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SICANLARDA, Na'/H" ZIT TRANSPORT INHIiBiSYONU VE KARNOZIN
UYGULAMASININ, KALP iSKEMIi/REPERFUZYONUNDA IYILESTIRICI
ETKIiSi
Kalender OZDOGAN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Haziran 2015
Danmisman: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
OZET
Kalp dokusunda iskemi-reperfiizyonun (I/R) neden oldugu kontraktiir ve ona bagli hiicre

oliimlerinin nedeni hiicre ici artan H" iyonu ve buna bagli Na'-H" degistiricinin (NHE1) aktive
olmasidir. Karnozin (KAR) hem antioksidan 6zelligi hem de hiicre igi iyi bir H™ tamponlayic1
olmas1 nedeni ile I/R hasarin1 azaltmaktadir. Calismanin amaci, I/R gelistirilen sigan kalplerinde
NHE1 inhibitdriiniin (kariporid, KRP) kalp hiicre fonksiyon ve biyokimyasina -etkisini
arastirmak, KAR ile birlikte NHE1 inhibitdr verilmesinin, KAR1n kardiyoprotektif etkisinde H"
tamponlayici roliiniin 6nemini ortaya koymaktir.

Calisma, izole kalp dokusunda global I/R gelistirilen (kontrol, KONT, n=15), reperfiizyon
esnasinda KRP verilen (10pm/L, Krebs-Henseleit solusyonu igerisinde) (KRP, n=15), 2 hafta
KAR verildikten sonra ( 200mg/kg/giin, i.p.) kalp dokularina reperfiizyon esnasinda KRP
verilen (KAR+KRP, n=15) ve 2 hafta KAR verildikten sonra (200mg/kg/giin, i.p.) I/R yapilan
(KAR, n=15)olmak flizere 4 grupta yapilmistir. Her grupta 6 olmak iizere 4 grubun kalp
dokularinda sol ventrikiil sistolik basing (SVSB) ve sol ventrikiil diyastol sonu basinglari
(SVDSB) olgiilmiistiir. Sol ventrikiil basing gelisimi (SVBG), sol ventrikiill maksimum-
minimum basing degisim hizi (+dP/dt), yukaridaki parametrelerden hesaplanarak elde
edilmistir. Aymi1 kalplerde nekrotik alan Ol¢lilmistiir. Ayrica her grubun 9 hayvaninin
kalplerinde EKG parametreleri kayitlanmig, daha sonra bu kalpler homojenize edilerek
malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve mitokondriyal ATP
miktar1 6lglilmiistiir.

KRP uygulamast KONT grubuna gére MDA’da azalmaya (p<0.003), SOD ve KAT
aktivitesinde artisa (sirasiyla p<0.001, p<0.006) neden olmustur. Mitokondriyal ATP miktarinda
azalma gelismis olmasina ragmen nekrotik alan KRP uygulamasi ile azalmistir (p<0.001). iki
hafta KAR verildikten sonra kalp dokularma reperfiizyon esnasinda KRP verilen (KAR+KRP)
grupta ise MDA’daki azalma daha da fazla olmus, SOD ve KAT aktivitesinde azalma
gelismistir. Yine mitokondriyal ATP iiretimi daha da azalmis buna ragmen nekrotik alan sadece
KRP verilen gruba gore daha fazla azalmistir (p<0.001). KRP uygulamasimin olumlu etkileri
ventrikiil basing ve EKG bulgularina tam olarak yansimamustir. Sadece KAR verilen grupta
KONT a gére I/R esnasinda gelisen oksidan stres daha az, antioksidan savunma ise daha fazla
gelismigtir. Mitokondriyal ATP tiretimi KONT’dan 6nemli oranda artig gostermistir (p<<0.001).
Bu olumlu etkilere bagli olarak I/R esnasinda nekrotik alan gelismemistir. Karnozinin I/R
esnasinda yapmis oldugu bu olumlu etkiler ventrikiil fonksiyonu ve EKG’sine de olumlu sekilde
yansimuistir.

Sonug olarak KRP, I/R esnasinda kalp hasarlanmasini azaltmis, KAR ile birlikte verilmesi ise
bu etkisini artrmamistir. KAR’m tek basina olan yararli etkisinin daha fazla oldugu
gOrilmistiir.

Anahtar kelimeler: Na'/H™ degistirici 1 (NHE1), Iskemi/reperfiizyon, Karnozin,
Mitokondriyal ATP, Kalp, Oksidan-Antioksidan
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THE Na'/H" COUNTER TRANSPORT INHIBITION AND CARNOSINE
TREATMENT, CARDIAC ISCHEMIA / REPERFUSION INJURY HEALING EFFECT
IN RATS
Kalender 0ZDOGAN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Doctorate Thesis, June 2015
Supervisor: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
ABSTRACT
Increased H+ ion concentration and the activation of Na'-H" exchanger (NHE1) are the causes

of contracture and cell deaths induced by ischemic reperfusion (I/R) injury of the heart.
Carnosine (CAR) decreases the I/R injury because it’s a good antioxidant and can buffer H+
ions. The aim of this study is to investigate the effect of the NHE inhibitor (Cariporide, CRP) on
the function and biochemistry of cardiac cells and to reveal the importance of the buffering of
H+ ion in cardioprotective effect of the combination of CAR and NHE!1 inhibitor in the I/R
injury of the heart in rats.

The study includes four groups: first one is the control group with global I/R in isolated cardiac
tissue (Control, CONT, n=15), second group was given cariporide (10um/L, in Krebs-Henseleit
solution) during reperfusion (CRP, n=15), third group was given carnosine (200 mg/kg/day,
i.p.) for two weeks before I/R and was given cariporide (10pm/L) during reperfusion
(CAR+CRP, n=15) and fourth group was given carnosine (200 mg/kg/day, i.p.) for two weeks
before I/R (CAR, n=15). In cardiac tissues of 6 rats in each group, left ventricular systolic
pressure (LVSP) and left ventricular end diastolic pressure (LVEDP) were measured. Left
ventricular developed pressure (LVDP) and the maximum-minimum rates of change in left
ventricular pressure (+dP/dt) , were obtained by using above parameters. Necrotic area was
measured in the same cardiac tissues. Besides, ECG parameters heart of 9 animals in each group
were recorded. Then the hearts of these animals were homogenized and malondialdehyde
(MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and mitochondrial ATP levels were
measured.

The appliaction of CRP caused a decrease in MDA (p<0.003), and an increase in the activity of
SOD and CAT (respectively p<0.001, p<0.006) with respect to the CONT group. Although
there is a decrease in the amount of mithochondrial ATP, necrotic region decreased with CRP
application (p<0.001). In the rats that were given cariporide during reperfusion after carnosine
treatment for two weeks before /R (CAR+CRP), the decrease in MDA became larger, the
decrease in the activities of SOD and CAT improved (p<0.001). Even though the mitochondrial
ATP generation decreased further again, necrotic region decreased compared to the only CRP
given group. The positive effects of CRP application has not been completely observed on
ventricle pressure and ECG results. Only in CAR given group compared to CONT, the oxidant
stress which emerges during I/R developed less and antioxidant defense developed more.
Mitochondrial ATP generation significantly increased compared to CONT group (p<0.001).
Due to these positive effects, necrotic region has not developed during I/R. These positive
effects caused by carnosine during I/R has affected the ventricle function and ECG positively.
As a result, CRP has decreased the damage to the heart during I/R; but giving it together with
CAR has not increased its effect further. The positive effect of CAR has been observed more on
its own.

Keywords: Na'/H" exchanger-1, Ischemia/Reperfusion, Carnosine, Mitochondrial ATP, Heart,
Oxidant-Antioxidant
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1. GIRIS VE AMAC

Intraselliiler pH (pHi) homeostazi hiicrenin hayatta kalmasi igin son derece dnemlidir
(1). pH degisiklikleri, kas kasilmasi, hiicre-hiicre etkilesimi, membran potansiyeli ve
iletkenliginin yani sira, hiicresel metabolizma, hiicre biiylime—¢ogalmasi ve hiicre hacim
regililasyonundaki degisiklikler gibi hemen hemen tiim hiicresel siireclerden sorumludur
(2-6). Ozellikle pH degisikliklerinden ¢ok kolay etkilenen proteinlerin giiglii bir sekilde
iyonlagsmas1 onlarin tersiyer-kuarterner yapilarini etkiler ve herhangi bir degisiklik,
proteinin fonksiyonunu kolay bir sekilde bozabilir (7). pHi, hem aktin filamentlerinin
capraz baglanmalar1 hem de tiibilin polimerizasyonunu etkiledigi i¢in hiicre
biitiinliigiinii diizenlemede de ana regiilatérdiir (8). Intraselliler H" iyon miktar:
yiikseldigi zaman mitokondriyal Ca™/H" degistirici pompa aktive olur. Bunun sonucu
olarak sitoplazma igindeki Ca™ seviyesi yiikselir (9). Ayrica pH degisiklikleri elektrolit
dengesini etkilediginde (dzellikle Na’, ClI" ve K' iyonlar1) fizyolojik bozulma
gozlenebilir (6). Iyon kanallari, iyon iletkenligi ve kanal agilip kapanmast i¢in en uygun
intraselliiler ve ekstraselliiler pH’ya ihtiya¢ duyar. pH’daki sapmalar membran
potansiyelini degistirebilir ve sinir-kas hiicrelerinin uyarilabilirliklerini etkiler (6, 10-
12). Pek cok hiicre i¢i mesajc1 ve sinyal yolaklar1 da yine pHi’deki degisikliklerden
etkilenir (13). Hiicre ¢ogalmasia 6n ayak olmada pHi’nin rolii aktif bir arastirma alan1
olmustur (6). Ayrica sitozolik pH’daki artis bir¢cok farkli doku hiicrelerinin farklilagsmasi
ile baglantili olup, kanserin farkli bir etkeni olabilmektedir (14). Normalin 0.3-0.4

altinda olan asidik pH’nim apopitozu tetikledigi gosterilmistir.

Hiicre i¢ci pH’sin1 korumak zorunda olan, farkli pH igerigine sahip bir¢cok organel
mevcuttur. pHi’deki bu farkliliklar organellerin diizgiin ¢alismasi, hiicrenin hayatta
kalmasi, fonksiyonu ve ¢ogalmasi i¢in hayati bir 6neme sahiptir (10, 15). Mitokondriyal
matriks oldukca alkalidir. Bunun sebebi mitokondri i¢ membranindaki elektron tasima

zincirinde rol alan proteinlerin disar1 H™ atmasidir (15-17). pHi’nin tam olarak rolii ve



belli basli mekanizmalar a¢ik olmamasina ragmen mitokondrinin pH’sindaki
degisiklikler, mitokondri bagmmli apopitoz gelisiminin baslangicindaki olaylarla

baglantilidir.

Fizyolojik tamponlar ve asit-baz tasiyicilar, bir dizi sinyal doniisiim yolaklar1 ve pH
regiilasyonunda rol alan tasiyicilar1 modiile eden yardimci proteinler pH’nin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (18). Viicudumuzda {i¢ 6nemli hiicre tampon sistemi
mevcuttur. Bunlar fosfat, bikarbonat ve protein tampon sistemleridir. Fosfat tampon
sistemi, Oonemli bir intraselliiler tampon sistemdir. Bikarbonat tampon sistemi, pHi
regililasyonunda 6nemli bir role sahiptir. Ekstraselliiler ortamda CO;’nin smirsiz bir
kaynag1 olarak rol alir, ayrica bu sistemin bilesenlerini (CO, ve HCO3") regiile eder.
(19). Son olarak protein tampon sistemleri ise tiim intraselliiler fizyokimyasal tampon
kapasitesinin % 75 kadarindan sorumludur. Ayrica proteinler, pek cok iyonlasabilir
gruplar icerir, Ozellikle de histidin tiirevi (karnozin gibi) proteinlerdeki imidazol

gruplar1 bu sekildedir (20, 21).

pH’daki akut degisiklikler, c¢esitli tampon sistemlerce minimize edilmesine ragmen,
kronik veya biiyilk degisikliklerden pH homeostazinin korunmasinda asit baz
konsantrasyonlarin1 kontrol etmek i¢in kompleks mekanizmalar gelistirilmistir.
Protonlarin (H") veya bazlarin (HCO;") hiicre membranindan alinmasi veya atilmasi

bircok tastyici sistemin karsilikli etkilesimi ile gergeklestirilir (19).

Kalpte, pH1’yi notral araliga yakin degerlerde korumak i¢in asit ve bazlarin metabolik
dalgalanmalariyla hizli bir sekilde basa ¢ikmak i¢in karmasik bir sistem gelistirilmistir
(22-24). Intraselliiler pH’daki dalgalanmalara karsi ilk savunma hatt1 intraselliiler
tamponlamadir. Bu, baslica proteinler iizerindeki histidin kalintilar1 (rezidiileri)
(insintrik ~ tamponlama) ve  CO,/HCO’3;  tampon  sistemi  aracilifiyla
gerceklestirilmektedir. Sarkolemmada bulunan bes iyon tasiyici protein, membrandan
H"li iyonlar1 (H",OH ve HCO?) tasiyarak pH’nin diizelmesine aracilik ederler. Bu
tastyicilardan, asit ¢ikismi saglamak i¢in Na -H' degistirici (NHE) ve Na -HCO';
birlikte tasiyict (NBC) proteinleri islev yaparken, asit yiikklemeden ise anyon degistirici
(AE) ve CI/OH degistirici (CHE) proteinler sorumludur. Besinci degistirici protein ise
monokarboksilik asit tastyici (MCT) olup, her iki yonde de calisabilir (22, 25-27).

Fizyolojik olarak pHi hareketliligine hem mobil hem de sabit tamponlar aracilik

etmektedir. Proteinler, H" difiizyonunu kisitlayan molekiiler agirliklarmdan dolay1 ¢ok



diisiik intraselliiler hareketlilige sahiptir (27). Hiicre icindeki bu H"leri hiicre i¢inden
disar1, disaridan igeri mekik dokuma seklinde tasinmasi icin mobil tamponlar olarak
gbrev yapan diisiik molekiiler agirlikli sitoplazmik H' tasiyicilar mevcuttur. Kalbin
kendine 6zgii mobil tamponlarmin ¢ogu, histidin dipeptitler veya histidin iceren
dipeptitlerdir. Bu kiigiik molekiiller (asetilkarnozin, anserin ve homokarnozin)
fizyolojik araliga yakin bir pKa degerine sahiptir. Sitoplazma ve sarkolemma arasinda

H" iyonlarmi mekik gibi tasirlar (28, 29).

Intraselliler pH’min dalgalanmalar1 kalpte siirekli gdzlenmesine ragmen, &nemli
diizeydeki asidoz durumu, pHi’nin yaklasik 6.5’e diistiigii miyokardiyal iskemi (MI)

gibi patofizyolojik durumlar siiresince gézlenebilir (30, 31).

iskemi periyodu siiresince gelisen hafif diizeydeki bir asidoz hiicre igerisine Ca™
girisinde azalma meydana getirecegi ve mitokondride asir1 kalsiyum birikimini
Onleyecegi i¢in avantaj sagladigi bildirilmistir. Reperflizyon veya yeniden oksijenlenme
esnasinda NHE araciliyla Na™nm hiicre igerisine, bunu takiben Na/Ca™ degistirici
(NCX) ters calisarak hiicre i¢cine Ca™yi, hiicre disina Na™ tasinmasi gerceklesir.
Boylece intraselliiler Ca™ ¢ok artar. Agsi1 kalsiyum yiiklenmesi sarkoplazmik
retikulumdan (SR) spontan Ca™ salmimma neden olur ve bu da ektopik atimlar ve
kardiyak aritmilere yol agar. pHi’nin indiikledigi Ca™* asir1 yiikii, ayrica mitokondriyal

fonksiyonun bozulmasina neden olur (32).

NHE’ler, asir1 asit birikimine karsi hiicreleri koruyan, membranda bulunan tasima
proteinlerinin biiylik bir grubunu olusturur (33). Bu degistirici proteinler pHi
reglilasyonunun yam sira ¢esitli hiicresel fonksiyonlara katki saglamaktadir (34-36).
Bunlar arasinda hiicre hacim regiilasyonu, hiicre ¢cogalmasi ve organellerin iyon - hacim
homeostaz1 sayilabilir (37-39). NHE izoformlari, genellikle farmakolojik ajanlara olan
duyarliliklar ile karakterize edilir (6zelliklede amilorid ve tiirevlerine). NHE1, amilorid
tiirevi ajanlara en duyarli olanidir, NHE2 ise daha az duyarlidir, NHE3-4-5 ise en az
duyarl olan gruptur (1, 3). NHE’lerin diger farmakolojik inhibitorleri HOE694 ve
HOE642’yi (KRP) igeren agilguanin bilesikleridir (40, 41). NHEI1, bikarbonat
tastyicilar ile birlikte pH1’nin normal degerde tutulmasini saglar, bunun yaninda anyon
degistirici proteinler ve hiicre i¢i sivinin osmozu araciligiyla hiicre igine giren CI girisi
ve onu takip eden Nagirisi ile hiicre igerisindeki hacim artislarini engeller. Bazi hiicre

tiplerinde NHE1 farkli bolgelerde bulunur ki bu bdlgelerin hiicre foksiyonlarinda



ozellesmis rolleri olabilir. Ornegin kalp miyositlerindeki degistirici, interkale disklere
ve T tiibiillere yogun bir sekilde lokalize olmustur (42). NHE1’in bir diger fonksiyonu
ise hiicre cogalmasi ve farklilagsmasi ile iligkilidir. Kimyasal mutajenlerce NHE11 eksik
olan hiicrelerin yan1 sira NHE1’den yoksun fare fibroblastlarinda hem hiicrelerin
cogalmasi (3, 4) hem de farklilasmasindaki (43) yolaklarin bozuldugu gosterilmistir.
Hiicre ¢ogalmasindan ayr1 olarak NHE1’in diger 6nemli bir fizyolojik rolii ise, apopitoz
ve nekroz ile hiicre 6liimiinii modiile etmesidir (34). Hiicre 6liimiinii, osmotik stres ya
da hiicre i¢i pH'y1 degistirmek sureti ile indirek olarak ya da direk hiicre 6lim

yolaklarini aktive ederek yapmaktadir (44).

KAR’mn intraselliiler hidrojen iyon konsantrasyonunu diizenlemesi yoniinde bir veya
birden ¢ok rolii oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. KAR etkin bir fizyolojik
tampondur (45).

Calismanin amaci, I/R gelistirilen sigan kalplerinde NHEI inhibitériiniin (KRP,
HOEG642) kalp hiicre fonksiyon ve biyokimyasina etkisini arastirmak, KAR ile birlikte
NHE inhibitér verilmesinin, KAR’in kardiyoprotektif etkisinde H' tamponlayici

roliiniin 6nemini ortaya koymaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. MiYOKARDIYAL iSKEMI REPERFUZYON HASARI

Miyokardiyal iskemi (Mi), bir veya birden fazla koroner damarda meydana gelebilecek
kismi veya tam bir tikanmaya bagli olarak olusur. MI, koroner kan akimmin azalmasini
takiben kalbin O, ve besin ihtiyacinin karsilanamamasi1 olayidir. Bu olay sonunda,
kalpte besin ve O, yetersizligine bagli olarak zararli metabolizma maddelerinin
ortamdan yeterli oranda uzaklastirilamamas1 ve organda kalic1 hasarlarin olugsmasi s6z
konusu olmaktadir. MI’nin nedeni olan tikanma genellikle aterosklerotik plak

olusumunun tipik bir sonucudur (46).

Iskemi ve/veya reperfiizyon siiresi uzadig1 zaman, geri doniissiiz hiicre 6liimlerinin
meydana geldigi nekrotik alanlar olusur (47). Nekrotik doku, kasilma aktivitesini
gerceklestiremez, nekrotik olmayan bolgeler bu durumu telafi etmeye calisir. Infarkt
olmayan dokulara olan talebin artisi, kalp yetmezligi ve zararli fonksiyonel
degisikliklere sebep olabilir (48). Bu yilizden infarkt alanin olusmasmin dnlenmesi veya
sinirlandirilmas1 ¢ok onemlidir. Mi’nin ilk tedavisi, iskemi sonrasinda canliligini
siirdiirebilecek dokularin kurtarilmasi i¢in blokajin ortadan kaldirilmasi ile olur. Bu
durum iskemik miyokardiyuma yeniden oksijenlenmis kan giriginin gerceklesmesiyle
yani reperfiizyon ile olur.

Reperfiizyon, klinik olarak anjioplasti, trombolitik terapi ve bypass cerrahisi ile
saglanmaktadir (47). Geri doniisiimsiiz hiicre 6liimiine neden olan iskemi, reperfiizyon
sayesinde geri doniisiimlii hasarlara sebep olabilir (48). Reperflizyon iskemi tedavisi
icin temel unsurdur fakat reperflizyon, iskemik hasardan farkli mekanizmalar ile dokuda
hasar olusumuna veya miyokardiyum Oliimiine sebep olan bir ortam olusturur (49).
Iskemiden dolayr meydana gelen hasar sonucu olusan bilesikler, reperfiizyonda
beklenmedik metabolik ve kimyasal degisikliklere sebep olacagi i¢in hem iskemi hem
de reperfiizyon miyokardiyal hasar ve infarkt alan olusumundan sorumludur (49).

En onemlisi, iskemi ve reperflizyon hasar1 homojen degildir ve ¢ok sayida faktoriin bir



araya gelmesiyle hasar ve infarkt alan olusumu s6z konusudur (50). Her iki olayda da
hasar, kalsiyumun asir1 birikimi ve oksidatif stresten kaynaklanmaktadir. Bunlar ¢ok
sayida biyolojik molekiillerle etkilesim halindedir ve iskemi reperfiizyon hasariin ana

yolaklaridir (Sekil 2.1.).

Stabilizasyon iskemi

Intraselliiler l Oksidatif Tatiaseliiler

Ca” birikimi stres olusum Ca birikimi
Dokuda “ pH’nin \
asidozis diizenlenmes

Sekil 2.1. Langendorff kalp modelinde iskemi/reperfiizyon olaymin sematize edilmesi
ve strasiyla iskemi/reperflizyon hasarinin mekanizmalariin gosterimi. ATP: Adenozin
trifosfat, : Mitokondriyal permabilite transition por, pH: Hidrojenin giicii

ATP
azalmasi

Oksidati
stres olusum

2.1.1. iskemik Hasarin Mekanizmalan

Miyokardiyal iskemi, kardiyomiyositlerin normal performansi ve hayatta kalmasi igin
gerekli olan oksijen ve besinlerin azalmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Hiicresel
homeostaz, ATP miktarmin regiilasyonuna dayanmaktadir. Bu ylizden ATP’nin aerobik
mekanizmalarca iiretimi iskemik kosullar altinda ciddi oranda azalmakta ve hiicre
anaerobik ATP lretiminden ihtiyacini gidermeye ¢aligmaktadir ancak aerobik iiretime
kiyasla ATP tretimi yetersizdir(51). Glikolizin yetersizligini, inorganik fosfat, laktat ve
H"”nin asir1 miktarda artis1 takip etmektedir (47). Uzun iskemi periyodu siirecinde
anaerobik glikolizden yeterli enerji karsilanamaz ve meydana gelen asidik kosullarla bu
durum bir araya geldiginde kardiyomiyositlerin hasarlanmas1 ve 6liimiine sebep olabilir

(47).

Iskemi siiresince bozulan ATP sentez hizi biiyilk oranda ATP bagimli pompalarin
fonksiyonunda bozulmaya, bu durum da hiicresel membrandaki iyonik durumlarda
dengesizliklere sebep olur. Bu dengesizligin ana etmeni sodyumun intraselliiler birikimi
ve potasyumun ekstraselliiler ortama c¢ikisidir. Bu durum hiicrenin ozmotik olarak
sismesine ve sarkolemmada hasara sebep olur (47). Hiicresel iyon dengesindeki bu
bozukluk Na'/K* ATP bagimli pompanin ve intraselliiler asidoz ile aktiflesen Na'/H"
degistirici proteininin bir etkisidir. Tiim iyon dengesizlikleri voltaj bagimli kalsiyum
kanallarinin aktivasyonu ile kalsiyumun hiicre i¢ine girisine sebep olur. Bunun yani sira

Na /Ca™ degistirici tersine ¢alisir. Yiiksek enerjili fosfatlarin eksikligi SR’ye Ca™



almmasimda bozulmaya sebep olur ve sitozolik kalsiyumun daha da fazla birikmesine
izin vermis olur (47). Sitozolik Ca™>’daki artis, fosfolipazlar, proteazlar ve kalpainlerin
aktivasyonuna neden olur, bunlarda iskemik kontraktiiriin yani sira membranda sismeye
bagl olarak yirtilmalara ve hiicresel hasarlara neden olmaktadir (47, 52). Iskemik
kontraktiir, hiicre i¢indeki ATP nin eksikligi ve Ca™’nin varlig1 sonucunda olmaktadr,
bu durum aktin miyozin ¢apraz koprii dongiisinde bozulma ve sol ventrikiil diyastol
sonu basincinda (SVDSB) belirgin bir artisa neden olmaktadir. Kontraktiir,
kardiyomiyositlerin hiicre iskeletinin daha kirilgan ve mekanik hasarlardan kolay

etkilenebilmesine sebep olabilir (Tablo 2.1.) (50).

Tablo 2.1. Izole sigan kalbinde MI siiresince gergeklesen olaylar.

ZAMAN SONUC
» 1-2. Dakika »  ATP seviyesi diiser; kasilma durur.
> 10. Dakika >  ATP % 50 tiikkenir; Hiicresel 6dem, membran

potansiyelinde diisiis, hiicre uyarlabilirliginde
artis ve aritmilere hassasiyet gelisir.

» 20-24. Dakika >  Geri doniistimsiiz hiicre hasar1 meydana gelir.

Hiicresel sistemlerdeki iyon dengesinde bozukluklara ilaveten iskemi siiresince
meydana gelen reaktif oksijen tiirlerindeki (ROT) artist da hiicreye agir hasarlar
vermektedir. Oksidatif stres; lipitler, proteinler ve DNA iceren bir hiicrenin tiim
bilesenlerinde hasara sebep olabilir. Bunun sonucu olarak da miyokardiyumda
fonksiyon bozukluklarinda artis ve hem kalict hem de onarilabilir hasarlar ortaya
¢ikabilir. Iskemi siiresince meydana gelen ROT un baslica kaynaklari, mitokondriyal
elektron tagima zinciri, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz sistemleridir (47). ROT,
dogrudan iyon tasmimini, lipit peroksidasyonunda rol alan membran enzimlerini,
pompalar1 ve protein kanallarini etkiler bu durumlarda membran gecirgenliginde
degisiklige sebep olabilir (53). Ayrica ROT, Ca™ tagmmasmda bozukluklara neden
olabilir boylece iyon tasinmasi iizerine ATP’deki azalmanin olumsuz etkileri ortaya
cikar(54). ROT’lar Ca™ ile uyarilan SR ve sarkolemmal Ca™ ATPaz aktivitesini
bozabilir, dolayisiyla SR icine veya hiicre disina Ca™ tagmmasinda azalma ve iskemik

hiicrede asir1 kalsiyum birikimi s6z konusu olur (48, 55).



Hipertansif siganlarla (HS) yapilan ¢alismalarda iskemiye yatkinligin, Ca" taginmasinin
diizenlenmesi, iyon homeostazi ve enerji metabolizmasindaki bozukluklara bagli olarak
arttig1 gosterilmistir (56). Sol ventrikiil hipertrofisi bulunan HS’de iskemik kontraktiiriin
baslangigta daha hizli ve daha genis bir bolgede oldugu gosterilmistir
(57, 58). Enerji metabolizmasi, iskemi stiresince daha az ATP ve kreatin fosfat icerigine
sahip olan HS’lerde normal sicanlar ile karsilastirildiginda farklilik gostermistir (59,
60). Iskemi siiresince azalan antioksidan potansiyel ve hiicre igindeki artnus Na'

miktari, iskemiye yatkinligin artigina katki saglamis olabilir (61).

2.1.2. Reperfiizyon Hasarinin Mekanizmasi

Iskemik bdlgenin reperfiizyonu canli dokunun geri kalan kisimlarmm kurtarilmas: ve
yeniden oksijenlendirilmesi i¢cin gereklidir. Reperfiizyon siirecinde iskemik
miyokardiyumda oncelikli olarak kan akiminin diizenlenmesi, mitokondrilerde yeniden
enerji liretimi, pH nin hizl bir sekilde diizenlenmesi, oksidatif streste arti, inflamatuvar
sinyal olusumu, “mitokondriyal permeability transition pore” (mtPTP)’lerin agilmasi ve
hiperkontraktiire sebep olan hiicre i¢i kalsiyumun asir1 artig1 gibi bir dizi olay meydana
gelir (49) (Sekil 2.2.). Reperflizyon hasarinin patogenezi siirekli olarak arastirilmasina

ragmen, sinyal yolaklar1 karmasik ve tam olarak anlasilamamuistir.
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.................................................................................................................................................................................................................................................. HUCREOLUMU
Sekil 2.2. Reperfiizyon baslangicinda kardiyomiyositlerde degismis Ca™ kullanimmin
mekanizmalar1 ve sonuglari. Siyah oklar ana olaylar1 gostermekte, kirmizi oklar ise
onemli modiile edici faktorleri gostermektedir. GBPR; G-bagimli protein reseptorler,
IP3; Inozitol trifosfat, NOS; Nitrik oksit sentaz, ROT; Reaktif oksijen tiirleri AKT;
Protein Kinaz B



Reperflizyon siiresince mitokondri, iskemi siiresince tiikenmis olan enerji depolarinin
yeniden dolmasi ve oksijen tagmiminin yeniden eski haline donmesiyle islevsel hale
donmeye baslar. Boylece mitokondri yiiksek oranda ROT iiretir ve elektron tagima
zincirinden ROT’lar sizar (52, 62). Ayrica asidik miyokardiyumdaki oksijenin hizli
artis1 bir hidroksil radikal reaksiyonunu tetikler ve bu stres durumuda nitrik oksit
salinimmin azalmasi ile sonuglanir. Yiiksek miktardaki ROT; lipitler, proteinler ve
DNA’ya zarar vererek hiicresel hasara yol acar. Ayrica ROT’lar apopitoza, SR’nin
hasarlanmasma ve Ca™ sizintisma sebep olabilir. Bunlarin haricinde ROT’lar,
reperflizyon sonrasindaki kardiyomiyosit 6liimiine aracilik eden nétrofilleri ve diger
inflamatuvar medyatorleri ¢eker (49).
Kalsiyum, reperflizyon hasarmin patogenezinde dnemli bir role sahiptir. Reperfiizyon
esnasinda iskemiden kaynaklanan vyiiksek sitozolik Ca™ seviyesinin nedeni;

¢ Yeniden enerjilenmis membran tasiyici proteinleri tizerinden ani Ca™ girisi (49),

+ Kontrol edilemeyen miyofibriler aktivasyonun neden oldugu hasarlanmis SR’de

meydana gelen Ca”™ salmmmlaridir (63).
Ayrica SR’de reperfiizyonda asir1 Ca™ tutulumu baslar ve SR, Ca™ ile dolduruldugu
zaman, iyon homeoastazisi olmaksizin asir1 ATP tiiketimi gerektiren bir Ca™ alinimi ve
salmimi dongiisii ile sonuglanabilir(51).
Calismalarda, reperfiizyon siiresince hipertansif siganlarda normotensif sicanlardan daha
hizli bir Ca™ yiiklenmesi oldugu gozlenmistir(64). Sitozolik Ca™ seviyesinin siirekli
yiiksek olmas1 hiperkontraktiire sebep olabilir; bu durum, iskemi siirecinden daha biiytik
bir SVDSB olmasma ve kardiyomiyosit oliimiine (kontraktiir) neden olabilir (63).
Ayrica bu kontraktiir miyokardiyum i¢indeki mikro damarlarin sikismasina sebep
olabilir bu da azalmis perfiizyonla sonuglanir (50).
Mitokondriler, reperflizyon hasarindan kolay etkilenirler ve apopitoz veya nekroz yolu
ile hiicreye 6liim sinyali gonderirler (52). Apopitoz, enerji bagimh bir olaydir ve uzun
siiren iskemi enerjinin tiikenmesine sebep olur (47). Hiicre oOlimii esas olarak
reperflizyonun erken asamalarinda apopitoz ve nekroz seklinde iken, reperflizyonu
takiben hiicrenin enerji depolar1 dolar dolmaz biiyiik oranda apopitoza doniisiir. mtPTP,
mitokondiyal membranlar arasina yerlestirilmis spesifik olmayan bir pordur.
Mitokondriyal matrikste Ca™nm asir1 birikimi ve apoptotik sinyal vericilerin
salmimina izin verildiginde mtPTP’nin ag¢ilmasi gerceklesir (49, 52). mtPTP’nin

acilmasiyla elektrolitler ve su mitokondrilerin igerisine girerek sismesine sebep olur.
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Bunu takibende mitokondriyal membran potansiyeli kaybolur (52). Reperfiizyon
siiresince gozlenen fazla H ’nin ortamdan uzaklastirilmasiyla pH nin diizenlenmesi ve
ROT’larin artmasini igeren diger metabolik degiskenler mtPTP'nin acilmasini
saglarlar(49). mtPTP’nin agilmasidan kaynaklanan hiicre 6liimii ya kaspaz aktivasyonu

icin yeterli enerjinin saglandig1 apopitozun veya nekrozun bir sonucudur (65).

2.2. Na'/H" DEGISTIRICIi PROTEINLERIN REGULASYONU
ALTINDA YATAN MEKANIZMALAR

2.2.1. intraselliiler pH (pHi)

Protonlarm (H"), hiicre i¢i ve dis1 arasindaki pH dengesinin siirdiiriilmesinde, hiicre ici
membran potansiyelinin -60 mV olmas1 ve membranlar arasinda H' iyonlarmnin pasif
olarak tasinmasimnin rol aldig1 farzedilir (19). Bu durum Donnan dengesinde hiicre i¢i pH
(pHi)’nin yaklasik 6.3-6.4 olmasimi saglar. Bu deger, hiicresel metabolizma (glikoliz)
sirasinda iiretilen H’dan dolay1 asidik stresi akla getirmez. Bunun yam sira diger
siirecler hiicre asidifikasyonuna katki saglamaktadir. Bunlar plazma membraninin iki
tarafi arasmndaki asit dengeleyicilerin (igeride H' ve disarida OH/HCO3") pasif
tasinmast ile olur ki bu da asidik i¢ organellerden H"’lerin sizmas1 ve i¢ ortamin alkali
olmas1 gereken organellerden H ’lerin pompalanmas: ile gerceklesir (H’lerin direk
sitozole girmesi ile veya sitozolik bazlarin hiicre disina ¢ikmasi ile). Bu faktorlerin tiimii
hem hiicresel metabolizmanin hem de diger hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina neden
olan siirekli ve fazla miktardaki asit ylkiini hiicreye birakir (18, 66, 67). Aslinda,
hiicrede pH 6.85’in altinda ve 7.65’in {lzerinde oldugu durumlarda hastalik
semptomlarina sebep olurken, 6.8 alt1 veya 8.0 iizerinde 6liime sebep olmaktadir (68).
Ancak hiicreler, pH’larin1 6.8 ila 7.2 arasinda korumak ve kontrol etmek i¢in pHi’yi
kuvvetli bir sekilde diizenleyecek bir yetenektedir. pHi’nin homeostazi hiicrenin hayatta
kalmasi i¢in son derece onemlidir. pHi’nin homeostazi hiicre i¢i sitozolik kosullarin
modiilasyonunda pH’daki hafif degisikliklere duyarli olan pek cok biyomolekiiliin
modiilasyonunun yani sira, stabil protein aktivitesi ve etkilesimleri i¢cinde hayatidir (1).
Dolayl olarak, hiicresel pH degisiklikleri hemen hemen tiim hiicresel siireclerde, kas
kasilmasi, hiicre-hiicre etkilesimi, membran potansiyeli ve iletkenliginin yan1 sira (69),
hiicresel metabolizma, hiicre biiylime — ¢ogalmas1 ve hiicre hacim regiilasyonundaki

degisikliklerden sorumludur (2-4).
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Proteinler 6zellikle pH’daki degisikliklerden ¢ok kolay etkilenir, ¢iinkii proteinlerin
giiclii bir sekilde iyonlasmasi onlarin tersiyer-kuarterner yapilarini etkiler ve herhangi
bir degisiklik proteinin fonksiyonunu kolay bir sekilde bozabilir (7). pH nin optimal
araligin disina ¢ikmasi, reaksiyonlarda ciddi bir diisiise sebep olur ve protein yapisina
bagli olan metabolik reaksiyonlar bozulur (70). Ayrica pHi hiicre iskeletini kuvvetli bir
sekilde etkiler. Hem aktin filamentlerinin ¢apraz baglanmalar1 hem de tiibilin
polimerizasyonu pHi’den etkilendigi i¢in pHi bu olayda ana modiilatdr olarak gorev
alir. Ayrica aktin baglayict proteinler pH’dan etkilenir ve alkalizasyon tiibilin
depolimerizasyonu ve mikrotiibiillerin bozulmasma sebep olur (10, 69, 71, 72). Fakat
pH’daki degisiklikler genellikle intraselliiler kalsiyumdaki degisikliklerle beraber
oldugu i¢in bu durumun pH’daki degisimi dolayli olarak etkileyip etkilemedigi agik
degildir Ornegin, intraselliiler H™ iyon miktar: yiikseldigi zaman mitokondriyal Ca™/H"
degistirici pompa aktive olur. Bunun sonucu olarak da sitoplazma i¢indeki Ca™ seviyesi
yiikselir (9). Ayrica pH degisiklikleri elektrolit dengesini etkilediginde (6zellikle Na',
CI ve K iyonlar1) fizyolojik bozulma gdzlenebilir (69).

Iyon kanallari, iyon iletkenligi ve kanal agilip kapanmasi i¢in en uygun intraselliiler ve
ekstraselliiler pH’ya ihtiyag duyar. pH’daki sapmalar membran potansiyelini
degistirebilir ve sinir-kas hiicrelerinin uyarilabilirliklerini etkiler (10-12, 69). Pek ¢ok
hiicre i¢i mesajc1 ve sinyal yolaklar1 da yine pHi’deki degisikliklerden etkilenir. Ornek
olarak cAMP’den sentezlenen adenilat siklaz ve pH’ya duyarli enzimler verilebilir(13).
Kalsiyum baglayan diizenleyici bir protein olan kalmodilin de pHi’ye bagimli bir
sekilde hem dogrudan hem de dolayli olarak pH degisikliklerinden etkilenir(36). Hiicre
cogalmasina 6n ayak olmada pHi’nin rolii aktif bir arastirma alan1 olmustur. Tek basina
pH hiicre biiylimesini saglamaz. Hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan pH sinyali, hiicre
tipine ve sitimulusa bagl olabilir (69). Ayrica sitozolik pH’daki artis birgok farkli doku
hiicrelerinin farklilagmasi ile baglantili olup, kanserin farkli bir etkeni olabilmektedir.

Normalin 0.3-0.4 altinda olan asidik pH’nin apopitozu tetikledigi gosterilmistir (14).

2.2.2. Baz1 Organellerdeki pH

Hiicre i¢ pH’smm1 korumak zorunda olan, farkli pH icerigine sahip bir¢ok organel
mevcuttur. pH’daki bu farkliliklar organellerin diizgiin ¢aligmasi, hiicrenin hayatta
kalmasi, fonksiyonu ve ¢ogalmasi igin hayati bir dneme sahiptir (10). Ornegin,

endozomlarin asidifikasyonu (~pH 6.0-6.2), ligand-reseptor ayrilmasi ve yeniden
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kullanimi, makromolekiillerin toplanmas1 ve salgi graniillerinden sekresyon igin c¢ok
onemlidir (15). Lizozomlar 4.7 gibi diisiik bir pH’da biyokimyasal reaksiyonlar1
gergeklestirir. Lizozom igerisinde bulunan hidrolitik enzimler i¢in en uygun pH 5.0
oldugundan nétral pH’da inaktiftir. Aksine, mitokondriyal matriks oldukga alkalidir.
Bunun sebebi mitokondri i¢ membranindaki elektron tasima zincirinde rol alan
proteinlerin disar1 H™ atmasidir. pH nin tam olarak rolii ve belli basli mekanizmalar agik
olmamasma ragmen mitokondrinin pH’sindaki degisiklikler, mitokondri bagiml

apopitoz gelisiminin baslangicindaki olaylarla baglantilidir (15-17).

2.3. pH REGULASYONUNUN MEKANiZMASI

pHi’nin regiilasyonu oldukca karmasiktir. Sadece fizyolojik tamponlar ve asit-baz
tastyicilar degil ayn1 zamanda bir dizi sinyal doniisiim yolaklar1 ve pH regiilasyonunda

rol alan tasiyicilar1 modiile eden yardimci proteinler de bu olayda rol oynamaktadir
(19).

2.3.1. Fizyokimyasal Tamponlama

Tamponlama, H ’nin proteinler gibi makromolekiillere baglanmasi veya baglanmamasi
ilkesine dayanir. Bu sayede zayif asitler, bir soliisyon veya sitoplazma igerisinde
bulunan serbest H' konsantrasyonundaki degisiklikleri minimize etmeye yardimci olan
tersinir (iki yOnlii) dengeyi siirdiirecektir. Konsantrasyon degisiklikleri oldugunda
siirekli olarak H' iyonlar1 alinir veya salmir, bu tamponlar saniyeler icerisinde pH’daki
degisikliklere cevap verir (6). Bir hiicrenin tamponlama giicii genellikle, asidik veya
alkali yiiklerden kaynaklanan pHi’deki degisikliklere hiicrenin direng gdsterme yetenegi
olarak belirlenebilir. Daha spesifik bir tanim ise, pH degerini 1 birim artrmak i¢in 1
litre soliisyona ilave edilmesi gereken giiclii asit (6r: HCl) veya giiclii baz (6r: NaOH')

miktaridir (19).

Viicudumuzda ii¢ onemli tampon sistem mevcuttur. Bunlar; fosfat, bikarbonat ve
protein tampon sistemleridir (20). Fosfat tampon sistemi, Onemli bir intraselliiler
tampon sistemdir. Ciinkii intraselliiler fosfat orani, ekstraselliiler sividakine gore
yaklagik 20 kat daha yiiksektir. Reaksiyon, dihidrojen fostat (H,PO’4) ve hidrojen fosfat
(HPO,?) iyonlar1 arasinda dengededir.

Bikarbonat tampon sistemi, pHi regiilasyonunda énemli bir rolii vardir. ilk olarak,
ekstraselliiler ortamda CO;’nin smirsiz bir kaynagi olarak rol alir, ayrica bu sistemin

bilesenlerini (CO;, ve HCOys') regiile eder (19).
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Son olarak protein tampon sistemleri ki bunlar tiim intraselliiler fizyokimyasal tampon
kapasitesinin % 75 kadarindan sorumludur. Ayrica proteinler, pek cok iyonlasabilir
gruplar icerir, 6zelliklede histidin tiirevi proteinlerdeki imidazol gruplar1 bu sekildedir

(20, 21).

2.3.2 pH Regiilasyonunda Rol Alan fyon Transport Mekanizmalari

pH’daki akut degisiklikler, c¢esitli tampon sistemlerce minimize edilmesine ragmen,
kronik veya biiyilk degisikliklerden pH homeostazinin korunmasinda asit baz
konsantrasyonlarin1 kontrol etmek i¢in kompleks mekanizmalar gelistirilmistir.
Protonlarin (H") veya bazlarin (HCO;") hiicre membranindan alinmasi veya atilmasi

bircok tastyici sistemin karsilikli etkilesimi ile gergeklestirilir (19).
Asit cikaric ve yiikleyici tasiyicilar 5 grupta siniflandirlabilir;

1) Katyon/Proton degistiriciler (bir veya iki degerlikli katyonlara karsihk H"’nin
degisiminde) Hiicre i¢i asidifikasyonun azaltilmasinda ¢ok biiylik 6neme sahip olan

Na'/H" degistiriciler (NHE) bu gruptadir (73).

2) Bikarbonat bagimli tasiyicilar (Na* ve/ veya CI ciftinden birinin hareketine kars1
HCOs’tin membranin diger yanmna gecisi) Uc bityiik tipi vardir; CI/HCO;™ tastyicy,
ayrica anyon tastyict olarak adlandirilir (AE), (Na"/HCO3)-CI? tastyici, ayrica Na'-
bagimli- veya Na'-ile siiriilen-C1/HCO;™ tasiyict (NDCBE), ve son olarak, Na'/HCO;-
birlikte tasiyicisi-kotransporter (NBC) (74-76).

3) Sodyum- organik iyon birlikte tasiyicilar1 (sodyum ile birlikte zayif bazlarin
tasinmas1). Monokarboksilat birlikte tastyicilar (MCT) bu sinifta yer alir. Laktat- H'
birlikte tasiyicilar buna bir 6rnektir (77).

4) Kloriir- organik iyon degistiriciler (kloriir ve zayif bazlarmm zit olarak tasmmasi)

(CHE) (34, 78, 79).

5) H'-ATPaz familyasindaki H™ pompalar1 ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyi
kullanarak aktif olarak H" tasirlar. H-ATPazlar veya H® pompalar1 ATP bagimh
proton pompalarin bir ailesidir. Bu pompalarm ¢ farkl tipi vardir; mitokondriyal
FOF1-tip H'- ATP sentaz (F ATPaz), H'/K'-ATPazi igine alan E1-E2 veya P-tip ATP
hidrolaz (P-ATPaz), ve son olarak vakuolar veya VO Vl1-tip H+-ATP hidrolazlar
(V-ATPaz) (6).
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2.4. MiYOKARDIYUMLARDAKI iNTRASELLULER pH (pHi)

Kalp, metabolik olarak son derece aktif bir organdir. Kardiyomiyosit aktivitesi, doku
hasarmi etkili bir sekilde dnlemek i¢in, kontrollii bir asit iiretimine sebep olur. Aerobik
metabolizmada H™nin salmmasina neden olan CO, iiretilirken, anaerobik
metabolizmada laktik asit seklinde H' iiretilir (22). Asir1 asidifikasyon ciddi derecede
Na" ve Ca™ homeostazini bozar, bunun yani srra gecit bdlgesi veya haberlesme
bolgelerininbaglantilarini (gap junction), buna bagl olarakta eninde sonunda kasilma
fonksiyonlarmi bozabilir (22, 28, 30, 80). Kalp kasilmasi, intraselliiler veya
ekstraselliiler pH’daki kiigiik fizyolojik degisikliklere son derece duyarhdir (sirasiyla,
pHi veya pHo). pHi 6zellikle uyarim ve kasilma iizerine modiilator etkisinden dolay1
onemlidir, eger kontrol altinda tutulamazsa pHi kardiyak aritminin gii¢lii bir tetikleyicisi
olabilir. Fizyolojik pH seviyesi 7.2 olan pHi’de onemli oranda bir diisiis, intraselliiler
Ca™ sinyalizasyonunda bozulma ve kasilmanm baskilanmasma sebep olur. Kalsiyum
dagiliminda rol oynayan pek cok anahtar protein, asidoz ile degisik oranlarda inhibe
edilir. Na"/Ca™ degistirici (NCX) (81), L tipi Ca™ kanallar1 (82), sarkoplazmik
retikulumdan Ca™ salan kanal (ryanodin reseptérii), (83, 84) ve sarkoplazmik retikulum
Ca"™ ATP az (SERCA) bu gruptaki proteinlerdir.

Intraselliiler kalsiyumun artisindan sorumlu tutulan mekanizmada, NHE, NBC ve NCX
proteinler arasindaki fonksiyonel iliski gosterilmektedir. pHi’deki bir diisiis Na ’nin
iceri girisini artrmak icin NHE ve NBC’yi sitimule eder (85-87). Intraselliiler Na"
artisi, sarkolemmal NCX’in zit yonde calismasin saglar, hiicre ici Ca™ artisina neden
olur, bu durumda Ca™-SERCA pompalar1 Ca™ fazlasim SR icerisine pompalar. Bu
durum ise swrasiyla SR depolarmdan Ca™ saliimmm artisina bu da intraselliller

Ca™ nin daha fazla artisina neden olur (86, 88).

Asit cikaricr tagtyicilarin onemini ortaya koymada iki yol dnerilmistir. Birincisi NHE
veya NBC’nin inhibisyonu iken diger ise farmakolojik inhibisyon veya NBC’yi inaktif
etmek icin karbonik anhidraz inhibisyonudur (41, 89, 90). Geg¢it bolgelerinin
gecirgenligi, H"lar araciligiyla inhibisyona son derece duyarhdir (91, 92).
Arastirmalarda hiicre i¢i pH azalmasinm yani H' iyon miktarindaki artisin gecit
bolgelerinin birbirinden ayrilmasina sebep oldugu ve bu durumun sonucu olarakta

hiicreler arasi iletisimin engellendigi ifade edilmistir.
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2.4.1. Miyokardiyumdaki pHi Regiilasyonu

Kalpte pHi’yi nétral araliga yakin degerlerde korumak i¢in asit ve bazlarmm metabolik
dalgalanmalariyla hizli bir sekilde basa ¢ikmak i¢in karmasik bir sistem gelistirilmistir
(22-24). intraselliiler pH’daki dalgalanmalara kars1 ilk savunma hatt1 intraselliiler
tamponlamadir. Bu baslica proteinler iizerindeki histidin rezidiileri (insintrik
tamponlama) ve CO,/HCO'; tampon sistemi araciligiyla gerceklestirilmektedir.
Sarkolemmada bulunan bes iyon tasiyici protein, membrandan H"’l1 iyonlar1 (H',OH ve
HCO;) tasiyarak pH’nin diizelmesine aracilik ederler. Bu tasiyicilardan, asit ¢ikisini
saglamak icin NHE ve NBC proteinleri igslev yaparken, asit yiiklemeden ise AE ve CHE
proteinler sorumludur. Besinci degistirici protein ise MCT olup, her iki yonde de
calisabilir. Ancak normoksik ve egzersiz yapilmayan kosullarda laktat seviyesi diisiik

oldugundan dolay1 genelde bu pompa aktif degildir fakat hipoksi gibi durumlarda laktat

seviyesindeki artisa bagl olarak bu pompa aktive olur (Sekil 2.3.) (22, 25, 26, 93).

Asit Cikaricilar

Gedik yarik co,
(Gap junction)

s

Asit Yiikleyiciler

Sekil 2.3. Kardiyak miyosit hiicresi icerisindeki pH regiilasyonuna ait sematik
diyagram. Hiicrede asit ¢ikaran proteinler (mavi) Na'/H™ degistirici (NHE) ve
Na'/HCO3 birlikte tastyici (NBC) . NHE 1:1 oraminda iyon degisimi yaparken NBC
1:1 veya 1:2 oraninda bir degisim ger¢eklestirmektedir. Asit ylikleyiciler (kirmizi), CI
/OH" degistirict (CHE) ve CI/HCO3 anyon degistirici (AE) den olusmaktadir.
Monokarboksilik asit tasiyict (MCT) protein kuvvetli bir hiicre i¢i pH diizenleyici
olmamasina ragmen, membran lizerinde iki yonlii calisabilen bir proteindir. Ayrica
intraselliiler asidite histidin dipeptitleri gibi mobil tamponlarca diizenlenebilmektedir
veya CA tarafindan CO, ve H,O, HCO’; ve H' ya déniistiiriiliir (25, 94).
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Fizyolojik olarak pHi hareketliligine hem mobil hem de sabit tamponlar aracilik
etmektedir. Proteinler H' diflizyonunu kisitlayan molekiiler agirliklarindan dolay1 ¢ok
diisiik intraselliiler hareketlilige sahiptir (27). Hiicre icindeki bu hareketlilik suyun
icindekinden iki kat daha yavastir (29, 95) bu da hiicrenin diger tarafinda pH farkliligina
neden olur ozellikle, lokal asit baz iiretimi artigi zaman H'  hareketliligi,
sarkolemmadaki pH diizenleyici tasiyicilar ile sitoplazmik pH’nin etkin bir sekilde
eslesmesini saglamak icin pH regiilasyonunun 6nemli bir bilesenidir (96). Hiicre
icindeki bu H"leri hiicre i¢inden disari, disaridan iceri mekik dokuma seklinde
tasinmast i¢in mobil tamponlar olarak gorev yapan diisiik molekiiler agirhikl
sitoplazmik H" tasiyicilar mevcuttur. Kalbin kendine 6zgii mobil tamponlarmin ¢ogu
histidin  dipeptitler veya histidin iceren dipeptitlerdir. Bu kiiglik molekiiller
(asetilkarnozin, anserin ve homokarnozin) fizyolojik araliga yakin bir pKa (Hidrojen
iyonlarmi kabul etme yeteneginin bir Sl¢iisii olan asidik iyonlagma sabitesinin negatif
logaritmas1 olarak tanimlanan ve bir asit veya bazin nispi giiciinii gosteren degerdir)
degerine sahiptir. Sitoplazma ve sarkolemma arasmda H' iyonlarmi mekik gibi tasirlar
(28, 29).

Bunun yam sira sarkolemmal mebranmn diger tarafina H' tasmmasmda miyokardiyum
icerisinde pH regiilasyonunun baska bir yolu vardir. H lar, gecit bolgelerinde bulunan
konneksin kanallar1 arasindan da diflize olabilir (28, 97). Memeli ventrikiil
miyositlerindeki baskin konneksin kanali, konneksin-43 tiir (Cx43) (96). Hiicreler
arasmnda ki bu tip asit gecisi, Na'/H" degistirici proteinle yapilan H" degisimi gibi genis
bir yer tutmaktadir(97). Hiicreler arasindaki bu iletisim kardiyak hiicreler arasindaki
lokal pH farkliliklarinin dengelenmesine izin verir ve miyokardiyum icerisindeki H"
siirekliligine yardim etmektedir (22). H”nm hiicreler aras1 akisi, gecit bolgeleri
iletkenligini inhibe eden farmakolojik ajanlarca (gliseretik asit) inhibe edilir (97). Ancak
intraselliiler asit ylikiindeki hafif bir artis pH dengesini kurmada bu gecit bdlgelerinin
H' gecirgenligini artirirken, asir1 miktarda asit yiiklenmesi (pHi<6.2) H' gecirgenligini
genis Olglide inhibe edecektir. Muhtemelen bu durum, lokal bozukluklar ve komsu
dokular iizerine olabilecek potansiyel zararh etkileri engelleyecek koruyucu bir onlem
saglamaktadir (22). Mobil H" tamponlarinca pH hiicre i¢inde heterojen bir sekilde
dagitildig1 i¢in, bu tamponlar ayrica gegit bolgelerindeki kanallarm diger tarafina H'

akisi i¢cin de gereklidir (25).
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Karbonik anhidraz (CA) hem H" hem de metabolik CO, nin uzaklastirilmasida énemli
bir rol oynamaktadir. CA’lar bikarbonat tasiyicilara fonksiyonel olarak yardim etmek
suretiyle pH’> y1 diizenledikleri ileri siiriilmektedir. Intra ve ekstraselliiler CA’lar
bikarbonat tastyicilarina direk baglanmasi ile bikarbonat tasiyicilarina 6nemli miktarda
HCO7; saglamak suretiyle transportu artirdigi ifade edilmektedir (98). Bu bikarbonat
tastyicilar ve CA’larm olusturdugu kompleks iki yonlii calismaktadir. Ik olarak
ekstraselliiler ortamdaki CA4 veya CA14, CO; nin hidrasyonunu (CO,+H,0) katalizler
ve ekstraselliiler ortamda HCO’; olusumu meydana gelir. Bikarbonat tasiyicilar
tarafindan hiicre i¢ine alman HCO-; hiicre icinde CA2 enzimleri araciligi ile H+
iyonlarmi tamponlar. Hiicre i¢inde H,CO3 olusur ve bu daha sonra CA’larca pargalanip
CO; ve tekrar H20 ya doniislir. Ortamdaki CO2 memrandan ekstraselliiler ortama
difiize olur. Farmakolojik antagonistler tarafindan CA’nin inhibisyonunun, derin hiicre
tabakalarinda intraselliiler asidoza sebep oldugu gosterilmistir. CA aktivitesi, in vitro
sican kalplerinde global iskemi sonrasnda pH’nin diizelmesini hizlandirdig:

gosterilmistir (22).

2.4.2. Miyokardiyal ic pH’nin Patofizyolojisi

Intraselliler pH’nin dalgalanmalar1 kalpte siirekli gdzlenmesine ragmen, Onemli
diizeydeki asidoz durumu, pHi’nin yaklasik 6.5’e diistiigii MI gibi patofizyolojik
durumlar siiresince gdzlenebilir (22). Koroner arter tikanmasi, Mi peryodu siiresince

pHi’de 6nemli bir diisiise sebep olur (30).

Ilgingtir ki, iskemi periyodu siiresince gelisen hafif diizeydeki bir asidoz hiicre igerisine
Ca'™ girisinde azalma meydana getirecegi ve mitokondride asir1 kalsiyum birikimini
onleyecegi i¢in avantaj sagladig: bildirilmistir. Reperfiizyon veya yeniden oksijenlenme
esnasinda NHE araciliyla Na~nin hiicre icerisine, bunu takiben NCX ters ¢alisarak
hiicre i¢ine Ca™’y1, hiicre disina Na* tasinmas1 gerceklesir boylece intraselliiler Ca™
cok artar. Asir1 kalsiyum yiiklenmesi SR den spontan Ca™ salmmmima neden olur ve bu
da ektopik atimlar ve kardiyak aritmilere sebep olur (32, 99). pHi’nin indiikledigi Ca™

asir1 yiikii, ayrica mitokondriyal fonksiyonun bozulmasina neden olur (100).

2.5.Na'/H" DEGISTIRICILER (NHE)

IIk kez 1989 yilinda Sardet ve arkadaslari insan Na'/H" degistirici protein cDNA’s1
klonlamistir (101). NHE’ler islevsel olarak farkli bir ailedir, ikincil aktif membran
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tastyicilar1 olarak ifade edilir, sodyum iyonuna karsilik membranm diger tarafina H'
tasinmasindan sorumludur. Bu proteinler fizyolojik kosullar altinda intraselliiler H"’leri
¢ikarmak icin gerekli olan enerjiyi Na'-K'-ATPaz tarafindan olusturulan Na’
gradiyentinden saglarlar(1). Bu degistirici proteinler 1:1 veya 2:2 oraninda iyon

degisimi gerceklestirir (102).

NHE’ler, asir1 asit birikimine karsi hiicreleri koruyan, membranda bulunan tasima
proteinlerinin biiyiik bir grubunu olusturur. NHE ailesinin 11 izoformu bulunmaktadir
bunlardan bes tanesi NHE1-NHES plazma membran tip izoformlari, NHE6-NHE9
intraselliiler organellerde bulunan izoformlar1 ve 2 taneside bakteriyal katyon proton
degistirici proteine benzedigi i¢in NHA1 ve NHA2 olarak isimlendirilmis izoformdur
(33) (Sekil 2.4.). Bu degistirici proteinler pHi regiilasyonunun yani sira ¢esitli hiicresel
fonksiyonlara katki saglamaktadir. Bunlar arasinda hiicre hacim regiilasyonu, hiicre

cogalmasi ve organellerin iyon - hacim homeostazi sayilabilir (1, 34-39).

NHE1
Hiicre mebraminda
I NHEZ2 bulunan tipler
-l NHE4
NHE3 Hiicre membram ve
—I NHES endoznmt-fu-da bulunan
tipler
NHE®G
I NHE7 ic membran
| NHES tipleri
NHES
[ NHA1 Bakterilerinkine
1 NHAZ2 benzer tipler

Sekil 2.4. Memelilere ait Na"/H" degistirici ailesine ait tagtyicilarin genetik farklihigi ve
membran dagiliminin filogenetik agacta gosterimi. Bu alkali katyon/ proton
degistiriciler arasindaki genetik iliski sekans dizeleri tarafindan belirlenmistir (15, 33).

2.5.1. Yapisal Ozellikleri

Tim NHE’ler benzer yapilara sahiptir. N terminali ve C- terminali olmak iizere 2 ana
yapidan olusur. N-terminali hidrofobiktir ve 500 aminoasitten olusur. izoformlar % 45-
65 oraninda amino asit benzerligine sahiptir. C-terminali ise hidrofilik olup, % 25-35
oraninda benzerdir. C-terminali sitoplazmada N-terminali ise membranda bulunur.
Membrana bagli 12 gecis alan1 bulunmaktadir ve bunlardan biri iyon transferinde rol

oynamaktadir (1, 39).
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2.5.2. NHE Farkhhgi, Doku Dagilimi ve Karakteristikleri

NHE’ler tiim memeli hiicrelerinde bulunur, her bir {iyesinin dokulardaki dagilimi ve
fonksiyonu farklidr NHE1, hemen hemen tiim hiicrelerde pHi ve hiicre hacim
homeostazinden sorumludur (35, 36). NHE2 izoformu % 50 oraninda NHE1’e
benzerdir, ozellikle gastrointestinal yolakta bulunur bunun yani swra bobrek, beyin,
uterus ve akcigerlerde bulunur (103, 104). NHE3 o6zellikle gastrointestinal yolak ve
bobreklerin epitelyal hiicrelerinde bulunur, apikal membrana lokalize olmustur (35, 36).
NHE4 en fazla mide epitelyumunda ve bobregin i¢ medullar toplayict kanalinda
bulunur. Ayrica diisiik oranda iskelet kasi, beyin ve uterus - pankreas hiicrelerinin
bazolateral membranlarinda da bulunmaktadir (104, 105). Homoloji olarak NHE3’e
benzeyen NHES o6zellikle beyindeki néron hiicre gévdelerinde bulunmaktadir(106).
NHEG6 endozomlarm geri doniisiimiinde birincil olarak rol alir (107). NHE7 trans golgi
aginda ve komsu vezikiillerde bulunur (39, 108). NHES yine trans golgi ag1 mebrani ve
orta golgi ag1 mebraninda bulunmaktadr (109). NHE9 i¢c membran yiizeylerinde
bulunmaktadir (33).

2.5.3. Farmakolojik Inhibisyonu

NHE izoformlari, genellikle farmakolojik ajanlara olan duyarliliklari ile karakterize
edilir (6zelliklede amilorid ve tiirevlerine). NHE1, amilorid tiirevi ajanlara en duyarl
olamidir, NHE2 ise daha az duyarlidir, NHE3-4-5 ise en az duyarli olan gruptur(1).
NHE’lerin diger farmakolojik inhibitérleri HOE694 ve HOE642’yi (KRP) iceren
acilguanin bilesikleridir. Bu bilesiklerin olduk¢a yiiksek secicilik ile NHE1’e baglandig1
gosterilmis ve kalpteki iskemi reperfliizyon hasarmi bloklamada tedavi edici etkili bir
ajan olarak gorev yaptigi bildirilmistir (40, 41). Farmakolojik 6nemlerinden dolay1 diger

pekcok inhibitorlerde ayrica kullanilmaktadir (110).

2.6. Na'/H" DEGISTIRICi iIZOFORM 1 (NHE1)

Bu proteinin membran domainleri iyon taginmasi i¢in hem gerekli hem de yeterlidir,
sitozolik domainleri ise iyon degisim aktivitesinin regiilasyonundan sorumludur. Sekil
2.5.’de gosterildigi gibi NHEI1, 12 transmembran sarmalindan olusmustur, sitozolde
yerlesmis N ve C terminal ugalar1 vardir (111). NHE1 en yaygin sekilde ¢alisilan NHE
izoformudur. Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda hemen hemen tiim hiicre tipleri ve
dokularin hiicre membraninda bulundugu ifade edilmistir. NHE1, bikarbonat tasiyicilar

ile birlikte pHi’nin normal degerde tutulmasini saglar, bunun yaninda anyon degistirici
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proteinler ve hiicre i¢i sivinin ozmozu araciligiyla hiicre i¢ine giren Cl girisi ve onu
takip eden Na girisi ile hiicre icerisindeki hacim artislarmi engeller (112). NHEI ilk
kez Sardet ve arkadaslarinca 1989 da molekiiler olarak belirlenmistir. Hiicre sinyal
yolaklarinda yap1 malzemesi ve katyon translokasyonundaki roliinden bagimsiz olarak
hiicrenin sekillenmesinde de rol almaktadir. Bazi hiicre tiplerinde NHE1 farkh
domainlerde bulunur, ki bu domainler hiicrelerin foksiyonlarindaki 6zellesmis rolleri
olabilir (113). Ornegin kalp miyositlerindeki degistirici, interkale disklere ve T tiibiillere
yogun bir sekilde lokalize olmustur (42). NHEI’in bir diger fonksiyonu ise hiicre
cogalmas1 ve farklilagmasi ile iligkilidir. Kimyasal mutajenlerce NHE1’1 eksik olan
hiicrelerin yan1 sira NHE1’den yoksun fare fibroblastlarinda hem hiicrelerin ¢ogalmasi
hem de farklilagsmasindaki yolaklarin bozuldugu gosterilmistir (3, 4, 43). Hiicre
cogalmasindan ayr1 olarak NHE1’in diger 6nemli bir fizyolojik rolii ise, apopitoz ve
nekroz ile hiicre 6liimiinii modiile etmesidir. Hiicre 6liimiinii, osmotik stres ya da hiicre
ici pH y1 degistirmek sureti ile indirekt olarak ya da direk hiicre 6liim yolaklarni aktive
ederek yapmaktadir (44). Hiicre 6liimiindeki direkt modiilasyonu, hiicre cogalmasi ve
Olimiinde 6nemli rolii olan bircok protein gibi mitojen aktive eden protein kinaz

(MAPK), Akt/ protein kinaz B (PKB) aracilig1 ile olusturur (44, 114).

2.6.1. NHE1 Aktivitesinin Regiilasyonu

Na'/H" degistiricilerinden NHE1’in aktivitesi ¢ok iyi bir sekilde regiile edilmistir. Bu
proteinin baslica regiilatér uyarani hiicre i¢i asidozdur, bu normal fizyolojik kosullar
altinda thmal edilebilecek diizeydeki bir asidozdur (115). Ancak pHi azalirsa, NHE hizli
bir sekilde aktive edilir. NHE1, intraselliiler H' lara ilave olarak hormonlar ve biiyiime
faktorleri gibi dis faktorlercede aktive edilebilir. Bu faktorler daha alkali bir aralikta
NHE1’in pH’sm1 kaydirarak aktive eder ve bu da alkali pH’da normal aktivitesinden
daha iyi caligmasmi saglar (116). pH’daki kaymanin ¢cogu NHE1’in C terminalindeki
regililator bolgenin fosforilasyonuyla gergeklestirilmektedir. Fosforilasyon yoluyla
NHE1’in regiilasyonu karmasiktir ve hiicre tipine gore degisiklik gostermektedir. Farkli
kinazlarca NHE1 aktivitesinin regiile edildigi disiiniilmektedir (117). Mitojen aktive
edici protein kinaz, Rho kinaz, Nck etkilesimli kinaz ve p90rsk tarafindan
fosforilasyonun NHE’yi aktive ettigi bilinmektedir (43, 117-119). Aksine, protein kinaz
p38 bazi hiicre tiplerinde NHE’yi inhibe ederken bazi hiicre tiplerinde situmule
etmektedir (120). Protein kinaz C ve D yi iceren diger kinazlar proteini regiile etmekte

fakat direk olarak fosforilleyip fosforillemedigi agik degildir. NHE degistirici proteinin
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fosforilasyonuna artan 1yon degisim aktivitesinin nasil aracilik ettigi heniiz
bilinmemektedir. NHE proteini ayrica bir¢ok regiilator proteinle etkilesim halinde

regiile edilmektedir (111).

Ekstraselliiler ortan

..{ ; Amilorid NMHET
- Na“'\
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820

intraselliiler ortam

Sekil 2.5. NHEI proteininin sematik gosterimi. 12 kez membrani gecen a-heliks N
terminal ve C terminal yapisindan olusan bu proteinin 6zellikle C terminali oldukga
biiytiktiir ve birgok protein ve biyomolekiille etkilesim halindedir. Fosfatidilinozitol-4-
S-bifosfat (PIP2), kalsindrin B homologu protein izoformlar1 1 den 3 e kadar (CHP1-3),
Aktin baglayan protein ailesi (ERM), Ca™ / kalmodulin kompleksi (CaM) ve karbonik
anhidraz II (CAII) gibi (1).

2.6.2 NHEI1 ve Kalp

Miyokardiyum icerisindeki NHEI, interkale diskler ve T tiibiillerde belirgin bir
lokalizasyona sahiptir fakat periferal sarkolemmal membranlarda yoktur (42). Bu
lokalizasyon miyokardiyum hiicrelerinin mikro ¢evresindeki pH’nin kontroliinde
potansiyel bir role sahip olabilecegini gostermistir. Dolayisiyla gegit bolgesi proteini
olan, konneksin 43 (121) veya riyanodin duyarl kalsiyum salinim kanal proteini (122)
gibi pH duyarl proteinlerin aktivitesini kontrol etmektedir. Bu durum, uyar: iletkenligi
ve uyarilma-kasilma gelisimine etki etmek icin NHEI1’e olanak saglayacaktir (1). Bu
hipotez, NHE1’in farmakolojik antagonisti amilorid tarafindan NHE1 inhibisyonunun
ve kiiltiir ortamindaki ¢ogalmis kardiyomiyositlerin gecit bolgelerindeki iletkenligin

azalmasinin gozlenmesiyle desteklenmistir (123).

2.6.2.1. Miyokardiyum Icindeki Regiilasyonu

Miyokardiyal NHE1 proteini genellikle G proteini ile eslestirilmis reseptorleri (GPCRs)
iceren cesitli reseptdrlerin araci oldugu yamtlarla regiile edilmektedir. Ornegin,
katekolaminlerce indiikklenen NHE1 aktivasyonu al-adrenerjik reseptdriiniin

uyarilmasiyla meydana gelir (124). Bu yolla sabit aralikta tutulmaya g¢alisilan pHi’nin
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saglanmas1 ve boylece NHE1 aracili olarak akut asit yilkiiniin diizeltilmesi s6z
konusudur (125). NHE1 uyarici diger bir faktér olan Endotelin-1 (ET-1) hem pHi’nin
artirilmast (117) hem de izole edilmis miyositlerde asiditenin eski haline getirilmesini
hizlandirir (126). Kardiyomiyosit biiylimesini sitimiile eden peptit yapili anjiyotensin 11
(Angll) hormonuda ATI1 reseptorleri araciligiyla NHE1’1 aktive etmektedir (127).
NHETD’in kalpteki ekspresyonunun aldosteron tedavileri araciligi ile de artirildigi

calismalarda gosterilmistir (128).

2.6.2.2. Iskemi/Reperfiizyon (I/R) Hasarindaki Rolii

Son 20 yilda yapilan c¢aligmalar ile miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasarinda
NHE!’in asir1 oranda aktive oldugu gosterilmistir (40, 115, 129). Bu durumun ise
NHE’nin inaktivasyonu saglandigi taktirde iskemi reperflizyon hasarmin
azaltilabilecegine dair konu iizerinde durulmaktadir (130). NHE1 aktivasyonu sadece
kalpte (24) degil ayn1 zamanda merkezi sinir sistemi, karaciger ve akcigerde iskemiyi
takiben reperfilizyonla indiiklenen hiicresel hasarda ¢ok dnemli bir olaydir (131-135). Bu
sire¢ kompleks ve tam olarak anlasilamamasma ragmen, altta yatan mekanizmada
iskemi siiresince enerji yoksunlugundan dolay1 hiicrenin fizyolojik iyon gradiyentini
siirdiirmeye giiciiniin yetmemesi ve bunu takiben reperfiizyon sirasinda inflamatuvar
cevabin artisina bagl olarak hiicre hasarinda artis olacaktir (136). NHE1’in anormal
hiperaktivasyonu, mekanizmalarin kombinasyonu ile meydana geldigi diisiindiirmdisiir.
Iskemik olaylar siiresince ATP’nin azalmasi, hem Na'/K'-ATPaz hem de NHEI’i
inaktive eder. Kan akimi reperflizyonla diizenlendiginde (eski haline geldiginde),
ekstraselliiler Na' normallestirilir. Intraselliiler pH’y1 diizeltmeye ¢alisan NHE1’in
hiperaktivasyonu ise hiicre icinde Na' artisina sebep olur. intraselliiler Na"daki bu
carpicl artis;, NCX tersine islev gormesine neden olur ve Ca™ ’un hiicre i¢ine gegisine
yol acar (137, 138). Hiicre i¢ine giren bu Ca"™ miktarindaki fazlalik kardiyak aritmiler
ve serbest radikal toksisitesiyle doku hasarma, apopitoz ve nekroz yanisira 6deme neden
olarak sinaptik iletiyi bozar (125, 136). Pekcok c¢alismada NHE1’in farmakolojik
inhibisyonunun, cesitli kardiyak fonksiyon bozukluklarindan kalbi korudugu, infarkt
alanin smirlanmasma katki sagladigi, Ca™/Na" homeostaz bozuklugunun hafiflemesini
,bununla birlikte aritmiler ve apopitozisin azalmasma katki sagladigi gosterilmistir.
Bunlara ilave olarak reperfiizyon sonrasinda fonksiyonel bir diizelme ve metabolik
enerjinin korunduguda ifade edilmistir (40, 115, 125). NHEI inhibisyonuyla indiiklenen

korumanin bu rolii NHE proteini eksik transgenik farelerde gdsterilmistir. Bu farelerin
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kardiyak iskemi reperflizyon hasarina kars1 direngleri, NHE’si bulunan normal farelerde

KRP ile yapilan inhibisyona benzerdir (139).

2.6.2.3. NHE]1 ve Hipertansiyon

Hipertansiyon, hem deneysel hayvan modellerinde hem de hipertansiyonlu hastalarda
NHE1 aktivitesindeki artisla iliskilendirilmistir (140). NHE1’deki bir eksiklik primer
bir sebep olmamasina ragmen, bu protein kronik olarak yliksek tansiyon siiresince aktif
ve Ca'™ dengesinin degistirilmesi ile iliskilidir (136, 141). Fakat, bu kusur veya eksiklik

altinda yatan mekanizma hala tam olarak anlagilmamistir (141).

Farkli calismacilar, ¢esitli protein kinaz yolaklar: ile sinyalizasyondaki degisikliklerin
gelistigini bildirmistir. Ornegin bunlardan biri MAPK aktivitesinin artirilmasi, buna
bagli NHEI’in fosforilasyonu ve aktivasyonu gelismektedir (142, 143). Diger
calismalarda ayrica damar diiz kaslarindaki NHE1’in asir1 aktivasyonunun intraselliilar
Na' birikiminde net bir artisa sebep oldugu &nerilmistir. Hiicre i¢i Na' arttikga NCX
degistirici proteinin c¢alismasinda bir diisis veya tersine calismasi s6z konusu
olmaktadir, bu durumu takiben intraselliiler Ca™ seviyesinde artis ve siirekli olarak
damar diiz kaslarinda kasilma olmaktadir (136). Bu hipotez NCX in farmakolojik
antagonisti SEA400 ile inhibisyon sonucu kan basincinda diisiisiin gosterilmesi ile
desteklenmistir (144). Ayrica NHEI aktivitesinin siirekli olarak artmasinin damar diiz
kas hiicrelerinin biiylimesi ve ¢ogalmasini artirabilecegi yapilan bagka bir caligma ile

one siirtilmiistiir (136) .

2.6.2.4. Kalp Hipertrofisi ve Konjestif Kalp Yetmezliginde NHE1

Kalp yetmezligi, bircok intraselliilar ve molekiiler eksikliklerin birbiriyle olan
iliskisinden ileri gelen karmasik bir klinik hastalik belirtisidir. Kalp dokusundaki
hipertrofi kalpte miyokardiyal hasara bu da kalp yetmezligine neden olur (125).
Yenidogan kardiyomiyosit Kkiiltiirleri ile yapilan calismalar kardiyak hipertrofide
NHET1’in roliinii gdstermistir. Ayrica NHE1’in miyokard enfarktiisiinii takiben olusan
hipertrofik cevapda anahtar bir rolii oldu§unu ve bu proteinin aktivasyonunun kalp
yetmezliginde onemli bir hiicresel hedef olabilecegi One siirtilmiistiir. Son yapilan
calismalar, kalpde yliksek aktiviteli NHE1’ in asir1 ifade edildigi farelerde bu proteinin
aktivasyonu kardiyak hipertrofiyi ve kalp yetmezligini baslatmak icin yeterli oldugu
gosterilmistir (145). Iskemi reperfiizyon hasar1 gibi durumlarda NHE1” in farmakolojik
olarak inhibisyonu, kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi ile iligkili olan biyokimyasal
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strese yanit1 azaltmada yararli oldugu gorilmiistir (1, 115). Hipertrofide cesitli
kinazlarin aktivasyonunda NHE1’ in olas1 rolii ne siiriilmiistiir. Asir1 sodyum birikimi
protein kinaz C (PKC) aktivasyonuna (128) bu durumda transkripsiyonel degisiklikler
ile hipertrofi gelismesine neden olur. NHE1’ in inhibisyonu hiicre i¢ine Na' girisini
azaltr. Buna baghh olarakda Na’nin indiikledigi PKC  izoormlarmn
(PKCd ve PKCeg) aktivasyonu engellenir (146, 147). PKC nin inhibisyonunun
hipertrofik cevaplarda diisiise sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica NHE1 inhibitérii KRP
kardiyak hipertrofi ile indiiklenen gerim ile iligkili raf-1 ve MAP kinaz aktivasyonunu

bloke etmistir (148).

2.7. KARNOZIN

1900 yilinda et -ekstraklarindan izole edilen KAR, Rusya’nin o6nde gelen
biyokimyacilarindan V.S. Gulewich tarafindan bulunmus histidin tiirevi bir dipeptiddir
(149). Biyolojik rolii tam olarak bilinmemesine ragmen, yapilan ¢aliymalarda KAR’n;
intraselliiler tampon, immiin modilator, norotransmitter, metal iyon selator,

antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii olarak islev gordiigii gosterilmistir.

2.7.1. Karnozinin Tanimi, Yapisi, Sentez ve Yikim Asamalar

2.7.1.1 Tanimi ve Kimyasal Yapist

KAR, B-alanin-L-histidin yapisinda, suda c¢oziinebilen histidin tiirevi fizyolojik bir
dipeptiddir ve homokarnozin (y-amino-biitiril-histidin, GABA-histidin), anserin (-
alanin-L-metilhistidin) gibi aminoagil histidin dipeptidlerin en basit tiyesidir (Sekil2.6.).

O O
i e i |
NH, »
H B-alanin L-histidin |I‘_wl|

NH o HE 2P _NH NH, o 0‘\]\;:” -r:\
C i ey UL e LD

Karnozin Anserin Balanin

N-p-alanin-1-histidin N-p-alanin-3-metil-L-histidin N-g-alanin-1- metil-L-histidin

Sekil 2.6. B-alanin-L-histidin yapisindaki histidin tiirevi dipeptitlerin kimyasal yapisi.
KAR, omurgali canlilarin dokularinda yaygin bir sekilde yer alir. Ozellikle iskelet kast,

kalp kast ve merkezi sinir sistemi gibi uyarilabilir, boliinemeyen ve uzun Omiirlii
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dokularda yiiksek konsantrasyonda (Tablo 2.2.), (150) mide ve bobrekte diisiik
konsantrasyonlarda bulunmaktadir (151, 152).
Tablo 2.2. Sican dokularindaki histidin iceren dipeptitlerin profili. Degerler ortalama +

standart sapma olarak verilmis olup yas doku agirligi basma nmol/g olarak elde
verilmistir.

HIiSTIiDIN iCEREN DIiPEPTITLER
DOKU (nmol/g) KARNOZIN ANSERIN HOMOKARNOZIN
Beyin 27.35+7.56 — 51.14 £6.10
Serebellum 48.41 £ 4.66 57.48 £10.92 77.64 £11.04
Bobrek — — —
Karaciger — — —
Akciger — — —
Miyokardiyum 67.03 + 3.45 64.50 + 9.86 —
Plazma — — —
Gastrokinemius 5279.95 +£1006.21 | 7861.13 £2599.12 —
Iskelet Kasi
Tibialis iskelet 4200.86 + 1093.41 | 7419.34 +701.17 -
Kasi
Soleus iskelet 2606.23 +487.08 | 5414.51 +1367.06 ==
Kasi

2.7.1.2. Karnozin Metabolizmast

KAR, karnozin sentetaz (KS) enzimi tarafindan B-alanin ve L-histidinden sentezlenen,
ATP gerektiren bir reaksiyonla olusur (Sekil 4). Primer hiicre kiiltlirii kullanilarak
yapilan ¢alismalarda bu dipeptidin kas hiicreleri, glial hiicreler ve oligodentrositler
tarafindan sentezlendigi gosterilmistir (153). Protein yapisina girmeyen [-alanin,
urasilin karacigerde yikimi ile olusur. KAR’1 sadece [B-alanini hiicre i¢ine tasiyan
tastyici sistemine sahip hiicreler sentezleyebilir. Bu sistemin iskelet kasi hiicreleri ve
oligodentrositlerde bulundugu, hiicre farklilagsmasi arttikca da hiicrelerin  B-alanin
allmmin arttigi gosterilmistir (154). Genis bir substrat spesifitesine sahip KAR
sentetazin, sitozolde bulundugu ve farkli dokularda tiim aminoagcil histidin dipeptidlerini

sentezleyebildigi bildirilmektedir (155).
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Urasil

B-Alanin + L-Histidin + ATp22rnezin Sen(te)tazy prrommy, A NP + PPi

Karnozinaz

Sekil 2.7. KAR’1n sentez ve yikimi

Doku KAR diizeyleri; asetilasyon, metilasyon ve hidroliz reaksiyonlar1 ile kontrol
edilmektedir. KAR’1n asetilasyonu veya metilasyonu sirasiyla, N-asetil karnozin veya
anserin olusturmaktadir (156). a—peptidleri hidroliz eden peptidazlara kars1 direngli olan
KAR’m hidrolizi (157), doku veya serum karnozinazlari tarafindan gergeklestirilir.
Farkli gen iirlinleri olan bu enzimlerin sadece dagilimi degil aktiviteleri de farklilik
gosterir  (158). Uygun sartlarda bu iki izoform da KAR’1 hidroliz ederken,
homokarnozine karsi sadece serum karnozinazi hidrolitik aktivite gosterir (Sekil 2.8.)

(149).
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Sekil 2.8. Karnozin ve analoglarinin metabolizmasi
Karnozinaz, alt liniteleri biribirine bir veya daha fazla disiilfid bagiyla baglanmis bir
dimerdir. Fizyolojik sartlarda karnozinazin; beyinde homoKAR’m , dolagimda da KAR
ve anserinin yikilmasindan sorumlu oldugu 6ne siiriilmiistiir (158). Serum karnozinaz
aktivitesinin yasla birlikte ylikseldigi; 10 aydan kii¢iik cocuklarda az veya tesbit
edilmeyecek diizeyde oldugu; 15 yasma kadar aktivitesinin giderek arttig1 ve yetiskin
diizeyine ulastig1 belirtilmistir (156). Doku KAR diizeylerinin diyetten etkilendigi,
histidinden fakir diyetle beslenen sicanlarda iskelet kast KAR seviyelerinin diistiigi,
diyete histidin eklenmesiyle de diisen KAR seviyelerinin arttigi bildirilmistir. Ancak
kalp, karaciger ve iskelet kasi gibi dokularda KAR seviyelerini ise etkilemedigi
gosterilmistir. KAR ile E vitaminin birlikte kullanimi, sadece E vitamini kullanimina
gore kalpte E vitaminin, karacigerde hem KAR hem de E vitamini seviyelerinde
yiikselmeye yol agmistir. Kas dokusu KAR seviyeleri; aglik, enfeksiyon, travma ve

soktan sonra diismektedir (151).
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2.8. KARNOZININ OLASI FONKSIiYONLARI

KAR vyiizyili agkin bir siire 6nce kesfedilmis olmasina ragmen, iglevleri ile ilgili bilgiler
tam olarak ortaya ¢ikmamistir. KAR ve homokarnozin unutulmus ve gizemli dipeptitler
olarak tanimlanmistir (153). Farkli hastaliklarin sebep oldugu bir¢ok hasara karsi
KAR’mn koruyucu etkisine dair ¢cok sayida drnek vardir (Serbest oksijen radikalleri,
reaktif nitrojen tiirleri, glikasyon ajanlari, zararli aldehitler, toksik metal iyonlar).

Ayrica yaslanmayi geciktirici yonde de etkileri vardir (159).

KAR’m, iskemi- reperflizyon hasarmna karsi sican karaciger, bobrek, kalp ve beyin
dokularina ait hiicreleri korudugu gosterilmistir. Ayrica diyabet, osteoporoz,
norodejenerasyon, yaralanma, gorme kaybi, isitme kaybi ve immiin fonksiyon ile ilgili

bozukluklar iizerine de koruyucu aktivitesi gosterilmistir (159).

2.8.1. Tamponlayic1 Aktivitesi ve pH’nmin Kontrolii

IIk kez 1953 te Severin ve ark. tarafindan KAR’1n kasta bir pH tamponlayic1 olarak
islev gordiigii agik bir sekilde tanimlamistir. Kurbaga sartorius kasi kullanilarak yapilan
bu caligmada, KAR varliginda elektriksel olarak uyarilan kas kasilmalar1 sonucu ytiksek
oranda laktat birikiminin kasin calismasinda bir bozulmaya sebep olmadigini, fakat
KAR yoklugunda laktatin kas dokusunda onemli oranda asidifikasyonuna neden

oldugunu ortaya ¢ikarmislardir (160).

KAR’mn intraselliiler hidrojen iyon konsantrasyonunu diizenlemesi yoniinde bir veya
birden ¢ok rolii oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (96). KAR etkin bir
fizyolojik tampondur. Bu 6zelligi nispeten az mitokondriye sahip ve bdylece laktik asit
iireten beyaz, glikolitik kaslar ile olan iliskisini agiklar niteliktedir. Nitekim bu durum
Tablo 2.2.’de KAR’n sigan doku dagilimma bakildiginda gastrokinemius ve tibialis
iskelet kaslarinda bariz bir sekilde goriilmektedir. Aksine oksidatif 6zellikteki soleus
iskelet kasinda ise bu oran diisiiktiir. Sadece KAR degil ayn1 zamanda asetillenmis
formlarida hidrojen iyon konsantrasyonun artisini direk baskilamaya yardim etmektedir,
KAR’mn karbonik anhidraz enzimini aktive etme yetene§i, bikarbonat tampon
kapasitesini artirabilmektedir (161). Bu o6zellikler intraselliiler asidoz ile iligkili bir
durum olan iskemide KAR’mn koruyucu roliinii ac¢iklamada yardimci olabilir (45).
Hiicreler pHi’deki degisikliklere karsi kendilerini korumak i¢in H® tamponlayici

sistemler gelistirmistir.
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Kas hiicrelerinde bikarbonat igermeyen tampon sistem olarak;

1. Proteinlerin histidin rezidiileri i¢inde,

2. Serbest histidin i¢inde,

3. KAR ve anserin gibi histidin igeren dipeptitlerin icinde bulunan imidazol halkalar1 bu
islevi yerine getiren yapilardir (21).

Imidazol halkalar1 bu rezidiiler icerisinde bulunan gii¢lii H' tamponlama bilesenleridir.

Bu gruplar pHi’ye yakin bir pK degerine sahiptir. Imidazol halkasida bulunan 2

azottan biri fizyolojik araliktaki pH’da protonlanabilir. Bu diizenleyici olusum imidazol

gruplarinin pK degerini pHi’ye yakin olarak tutan diizenleyici bir siiregtir (162).

KAR’m imidazol halkasinin pKa degeri 6.83 tiir. Laktik asitin glikolitik yolla iiretimi

arttiginda, bu yap1 dokular i¢in ideal bir fizyolojik tampon olur (imidazol halkasmndaki

serbest histidinin pKa’s1 yaklasik 6 dir, bu yilizden histidinin KAR’a doniismesi onu

daha etkili bir tampon yapmaktadir.) (163).

B-alanin ile yapilan pek cok c¢alismada arastirmacilar iskelet kaslar1 ve atletik
performansa odaklanmigslardir. Bu caligmalarda, hem kastaki KAR igerigi hem de laktik
asit lretiminin fazla oldugu aswr1 yogun (anaerobik) antremanlarda, [-alaninin
performanst destekleyici etkileri gosterilmistir (163). Bu etkileride muhtemelen

pHi’deki zarar verici etkileri 6nleyerek gergeklestirmistir.

2.8.2. Metal iyon Selatlama Ozelligi

Farkli ¢alismalarda KAR’1n bakir, ¢inko, nikel, kadmiyum ve kobalt gibi gecis metalleri
ile kompleks olusturabilme yetenegi rapor edilmistir. Geg¢is metallerinin olusturdugu
zararh etkilerin yok edilmesinde etkin bir maddedir. Ozellikle bakir ve ¢inko en ¢ok

arastirilan iyonlardir (164).

2.8.3. Antioksidan Aktivitesi

KAR’in antioksidan aktivitesi ilk olarak Boldyrev ve ark. tarafindan 1980’lerde
calisilmistir. Daha sonra farkli caligmalarda KAR’m dogrudan ve dolayli olarak
antioksidan aktivitesi in-vitro calismalar ile gosterilmistir. KAR’m antioksidan
aktivitesine; metal iyon selatasyonu ve ROT’lar-peroksil radikaleri temizlenmesini
iceren farkli mekanizmalarin aracilik ettigi ifade edilmektedir (165-167). KAR
hayvansal dokularda bulunan suda c¢oziinebilen dogal bir metabolittir. Antioksidan

ozelliklerinden dolay1 aktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi KAR’m biyolojik bir
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fonksiyonudur. KAR, bir hidroksil ve ROT siipiiriiciisii ve tekli molekiiler oksijenin
giiclii bir yok edicisidir (168-171). KAR’in antioksidan aktivitesi, SR, iskelet kas
mikrozomlar1 ve linoleik asit emiilsiyonlarini da kapsayan oksidasyon model
sistemlerinde dahi gosterilmistir (167, 168). KAR suda ¢6ziinebilirliginden dolay,
hiicre igerisinde yiliksek konsantrasyonda bulunan oksidasyon aracilar1 (geg¢is metalleri
ve oksijen radikalleri gibi) ile hiicreler i¢in 1iyi bir antioksidan sistem olarak
calismaktadir (151). KAR, metal selatasyonu ve serbest radikal siipiiriicii bir
kombinasyonla lipit oksidasyonunu 6nleyebilmektedir (172). Calismalar gosteriyor ki,
KAR ve ilgili peptitlerin doku ve organeldeki seviyesi, model membran sistemlerinin

peroksidasyonunu onlemistir (173).

2.8.4. Membran Koruyucu Ozellikleri

Sarkoplazmik membran pargalariyla yapilan ¢alismalarda, KAR veya anserin ilavesiyle,
lipit peroksidasyonunun neden oldugu SR-Ca™ pompasina Ca™ baglanma ve Ca'-
ATPaz inhibisyonunun ortadan kaldirildigir gosterilmistir (174). Bilesiklerin ikisi
birlikte reaksiyona ilave edildiginde malondialdehit konsantrasyonunun doza bagimli
bir sekilde azaldig1 gosterilmistir. Farkli modellerde lipit peroksidasyonunda da benzer
sonuclar gosterilmistir. Kismen hidrofilik yapiya sahip olan KAR molekiilii, membranin
cift katmanli lipit yapisindaki hasarlara baglanabilir ve hasarin yaninda olusan

peroksidasyon triinlerinin giderilmesinde etkilidir (151).

2.8.5. Diger Biyolojik Etkileri
KAR; norotrasmitter, antioksidan sistem (173, 175) ve antiglikasyon (176) gibi pek ¢ok
biyolojik olayla iliskilidir.

+ Insan fibroblast kiiltiirlerinin maksimum béliinme sayisin1 (hayflick limiti) artirabilir

(157),
« Kas kasilmasini ve oksidatif fosforilasyonu regiile edebilir (157),
% Insan nétrofillerinin interlokin—1 P {iretimini artirir ve apopitozi dnler (151),
«+» Trasforme hiicreleri 6ldiirerek antikanser aktivite gosterir (157),
* Mitokondriyal apopitoz yollarmin inhibitoriidiir (177),
« Lenste katarakt olusumu engeller (178),
% lrritan faktorlere karsi gastrik mukoza koruyucusudur (179),

* Noroprotektif ajan (180) olmasi diger etkiler arasinda sayilabilir.
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2.9. KARNOZIN METABOLIZMASINDA ROL ALAN ENZIMLER
VE TRANSPORT PROTEINLERI

2.9.1. Karnozin Sentaz

KAR’m kesfinden sonra swra bu dipeptidi olusturan [B-alanin ve L-histidin amino
asitlerinin sentezi i¢in gerekli olan enzimleri, faktorleri belirlemeye gelmistir (164).
Bauman ve Ingvaldsen B-alanin ve L-histidin aminoasitlerinin birbiri ile iliskili
oldugunu ancak histidin-L- [ alaninin birbiri ile baglantili olmadigmi gostermislerdir
(181). 1950’li yillarda KAR sentez reaksiyonunun biyokimyasal ozellikleri, tavuk
kasindan in-vitro olarak saflastirilmis enzimle kismen yapilmig ve bu enzim KAR

sentaz (KS) olarak adlandirilmistir (164).

KAR’mn sentezi i¢in gerekli olan bilesenler; amino asitler (B-alanin-L-histidin), Mg+2 ve
ATP'dir. KS genis bir substrat yelpazesine sahiptir ve B-alanin veya L-histidin yerine
farkli aminoasitler koyarak cesitli diger dipeptitleri olusturabilir (182, 183). Sonraki 50
y1l boyunca bu enzim daha da saflastirilmaya calisilsa da basarilamamistir (164). 2010
yilinda Drozak ve ark. KAR sentazin molekiiler kimligini belirlemistir. Baslangigtaki
deneysel calismalarda karaciger dokusunda KAR’mn sentezlenebilecegi Onerilmesine
ragmen sonraki caligmalarda KS'nin baslica iskelet kasi, kalp kasi ve belirli beyin

bolgelerinde bulundugu agikca gdsterilmistir (184).

2.9.2. Karnozin N-Metiltransferaz

KAR metilasyonu ile ilgili ilk kanit Winnick T. and Winnick RE. tarafindan ortaya
konulmustur (391). Anserin, ofidin/balenin ve metillenmis KAR analoglarinin
sentezlenmesi i¢in iki olas1 yolak vardir. Birinci enzimatik yolak, KAR {izerinde
bulunan S-adenozilmetionin (SAM) e bir metil grubu transferini gergeklestiren KAR N-
metiltransferaz (KMT) vasitastyladir. Ikinci yolak ise KS araciligiyla p-alanin ile N-
pimetilhistinin enzimatik olarak reaksiyona sokulmasiyladir. ilk bahsedilen yolak yani

KMT, fizyolojik olarak daha 6nemlidir (164).

2.9.3. Karnozinaz

KAR ve iliskili bilesikler olagan (di)peptidazlar tarafindan parcalanamaz fakat onlarin
metabolizmalar1 karnozinaz (KN) ad1 verilen kendi hidrolitik enzimlerince karakterize
edilir. ilk olarak 1949 yilinda Hanson ve Smith tarafindan domuz bobregi kullanilarak
kismen saflastirilmis ve tanimlanmistir (185). Molekiiler olarak tanimlanmis iki formu

mevcuttur. Bunlar KNI (serum karnozinaz) ve KN2 (doku karnozinaz) dir.
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Metalloproteaz ailesinin iiyeleridir. insanda bu enzimler % 53 sekans benzerligi gdsterir

ve her ikiside homodimer olarak bulunur (164).

2.9.4. Karnozin Transport Proteinleri

KAR, H"la eslestirilmis oligopeptid tasictyr (POT ailesi veya SLC15 ailesi) ailenin
birka¢ liyesince membranlardan tasmabilmektedir. Bu ailenin memelilerdeki iiyeleri
oligopeptid tasiyicilar 1 ve 2 (PEPT1- PEPT2) ve peptit/histidin tasiyicilar 1 ve 2
(PHT1-PHT?2) tasiyicilardir. POT ailesine ait iiyeler, genis bir secicilige sahiptir. KAR
ve metilenmis analoglarimi tasiyabilirler (186). PEPT1-2, 400 farkli dipeptit ve 8000
farkli tripeptit tasiyabilmekte, ancak ¢ok wuzun peptitleri ve tek aminoasitleri
tastyamamaktadir. PHT1-2'lerde secicilige sahiptir ancak bu tasiyicilar hakkinda c¢ok
acik bilgiler yoktur. PEPT'lerden baslica farkliliklar1 di/tripeptitlere ilaveten L-histidin
tastyabilmeleridir (164).

2.9.4.1. PEPTI ve PEPT2

PEPT]1, peptitlerin intestinal absorbsiyonunda ¢ok 6nemli bir role sahiptir. KAR, ince
bagirsaktan emilebilir ve ¢ok az da oral yolla mideden hidrolize edilmeden tiim olarak
kana girebilmektedir (Sekil 2.9.) (187, 188). KAR mikrovilluslu membranlardan PEPT1
araciligi ile hiicreye alinir. Hiicreler i¢ine giren KAR ya KARaz 2 tarafindan hidrolize
edilir veya bazolateral membranin diger tarafina tasmir. PEPTI1, bir peptit/proton
birlikte tasiyicidir ve aktivitesi diigiik lliminal/apikal pH ile artirilmis olur.PEPT2, renal
tiibiildeki peptitlerin filtrelenmesinde reabsorbsiyona katki saglamaktadir. Bu tasiyici

ozellikle epitelyal hiicrelerin apikal membranina lokalize olmustur (164).

Karnozin Karnozin

'
Firgams: kenar i al liir
metnbrar _l/ 1 t
H
PEPT | \.— :
v H
H Enterosit || | (| Enterosit
¥
Karmozin s Beta-alanin
Histidin //
LA
Bazolateral Peptit | minoasit
membran _ tasiyia 4 _) asgivicilar
[ i ~ | X i
= -
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Histidin

Sekil 2.9. Histidin Igeren dipeptitlerin bagirsaklardan emilimindeki olas1 yolak.
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2.9.4.2. PHTI ve PHT2

PEPT'ler ile ilgili biyokimyasal ve fizyolojik bilgiler yeterince vardir ancak yakin
zaman da kesfedilen PHT'ler ile ilgili bilgiler ¢cok fazla degildir. PHT1 ilk olarak sigan
beyninden Yamashita ve ark. tarafindan klonlanmistir (186).  Kurbaga oosit
hiicrelerinde PHT1 in KAR tasiyici aktivitesi gosterilmistir. Klonlanmis insan PHT1
inin, pH bagimli KAR taginiminda rol aldig1 bulunmustur. Bhardwaj ve ark. insan PHT1
(hPHT1) klonlamustir (189). ikinci peptid/L-histidin tastyic1 (PHT2) Botka ve ark. (72)

ve Sakata ve ark. tarafindan tanimlanmistir (189).

hPHTI1 6zellikle iskelet kasinda ve dalakta bulunurken hPHT2 ise kalp, dalak, plasenta,
akciger ve ldkositlerde oldugu molekiiler ¢alismalarla gosterilmistir (190). Insan
viicudundaki KAR’m  biiyiik ¢ogunlugu iskelet kasinda bulundugu igin KAR
tastyicilarinda fonksiyonel olarak iskelet kas hiicrelerinde olmasi beklenilmektedir.
Everaert ve ark. yapmis olduklar1 calismada PHT lerin mRNA transkriptlerinin fare ve
insan iskelet kaslarinda gostermislerdir (191) ancak PEPT’leri gdsterememislerdir.
Kastaki fizyolojik fonksiyonlar1 ve hiicre igine mi disina mi1 tasima yaptiklarida tam

olarak agik degildir.

2.10. KARNOZININ KARDIiYOVASKULER FONKSIiYONU

KAR’m tanimlanmis ilk fizyolojik etkilerinden birisi, kopeklere intravendz olarak
verilen KAR’1n sistemik kan basincinda gecici bir diisiise sebep olmasi yoniindeydi
(164). Hipotansif ve antihipertansif etkisi diger bircok memeli tiiriinde yapilan
calismalarla cogunlukla desteklenmistir (164, 192). Kan basinci iizerine KAR’in
diistiriici  etkisi  biiyiilk  olasikla  sistemik arterlerin  vazodilatasyonu ile
gerceklestirilmektedir. KAR’m damar gevsetici etkisi izole edilmis sican aort
halkalarinda gosterilmistir (193). Damar tonusunun regiilasyonunda KAR g6z Oniine
alindiginda, sadece egzojen KAR degil ayn1 zamanda endojen kaynakli KAR de normal
hemodinamik regiilasyonda rol almaktadir. In-vivo olarak Zn-KAR kompleksinin
olusumu ve histamin H1 reseptdrlerinin baglanmasi, damar diiz kaslarinin kasilma ve
gevsemesi ile ilgili oldugu belirlenmistir (194, 195). Ancak KAR’1in damar capinda
etkili olan mekanizmalarmma alternatif olarak, karnozin-histidin- histamin yolagi,
NO/cGMP mekanizmasi ve otonom sinir sisteminin modiilasyonu da sayilabilir (193,

196, 197).
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KAR izole sican kalpleriyle yapilan c¢alismalarda gosterildigi gibi kardiyak
kasilabilirligi belirgin bir sekilde artirabilmektedir (198). Iskelet kasindaki kasilmayi
diizenlemenin altinda yatan mekanizmalara paralel olarak KAR’m ayrica, kalp kasinda
hiicre i¢i Ca™ seviyesi artis1 ile aktin-miyozin etkilesimini ve pH tamponlayici
kapasiteyi artirdig1 bildirilmektedir. izole kardiyomiyosit hiicrelerinde, KAR hem
SR’den kalsiyum salmimini saglar hem de kalsiyuma cevaben kasilabilir proteinlerin
gerimini diizenler (199). Intraselliiler kalsiyumun modiile edilemesinin yaninda, KAR
ve diger histidin iceren dipeptitler pH’ nin regiilasyonu ve kardiyak hiicrelerde mobil
tamponlayict sisteme katki saglamada rol alirlar (96). Bu baglamda ilging ve yeni bir
hipotez Swietach ve ark. tarafindan Onerilmistir. Bu hipoteze gore kardiyomiyositler
lokal pH degisikliklerine cevaben fonksiyonel Ca™ gradiyenti olusturan Ca™/H"
degisim proteini gibi lokal pH degisikliginde fonksiyonel Ca™ artisina neden olmaktadir
(200). Yukarda bahsedilen ¢alismaya ragmen, kardiyovaskiiler sistemde bulunan

histidin iceren dipeptitler hakkinda ¢ok fazla bilimsel bilgi yoktur.

2.10.1. iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Karnozin

1990’lardan beri bir¢ok in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda farkli hayvan modellerinde kalp
beyin, karaciger, bobrek ve testisleride i¢cine alan organlarda iskemi/reperfiizyon
hasarmi1 azaltmak icin KAR’in kullanildigi rapor edilmistir Baslangicta I/R nin
indiikledigi oksidatif stresin hiicresel hasara neden olmasi ile, I/R’li hayvan
modellerinde koruyucu bir ajan olarak KAR’m kullanilmas1 antioksidan aktivitesinden
dolayr diisiiniilmiistiir. Rapor edilen birka¢ calismada ise KAR’m doku oksidatif
hasarinin diizelttigi goriilmiistiir. Ayrica enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
iizerine koruyucu etkisine paralel olarak I/R doku hasarina karsi KAR koruyuculugu

gosterilmistir (164).

Lee ve ark. izole sigan kalbinde ROT larin temizlenmesi adina KAR veya histidinin bu
islevini belirlemek i¢in caligmalar yapmistir. Kalbin izolasyonunu takiben, iclerinde
KAR veya histidin bulunan tampon ¢6zelti ile kalp stabil olana kadar perfiize edilmis ve
bu islemi takiben 40 dk global iskemi sonrasinda da 30 dk reperflizyon islemi
gerceklestirilmistir. KAR’la perflize edilen kalpler histidine oranla sol ventrikiil
diyastolik basin¢ (SVDB) ve dP/dt’yi diizeltme ile fonksiyonel olarak daha basarili
olmustur. KAR, hasar1 izleyen donemde kalp hizi ve koroner akimi diizeltmemistir. Bu

bilgiler gostermektedir ki KAR iskemik hasardan miyokardiyal hiicreleri korumaktadir
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(201). Yani reperflizyon hasarmi azaltmak i¢in reperflizyon hizin1 azaltmistir.
Prokop’eva ve ark.’lar1 tarafindan yapilan caligmada hipoksi ve reoksijenizasyondan
sonra izole edilmis sican kalplerinde (15mM) KAR’1n etkisi degerlendirilmistir. KAR
koroner kan akimini artirmakta, laktat dehidrojenazin salinimini ve kontraktiir siiresini
azaltmaktadir (198). Oliimciil kan kayb1 sonrasinda kalp reperfiizyonu esnasinda, kan
yerine kullanilan maddeler icerisinde KAR verilmesinin kardiyomiyositlerin
membranini hasardan korudugu ve bu membranlar igerisine lokalize olmus enzimlerin
fonksiyonlarmi normallestirdigi gosterilmistir (202). Gercken ve arkadaslarinca yapilan
calismada ise kardiyoplejik soliisyonlarm (miyokard kontraksiyonlarmin ortadan
kalkmasini saglayan soliisyon) igerisinde verildiginde KAR’1n yararh kardiyak etkileri
oldugunu rapor etmiglerdir. Ne yazik ki kontrollii klinik denemelerde KAR igeren ve
icermeyen kardiyoplejik soliisyonlar arasinda bir fark bulunmamistir (203). Dolgikh ve
arkadaslar1 sicanlarda resiisitasyon sonrasi1 gerceklesen aritmiler lizerine KAR’m (25
mg/kg) etkisini degerlendirmistir. Resiisitasyon baslangicinda KAR’m verilmesi,
kardiyak kasilmalarm ve solunumun daha erken diizelmesine, kardiyak ritim
bozukluklarinin azalmasmma neden olmustur. KAR ayrica ATP ve fosfokreatin
seviyelerini artirma yoluyla kalp biyoenerjisini diizeltmistir. (204). Rusakov and
Dolgikh’in galigmalarinda ise kan kaybi ile indiiklenen MI’yi takiben si¢anlarin
miyokardiyal biitiinliigli izerine KAR’mn etkisini ¢alismiglar. Bu ¢alismacilar yaklagik
4-6 dk boyunca sicanlarda kan kaybina sebep olarak kalp krizi olusturmuslardir. Bu
olay1 takiben KAR igcermeyen kan vermisler, kapali kalp masaji ve suni tenefiis
yapmislar. Yasama donen sicanlar KAR ile tedavi edilmis ve bu sicanlarda iki kardiyak
enzim (aspartat aminotransferaz ve malat dehidrogenaz) azalmistir. KAR’la tedavi
edilen hayvanlarda ayrica lipit peroksidasyon iiriinlerinin seviyeside azalmistir (202).
Ayni zamanda kardiyomiyositlerden miyoglobin ve niikleozidlerin (6r: adenozin)
salinimmim azaltilmis olmasi ile membran koruyucu aktivitesini gosterdigi ifade
edilmistir. Asetillenmis KAR, iskemik kasilmalar1 baskilamakta daha etkindir ve kalp
kasilmasi lizerine etkisi daha belirgindir (205). Ayrica, asetilkarnozin iskemi sirasindaki
miyokardiyal kasilabilirligi diizenlemekte, bu yiizden KAR kalpte ve bununla birlikte
beyinde anti-iskemik aktiviteye sahiptir (206).

P. R. Roberts ve G. P. Zaloga caligmalarinda KAR alan kalpler ile kontrol tamponu
veya beta adrenerjik agonisti alan kalpleri karsilastirdiklarinda kalpte meydana gelen

aritmilerin tetikledigi iskeminin oraninda azalma oldugunu go6zlemislerdir (198).
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KAR’m, kalp yetmezligi ve miyokart infarktiisiinii diizenlemedeki rolii ile membran
depolarizasyonu ve kardiyak Na'-K'-ATPazimn aktivasyonunu indiikledigi ¢alismalarda
gosterilmistir (207). KAR’m miyofibriler ATPaz’1 aktive ettigide rapor edilmistir (172,
208). Ayrica Simonya ve ark. eritrosit membranlar1 iizerinde bulunan Na'-K'-ATPaz
aktivitesi {izerine etkilerini degerlendirmisler. Eritrosit membranlar {izerindeki Na'-K-
ATPaz aktivitesi invitro calismada KAR tarafindan artirilmustir. Ilging bir sekilde
eritrosit Na'-K'-ATPaz aktivitesi, konjestif kalp yetmezligi ve akut miyokart infarktiislii
hastalarda azalmistir (209). P. R. Roberts ve G. P. Zaloga ¢alismalarinda hem
intraselliiler hem de ekstraselliiler peptid olarak rol alan KAR’in inotropik etkisini
belirleyememisler. izole hiicrelerle yapilan ¢alismalarda ise intraselliiler olarak iki etkiyi
belirlemiglerdir. Birincisi SR’den KAR tarafindan indiiklenen kalsiyum salinimidir
digeri ise kalsiyuma kasilabilir proteinlerin gerim iiretme cevabindaki degisikliklerdir
(198).Ayrica  KAR, kalsiyum bagimli mekanizmalar yoluyla kasilabilirligi
diizenlemekte ve kalp son yiikiinii (afterload) azaltarak da vaskular tonusu
azaltmaktadir.

Sonug olarak iskemik hasar siiresince KAR’la yapilan ¢aligmalarda KAR’1n antioksidan
etkilerinin iskemik hasar olusan kalplerin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde koruyucu

rolii oldugu bildirilmistir (198).

2.11. ANESTEZi ALTINDAKI SICANDA HEMODINAMIK
OLCUMLER

2.11.1. Langendorff Kalp Modeli

Langendorff, izole kalpte akut deneyler yapilmasini ve pek ¢cok parametrenin ayn1 anda
olciilmesine olanak saglayan kullamigh bir yontemdir. izole perfiize kalp preparat: ilk
kez Oscar Langendorff isimli bir Alman doktor tarafindan tanimlanmistir. Calismadan
istenen sartlara gére modifiye edilebilir. Bugiine kadar pek ¢cok modifikasyona ugramis
olan preparat fizyolojik, farmakolojik ve biyokimyasal arastirmalarda ¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir. Preparat en c¢ok akut ilag¢ etkilerini arastirmak igin kullanilsa da
onceden belli bir uygulamaya tabi tutulmus hayvanlarin kalplerindeki degisiklikler ve

bu kalplere ilaglarin akut etkileri de incelenebilmektedir

2.11.2. Preparatin Hazirlanmasi
Genel anestezi altindaki deney hayvanmin kalbinde herhangi bir mekanik hasar

olusturmadan Oncelikle assendan (¢ikan) aortu izole edilir. Hayvandan alman kalp,
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soguk perflizyon soliisyonuna (Or: Krebs-Henseleit veya Tyrod soliisyonu)
konulmalidir. Bu sayede kalbin atmasi soguk soliisyon i¢inde durur ve perfiizyon i¢in
hazir bekletilen kaniile kolayca takilarak 4/0 ipek iplikle sabitlenir. Buradan belli bir
basingla verilen perflizyon sivisit aort kapaklarini kapatir ve sivi sol ventrikiil i¢ine
gidemez ancak koroner arterleri perflize eder. Perfiizat daha sonra koroner siniisten sag
atriuma bosalir ve daha sonra pulmoner arterlerden atilir. Perflizyon sivisi bir 1s1 sarmal
araciligiyla sitilmig ve % 95 O, + % 5 CO; ile oksijenlendirilmistir. Perflizyon
basladig1 anda kaniil i¢cinde hava kabarcigi olmamasina dikkat edilmelidir; varsa kalp
hafif¢e sikilarak hava uzaklastirilmalidir. Preparat kayitlar i¢in gerekli prosediir yerine
getirildikten sonra cidarlar1 isitilan bir kalp odacigi i¢ine alinmalidir. Bu sekilde
preparatin termoregiilasyonu daha hassas bir sekilde yapilmis ve kalbin dis cidarlar1
kurumaya kars1 korunmus olur (Sekil 2.10.). Bu yontemle sayesinde, sistolik basinci
(SB), sol ventrikiil diastol sonu basing (SVDSB), sol ventrikiil basing gelisimi hizi
(SVBQG), basmng gelisim hizi (+dP/dtmax), basing gevseme hizi (-dP/dtmin), egim
(slope), indeks (+dp/dtmax/-dP/dtmax), kontraksiyon-zaman egrisi altinda kalan alan,
kalp hizi, basing hiz carpani, sol ventrikiil voliimii, koroner rezistans, oksijen kullanima,

refrakter periyod gibi parametreler Ol¢iilebilir.

cin T

%o

Pompa | Elektriksel
| Uyari

t J Koroner

(P) J Akim

- B | Perfiizyon

Basinci

. [Sol Ventrikiil
Basinci

(n)

Sekil 2.10. Langendorff diizenegi kurulus semasi A) 95% 0,-5% CO, tanki, B) Gaz
dagitim tiipii C) Krebs-Henseleit tampon deposu, D) Perfuzat hatti, E) Basing hatti,
F) Stizgec, G) Kompliyans cemberi, H) Balon
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2.11.3. Perfiizyon Soliisyonunun Hazirlanmasi

Preparat genellikle modifiye Krebs veya Tyrode soliisyonlar1 ile perfliize edilir.
Preparatin 1yi caligmasi perfiizyon soliisyonunun kalitesine de baglhidir. Soliisyon
kesinlikle hic¢bir partikiil icermemelidir. Bunun i¢in kaplar ¢ok temiz olmali, miimkiinse
deiyonize edilmis distile su kullanilmali ve soliisyon i¢in en yiiksek saflikta tuzlar tercih
edilmelidir. Cozelti hazirlanmasi bittikten sonra mutlaka uygun filtrelerle (6rn. 5 pm)

stzulmelidir.

2.11.4. Perfiizyon Akim liskisi

a. Perfiizyon ve Akimla Iliskili Parametreler I: Perfiizyon iki ayr1 sekilde yapilabilir;
-Sabit Basing veya Sabit Akim: Sabit basincla perfiizyonda koroner akimi, sabit akimla
perfiizyonda da koroner perflizyon basmncimi kaydetmek miimkiindiir. Eger yeterli
basing veya akimda perfiizyon yapilirsa preparatin yasayabilirligi (viabilitesi) agisindan
iki metodun birbirine istlinligli yoktur. Elde edilen parametreler (basing veya akim)
birbirleriyle ters orantili olduklar1 i¢in herhangi birinin 6lgiilmesi digeri hakkinda da

fikir verir.
b. Perfiizyon ve Akimla Iliskili Parametreler IT

Baz1 Langendorff sistemlerinde kullanilan perfiizat yeniden sirkiile edilir. Kullanilmis
perfiizat sivisi da pek cok biyokimyasal parametrenin Glgiilebilmesi i¢cin bize fayda
saglar. Bunlardan en sik kullanilanlar1 arasinda LDH, CK, troponin T 6l¢iimleri. pH,

pO2, pCO; gibi parametrelerin online-realtime Slgiimii igin modiiller tiretilmistir.

-Kasilma Giicii ile Iliskili Parametreler: Sol ventrikiil icine sol atrium yoluyla bir
balon yerlestirilir. Balona belli bir basing uygulanarak preload (6n yiikleme) olusturulur.
Balon i¢inde olusan basing intraventrikiiler basinci simiile eder. Yeni cihazlarda
ultrasonik sensorlerle ventrikiill boyutlarini, segment uzunluklarini ve duvar

kalinliklarini da 6lgmek miimkiindiir.

-Elektriksel Parametreler: Yerlestirilen iki elektrodla bipolar elektrogram
kaydedilebilir. Elektrogram i¢cin metal veya suction elektrodlar kullanilir. Kalpten
monofazik aksiyon potansiyelinin kayd1 i¢in 6zel cihazlar da iiretilmistir. Langendorff
preparatinda ritim ve hiz degisikliklerinin deneyimizi etkilemesini istemiyorsak kalbi
sag atriuma yerlestirilen iki elektrotla yarabiliriz. Uygun izolasyon yontemleri izlenirse,

uyar1 yapilmasi elektrogram kayitlarinin alinmasima engel degildir (108).
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2.12. TETRAZOLYUM METODU ILE INFARKT ALAN
OLCULMESI

Miyokard enfarktiisii Mi’den kaynaklanmaktadir. Mi’de, kasilabilir kitledeki kayiptan
dolay1 kalbin kan pompalama yetenegi tehlikeye girdigi i¢in miyokardiyal enfarktiis,
iskemili hastalar i¢in ciddi bir problemdir. Son 30 yilda, kardiyoloji tarafindan, kalbin
enfarktiise karst daha dayanikli olmasmna yonelik arastirmalar olmustur. Bu tiir
arastrmalarda anahtar nokta kalbin tamaminda ki miyokart enfarktiisiiniin erken
belirlenmesine izin veren bir metodun bulunmasidir. Tetrazolium boyama en popiiler
metot olarak oOne c¢ikmaktadir. Bu teknik, canli dokularda dehidrogenaz enzimi ve
kofaktorlerinin tetrazolyum adi verilen boya ile formazan adi verilen pigment
olusumuna dayanmaktadir. Dokuda bu enzim ve kofaktdrleden herhangi birinin
eksikligi canliligin olmadigmin bir gostergesi oldugu beyan edilmektedir. Diger yandan
pozitif olarak boyanan dokunun saglikli olmasi sart degildir ve saatler veya giinler sonra
bile 6lebilir. Bu ylizden bir iskemik hasardan sonra ki reperfiizyon siireci nekadar uzun
olursa, 6lii ve canli dokular arasindaki ayrimin bu metod ile ayrimi daha giivenilir olur.
Ug saatten daha az siireli reperfiizyonlarda (langendorff ile perfiize edilen kalplerde 2
saat) bu metod giivenilir degildir ¢iinkii armma siiresi yetersizdir. U¢ giinliik siirenin
optimal oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, maalesef bu ii¢ giinliik peryod karmasiklig1
artirmaktadir. Bu yiizden, ¢ogu arastirmaci agik gogiis ¢alismalarinda reperfiizyonun 3-
6 saat olmasi iizerinde uzlasmaya varmustir. Iskemik miyokardiyum sicakliga olduk¢a
duyarhidir. Her bir derecelik sogutmanin risk zonunu % 7 oraninda korudugu rapor
edilmistir. 35° C ye diisiirtilmiis tavsan kalbinde yapilan 30 dakikalik koroner dal
okliizyonu infarkt alanin ortalama % 35 ten % 21 e diismesini saglayacaktir. Yetersiz

sicaklik kontrolii infarkt alan ¢aligmalarindaki parazitlerin ana kaynagidir (210-212).

-Fosfat tamponu ile karistirma: Tetrazolyum tozu fosfat tamponu i¢inde diliie edilir.
Arastirmacilar genelde diisiik [NaH,PO4 (0.1 M)] ve yiiksek [Na,HPO4 (0.1M)] pH
sisteminden olusan iki tamponun birlesiminden elde edilen bir tampon kullanmislardir.
NaHPO4 nin molekiiler agirligi 142 g/mol dir ve 0.1 M i¢cin 14.2 g alinip 1 litre
icerisine ilave edilir. NaH,PO, iin molekiiler agirligir 120 g/mol dir ve 0.1 M i¢in 12 g
bir litre distile su icerisine ilave edilir. Asagidaki tabloda bu iki tamponun belirli
oranlarda karigim ile farkli pH’da fosfat tamponu elde edilebilmektedir. Kanin pH’s1

ortalama 7.4 tiir. Bu a¢idan tampon se¢iminde pH’nin 7.4 olmasina dikkat edilmelidir.
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1 gram tetrazolyum tuzu pH’s1 7.4 olan 100 ml tampon igerisinde ¢dziilerek kullanima

hazir hale getirilir. Bu oran kullanima gdre oranti ile ayarlanabilir.

-Kalp dilimleri: Arastirmacilar genelde tetrazolyum ile kalbi perfiize etmekten ¢ok kalp
dilimlerini boyamay1 tercih etmislerdir. Taze dokunun tetrazolyum ile muamele
edilmesi ise Onerilmemektedir. Taze dokuda kontraktiir ve inkiibasyon siirecinde
dokuda katlanmalar olacagi i¢in hasarli ve hasarsiz alanlarin planimetre ile 6lglimii
sagliksiz ve zor olacaktir. Bunun i¢in alinan kalp dokular1 oncelikle -20 °C’lik bir
dondurucuda yaklasik 1-2 saat bekletilmelidir. Doku katilastiktan sonra dilimlenebilir.
Kalp dilimleri yaklasik olarak 2 mm kalinlikta olacak sekilde ayarlanmalidir.

-Dilimlerin inkiibasyon: Dilimler 37 °C lik bir su banyosu veya termometreli bir
inkiibasyon ortaminda tetrazolyum boyasi igeren fosfat tamponu ile inkiibe edilir.
Dilimler tampon ortamima konulduktan sonra en az 1 dk boyunca 1 kez ¢alkalanmalidir.
Genellikle 15-20 dk’lik inkiibasyon yetmektedir. Yasayan dokular tetrazolyumdan
dolay1 koyu kirmiz1 bir hal alirken infarkt alanlar acik renkte kalacaktir. Bu dokular %
10’luk formaldehit igerisinde 20 dk bekletilerek boya fikse edilir.

-infarkt alan 6lciimii: Planimetre (alan 6lgiimii) yontemi ile formaldehitden ¢ikarilan
dokular iki cam plaka veya lam arasina yerlestirilerek dilimlerin toplam alanmin hasarli
alana olan orani image J veya benzeri bir alan 6l¢iim programui ile hesaplanarak % hasar
orani belirlenir (Resim 2.1.)

infarkt alan = 100

tim alan

infarkt alan % si =

Resim 2.1. Tetrazolyum ile boyanmis kalplerde infarkt alan gosterimi
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastrma Merkezi Laboratuarlarinda gerceklestirildi.
Proje, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu ve Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Bagkanligmnin TSD-11-3715
nolu karar1 ile onaylanmistrr. Calismamizda viicut agirligi 300 £50 g olan 4 aylik, 60
adet, Sprague Dawley cinsi, erkek sigan kullanildi. Siganlar, oda sicakligi 24+1 °C, nemi
% 60-70 olan ve gece-giindiiz dongiisii otomatik olarak 12 saat gece, 12 saat giindiiz
olacak sekilde ayarlanan ortamlarda, polipropilen yapidaki kafeslerde barindirildi.
Calisma siiresince, hayvanlarin istedikleri kadar pelet seklinde sican yemi ve ¢esme

suyu almalarma izin verildi.

3.1. DENEY GRUPLARI
Agirliklart 6l¢iilen hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi (Sekil 3.1.).

Kontrol grubu (KONT); Genel anestezi altindaki hayvanlarin kalpleri alinarak
Langendorff perfiizyon sistemine sabitlendi. Iskemi 6ncesinde 15 dk siireyle sisteme
uyum i¢in Krebs-Henseleit soliisyonu ile perfiize edildi. Daha sonra 30 dk global iskemi
ve 60 dk Krebs-Henseleit soliisyonu ile reperfiizyon yapildi. Bu siire boyunca ventrikiil
basing kaydi ve EKG kaydi1 alindu.

Kariporid (Na'/H® pompa inhibitorii) uygulanan grup, (KRP); Genel anestezi
altindaki hayvanlardan kalpler alinarak Langendorff perflizyon sistemine sabitlendi.
Iskemi 6ncesinde 15 dk sisteme uyum i¢in Krebs-Henseleit soliisyonu ile perfiize edildi.
Daha sonra 30 dk global iskemi ve bu islemi takiben igerisinde KRP (Sanofi-Aventis,
Frankfurt/Almanya, hediye olarak alinmistir) bulunan Krebs-Henseleit soliisyonu
(10um/L) (213) ile 60 dk reperfiizyon yapildi. Bu siire boyunca ventrikiil basing kaydi
ve EKG kaydi alindi.
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Karnozin + Kariporid grubu (KAR+KRP) : iskemi dncesi, iki hafta boyunca hergiin
intraperitonal (i.p.) olarak KAR (200 mg/kg [Sigma Aldrich, St. Louis, MO]) verildi.
15. giinde genel anestezi altindaki hayvanlarin kalpleri alinarak Langendorff perfiizyon
sistemine sabitlendi. Iskemi Oncesinde 15 dk sisteme uyum igin Krebs-Henseleit
soliisyonu ile perfiize edildi. Daha sonra 30 dk global iskemi ve bu islemi takiben
icerisinde KRP bulunan Krebs-Henseleit soliisyonu (10um/L) ile 60 dk reperfiizyon
yapildi. Bu siire boyunca ventrikiil basing kaydi ve EKG kaydi alind1.

Karnozin grubu (KAR); Iskemi 6ncesi, iki hafta boyunca i.p olarak hergiin KAR (200
mg/kg) verildi (214). KAR’1n verildigi 15. gliniin sonunda, genel anestezi altindaki
hayvanlarin kalpleri almarak Langendorff perfiizyon sistemine sabitlendi. Iskemi
oncesinde kalplerin sisteme uyumunu saglamak icin 15 dk Krebs-Henseleit soliisyonu
ile perfiize edildi. Daha sonra 30 dk global iskemi ve 60 dk Krebs-Henseleit soliisyonu
ile reperflizyon yapildi. Bu siire boyunca ventrikiil basing kaydi ve EKG kaydi alinda.

60
. i i > Zaman (dk)
Stabilizasyon iskemi Reperfiizyon

Kmtml S N R A N 9 R S R G P ) N

Kan
(Krebs solusyonu ile
I6um/L)

e
oo [ [

(15 giin boyunca
200mg/kg)

Sekil 3.1. Deney protokoliiniin sematik gosterim

3.2 LANGENDORFF SISTEMI iLE HEMODINAMIK
PARAMETRELERIN OLCUMU

Hayvanlara anestezik madde verilmeden yaklagik 15-20 dk once heparinli serum
fizyolojik (500U/ml/i.p. hayvan basina ) verildi. Her calisma dncesinde sistem distile su
ile yikandi. Sistem 37°C sabit 1s1 altinda pH’ s1 7.3-7.4 olarak ayarlanan Krebs-
Henseleit soliisyonu ile (mmol/L: NaCl 118; KCl 4.7; CaCl, 2.0; MgSO4 1.2; NaHCOs3
25; KH,PO4 1.2; Glikoz 11.1) perfiizyona hazir hale getirildi. Sistem igerisinde hava
kalmamasma dikkat edildi. Her gruba ait 6 sican alindi. Siganlar, ketamin 39.35 kg/mg
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ve xylazin 4.96 kg/mg karisimi ile i.p. olarak anestezi edildi. Toraks1 agilan siganlarin
kalbine herhangi bir mekanik hasar verilmeden aortu izole edildi. Viicuttan ayrilan kalp
dokusu, igerisinde soguk Krebs-Henseleit soliisyonu bulunan petri kabina alind1 ve ¢ok
hizl1 bir sekilde aortundan Langendorff perfiizyon sistemindeki soliisyonunun geldigi

kantile sabitlendi (Resim 3.1.).

Resim 3.1. Langendorff sistemine sabitlenmis izole kalp preparati

Perfiizyon cihazi yardimu ile kalbe 8-10 ml/dk (kalbin biiyiikliigiine gore hesaplanan
deger) sabit akimla Krebs-Henseleit soliisyonu verildi. Bu perflizat sivisi aort
kapaklarini1 kapatip, perflizat sivisinin sol ventrikiile gegisini engelledi ve koroner
perflizyon saglandi. Kalp dokusunu besleyen perflizat daha sonra koroner siniisten sag

atriyuma bosaldi oradanda atik haznesine gonderildi (Resim 3.2.).
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Resim 3.2. Laboratuarimizdaki Langendorff perfiizyon sisteminin genel goriiniimii

Sol ventrikiil basing kayitlar1 alinacak ancak EKG kaydi alinmayacak kalplerin
atriyumlar1 uzaklastirildi. Bu islem sonrasinda i¢i su dolu elastik balon (Harvard marka,
izovoliimetrik kasilma giiciiniin 6l¢timii i¢in 300-400 gr’lik sicanlara 6zel 4 numara
elastik balon ile) kalbin sol ventrikiiline yerlestirilip, balona belirli bir basing

uygulanarak onyiik (preload, yaklasik 3-7 mmHg) olusturuldu (Resim 3.3.).

Resim 3.3. Sol ventrikiil i¢i basing dl¢limiinde kullanilan balon ve sabitleme aparat1

Kalpler bir analog-dijital sistem olan Biopac MP30 sistemi ve 5 Volt / 5 Hertz uyari
veren stimiilator vasitasiyla kalbin apeksi ve bazaline yerlestirilen voltaj elektrotlariyla
uyarildi. Voltaj (5 Volt ) stimiilator araciligi ile ayarlanirken, uyar1 frekansinin sikligi

(5 Hertz) Biopac MP30 sistemine ait program vasitasiyla ayarlandi (Resim 3.4.).
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Resim 3.4. BSL MP 30 sistemi ve bu sisteme ait voltaj stimiilatorii

Izole organ banyosu, kalbi i¢ine alacak sekilde sabitlendi. 15 dk iskemi dncesi (kalbin
sisteme adaptasyonu ve kontrol amagli), 30 dk iskemi siiresince ve 60 dk reperfiizyon
boyunca ventrikiil basing kayitlar1 alindi. Olusan yanitlar; sol ventrikiil sistolik basing
(SVSB), sol ventrikiil diyastol sonu basing (SVDSB), sol ventrikiil basing gelisimi
(SVBQG), basing gelisim hizi (kasilma, +dP/dt..x) ve basing diisme hizi (gevseme,
-dP/dtmin) MP30 sistemi ve bir basing cevirici ile bilgisayara kayit edildi (Resim 3.5.).

Kayitlarm analizi ise Acqgknowledge 4.2. programui ile yapilmistir. Iskemi dncesi alinan
15 dk’lik kayitlar ve reperflizyon siiresince alinan 60 dk’lik kayitlarin ortalamalar:
alinarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.Kayit islemi sonrasi kalpler nekrotik alan

boyamas1 yapmak i¢in -20°C de 30 dk bekletilerek kesitler alindi ve boyama yapildi.

g

Volts

Resim 3.5. MP30 sistemi ile alinan sol ventrikiil parametrelerini gésteren kayit.

EKG degerlendirmeleri ve enzim calismalarinin yapilmasi i¢in her gruptan 9 hayvan

kullanildi. Langendorff sistemine sabitlenmis izole kalbe yerlestirilecek bipolar igne
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elektrodlarmm bir tanesi sag atriyumuna yakin bir yere digeri kalbin apeksine
yerlestirilerek (Resim 3.6.) iskemi Oncesi, iskemi siiresince ve reperflizyon siiresince
elektrokardiyografi kayd:r alindi (Resim 3.7.). Bu kalplerde; atriumlar alinmadi (kalbin
kendi spontan aktivitesi ile ¢aligmasi i¢in), sitimiilatorle uyar1 verilmedi ve sadece EKG
degerlendirilmesi ve enzim ¢alismast yapilacagi icin ventrikiil igerisine balon
yerlestirilmedi. EKG kayitlariin bitiminde kalpler biyokimyasal dlgtimlerin yapilacagi

zamana kadar -80 °C de sakland:.

Resim 3.6. EKG kaydi i¢in elektrot yerlestirilmis izole kalp preparati

<« 2R _p  Ramplitid R
intervali A

4.00

2.00

my

0.00

v,\f 8

hp i
QRS ; Q : intervali
Kompleksi intervall 2.00

Resim 3.7. MP30 sistemi ile siganlardan alinan bipolar EKG kaydi.
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3.3. NEKROTIiK ALAN BELIRLEME
Kalpte Meydana Gelen Hasarin Trifenil Tetrazolium Klorid (TTC) ile

Belirlenmesi

Reperfiizyon sonunda alman kalpler 30 dk -20°C belli bir sertlige ulasmasi igin
bekletildi. pH’s1t 7.4 olan 100 ml fosfat tampon soliisyonu [Dulbecco'nun fosfat
tamponu; 0.8 g NaCl (137 mM), 0.02 g KCI (2.7 mM), 0.216 g Na2HPO4-7H20 (8.1
mM), 0.02 g KH2PO4 (1.1 mM) 100 ml distile suda ¢oziinerek oda sicakliginda
muhafaza edilir] igerisine 1gr TTC boyasindan konuldu, %1’lik TTC’1i fosfat tamponu
hazirlandi. Bu soliisyon serolojik kuvvetler etkisinde 15 dk manyetik karistirict ile
karistirildi. Ardindan 37°C de inkiibatorde 15-20 dk inkiibe edildi. -20°C’de saklanan
soguk kalp dokularindan, her birinin kalinlig1 2 mm olacak sekilde, apeksden tabana

dogru 5-6 kesit yapildi.

TTC’li fosfat tamponu 37°C’lik ortamdan ¢ikarildi ve kesitler bu soliisyon igine
konularak yaklasik 15-20 dk 37°C’ de tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda alinan kalp dilimleri %10' luk formaldehitde 15- 20 dk bekletildi. Formaldehit
icinden alinan her bir kesitin agirlig tartilarak kaydedildi. Bu kesitler iki lam arasina
dizilerek asetat kalemi ile genel kesit alan1 ve hasarl kesit alani ¢izildi. Hesaplamalarda
Image J 1.48v programi kullanildi. Toplam kesit alaninin, hasarli alana olan % orani ile

hesaplamalar1 yapildi (Resim 3.8.) (210).

XL )

Resim 3.8. TTC ile boyama yapilmadan 6nceki ve sonraki kalp kesitlerinin gériiniimii
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3.4. BIYOKIMYASAL PARAMETRELERIN OLCUMU

3.4.1. Kalp Preparatlarinin Biyokimyasal Olciimler icin Hazirlanmasi

Kalp doku homojenatlarinin hazirlanmasi sirasinda yapilan tiim iglemler, buz icerisinde
ve 4 °C’de gerceklestirildi. Mitokondri izolasyon protokolii olarak; sol ventrikiiller
250 mM sukroz, SmM Tris HCI ve 2 mM EGTA iceren 4 ml’lik medium ortaminda
(cam homejenizasjon tiipii i¢cine konularak) WiseTis HG-15D homojenizatorde 18G’lik
bigakla buz iizerinde 8000 rpm de homojenize edildi. Elde edilen homojenat 2000 g’ de
8 dk santrifiij (Niive NF 1200R) edildi. Santrifiij edildikten sonra olusan siipernatandan
1 ml almarak 12000 g’ de 10 dakika santrifiij edildi. Ikinci santrifiijden sonra hiicre
sitozoliinden olusan siipernatan uzaklastirildi, geriye kalan “pelletdeki” mitokondriler,
140 mM KCI ve 20 mM Tris HCI igeren 250 pL’lik resiispansiyon soliisyonuyla
sulandirildi, daha sonra ATP 6l¢iimlerinde kullanilmak iizere -80 °C de saklandi.

Enzim o6l¢limi icin -80 °C’de dondurularak saklanan dokular tartildiktan sonra
agirliklar1 kaydedildi. Dokular soguk 50 mM KH2PO4 tampon soliisyonu (pH 7.0)
icerisinde (cam homejenizasjon tiipii i¢ine konularak) buz iizerinde gergeklestirildi.
Homejenat 4 °C’de 12000g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kisimlar1 alinarak
SOD, KAT enzim aktiviteleri ve MDA diizeyinin 6l¢iilmesinde kullanildi (215).

3.4.2. ATP Olciimii

ATP o6lgtimii sigan ATP eliza kiti (MyBiosource, Katolog No: MBS723034, San Diego,
CA) kullanilarak yapildi. Onceden hazirlanmis -80 °C saklanan numuneler dlgiimden
yarim saat dnce derin dondurucudan ¢ikarilarak oda sicakliginda ¢oziildii. Olgiim dncesi
numuneler vortekslendi. Kit prosediiriine uygun olarak belirtilen standartlar ve
numuneler plate kuyucuklarina yiiklendi, Tecan Marka plate yikayici ve eliza okuyucu

ile degerler belirlendi.

3.4.3. Protein Miktarimin Tayini

Orneklerdeki protein konsantrasyonu Bradford yontemine gore belirlendi (216).
Bradford aymract hazirlanisi ise kisaca; 500 mg Comassie Brillant Blue G 250
(Amresco), 250 mL % 96 etanol icinde iyice ¢oziildii, daha sonra 500 mL % 85 orto-
fosforik asit ilave edildi ve son hacim 1 litre olacak sekilde dH,O eklenerek hazirlandi
(Tablo 3.1). Protein miktarmnin belirlenmesinden 6nce 5X Bradford aywraci 1:5 oraninda
distile su (dH,O) ile seyreltildi ve Whatman # 1 numaral filtre kagidi ile filtre edildi.

Protein konsantrasyonunun tespiti i¢in sigir serum albiimini (BSA Fraksiyon-V, Sigma)
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ile standart serisi olusturuldu. 1 mg/mL BSA stogundan 5, 10, 15, 20, 25 uL alind1 ve
hazirlanan cam tiiplere aktarildi ve son hacimleri 500 pL olacak sekilde dH,O ile
tamamlandi. Tiplerin lizerine tekrar son hacim 5 mL olacak sekilde 1X Bradford ayiraci
eklendi. Orneklerin protein konsantrasyonlarmin tespiti icin 4°C” de buzlu suda tutulan
her kalp 6rneginden 40 pL protein ekstrakti almmip cam tiiplere aktarildi ve yine son
hacim 1000 pl.> ye dH20 tamamlanarak seyreltildi (seyreltme katsayisi 1000). Bu
asamalardan sonra 1:5 oraninda diliie edilmis 1X Bradford ayiracindan 5 mL karisima
ilave edildi. Oda sicaklhiginda yaklasik 5-10 dakika bekletildikten sonra 595 nm’deki
absorbans degerleri spektrofotometre ile belirlendi (Shimadzu UV-1800). Absorbans
okumalarinda plastik spektrofotometre kiiveti kullanildi (0.5-2 ml, ebat1 10x4x45 mm).

Tablo 3.1. Bradford standartlarinin hazirlanmasi

Standartlar | dH,O (nL) 1 mg/mL stok BSA (uL) | 1X Bradford Ayiraci (mL)
Kor 500 0 5

0.01 mg/mL 495 5 5

0.02 mg/mL 490 10 5

0.03 mg/mL 485 15 5

0.04 mg/mL 480 20 5

0.05 mg/mL 475 25 5

Standartlara ait absorbans degerleri ile bir grafik elde edildi (Sekil 3.2.). Grafikten elde
edilen denklem yardimi ile de protein konsantrasyonu, bilinmeyen orneklerin
konsantrasyonlar1 formiilden tespit edildi. Denklemde x egim, y ise 6rneklerin Bradford
sonucu Olgiilen absorbans degerlerini temsil etmektedir. Hesaplamaya diliisyon faktori

olarak 1000 katsayis1 da dahil edildi.
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Sekil 3.2. BSA standartlarindan elde edilen grafik.

Iskemi / reperfiizyon (I/R) grubu (KONT grubu), I/R+ Karnozin (KAR) + Kariporid
(KRP) grubu= (KAR+KRP grubu), /R + Karnozin grubu = (KAR grubu) ve
I/R+Kariporid grubu = (KRP grubu) orneklerinde protein konsantrasyonlar1 tespit
edildikten sonra tiim 6rneklerin ortak bir konsantrasyon degerinde olmasi i¢in dH2O ile
gereken seyreltme yapildi. Ayarlamalar1 yapilan gruplardan, yeterli sayida olacak kadar
ependorf tliplere gruplara ait 6rnekler alindi ve enzim ¢aligmalarinda kullanildi, daha

sonra yapilabilecek ¢alismalar icin —80°C” de saklandi.

3.4.4. Enzim Aktivitelerinin Tayini
Biitiin enzim ekstraklar1 enzim c¢aligmalar1 siiresince 0-4°C’ de buzlu suda tutuldu.
Ayrica 1518 olumsuz etkisi olabilecegi ihtimali de géz Oniinde tutularak ornekler

miimkiin oldugunca 1siktan korunmaya c¢aligild1.
Malondialdehit (MDA) Tayini

Lipid peroksidasyonunun yikim {riinlerinden olan MDA’nmn 6l¢iimiinde kullanilan
spektrofotometrik metodlarin biiylik bir kismi, MDA’ ’nin, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girerek, 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren pembe renkli bir
kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir (217). Akciger, karaciger, kalp ve
bobrek dokusu MDA tayininde, Ohkawa ve ark.’nin gelistirdigi metot kullanildi (218).

MDA o6l¢iimii yapilacak her numune i¢in kullanilacak olan kimyasallar ve islem sirasi

Tablo 3.2.de verildigi gibi hazirlandi.



Tablo 3.2. Ohkawa ve ark. gelistirdigi metoda gore MDA tayininde kullanilan

kimyasallar.

Siipernatan 0.1 mL
% 8.1 Sodyum dodesil siilfat 0.1 mL
% 20 Asetik asit (pH 3.5) 0.75 mL
% 0.8 Tiyobarbitiirik asit 0.75 mL
dH;O 0.3 mL

95°C sicak su banyosunda 60 dk kaynatild:

dH,O

0.5 mL

n-butonol/piridin (15:1)

2.5mL

4°C’de 4000 rpm’de 15 dk santrifiije edildi
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Siipernatanlardan 0.1 mL alinip kapakli cam tiiplere konuldu. Uzerlerine sirasiyla 0.1
mL sodyum dodesil siilfat (% 8.1), 0.75 mL asetik asit (% 20: pH 3.5), 0.75 mL
tiyobarbitiirik asit (% 0.8) ve 0.3 mL dH,O eklenerek iyice karistirildiktan sonra agizlar

sikica kapatilan tiipler, 95°C sicak su banyosunda 60 dk kaynatildi. Kapaklari agilarak

sogutulan tiiplere, 0.5 mL dH>O ve 2.5 mL n-butonol/piridin (15:1) karisim1 eklendj,

vorteksle iyice karistirildi. Tiiplerin 4°C’de 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmesi ile

elde edilen pembe organik fazin absorbansi, 532 nm’de, distile su ile ayni sekilde

calisilan kore kars1 dlgiildii. Degerlendirme standart egri (Sekil 3.3.) {izerinde yapildi.

Standart egriden elde edilen doku MDA seviyeleri (nmol/mL), ayn1 siipernatanlarda

Bradford yontemi ile 6l¢iilen miligram protein basina verildi (nmol MDA/ mg protein).

1.6
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1.2
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0.6 F

0.4
¥
0.2 —4¥

Absorbans (532 nm)

50 100
U/mL protein

y=0.0137x+ 0.0366
R? =0.995

+ Seril

Dogrusal (Seri 1)

Sekil 3.3. MDA standartlarindan elde edilen grafik
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Siiperoksit Dismutaz (SOD) AktiviteTayini

Calismaya alinan siganlarin kalp dokularindaki SOD aktivitesi tayininde Sun ve ark.
tarafindan gelistirilen metod kullanildi (219).

Metodun prensibi: Ksantin oksidaz (XO) ile ksantinin oksidasyonu sirasinda agiga
¢ikan O,", nitroblue tetrazolium (NBT) gibi boyar maddeleri rediikleyerek formazonlari
olusturmaktadir. Siiperoksit anyonunun, H,O,’e dismutasyonunu saglayan SOD
varhiginda, XO reaksiyonlar1 ile iretilen O,’, siirekli tiiketileceginden, NBT ile
reaksiyona giren O," miktar1 azalacak ve bu yolla formazon olusumu 6nlenecektir.

SOD aktivitesi, XO’m katalizledigi tepkimede, NBT rediiksiyonunun inhibisyon
derecesine bagl olarak dlgiilebilir. SOD aktivitesi yiikseldik¢e, NBT rediiksiyonu ile
formazon olusumu azalacaktir.

Ksantin —> Urik asit + O,

NBT +0, ——  Formazon (rediikte NBT)

1

SOD

2H" + 0, —H,0, + O,

SOD aktivitesi tayin edilecek her numune i¢in, toplam hacim 2.45 mL olacak sekilde,

Tablo 3.3. verilen konsantrasyonlarda bir deney karisimi hazirlandi:

Tablo 3.3. Sun ve ark. gelistirdigi metoda gére SOD tayininde kullanilan deney
karigimi.

0.3 mM Ksantin 1.0 mL
150 pM NBT 0.5 mL
0.4 M Sodyum karbonat 0.3 mL
0.6 mM EDTA 0.5 mL
1 gr/L BSA 0.15 mL
Deney karisimi 2.45 mL

Deney karigimi pipetlenen numune tiiplerinin tizerine kalp doku homojenatlarindan elde
edilen, 0.5 mL silipernatan ve deney karisimi igeren kontrol tiipiine, 0.5 mL 0.01 M

fosfat tamponu (pH 7.0) ilave edildi. Deney tiipleri 25°C’de 5 dakika inkiibe edildikten
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sonra, her birinin iizerine, esit zaman araliklar1 ile 0.05 mL 167 U/L XO eklenerek
reaksiyon baglatildi. Tiipler, 25°C’de 20 dakika siireyle tekrar inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda, yine esit zaman araliklar ile tiiplere 1 mL 0.8 mM CuCl, ilavesi ile reaksiyon
durduruldu. Numune ve kontrol tiiplerinde, formazon olusumundan kaynaklanan renk
siddeti, 560 nm dalga boyunda, distile su koriine karsi, spektrometrede okundu. SOD
icermeyen kontrol tiipitinde, maksimum formazon olusumu (Optik Dansite (OD): 0.250)
gozlendi.

Standart serinin hazirlanmasi: SOD (3300 U/mg solid/mg protein), 0.6 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde, dH,O ile ¢6ziildii. Bu stok standart 0.01 M fosfat
tamponu ile diliie edilerek, deney ortaminda sirasiyla 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 ng
konsantrasyonlarinda olacak sekilde, SOD calisma standartlar1 hazirlandi ve numune
gibi ¢alisildi.

Hesaplama: Standart seri ve numune tiiplerinde % inhibisyon degerleri asagidaki

formiille hesaplandi.

% inhibi _ (Kontroel 0D — Numune 0D 10
%, inhibisyon = KontrolOD

Standart seri i¢in hesaplanan % inhibisyon degerlerine karsilik gelen SOD
konsantrasyonlar1 kullanilarak; SOD tarafindan NBT rediiksiyon hizinin inhibisyon
grafigi elde edildi. Grafik yardimi ile numunelere ait % inhibisyon degerlerinde iinite
SOD degerleri hesaplandi. Bu degerler metodun uygulanmasi sirasinda kullanilan
diliisyon faktorleri ile carpilarak numunelerin gergek SOD fiinitelerine ulasildi. Bradford
yontemine gore protein miktarlar1 da tayin edilen kalp doku homojenatlarinda SOD

aktivitesi, spesifik aktivite cinsinden, U/mg protein olarak verildi.
Katalaz Aktivitesi Tayini

Kalp dokusunda katalaz aktivitesi tayininde Aebi tarafindan gelistirilen metod kullanildi
(220). Metodun H»O’in katalaz tarafindan O, ve H,O’ya parcalanmasi esnasinda
reaksiyon karisimindaki absorbans degisiminin dl¢iilmesiesasina dayanmaktadir.

2H,0, KA! 0O, +2H,0
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KAT aktivitesi tayininde her numune i¢in kullanilacak olan kimyasallar Tablo 3.4.’de

verildigi gibi hazirland1.

Tablo 3.4. Aebi ve ark. gelistirdigi metoda gére KAT tayininde kullanilan deney
karisimi1

a) 6.81 g. KH,P04 1000 mL dH,O tamamlandi.

b)8.90g. Na,HP04.2H,0 1000mL dH,O tamamland:.

Fosfat tamponu (50 mM; pH 7.0) a ve b ¢ozeltileri 1:1.55 oraninda karistirildi.
Hidrojen peroksit (% 30) 1 uL
Homejenat 20 uL

Deney tiiptine 979 uL 0.05 M, pH 7.0 Fosfat tamponu, 1 uL % 30 H,O; pipetlendi.
Ortama daha sonra 20 pL homejenat pipetlenerek, 25°C’de 240 nm dalga boyunda
dH,O koriine kars1 spektrofotometrik olarak 5 dakika absorbans degisimi izlendi.
Katalaz aktivitesinde, kalp dokularinda 120 saniyeden sonra bir degisim
gozlenmediginden, calismada katalaz aktivitesinin kalp dokusu i¢in 120 saniye boyunca

izlenmesi uygun bulundu.

Standart serinin hazirlanmasi: Standart olarak saf katalaz (Bovine Liver Catalase,
Sigma) kullanildi. 2.5- 5.0- 7.5 ve 10.0 pg/mL konsantrasyonlarda katalaz standart
soliisyonu hazirlandi. Deney tiiptine 2 mL fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.0) ve 1 uL
% 30 H,O, pipetlendikten sonra ortama en son 100 uL standart eklendi. 25°C’de
240 nm dalga boyunda 180 saniye siireyle spektrofotometrik olarak absorbans degisimi
izlendi. AOD/dk hesaplanarak bu degerlerle standart egri ¢izildi. AOD/dk hesaplanarak,
katalaz miktarlar1 standart egriden elde edildi. Kalp dokusunda Bradford yontemi (154)
ile protein tayini yapilarak sonuclar pg/g protein cinsinden verildi.

Hesaplar:
x = A pg Katalaz/mL (Numunedeki katalaz miktarr)

Numune pg protein >< A ng Katalaz

1000 pg protein y ug Katalaz

y = B pg katalaz / mg protein x 2.8 (faktoér) = U / mg protein
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3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Istatistiksel hesaplamalar, Microsoft Office Excell Office 2007 ve SPSS 21.0 paket

programlar1 kullanilarak yapildi. Iskemi dncesi ve sonras1 grup igi degerlendirmeler igin
ise bagimli orneklem t-testi kullanildi. Ikiden ¢ok grup arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesinde; normal dagilima uygunluk saptanan kosullarda, gruplar arasi
degerlendirme i¢in tek yonliit ANOV A uygulandi ve ardindan post hoc test olarak Tukey
testi kullanildi. Degerler ort. £SS olarak gosterildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak
kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1 Kariporidin iskemi/Reperfiizyon Hasarim Azaltma Etkisinde

Karnozinin Roli

4.1.1. Sol Ventrikiil Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Etik kurulun hayvan kullanim sayisinda yaptig1 kisitlamalar nedeniyle elektrofizyolojik
parametrelerin 6l¢iimii i¢in dokuzar hayvan ayrilmis fakat bunlarin altisar adedinde
basarili kayit alinmistir. Amacimiza yonelik Oncelikli olarak ii¢ deney grubu
tasarlanmugtir. Tiim gruplarda Langendorff sistemi kullanilarak izole kalpte global I/R
islemi yapilmistir. Gruplar sadece I/R yapilan KONT grubu, iskemi yapilip reperfiizyon
esnasinda icerisinde kariporid bulunan (10pm/L) perfiizyon soliisyonunun verildigi
KRP grubu ve kalp izole edilmeden iki hafta dnce karnozin verilmeye baslanarak
(200 mg/kg/glin) 1ki hafta sonunda izole edilen kalp dokusuna reperfiizyon esnasinda
kariporid verilen KAR+KRP grubu seklinde tasarlanmistir. Iskemi oOncesi ve
reperflizyon sonrasi gruplar arasi istatistiksel farkliliklar bulgular ve tartigsma kisminda
ele alinmamistir. Sebebi, KRP sadece reperflizyon esnasinda KAR ise 2 hafta siireyle
verildigi icin gruplarin iskemi 6ncesi ve reperflizyon siiresince alinan gruplar arasi kayit
degerlendirmelerinde farklilik olmas1t muhtemel oldugu i¢in gdz ardi edilmistir.
KRP’nin kalp fonksiyonlar1 iskemi 6ncesi — reperfiizyon sirasindaki grup ici istatistiksel
karsilagtrmasinda, KRP SVSB’yi anlamli diizeyde artirmistir. (p<0.002 ). KONT ve
KAR+KRP grubunda bu deger anlamh diizeyde azalmistir (sirasiyla p<0.04, p< 0.001 -
Sekil 4.1.1a.).
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Sol Ventrikiil Sistolik Basin¢ (SVSB)
90 -
75 - T ] x
o 60 -
T = (i)
E a5
®)
30
15
0 — T T
KONT KRP  KAR+KRP

Sekil 4.1.1.a. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil sistolik
basing (SVSB). Grup i¢i degerlendirme; a: p<0.04, b: p<0.001, ¢: p<0.002 iskemi
oncesine gore. Degerler ortalama £SS olarak verildi.

SVDSB degerleri, her grubun iskemi Oncesi — reperfiizyon sirasindaki grup ici
istatistiksel karsilastirmalarinda KONT, KRP ve KAR+KRP gruplarinda anlamli artis
(ttim gruplar i¢cin p<0.001-Sekil 4.1.1b) bulunmustur. KRP verilen gruptaki artis diger

iki gruptan daha az olmustur.

Sol Ventrikiil Disyastol Sonu Basing
(SVDSB)
14 - a
12 - |
T
s 10 - a
i
E 8 - u(10)
6 - (R)
4 -
2 =
0 - T T \
KONT KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.1.b. Iskemi &ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil diyastol
sonu basing (SVDSB). Grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi Oncesine gore.
Degerler ortalama £SS olarak verildi.
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SVBG grup i¢i istatistiksel degerlendirmesinde KRP disindaki gruplarda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gosterirken KRP grubundaki degisim anlamli diizeyde farkli

bulunmamustir. (Sekil 4.1.1c., Tablo 4.1.1a.).

Sol Ventrikiil Basing Gelisimi (SVBG)

90 -

75

60 -
50
T 45 m(i0)
g a

5 - ®

15 1

0 o

KONT KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.1c. Iskemi oncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil basing
gelisimi (SVBG). Grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi dncesine gore. Degerler
ortalama £SS olarak verildi.

Tablo 4.1.1a. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil sistolik
basing (SVSB), sol ventrikiil diyastol sonu basing (SVDSB) ve sol ventrikiil basing
gelisimi (SVBG) dlglimlerine ait veriler.

77.17+1.58 66.27+1.50 84.24+1.37
74.26+2.62° 71.01£3.00 75.66+2.19°
5.41+0.60 5.29+0.55 6.53+0.48
10.01+0.63" 8.40+0.99" 12.22+1.00°
71.75+4.07 61.47+5.04 77.71£3.19
64.36+2.63" 62.62+3.78 63.47+2.16*

SVSB grup ici degerlendirme; a: p<0.003, b: p<0.004,c: p<0.001 iskemi Oncesine
gore. SVDSB grup i¢i degerlendirme; a: p<0.001 iskemi oncesine gore. SVBG icin
grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi Oncesine gore. Degerler ortalama +SS
olarak verildi.
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Her grubun iskemi Oncesi ile reperfiizyon esnasindaki +dP/dt degerleri grup igi
istatistiksel karsilastirmada, KONT ve KAR+KRP gruplarinda anlamli azalma
gosterirken (her iki grup icin p<0.001), KRP grubunda anlamli bir degisim
bulunmamistir (Sekil 4.1.1d.).

Maksimum dF/dt (+dF/dt)

3000

2500 a
42 s
2000 -
| |
1500 (10)
®
1000 -
N0 -
‘] ] 1 I

KONT KRF KAR+KRFP

mmllg/sn

Sekil 4.1.1d. Iskemi &ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil
maksimum basing degisim hizi (+dP/dt). Grup i¢i degerlendirme; a: p<0.001 iskemi
oncesine gore. Degerler ortalama £SS olarak verildi.

Iskemi oncesi ile reperflizyon esnasindaki -dP/dt degerleri, grup igi istatistiksel
karsilastirmada KONT ve KAR+KRP gruplarinda anlamli azalma bulunmustur (her iki
grup i¢in p<0.001). KRP grubunda ise anlamli diizeyde bir degisim bulunmamistir
(Sekil 4.1.1e., Tablo 4.1.1b.).

Minimum dP/dt (-dI*/dt)
KONT KRP KAR+KRP
0 ol - T 1
-300 -
I -600 - m(i0)
=
S 900 - ®
1200 -
L
-1500 L L 3
1800 -

Sekil 4.1.1e. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil minimum
basing degisim hiz1 (-dP/dt).Grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi dncesine gore.
Degerler ortalama £SS olarak verildi.
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Tablo 4.1.1b. Iskemi Oncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil
maksimum basing degisim hizi (+dP/dt) ve minimum basing degisim hiz1 (-dP/dt)

Parametreler KONT KRP KAR+KRP
(mmHg/sn) (n=6) (n=6) (n=6)

+ dp/dt (I0) 2596.3+111.4 2466.9+335.8 2873.4+88.2
+ dp/dt (R) 2159.3+59.7 2214.0+74.2 2332.5+72.5"
- dp/dt (I0) 1602.1£132.0 1315.2+112.3 1548.8+165.0
- dp/dt (R) 1393.8+87.4* 1330.3£116.7 1332.8+54.8"

+dp/dt grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi Oncesine gore. -dP/dt grup igi
degerlendirme; a: p<0.001 iskemi dncesine gore. Degerler ortalama +SS olarak verildi.

Ventrikiil basing parametrelerinin tamami g6z Oniinde bulunduruldugunda KRP’nin
reperflizyon sirasinda az da olsa fonksiyonlar1 diizelttigi, KAR tedavisi almis grupta ise

beklenilen diizeltici etkinin gézlenmedigi bulunmustur.

4.1.2. EKG Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Kalplerde Langendorff sistemi ile olusturulan I/R gelistirme islemi esnasinda KRP
muamelesi sadece reperfiizyon siiresince yapilmistir. EKG parametrelerinde ventrikiilde
goriilen olumlu etkiler tam olarak goriillmemistir.

QRS kompleksi KONT grubu hari¢ diger iki grupta iskemi oncesine gore reperflizyon

asamasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde degismemistir (Sekil 4.1.2a.).

QRS Kompleksi
0.16
a
T T T
0.12
g 0.08 "0
R
0.04
0.00 — T T i
KONT KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.2a. Iskemi &ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen QRS kompleksi.
Grup ici degerlendirme; a:p<0.02 diizeyinde iskemi dncesine gore. Degerler ortalama
+ SS olarak verildi.
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QTc (diizeltilmis QT) intervali grup i¢i degerlendirmede, KRP verilen grupta
reperflizyon sirasinda iskemi oncesine gore anlamh bir artig (p<0.003) gdstermis fakat
bu artis KONT grubuna (p<0.001) kiyasla daha az olmustur. KAR+KRP verilen grupta

ise QTc intervalinde anlamli bir degisim olmamustir (Sekil 4.1.2b.).

QTe (Diizeltilmis QT) intervali

0.45

0.30 -
0.15
0.00 -

KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.2b. Iskemi 6ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen QTc (diizeltilmis QT)
intervali. Grup i¢i degerlendirme; a:p<0.001, b: p<0.02 iskemi Oncesine gore.
Degerler ortalama + SS olarak verildi.

ST intervali grup i¢i degerlendirildiginde sadece KONT grubunda anlamli artis
(p<0.001) oldugu gozlenirken, diger iki grupta iskemi Oncesine gore Onemli bir

degisiklik yoktur (Sekil 4.1.2¢., Tablo 4.1.2a.).

ST intervali
020 -
016 -
012 -
E
0.08 -
0.04 -
0.00
KAR+KRP

Sekil 4.1.2¢. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen ST intervali. Grup ici
degerlendirme; a:p<0.001 iskemi dncesine gore. Degerler ortalama + SS olarak verildi.
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Tablo 4.1.2a. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen EKG parametrelerinin
degerlendirilmesi

0.122+0.003 0.131+0.008 0.129+0.007
0.129+0.004* 0.134+0.008 0.125+0.009
0.300+0.008 0.382+0.031 0.388+0.047
0.379+£0.064" 0.417+0.016" 0.378+0.007
0.127+0.009 0.168+0.051 0.152+0.035
0.157+£0.006" 0.166+0.048 0.161+0.026

QRS kompleksi icin grup ici degerlendirme; a:p<0.02 iskemi oncesine gore. QTc
intervali icin grup ici degerlendirme; a:p<0.001,b: p<0.02 iskemi dncesine gore. ST
intervali icin grup ici degerlendirme: a:p<0.001 iskemi Oncesine gore. Degerler

ortalama + SS olarak verildi.

Iskemi dncesi ve reperfiizyon esnasindan kayitlanan R amplitiid degerleri grup icinde

istatistiksel olarak karsilastirildiginda tiim gruplarda iskemi 6ncesine gore anlamli diisiis

bulunmustur (p<0.001). Sadece KRP ile muamele edilen grubun iskemi Oncesi ve

reperflizyon sirasindaki R amplitiid degerleri arasindaki fark digerlerinden daha azdir.

(Sekil 4.1.2d., Tablo 4.1.2b.).

R Amplitiid

=0
ER

KONT KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.2d. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen R amplitiidii. Grup ici
degerlendirme: a:p<0.001 iskemi dncesine gore. Degerler ortalama = SS olarak verildi.

Tablo 4.1.2b. R amplitiid degerlendirmesi

0.122+0.003

0.131+0.008

0.129+0.007

0.129+0.004*

0.134+0.008*

0.125+0.009*

Grup ici degerlendirme a:p<0.001 iskemi Oncesine gore. Degerler ortalama + SS

olarak verildi.
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4.1.3. Biyokimyasal Analizler

ROT’larin yapmis oldugu lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA, ROT’lar
aracilig1 ile olusan hiicresel toksisite veya hiicre dliimiine kars1 organizmay1 koruyan ve
antioksidan sistem olarak bilinen SOD ve KAT enzim aktiviteleri reperflizyon islemi
bitiminde alman kalp doku homojenatlarmdan elde edilen siipernatanlarda
spektrofotometrik olarak Olglilmiistiir. Veriler, gruplar aras1 istatistiksel olarak

degerlendirme ile yorumlanmaistir.

Gruplarin kalp dokularindaki MDA seviyesine bakildiginda, KRP grubunda KONT
grubuna gore MDA degerinin anlaml diizeyde azaldigi (p<0.003) fakat KAR on
tedavisi uygulanan ve KRP ile muamele edilen KAR+KRP grubunda bu azalmanin daha

fazla oldugu (p<0.001) bulunmustur (Sekil 4.1.3a.).

Malondialdehit (MDA)
8 e
b

T = TI p] | | T

6 T
@ 57
g o
£ 3 -

2 =

1 el

0 | | |

KONT KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.3a. Gruplar aras1t MDA seviyesi; a: p<0.003 KONT grubuna gore, b: p<0.001
KONT grubuna gore, ¢: p<0.001 KRP grubuna gore. Degerler ortalama + SS olarak
verildi.
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SOD aktivitesine bakildiginda KRP grubunun SOD aktivitesi KONT grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek (p<0.006) bulunmustur. KAR verilen grubun
KRP ile muamelesi (KAR+KRP) SOD aktivitesini KONT ve KRP grubuna gore
anlaml diizeyde azaltmistir (p<0.001, Sekil 4.1.3b.).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

i - s
16 ‘I i S ‘

1.4 -
1.2 4
1.0 -
0.8 -
0.6 -
0.4

0.2 4
0.0

T

U/mg

KONT KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.3b. Gruplar arasi SOD aktivitesi; a: p<0.006 KONT grubuna gore,
b: p<0.001 KONT grubuna gore. ¢: p<0.001 KRP grubuna gire. Degerler ortalama =+
SS olarak verildi

Katalaz enzim aktivitesi ise KRP ile muamele edilen sigan kalplerinde MDA’ya bagh
olarak KONT ve KAR+KRP grubuna gore anlamli diizeyde artmistir (p<0.001). KAR
ile birlikte KRP muamelesi, KAT enzim aktivitesini énemli diizeyde etkilememistir.
KAR+KRP’de bu deger KONT grubuna gore anlamli diisiis gostermistir (p<0.03, Sekil
4.1.3c., Tablo 4.1.3a.).

Katalaz (KAT)
b

700 -

a 1 17T C

600 -
500 -
400 | T 1

U/mg

300 -
200 -
100 -

KONT KRP KAR+KRP

Sekil 4.1.3c. Gruplar arasi1 KAT aktivitesi; a: p<0.001 KONT grubuna gore,
b: p<0.03 KONT grubuna gore. ¢: p<0.001 KRP grubuna gore. Degerler ortalama + SS
olarak verildi.
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Tablo 4.1.3a. MDA seviyesi, SOD ve KAT aktivitelerinin biyokimyasal olarak
degerlendirilmesi

KONT KRP KAR+KRP
PARAMETRELER (n=9) (n=9) (n=9)

MDA (nmol/mg) 6.46+0.22 5.61+0.48" 2.910+0.16™¢
SOD (U/mg) 1.38+0.026 1.52+0.09* 1.20£0.10"¢
KAT (U/mg) 405.2+13.7 657.9+21.7 380.6423.9°¢

Gruplar arasi degerlendirme MDA i¢in; a: p<0.003 KONT grubuna gore, b: p<0.001
KONT grubuna gore, ¢: p<0.001 KRP grubuna gore. SOD igin; a: p<0.006 KONT
grubuna gore, b: p<0.001 KONT grubuna gore. ¢: p<0.001 KRP grubuna gore. KAT
icin a: p<0.001 KONT grubuna gore, b: p<0.03 KONT grubuna gore. ¢: p<0.001 KRP
grubuna gore. Degerler ortalama + SS olarak verildi.

Mitokondriyal ATP {iretim miktar1 degerlendirildiginde, KRP verilen grupta KONT
grubuna gore bir azalma goriilmiis fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
KAR 06n tedavisi alan grubun KRP ile muamele edilmesi iskemi reperflizyon esnasinda
mitokondriyal fonksiyonu etkilemis ATP tiretimi KONT grubuna gore anlamli diizeyde
azalmistir (p<0.001, Sekil 4.1.3d., Tablo 4.1.3b).

KRP, ATP olusumunu azaltmis, mitokondriyal fonksiyonu iyilestirmemistir. Bu bulgu

yukarda bahsedilen diger biyokimyasal bulgular ve ventrikiil fonksiyon parametreleri ile

celisen bir bulgudur.
Mitokondriyal ATP Miktar
0.1640 - | .
0.1630 T
. |
W 0.1620 -
: ]
0.1610
0.1600 ; : ,
KONT KRP  KAR+KRP

Sekil 4.1.3d. Gruplar aras1 mitokondriyal ATP miktar; a: p<0.001 KONT, KRP, ve
KAR+KRP grubuna gore, b: p<0.001 KONT’ a gore. Degerler ortalama + SS olarak
verildi.
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Tablo 4.1.3b. ATP miktarinin biyokimyasal olarak degerlendirilmesi.

0.1630+0.00067 0.1623+0.00058 0.1615+0.00032"

Gruplar arasi degerlendirme a: p<0.001 KONT gore. Degerler ortalama + SS olarak
verildi.

4.1.4. Nekrotik Alan Degerlendirilmesi

Gruplar arasi yapilan istatistiksel degerlendirmede nekrotik alan %’si KRP grubunda
KONT grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.001 ). KAR ile birlikte
KRP muamelesi goren kalplerdeki hasar, hem KONT hemde KRP ile muamele edilen
gruplardan daha az olmustur. (p<0.001, Sekil 4.1.4., Tablo 4.1.4.).

Nekrotik Alan

30

23 -

20

a
| H g
15
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i B
0 T T

KONT KRP KAR+KRP

1lasar oram (%)

Sekil 4.1.4. Iskemi / reperfiizyon sonras1 alman kalp dokularindaki nekrotik alan %’si
a:p<0.001 KONT grubuna gore b: p<0.001 KRP grubuna gore. Degerler ortalama + SS
olarak verildi.

Tablo 4.1.4. Kalp dokusunda meydana gelen nekrotik alan %’si

24.47+£2.31 16.07+1.94" 7.86+1.03"

Gruplar aras1 degerlendirme a:p<0.001 KONT grubuna goére b: p<0.001 KRP
grubuna gore. Degerler ortalama + SS olarak verildi.
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4.2. Karnozinin iskemi Reperfiizyon Hasarina Etkisi

4.2.1. Sol Ventrikiil Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Iki hafta siireyle KAR verilen gruba reperfiizyon esnasinda KRP verilmesi (KAR+KRP)
reperflizyona bagli gelisen ventrikiil fonksiyon bozukluklarinda beklenen iyilesmeyi
yapmamistir. KAR+KRP verilen grupta MDA seviyesinde 6nemli bir azalma ve buna
bagli olarak SOD ve KAT aktivitesinde KONT grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur. Mitokondriyal ATP miktarina bakildiginda ise KAR+KRP
grubunun ATP miktar1 KONT ve sadece KRP verilen gruba kiyasla istatistiksel olarak
daha az bulunmustur. Biitiin bu bulgular bize KAR ile birlikte KRP verilmesinin
mitokondriyal fonksiyonlarin daha da bozuldugunu géstermistir. Bu durumu daha agik
bir sekilde ortaya koymak adma sadece KAR verilen baska bir grup olusturulup KONT

grubu ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

KAR verilen grupta KONT grubuna gore ventrikiil basing parametreleri incelendiginde
iskemi Oncesine gore reperflizyon esnasinda SVSB, SVDSB, SVBG (Sekil 4.2.1a,
4.2.1b, 4.2.1c ve Tablo 4.2.1a) ve +dP/dt, -dP/dt (Sekil 4.2.1d, 4.2.1e ve Tablo 4.2.1b)
degerlerinde anlamli bir azalma gozlenmistir (swrasiyla p<0.001, p<0.03, p<0.002,
p<0.001 ve p<0.003). Ozellikle KAR grubunda SVDSB, iskemi &ncesine gdre anlaml
diizeyde azalirken KONT grubunda bu parametre anlaml diizeyde yiikselmistir. Bu
durum bize iki hafta siireyle KAR verilmesinin KRP’den bagimsiz olarak SVDSB’deki

azalmanin gelismesinde KRP’ye gore daha fazla diizelme gelistigini géstermistir.

Sol Ventrikiil Sistolik Basinc
(SVSB)
20
TS - T a’
a
e 60
E 45 - m (I0)
30 - (R)
15 -
o : |
KONT KAR

Sekil 4.2.1a. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil sistolik
basing (SVSB). Grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi Oncesine gore. Degerler
ortalama +SS olarak verildi.
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Sol Ventrikiil Disyastol Sonu
Basine (SVDSB)
EZ -
a
10 - L
= 8
E G b =1O)
®»)
4 =)
2
(1] |
KONT KAR

Sekil 4.2.1b. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil diyastol
sonu basing (SVDSB). Grup ici degerlendirme; a: p<0.001, b: p<0.03 iskemi
oncesine gore. Degerler ortalama =SS olarak verildi.

Sol Ventrikiill Basmc Gelisimi
(SVBG)
90
75 -
a b
1 T
on 60
E 45 = (i0)
30 - (R)
15
0 - T 1
KONT KAR

Sekil 4.2.1¢. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil basing
gelisimi (SVBQG). Grup ici degerlendirme; a: p<0.004, b: p<0.01 iskemi Oncesine
gore. Degerler ortalama £SS olarak verildi.
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Tablo 4.2.1a. iskemi oncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil sistolik
basing (SVSB), sol ventrikiil diyastol sonu basing (SVDSB) ve sol ventrikiil basing
gelisimi (SVBGQG) dlglimlerine ait veriler

77.17+1.58 76.70+1.43
74.26+2.62 68.98+2.54"
5.41+0.60 7.01+0.59
10.01+0.63* 5.31+0.45"
71.75+4.07 70.18+4.63
64.36+2.63° 63.56+2.99"

SVSB grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi Oncesine gore. SVDSB grup ici
degerlendirme; a: p<0.001, b: p<0.03 iskemi Oncesine gore. SVBG i¢in grup ici
degerlendirme; a: p<0.004, b: p<0.01 iskemi Oncesine gore. Degerler ortalama +SS
olarak verildi.

Maksimum dP/dt (+dP/dt)

3000

2500 a
2000 -
m(i0)
(R)

1500

mmHg/sn

1000

500

KONT KAR

Sekil 4.2.1d. Iskemi o6ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil
maksimum basing degisim hizi (+dP/dt). Grup i¢i degerlendirme; a: p<0.001 iskemi
oncesine gore. Degerler ortalama +SS olarak verildi.
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-300

-600

-200

mmlIg/sn

-1200

-1500

-1800

o

Minimum dP/dt (-dP/dt)
KONT KAR
m (i)
R
b
a

Sekil 4.2.1e. Iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil minimum
basing degisim hizi (-dP/dt).Grup i¢i degerlendirme; a: p<0.001, b: p<0.003 iskemi
oncesine gore. Degerler ortalama £+SS olarak verildi.

Tablo 4.2.1b. iskemi oncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen sol ventrikiil
maksimum basing degisim hizi (+dP/dt) ve minimum basing degisim hiz1 (-dP/dt)

2596.3+111.4 2570.2+£293.6
2159.3+59.7° 2196.8+114.5"
1602.1+132.0 1416.5+107.3
1393.8+87.4% 1270.3x110.0°

+ dp/dt grup ici degerlendirme; a: p<0.001 iskemi Oncesine gore. - dP/dt grup ici
degerlendirme; a: p<0.001, b: p<0.003 iskemi dncesine gore. Degerler ortalama £SS

olarak verildi.
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4.2.2. EKG Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Kalplerde Langendorff sistemi ile olusturulan iskemi/ reperfiizyon gelistirme isleminde
grup ici istatistiksel karsilastirma yapilmaistir.

EKG parametrelerinde KAR verilen gruplarda patolojik bir bulguya rastlanmamistir
(Sekil 4.2.2a, 4.2.2b, 4.2.2c. ve Tablo 4.2.2a). R amplitiid biiylikliigii hem KONT
hemde KAR gruplarinda azalma bulunmustur (p<0.001). Bu azalma KAR verilen
grupta daha azdir (Sekil 4.2.2d ve Tablo 4.2.2b).

ORS Kompleksi
0.16 -
a0

.12

£  0.08 - mio
OR
0.04
0n.00 - 7
KONT KAR

Sekil 4.2.2a. Iskemi oncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen QRS kompleksi.
Grup ici degerlendirme; a:p<0.01 diizeyinde iskemi 6ncesine gore. Degerler ortalama
+ SS olarak verildi.

QTec (Diizeltilmis Q1) intervali

045

T
a
030
miO
R
015 -
0.00 . i
KONT KAR

Sekil 4.2.2b. iskemi dncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen QTc (diizeltilmis QT)
intervali. Grup i¢i degerlendirme; a:p<0.001 grup i¢i iskemi Oncesine gore. Degerler
ortalama =+ SS olarak verildi.
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ST Intervali
0.20
0.16

0.12

sn

0.08

0.04

0.00

KONT KAR

Sekil 4.2.2¢. Iskemi 6ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen ST intervali. Grup ici
degerlendirme; a:p<0.001 diizeyinde iskemi Oncesine gore. Degerler ortalama
+ SS olarak verildi.

Tablo 4.2.2a. Iskemi 6ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen EKG parametrelerinin
degerlendirilmesi

0.122+0.003 0.133+0.007
0.129+0.004* 0.130+0.006
0.300+0.008 0.424+0.016
0.379+£0.064" 0.419+0.020
0.127+0.009 0.161+£0.012
0.157+0.006" 0.154+0.028

QRS kompleksi icin grup ici degerlendirme; a:p<0.01 iskemi oncesine gore. QTc
intervali icin grup ici degerlendirme; a:p<0.001 iskemi Oncesine gore. ST intervali
icin grup ici degerlendirme: a:p<0.001 iskemi Oncesine gore. Degerler ortalama
+SS olarak verildi.
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R Amplitiid
4 s
3
a
T
" _ .
= 2 :‘: 10
R
1
0 +— T |
KONT KAR

Sekil.4.2.2d. iskemi 6ncesi ve reperfiizyon siiresince kaydedilen R amplitiidii. Grup ici
degerlendirme: a:p<0.001 diizeyinde iskemi Oncesine gore. Degerler ortalama + SS
olarak verildi.

Tablo 4.2.2b. R amplitiid degerlendirmesi

R- amplitiidii (mV) KONT KAR
(n=9) (n=9)

Iskemi oncesi 0.122+0.003 0.133+0.007

Reperfiizyon 0.129+0.004" 0.130+0.006"

Grup ici degerlendirme a:p<0.001 diizeyinde iskemi dncesine gore. Degerler ortalama
+ SS olarak verildi.

4.2.3. Biyokimyasal Analizler

KAR verilen grubun kalp dokularindaki MDA seviyest KONT grubuna gore onemli
derecede diisiik bulunmustur (p<0.001, Sekil 4.2.3a.).KAR verilen grubun SOD ve
KAT aktivitest KONT grubuna gore anlamli artis gostermistir (p<0.001, Sekil 4.2.3b,
4.2.3c ve Tablo 4.2.3a). En Onemli bulgu, mitokondriyal ATP seviyesinde KAR
verilmesine bagli olarak meydana gelen artis olmustur (p<0.001, Sekil 4.2.3d ve Tablo
4.2.3b). Halbuki iki hafta siireyle KAR verilen ve reperflizyon esnasinda KRP verilen
grupta (KAR+KRP) KRP verilmesi KAR’m iyilestirici etkisini engellemis ve

mitokondriyal ATP iiretimini KONT’a gore 6nemli derecede azaltmistir.
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Malondialdehit (MDA)

a
[
I ; .

1
KONT KAR

nmol/mg
S RN W R WA N ®
|

Sekil 4.2.3a. Gruplar aras1t MDA seviyesi; a: p<0.001 KONT grubuna gore. Degerler
ortalama =+ SS olarak verildi.

Siiperoksit Dismutaz (SOD)
3.0
2.5
2.0

15

U/mg

1.0

0.5 -

0.0 T 1
KONT KAR

Sekil 4.2.3b. Gruplar aras1 SOD aktivitesi; a: p<0.001 KONT grubuna gore. Degerler
ortalama + SS olarak verildi.

Katalaz (IKAT)
600 2
1
500 -
400 -
(=i}
£ 300 -
=
200
100 -
0 .
KONT KAR

Sekil 4.2.3c. Gruplar aras1 KAT aktivitesi; a: p<0.001 KONT grubuna gore. Degerler
ortalama =+ SS olarak verildi.
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Tablo 4.2.3a. MDA seviyesi, SOD ve KAT aktivitelerinin biyokimyasal olarak
degerlendirilmesi

6.46+0.22 3.33+0.37°
1.38+0.026 2.32+0.10"

405.2+13.7 491.3+37.5"

Gruplar aras1 degerlendirme; a: p<0.001 KONT grubuna gore. Degerler ortalama +
SS olarak verildi.

Mitokondriyal ATI” Miktar
0.1650 - a
0.1640
i
B
=
0.1630
0.1620 - T
KONT KAR

Sekil 4.2.3d. Gruplar arast mitokondriyal ATP miktari; a: p<0.001 KONT’ a gore.
Degerler ortalama + SS olarak verildi.

Tablo 4.2.3b. ATP miktarinin biyokimyasal olarak degerlendirilmesi.

0.1630+0.00067 0.1644+0.00040"

Gruplar aras1 degerlendirme; a: p<0.001 KONT’ a gore. Degerler ortalama + SS
olarak verildi.
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4.2.4. Nekrotik Alan Degerlendirilmesi

Nekrotik alan %’sinde sadece KAR’in yapmis oldugu etki bariz bir sekilde
goriilmektedir (Sekil 4.2.4. ve Tablo 4.2.4.). KAR grubu KONT grubundan istatistiksel
olarak anlaml1 diizeyde diisiik bulunmus (p<0.001) ve KAR verilen grupta nekrotik alan

gozlenmemistir.

Nekrotik Alan
30 -

25 =

20

TS —

10 -

Hasar oram1 (%)

KONT KAR

Sekil 4.2.4. iskemi / reperfiizyon sonras1 alman kalp dokularindaki nekrotik alan %’si.
a:p<0.001 KONT grubuna gore. Degerler ortalama + SS olarak verildi.

Tablo 4.4. Kalp dokusunda meydana gelen nekrotik alan %’si

24.47+£2.31

Gruplar arasi degerlendirme; a:p<0.001 KONT grubuna gore. Degerler ortalama
+ SS olarak verildi.



5. TARTISMA VE SONUC

Yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, sican kalplerinde gelistirilen kalp yetmezliginin gii¢lii
bir antioksidan olan KAR ile 6nemli diizeyde iyilestirildiginin gézlenmesi, KAR ile
ilgili proje caligmalarimiz1 artirmistir. Kalp fonksiyonunda ve histolojisinde gozlenen
tyilesmenin KAR’1n sadece antioksidan 6zelligine bagl olarak gelisemeyecegini, hiicre
icerisinde baska etkilerinin olabilecegini diisiindiirmiistir. pH  diizenlenme
mekanizmasini agiklama amacl yapilan ¢alismalarda, pHi hareketliligine hem mobil
hem de sabit tamponlarin aracilik ettigi, sabit tampon olan proteinlerin H' difiizyonunu
kisitlayan molekiiler agirliklarindan dolay1 ¢ok diisiik intraselliiler hareketlilige sahip
oldugu belirlenmistir (27). Hiicre i¢indeki H"’leri hiicre iginden disari, disaridan igeri
mekik dokuma seklinde tasinmasini saglayan mobil tamponlarin, Hleri NHE1’in
yakinina tasidigi, boylece pompa aktifligini artirdigi, onlar1 hiicre icerisinde baglayarak
tamponlamaya yardimer oldugu, aym anda Ca™nm SR’dan miyofibril yakinina
taginmasinda dnemli rol aldiginmi ifade eden caligsmalar iskemi/reperfiizyon Onleyici etki
mekanizma aciklamalarinda ilgi gormektedir (221). Kalbin kendine 6zgii mobil
tamponlarmin ¢ogunu ise histidin dipeptitler veya histidin iceren dipeptitlerin
(asetilkarnozin, anserin ve homokarnozin gibi) olusturdugu, sitoplazma ve sarkolemma
arasinda H' iyonlarmni tasidiklar1 ifade edilmistir (28, 29).

Pek cok calismada, akut iskemik atak sirasinda oksijen yokluguna bagli olarak ATP’nin
glikolizis ile elde edildigi, biriken laktik asidin H' ile degistirilmesine bagh pHi
konsantrasyonunda artis oldugu, hiicrenin H’yi uzaklastirmak i¢in NHE1 sistemini
kullandig1, ayn1 zamanda hiicre i¢i tamponlar ile pH artisin1 engelleme mekanizmasini
aktive ettigi belirtilmistir. Bu donemde oksidatif fosforilasyon ile ATP olusturma
mekanizmasi ¢alismadigi i¢in tiretilen ATP yetersizdir. Bir miiddet sonra pek ¢ok iyon
pompa aktivitesi ve buna bagli sekonder aktif transport olaylar1 azalacaktir. Hiicre i¢i
Na’, Ca™ ve H' artis1 hiicre membran ya da organel membran yapi hasarlarini

tetikleyecek ve iskemik hasar1 baslatacaktir. Bu donemde reperflizyon peryoduna
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kiyasla radikal olusumunda fazla bir artis yoktur, hiicrelerde apopitoz ve nekroz gelisimi
reperflizyon peryoduna kiyasla ¢ok daha azdir (47, 50, 52, 53). Reperfiizyon baglayinca
oksidatif fosforilasyon aktiflesecek, iyon dengesini yeniden olusturacak olan pompalar
yeniden aktive olacak ve ATP iiretimi hizla mitokondrilerde baslatilacaktir. ATP
iretiminde yliksek performansla calisma radikal olusumunun artmasi, buna baglh
apopitoz ve nekrozun artmasi anlamma gelir. Iskemi esnasinda gelisen hafif hasar
reperflizyon esnasinda lipit peroksidasyonu artisi ile hiicre 6liim orani artis1 demektir
(49-53).

Iskemi-reperfiizyon gelistirme islemi sonunda kalp dokularmda ROT’larin yapmis
oldugu lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA degerlendirmesinde,
reperflizyon esnasinda KRP ile muamale edilen kalp dokularmin MDA seviyesi
kontrolden diisiik bulunmustur. KAR 6n tedavisi uygulanan ve KRP ile muamele edilen
KAR+KRP grubunda bu azalmanin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Sadece KAR
verilen grubun degerleri ise kontrole yani iskemi ya da reperflizyon siiresince higbir
miidahale yapilmayan gruba gore yaklasik 2 kat azalma gostermistir. KAR’in lipit
peroksidasyon azaltic1 etkisi bu ¢alisma ile daha da net olarak belirlenmistir. Lipit
peroksidasyonunu azaltici etkisinin antioksidan 6zelligine bagl olup olmadigr ROT lar
araciligi ile olusan hiicresel toksisite veya hiicre 0liimiine kars1 organizmay1 koruyan ve
antioksidan sistem olarak bilinen SOD ve KAT enzim aktivite degerlendirmesi ile
arastirilmigtir. KRP grubunda KONT grubuna kiyasla, SOD enzim aktivitesi énemli
derecede artmis, KAR verilmis sican kalpleri reperfiizyon esnasinda KRP ile muamele
edildiginde ise SOD aktivitesi artmamistir. Sadece KAR verilen grubun SOD aktivitesi
kontrole gore oldukca anlamli artis gostermistir. MDA degerini KRP, KONT grubuna
gore ¢ok fazla azaltmamistir. Buna bagli olarak da SOD aktivitesi KONT ve KAR+KRP
grubuna gore KRP grubunda daha yiiksek bulunmustur. KAR+KRP grubunda ise MDA
degeri diisiik oldugu i¢in baglantili olarak SOD aktivitesi de diisiik bulunmustur. KAT
aktivitesinde ise 6zellikle KRP grubunda KONT ve KAR+KRP gruplarina gore dnemli
diizeyde artig bulunmustur. KAR ile birlikte KRP muamelesi, KAT enzim aktivitesini
onemli diizeyde degistirmemis. Bu deger KONT grubuna gore anlamli disis
gostermistir. Sadece KAR verilen grupta da KAR aktivitesi KONT’a gore artmistir
fakat bu artig KRP grubundan daha fazla olmamastir.

Zhau ve ark.’lar1 tarafindan yapilan calismada, sicanlar anestezi edildikten sonra

ventilatdr vasitasiyla entiibe edilmistir. Bu islemden sonra kalbin sol tarafini besleyen
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sol inen koronerin okliizyonu ile 40 dk iskemiyi takiben 2 saat siiren reperflizyon
yapilmistir. KRP (1mg/kg) reperflizyon siiresinden 5 dk 6nce intravendz (i.v.) olarak
hayvanlara verilmistir. Reperflizyon siiresi tamamlandiktan sonra alinan kan
serumlarindan Olciilen MDA ile SOD aktivite degerleri sadece iskemi reperfiizyon
yapilan gruba kiyasla KRP verilen grupta MDA’da azalma SOD aktivitesinde ise artis
gostermistir (222). Jung ve ark.’nin bir baska NHEI inhibitérii olan KR-32560 ile
yaptiklar1 ¢caligmada Langendorff sistemine asilan kalp dokularmin 15 dk sisteme
adaptasyonu saglandiktan sonra igerisinde KR-32560 bulunan (10pm/L) Krebs
solusyonu ile iskemi oncesi 10 dk muamele edilmis, 25 dk iskemi yapilmis ve
sonrasinda 30 dk normal Krebs ile reperfiizyona devam edilmistir. Bizim yapmis
oldugumuz metodlarla benzer sekilde kalp dokularinda MDA seviyesi ve KAT
aktivitesi degerlendirilmistir. MDA seviyesinin anlamli oranda azaldigi, KAT
aktivitesinin arttig1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir. KR-32560
inhibitoriiniin lipit peroksidasyonunu onlemedeki rolii ya antioksidan aktiviteyi artirici
ya da ROT’larmn iiretimini azaltarak bu isi yaptigmin bir gostergesidir. Bu inhibitoriin
antioksidan etkisi, 0zellikle reperfiizyonun erken sathalarinda artan ROT’larin iskemi
reperflizyonuda icerisinde bulunduran kardiyovaskular patolojiler ile olan iliskisi goz
oniinde bulundurulursa 6nemli olabilir (223). Scholz ve ark. insanlarda yapmis oldugu
calismada kardiyak cerrahi sonrast MDA iizerine KRP’nin etkisine bakmislardir.
Bypass oncesi 20, 80 ve 120 mg i.v. olarak serum igerisinde KRP verilen hastalardan
cerrahiden 10 giin sonra alman serumlarda olclilen MDA seviyelerinin cerrahi
oncesinde dl¢iilen MDA seviyelerine gore anlamli derecede farkli olmadigi, cerrahiden
1 saat sonra verilen KRP’nin MDA’y1 yiikselttigi ancak bununda anlamli olmadig:
bildirilmistir (224).

Evran ve ark.’lar, tarafindan 12 giin boyunca KAR 6n tedavisi uygulanan ve sonrasinda
izoproterenol ile akut miyokardiyal hasar olusturulan siganlarda MDA, SOD,
(gulutatyon peroksidaz) GSH-Px, konjuge dien, ve protein oksidasyonunun bir
gostergesi olan protein karbonil {izerine olan etkisi kalp dokusu, plazma ve eritrositlerde
arastirilmistir. KAR 6n tedavisi alan sicanlarda MDA seviyesinin azaldigi, SOD
aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (225). Dursun ve ark.’nin yapmis oldugu calismada
adriyamisin (ADR) ile olusturulan kardiyomiyopati iizerine KAR’m etkisi
arastirilmistir. Kardiyomiyopati olusturulan grup (ADR) ve KAR tedavisi almis grupta
(KAR+ADR) bulunan hayvanlarm MDA seviyesi, SOD ve KAT aktivitesi
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karsilastirildiginda KAR tedavisi alan grubun, SOD ve KAT aktivitesinde artis
gozlenirken, MDA seviyesinde anlamli bir azalma oldugu ifade edilmistir (226).
Calismamiz1 destekleyen bu sonuglar KAR’1n iy1 bir siiperoksit ve hidroksil radikal
temizleyicisi oldugunu ve kalp dokusunu oksidatif stresten korudugu goriisiinii
desteklemektedir.

Mitokondride yapilan ATP iretim miktar1 degerlendirildiginde, sadece KRP
verilmesinin ATP iiretim miktariin KONT grubuna kiyasla azaltic1 yonde etkiledigi
fakat bu bulgunun anlamli olmadigi, KAR 6n tedavisi uygulanan KRP’li (KAR+KRP)
grupta ise KONT grubuna gore mitokondriyal fonksiyonun bozulma yoOniinde
etkilendigi ve buna bagli olarakta ATP iiretiminde anlamli bir azalmanin oldugu
bulunmustur. Sadece KAR verilen gruptaki ATP artis1 6nemli dercede yliksek olmustur.
KAR verilen grupta mitokondriyal ATP {retiminin en fazla olmasi 6nemli bulgular
arasinda olmustur.

Reperflizyon hasar1 degerlendirildiginde KRP ile muamele edilen kalp dokularinda
(KRP ve KAR+KRP gruplart) KONT’a gore nekrotik hiicre orani daha azdir ama
sadece KAR verilmis sican kalplerine kiyasla bu oran daha fazla olmustur. KAR
verilenlerin kalp hiicrelerinde nekrotik doku hi¢ goriilmemistir. Reperfiizyondan
etkilenmis fakat bir saatlik reperfiizyon siiresinde hala canliliklarini korumuslardir.
Insanlarla yapilan calismalarda, KRP ile yapilan tedavi siiresinin 2-7 giin arasinda
degistigi ifade edilen bilgiler arasindadir. Boyce ve ark.’larinn yaptigi ¢alismada dnemli
bulgular elde edilmistir. Yiiksek iskemi risk grubu olan hastalarda bypass yapilmadan
once 20, 80 ve 120 mg’ lik dozlardaki KRP, serum fizyolojik igerisinde 8 saatte bir
hastalara verilmistir. ilacin infiizyon siiresi ise 60 dk siire ile i.v. olarak belirlenmistir.
Hastalara verilen bu ilacin 120mg’lik dozu bu hastalarda %25 oraninda miyokardiyal
hasar1 engellemis, %32 oraninda ise 6liimciil olmayan miyokardiyal hasar1 engelledigi
bildirilmistir (227). Tesmiha ve ark. izole sigan miyositleri ile yapmis olduklari
calismada, hiicrelere uygulanan H>O,’nin kontrole gore hiicre yasayabilirligini
azalttigimi, TUNEL metodu ile apopitoz degerlendirmesine gore apoptotik hiicreleri
arttirdigini, ancak KRP (10um/L) ile birlikte H,O,'nin (100pm/L) hiicre ortamina
ilavesinin apoptozu sadece H,O, verilenlere gore yar1 yariya azalttigini, hiicre
yasayabilirligini de kontrole gore 2 kat arttirdigmi ifade etmislerdir (228). Kupatt ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise miyositler 12 saat 0.3mmol/L H,0O, ile muamele

edildikten sonra 10pug/ml ve 100pg/ml KRP ile hiicreler muamele edilmis ve hiicrelerin
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kasilabilirlik skorlarina bakilmigtir. KRP’nin kasilabilirlik skorunu artirdigini ifade
etmiglerdir (229). Bu bilgiler H,O,’nin ortamda H,O ve O, ye donlismesini KRP’nin
artirmis olabilecegini destekler niteliktedir.

Tim bu bulgular bir biitiin halinde degerlendirildiginde KRP ile muamele reperfiizyon
siiresince hicbir muamele yapilmayan sigan kalplerine gore MDA’y1 azaltmis, SOD,
KAT aktivitesini artirmig, nekrotik hiicre oranimi azaltmistir, fakat bu etkisi KAR
verilen grubun degerlerinden hep daha az olmustur. Calisma planlama asamasindaki
hipotezimiz, reperflizyon sirasinda KRP ile NHEI inhibisyonu saglandiginda,
reperfiizyonda gelisen hiicre ici Na™ iyon artis, Ca' iyon artis1 ve bunlara bagli gelisen
sirasiyla ozmotik hasar ya da kontraktiiriin 6nemli diizeyde azalmas1 seklindeydi. KAR
verilmis sican kalpleri reperflizyon esnasinda KRP ile muamele edildiginde reperflizyon
hasarmin daha da az olacagi diisiiniilmiistiir. Yapilan c¢aligmalarin degerlendirme
sonucuna gore, KRP ile ozmotik hasar, kontraktiir olusum engellenmesi gelisecek,
KAR’m antioksidan ve H' tamponlama 6zelligi sayesinde karipoidin bu iyilestirici
etkisini artiracaglr yoniinde hipotezimiz gelistirilmistir. KAR bekledigimiz sekilde
reperflizyon hasarmi dnemli derecede azaltmistir, ama KRP ile birlikte verildiginde bu
iyilestirici etkisi daha da artmamustir. Sebebi, NHE1 inhibisyonu, buna baghh H'
konsantrasyonun normale getirilmesindeki gecikme islemi olabilir. Bilindigi gibi
ozellikle proteinler pH degisikliklerinden c¢ok kolay etkilenir, proteinlerin gii¢lii bir
sekilde iyonlagmasi onlarin tersiyer-kuarterner yapilarim etkiler ve pH’daki herhangi bir
degisiklik, proteinin fonksiyonunu kolay bir sekilde bozabilir. pHi’nin optimal araligin
disma c¢ikmasi, reaksiyonlarda ciddi bir diisiise sebep olur ve protein yapisma bagli olan
metabolik reaksiyonlar1 bozar. SOD ya da KAT enzimleri de protein olup H' artisma
bagl aktivite kaybi gosterebilirler. pH azalmasimmin mitokondrial membran yapisini
etkiledigi, apopitoz artigina neden oldugu calismalar ile gosterilmistir. KRP’ye bagli
ATP iretim azlhigi bulgusu, bashh basma KRP ile KAR farkliligini agiklayan bir
bulgudur.

EKG degerlendirmelerinde tiim gruplarin R amplitiid degerleri, grup i¢cinde iskemi
oncesi degerlerine gore onemli derecede azalma gostermis. QTc intervalleri, iskemi
oncesi degerlerine gore KONT ve KRP verilenlerde onemli derecede azalma gdstermis
fakat KAR+KRP verilen ve sadece KAR verilenlerde ise herhangi bir degisiklik
bulunmamistir. Bu bulgu da KRP’nin tek basma yaptig1 reperfiizyon hasar koruyucu

etkisini desteklemektedir. Baartscheer ve ark.’lar1 tavsanlarda kalp yetmezligi
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olusturmuslar ve tedavi grubu hayvanlarada diyetle KRP vermigler, bu hayvanlarda
QRS kompleksi ve QT intervalini degerlendirmisler, KRP tedavisi alan tavsanlarda kalp
yetmezligi olusturulan tavsanlara gore QRS ve QT degerlerinin anlamli derecede
azaldigin1 bildirmislerdir (230). Dursun ve ark.’larinin yapmis oldugu calismada
kardiyomiyopati olusturulan grup ve KAR tedavisi almigs kardiyomiyopatili grup
karsilagtirdiklarinda KAR tedavisinin ST intervali ve QRS kompleks siiresinde azalma,
R amplitiidiinde yiikselme gosterdigi ifade edilmistir (226). Boliimiimiizde yapilan
calisma ile bu ¢alisma bulgular1 birbirine paralellik gostermektedir.

Sol ventrikiil basing degerlendirmesinde gruplarin kendi icerisinde karsilastirilmasinin
yapildigi SVDSB parametrest KONT, KRP ve KAR+KRP gruplarinda iskemi dncesi
degerlerine gore anlamli olarak artis gostermis, bu artis KRP grubunda daha az
olmustur. Sadece KAR verilen grupta bu deger azalmistir. KAR grubunda KONT
grubuna kiyasla SVDSB’nin azalmasi KAR’1n iyilestirici etkisini destekler niteliktedir.
KAR ile birlikte KRP verilmesi sadece KAR’m yaptig1 iyilestirici etkiyi artrmamis
aksine daha da bozmustur.

Zhou ve ark.’nin ¢alismasinda kalp dokusu 40 dk iskemi ve 60 dk igerisinde KRP (10
mmol/L) bulunan Krebs soliisyonu ile reperfiize edilmistir. Bu hayvanlarda kontrol
grubuna gore SVSB ve +dP/dt de artis, SVDSB’de ise azalma goézlenmistir (222). Bu
sonuglar bizim ¢alismamiz ile uyumludur. Jung ve ark.’lar1 kalp dokusunda iskemiden
10 dk once icerisinde KR-32560 bulunan (10um/L) Krebs ile kalbi perfiize etmisler ve
25 dk iskemi, 30 dk reperflizyon yapmislar, perfiizyon siiresince SVBG’nin kontrole
gore artigim bildirmislerdir (223). Dursun ve ark.’lar1 tarafindan yapilan ¢aligmada
adriyamisin ile olusturulan kalp yetmezligi lizerine KAR’1n etkisi arastirilmis, kalp
yetmezligi olan grup (ADR) ile 14 giin boyunca (10 mg/kg/day, 1.v.) KAR tedavisi
almig adriyamisinli grup (KAR+ADR) karsilastirildiginda SVSB, SVDB, SVBG ve
+dP/dt degerlerinde anlamli bir artis gozlenmistir (231). Myers ve ark. kalp dokusunda
90 dk iskemi, 60 dk reperfliizyon yapmuslar, bir grup hayvana reperfiizyon siiresince
Krebs ile birlikte H,O, vermisler, bir grup hayvana ise reperflizyon siiresince KRP
vermigler, reperfiizyon siiresince H,O, verilen hayvanlardan elde edilen SVBG ve
+dP/dt nin kontrol grubu hayvanlara kiyasla anlamli diizeyde azaldigi, KRP verilen
hayvanlarda ise bu iki parametrenin arttig1 ifade edilmistir (232).

KAR’m reperflizyon hasrindan kalp hiicrelerini koruma mekanizmasinda antioksidan

ozelligi onemli rol oynamaktadir. H' tamponlama fonksiyonuna bagl gelisecek ekstra
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tyilestirici etkisi bu calisma ile gosterilememistir. KAR verilen, reperfiizyon esnasinda
da KRP ile muamele edilen grupda, sadece KAR verilenlere kiyasla MDA, SOD; KAT;
mitokondrial ATP ya da elektrofizyolojik kayitlarda daha 1yi degerler elde edilmis olsa
KAR’1n hiicre i¢i pH regiilasyonu ile olan iliskisi daha agik ifade edilebilirdi. Hiicre i¢i
H', Na', Ca™ gibi iyon 6l¢iimleri yapilabilseydi KAR+KRP birlikteliginin reperfiizyon
hasar engellemedeki basarisizliginin agiklanmast kolaylasacakti. Swetach P. ve
arkadaslar1 yazdiklar1 derleme yazisinda normal hiicrelerin icerisinde 10-20 mM gibi
yiiksek konsantrasyonda KAR gibi histidin tiirevi maddelerin bulundugu, bunlarin
sadece H™ iyonunu tamponlamadig1 ayni zamanda Ca™, Mg™ gibi divalent katyonlar1
da bagladigi, bu iyonlarin kendi aralarinda KAR’a baglanmak i¢in yarigsma halinde
olduklar1 belirtilmistir. Ornegin hiicre ici Ca™ iyon konsantrasyonu cok arttiginda
KAR’m hiicre iginde H™ yerine Ca™* bagladigi, sanki hiicre membranlarida bulunan
Ca"™ -H" degistirici gibi davrandig: hatta bunlara dogal (kanonikal) Ca™ -H" degistirici
denildigi ifade edilmistir (221). Hiicre i¢i hidrojen iyonu ¢oksa onu, Ca™ iyonu ¢oksa
Ca™’y1 baglayan bir mobil tampon olan KAR ve reperfiizyon esnasmda NHE1’in KRP
ile inhibe edildigi calismamizda, KAR dipeptitleri hiicre ici artan H'" iyonlarmni baglamus
olabilir. H™ iyonlarmi baglayan KAR iskemi sirasinda veya az da olsa reperfiizyon
esnasinda (NHE! inhibe edildiginde) hiicre igi artan Ca™ iyonlarmi baglayamayacagi
igin serbest Ca™>’nin mitokondri gibi énemli organellerde birikimine bagli olarak hiicre
hasarinda artisina neden olma ihtimali olabilir. Bizim kullandigimiz dozdaki KRP
reperflizyon hasarii tam olarak iyilestirmemistir, bu durum belkide verilen miktarin
yetersizligi ile ilgilidir.

Sonug olarak KRP ile NHE1 inhibisyonunun reperflizyon hasar azaltic1 etkisinin sadece
KAR verilenlerden daha az oldugu, KAR verilen siganlarda reperfiizyon esnasinda KRP
verilmesinin sadece KAR’1n yaptigi olumlu etkiyi daha da artirmadigi gosterilmistir.
Yiiksek lisans tez calismamda ve bu ¢alismada sadece KAR verilmesinin kalp
hiicrelerini daha fazla korudugu, bu etkisinde lipit peroksidasyon azaltic1 ya da

antioksidan 6zelliginin 6nemli oldugu gosterilmistir.
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