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OZET

Akut miyokard infarktiisii (AMI) gelismis iilkelerde birinci siradaki 6liim nedenidir.
Serbest radikallerin ve bunlarin neden oldugu oksidatif hasar, kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir. Diger yandan, hem oksijenaz-1 (HO-1)’in
oksidatif stresin uyarildigi kosullarda kardiyovaskiiler hastaliklar dahil diabet, hipoksik
akciger hastalig1 gibi bir¢cok hastalikta, bu hasara karsi koruyucu olarak rol oynayabilecegi
bildirilmektedir. Ancak, literatiirde AMI’da HO-1’in etkilerine ait ¢alismalar siirlidir.

Bu c¢alismadaki amacimiz, siganlarda izoprenalin (IP) uygulamasi ile olusturulan
AMI’de HO-1’in in vivo koruyucu bir etkisi olup olmadigini arastirmaktir. Bunun icin
sicanlara, 12 saat ara ile 2 kez olacak sekilde, HO-1 mRNA indiikleyicileri olarak kobalt
protoporfirin (CoPP, 20 mg/kg; i.p) veya ¢inko protoporfirin (ZnPP, 5 mg/kg; i.p) verildi. Son
metalloporfirin uygulamasindan 30 dakika sonra IP (200 mg/kg; s.c) uygulandi. Sicanlar iP
uygulandiktan 4 saat sonra 6ldiiriildii. Serumda troponin-T (TnT) diizeyleri, kalp dokusunda
HO-1 protein ekspresyonu, protein karbonil (PK) ve dien konjugat (DK) diizeyleri ile

antioksidan sistem elemanlar1 6l¢iildii.

Bulgularimiza gére, [P uygulamasi serumda TnT diizeylerini, kalpte HO-1
ekspresyonunu ve PK diizeylerini arttirirken, DK diizeyleri ve antioksidan sistemde bir
degisiklik bulunmadi. CoPP+iP grubundan elde edilen sonuglar [P grubu ile
karsilastirildiginda, kalpte HO-1 ekspresyonunun daha fazla arttigi, serum TnT diizeylerinin
ise anlamli olarak azaldig1 bulundu. Buna karsilik, kalpte PK ve DK diizeyleri ile antioksidan
sistem elemanlarinda bir degisiklik saptanmadi. ZnPP+IP grubunda ise, belirtilen

gostergelerin IP grubuna gére bir farklilik gdstermedigi bulundu.

Sonug olarak, ekzojen CoPP 6n uygulamasi ile olusan HO-1 asir1 ekspresyonunun,
sicanlarda IP ile indiikklenen AMI’ne bagli miyosit kaybin1 azaltmada koruyucu bir etkiye

sahip oldugu ileri siiriilebilir.



A

ABSTRACT

Acute myocard infarction (AMI) is the main reason of death in developed countries.
Oxidative damage caused by free radicals has been accepted to play an important role in the
pathogenesis of cardiovascular diseases. Recently, it has been shown that heme oxygenase-1
(HO-1) is induced by oxidative stress and this induction may be protective in oxidative stress-
related diseases such as diabetes mellitus, hipoxic lung disease including cardiovascular
diseases. However, there are limited studies investigating the effect of HO-1 induction on
AMI.

In this study, our aim was to investigate whether HO-1 has a protective effect on
isoprenaline (IP)-induced AMI in rats in vivo conditions. For this purpose, rats were
pretreated with HO-1 mRNA inductors such as cobalt protoporphyrine (CoPP) and zinc
protoporphyrine (ZnPP). CoPP (20 mg/kg; i.p) and ZnPP (5 mg/kg; i.p) were given two times
with a 12-h interval. IP (200 mg/kg; s.c) was injected to rats 30 minutes after the last
metalloporphyrine administrations. Rats were killed after 4 hours of IP administration. Serum
troponin-T (TnT) levels and cardiac HO-1 protein expression, protein carbonyl (PC) and dien
conjugate (DC) levels and antioxidant system parameters were assayed.

According to our findings, serum TnT levels, cardiac HO-1 expression and PC levels
were increased, but cardiac DC levels and antioxidant system were not changed by IP
treatment. However, HO-1 expression was higher in CoPP+IP group, while serum TnT levels
was found to decrease as compared to IP group. On the other hand, PC, DC levels and
antioxidant system remained unchanged in heart tissue. Furthermore, it was also observed that

examined parameters were not changed in ZnPP+IP group.

As a result, we may suggest that HO-1 overexpression by exogenous CoPP pretreatment may

have a cardioprotective effect on myocyte loss in the IP-induced AMI model in rats.



|. GIRIS VE AMAC

Gelismis iilkelerde kardiyovaskiiler hastaliklar birinci siradaki 6liim nedenidir ve en
belirgin belirtisi akut miyokard infarktiisii (AMI) diir. AMI, kalbi besleyen koroner
arterlerdeki kan akiminin ¢esitli nedenlerle genellikle de bir trombiis nedeniyle azalmasi ya da
kesilmesine bagli olarak gelismektedir. Kan akiminda azalma arterlerin besledigi kalp kasinda
nekroz ile sonuglanmakta ve halk arasinda kalp krizi olarak da bilinen bu klinik tabloya neden
olmaktadir (8). Tiirk Kardiyoloji Dernegi tarafindan yiiriitilen Tirk Eriskinlerinde Kalp
Hastalig1 ve Risk Faktorleri (TEKHARF) verilerine gore {ilkemizde ani dlimler hari¢ yilda
yaklagik 80 bin kisi AMI gecirmektedir. Amerikan Kalp Birligi (AHA) verilerine gore ise
Amerikan toplumunda AMI goriilme sikhigi % 1.9-5.2°dir (115). Giiniimiizde AMI
belirtilerinin daha iyi taninmasi, tedavi kalitesinin yiikseltilmesi ve tedavi segeneklerinin
arttirllmasi i¢in 6nem tagimaktadir.

Serbest radikallerin ve bunlarin neden oldugu oksidatif hasarin kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir (5,27). Fizyolojik
kosullarda, reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicrelerin normal bir fonksiyonu olarak
olugsmaktadir. Ancak antioksidan savunmanin yetersiz kaldigi durumlarda ortaya ¢ikan
kontrolsiiz ve asir1 ROS iiretiminin, LDL oksidasyonu, endotel disfonksiyonu, vaskiiler diiz
kas proliferasyonu ve migrasyonu gibi birgok proaterojenik olayi tetikleyerek kardiyomiyosit
hasarina yol agtigi ileri siiriilmektedir (5). Gerek in vitro, gerekse hayvan modellerinde
yapilan c¢alismalar ile iskemi/reperflizyon hasari, miyokard infarktiisii ve kronik basing
yiliklenmesi (hipertansiyon) gibi durumlarin oksidatif stres olusturarak apoptozis yoluyla
miyosit kaybina neden oldugu gosterilmistir (11,27,47). Diger yandan, organizma, gesitli
stress uyarilarina bir cevap olarak hiicre ve dokular1 hasardan korumak iizere bircok savunma
mekanizmasi gelistirmistir. ROS’larin zararli etkilerine karsi korunmada siiperoksit dismiitaz
(SOD), katalaz ve daha etkili olarak da glutatyon peroksidaz/rediiktaz (GSH-Px/GR) sistem
gibi antioksidan sistemler dnemli rol oynamaktadir (100). Bunun yanisira toksik uyarilara
karst hiicrelerin gelistirdigi bir diger savunma sistemi, ¢esitli stress proteinlerinin
indiiksiyonudur. Stres cevabi olarak indiiklenen proteinlerden biri hem oksijenaz (HO)’ dir.
Ug izoform (HO-1, HO-2, HO-3) igeren HO protein ailesine ait olan HO-1, aym zamanda heat
shock protein (hsp) 32 olarak da bilinmektedir. Diger hsp’lerden farkli olarak, bilinen bir
saperon aktivitesine sahip degildir. Ancak, prooksidan bir molekiil olan hem’in yikiliminda

hiz smirlayict basamagi katalizler. HO-1’in Kkatalizledigi bu basamakta, karbonmonoksit



(CO), biliverdin ve Fe meydana gelir. Biliverdin daha sonra hizla bilirubine indirgenmektedir.
HO sistemi ile ortaya ¢ikan yan triinlerden olan bilirubinin antioksidan etkisinin yanisira,
CO’in de antiproliferatif, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkilere sahip oldugu
goOsterilmistir (2,40,76,84). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile, HO-1’in oksidatif stress ile
indiiklendigi ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil diabet, hipoksik akciger hastalig1 gibi bir¢ok
hastalikta ortaya c¢ikan oksidatif hasara karsi koruyucu olarak 6nemli rol oynayabilecegi
bildirilmektedir (59, 76). Bununla birlikte, yapilan literatiir arastirmasina goére, AMI sirasinda
gergeklesen kardiyomiyosit hasarinin korunmasinda, HO-1 in etkilerine ait caligmalar oldukga
sinirli bulunmaktadir.

Bu ¢aligmadaki amacimiz, siganlarda izoprenalin (IP) uygulamasi ile olusturulan AMI
modelinde kardiyomiyosit nekrozunun Onlenmesinde antioksidan, antiapoptotik ve
antiinflamatuvar etkilere sahip HO-1’in koruyucu etkilerinin olup olmadigini arastirmaktir.
Bunun igin, HO-1 mRNA indiikleyicileri olan kobalt protoporfirin (CoPP) veya g¢inko
protoporfirin (ZnPP) kullamlarak, IP ile olusturulan deneysel AMI modelinde HO-1’in
etkileri invivo kosullarda incelendi. Deneysel AMI olusturmak igin siklikla kullanilan
maddelerden biri olan IP’nin toksik dozlarinin, deney hayvanlarinda, insanlarda goriilen
AMTI’ne benzer metabolik ve morfolojik degisiklikler olusturdugu bilinmektedir (86,90,127).
Calismamizda, 12 saat ara ile 2 kez olacak sekilde, COPP (20 mg/kg;i.p) veya ZnPP (5 mg/kg;
i.p) verilen siganlara son metalloporfirin uygulamasmdan 30 dakika sonra IP (200 mg/kg; s.c)
verildi. IP uygulandiktan 4 saat sonra dldiiriilen siganlarin kanlar1 ve kalpleri alindi. Serum
AMI gostergesi olarak troponin-T (TnT) diizeyleri tayin edildi. Kalp dokusunda HO-1
ekspresyonu, oksidatif stres parametrelerinden protein karbonil (PK) ve dien konjugat (DK)
diizeyleri ile antioksidan sistem olgiildii. Sonuglar, kontrol olarak kullanilan siganlardan elde

edilen degerler ile ve gruplar arasi olarak karsilastirildi.



I1I- GENEL BIiLGILER

A. AKUT MiYOKARD iNFARKTUSU

1. Tamm

Akut miyokard infarktiisi (AMI) tanimi, oksijen sunumu ve ihtiyaci arasinda
dengesizlik olusturan iskeminin yol agtigi kardiyak miyosit 6limiinii yansitir. Miyokard
iskemisi ile uyumlu bir klinik durumda, miyokard nekrozu kaniti oldugunda AMI terimi
kullanilmalhidir (111). Diinya Saglik Ogiitii (WHO)’ niin yaptig1 tanima gore, AMI; 1-tipik
gogiis agrisi, 2-serumda artmig Kreatinin kinaz-MB (CK-MB) konsantrasyonu, 3-patolojik Q
dalgalarin1 igeren tipik elektrokardiyografi (EKG) bulgular1 Kriterlerinden en az ikisinin
olmasi durumudur (91). CK-MB’nin miyokardiyal nekroz i¢in duyarli olmamasi klinik
uygulamada bir¢ok hastada eksik ve gecikmis tantya neden olmustur. Miyokardiyal hasar i¢in
cok spesifik olan troponin- T (TnT) ve troponin-1 (Tnl) belirteclerinin ve yeni goriintiileme
tekniklerinin 6nem kazanmasi ile European Society of Cardiology (ESC) ve American
College Cardiology (ACC), AMI tanis1 igin, 2000 yilinda duyarlilik ve 6zgiilliigii arttirmaya
yonelik yeni bir tanimlamaya gitmistir. Bu tanimlama 2007 yilinda tekrar gozden gecirilmis

olup Tablo 1°de gosterilmistir (111). Sekil 1°de ise AMI terminolojisi sematize edilmistir.



Tablo 1: AMI tanimlamasi

AMI Kriterleri

Asagidakilerden herhangi biri;

 Kardiyak biyobelirteglerin, tercihen troponinin, normal ist referans limitinin 99.

persentilini gecen en az bir degeri ile birlikte asagidaki iskemi bulgularindan en az biri

> Iskemi semptomlar1

» Yeni iskemi ile uyumlu EKG bulgulart (yeni ST-T degisiklikleri ya da LBBB)
» EKG’de patolojik Q dalgalarinin gelisimi
>

Canli miyokard dokusunda yeni bir kaybi gosteren goriintiileme tetkiki, ya da

yeni bolgesel duvar hareket bozuklugu

+ Kardiyat arresti de iceren ani, beklenmedik kardiyak 6liim; siklikla miyokard iskemi
ile uyumlu semptomlarla birlikte olan, yeni ST ylikselmesi ya da LBBB’nin eslik ettigi,

koroner anjiyografi ya da otopside taze trombus kanitt mevcut olan

* Perkutan koroner girisim sonras: kardiyak biyobelirteglerin iist referans limiti 99.

persentilinin 3 katin1 gegmesi

* CABG operasyonu sonrasi kardiyak biyobelirteglerin iist referans limitinin 99.

persentilinin 5 katin1 gegmesi

« AMI’nin patolojik bulgular
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Sekil 1: AMI terminolojisi

2. Siniflandirma

Miyokard infarktiislerinin en yeni klinik siniflamas1 2007 yilinda ACC/AHA ve ESC
ortak ¢aligma grubu tarafindan yapilmistir. Bu smiflamada plak riiptiirii, erozyonu ya da
fisstirli gibi birincil koroner olaylara bagli gelisen miyokard infarktiisleri Tip 1 olarak
isimlendirilmistir. Artmis oksijen ihtiyaci ya da azalmis oksijen sunumu sonucu olusanlar Tip
2 AMI olarak isimlendirilmis olup koroner arter spazmi, koroner embolizm, anemi, aritmiler,
hipertansiyon ve hipotansiyon bu tipe dahildir. Tip 3 AMI, miyokard iskemisine ait semptom,
EKG degisikligi, koroner anjiyografi (KAG) ya da otopsi bulgulari olan hastalarda ani
kardiyak oliim olarak tanimlanmistir. Tip 4 AMI ikiye ayrilmis olup, perkiitan koroner
girisimlerle (PKG) ilgili olanlar AMI Tip 4a, stent trombozu sonucu olusanlar Tipdb AMI
olarak isimlendirilmistir. Koroner by-pass (CABG) operasyonu ile iligkili miyokard

infarktiisleri Tip 5 AMI olarak isimlendirilmistir (111).



2. Fizyopatoloji

Akut koroner sendrom (AKS)’ larin patogenezi ortaktir (41) ve biiyiik kismi, koroner
aterosklerotik plakta meydana gelen degisiklikler sonucunda plak {izerinde trombiis
olusmasiyla gerceklesmektedir. Yani, ST segment elevasyonu olsun (STEMI) veya olmasin
(NSTEMI), AKS’da temel patoloji aterotrombozdur. Akut STEMI uzun siireli iskeminin

yarattig1 miyokardiyal nekroz ile olusur, koroner arterde tam tikanma olmasi gerckmektedir.

Akut STEMI patofizyolojisi, bir dizi birbiri ile yakin iliskili biyolojik reaksiyon
sonucunda meydana gelir. Koroner aterosklerotik plak riiptiirii veya erozyonu ile tetiklenen bu
stire¢, trombotik tikanma ile birlikte, ilgili koroner damarda dolagimin durmasi ve sonugta bu
damarin besledigi miyokardiyal alanda iskemiden baslayarak nekroza kadar ulagan hasar

olarak Ozetlenebilir.

Glincel bilgiler 1s18inda, riiptiir veya erozyonu tetikleyen faktorler tam olarak
aciklanmig degildir. Tetikleyici faktor olarak; artmis duvar stresi, artmis shear stres ve
koroner tonus degisikligi teorik diizeyde ileri siiriilen hipotezlerdir. Par¢alanma ile birlikte
direkt olarak subendotelyal tabaka ile temas eden trombositlerin aktivasyonu ve
agregasyonunun yaninda, plaktan salinan doku faktoriiniin dolagima katilmasi sonucu
koagiilasyon kaskadi tetiklenmis olur. Doku faktorii (TF), faktor VIla ile etkileserek hem
intrensek hem de ekstrensek yolun ortak bilesenleri olan faktor IX ve faktor X’ u aktifler. Bu
aktivasyon sonucu protrombin trombine doniisiir. Trombin fibrinojenden fibrin olusumunu
saglar. Trombosit aktivasyonu ile birlikte trombiis olusur. Trombosit aktivasyonu ile ortama
salinan tromboksan A2 (TXAZ2) ve adenozin difosfat (ADP) primer hemostazda gorev alirken,
trombin etkisiyle olusan fibrin molekiilii sekonder hemostaz saglar. Lipid ¢ekirdek, diiz kas
hiicresi, makrofaj ve kollajenin kompleks etkilesimi sonucu olusan trombiis, tikayici veya
tikanmak tizere (subokliiziv) olma durumuna gore AKS tablolarindan birine yani unstabil

anjina pektoris (USAP), NSTEMI, STEMI veya ani kardiyak 6liime neden olur.

STEMI’de transmural infarkt, NSTEMI’de subendokardiyal infarkt bulgulari
mevcuttur. Siiphesiz ki, trombiisiin 6zellikleri yaninda koroner aterosklerozun lokalizasyonu,
yayginligi, kollateral damar durumu, sol ventrikiil rezervi ve eslik eden kardiyovaskiiler risk

faktdrleri klinik tablonun 6nemli belirleyicileridir.



3. Klinik

En 6nemli semptom iskemik gogiis agrisidir. Miyokard infarktiisliniin teshisi genellikle
20 dakika veya daha uzun siiren, nitrogliserine cevap vermeyen ciddi gogiis agrisina dayanur.
Agr gogsiin merkezinde veya sternumun sol tarafinda lokalizedir. Alt ¢cene, omuz, boyun ve

kola yayilabilir.

4. Kardiyak biyobelirtecler

Miyoglobin: Miyoglobin, kaslarda bulunan diisiik molekiil agirlikli bir proteindir.
Hasarli miyokard hiicrelerinden dolagima salinir. STEMI baglamasindan yarim ile iki saat
sonra kanda tespit edilebilir. Kalbe spesifik degildir, iskelet kasinda da yiiksek miktarda
bulundugundan AMI tanisinda smirli pay1 vardir. Gogiis agrisinin ilk 4-8 saati igerisinde
miyoglobin  yiiksekligi ~ diger belirteclerle kombine edilmedikce ~AMI lehine

yorumlanmamalidir.

Kreatinin Kinaz ve izoformlari: Kreatinin kinaz (CK) kas metabolizmasinin temel bir
enzimi olup, ATP aracili kreatinin fosforilasyonunu geri doniisiimlii olarak katalize eder.
Kreatinin kinaz izoenzimleri B ve M zincirlerinin bilesimi ile meydana gelen dimerik
molekiillerdir. CK’nin CK-MM, CK-MB, CK-BB seklinde 3 izoenzimi vardir. Beyin ve
bobreklerde BB formu bulunur. iskelet kaslar1 esas olarak olarak MM formu igermekle
beraber %1-2 oraninda MB formunu da bulundurur. Kalp kasinda ise hem MB hem de MM
formu bulunur. CK-MB, miyokard total CK aktivitesinin % 20’sini olusturur. CK-MB,
STEMI sonrast sonrasi yaklasik 2—4 saatte salinmaya baslar, 24. saatte pik yapar ve 3672
saat sonra normale doner. CK-MB reinfarkt ve girisimsel olmayan reperfiizyon i¢in ¢ok sik
kullanilan bir enzimdir. Fibrinolitik tedavi sonrasi erken CK-MB (12-18 saat) piki basarili
reperfiizyonu gosterir. Miyokard infarktiisiinde, CK-MB'si yiiksek olanlarin normal olanlara

gore prognozu daha kotiidiir.

Kardiyak Troponinler (Tn): Troponin kompleksleri, kardiyak miyofibril ince
filamentlerinin ana diizenleyici proteini olup, aktin-miyozin etkilesimini diizenler. Troponin

kompleksi iginde ii¢ alt grup vardir.

Troponin | (Tnl): Aktine baglanarak aktin-miyozin etkilesimini inhibe eder.
Troponin T (TnT): Troponin kompleksinde tropomiyozine baglanir.
Troponin C (TnC): Troponin kompleksinde kalsiyuma baglanir.



TnT ve Tnl renal disfonksiyon disinda, miyokardiyal hasar1 tespit etmede esit duyarlilik
ve Ozgiillige sahiptir. Tnl bobrek hastalarinda daha spesifiktir. Son donem bobrek yetmezligi
hastalarinda yapilan ¢alismalarda, AKS olarak klinik bulgusu olmayan %15-53 hastada TnT
yiikselirken, Tnl %10°dan daha az hastada yiikselmistir. Literatiir bilgilerine gore, gogiis
agrist bagladiktan 3—4 saat sonra plazmada troponin seviyesi artigi izlenmektedir. Bu
seviyenin, yaklasik 12-16 saat sonra pik yaptigi ve STEMI sonrasi 8-12 giin yiiksek
kalabildigi belirtilmektedir (26) .

Tablo 2: Kardiyak biyobelirteclerin kan seviye zamanlari (7).

Kardiyak biyobelirtegler Ik yiikselme Pik zamam Normal seviye
Myoglobin 1-4 saat 6-7 saat 24 saat
Troponin | 3-12 saat 24-48 saat 7-10 giin
Troponin T 3-12 saat 12-48 saat 10-14 giin
CK-MB 3-12 saat 24 saat 48-72 saat
CK-MB izoformu 2-6 saat 18 saat

*ACC/AHA STEMI kilavuzundan alinmstir.




B. DENEYSEL AKUT MiYOKARD INFARKTUSU

Deneysel olarak AMI olusturabilmek igin ¢esitli yontemler kullanilabilir. Bunlar
icerisinde koroner arter ligasyonu siklikla kullanilan bir yontemdir. Bunun yani sira bazi
kimyasal bilesikler uygulanarak da AMI olusturulabilmektedir (53).

Izoprenalin (iP) deneysel AMI olusturmak icin en sik kullanilan maddedir (6, 86, 88,90,
126). Sentetik bir katekolamin ve beta adrenerjik agonist olan IP, inotropik (Bl reseptdr),
kronotropik (Bl reseptor), vazodilator (B2 reseptdr), bronkodilatdr (B2 reseptor) etkilere
sahiptir ve oOzellikle sag ventrikiil disfonksiyonunda (hem pulmoner dilatasyon, hem de
inotropik destege ihtiyag oldugunda), bronkokonstriiksiyon, bradikardi, pulmoner
hipertansiyon durumlarinda kullanilabilir (53,50). P toksik dozlarda, tasikardi, ritm
bozukluklar1 (B1 etkisine bagli), diyastolde koronerlerin beslenmesinin azalmasi Ve
miyokardin oksijen ihtiyacinin artmasi gibi olaylara neden olur (53).

IP toksik dozlarda uygulandiginda, deney hayvanlarinda insanlarda goriilen miyokard
infarktiisiine benzer metabolik ve morfolojik degisiklikler olusturmaktadir (6,86,88,90).
[P’nin toksik dozlarinm kalp hiicrelerinde yaygin nekroza neden oldugu iyi bilinmektedir
(86,90,126). IP nedenli kardiyotoksisitenin patolojik mekanizmasm aciklayan ¢esitli
hipotezler 6ne siiriilmektedir. Arteriyal hipotansiyona bagli olarak relatif bir iskeminin
olugmasi, asir1 oksijen tiikketimi, kalbin hiperkontraksiyonu, intraseliiler kalsiyum birikimi,
yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin tilkenmesi bunlardan bazilaridir (53,77). Ayrica IP’nin
lipitleri, ozellikle diisiik dansiteli lipitleri (LDL) yiikselterek infarktiise zemin hazirladig:
diisiiniilmektedir (6,88,125). Baz1 arastiricilar, IP uygulamas: ile olusan AMI’de serbest

oksijen radikallerinin 6nemli bir rol oynadigini ileri siirmektedir (53,77,125).
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C. OKSIDATIF SUREC, ANTiIOKSIDAN SISTEM VE AMI

1. Oksidatif siire¢

Aerobik organizmada, ¢esitli ilaglarin ve kimyasallarin zehirsizlestirilmesi sirasinda
serbest radikaller olustugu gibi, organizmanin yasami ig¢in gereken oksijenin kullanilmasi
sirasinda da bu molekiilden c¢esitli radikaller tiirer. Hiicre mitokondrisinde oksidatif
fosforillenme ile ATP iiretilirken, molekiiler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda da
radikaller olusur. Bunlarin tiimiine oksijenden tiireyen radikaller veya aktif oksijen tiirleri
(ROS) denir. Molekiiler oksijenin elektronik yapisi nedeniyle indirgenmek i¢in elektronlar
teker teker almasi gerekmektedir. Bir elektron almast ile siiperoksit anyonu (O27), iki elektron
almasi ile hidrojen peroksit (H,O, ) meydana gelir. H,O; ayrismasi, 6zellikle demir (Fe*?)
veya bakir (Cu’) iyonlarmin bulundugu ortamda yar1 dmrii ¢ok kisa ve ¢ok aktif olan
hidroksil radikalinin olugsmasina yol agar (32,51).

Serbest radikaller, mitokondrinin yani sira baska organellerde serbest veya zara bagh
halde bulunan gesitli enzimlerin reaksiyonu sirasinda da olusur. Olusan ROS’lar tiim hiicre
bilesenleri ile etkilesip onlarin yap1 ve fonksiyonlarini1 bozabilecek 6zellige sahiptir. DNA’da
bazlarin parcalanmasi, DNA kollarim kirilmasi ve denatiirasyon gibi yapisal degisiklikler
olurken, proteinler de oksidasyona ugrayarak yapi ve fonksiyonlart bozulur (32,51). Serbest
radikaller hiicre zar yapisinda bulunan lipitlerle de etkileserek lipit peroksidasyonunun
baglamasina sebep olurlar. Lipit peroksidasyonu, hiicre zarlarindaki ¢ok doymamis yag
asitlerinde baslayip zincirleme uzayan bir siiregtir. Bu siirecin sonucunda zardaki tasima
sistemleri zarar gordiigii gibi, hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri de bozulur (32,51). Hiicre i¢i
kalsiyum diizeylerinin artmasi1 da proteazlar aktifler. Bu olaylarin hiicre hasarinda etkin rol
oynadigr iyi bilinmektedir (32,51,75,116). Cok doymamis yag asitlerindeki cift baglarin
peroksidasyon etkisi ile yer degistirmesi sonucu dien konjugati (DK) olusmasi, meydana
gelen peroksitlerin son friinler olan aldehit ve karbonilli bilesiklere doniismesi, hasar
tespitinde oksidatif siirecin roliinii tayin ederken kullanilan bazi Ol¢iimlerin temelini

olusturmustur (32,116,103).
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2. Antioksidan sistem

Radikal yapili tiirlerin organizmaya zarar vermesini engelleyen gii¢lii bir savunma
sistemi vardir. Bu sistem sayesinde radikal olusum hiz1 ile etkisizlestirme hizi dengede
tutularak saglikli kosullar saglanabilir. Antioksidan sistem denilen bu savunma sistemi, gerek
radikal tutucu denilen bilesiklerle gerekse 6zel enzimlerle radikal olusumunu smirlama,
tetiklenen reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri yok etme ve hasarlanmig
molekiilleri tamir etme ve ortadan kaldirma gibi mekanizmalarla etkili olmaktadir. Hiicrenin
temel indirgen giiciiniin bir eleman1 olan glutatyon (GSH), C vitamini, iirik asit suda ¢oziinen,
E vitamini, B-karoten, bilirubin, flavonoidler ise yagda c¢oziinen radikal tutuculardan
bazilaridir. Oksidasyona sebep olacak metal iyonlarini baglayabilen ferritin, transferrin,
haptoglobin, seruloplazmin ve albiimin de radikal tutucusu olarak fonksiyon Yyaparlar
(32,75,103). Antioksidan enzimlerden biri olan siiperoksit dismiitaz (SOD), siiperoksit
anyonunun H;O, ve molekiiler O,’ne doniisiimiinii katalizler. H,O,’nin su ve molekiiler

oksijene parcalanmasini saglayan da katalazdir.

SOD

20, + 2H* 2H,0,+0,

Katalaz
H202 E ZHZO +O2

Gerek H,0,, gerekse gesitli peroksitleri pargalayan glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
selenyuma bagimli ¢alisan ve hidrojen vericisi olarak GSH kullanan bir antioksidan enzimdir.
Bu sistemde oksitlenmis glutatyonun yenilenmesi de nikotinamid adenin diniikleotit

(NADPH)’e bagl galisan glutatyon rediiktaz tarafindan (GR) gergeklestirilir.

LOOH + 2GSH —2HPX_o | O + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H+ —ZSHR _ 5GSH + NADP*

GSH ile konjugasyon yaparak cesitli bilesikleri uzaklastiran glutatyon S-tranferaz
(GST) hem antioksidan 6zelligi olan hem de detoksifikasyon yapan bir enzim ailesidir. Bazi

GST izoenzimleri GSH-Px aktivitesi gostererek hidroperoksitleri de parcalar (103).

R-X+GSH — GS-R + HX
LOOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0
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3. AMi’de oksidatif stresin rolii

Son yillardaki ¢alismalar, ROS’larin iskemiye bagli olarak miyokard dokusunda gelisen
nekrotik ve apoptotik degisimlerde Onemli bir rolii olabilecegini ortaya koymaktadir
(25,83,111,125). Serbest radikaller, lipit, protein, DNA gibi makromolekiillerde hasar
olustururken, sinyal ileti yollarm1 da etkileyerek gen ekspresyonunda degisikliklere yol
acarlar (32,53,54). Bilindigi gibi, hiicre olimii iki farkli olayla gelismektedir. Bunlar
apoptozis ve nekrozdur. Apoptozisten nekroza gegis apoptozisin olusum hizi ile fagositoz hizi
arasinda bir dengesizlik meydana geldigi zaman goriiliir. Apoptozise ugrayan hiicreler
parcalanmadan ve inflamasyonu uyarmadan once fagosite ediligi i¢in inflamasyon
gelismemektedir. Dokudaki apoptotik hiicrelerin sayisi dokunun fagositoz kapasitesini astig
zaman apoptotik hiicreler par¢alanmakta inflamasyon ve nekroz gelismektedir (53,54).
Mitokondri, hem apoptozis, hem de nekroz gelisiminde anahtar rol oynayan bir organeldir
(53,54). ROS olusumundaki artigin yarattigi oksidatif stres mitokondri zar biitiinligiini
etkileyerek apoptozise ve nekroza yol agan olaylari tetiklemektedir (53,54) (Sekil 2).

Sinyal ileti yollaninda DMA, protein ve
maodiilasyon lipitlerde oksidasyon

Endojen ROS
kaynaklar:

Gen ekspresyonunda Organel
{ mitokondri ) hasan

HUCRESEL YANITLAR

inflamasyon

Proliferasyon
Apoptozis

Mekroz

Sekil 2: Serbest radikallerin hiicre hasarina yol agmasinda etkili mekanizmalar.
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D. HEM OKSIJENAZ ENZIiM SISTEMIi

Merkezinde demir i¢eren bir tetrapirol olan hem, oksijen transportu/depolanmasi, enerji
uretimi, detoksifikasyon gibi olaylarda gorev alan proteinlerin yapisinda bulunur.
Hemoprotein, yapisinda hem molekiilii i¢eren proteinler i¢in kullanilan bir terimdir. Hem
molekiilii proteinlere kovalent veya kovalent olmayan bag ile baglanir ve hemoproteinlerin
aktif merkezini olusturur.

Hem molekiiliniin yikilmasii katalizleyen enzim HO’dir (110). Hem oksijenaz
prostetik gruba ihtiyag duymadan hem ile kompleks olusturarak aktiflenen mikrozomal bir
enzimdir. Yani hem molekiili HO enzimi i¢in hem substrat hem de prostetik grup gorevi
gortir (87) (Sekil 3).

Giliniimiize kadar hem oksijenazin genetik olarak farkli {i¢ izoformu tanimlanmstir;
indiiklenebilir formu HO-1, yapisal formu HO-2 ve son zamanlarda klonlanmis form olan
HO-3 (64,67). Bu ii¢ izoform da aymi reaksiyonu katalizler ancak HO-3’tin, HO-2 ile
kiyaslandigi zaman daha az fonksiyon gordiigii sdylenebilir (67). Kataliz ettikleri reaksiyonda
kullandiklar substrat, kofaktor ve koenzim bakimmdan HO-1 ve HO-2 arasinda fark yoktur.
Ancak enzim kinetikleri, Km degerleri, termostabiliteleri ve immiinoreaktiviteleri farklidir
(64). Bu enzimler farkli gen iriinleri olmalarina ragmen aminoasit veya niikleotit dizileri,
amino asit kompozisyonlar1 ve transkript numaralar1 benzerlik gosterir. HO-1 ayn1 zamanda
stres proteini hsp 32 olarak da bilinir. HO-1’in molekiiler agirligi yaklagik 32 kDa, HO-2’nin
ise yaklagik 36 kDa’dur (94,99).

HO-1, en ¢ok dalak olmak {iizere karaciger retikiiloendotelyal hiicrelerinde ve kemik
iliginde eksprese edilir (109). Kemik iliginin hematopoietik kok hiicrelerinde HO-1’in
varligin1 gosteren birgok ¢alisma vardir (3,4). Bu hiicrelerde hem farklilasma faktorii oldugu
icin, HO-1 intraselliiler hem konsantrasyonunu azaltarak bu hiicrelerin farklilagmasina engel
olur (3,4). Hemoliz gibi kan hemoglobin diizeyinin asir1 derecede arttigi durumlarda HO-1
enzimi, bobrek, makrofaj ve karaciger parankim hiicrelerinde ciddi bir artig gosterir. Bunun
disinda eritrosit veya hemoglobin metabolizmasi ile direkt ilgisi olmayan dokularda HO-1
bazal diizeyde bulunur. Ancak kimyasal veya fiziksel bir uyariya karst hizli transkripsiyonel
aktivasyon gosterir (85).

HO-2 ise en fazla testis ve beyinde bulunur. Ayrica damarlar, merkezi sinir sistemi,

gastrointestinal sistem, karaciger ve bobrekler de yiiksek miktarda HO-2 icermektedir.
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Cevresel stres ile aktiflenmeyen HO-2 ancak beyinde adrenal glukokortikoidlere cevap
verebilir (64).

Mikrozom yiiksek oranda HO aktivitesine sahip oldugu i¢in hem oksijenaz endoplazmik
retikulum ile iligkili protein olarak kabul edilir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar HO
enziminin hiicrenin diger kompartmanlarinda da bulundugunu géstermektedir (18,44).

Yapisal hem oksijenaz formu olan HO-2 sadece adrenal glukokortikoidlere yanit
verirken, HO-1 kimyasal ve fiziksel bir ¢ok uyaridan etkilenir. HO-1 ve HO-2 arasindaki bu
farklilik enzimlerin promotor bolgelerinde regiilator elementlerin olup olmamasi ile ilgilidir.
HO-1 geni reaktif oksijen tiirlerinin de dahil oldugu hiicresel oksidatif stres olusturan ajanlar
ve kimyasallar tarafindan giiclii bir sekilde indiiklenir. Bu nedenle strese yanit veren gen
olarak bilinir. H,O,, kinonlar, menadion bu sekilde etki gosteren indiikleyiciler arasindadir
(28).

HO’nun substrati hem’in yapisinda bulunan protoporfirin IX ile metallerin kompleks
olusturmast sonucunda metalloporfirinler olusur. Kobalt protoporfirin (CoPP), ¢inko
protoporfirin (ZnPP), kalay protoporfirin (SnPP) gibi metalloporfirinler in vivo kosullarda
glicliit HO-1 mRNA indiikleyicilerindendir. Bununla birlikte, COPP’nin invivo kosullarda HO-
laktivitesinin gii¢lii bir indiikleyicisi, ZnPP’nin ise inhibitorii oldugu gosterilmistir (20,68)
Bunun diginda, sitokinler, anjiogenez, agir metaller (CoCly, SnCly), hipoksi, hiperoksi,
nitrikoksit (NO) ve NO dondrleri, UVA, hem, prostaglandinler, H,O,, forbol esterleri,
sodyum arsenit, kurkumin ve anjiotensin 1l de HO-1 aktivitesininin indiikleyicilerinden
bazilaridir (39).
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E. HEM OKSIJENAZIN REAKSIYON URUNLERI VE
FONKSIYONLARI

HO, hem molekiiliiniin Katalizi ile gelisen eritrosit dongiisii, hiicre farklilagsmasi ve
demir konsantrasyonunu dengede tutmak gibi bilinen etkilerinin yanisira reaksiyon tirtinleri

tizerinden gelisen 6nemli sitoprotektif etkilere de sahiptir (Sekil 3) .

HEM
3NADPH 30,
3NADP* 3H,0 .
NADPHNADF
Fe(ll e . I
) Biliverdin Bilirubin
@ Biliverdin rediktaz o o1 ci»
Fe(lll) * Antinitrosatif
o ®* Antiinflamatuvar?
* Antiapoptotik (NF-kB)
* Antioksidan (-)
P38 MAPK
ERK 1/2 GUANILAT SiKLAZ
) i . GTP cGMP Vazodilatosyon
wdliiapcpiot, Al e, Nérotransmisyon

*IL-6,TNFa, IL-18, MIP1 a antiproliferatit p21 m

Sekil 3: Hem molekiiliiniin par¢alanma iiriinleri ve fonksiyonlari.
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1. Demir ve ferritin

Biyolojik sistemlerde demir, hem ve metalloporfirin havuzundan bagimsiz olarak
diisiitk molekiil agirlikli organik bilesiklerle kompleks halde bulunur. Cok siki bagli olmayan
bu form metal selatorler ile reaksiyona hazir durumdadir (92,93). Hem molekiiliiniin
pargalanmasi ile saliverilen demir labil ve selat olusturabilen demir havuzunu olusturur (95).
Bu reaksiyon sonunda serbestlesen demir, demir regiilator proteinlerine (DRP) baglanarak ve
boylece demir dongiisii ile ilgili kritik proteinlerin mRNA stabilitelerini degistirerek
intraselliiler demir homeostazin1 saglar (22). Demir-DRP kompleksi mRNA stabiliteleri
lizerinde pozitif veya negatif etki gosterebilir. Ornegin diisiik demir konsantrasyonunda DRP
aktif halde kalarak ferritin mMRNA translasyonunu inhibe eder. Yiiksek demir konsantrasyonu
ferritin sentezini belirgin sekilde artirir (21). Serbest demir intraselliiler reaktif oksijen
tirlerinin olusumuna neden olur. Bunun disinda, lipit peroksidasyonunda, nitrik oksite (NO)
bagli tiyol gruplarinin nitrozilasyonunda ve hidrojen peroksitten reaktif hidroksil radikalinin
olustugu Haber-Weiss reaksiyonunda 6nemli gorevleri vardir (33).

Ferritin, demire baglanan bir proteindir ve temel olarak karacigerde iretilir, Ferritin,
demiri ayrrarak dolayli bir antioksidan gibi davranabilir. Intraseliiler ferritinin HO-1 yoluyla
arttirilmasi, vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki hem ve hidrojen peroksitin sitotoksik etkilerini
azaltir (10). Ayrica, ferritin, endotelyumdaki sitoprotektif etkileri ile serbest demir diizeylerini
disiik tutma 6zelligi sayesinde, iskemi-reperflizyon hasarindan koruma gibi mekanizmalarin
temelini olusturur (97). Ancak, bu iliskilerin nedensellige dayanip dayanmadigi kesin degildir.
Yine de, yaymlanmis bilimsel verilerin agirhgindan anlasildigina gére, HO-1"in 3 iirtiniinden,
bilirubinin ve/veya CO’in potansiyel koruyucu etkilerinin, demirin potansiyel zararl etkilerini

astig1 anlasilmaktadir.

Demir ve ferritinin antiapoptotik etkisi: Ferritin, sitoprotektif etkili bir molekiildiir (9) ve
HO aktivitesine bagli olarak artan sentezi HO aracili sitoprotektif etkiyi arttirarak hiicrelerin
daha direncli hale gelmesini saglar (117). Hem oksijenaz enziminin antiapoptotik etkisi biiylik
oranda CO ile iliskilidir. Ancak yapilan baz1 ¢aligmalar bu etkinin belirli oranda demire bagl
oldugunu gostermektedir. Ornegin HO-1 “upregiilasyon”unun, jurkat-T hiicrelerini fas-
antikoru ile olusturulan apoptozise karsi direngli kildigini1 gosteren bir ¢alisma mevcuttur (16).
Bu etki demire bagli niikleer faktor kapa B (NF-Kb) aktivasyonu ile iliskilidir. AKktif
NFkB’nin, c-flip gibi antiapoptotik yolaklar1 aktifledigi, bu etkinin de demir selatorleri
varliginda bloke edildigi bildirilmistir (16).
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2. Biliverdin ve bilirubin

HO enzim reaksiyonu ile ortaya ¢ikan ilk iiriin yesil renkli, ¢oziiniir bir pigment olan
biliverdindir. Biliverdinin biliverdin rediiktaz ile enzimatik reaksiyonla indirgenmesi sari
renkli hidrofobik 6zellik gosteren bilirubini olusturur (36). Bilirubin, memeli hiicrelerinde en
fazla bulunan endojen antioksidandir ve insan serumundaki antioksidan aktivite biiyiik oranda
bilirubin kaynaklidir (29). Serumda albiimine bagli bilirubin karacigere transfer olur. Daha
sonra karaciger hiicrelerinde albiiminden ayrilarak fosfolipit membranlardan hepatositlere
diffiize olur. Hepatositlerde mikrozomal “bilirubin tiridin difosfat glukroniltransferaz” enzimi
ile suda ¢ozliniir bilirubin monoglukronid ve diglukronide doniiserek safraya saliverilir.
Glukronidasyon bilirubini ¢oziiniir hale getirir ve gastrointestinal sistemden absorblanmasina
engel olur (45). Metabolik atik olarak kabul edilen bilirubin normal kosullarda hizli bir
sekilde viicuttan uzaklastirilir. Konjuge olmamis bilirubin yeni doganlarda  plazmada
birikerek neonatal sariliga neden olur ve norotoksik etkiler gelisir. HO’1n kalay mezoporfirin

ile farmakolojik inhibisyonu klinikte sarilik tedavisinde kullanima girmistir (46).

Bilirubinin antioksidan etkisi: Serbest, albiimine bagli veya konjuge bilirubin, konjuge ¢ifte
bag ve bir ¢ift reaktif hidrojen atomu icerir. Antioksidan aktivitesini H atomunu radikale
aktararak gosterdigi diisiiniilmektedir. Ornegin lipit peroksil radikali (LOO®) bilirubin ile
etkileserek lipit hidroperoksit (LOOH) ve bilirubin radikalini (bilirubin®) olusturur. Buna karsin
biliverdin sadece konjuge cifte bag tasir ve muhtemelen antioksidan aktivitesi rezonans stabilize
edici etkisiyle ilgilidir. Konjuge/konjuge olmayan bilirubin ve biliverdin direkt olarak peroksil
radikalini yakalama 6zelligi gosterir (104).

Ayrica bilirubin ve biliverdin a-tokoferol ile sinerjik etki gostermektedir (105) ve S-
nitrozotiyol, nitroksil iyonu, peroksinitrit gibi reaktif nitrojen tiirlerini de etkili bir sekilde
yakalar (48,65). Ayn1 zamanda NADPH oksidaz enzimini bloke ederek siiperoksit olusumunu
bloke ettigi bildirilmistir (56).

Bilirubinin normalden yiiksek serum seviyeleri, muhtemelen LDL oksidasyonunu
azaltmasi ve reaktif oksijen tiirlerini zararsiz hale getirmesi nedeniyle aterojenik risk ile ters
orantilidir (70). Buna ek olarak, protein kinaz C ve protein fosforilasyon aktiviteleri lizerine
inhibitor etki ile proaterojenik faktdrlerin inhibisyonuna yol actiklari da gosterilmistir (34).

Bilirubin ayni zamanda lipit membranlarin oksidasyonunu baskilamasi1 yoluyla iskemi-
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reperfiizyon hasarma karsi koruma saglar (17). Iskemik miyokardiyumda bilirubinin koruma
sagladigr hipotezi klinik bakimdan onemlidir. Bu hipotez, plazma bilirubin diizeyleri ile
koroner arter hastaligi (KAH) arasindaki ters orant1 ve aterosklerotik lezyonlarda biluribinin

antioksidan aktivitesinin azalmis olmasi durumu ile desteklenir (37, 49,113).

Bilirubinin antiinflamatuvar etkisi: Bilirubinin son yillarda tanimlanan antiinflamatuvar
etkisi biiylik olasilikla reaktif oksijen tiirlerini yakalamasina bagl olarak geligir. Bilirubinin
endoteldeki antiinflamatuvar etkilerinden biri, ilk olarak mikrodamar modelinde gosterilmis
ve bu ¢alismada bilirubinin 16kosit go¢iinii azalttigr belirtilmistir (35). Bir ¢aligmada, in vitro
ortamda bilirubinin 16kosit migrasyonunu bloke edip vaskiiler hiicre adezyonmolekiilii-1
(VCAM-1) ile iliskili havayolu inflamasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (52). Bir diger
calismada da, HO-1"den tiireyen bilirubinin endotel hiicrelerindeki proinflamatuvar olaylari
azalttig1 gosterilmis ve biliriibinin engelledigi endotel hiicre disfonksiyonunun, anti-aterojenik

koruma mekanizmalartyla ilgili olabilecegi 6ne siirilmiistiir (49).
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3. Karbonmonoksit

Karbon monoksit (CO) hemoglobine baglanarak oksijenin dokulara dagilimini bloke
etme Ozelligi gosteren, biyolojik sistemlerde genelde stabil, ortaklanmamis elektronu olmayan
bir gazdir. CO, hemoglobinin yapisinda bulunan demire reversibl olarak oksijenden 240 kat
daha fazla afinite ile baglanir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyonlarda CO gazina maruz
kalarak meydana gelen CO zehirlenmelerinde antidot olarak hiperbarik oksijen terapisi
uygulanabilir (30). CO 6nemli bir sinyal molekiiliidiir ve hiicre fonksiyonlarimi diizenleyici

etkiler gosterir. CO tizerinden gelisen bu etkiler asagida detayli olarak agiklanmustir.

CO’in vazodilator etkisi: CO ile gelisen vazodilator etkiyi bir kag mekanizma ile agiklamak
miimkiindiir. Molekiiliin dilator etkisi bilylik oranda guanilat siklaz (GC) aktivasyonuna bagl
olarak artan cGMP diizeylerine baglidir. CO’ya bagli olarak gelisen dilatasyonun spesifik GC
inhibitorleri varliginda bloke edilmesi, bu etkinin belirli oranda bu mekanizma ile gelistigini
dogrulamaktadir (38). Buna ek olarak, diiz kas hiicrelerinde olusan CO, indirekt olarak
endotel hiicrelerindeki parakrin etkileri ile vazoregiilator etki gosterebilir. Endotel
hiicrelerinde ¢cGMP’ye bagli mitojen endotelin-1 (ET-1) “downregiilasyon™u ile olusan
antiproliferatif etki, CO molekiiliiniin indirekt vazoregiilator etkisine bir ornektir (69). CO,
direkt olarak kalsiyuma bagli potasyum (Kca) kanallarimi aktifler (43). Kca kanal inhibitorleri
varliginda vazodilator etkinin belirli oranda azalmasi, bu etkinin cGMP ve Kca kanal ile
birlikte olusturuldugunu gostermektedir. Ayrica diisiik konsantrasyonlarda CO uygulamasinin
internal depolardan NO salinimina neden olarak vazodilator etki gosterebilecegi bildirilmistir
(120).

CO’nun antiapoptotik ve antiproliferatif etkisi: CO’nun antiapoptotik etkisi ilk kez in vitro
ortamda tanimlanmistir. Hiicre kiiltiirii ortaminda fare endotel hiicre ve fibroblastlarinda
timor nekroz faktori-o (TNF- o) ile indiiklenen apoptozisin ekzojen CO uygulamasi ile
inhibe oldugu gosterilmistir (13). Bu etkinin p38 mitojen aktive eden protein kinaz (p38
MAPK) inhibitorleri varliginda ortadan kalkmasi, p38MAPK’nin bu etkideki 6nemini
vurgulamaktadir (13). CO molekiiliiniin sitoprotektif etkilerinden biiyiik oranda cGMP
sorumludur ve antiproliferatif etkisinde de ayn1 yolagin sorumlu oldugunu ileri siiren birgok
calisma mevcuttur (13). Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun CO ile inhibisyonunda,

cGMP’ye bagimli endotel kaynakli mitojenlerin downregiilasyonunun da katkisi1 vardir (69).
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Diiz kas hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiime siklusunda gorev alan kinazlar ve siklin
kompleksleri ile diizenlenir. Hiicre biiyiimesinde gorev alan bu faktorler p21wafl/cipl hiicre
siklus inhibitdriiniin kontroli altindadir (82). CO, p21lwafl/cipl iizerinden antiproliferatif etki
gosterir ve bu etkiye p38 MAPK’nin aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Ayrica, CO’in
ckstraselliiler sinyal-regiile kinaz 1/2 (ERK1/2) iizerinde baskilayici etki gdstermesi de
antiproliferatif etkisine katkida bulunabilir (107).

CO’in antiinflamatuvar etkisi: Hiicre kiiltiirii ve hayvan modelleri ¢aligsmalari, HO-1
kaynakli veya ekzojen CO’in antiinflamatuvar etkili oldugunu gostermistir (80). CO,
antiinflamatuvar sitokinlerin sentezini artirarak veya inflamatuvar etkili sitokinler tizerinde
inhibitor etki gostererek inflamasyonu diizenler. Bu etkilere p38MAPK nin aracilik ettigini

destekleyen bulgular bulunmaktadir (89).



21

I11. GEREC ve YONTEM

Calismamizda ortalama 180-220 g agirh@inda Sprague-Dawley erkek sicanlar
kullanildi. Sicanlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitisii'nden temin
edildi. Tezde kullanilan tiim kimyasal malzemeler Sigma-Aldrich (San Diego, USA)’dan
saglandi. Spraque Dawley tiirii erkek siganlarda deneysel AMI olusturmak igin IP modeli
uygulandi. Bu model i¢in hayvanlar 6 gruba ayrildi. Siganlar normal sigan yemi ile beslendi,
su ya da yem kisitlamasi yapilmadi. Oniki saat ara ile 2 kez olacak sekilde CoPP (20 mg/kg)
veya ZnPP (5 mg/kg) verilen siganlara son metalloporfirin uygulamasindan 30 dakika sonra
[P (200 mg/kg) verildi. IP verildikten 4 saat sonra tiim gruplara sodyum fenobarbital
anestezisi (50 mg/kg) uygulandi, vena kava inferiordan (v.c.i) kan 6rnekleri elde edildi, kalp
dokular1 alindi. Sar1 kapakli jelli-kuru tiiplere alinan kanlar 1500xg’de santrifiij edilerek
serumlar ayrildi. Hizla ¢ikarilan kalp dokulari, % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yikandi ve sivi azot
icinde dondurularak -80° C’de sakland.

A. GERECLER

Mini jel elektroforez ve blotting sistemi (BioRa )

Gii¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation)

UV tranilluminator ve goriintilleme sistemi (Vilber Lourmatt & Sony)
Mikrosantrifiij (Biofuge/Heraeus Instruments)

Masaiistii sogutmali santrifiij (Megefuge 1.0R/Heraeus)

pH metre (HI 9321 micropressor pH meter)

Su banyosu (Electromag)

Vorteks (Ika MS2 Minishaker)

© © N o a ~ w b P

Manyetik karistirici ve 1sitict Tka Labortechnik)
10. Hassas terazi (Scaltec)

11. Elisa Reader (Bio-tek EIx-800)

12. Pipet takimi1 (Eppendorf)
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B. DENEY GRUPLARI

1. Kontrol grubu (n=7): 12 saat ara ile % 0.9 NaCl (i.p) 2 kez uygulandi. Son % 0.9
NaCl uygulamasindan 30 dakika sonra % 0.9 NacCl (s.c) uygulandi.

2. CoPP grubu (n=4): 12 saat ara ile CoPP (5 mg/kg; ip) 2 kez uygulandi. Son CoPP (5
mg/kg; ip) dozundan 30 dakika sonra % 0.9 NaCl (s.c) uygulandi.

3. ZnPP grubu (n=4): 12 saat ara ile ZnPP (20 mg/kg; ip) 2 kez uygulandi. Son ZnPP
(20 mg/kg; ip) dozundan 30 dakika sonra % 0.9 NaCl (s.c.) uygulandi.

4. 1P grubu (n=8): 12 saat ara ile % 0.9 NaCl (i.p) 2 kez uygulandi. Son % 0.9 NaCl
(i.p) dozundan 30 dakika sonra iP (200 mg/kg; s.c) uygulandi.

5. CoPP+IP grubu (n=7): 12 saat ara ile CoPP (5 mg/kg; i.p) 2 kez uygulandi. Son
CoPP (5 mg/kg; i.p) dozundan 30 dakika sonra IP (200 mg/kg, s.c) uygulandh.

6. ZnPP+IP grubu (n=10): 12 saat ara ile ZnPP (20 mg/kg; i.p) 2 kez uygulandi. Son
ZnPP (20 mg/kg; i.p) dozundan 30 dakika sonra IP (200 mg/Kkg, s.c) uygulandu.

C. SERUMDA YAPILAN INCELEMELER

Serum AMI gostergesi olarak TnT diizeyleri tayin edildi. Serum TnT 6l¢iimii Istanbul
Universitesi Kardiyoloji Enstitiisii laboratuvarinda immunokemiluminometrik yontemle

yapild.
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D. KALP DOKUSUNDA YAPILAN INCELEMELER

Kalp dokusunda HO-1 ekspresyonu doku homojenatlarinda Western blot yontemiyle
tayin edildi. Ayrica protein karbonil (PK), dien konjugat (DK) ve GSH diizeyleri ile SOD,
GSH-Px ve GST aktiviteleri 6l¢iildii. PK ve GSH diizeyleri dokularin 0.15 M KCI’de
hazirlanan % 10’luk (w/v) doku homojenatlarinda tayin edildi. DK diizeylerinin tayini i¢in %
10’luk doku homojenatlarindan hazirlanan lipit ekstreleri kullanildi. SOD, GSH-Px, GST
aktiviteleri % 10’luk doku homojenatlarindan kademeli santrifiij yapilarak elde edilen

postmitokondri fraksiyonunda belirlendi.

1. Kalp dokusunda Western blot analizi ile HO-1

ekspresyonunun ol¢iimii:

Doku o6rnekleri 50 mM Tris-HCI, % 1 Ipegal 630, 150 mM NaCl, % 0.5 sodyum
deoksikolat, % 0.1 sodyum dodesil siilfat (SDS), fenil metil siilfonil floriir (PMSF), aprotinin
Ve soya tripsin inhibitorii (SBTI) igeren tamponda el homojenizatorii (Tissue Ruptor-Qiagen
Sample and Assay Technologies) ile homojenize edilerek % 10’luk doku homojenatlari
hazirland1 (19). Homojenatlar +4° C’de 13000xg’de 20 dakika santrifiij edilerek
slipernatantlar ayrildi. Siipernatantlar alinarak bisinkoninik asit yontemi ile protein tayini
yapildi. % 12’lik SDS poliakrilamid jeller hazirland1 ve siipernatantlar sulandirildiktan sonra
Laemmli tamponu ile karistirilarak kuyucuk basma 50 pg protein olacak sekilde yiiklendi
(57). Jeller, 100 voltta (30 mA) yaklagik 1.5 saat elektroforeze tabi tutulduktan sonra,
proteinler, polyvinylidene fluoride (PVDF) membranlara (Millipore Corporation) transfer
edildi (112). PVDF membranlar, % 3 yagsiz siit tozu, % 0.05 Tween 20 i¢eren fosfat tamponu
(PBS-T) ile 1 saat bloke edildikten sonra primer antikor (anti-HO-1 rabbit poliklonal, 1:3000;
sc-10789) ile tim gece +4 °C’de inkiibe edildi. Membranlar, yikandiktan sonra sekonder
antikor (goat anti rabbit-HRP-conjugated 1gG, 1:30000; sc-2004) ile 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda membranlar 3 kez 10’ar dakika PBS-T ile yikandi. Daha sonra ECL kit
(sc-2048) ile muamele edilerek, fluoresans sinyalleri X-ray filme aktarildi. Protein bandlar
Vilber-Lourmart jel dokiimentasyon sistemi ile goriintiilenerek ayni sisteme ait olan “Bio-1D
image analysis software” bilgisayar programi ile kantitatif olarak tayin edildi. Internal

standart olarak aktin kullanildi. Membranlar daha sonra, aktin bandlarinin tayini igin



24

soyularak ikinci bir blot islemine tabi tutuldu. Bunun i¢in, membranlar, % 2.5 SDS igeren 25
mM glisin tamponu (pH:2.0) ile 2 kez 15’er dakika inkiibe edildi. Proteinler aktin antikoru (
anti-actin rabbit poliklonal, 1:1000; sc-1616-R) ile isaretlendi. Her bir 6rnegin aktin miktari

tayin edilerek, HO-1’¢ ait protein degerleri aktin ile standardize edildi.

2. Protein karbonil (PK) gruplar tayini (96 ) :

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)’in PK gruplart ile reaksiyona girerek olusturdugu

protein hidrazonlar spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Islem: 150-200 mg doku bistiiri ile ince ince kiyilip 3 mL homojenizasyon sivisina alind1 ve
15 dakika karanlikta oda 1sisinda beklendi. Daha sonra 6000xg’de 10 dakika oda 1sinda
santriflij edildi ve silipernatant alindi. Siipernatantin absorbansi ultraviole spektrofotometrede
280 ve 260 nm’de okundu. Kontrol ve deney i¢in 10-12 mL’lik dibi sivri 2 tiip alindi. Bu
tiiplere 1’er mL homojenat kondu. Kontrol tiibiine 4 mL 2.5 M HCI, deney tiibiine ise 4 mL
2.5 M HCl’de eritilmis 10 mM DNPH eklendi. Tiipler karanlikta 1 saat bekletildi. Bu siire
zarfinda tiipler her 15 dakikada bir karistirildi. Siire bitiminde tiiplere 5 mL % 20’lik
triklorasetik asit (TCA) eklendi. 10 dakika buz icinde bekletildikten sonra 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Pelletler alind1 ve bir cam baget kullanilarak % 10’luk TCA 1ile yikand1
ve tekrar santrifiij edildi. Daha sonra pelletler 3 kez 4 mL etanol etilasetat karisimi ile yikandi,
santriflij edildi ve slipernatantlar atildi. Pelletler {izerine 2 mL 6 M guanidin.HCI eklendi ve
calkalayicili su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletildi. Kontrol ve deney tiiplerinin
absorbanslar1 guanidin.HCl’e kars1 355-390 nm arasi taranarak okundu. Ayrica kontrol

tiiplerinin absorbans1 280 nm’de okunarak protein igerigi saptandi.

Aywraclar:
e Homojenizasyon tamponu (50 mM fosfat tamponu, pH:7.4, % 0.1 digitonin, 40 pg/mL
fenilmetil siilfonil florid (PMSF), 5 ug/mL aprotonin, 1 mM EDTA)
e 25MHCI
e 10 mM DNPH: 198 mg 2,4-DNPH 100mL 2.5 M HCI’de eritildi.
e 9% 20 ve % 10’1luk triklorasetik asit (TCA)

e Absolii etanol/etil asetat (1:1, v/v)
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e 6 M Guanidin-HCI: 57.3 g guanidin.HCI, 100 mL 20 mM potasyum fosfat; pH:7.4
tamponunda ¢oziildii ve derisik HCI ile pH:2.3’e ayarlandi.

Hesap: PK diizeyleri ekstinsiyon katsayist 22000 M™ cm™ kullanilarak hesaplandi ve

sonuglar pmol/g doku olarak ifade edildi.

3. Dien konjugat (DK) diizeylerinin dl¢iimii (14) :

Islem: Lipit ekstreleri icin kloroform /metanol (2/1) karistmindan 3,75 ml alind, {izerine 0,25
ml % 10’luk doku homojenati eklendi. Hazirlanan lipit ekstrelerinden 1mL alinarak azot gazi
altinda uguruldu. Kuru kalint1 2 mL siklohekzana alindi. Absorbanslar, spektrofotometrede

233 nm’de siklohekzan igeren kore kars: okundu.

Hesap: DK diizeyleri 233 nm’de ekstinksiyon katsayisindan (2.52x10° Mem™)

yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol/g doku olarak ifade edildi.

4. Kalp dokusunda antioksidan sistemin incelenmesi

a. Glutatyon diizeylerinin ol¢iilmesi (12) :

Glutatyon (GSH) diizeyleri, Ellman ayiract (5,5’-ditiyobis-2-nitro benzoik asit)
kullanilarak tayin edildi. Bu ayiracin dokulardaki serbest siilfidril (-SH) gruplar tarafindan
indirgenmesi sonucunda, 1 mol SH grubu basina 1 mol 2-nitro-5-tiyobenzoik (TNB) asit

olugmaktadir. Sar1 renkli bu iirlin spektrofotometrik olarak 412 nm’de absorbans vermektedir.

Islem: 0.15 M KCI’deki %10’luk kalp homojenatlarindan 0.5 mL alindi. Hacimler 0.15M
KCl ile 2 mL’ye tamamlandi. Daha sonra 3 mL proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi ve bu
karisim 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 0.5 mL supernatant alinarak tizerine 2 mL 0.3
M Na;HPO,4 ve 0.5 mL Ellman ayiraci ilave edildi. Olusan renk 412 nm’de ayirag koriine

kars1 okundu.
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Aywraglar:

- Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA ve 30 ¢
NaCl 100 ml distile suda ¢ozildii.

- 0.3 M NayHPOQOq4: 42.6 g Na;HPO,4 1000 ml distile suda ¢oziildii.

- Ellman Renk Ayiract: 4 mg 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit 10 ml % 1’lik sodyum sitrat

¢Ozeltisinde ¢ozildii.

Hesap: GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak (13.6x10* M™*cm™) hesapland: ve

sonuglar pmol/g doku olarak verildi.

b. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin 6l¢iilmesi (72):

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmig 0-dianisidinin fotooksidasyon hizini
arttirma yetenegi olarak Olgiiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit
radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen peroksit ise o-
dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iiriin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli
iriin olusumu o kadar fazla olur. Olusan renkli {irtin 460 nm’de spektrofotometrik olarak

saptanir.

Islem: Kor, standart ve deney tiiplerine sirasi ile 2.6 mL 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH:7.8), 0.1 mL o-dianisidin eklendi. Kor tiipiine 0.1 mL distile su, standart tiipiine 0.1 mL
standart, deney tiiptine 0.05 mL postmitokondri fraksiyonu kondu ve her tiipe 30 saniye ara ile
0.2 mL riboflavin ilave edildi, karistirildi ve 460 nm’deki absorbans degerleri okundu. Tiipler
20W floresans lamba iceren 37° C’ye ayarlanmis &zel bir kutuya yerlestirildi ve tam 8 dakika
siire ile floresans 1s18a maruz birakildi. Siirenin bitiminde tiiplerin absorbansi tekrar 460
nm’de okundu ve iki absorbans arasindaki fark alindi. Kor ve standart igin de ayni islemler

yapild.
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Aywaglar -
- 0.1 mM EDTA igeren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8)

- 0.2 mM riboflavin: 7.3 mg riboflavin 100 mL 10 mM potasyum fosfat tamponunda (pH
7.5) ¢ozildi.

- 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 mL distile suda ¢oziildii.

- SOD (100 U/mL) standardi: Sigma firmasindan saglanan SOD standardi 100 1U/mL olacak
sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Ortamda 10 ve 5 U SOD standardi olusturmak igin bu

ana standartdan 0.1 ve 0.05 mL alindi.

Hesap: Sonuglar standart kullanilarak hesaplandi ve U/mg protein olarak ifade edildi.

c. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin ol¢iilmesi (62):

GSH-Px aktivite tayini iki reaksiyon ile gergeklesir. Birinci reaksiyonda H,O, veya
organik hidroperoksitler (ROOH), GSH-Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH,
oksitlenmis GSH’a (GSSG) déniisiir. Ikinci reaksiyonda GSSG, GSH-rediiktaz (GR) etkisi ile
tekrar GSH’a indirgenirken, NADPH ise NADP"ye oksitlenmektedir. Bu déniisiim 340
nm’de absorbansta azalma olarak izlenir, ¢iinkii NADPH 340 nm’de absorbans verdigi halde,

NADP" bu dalga boyunda absorbans vermemektedir.

Islem: GSH-Px aktivitesi, 1 mL’lik hacimde 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 1
mM EDTA, 1 mM sodyum azid, 0.2 mM NADPH, 1 mM GSH, 0.5 IU/mL glutatyon
rediiktaz, 1.2 mM kumen hidroperoksit ve degisik oranlarda sulandirilmis post mitokondri
fraksiyonu igerecek sekilde hazirlanmis ortamda tayin edildi. Bu amacla karaciger post
mitokondri fraksiyonu 50 kez sulandirildi ve ortama 0.05 mL kondu. Kiivetler 37° C’ye
ayarlanmig  termostatll  spektrofotometreye  yerlestirildi ve 1’er dakika arayla
spektrofotometrede 340 nm’de absorbans degisimi izlendi. Ayrica post mitokondri fraksiyonu
icermeyen ortamda da reaksiyon izlenerek enzimatik olmayan degisim kaydedildi (kor

deney).

Hesap: Sonuglar NADPH’mn ekstinksiyon katsayisindan (6.22x10° M*ecm™) yararlamlarak
hesaplandi ve nmol NADPH/dk/mg protein olarak belirtildi.



28

d. Glutatyon-S transferaz aktivitesi tayini (31):

Glutatyon-S transferaz (GST) aktivitesi tayini, GSH ve 1-klor-2,4- dinitro-benzenin
(CDNB) konjugasyonu sonucu olusan friiniin, 340 nm’de spektrofotometrik olarak

saptanmasi esasina dayanir.
Aywraglar:

-0,2 M potasyum fosfat tamponu (pH 6.5)
-60 mM 1-klor-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
-60 mM GSH

Islem: Termostatli spektrofotometrede 25° C’ lik deney ortamma 1,5 ml 0,2 M potasyum
fosfat tamponu, 0,9 ml distile su, 0,05 ml 60 mM GSH, 0,5 ml 6rnek konuldu. Daha sonra
0,05 ml 60 mM CDNB konuldu ve 5 dakika siireyle her dakikadaki absorbans degisimi

spektrofotometrik olarak izlendi.

Hesap: Sonuglar ekstinksiyon katsayisi (9.6 mM™'cm™) kullanilarak hesaplandi ve nmol/dk/

mg protein olarak ifade edildi.

5. Kalp dokusunda protein tayini (101):

Doku homojenatlarinda ve postmitokondri fraksiyonlarinda protein miktar1 bisinkoninik

asit metodu ile belirlendi.

Islem: 200 uL protein renklendirici ayiraci iizerine 50 kez sulandirilmis kalp postmitokondri
fraksiyonlarindan 10 pL ilave edildi. Karstirildiktan sonra 37°C’de 30 dakika beklendi. Oda

1s1sinda sogutuldu ve olusan rengin absorbansi 562 nm’de ELISA cihazinda okundu.
Ayrraclar:

-Bisinkoninik asit (Bicinchoninic acid solution; Sigma B 9643)
-% 4 CuSO,
-Protein renklendirme ayiract: 10 mL bisinkoninik asit ¢ozeltisi tizerine 0.2

mL % 4 CuSO, eklenerek hazirlandi.
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E. ISTATISTIK INCELEMELER

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. Tiim parametrelerin istatistik degerlendirmeleri

icin Kruskal- Wallis, post hoc analizleri i¢in Mann-Whitney U testi kullanildu.

IV. BULGULAR

AMI kamit1 olarak degerlendirilen serum TnT oélciimlerinde,

1. IP uygulanan tiim gruplarda (IP, CoPP+iP, ZnPP+IP) kontrol grubuna gére anlamli artiglar
saptand1 (Sekil 4, Tablo 3).

2. CoPP+IP ve ZnPP+IP gruplarni IP grubu ile karsilastirildiginda ise sadece CoPP+IP
grubunda anlaml1 bir azalma tespit edildi (Sekil 4, Tablo 3).

Kalp dokusunda HO-1 ekspresyonu i¢in yapilan western blot analizinde;

1. Gerek sadece CoPP ve ZnPP uygulanan gruplarda, gerekse IP, CoPP+IP ve ZnPP+IP
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli artislar oldugu saptandi (Sekil 5, Tablo 3)

2. IP grubu ile karsilastirildiginda ise, CoPP ve CoPP+IP gruplarinda anlamli artiglar oldugu
gortldii (Sekil 5, Tablo 3).

Kalp dokusunda oksidatif stres ile ilgili dl¢iimlerde,

1. IP, CoPP+IP ve ZnPP+IP gruplarinda protein karbonil diizeylerinin kontrol gruplarina gore
anlaml olarak arttig1 bulundu (Sekil 6, Tablo3). Ancak gruplar arasinda anlamli bir degisiklik

saptanmadi.
2. Dien konjugat diizeylerinde ise herhangi bir degisiklik bulunmadi (Sekil 6, Tablo3).
Kalp dokusunda antioksidan sistem ile ilgili 6l¢iimlerde,

1. GSH diizeyleri ve SOD, GSH-Px, GST enzim aktivitelerinde gerek kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gerekse gruplar arasinda anlamli bir degisiklik olmadigi goriildi (Sekil 7
ve 8, Tablo 3).
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Tablo 3: Serumda ve kalp dokusunda oOlgiilen biyokimyasal parametrelere ait degerler

(Ortalama = SD ); 2 p< 0.05 kontrol grubuna gore karsilastirildiginda; b p < 0.05 IP grubuna

gore karsilastirildiginda. (* Rolatif dansitometrik {inite)

Kontrol CoPP ZnPP iP CoPP+iP | ZnPP+IiP
(n:7) (n:4) (n:4) (n:8) (n:7) (n:10)
HO-1 100.0 780.5 597.8 469.6 1165.2 617.4
. +16.7 a, a a a, a
(RDU)* +61.2 +494 +43.2 +69.9 +93.1
™nT 0.01 0.02 0.01 5.63 281 o 4.86
+ + + a a, a
(ng/ml) 0.01 0.02 0.01 +1.31 +0.52 +1.73
PK 1.65 1.84 1.56 5.37 4,90 3.96
a a a
(unolig doky | = 044 +0.14 £0.35 1154 1071 1141
DK 1.42 1.29 1.38 1.37 1.24 1.37
+0.33 +0.26 +0.06 +0.17 +0.29 +0.24
(umol/g doku)
GSH 2.36 2.18 2.12 2.55 2.58 2.40
+0.40 +0.07 +0.12 +0.31 +0.56 +0.26
(umol/g doku)
SOD 10.7 10.6 10.9 11.9 11.0 12.0
_ +1.1 +1.4 +1.6 +1.7 +1.3 +2.7
(U/mg protein)
GSH-Px | 247.0 272.0 267.8 214.0 216.3 212.6
(ool +45.8 +16.8 +58.1 +49.8 +40.1 +45.0
NADPH/dk/mg
protein)
GST 53.6 45.2 54.1 54.7 46.4 58.8
(hmolidk/mg | 4 6 4 +54 +73 +7.6 +10.8 +7.9

protein)
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TROPONIN-T
Jmil
8,000 - (ng )
7,000 - a a
6,000 - M Kaontrol
2,000 1 M CoPP
4,000 M ZnPP
3,000 mip
2,000 - )
B CoPP+iP
1,000 - )
W ZnPP+iP
0,000 -
-1,000 -

Sekil 4: CoPP ve ZnPP uygulamasi ile HO-1 indiiksiyonu yapilan siganlarda IP
uygulamasindan 4 saat sonra serum TnT diizeyleri (Ortalama + SD ); ? p< 0.05 kontrol

grubuna gore karsilastirildiginda; b p < 0.05 IP grubuna gore karsilastirildiginda.

(RDU)

1400 -
1200 -
1000 -

M Eaontrol
8OO -

W CoPP
500 ~ mZnPP
400 - mip

W CoPP+iP
200 -

W ZInPR+IP

ﬂ -

Sekil 5: CoPP ve ZnPP uygulamasi ile HO-1 indiiksiyonu yapilan sicanlarda IP
uygulamasindan 4 saat sonra kalp dokusunda HO-1 diizeyleri (Ortalama = SD ); ? p< 0.05
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda; b p< 0.05 IP grubuna gore karsilastirildiginda (RDU:

Rolatif dansitometrik iinite )
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| L

AKTIN w*"‘**' ————

o1 | -

Kontrol iP

Kontrol iP CoPP +iP ZnPP +iP

Sekil 5: CoPP ve ZnPP uygulamasi ile HO-1 indiiksiyonu yapilan siganlarda IP
uygulamasindan 4 saat sonra kalp dokusunda western blot analizi sonucu olusan HO-1 ve

aktin bantlarinin gortiniimdi.
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PROTEIN KARBONIL
( umol/ g doku )
8,00 -
7,00 - a
6,00 -
5,00 - W Kontrol
3,00 - WZnPP
mip
2,00 -
M CoPP+IP
1,00 -
M ZnPP+iP
0,00 -
A
DIEN KONJUGAT
( umol/ g doku )
2,00 -
1,80 -
1,60
1,40 -
M Kontrol
1,20 -
1,00 4 W CoPP
0,80 - WZnPP
0,60 - mir
0,40 - W CoPP+IP
0,20 ~ EZnPP+IP
0,00 -
B

Sekil 6: CoPP ve ZnPP uygulamasi ile HO-lindiiksiyonu yapilan sicanlarda IP
uygulamasindan 4 saat sonra kalp dokusunda protein karbonil (A) ve dien konjugat (B)

diizeyleri (Ortalama = SD ); # p< 0.05 Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda.
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( umol/ g doku )

3,50 -

3,00

2,50 -

200 mEontrol
B CoPP

1,50 -
MZnPP

1,00 - mir

0,50 - M CoPP+iP
WZnPP+iP

0,00 -

A
(U /mg protein )

16,00

14,00 -

12,00 -

10,00 W Kontrol

B.00 B CoFP

6,00 - BZnPP

4,00 - mir
M CoPP+iP

2,00 )
WZnPP+iP

0,00 -

B

Sekil 7: CoPP ve ZnPP uygulamasi ile HO-lindiiksiyonu yapilan sicanlarda IP
uygulamasindan 4 saat sonra kalp dokusunda GSH diizeyleri (A) ile SOD aktivitesi (B)
(Ortalama + SD ).
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GSH-Px
( nmol NADPH/dk/mg protein )
350 -
300 -
250 -
200 - W Kontrol
B CoPP
150 -
WZnPP
100 miP
g M CoPP+iP
WZnPP+iP
0 -
A
( nmol/dk/mg protein )
70 1
60 -
50 - N Kontrol
BCoPP
40 -
WZnpP
30 A .
[ [
201 N CoPP+iP
10 A mInPP+iP
0 J
B

Sekil 8: CoPP ve ZnPP uygulamasi ile HO-lindiiksiyonu yapilan sicanlarda IP
uygulamasindan 4 saat sonra kalp dokusunda GSH-Px (A) ve GST (B) aktiviteleri (Ortalama
+SD).
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V. TARTISMA

Hem oksijenaz-1 (HO-1) indiiksiyonunun cesitli organlarda doku hasarina karsi
koruyucu etkisinin oldugu ve bu etkisinin antioksidan, antiapoptotik ve antiinflamatuvar
ozelliklerinden  kaynaklandigr  ileri  siiriilmektedir (2,40,84). Hem  molekiiliiniin
katabolizmasinda hiz sinirlayict basamagi katalizleyen HO-1in bu 6zelliklerinin toksik etkili
substrati olan hem’in oksidatif parcalanmasi ile ilgili oldugu bilinmektedir (40). HO-1, hem
halkasin1  biyolojik olarak aktif olan biliverdin, Fe ve karbonmonoksit (CO)’e
doniistiirmektedir. Hem molekiiliinden HO-1"in katalitik etkisiyle Fe’in agia ¢ikmasi ve/veya
Fenton reaksiyonlarinin baglamasi ve bunu takiben reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu
ile hiicre hasar1 olusabilmektedir. Ancak Fe’in, ferritine baglanmasi ile bu zararli etki ortadan
kalkar. Karbonmonoksit, cGMP’nin “upregulasyonu” iizerinden vazodilator etki gosterir.

Biliverdin ise giiglii bir antioksidan olan bilirubine doniisiir (2,40,71,84).

Yapilan calismalar, kimyasal indiikleyiciler ile HO-1 indiiksiyonunun bir¢ok organ
hasarma kars1 koruyucu olabilecegini gostermistir. Ornegin, HO-1"in, invivo ekspresyonunun,
kardiyak transplantlari rejeksiyondan (102), karacigeri (15) ve intestinal sistemi (121) akut
iskemik yetersizlik veya I/R hasarindan korudugu gosterilmistir. Diger yandan, gen transferi
ile HO-1"in asir1 ekspresyonunun hiperoksiye bagli akciger hastaliklarma (71,81) kars1 da
koruma olusturdugu bildirilmistir. Bunun diginda, HO-1’in, etanol- (63) ve CCl,- (73) ile
indiiklenen karaciger hasarinda, pankreatitde (74) ve diabetde (24,55) sitoprotektif etkilerinin

varlig1 gosterilmistir.

HO-1’in kardiyak homeostazdaki roli ilk kez 1994 yilinda kalpte HO-1
ekspresyonunun hipertermiye cevap olarak arttigini gosteren bir ¢alisma ile ortaya ¢ikmistir
(23). Domuz kalbinde yapilan bir calismada, iskemi/reperfiizyon (I/R) sonrasi HO-1
ekspresyonunun arttifi gosterilmis, HO-1’in temel goérevinin patofizyolojik strese karsi
savunma oldugu distiniilmistiir (98). HO-1 gen eksikligi (HO-l"') olan farelerde, hipoksik
kosullarda ciddi sag ventrikiil dilatasyonunun gelistigi ve infarkt alaninin arttig1 gdsterilmistir
(123). Buna karsilik, kardiyak-spesifik HO-1 transgenik farelerde, HO-1’in asir
ekspresyonunun I/R hasarmi takiben infarkt boyutunu ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu
azalttig1 gosterilmistir (124). Kardiyak-spesifik HO-1 transgenik fare kullanan kalp yetmezligi
modelinde de, HO-1’in asir1 ekspresyonunun infarktiis sonrasi hayatta kalma sansini arttirdigi
ve infarktiis sonrast sol ventrikiil patolojik “remodelling”ini azalttig1 saptanmistir (119).

Ayrica, bu c¢aligmada, HO-1’in yeniden damarlanmay1 arttirarak apoptozisi de azalttigi
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bulunmustur. Lakkisto ve arkadaslari, koroner ligasyon ile AMI olusturulan siganlarda, HO-
1’in kardiyomiyositler {lizerindeki koruyucu etkilerinin hipoksiyle indiiklenen faktor-1 alfa
(HIF-1a), stromal hiicre kaynakli faktor-lalfa (SDF-1a) ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii beta (VEGF-B) ekspresyonlarinin diizenlenmesi iizerinden oldugunu ileri
stirmiislerdir. Ayni arastiricilar, HO-1’in miyositlerde antiapoptotik ve antiproliferatif
etkilerinin de oldugunu gostermisler ve HO-1 indiiksiyonunun kardiyomiyositlerde

anjiogenezi attirarak hiicrelerin yagam siiresini arttirabilecegini one siirmiislerdir (58,59,60).

Insanlarda yapilan bir ¢alismada ise, 40 AMI hastasinin tikanan damar sayilan ile,
serum HO-1 diizeyleri arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir. Bu calismada, ciddi koroner
arter hastaligi olan kisilerde serum HO-1 diizeylerinin diisiik oldugu bildirilmistir (76).
Ayrica, yakin zamanda yapilmis olan bir baska calismada, IP ile AMI yapilan siganlarda,
luteolinin miyokard hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugu ve bu olayda HO-1 indiiksiyonunun

bir katkis1 olabilecegi bildirilmistir (106).

Biz bu calismamizda, farkli bir yaklasimla, HO-1’in AMi’deki koruyucu etkilerini,
ekzojen HO-1 mRNA indiikleyicileri (CoPP ve ZnPP) kullanarak, deneysel AMI modeli
iizerinde invivo kosullarda arastirmayr amagladik. Bu amacla, sicanlarda deneysel AMI
olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilan, sentetik bir katekolamin ve beta adrenerjik agonist
olan IP kullandik. IP’nin toksik dozlarinin kalp hiicrelerinde yaygin nekroza neden oldugu
daha once bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir (86,90,127). Bu ¢alismalarda bazi arastiricilar 110
mg/kg IP dozunu (6,25), bazilar1 150 mg/kg dozunu (88,125), digerleri de 200 mg/kg
dozunu (1,118) kullanmislar ve farkli saatlerde yaptiklari incelemelerde AMI olusumunu
serum troponin, CK, CK-MB, AST ve LDH enzimlerinin artisiyla gostermislerdir. Biz
caligmamizda, siganlara 200 mg /kg IP uyguladiktan 4 saat sonra TnT diizeylerindeki anlamli
artiglar ile AMI olustugunu gosterdik. Bunun yam sira, IP uygulamasindan 12 saat &nce
COoPP ve ZnPP verilen gruplarn (CoPP+IP ve ZnPP+IP) serum TnT diizeylerinde de kontrol
gruplarima (kontrol, CoPP, ZnPP) gore saptadigimiz artislar ile bu gruplarda da
kardiyomiyosit nekrozu oldugunu kanitladik. Buna ek olarak, CoPP+IP grubunda iP grubuna
gore anlaml1 bir azalma saptadik. Bu azalmadan, koruyucu etkileri oldugu bilinen HO-1’in
indiikleyicisi olan CoPP’in sorumlu olabilecegini diisiindiik. Bunun yani sira, ZnPP+IP

grubuna ait TnT degerlerinde IP grubuna gére bir degisiklik saptanmadi.

Kalp dokusunda, HO-1 protein diizeyleri incelendiginde ise, HO-1 ekspresyonunun,

gerek sadece metalloporfirin verilen gruplarda (CoPP, ZnPP) gerekse AMI olusturulan
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gruplarda (IP, ZnPP+iP, CoPP+ IP) kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis oldugu

bulundu.

Bilindigi gibi, metalloporfirinler HO-1 indiiksiyonu veya inhibisyonu igin siklikla
kullanilan bilesiklerdir. CoPP, HO-1 gen indiiksiyonu i¢in kullanilirken, ZnPP genellikle HO-
lenzim inhibit6rii olarak kullanilmaktadir (42,114,122) Bununla birlikte, ZnPP’nin HO-1’in
gen diizeyinde indiiksiyonuna da neden oldugu bildirilmistir (68). Biz ¢alismamizda, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, ZnPP verilen gruplarda da (ZnPP, ZnPP+iP) CoPP verilen
gruplara (CoPP, CoPP+IP) oranla, daha az olmak iizere HO-1 ekpresyonunun arttigini bulduk.
Sadece CoPP verilen ve CoPP ile birlikte IP verilen (CoPP+IP) gruplara ait HO-1
diizeylerindeki artiglar IP grubu ile karsilastirildiginda, HO-1 diizeylerinin yine anlamli olarak
artmis oldugu saptandi. CoPP ve CoPP+IP gruplarinda gériilen bu artislar, CoPP’in HO-1i
onemli oranda indiiklediginin bir gostergesidir. HO-1 ekspresyonunun anlamli arttig1
CoPP+iP grubunda, es zamanli olarak TnT degerlerinde goriilen anlamli azalma ise, HO-1
indiiksiyonunun AMI sonras1 miyosit kayb: iizerine kardiyoprotektif etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Bunun yamsira, IP grubuna gore HO-1 ekspresyonunun degismedigi
ZnPP+IP grubunda, es zamanl troponin dl¢iimlerinde herhangi bir degisiklik goriilmemistir.
Bu sonug bize, ZnPP’nin HO-1 enziminde indiiksiyon yaptig1 halde, miyokard {izerine AMI
sonras1 koruyucu etkisinin olmadigin1 gosterdi. Kontrol grubuna gére, ZnPP+IP grubunda
HO-1 diizeylerinde goriilen bu artiglar, ZnPP’nin HO-1 {izerine etkisinin gen diizeyinde

olabilecegini, enzim aktivitesi lizerine ise inhibitor etkisinin olabilecegini diigiindiirdii.

Diger yandan, IP uygulamasindan sonra serum (6,90,127) ve kalp dokusunda
(6,90,127) lipit peroksit diizeylerinin arttig1 ve IP ile indiikklenen AMI etiyolojisinde lipit
peroksidasyonunun 6nemli bir rolii oldugu ileri siiriilmektedir. Baz1 caligmalarda gerek
serumda (90), gerekse kalp dokusunda (6,90) antioksidan enzim aktivitelerinde ve antioksidan
bilesiklerin diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir. Biz bu ¢alismamizda, kalp dokusunda
lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde kullanilan parametrelerden DK diizeylerinde ve
antioksidan sistem parametrelerinde herhangi bir degisiklik saptamadik. Bununla birlikte, PK
diizeylerinin ise, AMI olusturulan gruplarda (iP, ZnPP+iP, CoPP+ IP) tiim kontrol grubuna
gore anlamli olarak artmis oldugu bulundu. PK diizeylerinde goriilen bu artisin yani sira, ayni
zamanda stres ile indiiklenen bir protein olan HO-1 ekspresyonunda goriilen artislarin, IP ile
AMI olusturulan kalp dokusundaki oksidatif stresi yansittig: ileri siiriilebilir. Gergekten de,
HO-1 mRNA ekspresyonundaki artiglarin  hiicresel oksidatif stresin  bir gostergesi

olabilecegini gosteren calismalar mevcuttur (61). Ancak, AMI olusturulan gruplarin PK
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diizeylerinde gruplararasi anlamli bir farklililk bulunmamasi, HO-1’in koruyucu etkilerini
antioksidan  etkisi  disinda  bagska  mekanizmalar  iizerinden  gosterebilecegini

diisiindiirmektedir.

TnT ile HO-1 protein diizeyleri arasindaki bu iliski bize HO-1 indiikleyicilerinin AMI
tedavisinde umut vaad eden bir rolii olabilecegini diistindiirmektedir. Gergekten, son
zamanlarda farmakolojik modiilasyon veya gen transferi yoluyla HO-1 asir1 ekspresyonunun,
gelecekte, terapotik planlama ve yeni tedavi stratejilerinin  olusturulmasinda Onemli
olabilecegi ileri siiriilmektedir (66,78,79,96). Ornegin, bu konuyla ilgili calismalardan birinde,
mezenkimal kok hiicrelerinin hipoksi ile regule edilen HO-1 vektdr modifikasyonunun,
implantasyon sonrast hiicreleri apoptozisden koruyarak, nakledilen mezenkimal kok
hiicrelerinin yasam siiresini arttirdigi, iskemik kalbin daha az proinflamatuvar sitokin iirettigi,
daha az inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna sahip oldugu ve en onemlisi daha iyi kardiyak

fonksiyona sahip oldugu bildirilmistir (108).

Ozetle, HO-1’in asir1 ekspresyonu ile birlikte, kok hiicre terapisinin kombinasyonu,
kalp hastaliklarmin tedavisinde yeni stratejiler saglayabilir. Bu ¢alisma, bu yonde yapilacak

arastirmalara destek niteliginde olabilir.
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