®*
Bunlar Ca* ye baglanan troponin C, aktine baglanip aktin-miyozin etkilesimini inhibe
eden troponin | ve tropomiyozine baglanip troponin kompleksini ince filamente
baglayan troponin T dir. Troponin T'nin gogu troponin kompleksi iginde yer almasina
ragmen %8's! sitozolde bulunur. Troponin I'nin ise %2-3'l sitozolde yer alir.?®

Troponin T ve troponin | kalp kasinda ve iskelet kasinda bulunmalarina ragmen,
farkh genler tarafindan kodlanirlar ve aminoasit dizilimleri farklidir. Bu durum troponinin
kardiyak formuna (cTn T ve cTn I) karsi antikor Uretilmesine ve ¢cTn T ve ¢Tn I'nin
kantitatif olarak 6lciilebilmesine olanak saglar.®

GUnim(zde kantitatif ¢cTn T ve c¢Tn | 8lgimleri MI'nin tanisinda kullanilan
biyokimyasal kriterlerin en &nemlileri haline gelmislerdir.®® ¢Tn T ve cTn Inin
immunoassay yobntemleri ile kantitatif olarak 6&lctlebilmeleri mimkindir. Son
zamanlarda kalitatif ve hizli hasta bagi testleri de kullaniimaya baslanmistir. CK-MB
dlzeyleri referans degerler Ust sinirinin 10-20 kat Gzerine ¢iktidi halde, ¢cTn T ve cTn
I'daki artis referans degerlerin 20 katindan ¢ok daha fazladir. cTn élgimlerinin bu
Ozellikleri kligUk miktarlarda miyokard nekrozu bulundugunda bile bunu tespit etmeye
yarayabilecek sekilde gelismis "signal-to-noise" oraninin elde ediimesini saglar.®’

c¢Tn T ve cTn | ISO tanisinda son derece yuksek sensitivite ve spesifiteye sahip
biyokimyasal belirtegler olmalarina ragmen, I1SO'yi takiben kanda uzun sire yiUksek

seviyede kaldiklari igin rekirren infarktiislerin tanisinda yetersiz kalmaktadirlar.®" 3¢

Aspartat Aminotransferaz (AST): AST, ISO hastalarin %90-95'inde yikselir.*® Gégiis
agrisi ortaya ciktiktan sonra 8-12 saat iginde ylkselmeye baslar, 24—-48 saatte pik
degerine ulasir ve 3—4 giin icinde normal degerine déner.® Yaygin doku dagilimi nedeni
ile AST klinik tanida yarar kisith bir enzimdir. Miyokardin yani sira karaciger parankim
hasari, iskelet kasi hastaligi, akut pankreatit, perikardit gibi hastaliklarda, intramuUskuiler
enjeksiyonlar, morfin, meperidin, ve warfarin gibi ilaglarin kullaniminda bulunan bu
enzim 1SO'de &nemli bir tanisal yarar tasimamaktadir.** Buna ragmen bu enzimin de

kardiyak profile eklenmesi yararl olabilir.*
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2.6. Biyokimyasal kardiyak belirteclerin karsilagtiriimasi

Tablo 1’e gore infarktisiin hangi peryodunda numune alinirsa alinsin birden
fazla diyagnostik test bulmak mimkindur. Ancak bu avantajin kullanilabilmesi igin bu
kadar ¢ok sayida testin bir laboratuvarda hem de giinin her saatinde caligilabilir
durumda olmasi gerekir. Bu da genellikle imkansizdir. Diger taraftan, bu genis kardiyak
paneli diyagnostik sensitiflik ve spesifiklik bakimindan da siralamak gerekirse azalan

diyagnostik degere gore sdyle siralanabilir: CK-MB izoformlari > CK-MB > Tnl > TnT >

Mb > Total CK > AST > LDH.®

Tablo 1: Kardiyak belirteclerin kanda ilk gérilme, pik diizeye erisme ve kandan kaybolma gibi

Ozellikleri agisindan karsilastirmasi.’

Numune Alinma Yilkselmeye Pik yapan

Dismeye Normal ¢ikan

Zamani Baslayan Testler Baslayan Testler
(Diyagnostik testler Testler
pencere)
Mb CK-MB
CK-MB Total CK
0-6. saatler arasi izoformlar: ™T
Tnl AST
CK-MB Mb AST
6-12. saatler aras1 Total CK CK-MB
TnT,Tnl izoformlari
AST CK-MB Mb Mb
12-24. glinarast  TnT Total CK CK-MB CK-MB
Tnl TnT, Tnl izoformlari izoformlari
AST AST CK-MB Mb
1-2. giin arasi Total LDH  TnT Total CK  CK-MB
LDH-1 Tnl izoformlari
Total LDH AST AST Mb
LDH-1 TnT CK-MB
2-3. glin arasi Tnl izoformlari
CK-MB
Total CK
nT nT Mb
Tnl Tnl CK-MB
.. izoformlari
3-10. glin arasi CK-MB
Total CK

TnT,Tnl
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2.7. Miyokard infarktiis tedavisi

Son otuz yilda tani ve tedavideki blylk ilerlemelere ragmen, ISO gelismis
Ulkelerde halen en énemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. ISO ile
ilgili olimlerin %50'si ilk bir saat icinde olmaktadir ve en sik neden ise gelisen
ventrikiler aritmilerdir.*” ** Diinya Saglik Orgitiiniin (WHO) verilerine gdre 2020 yilinda
ISO diinyadaki tim élimler iginde ilk sirayi alacaktir.** Modern koroner yogun bakim
Unitelerinin kurulmasi, hastalarin % 54’un ilk 90 dakikada trombolitik tedaviye alinmasi
veya anjiyoplasti ile erken reperflizyon 1ISO dan olimleri belirgin olarak azaltmasina
ragmen halen hastane ici mortalite yaklasik %7 dir.** infarktiisiin hizli ve dogru tanisi
sayesinde bu hastalarin iyilesme sansi artmaktadir ve artacaktir. Onceleri MI
gelisiminde birgcok hipotez varken koroner anjiografilerin gelisiminden sonra MI'in asil
nedenin vaskiller tromboza bagl tikanma oldugunda karar birligine variimigtir.'® #
Bununla beraber vaskiler tromboz gelisimdeki asil neden ise aterosklerizdir.
Ondokuzuncu yuzyiin ortalarindan beri aterosklerozdan kolesterol ve kalsiyum
oncelikle sorumlu tutulmustur. Ancak zamanla ¢ok gesitli faktdrlerin olaya katildig
anlasilmistir. Bu kardiyovaskuler risk faktorler, (1) Degistirilemeyen faktérler (yas,
cinsiyet ve kalitsallik) ve (2) Degistirilebilen faktorler (yiiksek kan basinci, ylksek
serum kolesteroll, yiksek lipoprotein (a), sigara, sismanlik, glukoz intoleransi, yiksek
fibrinojen, sol ventrikll yetmezligi, kokain, stres, hiperhomosisteinemi, LDL-kolesterol
yUkselmesi, HDL-Kolesterol azalmasi, Apo B-100 ylkselmesi, Apo A1 azalmasi) (3)
Diger faktérler (Diyabet, Obezite, Homosistein ylksekligi, Sosyal sinif, Psikososyal
cevre, A tipi kisilik, Eksojen 6strojenler, Diger hastaliklar) seklinde siralanabilir.*®

Koroner bakim Unitesi dncesinde, ISO ile karsilagsan bir hekimin uygulayacagi
tedavi sirasiyla temel olarak oksijen, nitrogliserin, yeterli analjezik, psikolojik destek,
antitrombotik ve antikoagilan tedavi, aspirin ve diger ilaglari igerir. Antihipertansif
ilaclar da iceren diger ilaglar ISO’'nin erken safhasinda veya ge¢ dénemde farkli
amaglarla verilir. Antihipertansif ilaglar, vazodilatér etkilerini olusturma mekanizmalarini
ve primer etki yerlerini dikkate alarak ayrilabilirler. 1. Adrenerjik reseptér blokérleri, 2.
Kalsiyum kanal blokérleri (KKB), 3. Anjiotensin ddnlstirtct enzim (ACE) inhibitérleri
ve reseptdr blokérleri, 4. Direkt etkili vazodilatérlerdir.*”

GUnimizde tip alaninda kullanilan bircok ila¢ piyasada bulunmakta olup var
olan ilaglarin farkli etkileri ve yeni gelistiriimekte olan birgok kimyasal ve farmasétik aja-
nin deneysel calismasi bulyuk bir hizda devam etmektedir. KKB, Beta reseptér
blokérleri ve ACE inhibitérleri de tedavide oldukga yogun bir sekilde kullaniimakta olup

her gecen giin farkli etkileri ve farkli endikasyonlari ortaya cikmaktadir.*®*°
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Konumuz geregince MI'da en c¢ok recete edilen ilag gruplarindan; Kalsiyum
kanal blokérleri, Beta reseptdr blokérleri ve ACE inhibitdrleri hakkinda bilgi verip séz
konusu gruplardan segtigimiz ilaglarin énemli 6zelliklerini devam eden kisimda

sunmaya calisacagiz.

Kalsiyum kanal blokérleri: Kalsiyum canli organizmada sayllamayacak kadar ¢ok
yapisal ve fizyolojik gbérevler Ustlenmis olup uyarilabilir hiicreler basta olmak Uzere
birgok hiicre fonksiyonunun siirmesi icin olmazsa olmaz bir iyondur.”" ** Bu iyonun
plazmadaki konsantrasyonu oldukga sabit olup 8.5-10.4 mg/dl arasi gibi dar bir aralikta
degiserek (¢ fraksiyon seklinde bulunur.® *® Kalsiyumun yaklasik % 41’i plazma
proteinleriyle birlesmis olarak, % 50’ si iyonize durumda, % 9 kadari da iyonize
olmayan bir durumda baglanmis sekilde bulunur. Hlcre disinda bulunan kalsiyum
hiicre icinde bulunan miktardan yaklasik 10.000 kat daha fazla yogunlukta bulunur.
Cok dislUk konsantrasyonlarda olan hicre ici kalsiyum ya sitoplazmada serbest halde
ya da hiicre ici organallerde baglanmis bir sekilde bulunmaktadir.® 475

Kalsiyum kanal blokérlerinin (KKB) en dnemli 6zelligi voltaja bagimli kalsiyum
kanal proteini veya oligomerik kompleksi Gizerinde kendilerine 6zgl reseptérlere yiksek
afiniteli bir sekilde baglanarak kalsiyum kanallari acik hale geldiginde, yUkli kalsiyum
iyonlarinin ice akigini inhibe etmeleridir.*” Bu etkiyle damar diiz kasi ve miyokard
hiicresine Ca* girigini azaltir ve bdylece sitosolik Ca*® diizeyini diisiirerek eksitasyon
kontraksiyon ikili iligskisini bozarlar, sonugta vasodilatasyon ve negatif inotropik etki
meydana gelir.>® Kalsiyum kanal blokérlerinin diiz kas hiicresindeki etkisi vendz yataga
gore arteryel duvarda cok daha fazladir.® Meydana gelen arteriyel dilatasyon sonucu
periferik direncin azalmasi kalsiyum kanal blokérlerinin baslica antihipertansif etki
mekanizmalaridir.*’

Lasidipin: Uclingii kusak dihidropiridin (DHP) tiirevi kalsiyum antagonistidir.’® Esas
etkisi periferal arteriyolleri genisleterek damar rezistansini azaltip kan basincini
disiirmektir. Etkisi yavas ortaya gikar. Uzun etki siirelidir.® Bu nedenle diger kalsiyum
kanal blokérlerinin kullanimina bagli olarak gelisen refleks tasikardi sikligi oldukga
azdir. Lasidipin ayrica, 24 saatlik dénemdeki maksimum ve minimum antihipertansif
etki arasindaki farki da cok azaltir ve bdylece giindiiz ve gece saatleri arasindaki kan
basinci kontroliinii optimal diizeye cikartir.* ¢! Lasidipin yiiksek oranda vazoselektiftir.
Yaygin olarak hipertansiyon tedavisinde kullanilir. Antihipertansif etkisine ek olarak
hipertansiyona bagli gelisen sol ventrikiil hipertrofisini azalttigi, miyokardiyal kan
akimini artirdigi da gdsterilmistir.?? Bu son etkiyi kardiak outputu artirarak, sistolik ve
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diastolik kardiak rezervleri eski haline getirerek olusturur.® Lasidipinin koroner
yararll etkileri, birkag hafta sireyle standart antihipertansif dozlarda tedavi edilen
esansiyel hipertansiyonlu hastalarda dogrulanmigstir. Ayrica lasidipin t¢ potansiyel doku
koruyucu O&zellik gosterir. ilki hipertansif hastalarda adenozin difosfatin uyardigi
trombosit agregasyonunu azaltir, ikinci olarak sican kortikal membranlarinda o6teki
kalsiyum antagonistlerinden daha glcli bir antioksidan etki goésterir, son olarak yine
Oteki kalsiyum antagonistlerininkinden daha glclli antiaterojenik bir etkisi vardir.
Lasidipin endoltelyal nitrik oksit sentaz enzimini aktivasyonunu uyararak nitrik oksit
(NO) saglayarak vazodilatasyona neden olur.®*

Anjiyotensin dénistirici enzim inhibitérleri: Peptid yapili otokoidlerden insan ve
diger memelilerde olusanlarin basinda anjiotensinler, endotelinler ve plazma
kininleridir. Anjiotensin glcli bir vazokonstriktérdir. Esas olarak hormanal (endokrin)
ve parakrin fonksiyon yapar. Vlcutta anjiotensin Ureten iki sistem vardir: 1. Hormonal
renin-anjiotensin sistemi (HRAS): Bdbreklerde jukstaglomeriler hiicrelerin salgiladig
renin dolasan kanda plazmanin alfa-2 globilin  fraksiyonunda bulunan
anjiotensinojen’den anjiotensin peptidleri olusur. Bunlar anjiotensin LIl ve [II'tdr.
Hormonal fonksiyon yapan anjiotensin, anjiotensin II'dir; sadece anjiotensin dendigi
zaman bu madde anlasilir. Bébreklerde sadece HRAS sistemi yoktur ayni zamanda
doku renin-anjiotensin sistemi de vardir. 2. Doku renin-anjiotensin sistemi
(DRAS):Damar endotelin ve damar ¢eperlerindeki diger hiicrelerde anjiotensinojen ve
dénusturict enzim biyosentezini kodlayan genlerin ve mRNA’larin varlidi gésterilmigtir.
Ayrica kalp perflizyonu yapildi§i zaman vendéz donlse anjiotensin salverildigi
bulunmustur. Bu sistem plazmadan aldigi bébrek kaynakh renini kullanir. DRAS en
yogun sekilde bdbrekte bulunur ve olasilikla bébrek damar yatagi rezistansinin uzun
vadeli diizenlenmesinde katkida bulunur.*’

Anjiotensinojen Uzerine renin’in etkisi sonucu bir dekapiptid olan anjiotensin |
olusur, blyik kismi itibariyle akcigerlerde bulunan anjiotensin dénistiricli enzim
(ACE) tarafindan anjiotensin II'ye déndstaralir. Ginko igeren bir enzim olan ACE, esas
olarak damar endotel hilcresi membraninda yerlesmistir. anjiotensin 1l bir
proinflamatuvar endojen otokoiddir. Anjiotensin |l ayni zamanda salgisinin arttigi
yerlerde ROS miktarini artirdigi gésterilmistir.®® Anjiotensin Il ve ROS’'un MI sonrasi
olusan kardiyak fibrozis gelisiminde ¢ok énemli rolleri bulunmakta olup MI sonrasinda
ortak roller Ustlenmislerdir.®® Bununla beraber doku hasarinda anjiotensin Il miktari
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artar buda fibroblastlari artirmaktadir. Anjiotensin 1l dokularda fibrogenezisi tetikledigini
gdsteren bircok calisma bulunmaktadir.®” Ayrica anjiotensin Il birgok bilylime faktériin(
artirarak sitokinlerin ve doku farklilasma faktérlerinin artimini saglamaktadir ve yapilan
calisanlarda MI sonrasi olusan fibroziste Anjiotensin II'nin doku blylime faktori olan
TGF-Beta'yr artirdigi  gésterilmistir.®® Bu bilgiye ek olarak Anjiotensin II'nin
reseptérlerinin  inhibisyonunun  Anjiotensin Il ile indlklenen fibrozisi azalttigi
gdsterilmistir.®” Anjiotensin Il yapilan calismalarda iskemik dokuda arttigi ve hasar ile
anjiotensin Il konsantrasyonu arasinda bir paralelligin olabilecegini gésteren birgok
g¢alisma vardir. HRAS’in MI sonrasi kardiyak remodelling olusumunda g¢ok &nemli
oldugu gdsterilmistir.®® Bu bilgiye destekler sekilde anjiotensin I'nin miktarini azaltan ve
ISO’'niin erken déneminde verilen ACE inhibitérlerinin mortaliteyi azaltma (zerine
olumlu etkileri gdsterilmistir.2® Sonug olarak, ACE inhibitdrleri ISO’l hastalarda, 6zellikle
anterior MI, KKY bulgular olan hastalarda, trombolitik tedavi bittikten ve tansiyon
stabillestikden sonra baslanmalidir. Kan basinci 100 mmHg altinda olanlara, bilateral
renal arter darligi ve renal yetersizligi olanlara verilmemelidir. ACE inhibitérlerine diistik
doz ile baslanmali, doz kademeli olarak arttirimalidir. Baslangigta kisa etkililer ile
baslanmali, daha sonra uzun etkililere gegilmelidir.

Ramipril, uzun etkili bir angiotensin dénuUstiriict enzim (ACE) inhibitéridir. Ramiprilin
aktif metaboliti Ramiprilat, bir dipeptidil karboksipeptidaz | (ACE, kininaz Il) enzim
inhibitdéradur. ACE inhibitérQ ile yapilan disik doz ¢alismalarinda Ml ve diger iskemik
vakalarin gorilme sikligini %23’'den % 14’e dusdrdigia goérilmistir. Daha sonra
yapilan c¢ift korli calismada ise kardiyovaskiler hastaliklar ile MI, 6lim ve felg
vakalarinda ramipril ile risk azalmigtir.”

Akut Enfarktiste Ramipril Etkinligi Arastirmasi, kalp yetmezligi klinik olarak
kanitlanmig, akut Mlyokard enfarktist sonrasi 3-10 gin iginde ramipril ile tedaviye
baslanan hastalarda, mortalite riskinin plaseboya goére %27 oraninda azaldidini
gOstermistir. Yapilan analizler ile tahmin edilen riskler olan ani élim oraninda %30,
agir/direncli kalp yetmezligi gelisme oraninda ise %23 gerileme oldugu saptanmistir.
Miyokard enfarktlsU sonrasi kalp yetmezligi nedeni ile hastanede yatma ise %26

oraninda azalmigtir.”

Anjiotensin Il reseptér blokérleri
Anjiotensin Reseptorleri: Anjiotensinler hicrelerin anjiotensin reseptérlerini aktive
etmek suretiyle etki olustururlar. Bunlar 2 tip G proteini ile kenetli heptahelikal
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reseptorleridir. Bu reseptorler hiicrelerin membranlari (izerinde yer alirlar. ilging olarak
beyinde hipotalamus ve diger bazi bélgelerde reseptér konsantrasyonu, periferik
yapilardakinden fazla bulunmustur. Hiicre membranindaki anjiotensin reseptérlerinin
losartan(DuP 753) ve PD 123319 adli non-peptid reseptér antogonistlerine olan
duyarliliklarina gére iki tipe ayirt edilir.*”

1) AT; Tipi Reseptorler: Losartan’a ylksek afinite gosterirler ve onun tarafindan
selektif bir sekilde antagonize edilirler. Damar diz kaslari, bébrek, kalp ve adrenal
kortekste, karaciger adrenerjik sinir uglarinda ve beynin bazi bélgelerinde egemen olan
reseptdr tipi AT,'dir. Bunlar Gg/11 proteini ile kenetlenen reseptérleridir. Anjiotensin
I’'nin dokulardaki tim etkilerini bu reseptér araciligiyla meydana getirir. Bu reseptérlerin
bloke edilmesiyle Anjiotensin II'nin tim etkileri antagonize edildigi gésterilmistir.

2) AT, Tipi Reseptorler: Bu tip reseptorler Gzerinde A 1l ve Alll'lin etki glci esittir.
Fotal dokularda, yaralanma ya da iskemi sonucu yikima ugradiktan sonra nedbelesen
dokularda, adrenal medulla, uterus diiz kasi, overler ve beyinin bazi bélgelerinde fazla
bulunan reseptérlerdir. Adrenal korteks’teki anjiotensin reseptérlerinin yaklasik 1/4’°0
AT, tipi, geri kalan ise AT, tipidir. AT, reseptdrler bobrekte bulunmazlar. Bu reseptdriin
aktivasyonu, protein tirozin fosfatazin inhibisyonuna veya stimilasyonuna, guanilat

siklazin ve hiicre memranindaki K* kanallarinin kapanmasina yol agar.*’

Diger antihipertansif ilaglardan ayri olarak Anjiyotensin reseptdr blokerleri
(ARB)’ler diyabetli hastalarda nefropati, koroner damar hastaligi ve inmeleri azaltmada
yararlidir. Diyabete bagll olan veya olmayan bodbrek hastaliklarinda, hastahgin
ilerlemesinin durmasi veya gerilemesi Gzerine olumlu birgok etkisi gésterilmis olup bu
hastaliklarla yapilan klinik calismalar 1siginda ARB’ler ilk tercih ila¢ haline gelmistir.
Kalp yetmezligi, bébrek yetmezligi ve daha O&6nemlisi diyabetin eslik ettigi
hipertansiyonlu hastalarda arttk ARB kullaniimasi zorunlu bir endikasyon haline
gelmistir. Ancak klinik olarak yararli olduklari fark edilse bile, bitin ARB’lerin ayni
yararli etkiye sahip olmadiklarina -6zellikle kronik kullanimda- iliskin kanitlar da
gliclenmektedir.”

Aktive olan ATE-Il tip | (ATE-l) reseptérlerinin intraselliler kalsiyum
hemostazinin, hicre kasilmasinin, proliferasyonunun  dlizenlenmesinde ve
proinflamatuar sitokinler ile pro-fibrojenik aktivitelerin indiksiyonunda énemli rolleri
oldugu distiniimektedir.”® " Bu nedenle HRAS'I reseptdrleri bloke ederek inhibe



16

etmenin kardiyovaskiler, renal ve hormonal hastaliklar ile metabolik sendromun

tedavisinde yararl bir yol saglayacagi disiiniilmektedir.”>"®

Valsartan: Valsartan oral yoldan aktif, gucli ve spesifik bir anjiotensin Il (Ang 1)
reseptdr blokéridir. Anjiotensin II'nin bilinen etkilerinden sorumlu olan AT reseptér alt-
tipini selektif olarak etkiler. Valsartan ile AT reseptdr blokajindan sonra ylkselen
anjiotensin Il plazma seviyeleri, bloke olmayan ve AT reseptérlerin etkisini ortadan
kaldirniyor gibi goérinen AT, reseptérlerini stimlle eder. ATi reseptdriinde higbir kismi
agonist aktiviteye sahip olmayan valsartanin bu reseptdre olan ilgisi, AT, reseptériine
olan ilgisinden gok daha fazladir (yaklagik 30 000 misli).”

Valsartan, anjiotensin I'i ll'ye déndstiren ve bradikinini pargalayan, kininaz |
olarak da bilinen, anjiotensin dénustirict enzimi ACE'’yi inhibe etmez. ACE (izerinde
etkili olmamalari ve ayrica ne bradikinini, ne de P maddesini gulglendirici etki
gbstermemeleri nedeniyle, anjiotensin Il reseptdr blokérlerinin dksirtkle iligkisi yoktur.
Miyokard infarktisinden sonra sol ventrikil yetersizligine ait belirtiler, semptomlar veya
radyolojik kanitlar ve/veya sol ventrikil sistolik disfonksiyonu gelisen, klinik bakimdan

stabil hastalarin yasam siiresinin uzatilmasinda kullanilir.®°

2.8. Deney hayvanlarinda deneysel olusturulan miyokard infartiis modelleri

ISO hale daha dunyadaki 6limlerin en sik nedeni olmasindan dolayi bilim
adamlari bu konu Gzerinde ¢ok yogun bir sekilde durmasini saglamistir. Ml deneysel
g¢aligmalari insanlar Uzerinde yapilamamasi nedeniyle son 50 yilda birgok farkh
deneysel hayvan Ml modeli gelistiriimistir.2" Bu nedenle tavsan, domuz, képek ve son
zamanlarda ratlar siklikla kullaniimaktadir. Etik sorunlar nedeniyle glinimiizde sadece
ratlar kullanilimakta olup bazi calismalar kdpekler {izerinde devam ettirimektedir.®" 8
Siklikla ratlarda olusturulan MI modelleri ya cerrahi olarak koroner arterlerin
baglanmasi ya da herhangi bir ilacla kalbin is yOkinG artirararak MI olusturmaktir.
Cerrahi olarak yapilan uygulamalarda birgok farkli komplikasyonlar olusmakta ve ayni
zamanda hayvanlara bir travma uygulanmakta bu travma sonrasi denenecek ilaclar
veya ydntemlerin fayda veya zarari tam olarak kestirilememektedir.2® Ciinkii yogun
anestezi, gégus kafesinin agilmasi ve cerrahi sonrasi olusabilecek komplikasyonlar
ayni zamanda enfeksiyon riski ve cerrahi girisim sonrasi olusan enflamasyon®*
cerrahi olarak koraner arter baglanmasini tartisilir hale sokmaktadir. Fakat giinimizde
hale daha bu teknik kullaniimaktadir. Cerrahi teknigin bu dezavantajlarindan sonra

ilacla indUklenen MI modelleri daha talep edilir hale gelmis bu ilaglardan ise
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isoproterenol en ¢ok kullanilan ilag olmustur. isoproterenololdan (ISO) farkli olarak
sogukla indiklenen, mikroembolizmle indlUklenen ve kateterizasyonla indiklenen M

modelleride bulunmaktadir.8¢-8°

2.9. isoproterenoliin yapisi ve etki mekanizmasi

ISO, ratlarda deneysel miyokard infarktlsl olusturmak igin yaygin olarak
kullanilan sentetik bir katekolamin tiirevidir.**° Sistematik (IUPAC) adi 4-[1-hidroksil-2-
(1-metiletilamino) etil] benzen-1,2-diol hidro-klorit olan isoproterenol Hidroklorid,
isoprenaline olarak da bilinir. Kapah formuli Cq1H7NO3.HCI, molekdl agirhgi 242.72
g'dir.*® ISO’nun molekiil yapisi asagida gésterilmistir Sekil 2.

HO O CH ——CHz —— NHCH(CH); * HCI
|

OH

HO

Sekil 1 : isoproterenoliin molekiiler yapisi.

ISO, yapi olarak adrenaline gok benzemektedir.®” Ancak adrenalin gibi a
reseptorlerini etkilemez. ISO, sitozolik cAMP’yi artirarak etki gésteren B-adrenereseptér
agonistidir.?” ® Yiiksek dozlarda vazokonstriktér, diisiik dozlarda vazodilatér etkisi
vardir. Adrenalin gibi barsakta inaktive edildiginden agdiz yoluyla kullanilamaz. iskemik
koroner hastaligi olanlarda kontrendikedir.*® ISO ile miyokard infarktiisii olusturulmus
sican kalbinde meydana gelen patofizyolojik degisikliklerin insanlarda miyokard
infarktlisi sonrasi olusan degisikliklere benzerlik gosterdigi bilinmektedir. Bu
degisiklikler gucli kronotrop ve inotrop 6zelliklerine bagli olarak miyokard oksijen
tiketimini arttirmasina ve ayni zamanda diastolik arter basinci ve koroner perflizyon
basincini distirmesine baglidir. Bu 6zelliklerine ek olarak katekolamin ile uyariimis

0

nekrozda, siklik adenozin monofosfat (cAMP) diizeylerindeki artisin,'® intraselliler

kalsiyum artisinin ve yiiksek enerijili fosfatlarin tiiketilmesinin'"

6nemli rol oynadigi
bildiriimistir. 1ISO verilmesi ile intrasellller kalsiyum miktarini artirarak yliksek enerijili
fosfat Gretimini engeller ¢linkl mitokondride kalsiyuma bagh ATPaz c¢alisamaz hale
gelir ve ATP azalmasi kalp kasinda geri dénlisimsiz hasara yol acan birgok olaya

103

éncilik eder.'® Katekolaminler tarafindan uyarilan miyokardiyal nekrozun

patogenezi multifaktéryel olmasina ragmen oksidatif stresin dnemli roli oldugu
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gdsterilmistir.'® "% Ayrica I1SO ile indiiklenmis denyesel Ml modellerinde kalp hasarinin
diger bir mekanizmasi ise intrasellliler lizozomal enzimlerin salinmasidir ki bu hem Mi
hasarini direkt olarak yaparken hem de serbest oksijen radikallerini artirarak ikincil

olarakta hasara yol acar.'® '’

2.10. Antioksidanlar
2.10.1. Serbest radikaller
Herhangi bir atom veya molek(lin dis orbitallerinde bir veya daha fazla paylasiimamis
elektronun bulunmasi, s6z konusu kimyasal tirin reaktivitesini artirir. Dis orbitallerinde
paylasilmamis elektron iceren bu tlrler radikal (veya serbest radikal) diye
adlandirihr.’® ' Hicre intraselliler normal metabolizma sonucu olusan ve
ekstraselliiler olarak ise UV radyasyon, iyonize radyasyon veya kisaca ksenobiyotik
etkiler sonucu surekli olarak serbest radikal tiirlerinin maruziyeti altindadir. Oksijenden
olusan serbest radikallere Reaktif Oksijen Species (ROS) denir. Baglica hidroksil
radikali ‘OH, sUper oksit radikali (O,7), hidrojen peroksidi (H-O,)'yi igerir. Nitrojenden
olusan serbest radikallere ise Reaktif Nitrojen Species (RNS) denir.""® Baglica RNS
thrleri arasinda nitrik oksit (‘(NO), nitrit (NO,") ve nitrati (NO3") sayabiliriz. ROS’nin hiicre
ici oksidatif modifikasyon yapacagi hedefler, DNA, lipit ve proteinleri igerir''". Bunun
yani sira bu modifikasyonlarin sirasi ise; ROS’nin Uretim yeri, oksitlenecek molekilin
bagil yetenegine ve metal iyonlarinin varligi gibi birka¢ faktére bagldir. ROS ve diger
serbest radikallerin saldirilarina karsi dnlem igin hicrelerde birgok savunma sistemi
vardir. Bu savunma sistemlerinden en basiti vitamin C ve vitamin E gibi disik molekdl
agirlikh antioksidan molekdllerdir. Bu molekiller kendi kendine reaktif hale gelmis az
reaktif radikaller olsalar da hiicresel biyomolekiillere karsi zarari nlerler. Ote yandan
daha kompleks yaklasimlari igeren Siper Oksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon Peroksidaz (GPx) gibi enzimler ise ROS’nin miktarini yavas bir sekilde
sinirlandinr.”% 11

Biyolojik sistemlerdeki en blyiik radikal kaynagr oksijendir. Gunkl oksijen
atomu orbitallerinde iki eslesmemis elektrona sahiptir. Oksijenin bu 6ézelligi onun diger
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan
maddelerle ise daha yavas reaksiyona girmesini saglamaktadir. Oksijen atomu
orbitallerindeki elektronlarin farkh dizilimi ile de slperoksit, peroksit ve singlet oksijen
gibi radikallerin olusumuna da neden olur. Ayrica serbest oksijen radikali olusumunun
anahtar maddeleri arasinda oksijenin kendisi, stperoksit, hidrojen peroksit, gegis metal
iyonlari ve hidroksil radikalleride yer almaktadir. Oksijenli (Aerobik) solunum yapan
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canlilar disardan aldiklari besin maddelerini oksijeni kullanarak enerjiye cevirirler.
Dolayisiyla aerobik solunum yapan canlilar serbest radikallerin en fazla olustugu canli
grubudur. Bu yUzden aerobik solunum yapan canlilar serbest radikallerin etkilerine

daha fazla maruz kalirlar,"'* ''®

2.10.1.1. Serbest radikal cesitleri

Siiperoksit radikali (O, ): Oksijen molekllinin icerdigi iki serbest elektrondan bir
tanesini disaridan bir elektron alarak indirgenmesi sonucu superoksit radikali olusur.

02 +€e — 02'_

Superoksit radikali (O») hemen hemen bitin aerobik hicrelerde
bulunmaktadir. Siperoksit radikalinin eozinofil, monosit, makrofaj ve nétrofil gibi
fagositik hiicreler tarafindan (iretilerek radikal olusunu artirdigi bilinmektedir."*®

Siperoksit radikali nadir olarak oksidatif hasara neden olurlar. Ginki SOD
enzimi ile hizli bir sekilde hidrojen peroksite (H»O.) ¢evrilir. Buna ilaveten asidik
durumlarda H,O, ve peroksil (HO,) radikallerini Greten spontan reaksiyona ugrar.
SUperoksit radikallerinin asil zararlari hidrojen peroksit kaynadi ve gecis metalleri
iyonlarinin indirgeyicisi olmalaridir."**

iki stiperoksit radikalinin bir araya gelmesi sonucu hidrojen peroksit olusur.

O+ O+ 2H" — H,0, + O,

Siperoksit radikali ve peroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reksiyonu sonucu da hidrojen peroksit ve
oksijen olusur.

HO, + O,"+ H" — H,05 + O,

Slperoksit radikalinin nitrik oksit radikali ile birer eslesmemis elektronlarini
kovalent bag ile baglamalari sonucu peroksinitrit meydana gelir.''®

027+ NO" — ONOO" ( peroksinitrit)

Hipoklorik asit (HOCI) oksijen metabolitleri ile reaksiyona girme 6zelligine sahip
olmasi nedeniyle ilgi uyandirmigtir. Hidroklorik asitin stperoksit radikali ile reaksiyona
girmesi sonucunda oldukca gliclii oksidan olan ‘OH radikalinin olustugu gérilmustir.'*®
116

0,"+HOCI - OH + ClI'+ O,

Superoksit anyonu hem indirgeyici hem ylkseltgeyici 06zellige sahiptir.

Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamini oksitler nitrobluetetrazolium ve sitokrom

c’yi indirger. RedlUktan olarak gdérev yaptiginda ferrisitokrom ¢’nin rediksiyonunda bir
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elekiron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak goérev yaptiginda ise
epinefrinin oksidayonunda bir elektron alir ve hidrojen peroksite indirgenir.'% "

Diger taraftan gecgis metallerinin otooksidasyonu sonucunda da siperoksit
radikali olusabilmektedir.'"®

Fe? + 0, > Fe® + 0,

Cu* + Oz — CU+2 + Oz -

Bu reaksiyonlar geri dénisUmIi redoks reaksiyonlari olup serbest radikal

reaksiyonlarinin hizlanmasinda ok bilyiik 6neme sahiptir."'? 17 11°

Hidrojen peroksit (H,0,): Asidik ortamda molekiler oksijenin ortamdan iki elektron
almasi veya superoksitin bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana
ge|il’.120’ 121
O, +e +2H"— H,0,
O, + 2e + 2H* — H,0,
Biyolojik sistemlerdeki hidrojen peroksitin asil kaynadi herhangi bir sistem
tarafindan (retilen sUperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonudur. Ayrica Urat
oksidaz, glukoz oksidaz, ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler iki elektronunu oksijene

vererek H,O, olustururlar.*® 12’

SOD
20, +2H* S H20, + O,

Hidrojen peroksit kendi basina ¢ok zayif oksidant 6zelligi gésterir. Cinki
ortaklanmamis bir elektron icermemektedir. Hidrojen peroksit gerektiginde hicreler
tarafindan selenyum iceren glutatyon peroksidaz, katalaz ve belirli peroksidazlar
tarafindan ortadan kaldirilabilir. H,O, serbest bir radikal olmadigi halde, ROS igine girer
ve serbest radikaller i¢erisinde énemli bir rol oynar. Clnk(i Fe ve Cu gibi gegis metalleri
varliginda siperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikali olusturmak izere kolaylikla yikilabilir.** 12
Fe*? veya Cu*
H,O, + O, e ‘OH +OH + O,

Varliginda

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber- Weiss reksiyonu
kataliz6rli veya katalizérsiz olarak meydana gelebilir. Ancak katalizér olmadigi zaman
cok yavas ilerler. Bu reaksiyonda énce ferri demir (Fe*®) siiperoksit tarafindan ferro
demire (Fe*?) indirgenir. Daha sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton reaksiyonu ile
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hidrojen peroksitten "OH ve OH" dretilir'?® 2

sekildedir.'12 118

reaksiyonun mekanizmasi asagidaki

Fe*+ 0, — Fe?+ 0,
Fe*? + H,O, — Fe*® + ‘OH + OH"

Hidroksil radikali ("OH): Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitin gegis metalleri

varliginda yani fenton reaksiyonu sonucu ve suyun ylksek enerji ile iyonlarina
ayrilmasi ile olusan son derece reaktif oksidan radikaldir. Hidroksil radikali 6zellikle
biyolojik molekiller Uzerine saldiran ve olustugu yerde blylk hasarlara neden olan
oldukga hareketli bir oksidandir.'®*

H,O - OH + H + e — H,0»
Fe*? + H,0, — Fe*® + ‘OH + OH"

Hidroksil radikali birgok biyolojik molekilden hidrojen atomu koparir. Bunlardan

birisi de tiollerdir.
R-SH +OH — RS + H,O

Meydana gelen silfir radikali oksijenle birleserek tiyol peroksil (RSO,) ve
sUlfenil (RSO) gibi oksisilfir radikallerini meydana getirir. Bu radikaller de biyolojik
molekullerde hasar yapici etkiye sahiptir.

Belki de ‘OH en iyi tanimlanmis biyolojik hasari lipit peroksidasyonunu stimile
etmesidir. Bu durum hidroksil radikallerinin membrana yakin bir yerde Uretilmesi ve

membran fosfolipit zincirinin yag asidi tabakasina atak tapmasi ile meydana gelir.

Singlet Oksijen ('0,): Singlet oksijen eslesmemis elektron ya da elektronlara sahip
olmadigindan dolay bir serbest radikal degildir. Oksijenin eslesmemis elektronlardan
birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin
ters yoninde yer degistirmesiyle olusur. Ancak orbitalinde icerdigi elektronlarin ayni
yonli olmasi singlet oksijenin diger ROS ile okside olmasini artirmaktadir. Singlet

oksijen 6zellikle fotokimyasal reaksiyonlar igin oldukga dnemlidir.'%® 12> 126

Nitrik oksit (NO) : NO renksiz bir gaz olup, serbest radikal 6zelligine sahip basit bir
molekulddr. ‘NO, L-arginin (Arg) amino asitinden in vivo olarak Uretilmektedir. '‘NO’nun
Arg'den sentezi Nitrik oksit Sentaz enzimi tarafindan iki basamakla gerceklesir.

Tepkimenin ilk basamaginda Arg’in guanido azotu (Nw) hidroksillenerek Nw-Hidroksi
arjinin (N-OH-Arg) olusur. Bu ara Uriin oldukga kararlidir. Enzime siki bagl olan bu ara
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drdin ikinci asamada sitrullin ve NO’ya cevrilir. Enzimatik ‘NO sentezinin her iki asamasi
da enzimin birer monooksijenaz aktivitesi sayesinde gergeklesir. NOS tarafindan 1 mol
Arg’den 1 mol ‘NO sentezi igin 2 mol O, ve 1.5 mol NADPH kullanilir. Kullanilan
oksijenlerin iki atomu suya indirgenirken dider iki oksijen atomu, 'NO ve sitrullin

110

olusumunda kullanilir'™ (Sekil 3). 'NO yapisindaki oksijen atamonun kaynagi, ilk

monooksijenaz aktivitesi ile Arg’e katllan atomdur. Sitrulindeki oksijen atomunun

kaynag! ise ikinci monooksijenaz tepkimesi sirasinda kullanilan oksijendir.*®°'- 119127
H,N HN
C=N-OH Cc=0%*

N 65 NADPH 0.5 NADP+ HN
S g2 >—<<— £ 4NO

C

™

H,C O, H.O  Hy ¥0,  H.0%  HC
CH> CH, CH,
i = /
HNHC H,NHC HyNHC
COOH COOH COOH
L-Adiinin N-Hidroksi-Arjinin Sitrulin

Sekil 2: Nitrik oksit sentaz tarafindan katalizlenen argininden nitrik oksit olusumu

Son vyillarda, radikal olan nitrik oksit Uzerinde oldukca fazla durulmaya
baslanmigtir. Nitrik oksit eslesmemis elektronlari sayesinde stiperoksit, tiyol gruplari ve
nitrojen dioksit ile hizli reaksiyonlar olusturdugu gézlemlenmistir. Diger radikallerle
birlikte diabetes mellitus, septik sok, kalp bozukluklari, Alzheimer hastaligi ve gastrik
hasar olusumunda etkili oldugu diisiintilmektedir. - 128129

NO c¢ok yonll bir biyolojik haberci molekll olup, farkli biyolojik etkilere sahip
olabilen bir kimyasal tirdir. Baslangicta ¢esitli biyolojik fonksiyonlarin regilasyonunda
gorev alan, hiicre ici ve hiicreler arasi bir haberci molekiil olarak tanimlanmistir."'® Bu
gobrevlere tipik 6rnek olarak sinir sistemindeki nérotransmitter fonksiyonu ve damar diz
kaslarinin gevsemesine olan etkileri sayilabilir. Daha sonraki calismalarda, I6kositlerin
endotel hicrelerine yapismalari ve inflamasyonda oldugu dokuya gb¢ etmesinde,
trombosit agregasyonunun inhibisyonunda, damar permeabilitesinin kontrolliinde, penil
ereksiyonda, immun sistemin fonksiyonlarinda, barsak ve bdbreklerde tuz ve su
emiliminde de NO'un regiilatér fonksiyonlara sahip oldugu gdsterilmistir.''® NO’nun

ayrica hiicreleri sitotoksik etkilere karsi koruyucu etkileri de tanimlanmistir.®
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Diger Serbest Radikaller: Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli
radikaller (R’), peroksil radikalleri (ROO"), alkoksil radikalleri (RO"), tiyol radikalleri (RS’)
gibi 6nemli serbest radikallerde olusabilir. Bunlardan &zellikle polidoymamis yag
asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yari émrl uzun olan bir radikaldir. Tiyol
radikalleri de tekrar oksijenle reaksiyona girerek silfenil (RSO veya tiyol peroksil
(RSOy) vb. gibi radikalleri olusturabilirler.’'® "'

2.10.2. Serbest radikal kaynaklari

Serbest radikaller organizmanin normal yasamani sirdirmesi igin gerekli olan
metabolik faaliyetlerini devam ettirmesi icin gerekli olan reaksiyonlarin sonunda
olusabildigi gibi stress ve radyason gibi cevresel faktorlerin etkisiyle de olusmaktadir.
Bu nedenle serbest radikal kaynaklari endojen ve eksojen radikal kaynaklari olmak

tzere ikiye ayrilir.''?

2.10.2.1. Eksojen radikal kaynaklari
ilac oksidasyonlari, radyasyon, giines 1sig1, UV-isinlari sigara dumani, egzos

gazlari, kiikiirtdioksit, gevresel ajanlar ve stresdir.'® 3% 31

2.10.2.2. Endojen radikal kaynaklari
a. Kiciik molekiillerin otooksidasyonu: Normal ortamda tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi pek ¢ok bilesik otooksidasyon
reaksiyonlari ile serbest radikalleri olugturur.''® 1%
b. Enzimler ve proteinler: Bircok enzimin katalitik sikluslar sirasinda da serbest
radikaller agiga gikar. Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz bdyle
enzimlerden olup, serbest radikal olusumuna neden olurlar.”” '3

Ksantin oksidaz normalde nikotinamid adenin dindkleotid (NAD)-bagimi
dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal Uretimine sebep olmaz.
Fakat in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna dénismesine ve sUperoksit radikalinin Uretimine sebep olur. Ksantin oksidaz
enzimi oksijen varliginda hipoksantini ksantine veya ksantini Orat'a oksitler. Bu

reaksiyonda elektron alicisi molekiiler oksijendir.'* 1%

Hipoksantin + 20, — Ksantin + 20, + oH'

Ksantin + 20, — Urat + 20, +2H
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Hipoksantin- ksantin arasindaki bu tepkime sonucu olusan siperoksitin yarattigi
en bilylk hasar vaskiler sistemdedir. Fakat yapilan arastirmalar ksantin oksidazin
akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda da hasara neden oldugu gézlenmistir.'3® %7

Normalde NAD, bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest
radikal olusumuna neden olmaz. Ancak ilk iskemi atagindan sonra hiicre membrani
sahte sodyum-kalsiyun pompasi olusturma egilimine girer. Hicre ici kalsiyum
konsantrasyonun artmasi proteazlarin miktari artsa bile devam eder. Bu sirada hicre
ksantin dehidrogenazin (XD) ksantin oksidaz (XO)’a déniisimine izin verir. Bu olugsan
hicre i¢i olaylarin sonunda XD enzimi dehidrojenaz formundan oksidaz formuna
donlislr ve siperoksit (Op7) radikalinin dretimine neden olur. Olusan siperoksit
radikalleri hizl bir sekilde hidrojen peroksite déndsdr. Hidrojen peroksit gigli bir radikal
olmasa da, Fe*? varliginda fenton reaksiyonu olusturarak giiclii bir radikal olan hidroksil
radikalinin olusmasina neden olur.'% 12
Ksantin + H,O + NAD* — (rrik asit + NADH + H*

Ksantin + H,O + 2 O, — Urik asit + 2 O, + 2 H*

XD
Ca™ |
X0
Hipoksantin — O,” + H;0, + Urat
T
02

Aldehit oksidaz da yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin
cogunu da ayni sekilde kullanarak siiperoksit radikali tretirler."®
c. Mitokondriyal elektron taginmasi: Normalde hicrelerde en biyik serbest radikal
kaynaklarindan biri elektron tasima sisteminden (ETS) sizan elektronlardir.
Mitokondriyal ETS’den elektron iki yerde sizmaktadir. Birincisi, nikotinamid adenin
dinlikleotid hidrojen fosfat (NADH)-dehidrogenaz basamaginda, ikinci olarak koenzim
Q ya da ubikinon basamaginda elektron sizmasi gérilmektedir. ETS’nin son
basamaginda elektronlarin Oy’e tasinmasindan sorumlu olan sitokrom oksidaz enzimi,
oksijenin  %97-99’'unu harcayarak suya indirger. Ancak Oynin %1-3'l, elektron
transport zincirinden sizan elektronlarla bir araya gelerek siperoksit radikalinin
Gretimini arttirir. Béylece NAD* bagh substratlar, siiksinat, adenozin di fosfat (ADP) ve
oksijen gibi endojen faktérler oksidatif fosforilasyonu regile ederek mitokondriyal

radikal Uretimine etki eder.'®°
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d. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri:
Endoplazmik retikulum ve nikleer membranda ise serbest radikal tretimi membrana
bagl sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagh sitokrom P-450 ve
bs, doymamis yag asitleri ve ksenobiyotikleri redikte ederken dioksijen ve diger
substratlari ise okside ederler.

e. Peroksizomlar: Peroksizomlar gok énemli hlcre igi hidrojen peroksit kaynagidirlar.
Bu organeldeki D-aminoasit oksidaz, Urat oksidaz, L-hidroksilizin oksidaz ve yag asidi
acil- CoA oksidaz gibi oksidazlar O, Gretmeden, bol miktarda H,O, Uretimine sebep
olurlar. Ancak katalaz aktivitesi cok ylksek oldugu icin bu organelden sitozole ne kadar
H.O: gectigi bilinmemektedir.'*®

f. Plazma membrani: Plazma membrani serbest radikal Gretimi icin kritik bir yer
olusturmaktadir. Ekstraselller olarak Uretilen serbest radikaller diger hcre
komponentlerine ulasmadan &6nce plazma memranini gegmesi gerekir. Bu gecis
sirasinda membranda toksik reaksiyonlarin olusmasina da neden olabilirler.
Membranda yer alan fosfolipitler, glikolipitler, gliseridler ve membran proteinleri serbest
radikallerden etkilenirler. Lipit peroksidasyonu veya yapisal proteinlerin oksidasyonu
sonucu membran permabilitesinde bozukluklar meydana gelmektedir.'*® '

Hidrojen peroksit membranlari neredeyse su kadar kolay gegebilen gigll
oksidandir. Bu nedenle proteinlerin ve Lipitlerin hidrofobik kisimlarini daha iyi
parcalayabilecedi ve toksik etkisinin daha fazla olacagl tahmin edilmektedir. Serbest
radikallerin nonfagositik hiicre membranlarinda NADPH-oksidaz araciligi ile Gretiminin
serbest radikal olusumunun énemli bir kaynagi olarak gérilmektedir.'*?

Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi plazma membraniyla baglantilh enzimler ile
mikrozomlar tarafindan serbest radikal Uretimi, bu enzimlerin predominant substrati
olan arasidonik asit metabolizmasi ile iliskili pek ¢ok yeni bulus ve biyolojik agidan
6nemli Urlnlerin meydana gelmesinden dolayl ilgingtir. Bu Grinler PGleri,
tromboksanlar, I6kotrienleri ve anaflaksinin slow-reakting substratini igerir. Son
zamanlarda arasidonat metabolizmasinda yer alan bu enzimatik islemlerin otokatalitik

LPO’nun éncilik etmesi bu konuya olan ilgiyi artirmistir.

2.10.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller etkilerini 6zellikle canli hiicreler icin yasamsal éneme sahip
olan DNA, yaglar ve proteinlere saldirarak gésterirler. Mitokondride oksijenli solunum
sonucunda meydana gelen serbest radikallerin alveolar epitel tabakada ve DNA ya
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zarar vererek yapisal ve metabolik ¢esitli hastaliklarin olusmasina neden oldugu

disinilmektedir.'*® 44

2.10.3.1. Membran lipitleri Gizerine etkileri

Membranlar Gzerindeki bircok bilesik ve molekllin serbest radikallerden
etkilenmesine ragmen, radikallerin en belirgin etkileri yag asitleri Gzerine etki ederek
Lipit peroksidasyonunu (LPO) baslatmalari olarak bilinir. LPO, polidoymamis yag
asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu baglayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlari
seklinde devam eden birgok biyolojik yapida hasarlara neden olan reaksiyon siirecidir.
LPO membranlarda olusturdugu yikici etkisi genellikle reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan
‘OH radikalinin membran yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla olusur. LPO ile
meydana gelen membran hasari geri déniisiimsiizdir.'%8 145 146

Lipit peroksidasyonu baslatan ilk hareket membran ya da polidoymamis yag
asitlerinin icerdigi metilen grubundan (-CHy-) bir hidrojen (H) atomunun ¢ikartiimasi ile
baslar. Boylece tek elektron iceren H’nin uzaklastirmasi sonucu karbon merkezli --CH-
Lipit radikali meydana gelir. Olusan Lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir. Bir dizi
degisiklige ugrayarak molekdl i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge
dien yapilar ve daha sonra lipit radikallerinin molekiler oksijenle etkilesmesi sonucu
lipit peroksil radikali meydana gelir. Lipit peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger
polidoymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller
olustururken, kendileri de agida ¢ikan H' parcacidi ile birleserek Lipit hidroperoksitlerine
dénlislr ve bodylece olay kendi kendine katalizlenerek devam ederek zincir
reaksiyonlarinin baslamasina neden olur.'?" '

Lipit  hidroperoksitlerinin  membranlarda  birikimi  sonucu, membran
fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelir. Ayrica Lipit hidroperoksitleri gegis
metalleri katalizérliginde yikilmasi sonucu ¢odu zararl olan aldehitler olusur. LPO
sonucunda ortaya cikan cesitli aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve 4-hidroksinonenal
(HNE)'dir. MDA ol¢imi ile LPO’nun degerlendiriimesi yapilabilmektedir. Bu bilesikler
ya hlcresel olarak metabolize olurlar ya da baslangigta etkili olduklari bélgeden difflize
olup hasarli hiicrenin diger bélimlerine yayarlar. Lipit radikallerinin hidrofobik yapida
olmas! dolayisi ile reaksiyonlarin cogu membrana bagli molekillerde meydana gelir.
Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olarak membranlarda, reseptdrleri ve membrana bagl
enzimleri inaktive etmek suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana

getirebilirler.'*” 14
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2.10.3.2. Proteinler lizerine etkileri

Proteinler, lipitlere gére serbest radikallerden daha az etkilenirler. Proteinlerin
etkilenme dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve
sulftir iceren amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein
gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden daha c¢abuk etkilenirler.
Proteinlerin radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu karbon merkezli radikaller ve silfir
radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin élgtlmesi ile
proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar 6lgilebilir. Serbest radikallerin olusturdugu
hasar sonucunda proteinlerde pargalanmalar, ¢apraz bagdlanmalar ve proteinlerin
agregasyonu meydana gelebilir. Birgcok biyokimyasal yapinin ve 6zellikle enzimlerin
yapisinda bulunan proteinlerin hasar gérmesi sonucu hiicrenin normal fonksiyonlarinda

bozukluklar ve enzim aktivitelerinde aksakliklar meydana gelir.'%® "4

2.10.3.3. DNA (izerine etkileri
Genetik materyalin molekiler bitinliginde ekzojen veya endojen faktérlerin

190 nsan

etkisiyle meydana gelen tim degisiklikler “DNA hasari” olarak adlandirilir
genomik DNA’sinin bittnltgu farklh DNA hasarlarina neden olan ultraviyole, X-iginlari,
kimyasal bilesikler gibi c¢evresel faktérlerin etkisiyle ve ayni zamanda hicresel
metabolizmanin yan Grind olarak Uretilen serbest radikaller gibi endojen ajanlar da
DNA’da farkli mekanizmalar ile; baz ve sekerde lezyonlara, tek ve ¢ift zincir kiriklarina,
abazik bdlgelere, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim modifikasyonlara
neden olur.'®""% Qrnegin piirin kaybi ile apiirinik alanlarin olusmasi insan genomunda
gin icinde 10* kez meydana gelebilmektedir. Deaminasyon ile sitozinden urasil veya 5-
metil sitozinden timin olusabilir. Insan viicudundaki her hiicre DNA’sinin giinde 10° kez
oksidatif hasara maruz kaldigini 6ne siiren arastiricilar da vardir."’

DNA ¢ok sayida negatif yUkli fosfat gruplar icerdiginden, cesitli katyonlar

+2/+3 +1/+2

baglama yetenegine sahip biyik bir anyondur. Fe ve Cu iyonlar negatif yOkli
DNA’ya strekli bagli bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hicre i¢inde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler.
Redoks aktif transisyon metal iyonlarinin baglanmalari DNA molekilini H.O,'in hedefi
haline getirmektedir.””® DNA’ya baglh metal iyonlar ile H,Oyin DNA {izerinde
reaksiyonlagsmasindan olusan "OH radikalleri, ‘OH radikal temizleyicileri tarafindan
uzaklastinlamamaktadir. Ayrica, ‘OH radikal temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de

DNA’ya hasar verebilmektedir.'®
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‘OH radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve baz
modifikasyonlarina yol acar. Hidroksil radikali, nlkleik asitlerde doymus karbon
atomlarindan hidrojen g¢ikarir veya c¢ift baglara katiima tepkimeleri ile sonuglanan
tepkimelere girer ve DNA hasarina neden olurlar.’® Eger hidroksil radikali DNA'nin
yakininda meydana gelirse mutasyonlara da neden olabilir. Stiperoksit anyonu gicli
bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiksek elektron yogdunluklu bdlgeler iceren
molekiillerle daha kolay tepkimeye girer.'®® ' Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢gekirdegine ulasarak DNA
hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre éliimiine yol agabilir."®" '°> ROS,a bagli
olarak DNA’nin oksidatif hasari sonucu yaglanma, kanser, kardiyovaskuler hastaliklar,
immiin sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi cesitli hastaliklar gérilebilir.'" 163

Ayni zamanda RNS'de (NO,, ONOOH, N,Os;, HNO,) DNA bazlarinin
nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir. RNS etkisi ile sitozinden
urasil, guaninden ksantin ve adeninden hipoksantin olusmaktadir. ONOO™ guaninden 8-
nitroguanin ve hipoksantin olusturabilir. 8-nitroguanin DNA yapisi iginde dayaniksiz
oldugundan spontan olarak depirinasyona ugrar ve abazik alanlarin olusmasina neden

olur 164, 165

DNA’daki oksidatif hasarin mekanizmasi ve olusan lriinler: Katiima veya ayriima
tepkimeleriyle organik bilesiklerle en ¢ok reaksiyon veren ‘OH radikali en reaktif serbest
radikaldir. Hidroksil radikali ¢ift zincirli heterosiklik DNA zincirindeki bazlara kolayca
eklenir, timinin metil grubundan ve 2’deoksiribozun C-H bagindan bir H koparir.'®® Ayni
zamanda bu reaksiyonlar sonucunda DNA bazlarinda N veya C merkezli radikallerin
olusumunun yani sira az miktarda da sekerlerin C merkezli radikalleri de olusur.'"’

‘OH Radikalinin saldiracag: yer, saldirilacagi bélgedeki elektron yogunluguna
baghdir.""" “OH radikali elektron yogunlugu en fazla olan bélgeye baglanarak bir H
koparir. Ornegin sitozinde 5 nolu karbona % 87 oraninda oysa 6 nolu karbona % 10
oraninda "OH radikali eklenir. Timinde ise 5 nolu C'ye % 60 oraninda, 6 nolu C’ye
%30, timindeki metil grubuna ise % 10 oraninda ‘OH radikali eklenir.'®” '® Bgylece 5 ve
6. C’lere "OH eklenmis timin ve sitozin radikal haline déntismUs olur.

Pirin bazi olan guaninin "OH radikali ile olan reaksiyonu ise $ekil 4'deki gibidir.
"‘OH radikali guanindeki plrin bazina etki ederek purindeki elektron yogunluguna gére
4, 5 ve 6 nolu pozisyonlarda serbest radikaller olusumuna neden oldugu bildirimistir'®®
71 (Sekil 4).
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Sekil 3: Purinlerin "OH radikali ile Reaksiyonlari

4 ve 5 numaral karbonda kararsiz olan bu radikaller en kararl hali almak i¢in
kendi icerisinde diizenlenmesi ile ortam sartlarina gére katilma reaksiyonlari ile olusan
drinler Sekil 5 ve 6'da gbésterilmigtir. Diger bir plrin olan adeninin ise 4 ve 8 nolu

C’lerine OH radikallerinin katilim reaksiyonlariyla yeni radikal Griinler olugur.'”*'72
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Sekil 4: Guaninin 4 ve 5 nolu karbonunda hidroksillenmis radikallerinin reaksiyonlari
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Sekil 5: Oksijen yoklugunda Guaninin 8 nolu karbonunda hidroksillenmis radikalinden

tiriinlerin olusum mekanizmasi.
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Sekil 6: DNA bazlarindan olusabilecek major oksidatif hasar Grinleri
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Serbest radikallerin bazlarla etkilesimiyle olusan radikaller, reaksiyon partneri,
redoks potansiyeli, radikal treten sistem, indirgeyici ajanlarin bulunabilirligi ve oksijenin
mevcudiyeti gibi reaksiyon sartlarina bagh olarak farkliliklar gdsterebilmektedir.'” 7
Yukaridaki sekil 7’de ise ROS tarafindan Uretilen 23 adet oksidatif baz hasar Grin(
verilmistir.""" Bunlardan 8-OHGua(8-Hidroksiguanin) ve 8-OHdG (8-hidroksi deoksi

guanozin) en sik karsilagilan ve mutajenitesi en iyi bilinen DNA baz hasari Grinleridir.

2.10.3.3.1. 8-Hidroksi deoksiguanin olusumu ve énemi

Sekil 7’de gdsterilen DNA baz hasar Grnlerinin bir gogu ve bunlarin seker bagh
nikleozit halleri (8-OHdG gibi) literatiirde oksidatif stresin DNA’ya olan etkilerini
gostermek amaciyla cahsiimistir. ROS tarafindan Uretilen baslica DNA baz hasari
drOnlerinden biride 8-Hidroksiguanin (8-OHGua)'dir. 8-OHGua oksidatif stresin biyo-
belirteci olarak kabul edilmis ve memelilerde in vitro DNA sentezi sirasinda bir kalip
olarak kullanildigi zaman yanhs okumaya ve GC-TA mutajenezine yol agtigi
gosterilmistir (Sekil 8)."> ¢ 8-OHGua'nin deoksiriboz’a baglanmis hali olan bir
modifiye nukleoziti olan 8-OHdG,"””"'" ekzonukleazlar olarak adlandirilan enzimlerin
okside olmus DNA'yi onardiginda ekstrakte edilen bir baz modifikasyonudur.'®'® ROS
dretiminin artmasina sebep olan tim etkenler, 8-OHdG olusumuna yani oksidatif DNA
hasarina katkida bulunur.'®" '® DNA bazlarindan Cu*? iyonlarinca en ¢ok G-C'ce
zengin bolgelerde bulundugundan, en fazla oksidatif hasara maruz kalan baz
guanindir. Bu iyonlarin polianyonik karakterde olan DNA’nin &zellikle guanin bazlarina
yiksek afinite ile baglandigini ve H,O, ile etkilesime girerek DNA hasarini baglattidi
gosterilmistir. Olusan hasar, vicUlttaki onarim sistemi tarafindan tamir edilir. Fakat ROS
dretiminin artmis oldugu durumlarda 8-OHGua kanda ve dokularda ylksek oranda
tespit edilebilir. Bu nedenle Literatirde 8-OHGua'nin vicut sivilarinda 6lgtldigi pek
¢ok arastirmaya rastlanmistir. Bilhassa kanda ve idrarda oksidatif stresin énemli bir
belirteci olarak kabul edilmistir.'”® '® DNA’'da normal baz eslesmesi Guanin-Sitozin,
Adenin-Timin’dir.%'

Kan, idrar ve doku'da 8-OHGua'yi dlcmeye yoénelik olarak pek cok ydntem
vardir. Bunlarin baslcalar arasinda HPLC-EC, LC-MS, LC-MS-MS, GC-MS, tek hicre
jel elektroforezi (Comet assay), **P post-labelling, ELISA’dir."** 879" 8.OHGua
6lciminde HPLC-ECD cok sik kullanilan yiksek derecede duyarli bir yéntemdir. 8-
OHGua, DNA elde edildikten sonra genellikle asit veya enzimatik hidroliz ile
serbestlestirilir. DNA hidrolizatinda bulunan 8-OHGua yiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ile ayrilir ve elektrokimyasal dedeksiyon ile kantitatif olarak

tespit edilir.'% 18719
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.||. l GC—-TA
| | transversiyon

Sekil 7: Hasarli bazin yanlis eslesmesi

2.10.3.3.2. DNA hasar tamiri

Modifiye olmus lipitler ve proteinler normal protein turnoveri yoluyla
cikarilabilirken, DNA’ya olan hasar tamir edilmesi gerekebilir. Mark ve arkadaslarinin
calismasina gore bu fonksiyon pek ¢ok biyokimyasal yol ile gerceklesir.'"" Lipitlerin ve
proteinlerin aksine DNA modifiye olur olmaz yenilenemez ve birgok arastirmacinin
Uzerinde durdugu pek cok spekillasyona neden olan birgok hastaliyin patogenezi
olarak gosterilmigtir.'"

DNA hasari hicrede, ya hasarla basa c¢ikabilecek veya bunu
gerceklestiremiyorsa programh hiicre 6limini saglayacak birgok hlicresel olayi
tetikler. Hiicrede DNA hasarina karsi dért dnemli yanit olusur:'®
1. Hasarli DNA’nin c¢ikarilarak DNA ¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden
yapilandiriimasi (DNA onarimi),

2. DNA hasarn kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hicre dénglsinin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin tamirine imkan saglanmasi ve
hasarli kromozomlarin genetik gegisinin énlenmesi,

3. Hucredeki gen transkripsiyon dizeylerinin hicrenin yararina olacak sekilde
degismesi (transkripsiyonel cevap),

4. Ciddi olarak hasar gdérmiis hiicrelerin elenmesi (programli hiicre élimii, apopitoz).'®*
Bu yanitlardan herhangi birinin islev gérmemesi hiicre diizeyinde genomik kararsizlikla,

organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile sonugclanir.’*
195
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Huicre iginde DNA onarimi mekanizmalari ise:'"" '

a. Direkt DNA onarimi mekanizmasi,

b. NUkleotid eksizyon (kesip — g¢ikarma) ve baz eksizyon (kesip — ¢ikarma)onarim
mekanizmalari,

c. Gift zincir kirik onarim mekanizmasi

d. Rekombinasyonel onarim ve SOS onarimi

e. Gapraz baglarin onarim mekanizmasi,

f. Yanlis eslenim onarim mekanizmasi(Mistmach Onarimi)

gibi gesitli DNA onarim mekanizmalari bulunmaktadir.'" "%

2.10.4. Antioksidan savunma sistemleri

Canlilar serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek icin hem hicre
icerisinde hem de hiicre membranin da etki gbsteren birgok mekanizma
gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalar gerek radikal Gretimini engelleyerek gerekse olusan
radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak icin tasarlanmistir. iste canl
organizmalarin olusturdugu bu sisteme antioksidan savunma sistemi veya kisaca
antioksidanlar denilmektedir. Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak ikiye
ayrilmakla beraber serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz
hale getirenler veya enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilmektedir.
2.10.4.1. Endojen (Dogal) antioksidanlar
2.10.4.1.1. Primer antioksidanlar (Enzimler)

SOD Enzimi: Bu enzim siperoksitin, hidrojen peroksit ve molekller oksijene
déntsiminu katalizleyen enzimdir. SOD’nin aktivitesi yas artigiyla beraber artar. SOD
yaklasik olarak b(tlin canlilarda bulunmaktadir. Memelilerde (¢ tipi vardir. Bunlar
sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu-ZnSOD, extraselular etki gdsteren
CuZn SOD ve mitokondri de bulunan tetramerik Mn ihtiva eden Mn-SOD izomerlerdir.
SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise sadece mikroorganizmalarda ve bazi
bitkilerde bulunmaktadir. SOD’nin tiim gesitleri sliperoksitin dismutasyon reaksiyonunu
katalizleyebilirler.'%® 1%

O, "+ 0,7+ 2H" - H,0, + O,

Serbest radikallerin olusturdugu yikici etkinin énlenmesinde SOD enziminin
katalaz enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi ve hatta iki enzimin bir kompleks haline
getirilip fenton reaksiyonu sonucu olusan radikallerin giderilmesinde daha etkili olacagi
dusinllmektedir. Ginkid SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan hidrojen
peroksit oksijenin toksik tirlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi

dnlenmektedir.'®®
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Katalaz Enzimi (CAT): Katalaz, tim canli hicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan, doért tane alt grup iceren ve her bir alt grubu 60,000 dalton agirhdinda olan
enzimdir. Bu enzimin en dnemli goérevi hidrojen peroksiti molekiler oksijen ve suya
katalizlemektir.'%°
CAT
2H.0, — 2H,0 + O,

Katalaz enzimi daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. CAT’In indirgeyici
aktivitesi hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigiik molekullere karsidir.
Blyluk molekdlli Lipit hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz
membranlar, karaciger ve bdbreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir.'®
Miyeloperoksidaz Enzimi (MPx): Notrofil granillerde bol miktarda bulunan MPx
enzimi H,Oy'den hipoklorik asit (HOCI) olusturmak Uzere etki eder. Asidik pH
olusumuna bagl olarak MPx aktivitesi artmakta ve membrani kolayca gecen H.O;
bakteriye toksik etki yapmakta ya da hidroksil (OHY) radikaline déniismektedir. Bu
tepkimede HOCI yer almaktadir. H,O, ile MPx CI" iyonlarini kullanarak H,O,'yi HOCl'ye
4,51

dénustirmektedir. Cok reaktif olan HOCI birgok biyolojik molek(ll oksitlemektedir.
H202 + Cl- +H"— HOCl + Hgo

HOCI + O, " — O, + OH + CI

Katekolamin oksidasyonu
Tskemi Reperfiizyon
MMitokondrial permabilite

Digerleri...

NOS i

>/\

ONOO- L HocCI

2
|

Protein DA
cksidasyonu hasari

Hardiyomiyosit
varalanma

Sekil 8: Kardiyomiyositlerde ROS/RNS tarafindan olusan hasarin antioksidanlarla ilgili
mekanizmasi

Lipid
peroksidasyonu
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2.10.4.1.2. Sekonder antioksidanlar
Glutatyon (GSH): GSH (sekil 10), birgcok hlicrede bulunur ve bir tripeptiddir. GSH L-
glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir.

NH,' O 0
| H | H [
CH—C—C—C—N—CH—C—N—CH—C—0O
| H H | I |

:)=L‘|: O (l:Hj H
O SH

Sekil 10. Glutatyon’un molekul yapisi

o Gilutatyon R o
L-Glutamat + L-Sistein + ATP Sentetaz » y-Glutamil sistein + ADP +P;

C - y-Glutamilsistein
y-Glutamil sistein + Glisin +ATP sentetaz > GSH + ADP + P

GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde bulunan sistein rezidilerini
indirgenmis halde tutarak silfhidril tamponu gérevini gérir. indirgenmis glutatyon yani
GSH, aktif bdlgesinde selenyum iz elementini iceren bir enzim olan GPx enzimi
katalizérligiinde H,O, ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki
sergiler ve HO,yi alyuvarlardan uzaklastirir. H,O, birikmesi hemoglobinin
methemoglobine oksidasyon hizini artirarak alyuvarlarin  yasama  sdresini
azaltabildiginden bu tepkime ¢ok ©6nemlidir. Ayrica alyuvarlarda hemoglobinin
methemoglobine otooksidasyonu ile slperoksit olusurken diger dokularda ise bu
sitokrom P 450 redilktaz ve ksantin oksidaz gibi enzimlerle olusur.®'*?

GSH, hidrojen peroksidi veya organik oksitleri kimyasal olarak detoksifiye
edebilir. GSH peptid bagindan dolay! diistk enerjili bilesikler arasinda kabul edebiliriz.
GSH, hilcre proteinlerini indirgemis sekilde tutan disdlfit-silfidril  degisimi
tepkimelerinde etki gdésterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan hidrojen peroksidi
uzaklastiran enzim GPx’e substratlik yaparak proteinlerin salfidril gruplarini da korur.
GSH yoklugunda hidrojen peroksit biriki. GSSG, GR tarafindan sirekli GSH'ye
indirgenerek GSH miktari diizenlenir.?*

Molekuler oksijenden tlreyen oksidatif radikaller iki mekanizmayla uzaklastirilir.
Birincisi, toksik radikallerin enzimatik inaktivasyonudur. Ornegin GPx ve CAT, reaktif
oksijen ara Uriinlerini suya indirger. ikinci mekanizma ise oksijen radikallerini kimyasal
olarak inaktive eden askorbik asit, a-tokoferol ve B-karoten gibi diyetle alinan

antioksidanlarla ilgilidir.?*’
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3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan bitin kimyasal malzemeler Sigma Chemicals Company

(Germany)’den, ilaclar; lasidipin (Lacipil 4 mg tb) Glaxo-Smith Kline, istanbul, Ramipril

(Delix 10 mg tb) Aventis, istanbul, Valsartan (Diovan 80 mg tb), Novartis, istanbul-

Tirkiye’den temin edilmigtir.

3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

: Hettich Universal 32 R

: Thermo Spectronic-HEAIOS 8
: Schott CG 842

: Scaltec SPB 31

: Sanyo MDF - 235

: Boeco MSH 300

: Eppendorf

Sogutmali santrifQj
UV-Visible Spektrofotometre
pH metre

Hassas terazi

Derin dondurucu
Magnetik karistiricilar
Otomatik pipetler
Buzdolabi

Distile su cihazi
Calkalayicil su banyosu
Homojenizatdr

Elisa

HPLC cihazi
Otoanalizor

: Profilo

:GFL 2012

: Memmert

: lka-Werke

: Biotech

: HP agilent 1100
: Olympous 2700

3.3. Deneylerde Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlaniglan
1. CAT Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, %1 Triton x-100 igeren Fosfat
Tamponu): 1.7 g KH,PO, ve 2.5 ml Triton x-100 alinarak 200 ml distile suda

¢6z0ld0. pH, bir pH metre kullanilarak 7.8’e ayarlandi ve son hacim distile su ile

250 ml’ye tamamlandi.

2. CAT Olgiim Karisimi (40 mM, pH 7'de H,O; iceren 50 mM Fosfat Tamponu):
1020 pl H,O, ve 1.7 g KH,PO,4 200 ml distile suda ¢ézuldi ve pH bir pH metre
kullanilarak 7’ye ayarlandiktan sonra son hacim 250 ml'ye tamamlandi.

3. SOD Homojenat Tamponu (50 mM pH 7.8, 10 mM EDTA iceren Fosfat Tamponu):
1.7 g KH,PO, ve 0.73 g EDTA alinarak 200 ml distile suda ¢6z0ldi ve pH bir pH
metre kullanilarak 7.8’e ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 250 ml'ye

tamamlandi.
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4. SOD Olgiim Karigimi:

A - 0.3 mM Ksantin: 0.0018 g Ksantin alinarak bir miktar distile suda ¢éz{ldu ve
hacmi distile su ile 40 mlI'ye tamamlandi.

B - 0.6 mM EDTA: 0.0035 g EDTA alindi ve bir miktar distile suda ¢6zuldi ve
hacmi distile su 20 ml'ye tamamlandi.(2 damla 5 M NaOH ile ¢ézindr)

C — 150 uyM NBT (Nitro blue tetrazolium) : 0.0024 g NBT alinarak bir miktar
distile suda ¢6zUldi ve hacmi distile su ile 20 mI'ye tamamlandi.

D — 0.4 M Na,COs: 0.5088 g alinarak bir miktar distile suda ¢6zildi ve hacmi
distile su ile 12 ml'ye tamamlandi.

E — 1.2 g/ L BSA (Bovine Serum Albumine): 0.0061 g tartildi bir miktar distile
suda ¢dzuldi ve hacmi distile su ile 6 mI'ye tamamlandi.

5. SOD enziminin aktivitesini élgmek igin gereken ¢ézelti (167 U/L Xanthine oksidaz):
Orijinal ambalajindan (1 ml'sinde 32 mg protein ve 0.3 U enzim ihtiva eden
enzim) 34.79 pl alindi ve lzerine 2 ml soguk 2 M (NH,4).SO, ¢ézeltisi eklendi.

6. SOD enziminin aktivitesini lcmek icin gereken ¢ézelti ( 2 M (NH,).SO,). 0.7928 g
(NH,4)2.SO, alindi ve bir miktar distile suda ¢6zUldi ve hacmi distile su ile 3 ml'ye
tamamlandi. (bu ¢ozelti her seferinde taze olarak hazirlandi ve +4°C ‘de
saklanarak soguk olarak kullanildi).

7. SOD enziminin aktivitesini élgmek icin gereken ¢ézelti (0.8 mM CuCl,): 0.0108 g
CuCl, alindi, bir miktar distile suda ¢6z0ildi ve hacmi distile su ile 100 ml'ye
tamamland.

8. GSH Homojenat Tamponu (50 mM, pH 7.4, Tris - HCI Tamponu ). 1.514 g Tris-
HCI alinarak 200 ml distile suda ¢6zildi ve pH, bir pH metre kullanilarak 7.4’e
ayarlandiktan sonra son hacim 250 ml'ye distile su ile tamamlandi.

9. GSH Olgiim Tamponu (200 mM pH 8.2, 0.2 mM EDTA iceren Tris-HCI Tamponu):
6.05 g Tris-HCI ve 0.0146 g EDTA alinarak 200 ml distile suda ¢6zuldi ve pH,
bir pH metre kullanilarak 8.2’ye ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 250
ml’ye tamamlandi.

10. GSH miktarini élgcmek icin gereken ¢ézelti ( 10 mM DTNB ): 0.03963 g DTNB
alindi ve bir miktar metanolde c¢b6zllerek hacmi metanol ile 10 mlye
tamamlandi.

11. LPO Homojenat Tamponu ( % 10 KCI ): 10 g KCI alinarak bir miktar distile suda
¢6z0ldi ve hacim 100 ml'ye distile su ile tamamlandi.

12. LPO Olgiim karigimi:
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A - % 8 Sodyum lauril silfat (SLS): 0.8 gr SLS alinip bir miktar distile suda
¢6zuldi ve hacmi distile su ile 10 mlI'ye tamamlandi.

B - % 0.08 Tiyobarbditirik (TBA): 0.48 gr TBA alinarak 1-2 damla 1 M NaOH
ilavesi ile bir miktar distile suda ¢6zildi ve hacmi distile su ile 60 mlye
tamamlandi.

C — % 20 Asetik asit: 13 ml glasiyel asetik asit alindi ve tzerine 65 ml distile su
eklendi.

13. MPx Homojenat Tamponu (50 mM pH 6.0, % 0.5 HTAB (MA, 364.5-hexadecy three
methyl ammonium bromide) iceren Fosfat Tamponu: 1.02 g KH,PO, ve 0.75 g
HTAB alinarak 125 ml distile suda ¢6zuldi. pH, bir pH metre kullanilarak 6.0
yapllarak, hacim distile su ile 150 ml'ye tamamland..

14. MPx Olgiim karisimi 50 mM KH.PO, pH 6’si (MA, 136.09) olan 0.167 mg/ml o-
dianizidin-HCI ve % 0.0005 H.O- igceren 45 ml élgiim karigimi):

A—0.167 mg/ ml o-dianizidin-HCI 45 ml: (MA, 317.2), 7.5 mg o-dianizidin-HCI

B— % 0.0005 HO, (%30’luk tan) 45 ml igin: 83.3 pl % 30’luk H,O2'den alinir 500
ml’'ye tamamlandi ve ardindan bundan 4,5 ml alind..

C- 50 mM KH,PO, pH 6: 0.3062 gr KH,PO,alind1.

7,5 mg o-dianizidin-HCI, 4,5 ml H,O,, 0.3062 gr KH,PO, alinip 40 ml distile suda
¢6zululerek pH bir pH metre kullanilarak 6.0 ’a ayarlanip 45 ml'ye destile su ile
tamamlandi.

15. Nitrik Oksit dlgiimii gézeltileri
A- %30’luk Cinko siilfat (ZnSO,) ¢dzeltisi: 30 gr ZnSO, bir miktar distile suda
¢6zUuldikten sonra son hacmi distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

B- Griess reaktifii 0,5 gr sdlfanilamid +12,5 gr fosforik asid+0,05 gr
napthlethylendiamin 500 ml distile su iginde ¢6z0lda.

C- 50 ymol/L NADPH + 5 ymol/L FAD + 200 U/L Nitrat Rediktaz Karigimi;

0,002 gr NADPH, 0,0002 gr FAD ve 1 kutu Nitrat Rediktaz (10 U, 17 mg) alinip
bir miktar distile suda ¢ézilinGp son hacmi distile su ile 50 mI'ye tamamlandi.

D- 10 mg/L Laktat Dehidrogenaz: 10 mg LDH 10 ml suda ¢6zlnerek hazirlandi.
E- 10 mM Sodyum Piruvat: Piruvik asitin sodyum tuzundan 1,1 gr alinarak bir
miktar distile suda ¢ézlntp 10 mI'ye tamamlandi.

F- 200 pM Sodyum Nitrit (NaNO,) ¢ozeltisi: 0,0035 gr Sodyum Nitrit bir miktar
distile suda c¢oézlildiikten sonra 250 ml’ye distile su ile tamamlandi.

G- 200 pM Potasyum nitrat ¢ézeltisi: 0.005 gr potasyum nitrat bir miktar distile
suda ¢6zuldikten sonra hacmi distile su ile 250 mI'ye tamamlandi.



39

16. Kandan DNA izolasyon Cézeltileri
A- RBC Pargalama Tamponu: 8.74 gr Amonyum Klor{r, 1 gr Potasyum Bikarbonat
ve 0.2 ml 0.5 molarhk EDTA 900 ml ddH,O’da ¢6zilip ve pH'si 1 N NaOH ile
7.4'e ayarlandi. Balon jojeye aktarilarak son hacmi 1 litreye tamamlanip. Manyetik
kanstirict yardimiyla iyice ¢dziinmesi saglandi. 120°C 'de 15 dk otoklavlanarak
steril edilip ve +4 °C'de saklandi.
B- 0.5 M EDTA (pH 8.0): 186.1 gr EDTA yaklasik 800 ml ddH,O de ¢ozillp ve
pH'si 1 N NaOH ile 7.4'e ayarlandi. Balon jojeye aktarilarak son hacmi 1 litreye
tamamlandi. Manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢6zinmesi saglanip, 120°C'de
15 dk otoklavlanarak steril edildi ve +4°C'de sakland.
C- 4M NaCl: 233.6 gr NaCl yaklasik 800 ml ddH,O de ¢6z0llip ve balon jojeye
aktarilarak son hacmi 1 litreye tamamlandi. Manyetik karistirici yardimiyla iyice
¢6zlinmesi saglanip, 120 °C'de 15 dk otoklavlanarak steril edildi
D- WBC Pargalama Tamponu: 25 ml 4 M NaCl ve 50 ml 0.5 M EDTA balon jojeye
aktarilarak son hacmi hacmi 1 litreye tamamlanip, 120°C'de 15 dk otoklavlanarak
steril edildi ve oda sicakliginda sakland.
E- 1 M Tris Tamponu: 121.1 gr Tris baz yaklasik 800 ml ddH,O de ¢ézildi ve
Uzerine 42 mikrolitre konsantre HCI ilave edildi. Balon jojeye aktarilarak son
hacmi 1 litreye tamamlandi. Manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢ézlinmesi
saglanip, 120°C 'de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.
F- 9.5 M Amonyum Asetat: 73.22 gr Amonyum Asetat 80 ml ddH,O de ¢ézildu.
Balon jojeye aktarilarak son hacmi 100 ml'ye tamamlandi ve 0.22 mikronluk
filtreden gegirilerek steril edilip ve +4 °C'de saklandi.
G- %10'luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10 gr SDS 80 ml ddH,O de ¢6z0lip ve
pH'sI 7.2'ye ayarlandi. Balon jojeye aktarilarak son hacmi 100 ml'ye tamamlandi
ve 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek steril edilip oda sicakliginda sakland.
H- Proteinaz K (20 mg/ml): 20 mg proteinaz K steril bir kapakl godeye konuldu ve
steril ddH,O ile son hacmi 1 ml'ye tamamlanip ve -20°C'de saklandi.

3.4. Deney Hayvanlar

Tez calismamizda 180—-220g agirlikta toplam 48 adet erkek Wistar rat kullanildi.
Deney hayvanlari, Atatiirk Universitesi, Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
Laboratuvarindan temin edildi. Deney Tip Fakultesi, Farmakoloji A.B.D’de yapildi.
Hayvanlar deney o&ncesi gruplar halinde standart sartlar altinda barindinimis ve
beslenmistir. Calismalarimizin tiim asamalari Atatiirk Universitesi Tip Fakdiltesi etik
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kurulu tarafindan 25 Haziran 2007 tarih ve B.30.2.ATA.0.A1.00.00/601 sayil yazisi ve
Atatiirk Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurulu (AUHADYEK) 28 Haziran 2007
tarih ve B.30.2.ATA.070/94 sayi ile etik kurallara uygun oldugu onaylanmistir.
3.5. Deneyde Kullanilan ilaglarin dozlari

Deneyimizde lacidipin 3 mg/kg 2% Ramipril 3 mg/kg 2*® ve Valsartan 30 mg/kg
204 dozlarda 1 ml % 0.9 izotonikde c¢ozillerek bir sonda yardimiyla oral yolla 30 giin
boyunca verildi.
3.6. Ratlarda miyokard infarktiis modelinin olusturulmasi

ISO ilaglarin kardiyak fonksiyonlar (izerine olan etkilerini incelemeye yarayan
standart bir sentetik katekolamindir.?® Ratlarda deneysel katekolamin uygulamasi
miyokardiumda nekroza neden oldugu bilinmektedir.?®® Ratlarda iSO ile indiiklenen
Ml'da gelisen DNA hasari, oksidatif stres ve biyokimyasal doku hasar parametreleri
Uzerine lasidipin, ramipril ve valsartanin etkilerini arastirmak tzere yapilan bu ¢alisma
Rona ve arkadaslarinin yéntemi modifiye edilerek gerceklestirildi.?” Literatiirde ratlarda
40 mg/kg'dan baslayip 200 mg/kg'a kadar varan dozlarda iSO uygulamasi ile MI
modeli olusturulmustur.®”- > #1207 Ayrica ISO ile olusturulan Ml modelinde denenecek
maddeler ise ISO uygulamasindan 1 giin O6ncesinden baglayip 60 glne varan
uygulamalar tespit edildi. ** °* 2® Bizde ilag gruplarimiza 30 giin boyunca ilag
uygulamasi ve 180 mg/kg ISO uygulamasi ile modelimizi yaptik. Ml sonrasi gelisen
DNA hasari, oksidatif stres ve biyokimyasal doku hasar parametrelerini incelemek igin
olusturdugumuz ISO kontrol grubuna ISO 180 mg/kg dozunda 1 ml % 0.9'luk izotonik
¢6zllerek subkutan (SK) olarak 24 saat araliklarlarla 2 kez verilip, ik dozdan 72 saat
sonra yiksek doz anestezi (tiopental sodyum-50 mg/kg) altinda hayvanlar 6tanazi
edilmigtir.
3.7. Deney gruplan ve ila¢c uygulamasi

Deneyimizde her bir grupta 6 sar rat olmak Uzere toplam (8 grup) 48 adet rat
kullaniimistir. Grup 1; Saglkh rat grubu olup, herhangi bir ilag muamelesi
yapiimamistir. Bu gruba 30 giin boyunca sonda yardimiyla oral olarak 1 ml % 0.9
izotonik ve son 2 giin 24 saat arayla 2 kez 1 ml % 0.9 izotonik solusyonu SK olarak
verildi. Son SK izotonik uygulamasini takip eden 24. saatte gruptaki tim ratlar yliksek
doz anestezik maddeyle Otanazi edildi. Grup 2; Yukarida tarif ettigimiz MI sonrasi
biyokimyasal parametreleri inceleyecegimiz 1SO grubu olup 30 gliin boyunca sonda
yardimiyla oral olarak 1 ml % 0.9 izotonik solusyonu ve son 2 giin 24 saat arayla 2 kez
1 ml % 0.9 izotonikte ¢b6zllmis 180 mg/kg ISO SK olarak verildi. Son 1SO
uygulamasini takip eden 24. saatte ylksek doz anestezik maddeyle gruptaki tim ratlar
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6tanazi edildi. Grup 3; Lasidipin saglikli kontrol grubu; Grup 4; Ramipril saghkl kontrol
grubu; Grup 5; Valsartan saglikh kontrol grubu olarak belirlendi. Grup 3, 4 ve 5 igin her
bir grupta bulunan ratlara sirasiyla 3, 3, 30 mg/kg dozda Lasidipin, Ramipril ve
Valsartan'in 1 ml % 0.9 izotonikde ¢dzilerek bir sonda yardimiyla oral yolla 30 gin
boyunca verildi. ila¢ uygulamasinin 31. giiniinde yilksek doz anestezik maddeyle
gruptaki tim ratlar 6tanazi edildi.

Ml sonrasi gelisen akut hasar Uzerine Lasidipin, Ramipril ve Valsartanin
etkilerinin incelenmesi: Lasidipin, Ramipril ve Valsartanin Ml sonrasi olusan
biyokimyasal parametreleri Uzerine olan efkilerini inceleyecegimiz ilag gruplarimizi ise
Grup 6; Lasidipin + ISO grubu; Grup 7; Ramipril + ISO grubu; Grup 8’i ise Valsartan
+ ISO grubu olarak adlandirdik. Grup 6, 7, 8, i¢in her bir grupta bulunan ratlara
sirastyla 3, 3, 30 mg/kg dozda Lasidipin, Ramipril ve Valsartan’in 1 ml % 0.9 izotonikde
coziilerek bir sonda yardimiyla oral yolla 30 giin boyunca verildi. ilag uygulamasinin
29. ginlinden baslayarak 24 saat arayla 2 kez 1 ml % 0.9 izotonik solusyonda
¢ozilmiis 180 mg/kg iSO SK olarak verildi. Son ISO uygulamasini takip eden 24.
saatte ylksek doz anestezik maddeyle gruptaki tiim ratlar 6tanazi edildi.

Tablo 2: Rat Caligsma Protokol

S.K. ISO 180 mg/kg
Oral Lacidipine 3 mg/kg

6 |Lacidipine +1ISO | Oral Lacidipine 3 mg/kg

S.K. ISO 180 mg/kg
Oral Ramipril 3 mg/kg

7 | Ramipril + 1SO Oral Ramipril 3 mg/kg

GRUPLAR 1-28.giin 29.giin 30.giin ;&;1
y . . S.K. izotonik
1 | Saglkli Kontrol Oral Izotonik Oral izotonik o
x
2 |ISO Kontrol Oral izotonik S 50 D i >
Oral Izotonik S
Saglikh —_ 3
3 Lacidipine Oral Lacidipine 3 mg/kg p
Saglikh o 2
4 Ramipril Oral Ramipril 3 mg/kg g
Saghkh 2
5 Valsartan Oral Valsartan 30 mg/kg =
c
(0]
Q.
o
2
o

S.K. ISO 180 mg/kg
Oral Valsartan 30 mg/kg

8 |Valsartan + ISO Oral Valsartan 30 mg/kg
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3.8. Orneklerin Alinmasi
3.8.1. Kan érneklerinin alinmasi

YUksek doz anestezi ile 6tenazi edilen ratlarin gdgus kafesi sternum hizasindan
acildi. Perikard ayrildiktan sonra kanlar intrakardiyak olarak alindi. Herbir rattan alinan
yaklasik 5 ml kanin 3 mI’si serum elde etmek i¢in vakuteinirli tiiplere, kalan 2 ml’'si DNA
izolasyonu yapmak tzere EDTA’I tlplere alindi. EDTA’h olanlar DNA izolasyonu igin 5
°C’ye ayrildi. Vakuteinerli olanlar ise kanlarin tamamen pihtilasmasi beklendikten sonra
4 °C de, 4000 g de 10 dakika santrif(ij edildi. Santrifijden sonra Ustte kalan serum
kisimlari ayrilarak ependorf tiplere alikoatlanarak ayrildi ve analizin yapilacag! gine
kadar -80 °C de derin dondurucuda saklandi.

3.8.2. Doku 6rneklerinin alinmasi

Yiksek doz anestezik verildikten sonra ratlarin batinlari orta hat boyunca
acllarak kalpler cikartildi ve serum fizyolojik ile yikandiktan sonra biyokimyasal
analizler i¢in -80 °C’ye konuldu.

3.9. Analizler
3.9.1. EDTA’l tam kandan DNA izolasyonu

EDTA'lI tipe alinan 2 ml kan 6rnedi 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 5
°C’de numuneler ertesi giin modifiye edilmis metoda gére DNA izolasyonu asagidaki

209

gibi yapildi.

1- Mor kapakli hemogram tiiptne alinan 2 ml EDTA'll kan tzerine 3 ml RBC Lysis
Buffer ilave edildi. Araliklarla alt-Ust edilerek 5 dakika buzda bekletildi.

2- 3000 Rpm'de 5 dk santriflij edilip, stpernatant kismi dikkatlice dékuldQ.
Vortekslenerek dipteki pellet kaldirild.

3- Pellet Gizerine 5 ml RBC Lysis Buffer ilave edilip, araliklarla alt-Gst edilerek 5
dakika buzda bekletildi.

4- 3000 Rpm'de 5 dk santriflij edilip, sUpenatant kismi dikkatlice dokalda.
Ylksek hizda vortekslenerek dipteki I6kosit pelleti restispanse edildi.

5- Reslspanse pellet (zerine sirasiyla 0.1 ml % 10'luk SDS, 40 pl proteinaz K ve
1.9 ml WBC Lysis Buffer eklenip ve yiksek hizda 10 sn kadar vortekslendi. 65
°C'de 1 saat inklibasyona birakildi.

6- Inkilbasyon sonrasi tilpler buz icerisine konarak sogumasi saglandi. Uzerine 0.8
ml 9.5 M'lik amonyum asetat ilave edilip, en az 20 kez tlpler alt-Ust edilerek ve
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daha sonra da kuvvetlice vortekslenerek iyice karigtirildi.

7- 3500 Rpm'de 25 dk santrif(j edilerek proteinler ¢éktlrtld (berrak bir stipernatant
ve dipte beyazimtirak bir ¢okelti olustu).

8- Supernatant kismindan dikkatlice 2 ml alinip yeni bir steril tipe aktarildi.
Uzerine 4 ml % 100'lik etanol ilave edilip, tliplin kapag kapatilarak alt-iist edildi
ve DNA'nin yodunlasarak gérinur hale gelmesi saglandi.

9- 4000 Rpm'de 5 dk santriflij edilerek DNA c¢oktirildi ve alkol kismi dékilerek
uzaklastirildi. Hafifce vortekslenerek dipteki DNA kaldirildi.

10- Uzerine, 0.1 ml % 70k etanol konulup, vortekslenerek DNA'nin alkolde
yikanmasi saglandi. 4000 Rpm'de 5 dk santriflij edilerek alkol kismi dokald.
Tipler kurutma kagidi Gzerinde ters cgevrilerek alkoliin tamamen uzaklasmasi
saglandi.

11- DNA (izerine 250 pl ddH,O pipetlenip ve 37°C'de 1 saat bekletilerek DNA'nin
¢6zUnmesi saglandi.

12- izole edilen DNA 6rnekleri 8-OHdG miktar analizi igin alikotlanarak -80°C 'de
saklandi.

3.9.2. CK-MB, CK, AST ve Tnl 6l¢iimii

Antikoagtilansiz vakuteinerli tipe alinan kanlarin tamami pihtilagdiktan sonra
kanlar, 4000 g'de 10 dakika santriflij edilerek serumlar ayrildi. Ayrilmis serum &érnekleri
godelere aktarildi, “Comas C-501" oto analizérde analiz edilmek U(zere cihaza
yerlestirildi ve AST?'°, CK®'' CK-MB?'' aktivitesi cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplandi.

Antikoagtilansiz tlipe alinan kanlarin tamamen pihtilasmasi beklendikten sonra
kanlar, 4000 G'de 10 dakika santriflj edilerek serumlar ayrildi. Ayrilmis serum &érnekleri
godelere aktarildi. “Vidas” oto analizériinde analiz edilmek Uizere cihaza yerlestirildi ve
Tnl*'® aktivitesi cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi.

3.9.3. Kanda DNA 8-OHGua miktar analizi

EDTA’ll kanlardan yukaridaki prosedlrle DNA izolasyonu yapildiktan sonra
numuneler -80 °C’den ¢ikarilip oda sicakligina getirildi. 8-OHGua diizeyi belirlenmeden
6nce DNA’nin safligini kontrol etmek amaciyla 260 nm ve 280 nm’de spektrofotometrik
olarak olclldi. Agso/Asgo kabul edilebilir sinin 1,7 oldugu gdzlemlenmistir. Sonra 8-
OHGua diizeyi HPLC ydntemiyle Elektro Kimyasal Detektdrle (ECD) ile Floyd'®? ve
arkadaslarinin gelistirdigi yonteme gére tayin edildi. Bunun i¢in her bir numuneden 200
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ul alinarak viallere konuldu. izole edilen DNA formik asit*'® ile hidroliz edildi. Hidroliz
islemi izole edilen DNA 6rneklerinin Gzerine 100 pl ml formik asit eklenip (%60 v/v) ve
45 dakika 150 °C’de bekletilerek yapildi. Daha sonra érnekler HPLC 6élglim igin hazir
hale getirildi. Hidrolitik basamaklar sonucunda DNA'dan 8-OHGua ile birlikte hidroliz
ortamina serbestlesen Gua miktarinin 8lclilerek 8-OHGua'nin Gua'ya oranlandi.'®
Standart olarak 200 pl 25 pmol/dL 8-OHGua ve 25 pmol/dL Gua kullanildi. Her bir
numunenin analizi 17,5 dakikada tamamlandi. 8-OHGua piki 7,6 dakika, Gua piki ise

2,1. dakika civari gériildii. Sonuglar pmol/L cinsinden 8-OHGua/Gua.10 olarak verildi.

Hom.
30

0

- 2-0H Gua

100~

400

200~

Sekil 10: 8-OHGua ve Gua'ya ait HPLC-ECD ile alinmis 6rnek kromatogram

3.9.3.1. Kromotografik kosullar
HPLC cihazi: HP agilent 1100 moduler serisi
Detektor: Elektrokimyasal detektdr ( HP 1049 A). Olciim 80 V da yapild
Basing: 90 + 10 bar
Kolon: Supelco LC-18-S ters faz C-18 kolon (25 cm x 4.6mm)
Kolon sicakhg:: 30 °C
Mobil faz: 0.05 M fosfat tamponu pH: 5.5 icersinden asetonitril ( 97:3 v/v)
Pompa akis hizi: 1.0 ml/ dakika
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3.9.4. Serumda Nitrik oksit (NO) Olciimii

Olciim Prensibi: Oldukca kisa émirlii olan NO radikali hizla NO, ve NOy'a okside
olmaktadir. Bu nedenle NO miktari belirlenirken NO, ve NO3; miktarlar
belirlenmektedir. Ozellikle NO,'in Griess reaktifi ile etkilesmesi sonucu olusan rengin
absorbansinin belirlenmesi oldukca yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Mevcut NO75,
nitrat rediktazla NO’,’ e indirgendikten sonra 6l¢llmektedir.

NO o6lelimii: Antikoagiilansiz vakuteinerli tipe alinan kanlarin tamamen pihtilagsmasi
beklendikten sonra kanlar, 4000 G'de 10 dakika santrif(j edilerek serumlar ayrildi.
Ayrilmis serum &rneklerinde Biotech Elisa’da NO miktari élglildi. Moshage ve Bories
arkadaslarinin gelistirdigi yéntem esas alinarak gerceklestirildi. NO3 ve NO7' miktari

Elisa ile 540 nm’de 6lclilerek toplam serum total NO seviyesi (umol/mL) hesaplandi.?'*

215
Nitrat tayini: -80 °C den alinan serumlar énce -20 °C’de daha sonrada 4 °C de bir siire
bekletildikten sonra iyice ¢ozilmesi saglandi. Daha sonra Griess reaktifi kullanilarak

asagidaki islemler yapildi.

Numune tlipi

Numune 100uL

Distile su 400uL

Cinko siilfat 25uL
Vortekslenir, 1000g de 15 dk santrifiij edildi ve slpernatant kismi alindi

Slpernatant 100uL

Griess reaktifi 100pL

10 dk oda sicakhginda renk olusumu i¢in beklendi. 540 nm dalga boyunda absorbans
6lclld.
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b) Nitrat tayini
Nitrat, dnce nitrat rediiktaz ile enzimatik olarak nitrite déndstarltr. Asagida verilen

sekilde 6lgtim yapilir.

Numune tlipi

Numune 100 uL
Deiyonize su 400 pL
Cinko silfat 25 uL
Vortekslenir, 1000 g de 15 dk santrif(j edilir ve stipernatant kismi alinir
Slpernatant 100 pL
NADPH 100 pL
FAD 100 pL
Nitrat rediktaz 20 yL
Vortekslenir, 37 °C de 20 dk inkiibe edilir
Laktad dehidrogenaz 10 uL
Sodyum pirtivat 10 uL
Vortekslenir, 37 °C de 5 dk inkiibe edilir
Griess reaktifi 100 pL

10 dk oda sicakhginda bekletilir, 540 nm dalga boyunda absorbans okutulur.

NO miktarinin hesaplanmasr: NO; ve NO7,' miktar Elisa ile 540 nm’de édlgllerek
toplam serum total NO seviyesi hesaplandi. Asagidaki formile gére numunelerin NO
miktarlari, umol/ml olarak tarif edildi. Her bir faktériin etkisi 3 tekrar yapilarak verildi.

Toplam nitrik oksid : pmol/ml = Abs x DF
0,0395

DF: Dilisyon faktori
Abs : 540 nm dalga boyunda tespit edilen absorbans

3.9.5. Kalp dokusunun biyokimyasal incelenmesi
Ratlarin kalp dokulari biyokimyasal incelemeler igcin -80 °C’de saklandi.
Dokularin enzim aktivitelerini 6lgmek igin kalp dokusu homojenatlari hazirlandi. Kalp

dokusu homojenatlarindan elde edilen sOpernatantlarda CAT, SOD, MPx enzim
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aktiviteleri ve GSH, LPO miktarlar literatiirlere dayali, uygun metotlar kullanilarak
dlglldi 2'°%%°_ Tiim dlgiimler oda sicakhiginda gerceklestirildi.

3.9.5.1. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Kalp dokulari bir havan iginde sivi azot ile dgutllerek toz haline getirildikten
sonra, 0.5 g tartilarak Uzerine 4.5 ml tampon c¢ozeltiler (her parametre icin farkl bir
tampon sistemi kullanilarak) ilave edildi ve sonra da 10 dakika sireyle buz Uzerinde
homojenize edildi. Homojenatlar bir stizge¢ kagidindan stizildikten sonra sodutmali
santrifdj kullanilarak her enzim igin literatlrlerde belirtilen hizlarda 4 °C’de santrif(j
edildi ve sUpernatantta enzim aktiviteleri élgtldi.

3.9.5.1.1. CAT aktivitesinin élcimii
Olgiim prensibi: Aktivite 6lgim ortamindaki H,O.'nin CAT vasitasiyla HoO'ya

dénisima saglanirken meydana gelen absorbans azalmasinin 240 nm'de &lcllmesi
esasina dayanmaktadir. Harcanan H,O, miktarindan CAT aktivitesi asagida bahsedilen
ybnteme gdre hesaplanmistir.

CAT 6lguimii: CATIn aktivitesi Aebi (1984) 'nin belirttigi kurallar uygulanarak
6lgiildi.?"® 0.5 g doku alinarak (izerine 4.5 ml 50 mM K-fosfat tamponu (pH 7.8) ilave
edilerek homojenize edildi.??' Olusan homojenat 18000 g'de 4°C’de 60 dakika santrifiij
edilerek supernatantlar katalaz aktivitesi élciminde enzim kaynagi olarak kullanildi.
Kuvartz spektrofotometre kiveti igcerisine son konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde
H.O, ¢bzeltisinden 1,5 ml konularak numune ¢dzeltisinden 1,5 ml ilave edildigi anda
kronometre calistirildi. Kuartz kivet alt (st etme sonrasi spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda 15 saniye araliklarla 3 dakika slreyle &lcllerek absorbans azalmasi
kére karsi kaydedildi.

CAT aktivitesi’nin hesaplanmasi: Olciimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan
araliktan dakika basina absorbans azalmasi hesaplandi. Isik yolu (b)= 10mm, azalma
katsayisi (¢ H,O.), 0.00394 (mmol-1 x mm-1) alinarak A = A.b.c formiiliinden 240
nm'de, dakikada 1 mmol H,O.'nin harcanmasini saglayan enzim miktari (=EU)
hesaplandi.?'® Formiil pratik olarak mmol/min= A/39,4 x 30 sekline getirildi ve btiin
aktiviteler bu formilde yerine konulan absorbans degerlerinden hesaplandi. CAT
aktivitesi, dilisyon faktorleri dikkate alinarak mmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi.
Deneyler 3 paralel tekrar halinde yapildi.
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3.9.5.1.2. SOD aktivitesinin él¢ciimii

Olgiim prensibi: Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla (rik aside
donusturilirken meydana gelen slOperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT
(nitrobluetetrazolium) mevcutsa, NBT ile reaksiyona girerek formazon boyasi
olustururlar. Bu bilesik 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Sayet
ortamda SOD enzimi varsa superoksit radikalleri bu enzim tarafindan H.O:'ye
déndstirildiagu icin, formazon olusumu azalacak ve buna bagh olarak da 560 nm’de
Olctlen absorbans azalacaktir. Absorbanstaki azalmanin miktari SOD aktivitesini
gdstermektedir.??? Ozetle; SOD aktivitesi asagida verilen 1l nolu reaksiyonun inhibe
edilme derecesiyle dl¢llebilmektedir.

X0

KSANTIN 2 URIK ASIT + SUPEROKSIT (0,)
I NBT Oy FORMAZON
1T 20, + 2H* SOD O, + HO,
—_—

SOD él¢iimii: SOD aktivitesi Sun ve arkadaslari (1988) tarafindan tarif edilen yénteme
gdre 6lcldi.?® Kalp dokulari homojenize edildikten sonra 18000 g'de 1 saat santrifj
edildi.?"” Cam bir spektrofotometre kiivetine 2450 pl 8lcim karisimi (0.3 mM ksantin,
0.6 mM EDTA, 150 uM NBT, 0.4 M Na,COs, 1.2 g / L BSA), 500 pl supernatant, 50 pl
ksantin oksidaz eklendikten sonra karistirilarak yaklasik 20 dakika inkubasyon birakildi
ve 100 pl 0.8 mM CuCl,ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi.

SOD aktivitesi’nin hesaplanmasi: Olusan formazon miktarlari 560 nm’de 3 ml’lik
quartz kuvetler kullanilarak okundu ve diliisyon yada sulandirma katsayilari dikkate
alinarak asagidaki gelistirilen formllden aktivite degerleri (EU) elde edildi ve SOD
aktivitesi mmol /dakika/mg doku olarak tarif edildi. Her bir faktériin etkisi 3 kez tekrar

yapilarak degerlendirildi.

EU/mg doku = ( —2AKér~ Anumune ) x 100
AK&Sr
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3.9.5.1.3. MPx aktivitesinin élcimii

Olgiim prensibi: MPx enzimleri nétrofillerin solunum patlamasi esnasinda H,O,
vasitasi ile hipoklorik asit Uretirler ve kofaktér olarak Hem’e ihtiya¢ duyarlar. Aktivite
6lciim ortamindaki H.O,, MPx vasitasiyla harcanirken olusan hipoklorit absorbansta bir
artisa sebep olur. Olciim prensibi, meydana gelen absorbans artisinin 460 nm'de
6lgllmesi esasina dayanir. Olusan hipoklorit miktarindan MPx aktivitesi hesaplanabilir.

MPx él¢iimii: MPx aktivitesi Bradley'in belirttigi ydntem esas alinarak dl¢iildii.?'® 0,1 g
doku alinarak tzerine 10 ml 50 mM fosfat tamponu (pH 6.0) ilave edilerek homojenize
edildi.

Olusan homojenat 3500 rpm 4°C’de 30 dakika santriflij edilerek slpernatantlar
MPx aktivitesi 6lgliminde enzim kaynagi olarak kullanildi. Kuvartz spektrofotometre
kiveti icerisine 2,8 ml 6lgtim tamponu, 0,12 ml homojenat tamponu ve 0,12 ml numune
cbzeltisinden ilave edildigi anda kronometre c¢alistinidi. Kuartz  kivet
spektrofotometrede 460 nm dalga boyunda 30 saniye araliklarla ve 5 dakika streyle
Olclilerek absorbans azalmasi kére kargi kaydedildi.

MPx aktivitesi’nin hesaplanmasi: Olciimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan
araliktan dakika bagina absorbans azalmasi hesaplandi. Isik yolu (b)= 10mm,

ekstinksiyon katsayis! (¢nz02), 0,00394 (umol-1 x mm-1) alinarak A = ¢.b.c formiliinden
460 nm'de, dakikada 1 mmol HoOo'nin harcanmasini saglayan enzim miktari (EV)

hesaplandi. FormUl pratik olarak mmol/min= A/39,4 x 30 sekline getirildi ve bltin
aktiviteler bu formilde yerine konulan absorbans degerlerinden hesaplandi. MPx
aktivitesi, seyrelme faktorleri dikkate alinarak pmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi.

Deneyler 3 paralel tekrar halinde yapildi.

3.9.5.1.4. Total glutatyon (GSH) miktar 6lciimu

Olc¢iim prensibi: Olciim ortamindaki DTNB [5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)] disdilfit
bir kromojendir ve sulfhidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. Meydana
gelen sari renk 412 nm spektrofotometrik olarak él¢ulebilir.

GSH miktarinin élgiilmesi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi ydontem esas alinarak
gergeklestirildi.?"® 0.5 g doku (zerine 4.5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ilave edilerek
homojenize edildi.?’” Homojenatlar, 12000 g 4°C’de 10 dakika santrif(ij edildi ve
sUpernatantlar, GSH miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tipleri
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icerisine 1500 pl 6lgim tamponu (0.2 mM EDTA iceren 200 mM Tris-HCI, pH = 8.2),
500 pl sUpernatant, 100 ul DTNB ve 7900 pl metanol pipetlenerek vortekslendi.

Karigim 37 °C’ta 30 dakika inkubasyona birakildi ve sonra élgiimleri alindi.

GSH miktarinin hesaplanmasi: Olusan sari renk miktarlari 412 nm’de 3 ml'lik quartz
kOvetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilari dikkate alinarak &nceden
hazirlanan GSH stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten (Sekil 16) yararlanarak
Olgimler yapildi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg doku olarak tarif edildi. Her bir

faktorin etkisi 3 kez tekrar yapilarak belirlendi.

GSH Standart Grafigi

1.8
1.6 y=0,7879x - 0,0154

1.4 R’ =0,90999 —""
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/
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GSH Konsantrasyonlar: (nM)

Absorbans (412 nm

Sekil 11: GSH miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.

3.9.5.1.5. Lipit peroksidasyon (LPO) miktar 6l¢ctimii

Olciim prensibi: Serbest radikallerin hiicre zarinda olusturdugu LPO’nun son
driinlerinden olan MDA?? diizeyini belirlemek igin kullanilan ydntemlerin cogu MDAnin
tiyobarbitlrik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel alir. Bir molekil MDA iki molekil
TBA ile sabit kirmizi renk olusturmak tzere reaksiyona girer. LPO 6lciimi, Ohkawa ve
arkadaslarinin metoduna gére MDA’'nin asidik ortamda TBA’le olusturdugu rengin 532

nm’de élgililmesi prensibine dayanarak yapildi®°.

LPO élciimii: Ohkawa ve arkadaslarinin gelistirdigi yéntem esas alinarak
gerceklestirildi.?*® 0.5 g doku lzerine 4.5 ml %10 KCl ilave edilerek homojenize edildi.
Homojenatlar, 5000 g 4°C’de 20 dakika santriflij edildi ve bu slpernatantlar, LPO
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miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tupleri icerisine 250 pl homojenat,
100 pl %8 sodium lauryl sulphate (SLS), 750 pl %20 asetik asit, 750 yl %0.08 TBA ve
150 pl distile su pipetlenerek vortekslendi. Karisim 100 °C’ta 60 dakika inkubasyona
birakildiktan sonra (zerine 2,5 ml n-bltanol ilave edildi ve dlguldi.

LPO miktarinin hesaplanmasi: Olusan pembe renk miktarlari 532 nm’de 3 ml'lik cam
kOvetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilari dikkate alinarak &nceden
hazirlanan MDA stok ¢bézeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak élgimler
yapildi (Sekil 17). Numunelerin LPO miktarlari, nmol MDA/g doku olarak tarif edildi. Her
bir faktérun etkisi 3 tekrar yapilarak verildi.

LPO Standart Grafigi
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0,5 //y= 64,79X + 0,01
0,4 R2-0,9883
0,3 /
0,2
0,1

0 / I I I I I

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
MDA Konsantrasyonlari (nM)
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Sekil 12. LPO miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.

3.10. istatistiksel analizler

istatistiksel analizler SPSS 13.0 yazilim programi kullanilarak yapildi. Gruplar
aras! istatistiksel farkliliklar ve énem seviyeleri one-way variance analyzes (ANOVA)
testi ile belirlendi. Post-hoc degerlendirmeler icin Scheffe testi kullanildi. P<0.05
seviyesindeki sonuglar énemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada Materyal ve Metod kisminda belirtildigi gibi 220 = 20 gr olan
Albino Wistar cinsi ratlarin, deney protokolinden sonra alinan kanlarinda miyokard
hasarinin biyokimyasal belirtecleri AST, CK, CK-MB ve Tnl incelendi. Ayrica DNA
hasari seviyesi (8-OHGua/Gua), NO seviyesi ve kalp dokusunda SOD, CAT, MPx
enzim aktiviteleri ve GSH, LPO miktarlari literatlirlere dayali uygun metodlar
kullanilarak tespit edildi. Galisma gruplarina ait ortalama degerler (X) ve standart hata
(SH), X£SH olarak Tablo 3-7’lerde verildi.

Tablo 3: Tez galisma protokoll gruplarinda serumdan elde edilen AST, CK enzim aktiviteleri
degerleri

Gruplar AST (U/L) CK(U/L)
Saglikli Kontrol 161,17 + 1,47  |86050 £ 3890
ISO Kontrol 19017 + 376+ |1530.33 * 2070+
Saglikli + Lacidipine 162,80 + 295 850,40 + 29,70
Saglikli + Ramipril 16117 =+ 183 810,177 + 23,20
Saglikli + Valsartan 162,83 + 3.43 880,17 + 16,60
Lacidipine + ISO 161,00 + 2,00* 1140,00 + 25,30*
Ramipril + 1ISO 16220 + 2.86* 1050,40 * 36,50*
Valsartan + ISO 166,50 + 243 * 1090,67 + 31,40*

Istatistiksel analizler Scheffe’nin Post-hoc Anova- testi kullanilarak I1SO kontrol grubuna gére
ilag+ISO gruplari ve saglikh kontrol grubuna gére ISO kontrol ve saglikli+ilag gruplari
mukayesesi yapilmis olup P<0,05 seviyesinde sonuglar anlamli kabul edilmis sirasiyla * ve + ile
gosterilmistir. Sonuglar her bir gruptaki 6 rat igin 6lcimin ortalamasi [+ standart hata(SH)]
olarak gdésterilmistir.

4.1. AST aktivitesi lizerine deney protokolii degerleri

Deney protokolii tamamlandiktan sonra ratlarin kanlarindan elde edilen
serumlardaki AST sonuglari Tablo 3'den goérildiga Gzere kontrol gruplarindan; Saglikl
kontrol grupta 161.17£1.47, ISO kontrol'de 190.17+3.76 belirlendi. Saglikh ratlara
uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ilag gruplarinda AST degerleri sirasiyla
162.80+2.95, 161.17+1.83, 162.83+3.43 belirlendi. ISO uygulanan Lasidipin, Ramipril,
Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 161.00+£2.00, 162.20+2.86, 166.50+2.43, olarak
belirlendi. Numunelerin AST aktivitesi U/L olarak tarif edildi.

Tablo 3'de gérilebilecegi Uzere saglikh kontrol grubuna gére 1ISO grubundaki
AST degerleri istatistiksel olarak anlaml bir sekilde ylUksek oldugu gézlendi (P<0,05).
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Saglikli rat gruplarimiza uyguladigimiz her 3 ilag gruplarinin AST seviyeleri saglikh
kontrol grubuyla karsilastinldiginda istatistiksel olarak herhangi bir degisiklige yol
acmadigi goruldi (P>0,05). ISO kontrol grubunda artmis olan AST seviyeleri, ISO
uygulanmis Lasidipin, Ramipril ve Valsartan ila¢ gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde dismis oldugu gdézlendi (P<0,05). ISO uygulanmis ila¢c gruplarini saghkl
kontrol grupla karsilastirdigimiz zaman ise AST seviyelerinde ilag gruplarinda
istatistiksel olarak bir degisme olmadigi gbézlendi (P>0,05). ISO uygulanmis ilag
gruplarini kendi aralarinda karsilastirdigimiz zaman ise her 3 ilacin AST seviyeleri
Uzerine olan etkileri arasinda istatistiksel olarak bir fark tespit edilmedi.

4.2. CK aktivitesi lizerine deney protokolii degerleri

Deney protokolii tamamlandiktan sonra ratlarin kanlarindan elde edilen
serumlardaki CK sonuglari Tablo 3'den gorlldigi Gzere kontrol gruplarindan; Saghkh
kontrol grupta 860.50+£38.9, ISO kontrol’da ise 1530.33+£20.7 oldugu belirlendi. Saglkli
ratlara uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢ gruplarinda CK degerleri sirasiyla
850.40£29.7, 810.17+£23.2, 880.17+£16.0 olarak belirlendi. ISO uygulanan Lasidipin,
Ramipril, Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 1140.00+25.3, 1050.40+36.5,
1090.67+31.4 oldugu belirlendi. Numunelerin CK aktivitesi U/L olarak tarif edildi.

Tablo 3'den gériilebilecegdi Gzere saglikli kontrol grubuna gére ISO grubundaki
CK degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiksek oldugu belirlendi (P<0,05).
Saglikh rat gruplarimiza uyguladigimiz ilag gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli
degisiklik belirlenmedi (P>0,05). ISO kontrol grubunda artmis olan CK seviyeleri, ISO
uygulanmis Lasidipin, Ramipril ve Valsartan ilag gruplariyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli sekilde disik oldugu belirlendi (P<0,05). ISO uygulanmig
ilac gruplarini saglikli kontrol grupla karsilastirdigimiz zaman ise CK seviyelerinde her
U¢ ilag grubunda da istatistiksel olarak anlaml sekilde ylksek kaldigi belirlendi
(P<0,05). ISO ilag gruplarini kendi aralarinda karsilastirdigimiz zaman her 3 ilacin CK
seviyeleri (zerine olan etkileri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark belirlenmedi
(P>0,05).
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Tablo 4. Tez calisma protokoll gruplarinda serumdan elde edilen CK-MB enzim aktivitesi ve
Tnl degerleri

Gruplar CK-MB (U/L) Tnl (ng/ml)
Saghki Kontrol 11833 £ 2,07 096 % 0,17
SO Kontrol 23533 + 6,65+ 737 + 026+
Saglikl + Lacidipine 123,00 + 4,30 1,22 + 0,09
Saglkli + Ramipril 119,50 + 3,94 1,25 £ 0,10
Saglikli + Valsartan 12717 + 3,37 1,29 £+ 0,15
Lacidipine + ISO 121,50 + 8,48* 1,79 + 0,06 *
Ramipril + ISO 119,80 + 6,38 * 1,97 £+ 0,08*
Valsartan + ISO 128,17 + 417* 2,01 + 0,16~

istatistiksel analizler Scheffe’nin Post-hoc Anova- testi kullanilarak 1SO kontrol grubuna gére
ilac+ISO gruplari ve saglkh kontrol grubuna goére ISO kontrol ve saglikli+ilag gruplari
mukayesesi yapilmis olup P<0,05 seviyesinde sonuglar anlamli kabul edilmis sirasiyla * ve + ile
gOsterilmistir. Sonuglar her bir gruptaki 6 rat igin 6lgimin ortalamasi [t standart hata(SH)]
olarak gdésterilmistir.

4.3. CK-MB aktivitesi lizerine deney protokolii degerleri

Deney protokoli tamamlandiktan sonra ratlarin kanlarindan elde edilen
serumlardaki CK-MB sonuglari Tablo 4’den goérildigi Uzere kontrol gruplarindan;
Saglikh kontrol grupta 118.33+2.07, ISO kontrol'da 235.33+6.65 olarak bulundu.
Saglikli ratlara uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢ gruplarinda CK-MB
degerleri sirasiyla 123.00£4.30, 119.50£3.94, 127.17+£3.37 olarak bulundu. 1SO
uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 121.50+8.48,
119.8016.38, 128.17+4.17 olarak belirlendi. Numunelerin CK-MB aktivitesi U/L olarak
tarif edildi.

Tablo 4’de gérilebilecegi Uzere saglikh kontrol grubuna goére ISO grubundaki
CK-MB degerleri istatistiksel olarak anlamh bir sekilde ylksek oldugu belirlendi
(P<0,05). Saglkli rat gruplarimiza uyguladigimiz ilag gruplarini saglikli kontrol grubuyla
karsilastinildiginda istatistiksel olarak anlamli degisiklige yol a¢madidi belirlendi
(P>0,05). ISO uygulanmis kontrol grubunda artmis olan CK-MB seviyeleri, ISO
uygulanmis Lasidipin, Ramipril ve Valsartan ilag gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde diistk oldugu belirlendi (P<0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini saglikli kontrol
grupla karsilastirdigimiz zaman ise CK-MB seviyelerinde istatistiksel olarak anlamh
sekilde degisiklik belirlenmedi (P>0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini kendi aralarinda
karsilastirdigimiz zaman ise istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmamistir (P>0,05).
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4.4. Tnl aktivitesi tGizerine deney protokolii degerleri

Deney protokoli tamamlandiktan sonra ratlarin kanlarindan elde edilen
serumlardaki Tnl sonuglar Tablo 4’den gérlldigi Gzere kontrol gruplarindan; Saglikli
kontrol grupta 0.96+0.17, ISO kontrol grupta 7.37£0.26 oldugu bulundu. Saglkh ratlara
uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢ gruplarinda Tnl degerleri sirasiyla
1.22+0.09, 1.25+0.10, 1.2940.15 oldugu bulundu. ISO uygulanan Lasidipin, Ramipril ve
Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 1.79+0.06, 1.97+0.08, 2.01£0.16 olarak belirlendi.
Numunelerin Tnl aktivitesi U/L olarak tarif edildi.

Tablo 4’de gorilebilecegi lzere saglikh kontrol grubuna goére ISO kontrol
grubundaki Tnl degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiksek oldugu belirlendi
(P<0,05). Saghkli rat gruplarimiza uyguladigimiz her g ila¢ grubunda Tnl seviyelerini
saglikh kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degisiklige yol
acmadigi belirlendi (P>0,05). ISO kontrol grubunda artmis olan Tnl seviyeleri, 1SO
uygulanan Lasidipin, Ramipril ve Valsartan ila¢g gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde dismis oldugu belirlendi (P<0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini saglikli
kontrol grupla karsilastirdigimiz zaman ise Tnl seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
degisiklik olmadigi belirlendi (P>0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini kendi arasinda
karsilastirdigimiz zaman her 3 ilacin Tnl seviyeleri (zerine olan etkileri arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (P>0,05).

4.5. Antioksidan parametrelere ait sonuclar

Tablo 5. Tez galisma protokoll gruplarinda Kalp dokusundan elde edilen SOD, CAT ve MPx
enzim aktiviteleri degerleri

SoD CAT MPx
Gruplar
mmol/mg doku mmol/dk./mg umol/dk./mg doku
Saghkli Kontrol 104,91 + 0,60 112,92 + 9,51 0,90 + 0,20
ISO Kontrol 58,18 £ 0,90 + 67,12 £ 6,14 + 228 + 052+
Saglikli + Lacidipine 101,56 = 0,54 108,91 + 2,58 0,79 + 0,20
Saglikli + Ramipril 104,07 + 0,31 108,53 £ 1,02 0,90 + 0,20
Saglikli + Valsartan 104,05 + 0,71 110,18 =+ 3,31 1,02 £+ 0,18
Lacidipine + ISO 103,24 + 0,35* 111,00 =+ 2,22 * 1,35 + 0,44*
Ramipril + 1SO 99,91 = 0,54* 104,34 £+ 442* 1,23 + 0,20*
Valsartan + I1SO 99,91 + 0,18* 103,21 + 6,84 * 1,35 £+ 0,35*

istatistiksel analizler Scheffe’nin Post-hoc Anova- testi kullanilarak 1SO kontrol grubuna gére
ilac+ISO gruplari ve saghkh kontrol grubuna goére ISO kontrol ve saglikli+ilag gruplari
mukayesesi yapilmis olup P<0,05 seviyesinde sonuglar anlamli kabul edilmis sirasiyla * ve + ile
gosterilmistir. Sonuglar her bir gruptaki 6 rat igin 6lcimin ortalamasi [+ standart hata(SH)]
olarak gdésterilmistir.
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4.5.1. SOD aktivitesi Gizerine deney protokolii degerleri

Deney protokolll tamamlandikian sonra ratlarin kalplerinde elde edilen
dokulardaki SOD sonuglari Tablo 5’den gérildiga tzere kontrol gruplarindan; Saglikh
kontrol grupta 104.91+0.60, ISO kontrol grupta 58.18+0.90 olarak bulundu. Saglkh
ratlara uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢ gruplarinda SOD degerleri
sirasiyla 101.56+0.54, 104.07+0.31, 104.05+0.71 olarak bulundu. ISO uygulanan
Lasidipin, Ramipril, Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 103.24+0.35, 99.91+0.54,
99.91+0.18 olarak belirlendi. Numunelerin SOD aktivitesi mmol/mg doku olarak tarif
edildi.

Tablo 5'de gorilebilecedi Uzere saglikh kontrol grubuna gére ISO kontrol
grubundaki SOD degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistik oldugu belirlendi
(P<0,05). Saglkli rat gruplarimiza uyguladigimiz her (g ila¢g grubunda SOD seviyeleri
saglikh kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degisiklik
olmadigr gériuldi (P>0,05). ISO kontrol grubunda azalmis olan SOD seviyeleri, 1SO
uygulanan Lasidipin, Ramipril ve Valsartan ila¢ gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde ylksek oldugu belirlendi (P<0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini saglikli
kontrol grubu ile karsilastirdigimiz zaman ise SOD seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gbézlemlenmedi (P>0,05). ISO ilag gruplarini kendi arasinda
karsilastirdigimiz zaman ise istatistiksel olarak bir fark gérilmedi (P>0,05).

4.5.2. CAT aktivitesi Uizerine deney protokolii degerleri

Deney protokoll tamamlandiktan sonra ratlarin kalplerinden elde edilen
dokulardaki CAT sonuglari Tablo 5’den gorildigu Gzere kontrol gruplarindan; Saglikh
kontrol grupta 112.92+9.51, ISO kontrol grupta 67.12+6.14 olarak bulundu. Saglkh
ratlara uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢ gruplarinda CAT degerleri sirasiyla
108.91+2.58, 108.53+1.02, 110.18+3.31 olarak belirlendi. 1ISO uygulanan Lasidipin,
Ramipril, Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 111.00+2.22, 104.34+4.42, 103.2116.84,
olarak belirlendi. Numunelerin CAT aktivitesi mmol/dk./mg olarak tarif edildi

Tablo 5'de gorilebilecegdi tzere saglikli kontrol grubuna gére 1ISO kontrol grup
CAT degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disik oldugu gézlendi (P<0,05).
Saglikh rat gruplarimiza uyguladigimiz her Ug ilag grubunda CAT seviyelerini saglikli
kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel degisiklik olmadigi gézlendi (P>0,05).
ISO kontrol grubunda azalmis olan CAT seviyeleri, ISO uygulanmis Lasidipin, Ramipril
ve Valsartan ilag gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek oldugu belirlendi
(P<0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini saghkli kontrol grupla karsilastirdigimiz
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zaman ise CAT seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml degisiklik olmadidi belirlendi
(P>0,05). ISO uygulanmis ila¢ gruplarini kendi arasinda karsilastirdigimiz zaman ise
istatistiksel olarak bir fark gértlmedi (P>0,05).

4.5.3. MPx aktivitesi lizerine deney protokolli degerleri

Deney protokoll tamamlandiktan sonra ratlarin kalplerinden elde edilen
dokulardaki MPx sonuglari Tablo 5’den gorildigi Gzere kontrol gruplarindan; Saghkh
kontrol grupta 0.90+0.20, ISO kontrol grupta 2.28+0.52 olarak bulundu. Saglikli ratlara
uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢ gruplarinda MPx degerleri sirasiyla
0.79+0.20, 0.90+0.20, 1.024£0.10 olarak belirlendi. ISO uygulanan Lasidipin, Ramipril,
Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 1.35+0.44, 1.23+0.20, 1.3520.10 olarak belirlendi.
Numunelerin MPx aktivitesi umol/dk/mg doku olarak tarif edildi.

Tablo 5'de gorllebilecedi izere sagdlikli kontrol grubuna gére 1ISO kontrol grupta
MPx degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ylksek oldugu gézlendi (P<0,05).
Saglikh rat gruplarimiza uyguladigimiz her (¢ ilag grubununda MPx seviyelerini saglikli
kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark olmadig belirlendi (P>0,05).
ISO kontrol grupta yikselmis olan MPx seviyeleri, ISO uygulanan Lasidipin, Ramipril ve
Valsartan ilag gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde disik oldugu belirlendi
(P<0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini saglikli kontrol grupla karsilastirdigimiz
zaman ise MPx seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli degisiklik olmadigi gézlendi
(P>0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini kendi arasinda karsilastirdigimiz zaman ise
istatistiksel olarak bir fark gértulmedi (P>0,05).

Tablo 6. Tez galisma protokoll gruplarinda Kalp dokusundan elde edilen LPO, GSH degerleri

Gruplar LPO nmol /g doku GSH nmol/mg doku
Saglikli Kontrol 45,20 = 0,55 4,26 + 0,06
ISO Kontrol 76,10 £ 3,60 + 2,31 £ 0,03+
Saglikli + Lacidipine 49,97 + 1,08 3,78 £ 0,08 +
Saglikli + Ramipril 4591 = 1,64 3,74 = 0,06 +
Saglikli + Valsartan 44,49 £ 0,53 3,48 + 0,16 +
Lacidipine + I1SO 4591 = 292~ 3,562 + 0,05*
Ramipril + ISO 56,67 + 2,82* 3,16 + 0,15*
Valsartan + I1SO 57,78 + 1,29* 3,40 + 0,18*

Istatistiksel analizler Scheffe’nin Post-hoc Anova- testi kullanilarak I1SO kontrol grubuna gére
ilag+ISO gruplari ve saglikh kontrol grubuna gére ISO kontrol ve saglikli+ilag gruplari
mukayesesi yapilmis olup P<0,05 seviyesinde sonuglar anlamli kabul edilmis sirasiyla * ve + ile
gOsterilmistir. Sonuglar her bir gruptaki 6 rat igin 6lgimin ortalamasi [t standart hata(SH)]
olarak gdésterilmistir.
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4.5.4. LPO aktivitesi Uizerine deney protokolii degerleri

Deney protokoll tamamlandiktan sonra ratlarin kalplerinden elde edilen
dokulardaki LPO sonuglar Tablo 6’dan gorildigu Gzere kontrol gruplarindan; Saglikh
kontrol grupta 45.20+0.55, ISO kontrol grupta 76.10+£3.60 olarak belirlendi. Saghkli
ratlara uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ilag gruplarinda LPO degerleri sirasiyla
49.97+1.08, 45.9111.64, 44.49+0.53 olarak belirlendi. 1SO uygulanan Lasidipin,
Ramipril, Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 45.91+2.92, 56.67+2.82, 57.78+1.29
olarak belirlendi. Numunelerin LPO aktivitesi nmol MDA/g doku olarak tarif edildi.

Tablo 6’da gorillebilecegi Ulzere saglikh kontrol grubuna goére ISO kontrol
grubundaki LPO degerleri istatistiksel olarak anlamh bir sekilde ylUksek oldugu
belirlendi (P<0,05). Saglkli rat gruplarimiza uyguladigimiz her (g ilag grubununda LPO
seviyeleri saghkh kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak fark
belirlenmedi (P>0,05). ISO kontrol grubunda ylUkselmis olan LPO seviyeleri, ilag
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik oldugu belirlendi (P<0,05). 1SO
uygulanmis ilag gruplarini saglikh kontrol grupla karsilastirdigimiz zaman ise LPO
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli sekilde degisiklik olmadig belirlendi (P>0,05).
ISO olusturulmus ilag gruplarini kendi arasinda karsilastirdigimiz ise zaman istatistiksel
olarak farkli olmadigini belirlendi (P>0,05).

4.5.5. GSH aktivitesi Gizerine deney protokolii degerleri

Deney protokoli tamamlandiktan sonra ratlarin kalplerinden elde edilen
dokulardaki GSH sonuglari Tablo 6’dan gérildigl Gzere kontrol gruplarindan; saglikh
kontrol grupta 4.26+0.06, ISO kontrol'da 2.31+£0.03 olarak bulundu. Saghkli ratlara
uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢ gruplarinda GSH degerleri sirasiyla
3.78+0.08, 3.74%0.06, 3.48t0.16 tespit edildi. ISO uygulanan Lasidipin, Ramipril,
Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 3.52+0.05, 3.16+0.15, 3.40£0.18 olarak belirlendi.
Numunelerin GSH aktivitesi nmol/mg doku olarak tarif edildi.

Tablo 6’da gorillebilecegi lzere saglikh kontrol grubuna gére ISO kontrol
grubundaki GSH degerleri istatistiksel olarak anlaml bir sekilde disik oldugu
goézlemlendi (P<0,05). Saglkli rat gruplarimiza uyguladigimiz her ¢ ilag grubunda
GSH seviyeleri saghkli kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak distk
oldugu belirlendi (P<0,05). ISO kontrol grubunda azalmis olan GSH seviyeleri, ISO
uygulanmis Lasidipin, Ramipril ve Valsartan ila¢ gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde ylkseldigi belirlendi (P<0,05). ISO uygulanan ilag gruplarini saglikh kontrol
grupla karsilastirdigimiz zaman ise GSH seviyeleri istatistiksel olarak disik oldugu
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belirlendi (P<0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini kendi arasinda karsilastirdigimiz

zaman istatistiksel olarak bir fark gértilmedi (P>0,05).

Tablo 7. Tez calisma protokoli gruplarinda tam kandan elde edilen 8-OHGua/Gua ve
serumdan elde edilen NO degerleri

Gruplar N | 8-OHGua/Gua(pmol/L) NO (umol/ml)
Saglikli Kontrol 6 0,98 = 0,10 42,12 + 0,25
ISO kontrol 6 1,66 £ 0,07 + 20,18 + 0,47 +
Saglikli+Lacidipine 6 1,05 + 0,02 39,63 + 1,15
Saglikli+Ramipril 6 1,06 = 0,02 39,90 = 1,81
Saglikh+Valsartan 6 1,04 £ 0,04 40,11 + 1,16
ISO+Lacidipine 6 1,04 + 0,02~ 3434 + 1,27~
ISO+Ramipril 6 1,09 + 0,01~ 33,81 £ 1,15~
ISO+Valsartan 6 1,10 = 0,01~ 3574 £ 1,14*

istatistiksel analizler Scheffe’nin Post-hoc Anova- testi kullanilarak 1SO kontrol grubuna gére
ilag+ISO gruplari ve saglikh kontrol grubuna gére ISO kontrol ve saglikli+ilag gruplari
mukayesesi yapilmis olup P<0,05 seviyesinde sonuglar anlamli kabul edilmis sirasiyla * ve + ile
gOsterilmistir. Sonuglar her bir gruptaki 6 rat igin 6lgimin ortalamasi [t standart hata(SH)]
olarak gdésterilmistir.

4.6. NO seviyesi lizerine deney protokolii degerleri

Deney protokolii tamamlandiktan sonra ratlarin kanlarindan elde edilen
serumlardaki NO sonuglari Tablo 7°’den gérildigu Uzere kontrol gruplarindan; saghkli
kontrol grupta 42.12+0.25, ISO kontrol'da 20.18+0.47 olarak bulundu. Saglikh ratlara
uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ilag gruplarinda NO degerleri sirasiyla
39.63%£1.15, 39.90+1.81, 40.11x£1.16 olarak bulundu. ISO uygulanan Lasidipin,
Ramipril, Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 34.34+1.27, 33.81+1.15, 35.74+1.14
olarak bulundu. Numunelerin NO seviyesi umol/ml olarak tarif edildi.

Tablo 7’den gériilebilecegdi Gzere saglikli kontrol grubuna gére ISO grubundaki
NO degerleri istatistiksel olarak anlamh bir sekilde disik oldugu gdzlendi (P<0,05).
Saglikli rat gruplarimiza uyguladiimiz her ¢ ila¢ grubunda NO seviyelerini saglikl
kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degisiklik gorilmedi
(P>0,05). ISO kontrol grubunda azalmis olan NO seviyeleri, ISO uygulanmis Lasidipin,
Ramipril ve Valsartan ilag gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde yikseldigi
belirlendi (P<0,05). ISO uygulanmis ilag gruplarini saglkh kontrol grupla
karsilastirdigimiz zaman ise NO seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde distk
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oldugu gbézlendi. 1ISO uygulanmis ilag gruplarini kendi arasinda karsilastirdigimiz
zaman ise istatistiksel olarak bir farklilik gértilmedi (P>0,05).

4.7. 8-OHGua/Gua seviyesi lizerine deney protokolii degerleri

Deney protokoli tamamlandiktan sonra ratlarin kanlarindan elde edilen 8-
OHGua/Gua sonuglar Tablo 7’den gérlldigl Uzere kontrol gruplarindan; Saglikli
kontrol grupta 0.98+0.10, ISO kontrol grupta 1.66+0.07 olarak bulundu. Saglikli ratlara
uygulanan Lasidipin, Ramipril, Valsartan ila¢g gruplarinda 8-OHGua/Gua degerleri
sirasiyla 1.05+£0.02, 1.06£0.02, 1.04+0.04 olarak bulundu. ISO uygulanan Lasidipin,
Ramipril, Valsartan verilen gruplarda sirasiyla 1.04+0.02, 1.09+0.01, 1.10+0.01 olarak
belirlendi. Numunelerin 8-OHGua/Gua seviyesi pmol/L olarak tarif edildi

Tablo 7'de gorllebilecedi izere saglikli kontrol grubuna gére 1ISO kontrol grupta
8-OHGua/Gua degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ylUksek oldudu gérildi
(P<0,05). Saglikh rat gruplarimiza uyguladigimiz her (g ilag grubunda 8-OHGua/Gua
seviyelerini saglikl kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gortlmedi (P>0,05). ISO kontrol grubunda artmis olan 8-OHGua/Gua
seviyeleri, ISO uygulanan Lasidipin, Ramipril ve Valsartan ilag gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli sekilde diistk oldugu belirlendi (P<0,05). ISO uygulanan ila¢ gruplarini
saghkli kontrol grupla karsilastirdigimiz zaman ise 8-OHGua/Gua seviyelerinde
istatistiksel olarak degisiklik olmadigi belirlendi (P>0,05). ISO uygulanan ilag gruplarini
kendi arasinda karsilastirdigimiz zaman ise istatistiksel olarak anlamli degisiklik
belirlenmedi (P>0,05).
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5. TARTISMA

MI glnimizde hem mortalite hem de morbidite agisidan en énemli saglik
sorunlarindan birisidir. Ayni zamanda saglik harcamalarinin bdylk bir kismi
kardiyovaskuler sistem hastaliklarinin tani ve tedavilerine harcanmaktadir. MI't diger
hastaliklardan ayiran en énemli farklari ise mutlaka ani baslangi¢li olmasi ve élimlerin
blylk ¢ogunlugunun ilk saatlerde yasaniyor olmasidir. Eger kisi MI'in akut evresini
atlatirsa, MI'a bagh birgok komplikasyonlarla da karsi karsiya gelir. Bunlar i¢inde belki
de en 6nemlisi MI'a sekonder gelisen fibrozis sonucu olusan ventrikll yetmezligidir ki
klinik olarak karsimiza degisik derecelerde kalp yetmezligi olarak ortaya c¢ikar. Bu
nedenle son elli yildir birgok bilim adami MI'in énlenmesi veya MI sonrasi olusabilecek
komplikasyonlari azaltmak igin sayisiz g¢alisma yapmaktadirlar. Bu c¢alismalarin
sonucunda MI sonrasinda kullaniimak UOzere birgok yeni ilag gelistiriimis olup hangi
ilacin daha etkin oldugu hala daha tartigiimaktadir. Ml sonrasi en yaygin kullanilan ilag
gruplari ACE inhibitérleri, ATE inhibitérleri, Kalsiyum kanal blokérleri ve ditretiklerdir.
Bu ilag gruplari icinde de sayisiz ila¢ bulunmaktadir. Birbirleri arasindaki etkinlikleri
konusunda ise tartismalar hala devam etmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak mevcut
calismamizin amaci sicanlarda iSO ile olusturulan Ml modelinde gelisen oksidatif
stresin ve oksidatif strese bagl DNA hasarinin siddetini belirleme ve lasidipin, ramipril
ve valsartan’nin siganlarda ISO ile olusan Ml'da olusan DNA hasari, doku hasari ve
oksidatif stresi tizerine olan etkileri kargilastirmaktir.

Bilindigi gibi insanlar Ozerinde g¢alismalarin yapilmasi igerdigi riskler ve etk
nedenlerden dolayi oldukga kisithdir. Bu nedenle ¢esitli deneysel hayvan modelleri
olusturulmustur. Bunlar icinde en yaygin olarak kullanilani ratlarda cerrahi olarak
koroner arter ligasyonu veya katekolaminlerle indiklenen MI modelidir.  Genel
bilgilerde bu iki model arasindaki fark oldukga genis bir sekilde anlatildidi i¢in burada
tekrar bahsedilmemistir. Galismamizda ISO ile indiklenen Ml modeli kullanildi. Bir
katekolamin olan I1SO, hizli bir sekilde otooksidasyon yaparak miyokardiyumda
oksidatif Grlinlerin ortaya cikmasina neden olur.?®® ISO verimesi kardiyak kas
hiicrelerinde enerji rezervini azaltarak kompleks biyokimyasal ve yapisal degisikliklere
neden olur ki buda nekrozis ile sonlanir.??* Wexler ve Greenberg’in® bir calismasinda
ratlarda ylksek doz ISO uygulamasinin insanda olusan Ml'daki patofizyolojik
degisikliklerle ayni etkiye sahip oldugu gdsterilmistir. Kisacas! ratlara yiksek doz ISO
uygulamasi insanlarda olusan MI'in tim biyokimyasal, fizyopatolojik ve histopatolojik
degisiklikleri ile birebir drtlismektedir.?** Bu nedenle 1SO ile indiiklenen MI modeli
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standardize edilmig bir model olup bircok ilacin yararli etkilerini veya kardiyak
fonksiyonlar {izerine olan etkisini arastirmak igin siklikla kullaniimaktadir.?*®

Bizim ¢alismamizdaki bulgulardan da diger ¢alismalara benzer olarak ISO ile Ml
olusturulmus kontrol grubundaki ratlarin kan biyokimyasal kardiyak doku
belirteclerinden olan AST, CK, CK-MB ve Tnl seviyelerinin anlaml derecede artmis
oldugunu tespit edildi. CK, CK-MB ve Tnl MI'da bu makro molekdillerin hasarli dokudan
salindigini ve doku hasarini gdsteren en iyi diyagnostik belirtecler oldugu bildirmistir.?
CK ve AST iceren miyokardiyal hiicreler oksijen veya glukoz eksikligine bagh olarak
hasarlanir veya yok olursa hiicre membranlari daha gegirgen olur veya pargalanir.
Sonucta ise bu enzimlerin salinimi artar yani periferik dolagsima geger.> ** AST, ISO
uygulanmis hastalarin %90-95’inde yiikselir.*® Gégiis agrisi ortaya ciktiktan sonra 8-12
saat iginde yUkselmeye baslar, 24-48 saatte pik degerine ulasir ve 3-4 gin icinde
normal degerine déner. Yaygin doku dagilimi nedeni ile AST'de ALT gibi klinik tanida
yarari kisitl bir enzimdir. Miyokardin yani sira iskelet kasi ve karaciger gibi dokularda
da yliksek konsantrasyonlarda bulunabilen bu enzim MlI'da énemli bir tanisal yarar
tasimamaktadir. Buna ragmen bu enzimin de kardiyak profile eklenmesinin yararli
oldugu belirtiimistir.*® Serum CK aktivitesi MI'nin baslangicindan sonra 4-8 saat icinde
yikselmeye baslar ve 2-3 giin igerisinde normale déner. CK yaklasik 24. saatte pik
yapmasina ragmen trombolitik tedavi veya mekanik rekanalizasyon uygulamalariyla
reperflzyon yapilan hastalarda ve erken spontan trombolizis vakalarinda daha erken
pik duzeye ulasir. Serum CK diizeyindeki artis rutinde yaygin olarak kullanilabilmesine
ve ISO'nin sensitif enzimatik bir géstergesi olmasina ragmen; kas hastaliklari, alkol
intoksikasyonu, diabetes mellitus, iskelet kasi travmasi, agir egzersiz, konviilziyonlar,
kas i¢i enjeksiyonlar, torasik outlet sendromu ve pulmoner embolide yanlis pozitif
sonugclar vermesi en 6nemli dezavantajidir.'> 2%

Elekroforezde CK'nin ¢ izoformu (MM, BB ve MB) tespit edilmistir. Kalp
kasinda hem MM hem de MB izoenzimleri vardir. Klinik degerlendirmede tek bir CK ve
CK-MB o6lgimiine glvenilmemeli, bunun yerine bu enzimlerin zaman igerisindeki
yikselis ve diisusleri dikkate alinmalidir. iskelet kasi tarafindan salinan CK-MB ve TnT
kalp kasi tarafindan salinana gére genellikle daha uzun sire ylUksek kalir ve CK-MB'nin
glnlerce yiiksek kaldigi plato paterni denen bir duruma neden olur.®' Sipheli
durumlarda kalp kasl hasarinin iskelet kasi hasarindan daha glvenilir bir sekilde
ayirabilme vyetenegine sahip olan kardiyak spesifik troponinlere basvurulabilir.
GUndm{zde kantitatif Tn | 6lcim{ MI’'nin tanisinda kullanilan biyokimyasal kriterlerin en
onemlisi haline gelmistir.® "% MI'da Tn | gégiis agrisinin baslangicindan 3 saat sonra
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referans degerin Ust sinirinin Gzerine ¢ikmaya baglar. Tn | yaklagik 12 saat sonra pik
dizeye ulasir. Nekrotik miyokard dokusundaki dejenere olmus kontraktil aparattan
sUrekli salinimina bagh olarak, cTn I'deki ylkseklik MlI'den sonra 7-10 gin devam
eder®® Tn | MI tanisinda son derece yilksek sensitivite ve spesifiteye sahip
biyokimyasal belirtegler olmalarina ragmen, Ml'yi takiben kanda uzun sire yUksek
seviyede kaldiklari icin rek{rren infarktiislerin tanisinda yetersiz kalmaktadirlar.®'- % 3"
226. 227 Mevecut galismamizda hem lasidipin hem ramipril hem de valsartan 1SO ile
indiiklenen MI'da artmis olan AST, CK, CK-MB ve Tnl seviyelerini istatistiksel olarak
anlamli derecede azalttigi belirlendi (p<0.05). Bu azaltma saglikh kontrol grubunda
bulunan enzim seviyelerine gére ylksek kalmistir. Bu sonuglar bize her G¢ ilacin da
ISO ile indiklenen Ml'da olusan doku hasarini azalttiklarini yalniz tam olarak
durduramadiklarini géstermektedir. Calismamizda her (¢ ilaci da ISO ile indiklenen Ml
olusturulmamig saglikli ratlara vererek bu ilaglarin saglikli kalp dokusuna olan etkisini
de inceledik. Sonuglarimiza gére bu ¢ ilagtan kardiyak doku hasar belirteclerinin
saglkli ratlarda artirmamis olup kalp dokusu Uzerine toksik etki géstermemislerdir. Her
U¢ ilact MlI'da gelisen doku hasarini gdsteren biyokimyasal kardiyak belirtegler
Uzerinden kiyaslarsak CK, ve CK-MB'yi ramipril istatistiksel olarak anlamli olmasada
sayisal veri bakiminda daha fazla azalttigi belirlendi. Bu sonuglar bize her (¢ ilacin da
ISO ile indiklenen MI sonrasi olugsan doku hasarini etkin olarak azalttigini
gOstermektedir. Her (g ilaci 1SO ile indUklenen MI sonrasi doku hasarini gdsteren
biyokimyasal kardiyak belirtecler Gzerinden kiyasladigimizda her Gctnin de birbirleri
arasinda anlaml bir Gstinluklerinin olmadidr gérdldu.

MI sonrasi bir¢cok patolojik mekanizma calismaktadir. Koroner arterlerin akut
tikanmasina bagli olarak dokuda iskemi gelismektedir. Iskemi esnasinda
beslenemeyen dokular kendileri igin gerekli olan oksijeni miyoglobinden saglarlar.
Miyoglobin ise yeteri derecede oksijen saglayamamaktadir. iskeminin siiresi uzadikca
dokular gerekli olan enerjiyi aneorobik yoldan saglamaya baslamaktadir. Aneorobik
solunumun son Griini olan laktik asit ise hiicre igi pH’y1 azaltir.* * Hem hiicre ici pH’nin
degismesi hem de hicre butinliginin saglanmasi igin gerekli olan ATP’nin sentez
edilememesi hiicre membranlarini gegirgen hale getirerek Ca’un hiicre igine girmesine
neden olur. Ca’nin hiicre igine girmesi ve ayni zamanda asidoz hiicre igi lizozomal
enzimleri serbestlestirir.? * Hiicreler hasara ugramaya, sonunda da élmeye baslar. iste
iskeminin bu evresinde gerekli olan oksijenin temin edilemedigi her durumda doku
hasara ugrayacaktir. Bu nedenle MI'in akut evresinde tikanmis olan damari agmak en

etkin ¢6zimdir. Calismamizda denedigimiz her {¢ ilacin MI'nin akut evresinde
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kardiyak hasar belirteclerini saglikh kontrol grubuna yaklastiramamasinin sebebi
kullanilan ilaglarin iskemik dokuya yeterli derecede ulagsamamasi veya etkilerinin
iskemik hasarin olusma hizina yetisememesinden kaynaklanmis olabilir. Fakat her (g
ilacimizinda 1SO uygulanmis kontrol grubuna goére kardiyak belirtecleri istatistiksel
olarak anlamh sekilde azaltmasi (p<0.05), iskemik doku etrafinda bulunan saglam
dokulara etki ederek iskeminin yayilmasini ve siddetini énledigi diistnldQ.

MI sonrasi kronik periyotta iskemik alan etrafinda kollateral dolagim olusmakta
olup, bu iskeminin hasarini sinirlayan dogal bir savunma mekanizmasidir.??® Ayni
zamanda iskemik epizoddan sonra g¢evre dokularda antioksidan sistemin pozitif yénde
arttigini Moss ve Benhorin géstermistir.?* Bizim bulgularimizda da ISO ile indiiklenen
MI sonrasi kontrol grubumuzdaki kardiyak belirteclerinin azalmasi bu sistemlerin aktif
halde oldugunu gdstermektedir.

MI’ da olusan temel fizyopatoloji iskemidir. iskemi, organa gelen kan akiminin
yetersizligi veya dokunun bozulmus perflizyonu olup, uzayan iskemi durumunda
hicrelerin butinligl kaybolup miyokarda yeterli oksijen ve metabolizmayl devam
ettirmeye yetecek miktarda substrat ulasamaz.?*® iskeminin ilk dakikalarinda glikolitik
yol biylk 6lgiide uyarihr, fakat daha sonra doku asidozunun gelismesi, NADH, sitrat ve
laktat birikmesi sonucu glikolitik yol inhibe olur.’® Koroner arter akiminin zaman iginde
yeniden saglanmasi yani reperfizyon olay! kardiyak hasarin énlenmesi igin temel bir
yoldur. Deneysel ¢alismalar reperflizyonun akut fazi esnasinda bir miktar daha doku
hasarinin olustugunu go6stermistir. Reperflizyon hasari olarak bilinen bu olay,
mikrosirkilasyondaki endotel hicrelere nétrofil adhezyonunu, intraselliler enzimlerin
salinimini, kalsiyum iyonlarinin hiicre icine girigini, sarkolemma fosfolipitlerinin
bozunmasini ve ROS olusumunu artirir. ROS diizeylerinin artmasi agil zincirlerinin
peroksidasyonuna neden olur ve sonug da hiicre 8limi gerceklesir. 2% 23" Molekiiler
oksijenin indirgenmesi veya uyarilmasi sonucu serbest oksijen radikalleri olusmaktadir.
Fizyolojik sartlarda mitokondrial elektron transport zincirinden sizma tarzinda, patolojik
sUreclerde ise ksantin oksidaz metabolizmasindan, aktive olmus nétrofillerden,
katekolamin oksidasyonundan, endotel hilcrelerinden ve prostaglandinlerden serbest
radikaller (retiimektedir.'® Iskemi reperflizyon sirasinda, hidrojen peroksidin lipit
peroksidasyonuna yol agmasina bagh olarak ortaya c¢ikan oksidatif stres, membran
hasarina yol agan mekanizmalardan birisidir ve intraselller kalsiyum artisina ve
“stunned” miyokardiyumda miyokard kontraktilitesinin disfonksiyona neden olur.?"®
Dolayisiyla MI sonrasindaki en énemli biyokimyasal olay serbest oksijen radikallerinin
artmasidir. Bu serbest oksijen radikallerinin artmasi sadece iskemi sirasinda degil ayni
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zamanda reperflizyon sirasinda da olmaktadir.?®*®* Hiicreler oksidatif hasari dnleyen ya
da kismen azaltan mekanizmalara sahiptir. Doku hasarinin tetiklemesi ile gelisen
biyokimyasal olaylarda antioksidan sistem yetersiz kalmaktadir. iskemik dokuda
oksidanlara bagl olarak iskemi siresince glutatyon miktarinin azaldigi ve SOD, CAT
ve GPx gibi enzimlerin inhibisyonunun hizlandigi ve buna bagl olarak hicrelerin
reperflizyon sirasinda hizla olusan oksijen radikallerinin etkisine daha duyarli hale
geldigi rapor edilmistir.2%

Bizim g¢alismamizda da diger ¢alismalara benzer olarak I1SO ile Ml olusturulmus
kontrol grubumuzdaki ratlarin kalp doku 6rneklerinden elde ettigimiz antioksidan
enzimlerden SOD, CAT ve GSH seviyelerinin istatistik olarak anlaml derecede azalmis
oldugu tespit edildi (p<0.05). Oksidatif stresin diger gdstegelerinden biri olan MPx ve
LPO antioksidan enzimlere ters olarak artmis oldugu tespit edildi. ISO ile indiklenmig
MPda doku savunma sistem aktivitesinin azaldigini gésteren bircok calisma
bulunmaktadir.2* 2 Azalmis olan SOD ve CAT aktivitesi diger yapilan calismalarla

értiismektedir. ¢ 27

ROS'’nin zararl etkilerinden en ¢ok etkilenen hiicre elemanlari
membran lipitleridir. Oksidatif atak &zellikle poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu
ile kendisini gosterir. Lipit peroksidasyonu sonucu poliansatire yag asitleri
(PUFA)'ndan H atomunu kopararak lipit radikallerinin olusturmasini saglar.**” Bu
radikaller biraraya gelerek konjuge dien’leri yaparlar. Devam eden oksidasyonla bu
diene’ler de pargalanir, malondialdehit bu zincir sirasinda bir ara 0rin olarak olusur. Bu
nedenle malondialdehit diizeyi oksidatif PUFA hasarinin bir gbstergesi olarak kabul
edilir. Lipit peroksidasyonu PUFA’dan olusan bu Griinin malondialdehit miktarinin
artmasi ise hasar gdstergesi olarak kabul edilmistir>®® MI esnasinda olusan
miyokardiyal hiicre hasarini géstermede MDA seviyesi de gok énemli rol oynar. I1SO ile
olusan miyardiyum hasari lipit peroksidasyonu sonrasi olusan serbest radikaller

nedeniyle meydana geldigini gésteren calismalar bulunmaktadir.?®'

Ayrica lipit
peroksidasyonu MI'in siddetini ve onunla ilgili komplikasyonlariyla dogrudan orantili
olabilir.?*® Bizim calismamizda da ISO ile indiiklenen kardiyak hasar da LPO’da énemli
rol oynamis olabilir. SOD, sUper oksit radikallerini daha zararsiz olan H,O, radikaline
déniistiirmektedir. GPx’ de H,O,yi azaltmakla gérevlidir.'?" 2*° Bizim calismamizda da
bu bilgileri destekler sekilde hem SOD hem de CAT aktivitesi azalmistir. Bu enzimlerin
azalmasi slperoksit ve H.O, olusumunu artirarak daha toksik olan ‘OH radikallerinin
olusmasina neden olabilir. Belki de g¢alismamizda olusan bu enzimlerin aktivitesinin
azalmasi miyokardiyal hasara neden olmus olabilir. Zaten iskemi sonrasinda olusan

serbest radikaller SOD ve CAT aktivitesini degistirirler.?*’ GSH, H,O, gibi radikalleri
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H,O’ya gevirerek koruyucu bir etki gdsterir.?*> GSH’a bagli enzimler ise serbest oksijen
radikallerine bagh hasari 6énleyen ikincil 6nemli savunma hattini olusturur. GPx enzimi
H.O.'yi detoksifiye ederken GSH seviyesini azaltir. GST enzimi de toksik Urtinleri daha
az toksik Uriinlere dénistirirken GSH baglayici olarak kullanir. Bizim ¢alismamizda da
ISO uyguladigimiz ratlarin GSH seviyesinin azalmasi H.O.'lerin artmasina bagli olarak
GPx ve GST enzimlerinin aktivitesi de bir artisa neden olabilir.>** 2** Ml olusmus
ratlarda GSH seviyelerinin azalmasi belki de SH grubu ihtiva eden proteinleri S-serbest
oksijen radikallerinden korumus olabilir.?** Hiicrelerde veya dokularda olusan oksidatif
stres ROS’larin Uretimine ve/veya antioksidan sistemlerin azalmasina, bu da
prooksidan/antioksidan sistemin dengesinin bozulmasina yol acar. Antioksidan
sistemin olumsuz etkilenmesi LPO indilksiyonu ile ¢ok yakindan iligkilidir.?* Bu
bilgilerden yola ¢ikarak 0¢ farkl ilag grubunu temsil eden lasidipin, ramipril ve
valsartanin etkilerini 1ISO ile indUklenen MI'li ratlarda oksidan ve antioksidan sisteme
olan etkilerini incelersek kontrol grubumuza gére her ¢ ilacin da antioksidan sistem
Uzerine olumlu yénde etki ettigini ve serbest radikalleri azalttigi séylenebilir. Ml ile artan
LPO seviyesi ve MPx enzim aktivitesi her (¢ ila¢ grubunda da istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalmistir (p<0.05). Oyle ki lasidipin alan grupta LPO miktari saglikli
gruptaki LPO seviyesine kadar inmistir. Ramipril ve valsartanin LPO (izerine olan
etkileride birbirine benzerdir. MPx Uzerine olan etki de ise lasidipin ve valsartan ayni
derecede oldugu, ramiprilin ise MPx aktivitesini daha fazla azalttigi gdzlendi.

Her Ug ilacimizin da antioksidan sistemlere olan etkileri benzerdir. Her (¢
ilacimiz I1SO ile indiklenen MI'da azalmig olan SOD aktivitesini saglikli kontrol grubuna
yaklastirmistir (p<0.05). CAT aktivitesinde de sonuglar ayni iken lasidipinin azalmis
olan CAT aktivitesine olan etkisi diger ilaglara gére ¢ok daha fazladir.

Slperoksit anyonunun indirgenmesiyle olusan H,O, metabolizmasinda iki
6nemli enzim vardir. Biri miyokardda bulunan CAT, digeri miyokard sitozoliindeki
GPx'dir. Blyik ol¢cide pentoz fosfat yolu ile glukoz 6 fosfat oksidasyonu yolu ile olusan
NADPH, glutatyon redilktazi aktive ederek GSH olusumunu saglar. indirgenmis
GSH'de GPx tarafindan GSSG'ye cevrilir. Bu zincir ile oksidatif strese neden olan
peroksitlerin miktari azaltiimis olur. Burada ortaya ¢ikan GSH hiicresel oksidatif olaylar
hakkinda bilgi veren énemli bir belirtectir. Dokudaki ya da koroner dolagimdaki GSH
seviyesinin artmasi hiicrelerin oksidatif stresden korundugunun bir gdstergesi olarak
kabul edilmistir.**” Bizim calismamizda da ISO ile indiiklenen kardiyak hasarin GSH
seviyelerine baktigimiz zaman ise her ¢ ilacin da GSH seviyesini artirdigini fakat
saglikh kontrole gére GSH seviyesini yakalayamadigi gérilmustir. Bu da bize her ¢
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ilacin da GSH Uzerine olumlu etki olusturmasina ragmen GSH kullanan GPx ve GST
enzimlerinin serbest oksijen radikalleri ile yogdun bir sekilde savastigini gdéstermektedir.
GSH seviyesinin normallesmemesinin nedeni iskemiye bagli serbest oksijen
radikallerinin Gretiminin devam ettigini gdsteriyor da olabilir. Ug ilacin GSH (izerine olan
etkisi benzerdir. Bu da bize kalp dokusunun yeteri derece GSH (retemedigini veya
GSH bagimli enzimlerin hala daha aktif oldugunu gdsteriyor olabilir.

Kalp ve damar fonksiyonlari (izerine énemli bir etkisi oldugu saptanan NO, NO
sentaz araciliiyla L-arg’den endotelde ve endokardda sentezlenip salgilanan bir
vazodilatatdrdiir."'® Bunun yanisira trombosit agregasyonunu ve adezyonunu inhibe
eder."”® Retikiiloendotelial hiicreler veya polimorfoniikleer |8kositler, sitokinler
tarafindan aktive edildiginde ylksek konsantrasyon da nitrik oksit ve slperoksit
Uretebilirler.?? NO (retimi ortamda bulunan oksijen miktari ile dogru orantili artarken,
yUksek ve sabit bir hizda radikal sonlandirma reaksiyonu ile hidroksil radikali benzeri
aktiviteye sahip daha toksik bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO) olusturmak Uzere
sliperoksit ile reaksiyon verir.?* "% Béylece NO, oksijen serbest radikallerinin etkileri ile
olusan endotel harabiyeti sonucunda Uretimi azalmakta ve direkt olarak oksijen serbest
radikalleri ile biiyilk bir hizla reaksiyona girerek bloke olmaktadir.?*® 2*° Artmis serbest
radikal dlzeyleri SOD enziminin inhibisyonunda rol oynamakla birlikte, peroksinitrit
olusumu yoluyla hem daha toksik bir radikal olusturmakta hem de NO’in yararlanimini
azaltmaktadir. Artmis NO Uretiminin koruyucu olarak etki géstermesinin beklenmesine

ragmen Bouloumie ve ark.?*

ratlarda yaptiklar bir galismada, indiklenebilen nitrik oksit
sentaz (iNOS)’'daki artisin aort endotel fonksiyonlarinda gelismeden ziyade gerileme ile
korele oldugunu gdzlemiglerdir. Bu, NOS’in L-arginin ve/veya tetrahidrobiyopterin
azhginda slperoksit Uretebilmesi ile agiklanabilir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalar,
NO sinyal yolunun, in vivo ve in vitro kalp kasinin kasiima 6zelliklerini diizenlemede
dogrudan bir role sahip olduguna dair ipuglari vermektedir.?>' Ayrica siiperoksit ve ‘NO
ile olusan peroksinitrit, Ca*® transport sistemini bozarak ve miyokard kontraktil
proteinlerinin fonksiyonunu zayiflatarak Ca*® akisini arttirabilir ve mitokondrial ATP
sentaz ve akonitaz gibi hiicresel enzimlerin aktivitesini inhibe edebilir.?>

Bizim galismamizda da diger ¢alismalara benzer olarak 1SO ile Ml olusturulmus
kontrol grubumuzdaki ratlarin kalp doku o6rneklerinden elde ettigimiz antioksidan
enzimlerden SOD ile serumdan elde edilen NO degerleri arasinda anlamh bir iligki
g6zlemlendi. ISO grubunda azalmig SOD enziminin aktivitesi (p<0.05), artmis serbest
radikal Uretiminin bir isareti olarak kabul edilebilir. ISO kontrol grubunda LPO diizeyinin

artmasida bunu dogrulamaktadir. Artmis serbest radikal dlzeyleri, SOD enziminin
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inhibisyonunda rol oynamakla birlikte, peroksinitrit olusumu yoluyla hem daha toksik bir
radikal olusturmakta hem de NO'i tiiketerek yararlanimini azaltmaktadir. Calismamizda
ISO verilen rat grubunda azalmis NO degerlerinin ilagla tedavi edilmis gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yikseldigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu veriler ayni
zamanda ilag gruplarindaki SOD aktivitisenin artmasiyla da paralellik gdstermektedir.
Artmis SOD aktivitesi ile birlikte ila¢ gruplarinda NO miktarindaki artislarin bu ilaglarin
ISO ile indiklemis Ml modelinde pozitif etkilerinin oldugunu gdstermektedir. Sadece
ilac uygulanan kontrol ilag gruplarinda ise NO miktarinda saglikh gruba benzer
sonuglar alinmistir. Bu sonuglar bize istatistiksel bir anlam katmamakla birlikte ayni
zamanda bu ilaglarin tek basina uygulamalarinda NO seviyesi Uzerinde degisiklik
yapmadigini gdstermistir. ilac gruplarini kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda
bazi azalma ve ylkselmeler tespit edilse de bu degisimlerin istatistiksel olarak
degistirmedigi belirlendi. Yani ilaglar arasinda NO seviyeleri bakimindan birbirleri
arasinda Ustunlik géralmemigstir.

Normal metabolizma sirasinda sirekli olarak olusan ROS ve RNS; DNA,
protein, lipit ve karbonhidrat gibi biyomolekiillerde oksidatif hasar meydana getirir.'®’
DNA'nin ¢ok stabil bir molekil olmasina ragmen hasara ugradigi saptanmistir. Normal
kosullarda DNA'da oksidatif hasar ve onarimi arasinda denge mevcuttur ama cok
disiik diizeylerde hasar saglikl bireylerde de saptanir.'®” DNA baz hasari élclimlerinde
elektron yodunlugunun daha fazla olmasi nedeniyle daha cok serbest radikallerin
etkisine maruz kalan baz olan Guanine ait baz modifikasyonlari calisiimigtir.’®® ¢
Ozellikle 8-OHGua bazi ve onun seker bagli nilkleozit hali olan 8-OHdG, HPLC ve LC-
MS gibi enstrumental cihazlarla élglimastir. Her ikisininde dlgiim sonuglari DNA hasari
belirteci olarak kabul edilmektedir.'® Bu iki DNA hasar driiniiniin molekiiler agidan
birbirinden farkli olmasina ragmen ikisinin de bir arada 6lgtldigi bir galismada her iki
driniin de ayni oranda DNA hasarini yansittigi gésterilmistir.?>® Buradaki énemli bir
fark DNA elde edildikten sonra formik asit ile hidroliz edildiginde elde edilen Grin 8-
OHGua, enzimatik hidroliz ile elde edilen Griiniin ise 8-OHdG olmasidir.'®® 2% 2%
Burada 8-OHGua’nin él¢iimii gliniimiizde daha cok kabul gérmektedir.?** Glinki, DNA
elde edildikten sonra yapilan ekstraksiyon islemlerinde enzimatik hidrolizle birlikte 2
saate varan silrenin uzunlugu ve enzimlerin degisik pH araliklarinda calismasi
dolayisiyla oksidasyonlarin olacagina dikkat cekilmistir.?®® Elde edilen sonuglarin ise
gercegi yansitmayacagl disintlmuUstir. Formik asit ile olan hidrolizde ise hidroliz
slresinin kisa olmasiyla beraber sadece belli bir pH’da DNA’daki baz ile seker grubu

arasindaki glikozidik bagin pargalanmasi ile 8-OHGua ortaya c¢ikmistir ve bu (rln
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oksidasyona maruz birakilmadan élgiimiistir.'%® 213254255 Ayn| zamanda élglilen gerek
baz (8-OHGua) olsun gerekse niikleozit olan 8-OHdG olsun her ikisinin de benzer
oranda DNA oksidasyonunu yansitmasi her ikisinin de 6lglilmesinin dogru olacagini
gdstermektir.?*® Ancak ortamdaki oksidasyona gok dikkat edilmelidir.

Son yillarda yapilan bir calismada, DNA'da oksidatif baz modifikasyonunun (8-
OHdG) yeni dogan siganlarda bile oldugu saptanmistir.?®® Nikleer DNA gibi
mitokondriyal DNA da oksidatif stres altindadir. 8-OHdG mitokondrial DNA'da, niklear
DNA'dan 16 kat daha fazla bulundugu ve mitokondrial DNA'nin niklear DNA'ya gére 5-
10 kez daha hizli mutasyona ugradigi saptanmistir.®” #® Her gegen giin sayisi
artmakla beraber 23 kadar oksidatif DNA baz hasari tanimlanmistir."""" 2°® Yukarida
bahsettigimiz DNA hasari Urlnlerine ilave olarak ¢ok él¢llen timin glikol, sitozin glikol,
FAPyGuanin ve FAPyAdenini sayabiliriz. Bu lezyonlarin DNA'da gesitli mutasyonlara
neden olabildigi gdsterimistir."*® Ornegin Cu*? iyonlari DNA'da en fazla G-C 'ce zengin
bélgelerde bulundugundan, en fazla oksidatif hasara maruz kalan baz guanindir. Bu
nedenle en yaygin olarak élciimlenen baz hasari 8-OHdG'dir.'”® 2°% 28 8_.OHdG ve 8-
OHGua iceren DNA'nin, in vitro DNA sentezi sirasinda bir kalip olarak kullanildigi
zaman yanlis okumaya ve GC —>TA mutajenezine yol actigi gésterilmistir.'”> 7% 29 By
tez galismasinda amaglarindan biri de, oksidatif DNA hasarinin gostergesi kabul edilen
8-OHGua'nin duyarli bir ybéntemle analizienmesi ve antioksidan enzim sistemi
arasindaki baglantinin ortaya cikariimasidir. Bu amac¢ dogrultusunda 8-OHGua’nin
6lciminde ¢ok duyarli bir 6zglin teknik se¢mek igin literatlr arastirmasi yapildi.
Nukleer DNA'da baz modifikasyonu ¢ok disuk dizeylerde olmasina ragmen, ( < 1
lezyon /10°-10° normal baz) mevcut kosullarda modifiye DNA bazlarinin él¢iimii duyarli

ve 0Ozgin teknik olan Floyd ve arkadaslarinin teknigi segildi.'®> 2%

Floyd ve
arkadaslarinin'® 1986'da nukleozid tiirevlerinin saptanmasi icin HPLC-ECD teknigini
gelistirmesinden sonra en sik calisilan DNA baz hasari 8-OHdG'dir. Bu teknik ile
yapilan bazi modifikasyonlardan sonra ylksek 6zgunlik ve duyarllikta ( fmol - pmol
diizeyinde ) 8-OHGua kantite edilebilmektedir.'®6 213254 255188, 192, 257

ISO ile indiklenen Ml modelinde serbest radikallerin arttigi, bununla beraber
antioksidan sisteminin inhibe olabilecegi bildirilmistir.?®® Bizim ¢alismamizda da benzer
sekilde ISO ile indiiklenen MI modelinde serbest radikallerin artigina paralel olarak 8-
OHGua seviyesinin de artmis oldugu istatistiksel olarak anlamh bir sekilde belirlendi
(p<0.05). Bununla beraber ISO ile indiklenen MI modelinde serbest radikallerin
artmasiyla beraber bu radikallerin DNA'ya da sigrayarak DNA hasarina neden

olabilecegi ilk olarak bizim tez calismalarimiz esnasinda bulunmustur. ilag gruplarinda
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ise DNA hasarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kontrol grubuna gére distk
oldugu bulunmustur. Bu etkinin ilaglarin pozitif etkileriyle beraber antioksidan sistemi
iyilestirdigi kanaatine varilmistir. Bdylece ilaglar tarafindan serbest radikallerin ¢evre
dokuya ve hiicrelere daha fazla zarar vermeden olusumlarinin azaltilarak veya olusan
radikallerin antioksidan moleklllerle etkilerini azaltarak DNA hasarini dnledigini
disOntyoruz. Saglkli ilag gruplar arasinda ise diger parametrelerde oldugu gibi énemli
bir fark gézlemlenmemistir.

Sonug olarak; insan ve hayvanlar yasamlari boyunca sirekli olarak, hem normal
oksidatif metabolizma sirasinda Uretilen ROS’un, hem de eksojen kaynaklarin neden
oldugu ROS’un tahribatlarina maruz kalmaktadir. ROS organizmada lipit, protein ve
DNA gibi makromolekidilleri etkilemekte ve bu molekillerin yapi ve fonksiyonlarinda
degisikliklere yol agmaktadir. Bu degisiklikler gesitli yontemlerle gdésteriimektedir.
Lipitlerdeki hasari gdstermek i¢in genellikle lipit peroksidasyon él¢imu, protein hasarini
belirlemek icin protein karbonil gruplari élgimii kullaniimaktadir.?®’ DNA hasari igin ise
DNA baz hasar Grinleri élgliimektedir. Normal kosullarda olusan hasarin blyik bir
kisminin onarilmasina ragmen, bir kisim okside bazlar birikir. Bizim calismamizda ISO
ile indiiklenen MI modelinde kontrol gruplarinda ROS olusumunun arttigi antioksidan
sistemdeki SOD ve CAT enzimlerinin aktivite azalsi, MPx enziminde aktivite artisi,
GSH seviyesinde azalis, LPO seviyesinde artis ve DNA baz hasari belirteci olan 8-
OHGua’'nin seviyesinde ki artis ile belirlenmistir. Bu parametrelerdeki artis ve azalislar
ROS’nin olusumunun artigina atfedilmistir. Ayrica MI'in biyokimyasal géstergeleri olan
AST, CK-MB, CK ve Tnl élgtilmesiyle kontrol gruplarinda artis belirlenmis, antioksidan
sistem ve DNA hasari arasindaki oranti gdzlemlenmistir. Calismamiz geregi kontrol
gruplariyla beraber uygulanan lasidipin, ramipril ve valsartan ila¢ gruplari iSO ile
indiklenen MI modelinde koruyucu etki gdstererek ROS olusumunu, yukarida
bahsedilen biyokimyasal parametrelerin aktivitesini artirmak veya azaltmak suretiyle
azalttigi belirlendi. Enzimlerin aktivitesindeki artislar ve azalglar ile birlikte GSH
seviyesinde artis, LPO, NO ve 8-OHGua’nin seviyesinde ise azalig belirlenmisgtir.
Boylece ISO ile indiklenen MI modelinde bu ilaglarin antihipertansif 6zelliklerine
ilaveten serbest radikalleri yok edici etkilerinin de oldugunu bu galismanin sonuglarina
dayanarak dsiiniilebelicegi gerektigi kanaatindeyiz. Uc farkli gruptan segtigimiz bu
ilaglarin birbirlerine dair Gstlnltklerini gérilmedi. Ayni zamanda bu ilaglarin saglkli
hayvanlarda kan biyokimyasal ve oksidatif stres parametrelerini degistirmedigini ve
DNA hasarina yol agmadigi da gdézlemlendi. Bilindigi gibi ACE inhibitdrleri Ml
sonrasinde gelisen kalp yetmezliginde ve MI sonrasinda kardiyak remodelling yaptigi
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icin en sik kullanilan ilaglardandir. ATE inhibitérleri ise yeni jenerasyon bir ilag grubu
olup oldukg¢a pahalidir. Yaptigimiz galismada ATE inhibitorlerinin kan biyokimyasal,
oksidatif stres ve DNA hasari (zerine olan etkilerinde ACE inhibitdrlerine anlamli bir
Ustlnligu goérulmedi. Ayrica ¢alismamizda MI sonrasinda kullanilip kullaniimayacag
oldukga tartigilan kimi ¢alismada mortaliteyi azalttigi kimi calismada ise mortaliteyi
artirdigi séylenilen kalsiyum kanal blokérlerinden lasidipinin ACE inhibitérleri kadar 1ISO
ile olusturulan MI sonrasinda kan biyokimya, oksidatif stres ve DNA hasarina yararli
etkilerini gbéstermis olup yaptigimiz deneysel calismada lasidipinin de MI sonrasinda
doku hasar belirteglerini oldukga anlamh dizeyde azalttigr gérildd. Calismamizin isik
tutacagl ve O6ncllik edecegi klinik calismalar ile her ¢ ilacin MI sonrasi artan
biyokimyasal doku hasar belirtecleri Uzerine olan etkileriyle beraber kardiyak
remodelling Uzerine olan etkilerinin ekokardiyografik inceleme ile gésterilmesi bu (g

grup ilacin Ml sonrasi tercih sirasini ve énemini degistirecegini distnliyoruz.
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