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1.GIRIS

Gunumuzde en oOnemli saghk risklerinin basinda gelen
iskemik kalp hastaliklari neredeyse 6lum oranlarinin %50’sinden fazlasini
olusturmaktadir. Bu baglamda kardiyoprotektif tedavi yaklasimlar
lizerinde yapilan calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir'. ilac
(trombolitik, antienflamatuar vb.)?, cerrahi yontemler (perkutan
transluminal koroner anjiyoplasti, koroner arter by-pass greftleme gibi)?
preinfarkt anjina4, onkosullama, ardkosullama®® gibi yontemlerle hastaligin

Onlenmesi veya tedavisi saglaniimaya calismaktadir.

Son yirmi  yildir, miyokardiyal = 6nkosullama  ve
ardkosullamaya buylk ©6nem verilerek yogun laboratuar ve klinik
arastirmalarin konusu haline gelmistir’. iskemik onkosullama, tek ya da
ayri tekrarlayan kisa sureli iskemi-reperfuzyon donemleri, daha sonra
gerceklesecek ve hasara neden olacak uzun sureli iskemik dénemlere
karsi koruyucu bir olusumdur®. Ardkosullama ise iskemik periyodun
sonunda kalp koruyucu farmakolojik ajanlarla ya da miyokardiyal iskemi ve
reperfuzyonun birbirini izleyen kisa periyotlarinin uygulanmasiyla uyarilan

infarkt alan boyutunda azalma olarak tanimlanir’.

Onkosullama ve ardkosullamanin koruyucu etkisi adenozin
(A1 ve As reseproérleri ile), anjiyotensin I, endotelin (ET¢ reseptorleri),
reaktif oksijen turevleri, noradrenalin, asetilkolin, bradikinin (B, reseptorleri
ile), opoidler (delta reseptorleri) ve platelet aktive eden faktorler gibi
otokoidler tarafindan tetiklenir. Her biri kendi reseptorlerini aktive eder. NO
aracili sinyal yolu ile protein kinaz C’yi aktif eder ve mKarp kanallarinin

acilmasina neden olur, gevseme meydana gelir’. Bdylece énkosullama ve



ardkosullama, iskemi-reperflizyonun yol ac¢tigi ventrikiler fibrilasyona kargsi

koruyucu etki gdstererek hiicrelerin hayatta kalmasini saglar™.

Reperfizyon esnasinda miyokardiyal dokularda reaktif
oksijen turleri; proteinler, membran lipidleri ve nukleik asitlerin
oksidasyonuna neden olur, membran iyon kanallarinin K*, Ca*? ve Na* ‘ya
gecirgenligini degistirir. Oksidatif strese maruz kalan dokuda Na*/K*ATP,;,,
Ca™ATP,, gibi iyon pompalarinin aktivitesi azalmistir''.  iskemi-
reperfiizyonda hiicre igine Ca*? girisi artip, cikisi azaldi§i icin hiicre ici
Ca*? homeostazi bozulur. Fizyolojik kosullarda hiicre icindeki fazla Ca*?
disari atilarak ya da hiicre icinde depolanarak tolere edilir. iskemi
sirasinda da hiicrede eneriji tikenmekte Ca*? hiicrede birikmekte, disari
surekli K akigi meydana gelmekte ve toksik etki gostermektedir. Enerji
eksikligi nedeni ile pompalar ve depolama mekanizmalari iflas eder'?
iskemik 6nkosullama ATP bagimli potasyum ve sodyum kanallarinin
eksitabilitesinde degisimlere neden olarak, hiicre igine asiri Ca* girisini
azaltarak anormal olusumlari énler'®. Wu ve ark. énkosullamada kalsiyum
bagimh K kanallarinin da etkin oldugunu, hiperpolarizasyona neden olarak

koruma sagladiklarini géstermistir™.

Resveratrol (3,4,5-trihidroksistilben) Gzim tanelerinde bol
miktarda bulunan polifenol yapisinda dogal bir antioksidan maddedir.
Yapilan calismalar guney Fransa’da yaglh diyet ve sigara kullaniminin
fazla olmasina ragmen bol tiketilen sarap nedeniyle kalp hastaliklarinin
gorulme sikhginin diger Ulkelere gore dusuk oldugunu gostermistir. Bu
durum Fransiz Paradoksu olarak adlandirilir’®. Resveratrol disiik
toksisitesi ve coklu koruyucu etkisi ile klinikte kullanimi ¢ok uygun bir
ajandir. You-Ren Chen ve ark.1 uzun sureli resveratrol uygulamasinin

incelendigi calismada miyokard infarktistinin neden oldugu aritmiyi,
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kardiyak hipertrofiyi ve yasam sdresini iyilestirdigini goOstermigler.
Resveratrol bu etkiyi kardiyak miyositler Uzerine kalsiyum kanallarini bloke

ederek ve Katp kanallarini agarak géstermektedir'®"’.

Resveratrol hucre i¢i kalsiyumun asiri yukselmesini azaltarak
aritmiyi onlemektedir. Koroner vazodilatasyonu saglayip ya da Kate kanal
acici olarak etki gosterdigi ileri surulmuagtir. Wu ve ark.1 resveratrolin
bliyiik-Ca*? kanal ile aktive edilen K* kanallarinin (BK) direkt aktivasyonu
ile vaskiiler endotel hiicrelerde hiperpolarizasyon yaptigini gdstermisler'.
insan internal meme arteri ile yapilan ¢alismada resveratrol'iin diiz kasta
lokalize olmus voltaj-bagimhi K kanallarinin aktivasyonu Uzerinden
gevseme olusturdugu  bulunmustur’®. Ancak BKca. kanallarinin
resveratrollin iskemi-reperfuzyon hasari Uzerinde olusturdugu koruyucu
etkisinde rol oynayip oynamadigi henuz bilinmemektedir. Biz de bu
calismamizda resveratrol’un miyokardiyal iskemi-reperfuzyonda

olusturdugu koruyucu etkide iyon kanallarinin etkisini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Miyokard Fizyolojisi

Kalbin temel goérevi kanin vdcutta sirkilasyonunu
saglamaktir. Kalp iki pompadan olusur; kani organlardan alip akcigerlere
pompalayan sag kalp ve oksijenlenmis kani akcigerlerden alip yeniden
organlara pompalayan sol kalp. Her pompa bir giris (atrium) ve bir ¢ikis
(ventrikil) boslugundan olusur. Atriumlar ventriklllerin kanla dolmasini
saglayan bir 6n pompa gorevi yaparlar. Ventrikiller, kanin damarlarda
dolagsmasini saglayacak bicimde yuksek bir basingla kasilir ve kani firlatir.
Kalp, kendi ritmik kasilmasini saglayacak ve aksiyon potansiyellerinin kalp
kasi boyunca yayllmasini saglayacak oOzel bir ileti sistemine sahiptir.
Kalpteki tek yonlu akim uygun yerlestiriimis kapakgiklarla saglanir. Bunlar,

atriyoventrikuler ve semilunar kapaklardir'.

Kalbin apeksinde lifler papiler kaslari olusturmak igin kivrilir
ve iceri dogru donerler. Bu miyokardiyal lifler, hem kanin ejeksiyonunu
gerceklestirmek igin ventrikll gevresini daraltir hem de AV kapak agzinin
da kapanmasi i¢in daralmasina yardimci olan kalin, gu¢li bir kas kitlesidir.
Ventrikullerin apikal kisimlarinin erken kasilmasi, ventrikil duvarinin
birbirine yaklasmasiyla birlikte, ventriktilden disari akim yoluna dogru kani
iter. Sag ventrikil sol ventrikile gore &nemli derecede incedir.
Miyokardiyum ayri hucre zari sinirlariyla bireysel hucrelerden meydana
gelmis olmasina ragmen, ventrikulleri olusturan kalp kasi hicreleri atriyum
kas hucrelerinde de oldugu gibi ventrikilleri hemen hemen tek bir butin

olarak kastirirlar®.



Miyokardiyum, eksitasyona verdigi ya hep ya hig yanitiyla bir
sinsityum halinde fonksiyon gorir. Komsu hucrelerin sitozolina birbirine

baglayan kavsaklar yoluyla hiicreden-hiicreye iletim olur?.

Sinir sistemi, kalp davranislarinin gesitli yonlerini (kalp hizi ve
her kontraksiyonun gucu gibi) kontrol eder. Kalp otomatisite (kendi atimini
baslatma yetenegi) ve ritmisite (pacemaker etkinliginin duzenliligi)
Ozellikleri ile vacuttan tamamen uzaklastirildiginda bile atim yapabilir. Kalp

impuslari atriyumlardan ventrik{illere iletilir?°.

Kalp kasi iskelet kasi gibi cizgilidir. Kalp kasinin tipik
miyofibrilleri, iskelet kasindaki gibi aktin ve miyozin filamentleri igerir.
Bunlar yan yana dizilmistir ve kasilma sirasinda birbirleri Uzerinden
kayarlar21. Kalpte bulunan her miyofibril sarkoplazmik retikulum ile
cevrilmigtir. Hucrede bir aksiyon potansiyeli olustugunda, T tubdulleri
vasitasiyla sarkoplazmik retikulum’dan miyoplazma icine Ca*? salgilanr.
Boylece hiicre ici Ca*™ konsantrasyonu artar ve bu da aktin-miyozin

iliskisini ve kontraksiyonunu baslatir®°.



(A)
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Sekil 1: (A) Miyozin molekiiler yapisi (B) Aktin molekiiler yapisi®'.



Miyozin buyuk bir proteindir (~ 480 kDa). Bir ¢ift buylk agir
zincir ve iki c¢ift hafif zincir olmak Uzere alti farkli polipeptidden
olusmaktadir. Miyozinin kalin filament bdlgesinde ilave proteinler
bulunmaktadir (Ornegin: miyozin ve C-proteini). Aktin iplikgikleri
tropomiyozin, troponin ve aktin’den olusur. Tropomiyozin dimerleri ise U¢
alt Uniteden olusur. Bunlar; Troponin-T, Troponin-l ve Troponin-C’dir.
Tropomiyozin aktin filamentine miyozin baglanmasinin inhibisyon glcuni
etkiler. Troponin-T tropomiyozine baglanir, troponin-l tropomiyozin
tarafindan aktine miyozin baglanmasinin inhibisyonunu kolaylastirir ve
troponin-C’yi Ca*? baglar. Troponin-C’ye Ca*? baglanmasi aktin filamenti
uzerinde tropomiyozinin hareketini saglar, miyozin baglanma bdlgesini
acar ve miyozin ile aktin filamentlerinin iligkilerini ve sarkomer

kontraksiyonunu saglar®.

Kalp miyositlerinin kaydedilebilen transmembran aksiyon
potansiyeli bes faz igerir®:
Faz 0:Esik Ustl uyaran hizi Na* kanallarini aktive ederek membrani hizla
depolarize ederek baslar.
Faz 1:Disa dogru akimi ileten transmembran kanallardan hicre digina K*
cikigl ile saglanan erken kismi bir repolarizasyondur.
Faz 2:Transmembran Ca* kanallarindan hiicre icine Ca*? girisi ve birkag
tip kanaldan hiicre disina K* ¢ikisi dengedir.
Faz 3:Final repolarizasyon hicre disina K* ¢ikigi, hiicre igine Ca*? girigini
astiginda baglar.

Faz 4:Tamamen repolarize olan hicrenin dinlenme potansiyelidir.

Eksitasyonda voltaj kapili kalsiyum kanallari hiicre Ca*? ‘nin
hiicre icine alinmasi igin acilirlar. Ca*™*nin ice akisi sarkoplazmik

retikilimdan Ca*™ salinimini tetikler. Yikselmis hiicre ici Ca*?
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miyoflamentlerin  kontraksiyonuna yol acar. Gevseme, Ca*?nin
sarkoplazmik retikuluma geri pompalanmasi ve hiicre disi Na® ile
sarkolemma boyunca karsilikli degisimi sonucu dinlenim sitozolik Ca*?

seviyelerine yeniden gelinmesi ile gergeklegirzo.

Arastirmacilar vaskuler endotelin ¢ok sayida islevi olabileceqi
ihtimalini varsayarak, bazi kimyasal maddelerin sentezlenip yikildigi, hatta
bu maddelerin fazlallk veya eksikliginde o6nemli patolojik durumlarin
olusabilecegini diisiinmUstiir’*?>%*. Endotel hiicreleri bir bariyer gérevi
gormektedir. Hucrede bulunan iyon kanallari iyon secici molekuler
g('jzeneklerdirzs. Bu gbzenekler aslinda bir iyondan daha genistir, ancak bir

bélimi daralarak iyon segici bir filtre olarak davranmaktadir®®.

Tdm hdcrelerin iglevleri hucresel iyon degisimleri ile
tetiklenmektedir ve iyon degisimlerinde iyon kanallari blyuk etkiye sahiptir.
iyon kanallari acik ve kapali olarak iki farkli durumda bulunurlar. Kapinin
acilip kapanmasi icin gerekli degisiklikler elektriksel kuvvetlerle veya
norotransmitter molekullerin  baglanmasi ile kaynaklanan kimyasal
guclerdir. Buna gore kanallar voltaj bagimli veya ligand bagimlh olarak
adlandiriirlar.  GUnUmuzde biyofizik, farmakoloji gibi alanlardaki
gelismelerle ¢ok sayidaki iyon kanali ve hatta bunlarin alt tiplerinin oldugu

ortaya konmustur?’.

Uyarilabilir hiicrelerdeki en énemli iyon kanallari Na* K*,CI

ve Ca'*? kanallaridir®®.



Hucre islevlerinde en 6nemli tetikleyici temel iyon sekonder
haberci olarak bilinen Ca*? iyonudur. Endotel kaynakli maddelerin sentezi
veya saliniminda Ca™ iyonunun gerekliligi gelistirilen patch-clamp
yontemleri ile gdsterilmistir®®. Hiicrenin islevini etkileyen hiicre ici serbest
Ca™ iyon artigi iki yolla olusmaktadir. Bunlar hiicre ici kalsiyum
depolarindan kalsiyumun salinmasi ve hucre disindan hucre igine
kalsiyum girisidir®®. Hiicre ici depolara Ca*?un alinmasi yani sitozolden
Ca*™nin uzaklastirimasi; endoplazmik retikulum (ER) membranindaki
Ca*™?-ATP,, enzim aktivitesinin artmasiyla ER’'ye Ca*® aliminin artmasi,
hiicre membranindaki Ca*?-ATP,, yardimiyla hiicre disina Ca*? atilmasi
ve diger ikisine oranla daha az olmak Uzere Na*-Ca*® degis-tokus

yardimiyla olmaktadir®"#.

Voltaj kapili kalsiyum kanallari; hiicre icine Ca*? girisinin
temel diUzenleyicisidir. Hlcreye kalsiyum girigsi ndrotransmitter salinimi,
gen ekspirasyonu, noronal uyarilabilirlik gibi bircok Ca*? bagimli

fonksiyonu kontrol etmektedir°.

Dinlenim durumunda endotel hicresinin membran potansiyeli
hicre ici mikroelektrod kayit teknigi ve tim hicre “yama” kiskaci teknikleri
(whole-cell patch clamp) kullanilarak él¢ilmustir. Her tarin farkli istirahat
membran potansiyeli bulunmaktadir ve dinlenim zar potansiyeli buyuk

dlglide potasyum iyonu tarafindan diizenlenmektedir®*.

Voltajla veya kayma gerilimi ile aktive olan iceriye dogru
daha gegirgen duzeltici potasyum kanallari, kalsiyumla aktive edilen
potasyum kanallari agonistler ile (ACh, bradikinin ve arjinin-vasopressin

gibi) uyarilan potasyum kanallari, ATP’ye duyarli potasyum kanallari (Katp)
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ve gegici disartlya dogru gegirgen potasyum kanallari olmak uzere

potasyum kanallari siralanabilir®’.

Kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallari; Bu kanallarin
aktivasyonu hucre ici kalsiyum iyon konsantrasyonuyla iligkilidir. Kafein,
heparin gibi maddeler hiicre i¢i depolardan Ca*? salinimini ve geri
alinimini etkileyen maddelerdir. Endotel hiicrelerinde bu K* kanallarinin
aktivasyonu ile hiicre ici Ca*? iyon konsantrasyonu yiikselerek endotel
kaynakl faktorlerin sentezi ve salinimi ile hicre membran potansiyeli
22,31

degisir="". Endotel kaynakl gevsetici faktorin (NO gibi) etkisinin bu

kanallar izerinden oldugu ileri siriiimistiir®?.

ATP’ye duyarli potasyum kanallari; glibenklamid gibi
sulfoniliire igeren bilesiklerce bloke edilmekte, kromakalim gibi K* kanal
acicilar tarafindan aktive edilmektedir. Katp kanallarinin aktivasyonu
sonucu bir hiperpolarizasyon olusur. Hipoksiye maruz kalan endotel
hlcrelerinin membran potansiyeli, Katp kanal akimlarinin degismesiyle

etkilenir®.

Ayrica gegici potasyum kanallari, iceriye dogrultucu

potasyum kanallari gibi pek cok iyon kanali bulunmaktadir*.

Voltaj kapili sodyum kanallari; aksiyon potansiyelinin
depolarizasyon  safhasindan  sorumludur.  Yapilan c¢alismalarda
farmakolojik olarak hizl, tetradoksine duyarli ve yavas tetradoksine

direncli sodyum kanallari olarak gosterilmislerdir>.
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Klor kanallarinin varligi ilk olarak pulmoner arter endotelinde
gosterilmistir.  Canh  organizmada bol miktarda bulunan CI° iyonlari
memranin her iki tarafinda da dengededir. Cok farkli tipleri olan klor
kanallari saptanmistir. Bu kanallarin en 6nemli islevi membrani stabilize

etmektir®®>’.

Mebran akimlarinin spesifik farmakolojik ajanlarla aktive
edilmesi yada bloke edilmesi bu kanallar araciligi ile etki gosteren etken
maddelerin etki mekanizmalarinin tespiti ile pek ¢ok hastaligin énlenmesi

ve tedavisinde yol gosterici niteliktedir®.

11



ENDOTEL HUCRES| Agonist STRES

/ e
®® /G,
e

N ‘o e, @
(‘ ERKALSIYUM DEPOSU Y f1Ca* ¢ | 0i5HRIVA AKS)
e —
" Ke, Ch
® ; b
NO « CaM/eNOS «f[Cat*] | P

ﬂ I thttd Y yevBRAN POTANSIVELI

NO @1Ca*"cRy <-—
KAS

' MLCP
GC -+ $¢GMP - cOKla——
s y i S YMLCK

BK.. Ch I’ 4 I
J
@K $Ca**

GIKISI G|R|$|

Sekil 2: Kalsiyum bagimh K’ kanallarinin Nitrik oksit (NO)/cGMP sinyal ileti
kasgatindaki rolii. Gesitli uyaranlar ile intraseliilar Ca*? depolari gevser 1) sitozolde

*%nin igeri girisi tetiklenir. Sitozoldeki Ca*?

Ca'? miktan artisi 6nciiliik eder 2) Ca
yiikselisi Ca-bagimh K* kanallarini aktive eder 3) membranin hiperpolarize olmasi
Ca*Znin iceriye hareketini saglar 4) sonu¢ olarak Ca'? membranda nitrik oksit
sentazi uyararak nitrik oksit Uretilmesini saglar (eNOS) 5) NO artisi kas hiicresinde
cGMP sentezini baglatir 6) cGMP artisi ile cGMP-bagimh protein kinaz aktive olur
(cGMPa). Bunun sonucunda kas hiicresi hiperpolarize olur, potasyum hiicre digina
cilar 7)kalsiyumun kas hiicresine girigi ile miyozin hafif zincir kinaz miktari azalir 8)

kas hiicresinde gevseme olur®.
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2.2. Miyokardiyal iskemi-Reperfiizyon

Dunya genelindeki 6lum nedenlerinin baginda koroner arter
hastaliklari gelmektedir®®. Koroner arter hastaliklarinin patofizyolojik olarak

ana gostergelerinden biri akut miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasaridir*’.

iskemi; viicudun bir bdlgesine gelen kan miktarinin azalmasi
ya da kesilmesi olarak bilinmektedir. Bu olay sonucunda o bdlge hayati
besleyici maddelerden 0zellikle oksijenden yoksun kaldigi gibi zararli
metabolizma maddelerini de uzaklastiramaz. Bunun sonucunda
zedelenme meydana gelir*>. iskemi sonrasi kan akiminin yeniden
saglanmasi ise reperflizyon olarak adlandiriimaktadir. iskemik dokunun
canhligini  koruyabilmesi i¢cin reperflizyon ¢ok o6nemlidir. Ayrica
reperfUzyon diger yandan da bazi morfolojik degisikliklere, enzim
yikihminin artmasina, ventrikiler fibrilasyon gibi ventrikiler aritmiye ve

hatta canli hiicrelerin élimiine de yol agabilmektedir*.

Miyokardiyal reperfuzyon hasari, iskemiyi takip eden
reperflizyon doéneminde henudz saglam olan miyositlerin reperfizyonla
tetiklenen olaylar sonucunda hasar gérmesi olarak ifade ediimektedir*. Bu
hasar, reperfuze iskemik kopek miyokardlarinin ozelliklerinin belirlenmesi
ile ilk defa Jenning ve ark. tarafindan 1960 yilinda gdsterilmistir®. iskemi
ve reperflizyon sonucu olusan kardiyak stunning’den nekroza kadar giden
hasari incelemek icin degisik deneysel yontemler kullaniimaktadir.
Deneysel olarak c¢alisilan konular; miyokardiyal stunning (miyokard
sersemlemesi), hibernation (kronik kontraktil disfonksiyon), preconditioning

(6nkosullama) ve reperfiizyon aritmileridir*®*’.
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Miyokard dokusunda iskemi ile kan akiminin aniden
kesilmesi bircok duruma aracilik eder. iskemi ile miyositlerde oksijen kaybi
anaerobik glikolize neden olur ve sitozol pH'si dU§er48. Bu intraselller
ortamda sodyum, hidrojen ve kalsiyum iyon birikimini baslatir*®. Na*-H*
degistirici ve Na*-HCO™ tasiyicisinin bulundugu sodyuma bagli pH
duzenleyici mekanizmalar harekete gecip intraseliler sodyumun
birikmesine neden olmaktadirlar. Bu sodyum konsantrasyonundaki artis

*?de artisa yol acar™.

Na*-Ca*® degisimi ile sarkoplazmik retikiiler Ca
Reperfiizyonun ilk dakikalari boyunca devam eden asiri Ca*? birikimi ve
Ca*%-ATPazin yetersiz miktarda Ca*? alimi ile sarkoplazmik retikulum
depo kapasitesini asar ve miyofibriler hiperkontraktibilite, adenozin trifosfat

tlilkenmesi ve mitokondride hasar meydana gelir®'2.

Miyokardiyal reperflizyon hasarina cesitli nedenleri vardir.
Bunlar oksidatif stres, nitrik oksit, pH paradoksu, kalsiyum yuklenmesi,
akut inflamatuvar cevap, terapétik hipotermi, renin-anjiyotensin-aldesteron

sistemi, mitokondrial permeabilite transizyon poru (PTP)’ dur.

e Oksidatif Stres

Reperfuzyon saglandiktan sonra tekrar oksijenlenen dokuda
reaktif oksijen tlrleri nedeniyle endotel hasari meydana gelmekte ve bu
iskemi-reperfizyon hasarinin  en o6nemli nedeni olarak kabul
edilmektedir’®®. Reperflizyonun basinda serbest radikal retimi belirgin
derecede artar. Oksijenden Uretilen en onemli reaktif tlrleri arasinda
peroksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, peroksinitrit anyonu

yeralir. Bu radikaller memran hasari, DNA yikimi, lipit ve protein
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peroksidasyonu sonrasinda da apoptozis ve takiben hicre 6limine neden

olmaktadirlar °*°.

Oksidatif stres ayni zamanda nétrofil birikiminin inhibisyonu,
superoksit radikallerinin inaktivasyonu ve koroner kan akimi geligimi gibi
reperflzyonun kalp koruma etkilerini kaldirarak, nitrik oksitin (NO) ve

hiicre ici sinyal molekiillerinin viicutta kullanilabilirligini azaltmaktadir®.

o Nitrik Oksit

Hem iskemi hem de reperfuzyonu takiben zarar goéren
endotelyumda NO sentezi belirgin derecede azalir. Nitrik oksit gibi inhibitor
etkisi ¢cok gugli olan bir ajanin eksikligi notrofillerin aktivasyonunun
kolaylasmasina ve doku hasarinin artmasina yol acgabilir. Reperflizyondan
once NO ve NO dondrlerinin uygulanmasi ile infarkt alani ve iskemi-
reperfuzyonun neden oldugu endotel fonksiyon kaybi gibi miyokardiyal

hasar azaltilabilir®®.

Yuksek doz NO’in kardiyak miyosit fonksiyonunu deprese
etmesi, iskemi-reperfizyonu takiben inflamatuvar suregleri uyarmasi,
mitokondriyal solunumu bozmasi, nekroza ve apoptozise neden olmasi
gibi bircok zararli etkisi vardir. Ancak dusik konsatrasyondaki NO
kardiyak miyosit fonksiyonunu arttirir, iskemi-reperfizyonu takiben platelet

agregasyonunu ve nétrofil-endotelyum etkilesmelerini azaltir®”.
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¢ pH Paradoksu

iskemide diisen pH ‘nin reperfiizyonda tekrar normal diizeye
getiriimeye calisiimasi 6limcdil reperflizyon hasarina katki saglar ve bu pH
paradoksu olarak bilinir. Ortama laktik asit saliniminda Na*-H* degistirici

kanal ve Na*-HCO?® tasiyici rol oynar™.

e Kalsiyum YUklenmesi

Reperfuzyonun ilk dakikalari boyunca devam eden asiri
Ca*™ birikimi ve Ca'*-ATPazin vyetersiz miktarda Ca*? alimi ile
sarkoplazmik retikulum depo kapasitesini asar ve miyofibriler
hiperkontraktibilite, adenozin trifosfat tikenmesi, mitokondri hasari

olusarak kardiyomiyosit 8limiinii meydana getirir®'>%.

e Akut inflamatuvar Cevap

Reperflizyonda oksijenden bagska bazi faktorlerde doku
hasarina yol acar. Hucre inflamasyonu da bunlardan biridir.
Reperfluzyonun basinda meydana gelen olaylar inflamatuar cevabin en
dnemli komponentleri olan nétrofiller ve endotelyum arasindadir. infiltre
olan noétrofiller serbest oksijen radikalleri ve proteazlari salgilarlar. Hucre
icindeki serbest radikal supuruculer bu serbest radikallerin olusturdugu
hasari azaltici Ozellige sahiptirler®®. Ancak bu ajanlar hucre iginde
olduklarindan hicre diginda meydana gelen hasari dnlemede yetersiz

kalmaktadirlar. Bu nedenle serbest radikal stpurlcu ve énleyici ajanlarin

16



disardan verilmesi bir tedavi segenegi olabilir. Yapilan son galismalar
noétrofil aktivasyonu ve dokuya infiltrasyonun derecesi ile dokudaki nekroz

ve apoptozis arasinda iliski oldugunu gdstermistir®®.

e Terapotik Hipotermi

mPTP  (Mitochondrial permeability transition pore) i¢
mitokondriyal membranda bulunan segici olmayan bir kanaldir. Kanalin
acllmasi ATP tukenmesi ve hucre oOlumuyle sonuglanan oksidatif
fosforilasyon ve mitokondriyal membran potansiyelini bozar. Miyokardiyal
iskemi sirasinda mPTP kalintilari, ATP tikenmesi, fizyolojik pH’nin
dizenlenmesi, oksidatif stres, mitokondriyal kalsiyumun asiri
yuklenmesine tepki olarak miyokardiyal reperflizyondan sonra birkag
dakika icinde agiimak lizere kapanir®®. Bu yuzden mPTP kalp koruma igin

onemli yeni bir hedef ve dlumcul reperflizyon hasarinda kritik belirleyicidir.

¢ Renin-Anjiyotensin-Aldesteron Sistemi

Bu sistemin Urand olan anjiyotensin Il, miyositlerde hicre igi
kalsiyum miktarinda artisa neden olur ve diyastolik fonksiyonlari bozarak
koroner vazokonstriiksiyona yol agar. Bu etkisinden dolayi reperflizyonda

gelisen hasara katkida bulunur®’.
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2.3. Miyokardiyal iskemi-Reperfiizyon Hasarina Karsi Koruyucu

Yontemler: iskemik ve Farmakolojik Kosullama

2.3.1. iskemik On ve Ard Kosullama

iskemik 6nkosullama, tek ya da birden fazla tekrarlayan kisa
sureli iskemi-reperfuzyon donemlerinin, daha sonra gerceklesecek ve
hasara neden olacak uzun sureli iskemi-reperflizyon dénemlerine karsi

koruyucu bir yontemdir®.

1986 yilinda Murry ve ark. uzun sureli iskemi-reperflizyon
dénemlerinden o6nce kisa sureli iskemi-reperfizyon periyodlarinin
uygulamasinin infarkt alaninin biiydkligini azalttigini gdstermislerdir®.
Baxter ve ark., onkosullamaya ugramis bir kopek kalbinde nekroz 20
dakikada gercgeklesirken, dnkosullama sonrasi 40 dakikaya kadar nekroz
gelismedigini gostermiglerdir. Boylece on kosullamanin nekrozu geciktirici
etkisi gorulmistir. On kosullma nekrozun gelismesi igin gereken sireyi
uzatarak reperfiizyon ile daha fazla miyokardin kurtulmasini saglar®®. Ayni
zamanda, vyapilan c¢alismalar ile Onkosullamanin ventrikiler ve

supventrikiler aritmileri énleyici etkisi oldugu da gdsterilmistir®.

Onkosullama korumasinda ana fikir, iskemik faz boyunca
otakoidler salinir, reseptorlerini aktive eder ve NO aracili sinyal yolu ile
mKate kanallarinin agilmasina neden olur. Reperfuzyon fazindayken
tekrar oksijenle karsilasmasi mitokondri tarafindan tekrar ROT’nin
olusmasina yol acar. Onkosullama ©n tedavi gerektiren bir uygulama

oldugundan klinik uygulamalari sinirhdir®.
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Onkosullama iskemisinin optimal siiresinin tiirlere  bagli
oldugu gdsterilmistir. Anesteziye kopekte® 5 dakikalik koroner okliizyonun
1, 6 ve 12 siklusu kargilastinimis ve koruma agisindan bir fark
bulunmamistir. Diger taraftan in vivo sigan®® ve domuz®” modellerinde,
infarkt alanin Onkosullama stimulusuna goére degistigi belirtiimigstir.
Anesteziye tavsanlarda U¢ defa uygulanan 5 dk iskemi 10 dk
reperflzyonun, bir defa uygulamaya goére daha etkili oldugu

gosterilmistir®®.

Adenozin, bradikinin ve opioid reseptorlerinin ayni anda
aktivasyonu ve kisa sureli iskemi-reperfizyon boyunca oksijen

radikallerinin ortama saliveriimesi iskemik &n kosullamay tetikler®®.
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Adenczin, Bradikinin
> eNOS
Opiaidler, Endotelin,Norepinefrin
Fosfolipaz Aktivasyonu
T~ Peroksinitrit Uretimi Y
M PKC Aktivasyonu NO
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B
Tirozin Kinaz K+, Kanal Aktivasyonu
l [Erken donem)
MAF Kinaz
~—
S
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PKC ——K*, , Kanal Aktivasyonu
(Gec Donem)

Sekil 3: iskemik ©nkosullama olusum mekanizmalari. ADO, Bradikinin gibi
molekiillerin tetiklemesiyle baglayan iskemik dnkogullamada, PKC aktivasyonu ve
NO olusumu kritik 6neme sahiptir. eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz, PKC:
Protein Kinaz C, K’'ATP Kanali: Adenozin Trifosfata Duyarli Potasyum Kanali, MAP
Kinaz: Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz, iNOS: indiiklenebilir Nitrik Oksit
Sentaz”’.

iskemi gibi kalpte ATP dizeyini disiren olaylarda kalpteki
Katp kanallari aktive olur ve hicrenin disindan igine potasyum iyonunun
akisi olur, repolarizasyon hizlanir, bu etki ile voltaj bagimh kanallardan
akisin azalmasi hucre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu azaltarak iskemik
hasar1 azaltir. Bu ATP’ye bagl potasyum kanallarinin kalbi korumadaki

roliinii gosterir’’. Bu konudaki diger goriis ise Katp kanal aktivasyonunun
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aslinda bir uc¢ efektdér olmadigi, sonrasinda aydinlatilamamis birgok

mekanizmay! harekete gegcirdigidir’2.

Onkosullamada bradikinin, adenozin, e-NOS uyariimasi ile
NO saliveriimesi gergeklesir. Bu da donustigu peroksinitrit araciligi ile
dogrudan ya da protein kinaz (PKC) aktivasyonuna yol acgarak Karp

kanallarinin agiimasina neden olur’.

Tavsan kalbinde yapilan 6n kosullama modelinde NO sentaz
inhibitérd  kullanilarak  dnkosullamanin  koruyuculugunun  azaldigi

gozlenmistir™.

Turan N ve ark.’nin dnkosullama Uzerine tavsan aorta-spinal
kord modelinde resveratrol ile yaptiklari bir calismada, resveratrolun
oksidatif stresi azaltip, NO saliveriimesini artidigini ve spinal kordu 6n
kosullama ile iskemi-reperflizyon hasarindan korudugunu
gostermislerdir”™. Yine Turan ve ark.’| yaptiklari bir baska calismada 3-
nitropropiyonik asitin sican kalbinde infarkt alanini azaltarak iskemi-

reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisini gdstermislerdir™®.

Reperfuzyondan onceki donemlerde kisa ve tekrarlayan
iskemi-reperfizyonun uygulanmasi ardkosullama olarak adlandiriimakta

ve reperfiizyon hasarinin azalmasini saglamaktadir’’.

Ardkosullama, ilk kez Zhao ve ark. tarafindan 2000 yilinda,

45 dakikalik iskemiden sonra 3 defa 30’ar saniye reperflizyon-iskemi
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periyotlari gerceklestirerek kopek miyokard hasarinin %47’ den %11’ e

dustiigiini gostermislerdir’®.

Ardkosullamada miyokardin korunmasini; e-NOS, nitrik oksit,
guanil siklaz, Katp kanallari, mPTP kapanmasi ve adenozin

saglamaktadir’®.

Adenozin bitln hicrelerde dogrudan ya da ATP ’nin hidrolizi
sonucu olugan lokal bir hormondur. A1, A2, A3 olmak Uzere ug reseptoru
bulunmaktadir®. Yapilan calismalar Adenozinin reseptdr alt tiplerinin
farmakolojik olarak aktive edilmesi miyokardial reperflizyonda koruma

sagladigini gostermistir’> .

Yang ve ark. tarafindan tavsan kalbinde yapilan ¢alismada
nitrik oksit sentaz inhibitért olan L-N-nitro-arjinin-metil ester uygulanmasi

ard kosullamanin koruyucu etkisini azaltmistir’™®.

mPTP’ler iskemi boyunca kapali olup, reperflizyonun erken
doneminde olusan vyapilardir. mPTP ac¢iimasinin inhibisyonu oksijen
radikallerinin ve kalsiyumun hicrede dususunu saglamakta olup bu da

kalp koruyucu etkisini gdstermektedir®’.

Protein kinaz C (PKC) substrat proteinlerinin serin veya
treonin kalintisini fosforilleyen kinaz grubu uyesidir. PKC etkisini Katp
kanallari Uzerinden gdsterdigi dusunidlmekte olup bu konu henlz

aydinlatilamamistir®?.
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iskemi-reparfiizyon hasannin
senlidi majar risk faktdrleri ile
etkilesir

iskemiireperflizyon
hasari:

iskemifreperflizyon

Onkosullama ile kalp koruma

-Kontraktil disfonksiyon

o
I Aritmiler

-Miyokard infarktiisii

4
T Kalp koruma:

\_‘I‘—J

< 120 dk: "klasik"
24-72saat :"gec"

Ardkogullama ile kalp koruma

I [T

-Kasilma ?
fonksiyonu

Aritmiler

dinfarkt alan *

hiperlipidemi gibi risk faktdrlerinin engelledigi
kardiyak korumayr nkogullama ve ardkogullama

‘faglanma, kalp yetmezligi, diabet,

saflar.

Sekil 4: iskemi reperfiizyon-hasan igerigi, 6nkosullama ve ardkosullama ile kalp

koruma'.

2.3.2. Farmakolojik Kosullama

iskemik 6nkosullama ve ardkosullamaya benzer etki

gOsteren ajanlarla yapilan ¢alismalar imit verici olmaktadir.
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Onkosullamada vyararli etki gérillen ajanlar arasinda
adenozin, adenozin agonistleri (AMP579,NECA gibi), opiodler (morfin
gibi), protein kinaz C analoglari, Katp kanal agicilari (pinasidil, kromakalim,
diazoksit, nikorandil, levosimendan gibi) ve nitrik oksit donorleri sayilabilir.
Bunlarin Klinikte kullanimi sinirhdir. Clinkd hemen hemen hepsi klinikte
ciddi yan etkiler olusturmaktadir. Ornegin Katp kanal agici olarak kullanilan
diazoksit hayvan caligmalarinda iskemik Onkosullamaya benzer yararli
etkiler olusturmasina ragmen insanda ciddi hipotansiyona neden
olmaktadir. Klinikte nicorandil ve adenozin dnkosullayici amaci diginda
kullaniimaktadir. Bu yUzden iskemik o6nkosullamada roli tam olarak
bilinmemektedir. iskemik énkosullayici ajanlar klinikte; koroner arter by-
pass cerrahisinde, kararsiz anjina pektoriste, kalp transplantasyonunda ve
antiaritmik ilaglarla kontrol altina alinamamig stabil anjinali hastalarda

kullanilabilir®®84,

Ardkosullamada cesitli ajanlar verilerek yapilan reperfliizyon
farmakoterapisi hakkinda birgcok yayin bulunmaktadir. Bu amagla
kullanilan ajanlar arasinda onkosullamada da kullanilan adenozin
analoglari, nitrik oksit dondrleri, opioidler, farkli olarak insulin, statinlar
sayllabilir. Inhalasyon anesteziklerinden sevofluranin ardkosullayici etkisi
oldugu gorilmistir®®>. Bu ajanlarla  temel amac reperfiizyon
farmakoterapisi ile ardkosullamayi taklit etmektir. Bunlardan hi¢ birinin

klinik kullanimi yoktur®®.

2.4. Resveratrol

Resveratrol (3,4,5-trihidroksistilben) Gzim tanelerinde bol

miktarda bulunan polifenol yapisinda dogal bir antioksidan maddedir.
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Yapilan g¢alismalar Glney Fransa’ da yagh diyet ve sigara kullaniminin
fazla olmasina ragmen bol tiketilen sarap nedeniyle kalp hastaliklarinin
gorulme sikliginin diger Ulkelere gore dusuk olmasina yol agmistir. Bu

durum Fransiz Paradoksu olarak adlandirihr®.

Resveratrolin dogal antioksidan rolu d¢ farkli antioksidan
mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlardan biri; koenzim Q ile yarismak ve
ROS olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini azaltmaktadir. Digeri,
mitokondride olusan superoksit radikalini yakalamak, sonuncusu ise
fenton reaksiyonu urunleri tarafindan induklenen lipid peroksidasyonunun

inhibisyonudur®’.

Resveratrolin sican kalbinde yapilan calismalari iskemi-

reperfiizyon hasarina karsi kalbi korudugunu gostermistir®®.

Resveratrolin damar genigletici etkisi; damar duvarindaki
cGMP miktarini artirir. NO-cGMP yolu damar gevsemesine aracilik eder
ve NOS etkinligini artirir. Resveratrol sican aortunda noradrenalin ve
fenilefrinin olusturdugu kasiimalari énemli derecede inhibe eder®®. Akar ve
ark.’1 resveratrolin (70uM) noradrenalin ile kantrakte edilmis safen ven ve
internal meme arterinde yaklasik %35 gevsemeye sebep oldugunu ve
endotel tabakasi uzaklastiriimis yada L-NOARG (NOS inhibitort) dnceden
verilen insan meme arterinde ve saphen vende resveretrolin olusturdugu
gevsemenin ortadan kalktigini gdstermislerdir®™. Resveratroliin bu endotel
bagimli  gevsetici etkisi dokuda suUperoksit olusumunun ana
kaynaklarinindan biri olan vaskuler NAD(P)H oksidaz Uzerindeki inhibitor
etkisine baglanm|§t|r91. Akar ve ark. yaptigi g¢alismada nitrat toleransi

olusturulmus insan meme arteri dokusunda 1-10 uM resveratrol bazal
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veya NAD(P)H ile sitimule olan stperoksit olusumunu neredeyse ortadan

kaldirdigini gdstermislerdir®.

Anti-enflamatuar etkisi; yapilan c¢alismalar ile NO blokeri
nitro-L-arjinin metil esterinin (L-NAME), resveratrolin vyararli etkilerini
tamamen ortadan kaldirdigi gozlemlenmigtir. Bu sonug¢ resveratrolin
antienflamatuar etkisinin NO’ ya bagli mekanizmalarla gergeklestigini
g('jsterir93. Budak B ve ark.’nin tavsan aortasina klemp konularak spinal
kordda iskemi olusturduklari calismada resveratrolin tek basina
kullanildig1 (iskemi veya reperfiizyonda) gruplarda iskemi reperflizyon
hasarinda etkili oldugu bulunmus fakat en etkili sonug¢ resveratrolin
iskemide ve L-NAME'in reperfizyonda kombine kullanildigi gruptan elde

edilmistir®.

Resveratrol miyokardiyumdaki katalaz etkinligini arttirma
yetenedine sahiptir, in vivo antioksidan olarak fonksiyon gorir ve kalpteki
peroksil radikalini yakalayabilmektedir®®. Yapilan calismalar ile
resveratrolin sadece kalp Uzerinde degil bobrek ve beyin Uzerinde de

koruyucu etkisinin oldugu gdsterilmistir®.

Resveratrol kalbi korumada antiapoptotik  sinyali
indUklemektedir. Domuz koroner arterinde resveratrol ile kisa sureli
muamelede MAPK etkinligini inhibe etmekte, ERK %2 , Jun N-terminal

kinaz ve p38MAPK’ In fosforilasyonunu azaltmaktadir®®.

You-Ren Chen’nin uzun sireli resveratrol uygulamasinin

incelendigi calismada miyokard infarktistinin neden oldugu aritmiyi,
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kardiyak hipertrofiyi ve yasam suresini iyilestirdigini gostermigler, bu
etkisinin kardiyak miyositler Uzerine kalsiyum kanallarini bloke ederek ve
Katp  kanal acici  olarak  etki  goOstererek  gerceklestirdigini

1617 insan internal meme arteri ile yapilan galismalarda

goOstermiglerdir
resveratrol duz kaslarda lokalize olmus voltaj-kapili K kanallarinin

aktivasyonu lzerinden gevseme olusturdugu bulunmustur'®.

Resveratrol hiacre i¢i Ca’nin asiri yukselmesini azaltarak
aritmiyi dnlemekte ve koroner vazodilatasyonu saglayip ya da Katp kanal
acici olarak farmakolojik 6nkosullama da etki gosterdigi ileri strilmustir.
Wu ve ark.’larinin yaptigi galismada resveratrolin bl'inJk—Ca+2 ‘la aktive
edilen K" kanallarinin(BKg,) direkt aktivasyonu ile vaskiler endotel

1497~ Calderone ve

hicrelerde hiperpolarizasyon yaptigini gdstermistir
ark.’nin  sican torasik aortunda resveratrol’'ln vazodilator etki
mekanizmalarinin incelendigi ¢alismada, Ca*z—baglmll K* kanal aktivator
oldugu bilinen NS1619 kullaniimis ve resveratrolin bu madde ile benzer
etki gosterip Ca*®-bagimli K* kanallarini aktive ederek NO saliveriimesine
neden oldugu gosteriimistir®®. Resveratrol BKCa-kanal aktivatoridir.
BKCa membran potansiyel uzerine etkilidir, membran

hiperpolarizasyonuna neden olur, kalsiyum hiicre icine girer”’.

2.5. Paksilin

Paksilin bir indol alkoloididir ve Penicillium paxilliden izole
edilmistir®®. Kalsiyum bagimli potasyum kanallarini bloke eder'®. Kca
kanallari diz kasda ve noéronlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Arterial
tonUst modulle etmek icin aksiyon potansiyelinin repolarizasyon dénemini

ve nérotransmitter salinimini diizenler. ileti seviyelerine gére kiiclk, orta,
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blylk olmak Uzere Ug sinifa ayrilirlar. a ve [ alt Gniteleri bulunmaktadir. a
alt Unitesi depolarizasyon ve Ca baglanmasina cevap olarak BKc,
kanallarinin agilmasini saglar. Bu da K* iyonunun hiicre igine girisine ve
hiperpolarizasyona neden olur. [1 alt Unitesi ise kanal aktivitesinin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Voltaj ve Ca badimli mekanizmalar
vaskuler BKc, kanallarinin agilmasinda tek tetikleyici degildirler. Vaskuler
diz kastaki bu kanallari g¢esitli ajanlar cGMP- bagimli protein kinazlar,
cAMP-bagimli ve bagimsiz ve G proteinleri Gzerinden de aktive edebilir.
Ayrica ROT, NO, AT-2 reseptoru Uzerinden Anjiotensin |l ve endotel turevli
hiperpolarize edici faktdr gibi pek ¢ok endojen ajan tarafindan da aktive
edilebilir. Anjiotensin 1l vaskuler duz kastaki BKc, kanallari endotel
Uzerinden kan damarlarinin  mekanik ve elektriksel durumlarinin
modulasyonunda anahtar elementtir. Vang ve ark. yaptiklari ¢alismada
pulmoner endotelyumda BKca kanallarinin eksprese edildigi bunun da
hiperpolarizasyona ve NO aracilikli endotel bagiml gevsemeye neden

oldugunu gdstermistir'®’192

BKca kanallarin farmakolojik manuplasyonu
diz kasta redoks potansiyelini degistirir. BKca kanali kariptotoksine
duyarlidir ve hem voltaj hem de Ca* tarafindan aktive edilir. BKca
kanallarinin aktivasyonunun izole pulmoner ve koroner arter duz kas
hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini azalttigi gdsterilmistir'®.
Iskemi 6ncesinde NS1619’un verilmesi ile mitokondriyal BKc, kanallarinin
acilmasi mitokondriyal ve miyokardiyal dnkosullayici etkiyi bagslatir. Hem
iskemi hem de reperflizyon doéneminde vyapti§i korumayir NADH
seviyelerini duzelterek, asiri ROS olusumunu azaltarak ve mitokondriyal
Ca yuklenmesini azaltarak yapar. Paksilin'in NS1619’'un yaptigi etkiyi
ortadan kaldirmasi NS1619’un baslica BKc, kanallari Gzerinden etki ettigini
gOstermektedir. Fakat bu etkide mitokondriyal BKc, kanallarindan baska
iyon kanallarinin etkili olup olmadigi bilinmemektedir. Ornegin NS1619
koroner vaskuler duz kasta sarkolemmal BKcg, kanallarini  acarak
reperflizyon doneminde koroner kan akisinin dizenlenmesini sagliyor

olabilir'®,
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Paksilin, kalsiyum bagimli potasyum kanallarini bloke edici
etkisinden dolay! langendorff perflizyon calismalarinda énkosullama ve
ardkosullama sinyalizasyon mekanizmalarinin aragtirmalarinda sik sik
kullanilan bir maddedir. Huhn R ve ark. sigcan kalbinde ardkosullama
Uzerine yaptiklari bir galismada U¢ deney grubu olusturmuslardir. Birinci
gruba ardkosullayici olarak morfin (1uM) verilmis, ikinci gruba iskemi
sonrasi reperflizyonda ardkosullayici olarak paksilin(1 uM) verilmis ve son
gruba iskemi-reperfuzyon protokoli uygulanmadan vyalniz paksilin ile
miyokardin  perflizyonu saglanmigtir. infarkt alanlar &lglilmis ve
karsilagtinimistir. Buna goére ilk grupta infarkt alan kontrol ile ayni
bulunmus, ikinci grupta mitokondriyal Ca*%-bagimli K* kanallarinin inhibe
edilmesinden dolayi infarkt alan kontrol grubuna gore azalmig ve son

grupta ise infarkt alan (izerine bir etki gorilmemistir'®.

Yang ve ark. NS-1619’u BKCa kanal aktivatoru olarak ve
paksilinide BKCa kanal blokeri olarak kullanarak sican kalbine vermisler
ardindan kalbi iskemi ve reperflizyona tabi tutarak olusan infarkt alanlarini
kargilagtirmiglardir. NS-1619’un miyokard infarkt alanini azalttigi, NS -
1619 verilip ardindan paksilin verilen kalplerin infarkt alan boyutlarinin
yalniz paksilin verilen Kkalplerin infarkt alanlarina goére kugulttiguna

gostermislerdir'®.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Gazi Universitesi Rektérliigic Deney Hayvanlar Etik Kurul

Baskanligindan G.U.ET-10.047 kod numarasi ile etik kurul izni alinmistir.

Deneylerde Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvar
Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) inden

temin edilen Wistar cinsi 300-350g agirliginda erkek si¢anlar kullaniimigtir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ketamin hidroklorur (Pfizer), ksilazin (Alfasan), Resveratrol
(Sigma), Paxilin (Sigma), Trifeniltetrazolium klorur (TTC) (Sigma), Formol
(Sigma), NaH,PO4 (Merck), Na,HPO4 (Merck) Heparin (Mustafa Nevzat),

Absolu etanol (Merck-Resveratrolli ¢ézmek igin kullaniimistir).

Krebs-Heinsleit Cozeltisi (pH7.4)

NaCl 118,0 mM
KCI 4,5 mM
KH2PO4 4,4 mM
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MgSO4 1,2 mM

NaHCO3; 25 mM
CaCl, 1,4 mM
Glukoz 11 mM

3.1.3. Kullanilan Aletler

Hassas terazi (Shimadzu)

Mikropipet (Eppendorff Research)

Vortex (Firlabo)

Langendorff cihazi (MAY LSO06 seri no:3006-005)
MP 35 veri kayit sistemi (Biopac systems,INC)
Sirkulatér (MAY WBC 3044V 3)

pH metre (JENCO)

%95 O3, %5 CO; iceren gaz karisim tupu
Cerrahi malzeme (Makas, pens, buldog)

Kan Basinci Transduser (Commat Ltd., Turkiye)
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3.2. Yontem

3.2.1. Sican lzole Kalp Preparatinin Hazirlanmasi ve Olciilen

Hemodinamik Parametreler

Deney hayvanlari ketamin hidroklorar (50mg/kg-ip) ve
Ksilazin (10 mg/kg/ip) ile anestezi edilmis ve femoral ven yoluyla (5001U/kg
) heparin verilmesini takiben, toraks hizli bir sekilde agilarak kalp
cikartiimis ve buzlu Krebs-Heinseleit ¢cozeltisinin icerisine alinmistir. izole
kalp, hizli bir sekilde sicakligi 37°C ve %95 O,, %5 CO, gaz karisimi ile
havalandirilan Krebs-Heinseleit ¢ozeltisi ile sabit basingli Langendorff
cihazina aorttan asilarak retrograd olarak perfize edilmistir. Krebs
Henseleit rezervuari izole organ banyosundan 100 cm yukarida olacak
sekilde yerlestirilerek, perflizyon boyunca istenilen sabit basing (100 cm
H.0=75 mmHg) saglanmistir. Sol ventriktl basinci kalbin sol ventriktline

yerlestirilen bir lateks balon yardimiyla élguimagtur.

Deneyler sirasinda transduser araciligiyla perfiizyon basinci,
sol ventrikul sistolik ve diyastolik basinci es zamanl olarak veri kayit
sistemi (MP 35 biopac systems, INC) yardimiyla kaydedilmistir. Deney
suresince sol ventrikil gelisen basinci (SVGB), sol ventrikil diyastol sonu
basinci (SVDSB), kalp atim hizi élgtlmustar. SVGB, ventrikller sistolik
basingdan ventrikuler diyastolik basincin c¢ikartiimasi ile hesaplamistir.
Deney sonunda +dP/dt (kontraksiyon hizinin gostergesidir ve inotropizm
indeksi olarak kullaniimaktadir)'®” ve —dP/dt (gevseme indeksi olarak

kullaniimaktadir) hesaplanmistir'®’.
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3.2.2. Deney Protokoli

Aragtirmamizda hayvanlar dort gruba ayriimigtir.

Grup 1 (Kontrol): 25 dakikalik dengeleme periyodunu takiben
30 dakikalik global iskemi ve ardindan 120 dakikalik reperfizyon
yapimigtir.

Grup 2 (Resveratrol): 15 dakikallk dengeleme periyodunu
takiben 10 dakika 10 yM konsantrasyonda resveratrol infuzyon ile
verilmistir. Ardindan 30 dakika global iskemi 120 dakika reperfizyon
yapimigtir.

Grup 3 (Paksilin): 15 dakikallk dengeleme periyodunu
takiben 10 dakika 3 uM konsantrasyonda paksilin infuzyon ile verilmistir.
Ardindan 30 dakika global iskemi 120 dakika reperflizyon yapilmistir.

Grup 4 (Paksilin+Resveratrol): 5 dakikalik Krebs perflizyonu
ile dengeleme periyodundan sonra 10 dakika Krebs Henseleit ¢ozeltisi
icerisinde kalp kendi ¢alisma hizina bagh olarak 3,1,0.3,0.1 ve 0,03 uM
konsantrasyonda paksilin ile 10 dakika, ardindan Krebs Henseleit
cOzeltisi icerisinde 10 uM resveratrol perflize edilmis ardindan 30 dakikalik

global iskemi 120.dakika reperfizyon yapilmigtir.

Her bir deney boyunca perfizyon basinci, kalp atim hizi,
SVGB ve SVDSB kaydedilmistir. +dP/dt SVGB ‘nin turevi alinarak MP35

veri kayit sistemi araciligiyla hesaplanmistir.
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infant Alan

Ginp - Konirol BEumi
o
10dk 15 ok A0dk 120 dk

Ginp 2 we 3 Resveratral veya Paksilin

12dk |10y dodk T20dkK
Hasvaralralaksilin pameEyanu

Grup 4: Fesvaralral + Paksikin

™ ] n
Sl 10 dk | 10dk Mok 120
Rasvaralral
parfizyanuy
Pakzikn
prfiEyani

Sekil 5 : Deney protokolii: acgik alan; perfiizyon periyodu, kapali alan; iskemi
periyodu, taral alan; reperfiizyon periyodudur.

Tdm deney gruplarinda iskemi Oncesi, iskemi sonrasi
reperflzyonun 30.dakika, 60. dakika ve 120. dakikalarindaki perflizyon

basinci, sol ventrikul basinci degerleri kargilastiriimigtir.

3.2.3. infarkt Alan Degerlendirilmesi

Trifeniltetrazolyum klortur'in (TTC) pH’s1 7.4’e ayarlanmig, 1
L 0,1 M NaH,PO4 ve 2L 0,1 M Na;HPO4 karistirilarak hazirlanan, fosfat

tamponunda ¢ozilerek %1 ‘lik ¢dzeltisi hazirlanir.
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Kalpler Langendorf dizenedinde reperflizyondan sonra
%1’lik TTC iceren fosfat tamponu ile 37°C’de 20 dk slreyle inflize edilir.
Dokuda canliligini koruyan alanlar, TTC ile koyu kirmizi renkte boyanirken

nekrotik bolge ise soluk sarimsi renkte boyanir.

Kalpler Lagendorf dizeneginden alinip alimunyum folyoya
sarilarak -20°C ‘de dondurulduktan sonra, bisturi ile 2-3 mm kalinlkta
olacak sekilde dilimlenir. Kalp dilimleri % 10 formol ¢oOzeltisinde boyayi
fiske etmek amaciyla 30 dk bekletilir. Boyama islemini takiben infarkt alan
iki cam levhanin arasina yerlestirilen ve fotograflanan kalplerde image j

yontemi ile infarkt alan/tim alan olarak hesaplanir.

3.2.4. istatistiksel analiz

TUm gruplarda elde edilen SVGB, SVDSB, +dP/dt, infarkt
alan degerleri, ortalama + ortalamalarin standart hatasi seklinde ifade

edilmistir.

Gruplar arasindaki anlamhlik tek yonlu varyans analizi
ANOVA vyapilarak karsilastirildi ve P<0,05 olan degerler anlamh kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. infarkt Alan

30 dakika iskemi ve 120 dakika reperfiuzyon sonrasi
resveratrol (10uM) uygulamasi infarkt alan buyUkligini kontrole goére
anlamh olarak azaltmistir. Paksilin 3 yM ve 1 pM konsantrasyonda
resveratrolin olusturdugu bu etkiyi anlaml olarak ortadan kaldirmistir.
Paksillin’in  bu inhibitor etkisi 0.3, 0.1 ve 0.03 uyM dozlarda
gorilmemektedir (Sekil 6).

35 -
30 = Kontrol
25 Pak(3pM)
g 20 | H Res(10pM)
[
o m Pak(3M)+Res(10M)
< 15 -
% ® Pak(1M)+Res(10uM)
B Pak(0.3uM)+Res(10M)
5 - m Pak(0.1uM)+Res(10M)
0 E Pak(0.03uM)+Res(10uM)

Sekil 6: 30 dakika global iskemi ve 120 dakika reperfiizyon sonrasinda kontrol,
resveratrol, paksillin uygulamasinin infarkt alan lizerine etkileri. m kontrole gore, A
resveratrole gére anlaml, p<0.05.

Degerler ort * standart hata olarak verilmistir(n: 4-6).
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1 um Paksillin + 30pm NS1619

Kontrol 3 um Paksillin 10um Resveratrol

3 uum Paksillin + 10um Resveratrol 1 4m Paksillin + 10um Resveratrol 0,3 um Paksillin + 10um Resveratrol  0,1um Paksillin + 10um Resveratrol ~ 0.03um Paksillin + 10um Resveratrol

Sekil 7: Kontrol, resveratrol ve paksilin uygulanmasini takiben 30 dakika global
iskemi, 120 dakika reperfiizyon sonrasi TTC boyasi ile boyanan kalplerden

ornekler.

4.2 Hemodinamik Parametreler

4. 2. 1 Sol Ventrikil Gelisen Basinci (SVGB)

Resveratrol 30 dakikalik iskemi sonrasinda SVGB'ni
reperflizyonun 30., 60. ve 120. dakikalarinda kontrole gére anlamli olarak
duzeltmigtir. Paksilin, resveratrolin iskemi-reperfuzyon hasarina karsi
olusturdugu korumayi 3, 1 ve 0.3 pM konsantrasyonlarda anlamli olarak
ortadan kaldirmistir. Sadece Resveratrol’in kullanildi§gi grupda SVGB’i
reperflizyonun 30. ve 60. dakikalarinda baslangic dederine gore bir

degisme gostermemigtir. Reperfuzyonun 120. dakikasinda resveratrolun
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olusturdugu koruma baslangi¢ degerine goére anlamli olarak ortadan
kalkmigtir. Buna karsilik kontrol grubunda ve paksilinin resveratrol ile
kombine kullanildigi 3, 1 ve 0.3 uM konsantrasyonlarinda SVGB baglangi¢
degerine gore 30, 60, ve 120. dakikalarinda anlamli olarak azalmigtir
(Sekil 8).

120 ~

100 -

—e—Kontrol
9 ——Res(10uM)
=
2 —a—Pak(3uM)
@
@ ——Pak(3uM)+Res(10uM)
9
w
——Pak(1M)+Res(10uM)

® ——Pak(0.3pM)+Res(10uM)

——Pak(0.1uM)+Res(10uM)
L ]

—8—Pak(0.03pM)+Res(10pM)

Dakika
0 30 60 a0 120 180

Iskemi Reperfuzyon

Sekil 8: SVGB lizerine kontrol, resveratrol, paksilin etkisi. ¥ Baslangi¢ resveratrole
gore, m resveratrole gore (reperfiizyonun 30. dakikasi), A resveratrole gore
(reperfiizyonun 60. dakikasi), e resveratrole gore (reperfiizyonun 120. dakikasi)
anlamli, p<0.05.

Degerler ort * standart hata olarak verilmistir(n: 4-6).
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Kontrol Grubu :- &___M,: 4

Paksillin Grubu "Ln_a— L—

Paksilin+Resveratrol Grubu

3um :uw - B———— el §

1pm 00 e e

0,3um — -

or e e e

b5 _um..__“—i_.u_..a..._ N

Sekil 9: Kontrol, resveratrol’iin tek basina ve paksilin ile kombine kullanildigi
gruplardaki SVGB kayitlari.

4.2.2. Sol Ventrikil Diyastol Sonu Basinci (SVDSB)

Resveratrol 30 dakikalik iskemi sonrasinda SVDSB'ni
reperfuzyonun 30., 60. ve 120. dakikalarinda kontrole gére anlamli olarak
dizeltmistir. Paksilin  3uM konsantrasyonda resveratrolin iskemi-

reperflizyon hasarina karsi olusturdugu korumay:i reperfliizyonun 30, 60 ve
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120. dakikalarinda, 1uM konsantrasyonda 60 ve 120. dakikalarinda,
0.3uM konsantrasyonda 120. dakikada anlamli olarak ortadan kaldirmigtir
(Sekil 10). Resveratrol grubunda SVDSB'I reperfuzyonun 30., 60. ve 120.
dakikalarinda baslangi¢ degerine gore anlamli bir degisme gostermemistir.
Buna karsilik SVDSB’1I kontrol grubunda reperfizyonun 30. ve 60.
dakikalarinda ve paksilinin resveratrol ile kombine kullanildigi 3 ve 1 uM
konsantrasyonlarinda reperfizyonun 30, 60, ve 120. dakikalarinda
baglangi¢c degerine gore anlamli olarak azalmistir. Paksilin SVDSB'1 0.3,
0.1 ve 0.03 uM konsantrasyonlarinda reperfuzyonun 30. 60. ve 120.

dakikalarinda baslangi¢ degerine gore degisme yapmamistir.
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350 -
300 -
250 -
S
E ——Kontrol
=)
§ 200 -
s —m—Res(10uM)
@
@
> —&— Pak(3uM)
® 150 -
—m— Pak(3uM)+Res(10ul)
100 - —a— Pak(1uM)+Res(10uM)
—+—Palk{0.3uM)+Res(10uk)
50 -
—8—Palk{0. 1M )+Res(10uk)
——Palk({0.03uM ) +Res{10uh)
0
Dakika
0 30 60 90 120 180
Iskemi Reperfuzyon

Sekil 10 : SVDSB ilizerine kontrol, resveratrol , paksilin etkisi. m resveratrole gore
(reperfiizyonun 30. Dakikasi), A resveratrole gore (reperfiizyonun 60. dakikasi), e
resveratrole gore (reperfiizyonun 120. dakikasi) anlamli, p<0.05.

Degerler ort £ standart hata olarak verilmistir(n: 4-6).
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4.2.3. -dP/dt, +dP/dt Degerleri

Resveratrol 30 dakikalik iskemi sonrasinda -dP/dt degerini
reperflizyonun 60. ve 120. dakikalarinda kontrole gére anlamh olarak
duzeltmigtir. Paksilin resveratrol ile kombine kullanildigi 3 ve 1 puM
konsantrasyonlarda resveratrolin iskemi-reperfuzyon hasarina karsi
olusturdugu korumayi reperfizyonun 60. ve 120. dakikalarinda anlamli
olarak ortadan kaldirmistir (Sekil 11). Resveratrolin tek basina
kullaniimasi -dP/dt degerini reperfizyonun 120. dakikalarinda baslangic
degerine gore anlamli olarak azalmigtir. Buna karsilik kontrol grubunda ve
paksilinin (3uM) tek basina ve resveratrol ile kombine kullanildigr 3, 1 ve
0.3 uM konsantrasyonlarda baslangica goére reperfizyonunun 30., 60. ve
120. dakikalarinda anlamli olarak azalmistir. Paksilin, resveratrol ile
kombine kullanildigi 0.3, 0.1 ve 0.03 uM konsantrasyonlarinda baglangig
degerine gore reperfizyonun 30. 60. ve 120. dakikalarinda degisme

yapmamigtir.
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120 -

100 - ——Kontrol

—m—Res{10uM)

80 -
—i— Pak({3uM)
5
5
60 - —B—Pak{3uM+Res{10uM)
—k—FPak(Tut)+Res{(10ul)
40 -
——Pak{0.3uM+Res( 10M)
20 -

—8—Pak{0.1M)*+Res{10uM)

—e—Pak(0.03.M)+Res{ 10uM)

0 30 60 20 120 180

Iskemi Reperfuzyon

Sekil 11: -dP/dt kontrol, resveratrol, paksilin etkisi. m resveratrole gore
(reperfiizyonun 30. dakikasi), A resveratrole gore (reperfiizyonun 60. dakikasi), e
resveratrole gore (reperfiizyonun 120. dakikasi) anlamli, P<0.05.

Degerler ort * standart hata olarak verilmigtir(n: 4-6).

Resveratrol 30 dakikalik iskemi sonrasinda +dP/dt degerini

reperfuzyonun 30. 60. ve 120. dakikalarinda kontrole gére anlaml olarak
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dizeltmistir. Paksilin, resveratrol ile kombine kullanildigi 3 ve 1 uM
konsantrasyonda resveratrolin iskemi-reperfizyon hasarina karsi
olusturdugu korumay:i reperfizyonun 30. 60 ve 120. dakikalarinda anlamh
olarak ortadan kaldirmistir (Sekil 12). Resveratrol tek basina
kullanildigindaki +dP/dt degeri reperflizyonun 120. dakikalarinda
baglangi¢c degerine gore anlamli olarak azalmigtir. Buna karsilik kontrol
grubunda ve paksilin (3uM) tek basina ve resveratrol ile kombine
kullanildigi 3, 1 uM konsantrasyonlarda baslangica gore reperflizyonunun
30., 60. ve 120. dk’da anlaml olarak azalmigtir. Paksilin, resveratrol ile
kombine kullanildigi 0.3, 0.1 ve 0.03 uM konsantrasyonlarinda baslangi¢
degerine goére reperfizyonun 30. 60. ve 120. dakikalarinda degisme

yapmamisgtir.
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- Reperflzyon I

Sekil 12: +dP/dt kontrol, resveratrol, paksilin etkisi. A reperfiizyonun 60. dakikasi

resveratrole gore, e reperfiizyonun 120. dakikasi resveratrole gére anlamli, p<0.05.

Degerler ort * standart hata olarak verilmigtir(n: 4-6).
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5. TARTISMA

ROT’nin asiri {retim ve mitokondriyal Ca*?nin yiiklenmesi
iskemi-reperfizyon hasarinin altinda yatan baslica nedenlerdendir.
Kardiyak iskemi-reperfuzyon hasarini azaltmak igin iskemik ve
farmakolojik ~ 6nkosullama  gibi  profilaktik  tedavi  yaklasimlari
uygulanmaktadir.  Farmakolojik  6nkosullama kisa sureli iskemi
gerektirmemesi nedeniyle daha iyi bir tedavi yaklasimi olarak
gorulmektedir. Bu amagcla kullanilan pinasidil, diazoksid, resveratrol gibi

cesitli eksojen ajanlar mevcuttur.

Resveratrol antioksidan, antienflamatuar ve
antiaterosklerotik'” &zelliklerinden dolay iskemi-reperfiizyon hasarina
kargi miyokardda koruma olusturmak igin kullanilabilecek 6nemli bir
ajandir. BKca kanallarinin koroner vaskuler duz kasta ylksek oranda
bulundugu ve egzersiz ile iskeminin neden oldugu koroner
vazodilatasyona aracilik ettigi bildirilmistir. Ayrica BKca kanal aktivitesinin
hipertansiyon, dislipidemi, glukoz toleransi gibi gesitli patolojik durumlarda
bozuldugu da gdsterilmistir'®®.  Buna karsilik anjina pektorisdeki rolii
henliz belli degildir. Biz bu arastirmamizda resveratrolin iskemi-
reperflUzyon hasarina kargi olusturdugu koruyucu etkide BKcga kanalinin
roli olup olmadigini inceledik. Bunun igin BKca kanal inhibitdora paksillini
(3-0.03uM), resveratrol (10 uM) ile kombine kullandik. Deney gruplarinda
hemodinamik (SVGB, SVDSB, xdP/dt) parametreler ve infarkt alani

degerlendirdik.

Paksilin, 30 dakika iskemi 120 dakika reperflizyon

sonrasinda resveratrolun infarkt alan Uzerinde olusturdugu hasar azaltici
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etkiyi 3 ve 1 yM konsantrasyonda anlamli olarak azaltmistir. Resveratrolin
tek bagina ve paksilin ile kombine kullanildigi gruplar karsilastirildiginda;
Paksillinin 3, 1 ve 0.3 pyM konsantrasyonda SVGB, SVDSB’1, +dP/dt
Uzerinde resveratrolin reperfuzyon doéneminde olusturdugu koruma

etkisini anlamli alarak azaltmigstir.

Resveratrolin onkosullama olusturma potansiyeline dair
yapilmis cesitli calismalar mevcuttur. Bu calismalarda resveratrol ile
yapilan 6n kosullamanin koruyucu etkisinde iskemi ile tetiklenme sonucu
intrasellller bazi mediyatorlerin rol oynadigi gosterilmistir. Bunlardan en
onemli ikisi; Katp kanall ve protein kinaz C’nin spesifik izoformlaridir'®®1".
GunUmuzde 6nkosullamanin muhtemel mekanizmalarindan biri de buyuk
gegirgen Ca*? duyarli K* kanallaridir (BKc,). Vaskiiler diiz kas hiicreleri,
noronal veya sekretuvar hucreler BKc, kanallarini igerirler. Bu kanallar
hiicre membrani depolarize oldugunda veya intraselliler Ca*? miktari
arttiginda aktive olurlar. Bu kanallarin agilmasi hucre membraninin
repolarize olmasini saglayan sitozolik K”un hiicre disina gikmasini saglar.
Bu da sonucta voltaj-bagimli kalsiyum kanallarinin kapanarak Ca*%nin
hdcre icine girigini azaltir. NS1619 ‘un global iskemiye karsi BKc¢, kanalini

1

acarak onkosullama olusturdugu tavsan’®, fare™' ve sican' kalbinde

gosterilmigtir. Benzer seklide koépek kalbinde de bodlgesel iskemi-

reperfiizyon hasarina karsi NS1619 koruma olusturdugu gésterilmistir''2.

NS1619'un olusturduu bu etki karibdotoksin, iberitoksin''? ve

101,111

paksilin gibi BKca kanal inhibitorleri tarafindan ortadan kaldiriimis

veya zayIflatiimistir.

Biz de calismamizda o6nkosullayici olarak resveratrolu ve
kanal inhibitori olarak paksillini kullandik. Arastirmamizda 30 dakika

iskemi 6ncesi resveratrol (10uM) uygulanmasi infarkt alan buyUklGguna,
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30 dakika iskemi 120 dakika reperfiuzyon uygulanan kontrol grubuna gore
gobre anlaml olarak azaltmigtir. Paksilin 3 yM ve 1 pM konsantrasyonda
resveratrolin olusturdugu bu etkiyi anlaml olarak ortadan kaldirmistir.
Paksilin’in  bu inhibitor etkisi 0.3, 0.1 ve 0.03 pM dozlarda
gorilmemektedir. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde Gembu ve ark.’nin
genetik olarak dizenlenmig(knockout) fare’de yaptiklari ¢alismada infarkt
alanin resveratrol ile tedavi edilen grupta kontrol grubuna goére %31
oraninda azalmistir'™. Yine Jinkun ve ark.’nin erkek si¢an izole kalbinde
yaptiklari  c¢alismada da resveratrol (10 [IM) reperfuzyonda
uygulandiginda, kalbi iskemi-reperfizyon hasarindan korumus, infarkt
alani kontrol grubuna gore anlamh bir sekilde azaltmistir'™. Bir diger
calismada ise Yang ve ark. NS1619'u BKca kanal aktivatoru olarak ve
paksilini de BKca kanal blokoru olarak sican kalbine vermisler, ardindan
kalbi iskemi ve reperfuzyona tabi tutarak olusan infarkt alanlari
karsilastirmiglardir. NS1619’un miyokard infarkt alanini azalttigi, NS1619
verilip ardindan paksilin verilen kalplerin infarkt alan boyutlarinin yalniz
paksilin verilen kalplerin infarkt alanlarina gore boyutlarinin kgultigunu
gostermislerdir'®.  Bizim calismamizda bu arastirmaya benzerlik
gOstermektedir. Yani NS1619 gibi resveratrolde infarkt alani azaltmakta,
paksilin gibi kalsiyum bagimli potasyum kanallarini bloke edici bir ajanla
kombine kullanildidinda ise infarkt alan boyutunda meydana gelen

kicllme ortadan kalkmaktadir.

BKca kanalinin agilmasinin miyokardda nasil bir koruma
olusturdugu henlz bilinmemektedir. Ancak bununla ilgili ¢esitli hipotezler
ileri surulmektedir. Bunlardan biri mBK¢, kanalinin iskemi sirasinda veya
sonrasinda agilmasi NADH, superoksid ve m[Ca*®] gibi mitokandriyal
fonksiyonlarin gesitli parametrelerinde degisimlerin zayiflamasi, bir digeri
miyokardiyal kontraktilitenin, vaskuller fonksiyonlarin dizelmesi ve

reperfiizyon déneminde infarkt alanin azalmasidir'®. Ayrica pek cok

48



kardiyovaskuler ve metabolik hastaligin bir arada bulundugu metabolik
sendrom ile ilgili yapilan bir calismada BKcga kanali aracilikli koroner
vazodilatasyonun bozuldugu gosterilmistir. Bu bozulmayla ilgili c¢esitli
hipotezler ileri surtlmuastir. Bunlar 1. L-tipi Ca kanali aracilikli
vazokonstriiksiyonun artmasi, 2. Ca*?/voltaj duyarlii§inin azalmasi, 3.
Sarkolemadaki kanal sayisinin azalmasi, 4. BKga kanallarinin
regulasyonun degismesidir (6rnedin kinazlar ve fosfatazlar tarafindan).
BKca kanallari endotel bagimli metabolik ve iskemik vazodilatasyona
aracilik ederler. Bu nedenle BKc, kanal fonksiyonlarinin azalmasi gesitli
fizyolojik ve patofizyolojik durumlarin altinda yatan koroner vaskuler

fonksiyonlarin regiilasyonuna zarar verir'".

Biz de arastirmamizda hemodinamik parametreleri de Olctik.
Resveratrol 30 dakikalik iskemi sonrasinda SVGB ’'ni reperflizyonun 30.,
60. ve 120. dakikalarinda kontrole gore anlamh olarak duzeltmigtir.
Paksilin, resveratrolin iskemi-reperfuzyon hasarina karsi olusturdugu
korumayr 3, 1 ve 0.3 pM konsantrasyonlarda anlaml olarak ortadan
kaldirmistir.  Sadece resveratrolin  kullanildigi  grupda SVGB'I
reperfuzyonun 30. ve 60. dakikalarinda baslangic degderine gore bir
degisme gostermemigstir. Reperfuzyonun 120. dakikasinda resveratrolin
olusturdugu koruma baslangi¢ degerine goére anlamli olarak ortadan
kalkmigtir. Buna karsilik kontrol grubunda ve paksillinin resveratrol ile
kombine kullanildigi 3, 1 ve 0.3 uM konsantrasyonlarinda SVGB baglangig

degerine gore 30., 60., ve 120. dakikalarinda anlaml olarak azalmigtir.

Calismamizda SVDSB degerlerini de Olgtuk. Buna gore
resveratrol 30 dakikalik iskemi sonrasinda SVDSB’ni reperfuzyonun 30.,
60. ve 120. dakikalarinda kontrole gére anlamli olarak duzeltmigtir.

Paksilin 3uM konsantrasyonda resveratroliin iskemi-reperfizyon hasarina
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karsi olusturdugu korumayi reperfuzyonun 30., 60. ve 120. dakikalarinda,
1uM konsantrasyonda 60 ve 120. dakikalarinda, 0.3uM konsantrasyonda
120. dakikada anlamli olarak ortadan kaldirmigtir. Resveratrol grubunda
SVDSPB’I reperfuzyonun 30., 60. ve 120. dakikalarinda baslangi¢ degerine
gére anlamh bir degisme gdstermemistir. Buna karsilik SVDSB’1 kontrol
grubunda reperfiizyonun 30. ve 60. dakikalarinda ve paksilinin resveratrol
ile kombine kullanildigi 3 ve 1 uM konsantrasyonlarinda reperfizyonun 30,
60, ve 120. dakikalarinda baglangic degerine gobre anlamli olarak
azalmigtir. Paksilin SVDSB’1I 0.3, 0.1 ve 0.03 uyM konsantrasyonlarinda
reperflizyonun 30. 60. ve 120. dakikalarinda baslangi¢ degerine goére

degisme yapmamisgtir.

Bizim arastirmamiza benzer sekilde Stowe ve ark’i sigan
izole  kalbinde BKcy  kanallarinin koruyucu  mekanizmalarini
arastirmiglardir. Farmakolojik 0Onkosullayici olarak NS1619'u, kanal
inhibitord olarak paksillini (1 uM ) ve bir superoksit dizmutator'ad olan
MnTBAP (20uM) vermigler ve SVGB ile SVDSB'’ini degerlendirmiglerdir.
Paksillin 30 dakika iskemi, 120 dakika reperflizyon sonrasinda NS1619’un
SVGB ve SVDSB’ini anlamli olarak azaltmigtir. Ayni ¢alismada koroner
akis ve mitokandrial kalsiyum seviyeleri de olgulmugtir. NS1619 gerek
koroner akig gerekse mitokondriyal kalsiyum seviyelerini korumus ve hem

paksillin hem de MnTBAP bu korumayi ortadan kaldirmistir'®,

Bizim arastirmamizda resveratrol grubunda reperfizyonda
Olcllen kasilma indeksi (+dP/dt) degerleri iskemi 6ncesi dederlerine gore
korunmustur. Paksilin, resveratrol ile kombine kullanildigi 3 ve 1 uM
konsantrasyonda resveratrolin iskemi-reperfuzyon hasarina karsi
olusturdugu korumay:i reperfizyonun 30. 60 ve 120. dakikalarinda anlaml

olarak ortadan kaldirmistir. Resveratrol tek basina kullanildigindaki +dP/dt
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degeri reperfizyonun 120. dakikalarinda baslangi¢c degerine gére anlamli
olarak azalmistir. Buna karsilik kontrol grubunda ve paksillin’in (3uM) tek
basina ve resveratrol ile kombine kullanidigi 3 ve 1 uM
konsantrasyonlarda baslangica gore reperfuzyonunun 30., 60. ve 120.
dakikalarinda anlamli olarak azalmistir. Paksillin’in, resveratrol ile kombine
kullanildigi 0.3, 0.1 ve 0.03 pM konsantrasyonlarinda baslangi¢c degerine

gore reperfuzyonun 30. 60. ve 120. dakikalarinda degisme yapmamistir.

Resveratrol 30 dakikalik iskemi sonrasinda -dP/dt degerini
reperflizyonun 60. ve 120. dakikalarinda kontrole gére anlamh olarak
dizeltmigtir. Paksilin resveratrol ile kombine kullanildigi 3 ve 1 uM
konsantrasyonlarda resveratrolin iskemi-reperfuzyon hasarina karsi
olusturdugu korumayi reperfizyonun 60 ve 120. dakikalarinda anlaml
olarak ortadan kaldirmistir. Resveratrolin tek basina kullaniimasi -dP/dt
degerini reperfuzyonun 120. dakikalarinda baslangic degerine gore
anlaml olarak azalmistir. Buna kargilik kontrol grubunda ve paksilinin
(3uM) tek basina ve resveratrol ile kombine kullanildigi 3, 1 ve 0.3 uyM
konsantrasyonlarda baslangica goére reperfizyonunun 30., 60. ve 120.
dakikalarinda anlamli olarak azalmistir. Paksilin, resveratrol ile kombine
kullanildigi 0.3, 0.1 ve 0.03 uM konsantrasyonlarinda baslangi¢ degerine
gore reperfiizyonun 30. 60. ve 120. dakikalarinda degisme yapmamistir.
Arastirmamizin hemodinamik parametreleri degerlendirildiginde
resveratrolin reperflzyon hasarinin 6nune gegebildigi ve akut miyokard
infarktisintn  klinik uygulamasinda terapodtik potansiyele sahip

olabilecegini gostermektedir.

Biz arastirmamizda biyokimyasal bir parametre
degerlendirmedik. Ancak si¢an izole kalbinde BK¢, kanalinin miyokardiyal

iskemi-reperflizyon hasarindaki rolinin c¢alisildigi Stowe ve ark’nin
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arastirmasinda superoksit ve NADH seviyelerine flurometrik olarak
bakilmis. Her iki Olgcimin seviyelerinin NS1619 uygulanan grupta
korundugunu buna karsilik paksillin ve MnTBAP verilen gruplarda
degistigini gostermislerdir. Arastirmacilar buradan hareketle NS1619'un
olusturdugu 6nkosullamaya bagli koruyucu etkide superoksit anyonunun
gerekli oldugu ve BKcas kanalinin kardiyak hicre mitokondrisinde lokalize
oldugunu ileri surmuslerdir. Katp kanalinin agiimasi gibi BKc, kanalinin
acllmasi ile mitokondriyal matriks igine K"un girisi mitokondriyal
fonksiyonlari degistirdigi ve korumada gerekli olan superoksit olusumuna
neden oldugunu ileri sirmuslerdir. Stperoksit anyonunun olusumu BKc,
kanalinin agilmasi icin gereklidir. Benzer gereklilik mKate kanal agicilari
diazoksid ve volatil anestezikleri icinde gereklidir''®'"". NS1619'un
onkosullamada koruyucu etki gosterebilmesi i¢cin BKc, kanalinin agilmasi
ve superoksid olusumunun artmasi gerekmektedir. Ancak bu faktorler
korumanin olusmasina aracilik etmezler. Reaktif oksijen tdrlerinin
tetikledigi bu olaya sitozolik fosforilasyon veya defosforilasyon yolagi
aracilik etmektedir. NADH, reaktif oksijen tirleri ve m(Ca*?) sadece
reperfiizyonda degil iskemide de artmaktadir. iskemi sirasinda meydana
gelen bu artiglar iskemik 6nkosullama tarafindan reperflizyonda normale
dondurulmektedir. Bu etki hem reaktif oksijen tutuculari tarafindan hem de
sarkolemmal Katp ve /veya mKatp agisi kanal blokorleri tarafindan ortadan
kaldirlmaktadir. Bu da o&nkosullamaya mK® kanallarinin agilmasinin

aracilik ettigini gdstermektedir'®.

Resveratrolin iskemi-reperflzyon hasarina kargi koruyucu
etkisini gozlemlemek Uzere iyon kanallarina etkisi arastirma konusu
olmustur. You-Ren Chen’in uzun sureli resveratrol uygulamasinin
ventrikUler aritmi Gzerine etkilerini inceledikleri galismada resveratrol’dn
miyokardiyal enfarktliisin neden oldugu aritmiyi, kardiyak hipertrofiyi ve

yasam suresini iyilestirdigini gostermislerdir. Resveratrol’'dn bu etkisini
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kardiyak miyositler Uzerine kalsiyum kanallarini bloke ederek ve Katp
kanal agicisi olarak gosterdigini bulmuslardir. Resveratrol, hlcre i¢i Ca’'un
asiri yukselmesini azaltarak aritmiyi Onledigi ve sonrasinda koroner
vazodilatasyona neden oldugu veya Katp kanal agicisi olarak farmakolojik
onkosullama yaparak etki gosterdigi ileri striimustir'®''®. insan internal
meme arterinde yapilan c¢alismalarda resveratrol’un duz kasta lokalize
olmus voltaj-bagimhi K kanallarinin aktivasyonu uzerinden gevseme
olusturdugu bulunmustur'®. Bazi calismalar da resveratrol’iin BKcs kanalini
direkt aktivasyonu ile vaskuler endotel hucrelerinde hiperpolarizasyon

" Endotel hiicrelerinde bu Ca*%-bagimli K"

yaptigini gostermiglerdir
kanallarin aktivasyonu hiicre ici Ca* iyon konsantrasyonu yiikselterek
endotel kaynakli faktorlerin sentezi ve salinimi ile vaskuler duz kas
tonusunin modulasyonu ve vazokonstriktor uyarilar ile kas cevabinin
dizenlenmesinde rol oynarlar?”. Bizim calismamizda da resveratrol
kontrole goére -dP/dt ve +dP/dt degerlerini anlamli olarak duzeltmistir.
Calderone ve ark.'’nin sican torasik aortunda resveratrol’in vazodilator etki
mekanizmalarinin incelendigi calismada, Ca*%-bagimh K* kanal aktivatori
oldugu bilinen NS1619 kullaniimis ve resveratrolin bu madde ile benzer
etki gosterip Ca**-bagimlh K* kanallarini aktive ederek NO saliveriimesine
neden oldugu biIdiriImi§tir98. Vaskuler duz kas hucrelerindeki BKca
kanallarinin endotelyal kimyasal sinyal Uzerinden kan damarlarinin
mekanik ve elektriksel durumlarinin modulasyonunda anahtar goérevi
oldugu disiinilmektedir®. Bizim calismamizda da resveratrol (10uM ) ve 3
ile 1uM konsantrasyonda paksilin kullanilan grup ve yalniz resveratrol
kullanilan  grupla infark alan ve hemodinamik parametreler
karsilasgtinldiginda benzer sonuglarin goérilmesi miykardiyal iskemi-
reperflizyon hasarina karsi olusturdugu korumada BKc, kanallarinin roll

oldugunu gostermisgtir.
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ROT veya Ca yuklenmesi gibi 6nkosullamayi saglayan bazi
faktorler iskemi- reperflizyon hasarina da neden olmaktadir. Mitokondriyal
BKca kanallarinin agilmasi ve ROT arasindaki ileri veya geri besleme
mekanizmalarini ayirmak gugtur. Sitozolik mediyatorler de mitokondriyal
onkosullamada rol oynamaktadir. Tetikleme, aktivasyon ve son etkinin her
bir basamagi onkosullamanin olusturulmasinda énemlidir. Sentetik veya
dogal BKca kanal agicilari gesitli hastaliklarda terapotik yaklasim olarak
gorulmektedir. Ozellikle kalsiyum antagonisti ve Karp kanal agicilari gibi
vazodilator BKca kanal acicilari da hipertansiyon, iskemi gibi patolojik
durumlarin Klinik uygulanmasinda tedavi yaklasimi olarak

120,121

gorulmektedir ve resveratrol de bu amacla kullanilacak temel

maddelerden birisidir.
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6.SONUG

Bu calismada resveratrolun  miyokardiyal iskemi-
reperflizyonda olusturdugu koruyucu etkide BKc, kanalinin etki

mekanizmasini inceledik.

Caligmalarimiz sonunda SVGB, SVSDB, +dP/dt degerleri
incelendiginde; resveratrolin (10uM) ve 3 pM ile 1uM paksilinin kombine
uygulandigi gruplarda iskemi 6ncesine ve reperfuzyonun 30. 60. ve 120.
dakikalarinda resveratrolin tek basina olusturdugu korumay! ortadan

kaldirmistir.

infarkt alan bulgulari ise; resveratroliin miyokardiyal iskemi-
reperflUzyon hasarinda kardiyak koruyucu etki gosterdigi, buna karsin
paksilin (3 ile 1uM konsantrasyonlarda) ile kombine kullaniminda bu

yararlh etkinin ortadan kalktigi goralmustur.

55



7.0ZET

Bu calismanin amaci resveratrol’in miyokardiyal iskemi-
reperflizyonda olusturdugu koruyucu etkide BKca kanallarinin etkisini
incelemek. Bunun igin wistar siganlar ketamin hidroklorur ve ksilazin ile
anestezi edildikten sonra toraks hizla agilarak kalp buzlu Krebs-Heinseleit
¢Ozeltisi igerisine alinarak hizlica Langendorff sistemine asiimigtir. SVGB
kalbin sol ventriktline yerlestiriimis lateks balon yardimiyla délgUlmustar.
Deneylerde infarkt alan ve MP35 kayit sistemiyle hemodinamik
parametreler (SVDSB, SVGB, +dP/dt) olgulmustur. Deney hayvanlari 3
gruba ayrilmigtir. 1. grupta (kontrol) grubunda 30 dakikalik dengelenme. 2.
grupta paksilin veya resveratrol 20 dakikallk dengelenme ardindan 10
dakika paksilin (3 uM) veya resveratrol (10uM) inflzyonu yapilmistir.
Paksillin ve resveratrol’in kombine kullanildigi 3. grupta 10. dakikalik
dengelenmeden sonra 10 dakika Paksilin (3, 1, 0.3, 0.1, 0.03 pM)
ardindan 10 dakika resveratrol (10uM) uygulanmigtir. Batin deney
gruplarinda 30 dakika iskemi ve 120 dakika reperfizyon yapilmistir.
Deney sonunda kalpler TTC ile boyanarak infarkt alan tayini yapilmigtir.
Resveratrolin infarkt alaninda yaptigi azalma paksilin’in 3 ve 1 uM
konsantrasyonlarinda ortadan kalkmigtir. Ayrica paksilin 3, 1, ve 0.3 uM
konsantrasyonlarinda resveratrol'in SVGB, SVSDB ve *dP/dt
degerlerinde iskemi-reperfuzyon hasarina kargi yaptigi korumayi ortadan
reperfUzyonun 30, 60 ve 120. dakikalarinda anlamli olarak ortadan
kaldirlmigtir.  Bu sonuglar resveratrolin kalsiyum bagimli potasyum
kanallarini aktive ederek iskemi-reperflizyon hasarina karsi kalbi

koruyabilecegdini gostermektedir.

Anahtar __Kelime: Resveratrol, BKca, kanali, 6nkosullama, iskemi-

reperflizyon
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8. SUMMARY

The aim of the present study was to investigate the role of
BKCa channel at the protective effect of resveratrol in the myocardial
ischemia-reperfusion injury. Wistar rats were anesthesia with
ketamine+ksilazin and hearts were put into solution after thorax was
immediately opened. Finally, the hearts were mounted on the Langendorff
system quickly. Left ventricular pressure was measured with a water-filled
balloon. In all experiments, the infarct size and hemodynamic parameters
(LVDP, LVEDP, £dP/dt) were measured and evaluated by MP35 recording
system. In the first group (control) after isolation of the hearts 10 min
stabilization period followed by 20 min normal perfusion was applied. In
the paxillin (3, 1, 0.3, 0.1, 0.03 uM) and resveratrol (10 uM) group, after 10
min stabilization period, heart was perfused paxillin and resveratrol
separately 10 min. In the resveratrol group or paxillin group, 10 min
stabilization, 10 min perfused and 10 min resveratrol or paxilllin perfused.
All hearts were subjected to 30 min global ischemia followed by 120 min of
reperfusion. The hearts were dyed with TTC for infarct size measurement
When resveratrol was applied infarct size significantly decreased against
control and paxillin. Paxillin was significantly decreased this protective
effect at 3 and 1 yM concentrations. In resveratrol group LVSP, LVEDP
and +dP/dt value at 30, 60, 120 . min were not change when compared
before ischemia values. Paxillin (3, 1, and 0.3 uM) markedly reduced
LVSP, LVEDP and =dP/dt value at 30, 60, 120. min when compared
resveratrol. These results show that BK¢a channel has potential role in

resveratrol protective effect.

Keyword: Resveratrol, BKcs channel, preconditioning, ischemia-

reperfusion
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