T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

RATLARDA ISOPROTERENOL ILE OLUSTURULAN KALP
KRIZI MODELINDE KRONIK ALKOL KULLANIMININ
MIYOKARDIYAL APOPTOZ UZERINE ETKISI VE KALPAIN
INHIBITORU 1IN (N-ASETIL-LOSIN-LOSIN-NORLOSINAL)
KARDIYOPROTEKTIF ROLUNUN ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI

AYSEGUL OGLAKCI iLHAN

DANISMAN
Prof. Dr. GUNGOR KANBAK

MAYIS 2016






T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

RATLARDA ISOPROTERENOL ILE OLUSTURULAN KALP
KRIZI MODELINDE KRONIK ALKOL KULLANIMININ
MIYOKARDIYAL APOPTOZ UZERINE ETKISI VE KALPAIN
INHIBITORU 1IN (N-ASETIL-LOSIN-LOSIN-NORLOSINAL)
KARDIYOPROTEKTIF ROLUNUN ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI

AYSEGUL OGLAKCI iLHAN

DANISMAN
Prof. Dr. GUNGOR KANBAK

MAYIS 2016

Proje No: 111S533 (Tubitak 1002- Hizh Destek Programi)



KABUL VE ONAY SAYFASI

Aysegiil Oglakgi Ilhan’nin Doktora Tezi olarak hazirladigi
“Ratlarda Isoproterenol Ile Olusturulan Kalp Krizi Modelinde Kronik
Alkol Kullaniminin Miyokardiyal Apoptoz Uzerine Etkisi Ve Kalpain
inhibitdrii  1in (N-Asetil-Lésin-L6sin-Norldsinal)  Kardiyoprotektif
Roliiniin Arastirilmas!” baslikli bu g¢alisma Eskisehir Osmangazi
Universitesi Lisansistii Egitim ve Ogretim Yo6netmeligi'nin ilgili
maddesi uyarinca degerlendirilerek “"KABUL" edilmistir.

Tarih
10/05 /2016

Uye: Prof. Dr. GUNGOR KANBAK

v
Uye: Prof. Dr. I. OZKAN ALATAS }%ﬂéi “dﬂy “
~

Uye: Prof. Dr. SEMA USLU

Y e \
i /

Uye: Prof. Dr. HASAN VEYSI GUNES

Uye: Dog. Dr. FiLiz OZDEMIR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi
Yénetim Kurulunun J0/05 /dulbtarih ve A0RYAl9sayili karari ile
onaylanmistir.

Prof.Dr. Hasan
Enstitl

(4




OZET

Alkol tiiketimi ve alkolizm yiliksek bir mortalite ve morbiditeye
sahip saghk sorunlarina yol agmaktadir. Asiri dozda alkol tiiketimi
onemli bir kalp dokusu hasari olusturarak ani olimlere neden
olmaktadir. Alkoliin olusturdugu kalp dokusu hasarinin mekanizmasi
tam olarak bilinmese de reaktif oksijen tiirlerinin olusumu,
asetaldehidin protein adduktlari olusturmasi, mitokondri
fonksiyonlarinin degismesi gibi sebeplerin kalp dokusuna zarar
verdigi diisiiniilmektedir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde goriillen olimlerin baslica sebeplerinden Dbirisidir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar icinde en sik goriileni de miyokart
infarktiisii (MI)'diir. MI, yetersiz doku perfiizyonundan kaynaklanan
uzamis iskemi sonucu meydana gelen geri doniisimsiiz miyokart
hiicre hasari ve nekrozudur.

Calismada MI’'a bagh apoptotik hiicre 6liimii iizerine kronik alkol
kullaniminin etkisi ve kalpain inhibitori-1 kullaniminin rat kalp
dokusu lizerindeki koruyucu rolii biyokimyasal, histolojik ve
morfometrik olarak ortaya konulmaya calisildi. Calismamizda erkek
Wistar Albino cinsi ratlar kullanildi. Ratlar kontrol, ¢oziicii, alkol,
miyokart infarktiisii, alkol+miyokart infaktiisii ve alkol+miyokart
infarktiisii+inhibitor grubu olmak lizere 18’er rattan olusan 6 gruba
ayrildi. Rat kalplerinde miyokartiyal hasarin yol actigi apoptozun
gostergesi olarak sitokrom c¢ diizeylerinin kontrol grubu ile
karsilastinldiginda alkol, MI ve alkol+MI gruplarinda (p<0,001) ve
kaspaz 3 dizeylerinin alkol (p>0,05), MI (p<0,001) ve alkol+MI
(p<0,001) gruplarinda istatiksel olarak artmis oldugu, sitokrom c
saliniminda rol oynayan mitokondriyal kardiyolipin iceriginin alkol,
MI ve alkol+MI gruplarinda azalmis oldugu (p<0,001) ve apoptozun
tetiklenmesinde rol aldigi bilinen sistein proteazlardan kalpain
diizeylerinin arttigi ve bu artisin istatiksel olarak anlamh olmadigi
(p>0,05) bulundu. Alkol+MI grubu ile karsilastirildiginda inhibitor
grubunda kalpain diizeyleri (p<0,05), kaspaz diizeyleri (p<0,001) ve
sitokrom c diizeylerinin (p<0,001) azaldigi, kardiyolipin igeriginin
(p<0,001) arttigi gorilmiistiir. MI gostergesi olarak EKG
(elektrokardiyogram) oOlciimleri yapildi ve kan serumlarinda kreatin
kinaz MB (CK-MB) diizeyleri oOlgiildii. Serum CK-MB enziminin kontrol
grubuna gore MI (p<0,001), alkol (p<0,001) ve alkol+MI
gruplarinda (p<0,05) arttig: ve inhibitor grubunda MI grubuna gore
diisme (p<0,05) oldugu gozlendi. Histolojik Ozellikler ve doku
hasarinin incelenmesi sonucu, alkoliin tek basina sadece hemoraji ve



odem bulgularinda arttirici etkisi gozlendi. MI ise tiim histopatolojik
kriterler acgisindan ciddi hasar yaratmisti. Alkoliin MI ile birlikte bu
hasarlari biraz daha arttirdigi gozlendi. Alkol+MI grubuna kalpain
inhibitorii ile tedavi uygulandiginda, kalpain inhibitoriiniin
istatistiksel olarak sadece miyokartiyal fragmentasyon ve gizgilenme
kaybinda azalmaya yardimc oldugu, diger histopatolojik kriterler
acisindan ise anlamh olmayan, ancak iyilesmeye yardimci olabilecek
bir ajan oldugu izlendi. Morfometrik inceleme sonucu, alkol ve MI ile
artan infarkt alani ylizdesi alkol+MI grubunda ¢ok daha fazlayken,
alkol+MI+kalpain inhibitor grubunda azalmistir.

Sonuc¢ olarak MI'a bagh apoptotik hiicre oliimii iizerine kronik
alkol kullaniminin etkisinin hiicre olimiini tetikleme kapasitesine
sahip oldugu, biyokimyasal, histolojik ve morfometrik incelemeler
sonucu kalpain inhibitoriiniin apoptozu azaltabilecegi bulundu.
Kalpain inhibitéri 1’in alkol ve MI nedeniyle olusan miyokartiyal
apoptozu ortadan kaldirabilecek terapotik yaklasimlara katki
saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Alkol, miyokart infarktist (MI), kalpain inhibitérQ,
apoptoz



ABSTRACT

Excessive alcohol consumption and alcoholism causes healht
disorders with high mortality and morbidity. Excessive acute alcohol
consumption causes sudden deaths due to serious injuries in cardiac
tissues. Although exact mechanism of cardiac tissue damage caused
by alcohol is unknown reactive oxygen species, protein adducts
formed by acetaldehyde and mitochondrial dysfunction are proposed
as possible mechanisms.

Cardiovascular disease is one of the main reasons for deaths in
the developed and developing countries. Myocardial infarction (MI)
is the most common form of cardiovascular diseases. MI is
irreversible myocardial cell damage and necrosis caused by
prolonged ischemia due to inadequate tissue perfusion.

In this study, the effect of chronic alcohol abuse on apoptotic
cell death due to MI and the protective role of calpain inhibitor 1 on
the heart tissue of rats were determined by biochemical, histological
and morfometric methods. Male Wistar Albino rats were used and six
groups with eighteen rats in each (control, vehicle, alcohol, myocard
infarction, alcohol+myocard infarction and alcohol+inhibitor
+myocard infarction) were included in our study. As an indicator of
myocardial damage result of chronic alcohol consumption and MI
caused apoptosis in the heart tissue of rats, compared with control
group cytochrome c¢ levels (p<0,001) were found to be high
significantly in alcohol, MI and alcohol+MI groups and caspase 3
levels were found to be high significantly in alcohol (p>0,05), MI
(p<0,001) and alcohol+MI (p<0,001) groups, the levels of
mitochondrial cardiolipin contents that play role in release of
cytochrome c a were found to be low significantly in alcohol, MI and
alcohol+MI groups (p<0,001) and the levels of the proteases that
play role in triggering apoptosis, such as capain, were found to be
high and not statistically significant (p>0,05). Increased calpain
(p<0,05), caspase (p<0,001) and cytrochrome c (p<0,001) levels in
alcohol+MI group were decreased compared with
alcohol+MI+calpain inhibitory group. ECG (electrocardiogram)
measurement was made and blood serum of creatine kinase MB (CK-
MB) levels were measured as a marker of MI. Serum CK-MB levels
were increased significantly in MI (p<0,001), alcohol (p<0,001) and
alcohol+MI (p<0,05) groups compared with control group and
decreased inhibitory group significantly (p<0,05) compared with MI
group. As a result of histological features and examination of tissue
damage, only alcohol was increased hemoragy and edema. MI was

Vv



created serious damage for the purposes of histopathological
criteria. This damage was slightly increased together with
alcohol+MI. When alcohol + MI group treated with calpain inhibitor,
the calpain inhibitor a statistically significant reduction in myocardial
fragmentation and loss streak to help, other histopathological
criteria are not significant, however, was found to be an agent that
can help you improve. Result of morphometric examination,
percentage of infarct size increased with alcohol and MI group but
this increment was higher too in alcohol+MI group and percentage of
infarct size decreased alcohol + MI + calpain inhibitor group.

As a result of, we found that chronic alcohol abuse is capable of
triggering apoptotic cell death due to MI, calpain inhibitory with
biochemical, histological and morfometric experiment may reduce
apoptosis. We think that calpain inhibitor 1 may contribute to
eliminate therapeutic approaches myocardial apoptosis due to
alcohol and MI.

Key Words: Alcohol, myocard infarction (MI), calpain inhibitor, apoptosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskuler hastaliklar ginimuzde batili UGlkelerde mortalite ve
morbiditenin en sik sebebidir (Bozbeyodlu, 2008). Yapilan calismalar tim
dinyada kardiyovaskuler hastaliklar sonucu gérilen 6lim oraninin 1990 ve
2020 yillan arasinda % 28,9'dan % 36,3’e ylkselecegini gostermektedir
(Abanonu, 2005). Kardiyovaskiler hastaliklar icinde de en sik goérlleni
miyokart infarktist (MI)‘dir (Hahc vd., 2006). Miyokartin iskemik nekrozu
olarak tanimlanan MI, genellikle toplumun Uretken yas grubunda sikga
gorulen, akut donem sonrasi komplikasyonlara bagl olarak ciddi sorunlara
yol acan ve oOlimle sonuglanabilen 6nemli bir toplum saghgi sorunudur. Son
yillardaki tani ve tedavideki gelismelere ragmen llkemizde ve sanayilesmis
toplumlarda en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerindendir (Sentirk,
2008). MI'l diger hastaliklardan ayiran en 6énemli fark ani baslangigh olmasi
ve oOlumlerin blylk c¢odgunlugunun ilk saatlerde yasaniyor olmasidir. Bu
nedenle son elli yildir birgok bilim adami MI'In énlenmesi ve MI sonrasi
olusabilecek komplikasyonlarn azaltmak igin sayisiz calisma yapmaktadir
(Halicr vd., 2006).

Asir alkol tuketimi ve alkolle iligkili sorunlar tim dinyada 6nemli bir
halk saghdi sorunudur. Alkol kullanim bozukluklar kiresel hastalik yUkinin
%4’'Unl, Turkiye'de erkeklerde hastalik ytkinin %1,8'ini olusturmaktadir.
Alkolle iliskili sorunlarin gelisimini bircok etken etkilemektedir. Icme
sinirlarinin ve asin alkol tidketimiyle iliskili risklerin bilinmemesi en dnemli
etkendir. Tiketim miktar ve zarar arasinda iliski s6z konusudur, alkol miktari
arttikca zarar riski de artar. Kronik alkol tiketimi uzun streli tibbi durumlara
(6rnegin, karaciger hasari, belirli kanserler, alkol bagimlihgi) yol agcma riski
tasimaktadir. Alkol kullaniminin belki de en o6nemlisi etkisi iskemik kalp
hastaligi ile hastalarda ani 6lime neden olmasidir (Akvardar & Ucku, 2010).

Hem MI'In hemde kronik alkol kullaniminin ayn ayrn kalp Uzerinde zarar
verici etkileri s6z konusudur. Bu ylzden c¢alismamizin iki temel amac
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, miyokart infarktist Uzerine kronik alkol
tiketiminin ratlarin kalplerinde olusabilecek miyokartiyal apoptoza etkisinin
belirlenmesidir. Ikinci ve bizce en énemli amaci, miyokart infarktiisii gegiren
ve kronik alkol tiketen ratlarda olusmasi beklenen miyokartiyal apoptozun,
kalpain inhibitér 1 uygulamasi ile 6nlenmesidir. Kalsiyum bagimli sitozolik
sistein proteaz olan kalpainler miyokart infarktlstinun patofizyolojisinde rol
oynamaktadirlar. Miyokartiyal hipoksi boyunca kalpain aktivitesi artmakta ve
artan kalpain aktivitesi kalpain inhibitér 1 ile azaltilmaktadir (Neuhof vd.,
2004). Hayvanlar (zerinde vyapilan deneysel c¢alismalarda kalpain
inhibisyonunun, reperfuzyon hasarini ve miyokart infarktisint azaltarak
iyilesmeyi arttirdigi gortlmustir (Neuhof, 2014). Benzer bir sonucu kronik
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alkol kullanimi ve miyokart infarktistnin birlikte oldugu durumda da
gérmeyi hedefledik.

Bu konunun anlasiimasi icin apoptotik hicre 6lim yolaklar ve histolojisi
Gzerine yogunlasildi. Apoptotik yolaklar Gizerinden acida cikan sitokrom c ve
kaspaz 3 dlzeyleri, sitokrom c¢ salinnminda rol oynayan mitokondriyal
kardiyolipin icerigi, apoptozun tetiklenmesini saglayan sistein proteaz kalpain
dizeyleri, kan serumlarinda miyokart infarktlis markin kreatin kinaz MB (CK-
MB) dlzeyleri ve elektrokardiyogram (EKG) olcimleri ile kalp dokusunda
histolojik analizler ile apoptotik indeks ve infarkt alani belirlendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kalp

Kardiyovaskiler sistem, kanin viicuda dagildigi genis bir ag sistemidir.
Iki 6nemli gorevi gerceklestirir. Birinci gdrevi viicut organlarimiz icin oksijen
ve besin saglamak, ikinci gorevi ise dokulardan metabolizma faaliyetleri
sonucu olusan atik drdnleri uzaklastirmaktir. Kardiyovaskller sistemin
merkezi organi kalptir (Cabin, 1992).

2.1.1. Kalbin Anatomisi

Kalp, g6glis boslugunun ortasinda iki akcigerimizin arasinda yer alan
kapali yumruk bluyukliglinde kasl bir organdir. Ortalama agirhgr erkeklerde
300-350 gram, kadinlarda 250- 300 gramdir (Shah, Gnanasegaran, Cohon &
Buscombe, 2009). Iki tanesi solda iki tanesi sagda olmak Ulzere dort
odaciktan olusur. Kalbin Ust kismindaki odaciklar atrium (kulakgik) olarak
adlandiriir, venoz sistem ve akcigerlerden gelen kani alir sonrasinda
kUgllerek kani ventrikillere pompalarlar. Alt kissmdaki odaciklar ventrikdl
(karincik) olarak adlandinilir ve atriadan gelen kani alarak akcigerlere ve
vliclda pompalarlar. Sol atria ve sol ventrikll, sag atria ve sag ventrikilden
duvar benzeri sert bir yapi ile ayrilir ve bu yapiya septum adi verilir. Sag
ventrikdlin muskdiler duvari sol ventrikile gére daha incedir. Sag taraf kani
sadece akcigerlere pompalarken sol taraf bitlin vicuda kan pompalar
(Heyden, 2013). Saddaki kulakcik ve karincik arasinda trikiispit kapak;
soldaki kulakcik ve karincik arasinda ise mitral kapak denilen kapaklar
vardir. Kalbin sol karincigindan insanin en blylk atardamari olan ve tim
vicuda oksijenlenmis kani tasiyan aort daman c¢ikar. Sol karincik ile aort
damari arasinda aort kapadi vardir. Sag karinciktan ise akcigerlere
oksijenlenmemis kani tasiyan pulmoner damar c¢ikar. Sag karinck ile
pulmoner damar arasinda pulmoner kapak vardir. Kalbin sag atriyumuna
tim vicuttan gelen kani toplayan damarlar (vena cava inferior ve vena cava
superior) acilir. Bu kan akciger atardamari (pulmoner arter) ile sag ventrikdl
tarafindan akcigere pompalanir. Akciderlerde oksijenlenmis olan kan sol
atriyuma acilan 4 adet akciger toplardamarlarn (pulmoner venler) ile sol
kulakgiga gelir. Oradanda mitral kapaktan gecerek sol karinciga gelir ve sol
karincak tarafindan da tim vicuda pompalanir. Kalpte vyer alan
kapaklar kanin bu dolasimi sirasinda, kanin geriye kagmaksizin tek ydnde
akmasini saglarlar (Shah, Gnanasegaran, Cohon & Buscombe, 2009) (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1: Kalbin anatomisi
(Heyden, 2013)

Karbondioksit ile zenginlestirilmis, oksijeni az olan kirli kan (mavi oklar) sistemik
dolasimdan sag atriuma akar ve sag ventrikile pompalanir. Daha sonra sag ventiktlden, kan
akcigerlere tasiyan pulmoner artere pompalanir. Akcigerlerde kan karbondioksitini birakip
oksijeni alir. Oksijenden zengin kan (kirmizi oklar) sol atriuma geri gelir ve sistemik dolasim
araciligiyla nefes solan viicuda pompalayan ventrikile akar (Heyden, 2013).

Kalp perikardiyal bosluk olarak adlandirilan sivi dolu bir bosluk icinde
yer alir. Perikardiyal boslugun cevresi ve duvarlar perikardiyum adi verilen
O6zel bir membranla kaplidir. Perikardiyum serdéz bir membran olup kalbin
yaglanmasl icin serdoz sivi Uretir ve kalbi dis etkilerden ve cevresindeki
organlarla surtiinmesinden korur. Yaglanmanin yani sira, perikardiyum kalbi
durdugu pozisyonda tutmaya vyarar. Perikardiyum iki tabakadan olusur.
Viseral tabaka kalbin dis kismini kaplar, paryetal tabaka perikardiyal
boslugun dis cevresinde bir kese olusturur (Martini, Timmons & Tallitsch,
2015)

Kalp distan ice dogru epikardiyum, miyokartiyum ve endokardiyum
olmak Uzere 3 tabakadan olusur. Epikardiyumun diger adi perikardiyumun
viseral tabakasi olarak gecer. Bu sebeple de ince bir ser6z membrandir ve
kalbin yaglanmasina ve dis kisminin korunmasina yardimc olur.
Epikardiyumun altindaki kalin miyokartiyum tabakasi kardiyak kas
dokusundan yapilmistir, kan kapilleri, lenf kapilleri ve sinir lifleri ile zengindir.
Kani, kalbin odaciklarn disina pompalar. En icteki tabaka endokardiyum olarak
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adlandinlir ve epitelyum doku ve elastik ve kollajen fiberleri, bag dokusu, kan
damarlan ve kardiyak kas fiberleri olarak bilinen Purkinje hicrelerinden
olusur. Endokardiyum kalp iginde bulunan kanin tutulmasindan sorumludur
(Martini, Timmons & Tallitsch, 2015). (Sekil 2.2).

 Perikardiyal bosluk

Endokaridyum J \ ‘\

Miyokardiyum

— Fibroz perikardiyum

Seroz perikardiyumun
paryetal tabakasi

Epikardiyum (Seréz
) / perikardiyumun viseral

tabakasi)

Sekil 2.2: Kalp duvarinin tabakalar
(Heyden, 2013).

2.2. Miyokart Infarktiisii ve Tanisi

Kalp  krizi, miyokartiyal infarktis (miyo=kas, cardial=kalp,
infarction=hasar) ve MI olarak da bilinir (Heyden, 2013). MI, yetersiz doku
perfizyonundan kaynaklanan uzamis iskemi sonucu meydana gelen geri
dénlisuimsitz miyokart hicre hasari ve nekrozudur (Basarili, 2007). Angina
pektori, miyokart infarktlist, iskemik kardiyomiyopati ve ani kardiyak 6lim
miyokartiyal iskemi sonucu gorilen klinik sendromlardir (Sentlrk, 2008).

Miyokart infarktlisi teshisi asagidaki degerlendirmeler sonucu yapilir:

e Semptomlar ( gdgls agrisi, sikistirma, yanma),

e Hikaye

e Fiziksel muayene (kalp fonksiyonundaki dedisiklikler streteskop ile
duyulabilmektedir)

e Elektrokardiyogram (EKG) (son dedisiklikleri bile gosterir)

e Kan testleri (Sentirk, 2008)
EKG'nin tanisal 6zgllligu yaklasik %100, tanisal duyarhhdi %63-82

oldugundan tani koymada serum kardiyak belirleyicilere ihtiyac duyulur
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(Sentlirk, 2008). Miyokartiyal hlicreler nekroza ugradiklarinda zar bGtinltga
bozulur ve hicre ici makromolekiler yapi lenfatikler ile dolasima gecerler.
Bunlara “serum kardiyak belirtecler” denir (Saglam, 2006). Kreatin kinaz
(CK) izoenzimleri, laktat dehidrogenaz (LDH), miyoglobin ve troponin I (TnI)
ve troponin T (TnT) en sik kullanilanlardir. Kardiyak belirteclerin molekul
adgirliklart ve hasar sonrasi salinimlan farkhlik gostermektedir (Sekil 2.3)
(Sentlrk, 2008)

o
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UST REFERANS LIMIT

MI BASLANGICINDAN SONRAKI GUNLER

Sekil 2.3: MI belirteclerinin zamana gbére salinimlari

(Sentiirk, 2008)

Plazma konsantrasyonlarinda kardiyak enzimlerin yukselisi, miyokart
nekrozunun yayginliina ve bu enzimlerin dolasima karismasina baghdir
(Senturk, 2008). Optimal bir 6zglnlik icin; biyokimyasal belirteclerin
miyokart dokusunda yiksek oranda bulunmasi gerekirken baska dokuda ve
serumda hi¢c bulunmamasi gerekir. Optimal duyarlihk icin ise miyokart
hasarini takiben suratle seruma cikmasi ve serumdaki miktarn ile hasarin
derecesi arasinda uyum olmasi gereklidir. Ayrica 6lcim metodunun taniya
olanak saglayacak kadar yeterli siirede serumda ylksek diizeyde kalmasi
onemlidir (Saglam, 2006). Bu sebeple arastirmamizda kardiyak testlerinden
birisi olan kreatin kinaz izoenzimi miyokartiyal band (CK-MB) aktivitesi on
ikinci saatte dlgllebilecek en uygun test olarak kullanildi.

2.2.1.Kreatin kinaz ve izoenzimleri

Kreatin kinaz (EC 2.7.3.2) enzimi, yuksek enerjili fosfat gruplarinin
gegici bir depolanma sekli olan fosfokreatinden, fosfat grubunu adenozin
difosfat (ADP)’a transfer ederek adenozin trifosfat (ATP)In olusumunu ve



kreatinin, ATP tarafindan tekrar fosfokreatine fosforillenmesini katalizler
(Bong, vd., 2008) (Sekil 2.4).

MH MH
P B =

Hald— o
2] p M
Ht o 4+ ATP = - HyC
HO Kreatin Kinaz

Kreatin

+ ADP + H
HO [%]

Fosfokreatin

Sekil 2.4: Kreatin kinaz

(Schlattner, Eder, Dolder, Khucha, & Strauss, 2000)

CK, her biri 40 kD olan iki alt Gniteden olusan dimerik bir enzimdir.
Monomerler B (brain) ve M (muscle) harfleri ile tanimlanmaktadir.
Monomerler farkl sekilde badlanarak farkli izoenzimleri olustururlar. Canli
organizmalarda iskelet kasinda (CK-MM), kalp kasinda (CK-MB) ve sinir
dokusunda (CK-BB) olmak Uzere Ug izoenzimi vardir (Etem, Etem, Yildirmak,
Ulutas & Unal, 2011). MI sonrasinda CK-MB, total serum CK'nin %5’inden
daha fazla yiikselir. Infarktiis genisligi, CK-MB yiikselme seviyesi ile tahmin
edilebilir. CK-MB duzeyleri akut miyokart infarktlstinin tanisinda altin
standart olarak kullanilmaktadir (Sentirk, 2008).

2.2.2. Elektrokardiyogram (EKG)

Kalp kendi kendine uyan olusturarak ritmik kasilma go6steren kastir.
EKG, kalbin calismasi sirasinda olusan elektriksel aktivitelerin vicudun
degisik yerlerine konulan elektrotlar araciigiyla milimetrik kagitlar Gzerine
kaydedilmesi esasina dayanir. EKG ritim, iletim bozukluklarinin tanisinda en
degerli yontemdir. Kolay uygulanmasi, invazif olmamasi, kisa sirmesi ve
ucuz olmasi en 6nemli avantajlaridir (Dogan, Toprak, Onrat & Dursun, 2011).
EKG kaydi igin kollara, bacaklara ve gégis duvar Uzerindeki belirli bélgelere
metal elektrotlar yerlestirilir. Bu elektrotlar kablolar araciligiyla EKG aletine
baglidir. EKG aletinin hareketli metal ignesi elektriksel dedisiklikleri dénen bir
kagida kaydeder. Kalpteki elektriksel aktivasyon pozitif elektrotun
yerlestirildigi bélgeye dodgru ise (+) pozitif, pozitif elektrottan uzaklasiyorsa
(-) negatif bir defleksiyon olusturur. Bu defleksiyonlarin genligi milimetre
(mm), siiresi saniye (sn) olarak hesaplanir (Oztiirk, 2006). (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5: EKG sistemi

(http://www.sci.utah.edu/~macleod/bioen/be6000/labnotes/ecg/descrip.html,
http://ecg.utah.edu/lesson/1#ecgwaves)

Bir elektrokardiyogram P dalgasi, QRS kompleksi ve T dalgasindan
olusur. QRS kompleksi G¢ ayrn dalga olan Q, R ve S dalgalarindan olusur
(Sekil 2.6). P dalgasi, atriyal kasilma olmadan 6énce atriyumun depolarize
olmasi sirasinda olusan elektrik potansiyelleri etkisiyle goraltr. Atriyumlarin
depolarizasyonunu yansitir. QRS kompleksi, ventrikiller kasilmadan &nce,
depolarize oldugunda (Uretilen potansiyellerle ortaya cikar. Ventriklllerin
depolarizasyonunu vyansitir. Sonug¢ olarak hem P dalgasi hem de QRS
kompleksi depolarizasyon dalgalandir. T dalgasi, ventrikller depolarizasyon
evresinden c¢ikarken olusan potansiyellerle ortaya cikar. Bu islem normalde
depolarizasyondan 0,25 ile 0,35 saniye sonra goéralir. T dalgasi
repolarizasyon dalgasi olarak bilinir. Sonucta elektrokardiyogram,
depolarizasyon ve repolarizasyon dalgalarindan meydana gelmistir (Ozcan,
2010).


http://www.sci.utah.edu/~macleod/bioen/be6000/labnotes/ecg/descrip.html
http://ecg.utah.edu/lesson/1#ecgwaves
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Sekil 2.6: EKG
(Heyden, 2013).

2.3. Isoproterenol (ISO) ile Deneysel Miyokart Infarktiisii
Olusturulmasi

Sentetik bir katekolamin olan Isoproterenol’lin (ISO) sistemik ismi 4-(1-
hidroksi-2-[(metiletil)amino]etil)-1,2-benzendiol  hidroklorit olup kapal
formUla Ci11H17NOs.HCl'dir ve molekil agirhgr 242,72 g'dir (Sekil 2.7). Yapi
olarak adrenaline ¢cok benzemekle beraber sadece B1 ve B2 reseptdérlerini
uyarir ve a reseptoérlerini hig etkilemez (Sentirk, 2008).

OH 4
HOJ\A\J)\/ NT
HO™ N7

Isoproterenol

Sekil 2.7: Isoproterenolin yapisi

(Sentiirk, 2008)
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Katekolaminler miyokartin kasilma yetenegi ve metabolizmasinin 6nemli
dizenleyicisidirler. Sadece normal kardiyovaskiler dizenlemede degil
iskemik kalp hastaliklari ve kalp yetmezligi gibi hastaliklarda 6nemli yere
sahiptirler. Saglkli kosullarda kalpteki dolasim ve dokudaki katekolamin
konsantrasyonu nanomolar dlzeydedir. Ancak iskemi gibi patofizyolojik
durumlarda, bu sinir mikromolar duzeye c¢ikabilir. Katekolaminlerin agsiri
endojen salinnmi ve ekzojen alinimi kardiyak kas hicrelerinin enerji
rezervlerini tuketir. Bu durum nekrozu baslatip geri dénlisimslz hicre
hasarina neden olan biyokimyasal ve vyapisal degisikliklerine yol acar
(Senthil, Sridevii & Pugalendi, 2007). Yapilan calismalarda ratlarda ylksek
doz ISO uygulamasinin insanda olusan MI'daki patofizyolojik degisikliklerle
ayni etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Kisacasi ratlara yiksek doz ISO
uygulamasi insanlarda olusan MIln tim biyokimyasal, fizyopatolojik ve
histopatolojik degdisiklikleri ile birebir ortismektedir. Bu nedenle ISO ile
indiklenen MI modeli iyi standardize edilmis bir modeldir ve bircok ilacin
yararli etkilerini veya kardiyak fonksiyonlar lzerine olan etkisini arastirmak
icin siklikla kullanilmaktadir (Halici vd., 2006). ISO ile indiklenen hasar sol
ventrikllerin subendokardiyal bdlgesinde ve intraventrikiler septumda
maksimumdur (Upaganlawar, Gandhi & Balaraman, 2011). ISO le
indiklenen miyokartiyal hasarin mekanizmasi tam olarak bilinmese de gesitli
mekanizmalar 6ne slrtlmustir. Bunlardan en o6nemlisi, katekolaminlerin
otooksidasyonu ile sitotoksik serbest radikallerin Uretimidir. Serbest radikal
aracil membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu ve peroksidasyon sonrasi
mitokondri membraninda butinlik ve fonksiyon kaybi meydana getiren
membran permeabilitesindeki degisiklikler ISO ile induklenen
kardiyotoksisiteden sorumludur (Ganesan, Rajesh, Anandan & Dhandapani,
2007; Sharma, Kishore, Gupta, Joshi & Arya, 2001). Siklik adenozin
monofosfat (cAMP) dlizeylerindeki artis, intraselliler kalsiyum artisi ve
yuksek enerjili fosfatlarin tuketilerek enerji rezervlerinin bosaltiimasi da
onemli faktorler olarak karsimiza gikmaktadir (Sentirk, 2008).

2.4. Alkol Tiiketimi

Alkolli iceceklerin tiketimi toplumlarin gogunda gorilen, cok eski
uygarhklardan gunimize kadar uzanan ve oldukca sik rastlanan bir
aliskanliktir (Celik, Goérguli & Tezel, 2002). Halk arasinda ‘alkol’ olarak
adlandirilan “etil alkol” ya da “etil alkol iceren icecekler” ilk caglardan itibaren
insanlar tarafindan kullanilan keyif verici maddeler arasinda yer almaktadir
(Ozcan, 2008). Bilinen ilk bira 8 bin yil énce Mezopotamyalilarin arpayi
ekmek yapmak icin i1slah etmesiyle yapilmistir. Bundan 6 bin yil 6énce de
Simerlerin Godin tepelerinde bira ve sarap ictigi bilinmektedir. Daha sonra
insanoglunun yerlesik diizene gecmesiyle alkol Uretimi ve tlketimi giderek
artmistir (Celik vd., 2002). Kisilerin gelirlerinin ve refah dizeylerinin artmasi
alkole ulasmayi kolaylastirmakta ve arttirmaktadir. Ote yandan uziintiiler ve
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stres de alkol kullanimi arttirmaktadir. Bu gibi durumlar daha sonra ylksek
doz alkol alimini ve alkol bagimliligini ortaya cikarmistir (Ilter & Tekin, 2005).

Yapilan arastirmalara goére hafif ve orta derecede alkol tiketiminin
kardiyovaskdiler sistem Uzerine faydali oldugu, fazla tiketiminin ise saglidi
olumsuz etkiledigi yonlndedir. GoOzlemsel ve metabolik calismalarda
kardiyovaskdiler yararin ginde 1-2 kadeh (¢ogu kez herhangi bir ickinin bir
kadehinden bahsedilirken 10-15 g etanol icerdigi kabul edilmektedir) alkolll
icecekle goruldiiga belirtilmistir (Celik vd., 2002). Ancak yliksek dozda kronik
alkol tuketimi hipertansiyon, kardiyomiyopati, miyokart infarktlsi gibi cesitli
kardiyovaskller hastaliklara yol agmakta ve bu hastaliklar sonucu meydana
gelen 6lim riskini artirmaktadir (Baysan vd., 2005).

2.4.1. Alkol ve metabolizmasi

Alkol terimi, doymus bir karbon atomuna bagl hidroksil grubundan
olusan genis bir grup organik moleklli kapsar. Alkol (etanol) basit bir
molekildidr ve karbonhidratlarin fermantasyonu veya distilasyonu sonucu
elde edilmektedir. Etanol (CH3-CH,OH) renksiz, ugucu, kendine 6zgu kokusu
ve tadi olan yanic bir sividir (Ozcan, 2008) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8: Etanolln yapisi
(Ozcan, 2008)

Vicuttaki alkolin %90 ‘indan fazlasi asetik aside okside edilir. Geriye
kalan klguk bir kismi ise ter, idrar ve nefes ile viicuttan uzaklastirilir.
Oksidasyon karacigerde cesitli yontemlerle gerceklesir. Ana yolak alkoli
asetaldehide okside eden sitozolik enzim olan alkol dehidrogenazdir (ADH).
Yuksek alkol konsantrasyonlarinda oksidasyon mikrozomal sitokrom p450
sistemi (Meos) ile katalize edilmektedir. Az bir miktari da katalaz bagimli
oksidasyon ile gergeklestirilir (Mukherjee, 2014).
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2.4.1.1.  Alkol dehidrogenaz (ADH) yolagi

Alkol dehidrogenaz (EC.1.1.1.1) enzimi etanoll asetaldehide okside eder
(Salman, 2007). Bu oksidasyon islemi sirasinda nikotinamid adenin
dintkleotit (NAD™) iki elektronunu vererek NADH meydana getirir. NADH
oksidatif fosforilasyonla ATP Uretmek icin kullanihr (Smith, Marks &
Lieberman, 2007) (Sekil 2. 9A). Olusan asetaldehid mitokondride yer alan
aldehid dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenerek asetat elde edilir
(Salman, 2007). Asetatin buyuk bir kismi kana gecger ve iskelet kaslan ile
diger dokular tarafindan alinip asetil KoA'ya aktive edilerek krebs
déngustnde okside edilir (Smith vd., 2007) (Sekil 2. 9B).

2.4.1.2. Mikrozomal etanol okside edici sistem (MeQOS)

Alinan etanolun kiguk bir kismi (%10-20) sitokrom p450 (6zellikle
CYP2E1) bagimh olan bu yoldan okside edilir. Bu sistem diiz endoplazmik
retikulumda lokalizedir. CYP2E1 etanol icin yuksek bir Km’e sahiptir. CYP2E1
goreceli olarak NADP™ kullanarak yuksek indirgeme potansiyeline sahiptir. Bu
durum serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (Ramchandani &
Watson, 2013) (Sekil 2. 9C).

2.4.1.3. Katalaz

Etanol metabolizmasindaki bir diger yolak peroksizomlarda bulunan
katalaz yolagidir. Katalaz yolagi H,0, varlidinda invitro olarak etanolu okside
eder (Zakhari, 2006). Katalaz enzimine sahip olmayan kisilerin bile etanol
alimini takiben asemptomatik olduklarn bilindiginden katalaz yolagi etanol
metabolizmasinda dnemli bir role sahip degildir (ilter & Tekin, 2005) (Sekil 2.
9D).
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Sekil 2.9: Etanol metabolizmasi

(Li vd., 2015)

2.4.1.4. Non oksidatif alkol metabolizmasi

Alkol gesitli yolaklar tarafindan non oksidatif olarak da metabolize edilir.
Birinci yolakta alkoliin yag asitleri ile reaksiyonundan yag asidi etil esterleri
olusur. Diger yolakta fosfotidil etanol gibi fosfor iceren yag molekdlleri
olusur. Bir diger yolakta fosfotidik asit (PA) olusturmak Uzere fosfolipidleri
ayiran fosfolipaz D (PLD) enzimi gereklidir. Fosfolipaz D’'nin etanol icin Km
degeri yuksektir ve bu enzimatik reaksiyon yuksek alkol
konsantrasyonlarinda gerceklesir (Zakhari, 2006).

2.4.2. Alkol metabolitleri

« NADH/NAD® oranindaki degisikligin etkileri: Etanolln
sindiriminden sonra hem sitozolik alkol dehidrojenaz reaksiyonu ile hem
mitokondriyal aldehit dehidrojenaz reaksiyonu ile NADH+H™ Gretilir ve NAD
tiketimi sonucu NADH+H*/NAD™ belirgin derecede artar. Artan NADH yag
asidi oksidasyon yolagi Uzerinde inhibitdr etki yapar. Bu sebeple de etanol
metabolizmasi sonucu olusan asirn miktarda NADH yag asidi sentezini
tetikler. Karacigerde triacilgliseroller birikerek karaciger yaglanmasina sebep
olur (Salman, 2007) (Sekil 2. 10A). Sitrik asit (Krebs) doéngusu baskilanir.
Laktat/plUrivat orani artarak hiperlaktikasidemi gelisir; hipertrisemi ortaya
cikar ve Urik asidin idrarla atiimi azalir (Sekil 2. 10B). Karacigerde
glukoneogenezis baskilanarak glikojen depolar azalir ve bunun sonucunda
kan sekeri diser (Sekil 2. 10C). Alkolin akut aliminda ise glikojen
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depolarindan glikoza doéntsim sonucu kan sekeri yukselebilir. Serum
lipoprotein ve trigliserid dizeylerinde artis olur (Bagis, 2013).

e Asetaldehid: Alkolin oksidatif metabolizmasi sonucu olusan
asetaldehid cesitli yollarla htcre ve dokularda hasara neden olur. Asetaldehid
proteinlere baglanarak protein tlrevleri (adduct) olusturur. Olusan bu protein
tirevleri hepatositlerde protein salgisini bozar. Serbest radikal harabiyetini
artinr (Sekil 2. 11D). Glutatyona direkt olarak baglanir ve bu molekilln
H,O,'ye karsi koruma ve lipid peroksidasyonunu 6nleme becerisini azaltir
(Manzo-Avalos & Molina, 2010). Etanolin kronik sekilde alinmasi ile
mitokondriler harabiyete ugrar, elektron tasima hizi inhibe olur ve oksidatif
fosforilasyonla ATP dretiminde azalma goéralar. (Smith vd., 2007). Ayni
zamanda, mitokondriyal i¢/dis membran (IMM/OMM) gecirgenligini, membran
permabilite transisyon porlarinin (PTP) acilmasini ve voltaja bagh anyon
kanallart (VDAC) ile kompleks olusturan proapoptotik faktér bax’in
translokasyonunu etkiler. Mitokondriyal permeabilite transisyon porlan
genislediginde, mitokondriyal sisme meydana gelir ve sitokrom c salinimina
izin verilerek apoptoz baslatilir (Manzo-Avalos & Molina, 2010).
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Sekil 2. 10: Etanolin metabolitlerinin etkileri

(King, 1996)
2.5. Apoptotik Hiicre Oliimii

Hicre 6limu0 c¢ok hicreli organizmalarin normal fonksiyonlarinin isleyisi
icin gereklidir (Bras, Queenan & Susin, 2005). Yeni hicreler sentez edilirken,
varolan htcrelerin bir kismi hticre 8limu ile ortadan kaldinlir béylelikle denge
korunmus olur. Hlcre 6limu, hicrelerdeki normal gelisim sirasinda meydana
gelen 6lim olarak 1842 yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir.
Programlanmis hlcre oliumu terimi ise ilk kez 1965 yilinda terim olarak
kullanilmistir (Yilmaz, 2005). Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Iskogyali
arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif edilmistir. Kerr
fizyolojik olarak olen hicrelerin cekirdeklerinde yodunlasmis kromatin
parcalarini gézlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayi
“buzisme nekrozu” olarak adlandirmistir. Wyllie, 1980 yilinda deneysel
apoptozu, glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlasmamis timus
hicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hicre DNA'sinin elektroforetik jel
ayrimini yaparak, hicrede DNA butinliginin kalmadigini, apoptotik hiicre
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icin karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu
gbéstermistir. 1993 yilinda Cohen ylksek dozda kullanilan steroidlerin timus
hicreleri Gzerine etkilerini incelemis ve timus hucrelerinin direkt olarak
apoptozu secmedigini, hiicre o6limine neden olacak genleri olusturarak
hicreleri apoptoza yo6nlendirdigini bildirmistir. Boylece apoptozun genler
tarafindan dlizenlenen bir hiicre 6limi oldugu ortaya cikmistir. Apoptoz
genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla dlizenlenmektedir.
Programlanmis hiicre 6limd, fizyolojik hiicre 6limd, hicre intihari, hicre
kaybi apoptoz ile es anlaml olarak kullanilabilen terimlerdir. (Yilmaz, 2005;
Arslanyiregi, 2009).

2.5.1. Apoptozun morfolojisi

Apoptoza udgramis hicrelerde hlicre kiglllr, deformasyona udrar ve
komsu hicrelerle baglantisini kaybeder. Kromatinleri yogunlasir ve nikleer
membran etrafinda toplanir. Hicre ylzeyinde cikinti ve tomurcuklanma
gorilir ve son olarak hlcre parcalanarak apoptotik cisimcikler olusur.
Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir ve dedisen miktarlarda nukleus
veya diger hicre ici yapilar icerirler. Olusan apoptotik cisimcikler makrofajlar
tarafindan yutulur ve bir inflamatuvar yanita neden olmadan dokudan
uzaklastirilirlar (Gewies, 2003). Apoptozun en dnemli 6zgin y6éni DNA'nin
DNA parcalan olusturacak sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel
elektroforezinde merdiven “ladder pattern” goérintisinin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Apoptotik hicrede gorilen énemli degisikliklerden biri normalde
plazma membraninin i¢ ylzinde bulunan fosfatidilserinin erken evrede
membranin dis ylizine dogru transloke olmasidir. Bu mekanizma apoptotik
hiicrelerin komsu hicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar.
(Ulukaya, 2003) (Sekil 2. 11)
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Sekil 2. 11: Apoptoz morfolojisi
(Tan, 2014)

2.5.2. Apoptozun mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalan karmasik ve enerji gerektiren olaylar dizisidir.
Apoptoz ug¢ yoldan tetiklenmektedir:

1. Endoplazmik retikulum aracil yolak
2. Ekstrinsik veya 0lum reseptor aracili yolak
3. Intrinsik veya mitokondriyal yolak

Bu Ug¢ hucresel 6lum mekanizmasinin baslangic noktalan ve bu
mekanizmalarda islev gosteren proteinler farkli olmasina ragmen, kaspaz 3/7
sisteminin islevsellestiriimesi ve apoptoza &6zgin morfolojinin (hlcre
blizilmesi, kromozom yogunlasmasi, kromozomal DNA'nin parcalanmasi ve
nukleer ve hicre iskelet proteinlerinin parcalanmasi) ortaya cikmasi bu (g
0lum mekanizmasinda ortaktir (Yildinm, Kogak & Yildinm, 2012).
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2.5.2.1. Endoplazmik retikulum (ER) aracili yolak

Hipoksi, oksidatif stres kalsiyum dengesindeki bozukluklar endoplazmik
retikulumda stres olusturan ajanlardir (Logue, Gorman, Cleary, Keogh &
Samali, 2013). ER stresi ile indUiklenen hicre 6limu gelisiminde 3 ayn yolak
tespit edilmistir. Bunlardan ilki, fizyolojik kosullarda sentezlenmeyen ya da
disik dluzeyde sentezlenen transkripsiyon faktdér ailesinin Uyesi olan
CHOP/GADD153 geninin transkripsiyonel dlizeyde uyariimasidir. CHOP’un
asiri uyarilmasi ile biyiimede duraklama ve apoptoz meydana gelir. Ikinci
apoptotik yol gen ekspresyonunu duzenleyen ve stres durumunda apoptoz ile
hayatta kalma arasinda verilecek karara katilan sinyal ileti proteinlerinin bir
ailesi olan JNK aktivasyonudur. ER stresi JNK’lari IRE1 Gzerinden aktive eder.
INK aktivasyonunun ve p38 yolunun devamliligi apoptoz sinyal dizenleyici
kinaz (ASK1)In aktivasyonunu gerektirir ve hiicre apoptoza gider. Uclincii yol
ise ER membranin sitozolik tarafinda lokalize olan kaspaz 12'nin aktive
edildigi yolaktir. ER stresi ile aktive edilir. Kazpaz 12 ayrica m-kalpain, IRE1/
TRAF2 ve kaspaz 7 tarafindan da aktive edilmektedir (Celik, Sen & Hazman,
2015). Aktif kaspaz 9 ‘da diger efektor kaspazlar aktive ederek apoptoza
neden olmaktadir (Logue vd., 2013).

2.5.2.2. Ekstrinsik (6lim reseptoér aracili) yolak

Bu yolak hicre zarinda bulunan ve 06lim reseptérleri olarak da
adlandirilan proteinler tarafindan 6lim uyarisinin hicre icerisine iletilmesi ile
baslamaktadir. Ekstrinsik hicre 6lim mekanizmasinda en iyi calisiimis olan
reseptorler Fas reseptdéri ve TNF (Tumor Nekroz Faktdr) reseptdori-1dir.
Olim reseptorleri, ligandlan ile baglandiktan sonra reseptériin hicre igi
kisminda 6lim domaini varliginda konformasyonel dedgisiklik meydana gelir.
Bu protein kompleksi DISC olarak adlandinlir (Olimi uyaran sinyal
kompleksi, DISC: The death inducing signaling complex) (Dash). Bu
birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8 aktiflesir. Aktif kaspaz-8 de
iki yolla kaspaz-3'U aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3'lU aktive eder ya
da Bid'i keserek dolayl olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9'u aktive
ettikten sonra kaspaz-3'U aktive eder. Her iki yolla da aktive olan kaspaz-3
DNA fragmantasyonuna neden olur (Coskun & Ozgiir, 2011) (Sekil 2.12)

2.5.2.3. Intrinsik (mitokondriyal) yolak

Intrinsik veya mitokondriyal yolak DNA hasari gibi bircok uyaran
tarafindan tetiklenir (Bras vd., 2005). Mitokondri apoptozun baslatiimasinda
onemli rol oynar. I¢ zar, dis zar ve zarlar arasi bosluktan (IMS) olusan
mitokondride &zellikle IMS’de yer alan bazi proteinlerin salinimi apoptotik
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hicre o6limuidnin erken asamalarinda go6zlenmistir. Bu proteinler arasinda
apoptoz indukleyici faktér, Smac/DIABLO ve sitokrom c yer almaktadir (Ott,
Robertson, Gogvadze, Zhitovsky, & Orrenius, 2002). Mitokondrinin dis
zarinda ise Bcl-2 ailesi proteinleri bulunmaktadir. Bunlar apoptozun
olusumunu sadlayan (pro-apoptotik) veya saglamayan (anti-apoptotik)
olarak iki gruba ayrilir. Bu proteinler hlcrelerin yasam ile 6lium arasindaki
dengesini olustururlar. Pro-apoptotik proteinler (6rn: Bax) mitokondrinin
membran gegirgenligini bozarak sitokrom c¢ salinmasini saglar (Favaloro,
Allocati, Graziano, Di Ilio & De Laurenzi, 2012). Mitokondriden sitokrom c
salinimi apoptotik yolagi baslatan birincil ve 6énemli basamaktir (Ott vd.,
2002). Sitozole salinan sitokrom ¢, Apaf-1 adi verilen protein ve prokaspaz 9
ile apoptozomu olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u aktif hale getirir ve bu da
kaspaz-3'lU aktive eder (Norberg vd., 2008). Kaspaz 3 nlkleusa go¢ ederek
orada DNA fragmentasyonuna ve hicre 6limune neden olur (O’brien & Kirby,
2008)(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: intrinsik ve ekstrinsik yolaklar
(Loreto vd., 2014)

2.5.3. Sitokrom c- kardiyolipin (CL) iliskisi

Sitokrom c ic membrana anyonik fosfolipid olan kardiyolipin ile baghdir
(Ott vd., 2002). Sitokrom c’'nin mitokondriden salinimi igin o6ncelikle
kardiyolipinden ayrnilmasi gereklidir. Kardiyolipin  peroksidasyonu ig
membrandan sitokrom c’nin salinmasini saglar (Sekil 2. 13).
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Sekil 2. 13: Sitokrom ¢ - kardiyolipin etkilesimi.

(Gonzalvez & Gottlieb, 2007)

Sitokrom ¢ (kirmizi) i¢ mitokondrial membranin dis ylzeyinde
kardiyolipin ile baglidir ve bu nedenle mitokondrial dis membranin
permeabilitesi sitokrom c icin yeterli degildir. Sitokrom c'nin kardiyolipinden
(mavi) ayrilmasi icin dis membran gecirgenligi icin bir asama gerektirir ve bu
asama kardiyolipinin peroksidasyonu tarafindan tetiklenir. Sitokrom c’nin
mitokondriden salinmasinda son basamaktaki stre¢ dis membran
gecirgenliginin bozulmasindan kaynaklanir. Yapilan calismalarda tBid'in de
kardiyolipin ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Sekil 2. 14A). Kardiyolipin
Bcl-2 proteini ve tBid icin yerlesme noktasi olarak gérev yapar. Yarilmadan
sonra, tBid (san) kardiyolipin (mavi) ile 06zel bir etkilesim yaparak
mitokondriye transloke olur. Bu durum mitokondriyal kristada sikisan
sitokrom c’nin  ayrnilmasina neden olur. tBid-kardiyolipin etkilesimi
mitokondriyi bax-bak etkisi igin hazir hale getirir. Bax; membranin kendisine
zarar vermeden kardiyolipinin  yerel organizasyonunu dedistirerek
mitokondriyal dis membrandan gecebilir (Gonzalvez & Gottlieb, 2007) (Sekil
2. 14B).
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Sekil 2. 14: Kardiyolipin ve dis mitokondriyal membranin permeabilizasyonu

(Gonzalvez & Gottlieb, 2007).

Sitozole salinan sitokrom c Apaf-1 adi verilen protein ve prokaspaz 9 ile
apoptozomu olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u aktif hale getirir ve bu da
kaspaz-3'lU aktive eder (Norberg vd., 2008). Kaspaz 3 nlkleusa go¢ ederek
orada DNA fragmentasyonuna ve hicre 6limune neden olur (O’brien & Kirby,
2008) (Sekil 2. 15).
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Sekil 2. 15: Apoptoz

(Fariss, Chan, Patel, Houten & Orrenius, 2005)
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2.5.4. Kardiyolipin

Kardiyolipin, difosfotidilgliserol veya 1,3-bis(sn-3'-fosfotidil)-sn-gliserol
olarak da bilinir. Yapisinda Ug¢ gliserol omurgasi ve doért acil grubu vardir
(Sekil 2. 16) (Christie, 2010). ilk kez si§ir kalp dokusundan izole edilmistir.
Mitokondrial membrana 6zgundur fakat organelin farklh kompartmanlarinda
yer alip almadigi hala tartisiimaktadir. I¢ membranin i¢ yiizeyinde (total
fosfolipid bilesiminin %18'i) dis ylzeyine gore (total fosfolipid bilesiminin
%6's1) daha fazladir. Mitokondri dis membraninda da az miktarda bulunur
(%4) (Gonzalvez & Gottlieb, 2007).
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Sekil 2.16: Kardiyolipinin yapisi
(Christie, 2010)

2.5.4.1. Kardiyolipin sentezi

Kardiyolipin memelilerin mitokondri i¢c membraninda 4 basamakta
sentezlenir. Sentezin 6nclst olan fosfotidik asit (PA) dis mitokondri
membraninda sentezlenir ve kardiyolipin sentezi icin ic membrana tasinir
(Sparagna & Lesnefsky, 2009). Fosfolipid sentezindeki ilk basamakta gliserol-
3-fosfat, gliserol-3-fosfat aciltransferaz enzimi tarafindan agillenir. Olusan
acilgliserol-3-fosfat da acilgliserol-3-fosfat aciltransferaz enzimi tarafindan
acillenerek PA olusur. PA, mitokondride bulunan sitidindifosfat-diagilgliserol
(CDP-DAG) sentaz tarafindan CDP-DAG’a donustardltir. Endoplazmik
retikulumda gergeklesen birgok fosfolipid biyosentez yoladinin aksine CL
biyosentezi mitokondride gergeklesir. CL biyosentezindeki ilk hiz kisitlayici
basamak CDP-DAG’In fosfotidilgliserol fosfata (PGP), PGP sentaz enzimi
tarafindan donustlrildigtd basamaktir. Fosfotidilgliserol fosfat, fosfataz
tarafindan fosfotidilgliserole (PG) defosforillenir. Son basamakta ise PG,
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kardiyolipin sentaz tarafindan kardiyolipine donutstlritltr (Houtkooper & Vaz,

2008) (Sekil 2. 17).
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Sekil 2. 17: Kardiyolipin sentezi
(Houtkooper & Vaz, 2008).
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Yeni sentezlenen kardiyolipin yeniden bigimlenmektedir. Kardiyolipinin
bu yeniden bicimlenmesinden 3 enzim sorumludur. Birincisi endoplazmik
retikulumda bulunan ALCAT1 (acil Koenzim A: lizokardiyolipin aciltransferaz
1), acil- koenzim A monolizokardiyolipine (MLCL) acil transferinde kofaktor
olarak gbrev almaktadir. Diger iki enzim mitokondride bulunan
monolizokardiyolipin aciltransferaz (MLCL AT) ve tafazzin (TAZ)'dir.
Mitokondriyal MLCL- AT, acil zincirin MLCL'e transferinde kofaktdr olarak acil
koenzim A kullanir. TAZ fosfolipitten agil grubunu MLCL'e transfer eder.
Mitokondride bulunan kalsiyum bagimsiz fosfolipaz A2 de kardiyolipin
yeniden bicimlenmesinde gdrev almaktadir (Sparagna & Lesnefsky, 2009).

2.5.4.2. Kardiyolipin katabolizmasi

Fosfolipaz A2 (PLA) tarafindan acil gruplarin uzaklastinlmasi ile
gerceklesir. Fosfolipaz D (PLD), kardiyolipini fosfotidik asite hidroliz eder
(Cevc, 1993).

Patofizyolojik degisiklikler: Kardiyolipinin neden oldugu patofizyolojik
degisiklikler 3 grup altinda toplanabilir. Birincisi CL igeriginde azalma, ikincisi
CL'nin peroksidasyonu ve Uglncusd de CL yapisindaki agil zincirin yerinin
dedismesidir. CL iceriginde azalma iskemik kardiyomiyopati gibi kalp
yetmezliklerinde goridlmistir. Kronik alkol tiketimi ise CL’'nin 18:2 icerigini
azaltir ve karaciger mitokondrisinde daha doymus bir kardiyolipin profiline
neden olur (Chicco & Sparagna, 2006).

2.5.4.3. Kardiyolipinin gérevleri

e Mitokondrideki elektron tasima zincirinin son enzimi olan sitokrom c
oksidaz yada kompleks 4, dort sitokrom c¢ molekulinin her birinden
gelen elektronu alarak bir oksijen molekuline transfer eder ve
molekuler oksijeni iki su molekiline dontstlrir. Bu enzim, enzimatik
fonksiyonlarini tamamen vyerine getirmek igin iki kardiyolipin
molekdline ihtiyag duyar. Kompleks III olan sitokrom bcl de kuaterner
yapisi ve fonksiyonu icin kardiyolipine ihtiyag duymaktadir (Gomez &
Robinson, 1999).

o Kompleks IV tarafindan katalizlenen oksidatif fosforilasyon boyunca gok
miktarda proton membranin bir tarafindan diger tarafina transfer edilir
ve bu durum pH degisikligine sebep olur. Kardiyolipinin mitokondriyal
membranlarda proton pompasi olarak goérev aldigi distnilmektedir.
Dolayisiyla proton havuzu olusturarak mitokondri membranlar arasi
bosluktaki bu pH dedisikligini en aza indirir (Haines & Dencher, 2002).
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e Kardiyolipinin dis mitokondriyal membrandan ayrilmasi sitokrom c
salinimina yol acarak hlcrelerde apoptoza neden olur (Belikova vd.,
2006).

2.5.5. Apoptozda rol oynayan proteazilar
2.5.5.1. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein aspartat spesifik proteaz ailesindendirler. (CASPASE,
Cystein Aspartate Spesifik Proteinase) (Lavrik, Golks & Krammer,2005). 14
tane farkli kaspaz belirlenmis olup bunlardan 11 tanesi insanlarda bulunur.
Hicrede prokaskaz olarak sentezlenirler ve proteolitik olarak biribirlerini
aktiflestirirler (Riedl & Shi, 2004). Kaspazlar 3 kissmdan olusurlar: N terminal
alt Unite, buyuk alt Gnite (20 kDa veya p20) ve kiguk alt tnite (10 kDa veya
p10). p20 ve p10 alt tniteleri kliciik bir baglayicl dizi ile birbirinden ayrilirlar.
Prodomainin yapisina ve fonksiyonuna bagh olarak kaspazlar genel olarak 3
gruba aynlirlar. BUylUk prodomaine sahip kaspazlar inflamatuvar kaspazlar
(grup I) ve apoptoz baslaticl kaspazlar (grup II) olarak adlandirilirken 20-30
aminoasitlik klguk prodomaine sahip kaspazlar apoptoz ilerletici (efektor)
kaspazlar (grup III) olarak adlandinilirlar. (Lavrik vd., 2005) (Sekil 2. 18)

1. Baslatici Kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10 bu grupta yer almaktadir.
Uzamis N terminal bdélge ile karakterizedirler (Riedl & Shi, 2004). Baslatici
kaspazlarin N-terminal kismi hem kaspazlarin aktivasyonunda araci rol oynar
hem de sitokin aktivasyonuna yol acarak kaspaz disi apoptotik yolaklari
aktive eder. Bu gruptaki kaspazlar apoptotik uyarniyla baslayan 6lim
sinyallerini efektér kaspazlara yani ikincil kaspazlara iletirler (isler, 2012).

2. Efektor Kaspazlar: Kaspaz 3, 6, 7'yi icermektedir. Kisa prodomaine
sahiptirler. Inaktif haldeki prokaspaz dimerleri baslatici kaspazlar tarafindan
yarilarak aktiflestirilirler. Yarilma, blUyldk ve kiglik alt Uniteler arasindaki
konformasyonel degisiklik ile olur. Efektdr kaspaz dimerin iki aktif bdlgesi bir
araya getirilir ve fonksiyonel olarak olgun kaspaz meydana gelir. Aktiflesen
efektor kaspaz diger efektdr kaspazlari aktive edebilir (Mcllwain, Berger &
Mak, 2013).

3. Inflamatuvar Kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5 ve 12 insanlardaki
inflamatuvar kaspazlar, kaspaz 1, 11 ve 12 de farelerdeki inflamatuvar
kaspazlardir (Mcllwain, Berger & Mak, 2013). Sitokin sekresyonu ve
inflamasyondan sorumludurlar. Ayrica kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi
kendilerine aktive olabilmektedirler (Yildirnm, 2009)

25



Grup |

=) CARD i 0°*' Kaspaz 1
W ik it Onite wW—d— R T oo Kaspaz 5
o, —— (R T 0% Kaspaz 11
¥ B 0> Kaspaz 12
e (W 00t Kaspaz 13
v, — - 00 K aspaz 14

Grup Il
T - Kz 2
i, H — - coo+  Kaspaz 8
i R oo faspaz
NH,— ! B oo Kaspaz 10

Grup I
1
NH,—_—-COOH Kaspaz &
t\n_,—-coou Kaspaz 7

Sekil 2. 18: Kaspazlar

(Lavrik vd., 2005)

Prokaspazlar 3 yolla aktive olurlar. Birinci yol aktif olan diger bir kaspaz
araciligi ile olur. Ikinci yol oto kataliz, tGclinci yol ise apaf-1, sitokrom c ve
kaspaz 9'dan olusan bir aktivator protein aracihdi ile olur. Kaspazlar genel
yapisinda 5 peptitten olusan korunmus aktif motif icerirler QACXG (X R, Q
veya G). Sisteinin aktif bdlgesi bu bes peptit icerisindedir. Aktivasyon
oldugunda, proenzimin proteolitik islemi domainler arasindaki 6zel aspartat
kalintilarinda gergeklesir ve prodomain ortadan kalkar. Blyuk ve kiguk alt
biriminin siralanmasi ile bir heterodimer olusmaktadir. Olusan heterodimer
yapisinda bir blyiik ve bir kiiclik alt Unite bulunur. Iki heterodimerin
birlesmesiyle bir tetromer olusur ve bu yapl kaspaz aktivasyonu igin
gereklidir (Korsnes & Espenes, 2011) (Sekil 2. 19).
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Kaspazlarin yapisi

32-56 KDa

Pro-kaspaz aacxe Aktif bilge motifi

Asp-X f Asp-X
M GC

Prodomain (2-25 KDa)Bliyik alt Gnite(17-21 KDa)Kisik alt dnite(10-13 KDa)

— Bifylk alt dnites__
“» Heterodimer
—— Kigilk alt dnite +

Aktif kaspaz

Sekil 2. 19: Kaspaz aktivasyonu
(Korsnes & Espenes, 2011)

2.5.5.1.1. Apoptoz- Kaspaz Baglantisi

Kaspazlarin apoptozla ilk iliskisi bir nematod olan Caenorhabditis
Elegans ile yapilan calismalar sirasinda ortaya cikmistir. Nematodta yapilan
genetik calismalar sonucu apoptozu diizenleyen dért tane gen bulunmustur.
Bunlar CED-3, CED-4, CED-9 ve egl-1 genleridir ve bu genlerin memelilerde
homologlarinin bulundugu anlasiimistir. Bcl-2, Apaf-1 ve kaspaz proteaz
ailesi, CED-3, CED-4 ve CED-9' un memelilerdeki analoglan olarak
tanimlanmistir. Kaspaz ailesi CED-3' Un, Bcl-2 ailesi ise CED-9' un
homologudur (Riedl & Shi, 2004). Proteaz ailesi Uyelerinden en fazla calisma
yapilan kaspaz kaspaz 3’tlr. (Sadowski-Debbing, Coy, Mier, Hug & Los,
2002). Kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesime giren bir kaspaz
proteinidir. Son calismalarda apoptotik sirecte kaspaz-3'Un en énemli rolu
Ustlendigi ve kaspaz-9‘unda kaspaz-3‘e benzer Ozellikler gosterdigi
bildirilmistir (Yildirnm, 2009).

2.5.5.1.2. Kaspaz 3

Apoptozdaki roli ve 6zginligld agisindan memelilerde en c¢ok calisilan
kaspaz, kaspaz 3'tlr. Yama, apopain olarak da bilinmektedir (Porter &
Janicke, 1999). Prokaspaz 3, 277 amino asitten olusur, CED-3 ile %35
homoloji gdsterir.
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Zimojen formda olusan kaspaz 3’Un molekiler adirligi 32 kDa'dur. 17
kDa ve 12 kDa alt Unitelere aynlir. Kaspaz 3 prekursorid Aspl75-Ser 176
bélgesinden p12 alt Unitesini vermek Ulzere, Asp28-Ser29 bélgesinden de pl17
alt Unitesini vermek Uzere yarlir. Bu iki alt Unite birleserek aktif kaspaz 3
meydana gelir. Aktif kaspaz 3 enzimi iki tane pl7 ve iki tane pll alt
Unitelerinden olusan bir heterodimerdir. (Santa Cruz Biotechnology) (Sekil 2.
20)

Sekil 2. 20: Kaspaz 3 tetramerinin yapisi

(Chang & Yang, 2000)
pl7 alt Gnite mavi ve yesil, p12 alt tGnite kirmizi ve pembedir.

Sistein 163, kaspaz 3‘Un aktif kismindaki katalitik sisteindir (Porter,
2006). Normal sartlar altinda, kaspazlar substratlarindaki tetrapeptit
sekanslan tanirlar ve aspartik asit kalintilarindan sonraki peptit badlarini
hidroliz ederler. Kaspaz-3 Un spesifik substrati; tetrapeptit motif ‘Asp-x-x-
Asp’ dir ve kaspaz 7 ile benzerlik gésterir (Agniswamy, Fang & Weber, 2007).
Kaspaz-3, kaspaz-6 and 7'yi aktive eder, kaspaz-8, 9 ve 10 tarafindan aktive
edilir (Atagidn, Eren & Glrkanl, 2011).

2.5.5.2. Kalpainler

Kalpainler (CAPN, EC 3.4.22.17) kalsiyum ile aktive olan sistein
proteazlardir. Enzim aktivitesini allosterik olarak etkileyen birkag kalsiyum
baglama bdlgesi icerirler (Branca, 2004). Hicre iskeleti ve sinyal iletiminde
gérev alan proteazlar olup ayrica hicre doénglsid regllasyonu, apoptoz,
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muskdler distrofiler, Alzheimer ve Parkinson hastaliklari gibi diger fizyolojik
ve patofizyolojik proseslerde de yer alirlar (Kaya, 2005).

Kalpainler 78-80 kDa ve 29 kDa'luk subunitelerden olusan
heterodimerlerdir. 80 kDa’luk Unite katalitik yan birimi igerir. 29 kDa'lik
Unite ise dizenleyici (regulatér) sublnitedir. Buyuk sublnit dért domainden
(dI-d1V), kulclk subinit iki domainden (dV-dVI) olusur. Domain dI, dVI
bosluguna bagh tek a-heliksten olusur. Domain dII katalitik bdlgeyi igerir ve
dIla ve dIIb olmak Uzere iki subdomaine ayriimistir. Domain dIII asidik
bolgeyi icerir ve bu bélge Ca*? ile kalpain aktivasyonunda rol oynar. Domain
dIV ve dVI, Ca**’mun baglandi§i domainlerdir ve EF el motifine sahiptirler.
Domain dV kuglk subunitenin N terminal ucunda glisin kimesini igerir
(Khorchid & Ikura, 2002) (Sekil 2. 21) .

P e b ey
bilyiik subiinite ci
EF & motfi
dl du di dav
. .
o Ca badlaama  asidk losim B R348
obolz . .
bolgesi EF el mosf
12345
kiiciik subiinite
av * avi

otole g DUy

Sekil 2. 21: m-kalpainin sematik gdésterimi

(Khorchid & Ikura, 2002)

Kalpain ailesinin memelilerde 15 geni vardir. Bunlardan 9 tanesi tipik, 6
tanesi atipik kalpain olarak siniflandinlir. Tipik kalpainler EF el motifinin yer
aldigi C terminal Ca*? baglama domaini ile karakterize iken atipik
kalpainlerde bu boélge yoktur (Branca, 2004) (Sekil 2. 22).
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Sekil 2. 22: Kalpain ailesi
(Saez, Lorca, Moron & Ruiz, 2006)
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En iyi karakterize edilmis olan y ve m kalpinlerdir (kalpain I ve II). u
kalpainler 5-50 mikromol kalsiyum konsantrasyonlarinda aktive olur iken m
kalpainler 200-1000 mikromol kalsiyum konsantrasyonlarinda aktive olur ve
parsiyel olarak otolize ugrarlar. In-vivo olarak her iki kalpaininde fizyolojik
kalsiyum konsantrasyonlarinda (100-300 mikromol) aktive oldugu goérallr
(Kaya, 2005).

2.5.5.2.1. Kalpain aktivasyonu

Iintraselliiler serbest Ca*? konsantrasyonu normal sinirlarda oldugunda
kalpainler sitozolde inaktif proenzim olarak bulunurlar. Kalpain aktivasyonu
intraselliler serbest Ca'? konsantrasyondaki yikselme ile tetiklenir.
Kalpainlerin kalsiyum tarafindan aktive edilme mekanizmasi adim adim
hentz bilinmese de, domainler arasi etkilesimi etkileyen konformasyonel
degisikliklerin yer aldigi aktivasyon mekanizmasi ortaya konulmustur (Qian,
2008). Kalsiyum yoklugunda, subdomain Ila ve IIb yapisal olarak ayriimistir.
Ca*?nin baglanmasi konformasyonal degisikligi indiikler. Domain IIa ve IIb
birbirine yakinlasip baglanir, bodylece fonksiyonel katalitik bir bolge
olusturulur. m-kalpain de en az (¢ farkh Ca*? baglanma bélgesi vardir: ikisi
kalmodulin benzeri domain IV ve VI, bir asidik loop iceren domain III ve
proteaz domain II’ dir. m-kalpainin Ca*? tarafindan aktivasyonunda, Ca*%'un
domain IV,VI ve III ‘e baglanmasi ile domain I, domain VI'den ve domain II'
de domain III den ayrilir ve bdylelikle 30 k, 80k ‘dan ayrihr (Suzuki, Hata,
Kawabata & Sorimachi, 2004) (Sekil 2. 23).

Sekil 2. 23: Kalpain aktivasyon mekanizmasi

(Suzuki, Hata, Kawabata & Sorimachi, 2004)
Aktif kalpain membranlarda bulunur. Kalpainlerin aktivasyonlarinda veya
inaktivasyonlarinda fosforilasyon édnemli bir role sahiptir (Kaya, 2005).
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2.5.5.2.2. Kalpainlerin apoptozdaki roli

Kalpainler, kaspaz 9 ve prokaspaz 3’Gn aktiflenmesini saglayarak
apoptoza katilirlar (Blomgren vd., 2001). Kalpain prokaspaz 7'yi kaspaz 7
haline donlismesi icin keser. Bu diger kaspaz aktivitelerinden bagimsizdir.
Kaspaz sistemi ve kalpainler arasindaki iliski kalpastatin araciligi ile de
olusur. Kaspazlar, kalpastatini keserek onun inhibitér aktivitesini azaltirlar.
Bu da kalpain ile kalpastatin sistemi arasindaki etkilesim sistemini dlizenler.
Kalpastatinin asirn ekspresyonu baslangicta kaspaz 3 aktivitesini artirsa da
(kaspaz 9 ve kaspaz 3’lUn kalpain aracili yikiminin engellenmesi) kalpastatin
daha sonra kaspaz 3 tarafindan yikilir. Bu kalpain aktivitesinde ikincil artirici
bir etki yaratir (Krenz, Cohen & Downey, 2002) (Sekil 2. 24).

‘ - Aktivasyon é
Kalpa statin //’

@ Prokaspaz-3
/ ; \ Prokaspaz-7
""f Inaktivasyon A . .

Prokaspaz-8

Cal+
Prokaspaz-9

i-\r'\

Sekil 2. 24: Kalpain, kalpastatin ve kaspazlar arasindaki iligki
(Orrenius, Zhivotovsky & Nicotera, 2003)

Sitozolik Ca*? konsantrasyonundaki artis kalpainlerin aktive olmasina
neden olurken ayni zamanda Bad aktivasyonuna da neden olur, Mitokondriyal
kalsiyum konsantrasyonundaki artis ile apoptotik hlcre dlimu tetiklenir (Kar
vd., 2010) (Sekil 2. 25).
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Sekil 2. 25: Hiicre élimunde kalpain aktivasyonu
(Kar vd., 2010)

Bir apoptotik uyaran hicre igine kalsiyum akisina neden olur. Kalsiyum
konsantrasyonundaki artis, AIF yapimina neden olan IMS/IM daki kalpain aktivasyonu ile
sonuglanir. Es zamanli olarak da mitokondrial NCX (Sodyum Kalsiyum Degdistirici) de yarilma,
major kalsiyum fiskirmasi olabilir ve mitokondrial kalsiyum asiri dolmasi, sitokrom c salinimi
olur. AIF Gn yanhp parcalara ayrilmasi, sonra sitozol igine salinimi (A), Bax/Bak aracili porlar
(B) veya kalsiyum badimh mitokondrial permeabilite gecisinin uyarilmasi, nUkleusa
translokasyon ve orada kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu olusumu (Kar vd.,
2010)

2.5.5.2.3.Kalpain aktivitesinin regilasyonu

Kalpain aktivitesi endojen inhibitér kalpastatin ile eksojen olarak da
verilen kalpain inhibitdrleri ile reglle edilir. (Cuzzocrea vd., 2000).

Kalpastatin: Kalpainin endojen inhibitér proteinidir. Molekiller agdirligi 120
kDa'dur ancak organlarda farklilk gostermektedir. Kalpastatinin inhibitor
aktivitesi kalpainler icin spesifiktir. Kalpain haricinde diger proteazlar inhibe
etmez. Kalpastatin, kalpain ile beraber sitozolde ve zarda bulunur (Shi,
Melnikov, Schrier & Edelstein, 2000). Kalpastatin tekrarlayan dort adet
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inhibitor domain icerir ve bir molekll kalpastatin 4 molekil kalpaini inhibe
eder. Her bir domainde A,B,C bdlgeleri vardir. A ve C bdlgeleri sirasiyla
kalmodullin benzeri olan dIV ve dVI'ya, b bolgesi ise dII'ye baglanir.(Sekil 2.
26) (Todd vd., 2003).

Kalpastatin

Sekil 2. 26: Kalpastatinin inhibisyonu
(Todd vd.,2003)

Ekzojen Verilen Kalpain Inhibitorleri: Bir dizineden fazla kalpain
inhibitérd bilinmektedir. Bunlardan bazilan E64 (N-trans-epoksisuksinil- L-
l6sin 4-guanidinobutilamid), Leupeptin (N-asetil-Leu-Leu-argininal), Kalpain
inhibitér I (N-asetil-Leu-Leu-norldsinal), Kalpain inhibitér II (N-asetil-Leu-
Leu-metiyoninal), AK295 (benziloksikarbonil-Leu-aminobutirik asit-
CONH(CHz)3-morfolin), AK275 (benziloksikarbonil-Leu-aminobutirik asid-
CONH-CH,CH3s) leupeptin gibi peptid aldehitlerdir (Kaya, 2005).

e Leupeptin peptid aldehitidir. Hlcre gecirgenligi azdir. Enzimi
aktiflemek icin aldehit son grubu sulfhidrit grubuna baglanir. Bu
baglanma kalsiyuma bagimli ve geri dondsimliadir (Kaya, 2005).

e E 64 ve daha gecirgen versiyonu olan E-64-d (sinonimleri: loxistatin,
EST ve Ep453), hiicre gecirgenligi olan bir inhibitordir. (Yoshifuji vd.,
2005). Kovalent badlarla sdlfidril grublarina geri dénlslimsliz olarak
baglanir (Kaya, 2005).

o Kalpain inhibitor-1 hiicre gecirgenligi olan bir inhibitordtr. Aldehid

peptid olan kalpain inhibitér-1, kalpainin aktif bdlgesini bloke eder
(Sekil 2. 27) (Kaya, 2005).
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Sekil 2. 27: Kalpain inhibitérd I N-[N-(N-Asetil-L-18sil)-L-18sil]-L-norldsinal)
(Kaya, 2005).

Diger kalpain inhibitorlerine ragmen kalpain inhibitéri 1 katarakt,
romatizmal artrit, felg ve miyokart infarktlist gibi gesitli hastaliklarin
patofizyolojisinde kalpainlerin asin aktivasyonunu arastirmak amaciyla
kullanilmistir (Chatterjee vd., 2001).

35



3- GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari ve Madde Uygulamalari

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda Uretilmis olan ayni yastaki 150-200 gr Wistar Albino cinsi
erkek ratlar kullanildi. Deneylere baslamadan 6nce ratlar ayn kafeslere
koyularak laboratuvar kosullarina alistinlmalarn saglandi. Standart hayvan
bakim kafeslerinde, 12 saatlik gece/giindiiz dénisimde, sabit 22+3°C
sicaklikta ve sabit nemli (%55+5) ortamda tutuldu.

Calismamizda 6 grup olusturuldu. Deneylerimizde kullanilan doku
kalbin sol ventrikilGdir. Sol ventrikil izole edildiginde gok kliglik oldudu igin
(150-200 mg) her bir bélimdeki incelemeler igin ayri grup olusturuldu.
Toplamda 108 adet rat kullanildi. 48 adet rat (n=8) Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali'nda biyokimyasal analizler igin, 30 adet rat (n=5) ise Histoloji Anabilim
Dali'nda histolojik incelemeler icin, 30 adet rat (n=5) Anatomi Anabilim
Dali'nda anatomik incelemeler icin ayrildi. Bu galismada yapilan butin
islemler icin Osmangazi Universitesi Tibbi-Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezinden izin alinarak etik kurul raporu dizenlendi (Kayit no:217/2011).
Bu arastirma icin gerekli kaynak Tubitak 1002 Projeleri Komisyonunca
desteklenen 1115533 nolu projeden saglanmistir.

3.1.1. Deney gruplari

Kontrol grubu (n=18): Bu gruptaki ratlara otuz giin boyunca Izokalorik
Modifiye Sivi Diyet (MSD) verildi.

Alkol grubu (n=18): Bu gruptaki ratlara otuz gin boyunca alkolli MSD
verildi.

MI grubu (n=18): Bu gruptaki ratlara otuz gin boyunca izokalorik MSD
verildi 29. ve 30. gunlerde iki doz olacak sekilde 24 saat araliklarla ISO-HCI
(150 mg/kg) uygulandi.

Alkol+MI grubu (n=18): Bu gruptaki ratlara otuz gin boyunca alkolli MSD
verildi. 29. ve 30. glnlerde iki doz olacak sekilde 24 saat araliklarla ISO-HCI
(150 mg/kg) uygulandi.
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Alkol+MI+Inhibitér grubu (n=18): Bu gruptaki ratlara otuz giin boyunca
alkolli MSD verildi. 29. ve 30. glnlerde iki doz olacak sekilde 24 saat
araliklarla ISO-HCI (150 mg/kg) ve ISO uygulamasindan 15 dakika énce 10
mg/kg kalpain inhibitéri 1 (N-Asetil-Lésin-Ldsin-Norldsinal) uygulandi.

Cozlcl grubu (n=18): Bu gruptaki ratlara otuz glin boyunca izokalorik MSD
verildi. 29. ve 30. glinlerde kalpain inhibitérinin ¢ozlldigld miktarda Dimetil
sulfoksit (DMSO) uygulandi.

3.1.2. Kronik alkol uygulamasi

Kronik alkol uygulamasi icin ratlara modifiye sivi diyet uygulamasi
yapildi. Ratlar MSD’yi alkolli veya alkolsiiz 30 glun slre ile her sabah saat
10.00’'da aldilar. Deney sliresinde hayvanlara ekstra sit/su destedi
yapilmadi.

Modifiye Sivi Diyet: Distk yagh inek sttd 925 ml, 25-75 ml alkol % 96,5
ve sukroz 17 gr icermektedir. Bu karisimin tamami 1000,7 kcal/L'dir. Alkol
orani artarken diyetin izokalorik dengesini saglamak icin slikroz verilmesi
azaltildi. Deneyin baslangicinda ratlara adaptasyon slresinde sivi diyet
alkolslz olarak 2 giln sure ile verildi. Alkol orani yavas yavas artirilarak 3 gun
boyunca % 2,4 oraninda alkolli sit, takip eden 4 gin boyunca % 4,8
oraninda alkolll sit ve takip eden 21 glin boyunca da %?7,2 oraninda alkolll
sut verildi. Sivi diyet her hayvana 100 ml/gin miktarinda taze olarak her gin
aynl saatte ve adiz kismi bilyali cam siselerde verildi. Ratlarin glnlik alkol
alimi ve agirlik takibi yapilarak agirliklarina gore alkol uygulanmasi igin
gerekli degerler hesaplandi (Baysan vd., 2005; Ering vd., 2003).

Izokalorik Modifiye Sivi Diyet: izokalorik MSD, 75 ml alkol (60,759)

yerine 75 ml inek siatd ile 96 gr sltkroz icermekteydi (Baysan vd., 2005;
Erinc vd., 2003) (Tablo 3. 1).
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Tablo 3. 1: Modifiye sivi diyet

Kontrol | Alkol MI Alkol + | Alkol + | Coziicii
Giinler Grubu | Grubu Grubu | MI MI + | Grubu
Grubu | Inhibitor
Grubu
Alkolstuiz | Alkolstiz | Alkolsuz | Alkolstz | Alkolslz Alkolsiiz
1. ve 2. |sivi SIVI SIVI sivi diyet | sivi diyet | sivi
giin diyet Diyet diyet diyet
3.,4., ve | Alkolsuz | % 2,4 | Alkolsiz | % 2,4 | % 2,4 | Alkolsuz
5. SIVI oraninda | sivi oraninda | oraninda SIvI
giinler diyet alkollU diyet alkollG alkollG sut | diyet
sut sut
6.,7.,8., | Alkolsliz | % 4,8 | Alkolstz | % 4,8 | % 4,8 | Alkolsliz
ve 9. | sivi oraninda | sivi oraninda | oraninda SIvI
giinler diyet alkollU diyet alkollG alkollG st | diyet
sut sut
10. ve | Alkolsltz | %7,2 Alkolstz | %7,2 %7,2 Alkolsuz
30. SIVI oraninda | sivi oraninda | oraninda | sivi
Giinler diyet alkollt diyet alkollt alkollG sut | diyet
arasinda sut sut

3.1.3. Miyokart infarktiisiiniin olusturulmasi

MI olusturmak icin kronik alkol kullanimi uygulamasinin son iki gininde
Isoproterenol-HCI (Hidroklorik asit) subkutan olarak 24 saat araliklarla iki kez
150 mg/kg olarak uygulandi. ikinci ISO dozundan 12 saat sonra ratlara
anestezi uygulandi (Oktar vd., 2010).

3.1.4. Kalpain inhibitér 1 uygulamasi

Kalpain

inhibitor 1

(N-asetil-16sin-16sin-norlésinal)
enjeksiyonlarindan 15 dakika 6nce 10 mg/kg olarak intraperitonal yolla
verildi. Inhibitér DMSO’da ¢dziildi. Céziicli grubuna da inhibitériin ¢ézuldagi
miktarda DMSO intraperitonal yolla verildi (Mani vd., 2009; Cuzzocrea vd.,
2000; Yoshikawa vd, 2005).
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3.1.5. Anestezi

Ratlar son ISO-HCI uygulamasindan 12 saat sonra anestezi maddeleriyle
(Ketamin/Ksilazin 3: 1, 1,32 mg/kg intraperitonal) uyutuldu (Jump vd.,
2009; Li vd., 2005).

3.1.6. EKG Cekilmesi

Anestezi ile uyutulan ratlara kendiliginden solunum altinda bilgisayarl
Biopar marka MP100 model veri dederlendirme ve kayit sistemi kullanilarak
Olcim yapildi ve D-2 kayitlan kullanildi (Sekil 3. 1).

Sekil 3. 1: EKG cgekilmesi ve kayit sistemi

3.1.7. Cerrahi islemler

Her rat icin EKG o6lgimleri yapildiktan sonra hayvanlarin kalplerinden
kan alindi ve cerrahi olarak kalbin sol ventrikdli cikartildi. Taze dokuda
calisilacak olan mitokondriyal kardiyolipin igerigi 6lcimi igin ayrilan doku
parcas! disinda kalan dokunun diger kisimlari biyokimyasal calismalar igin
calisma anina kadar -80°C’'de saklandi. Histolojik calismalar icin dokular
noétral formalinde 24-48 saat slire ile fikse edildi. Fiksasyondan sonra
dokularin rutin histolojik takipleri yapildi.
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3.2. Biyokimyasal Deneyler

3.2.1. Serum CK-MB diizeylerinin belirlenmesi

Serum CK-MB duzeyleri ticari kit (Cusabio CSB-E14403r) kullanilarak élculdu.

Olciim kisaca su sekilde yapildi:

Kitin icerisinden cikan 96°lik plate kuyucuklarina 100 pl standart, kér ve
serum pipetlendi.

2 saat 37°C’ de inkibe edildi.
Her bir kuyucuktaki sivi bosaltildi.

100 pl solisyon A (Biotin ile baglanmis poliklonal CK-MB antikoru)
pipetlendi.

1 saat 37°C’ de inklbe edildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. 200 pl yikama sollsyonu ile 3 kez
yikandi.

100 ul sollisyon B (Horseradish peroksidaz bagl avidin) pipetlendi.
1 saat 37°C’ de bekletildi.

Her bir kuyucuktaki sivilar bosaltildi. Her bir kuyucuk 200 ul yikama
soltsyonu ile 5 kez yikandi.

90 ul substrat (Tetrametilbenzidin) sollisyonundan her bir kuyucuda
pipetlendi.

Isiktan korunarak 15-30 dakika inktbe edildi.

50 pl stop solisyonundan (Silfirik asit) her bir kuyucuga pipetlendi.
Olusan sari renk 450 nm’de elisa okuyucu (Victor) ile élguldu.

Kitin icerisinden cikan standart ile seri dilisyon yapildi. Standartlarin

absorbans degerleri 6lglldl ve kalibrasyon egrisi cizildi. CK-MB sonuglari
ng/ml olarak ifade edildi (Lisa, Haleagrahara & Chakravarthi, 2011).
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3.2.2. Mitokondri izolasyonu

Taze dokudan mitokondri izolasyonu igin Mitokondri Izolasyon Kiti
(Sigma MITOISO1) ticari kit kullanildi. Buz Uzerinde bekletilen taze bir doku
ornedi (sakrifikasyondan sonraki bir saat icinde alinmis) kullanildi. Dokular
ilgili 6zttleme tamponu A (50 mM HEPES (Hidroksietil piperazinethansulfonik
asid), pH 7,5, 1 M mannitol, 350 mM sukroz ve 5 mM EGTA
(Etilenbis(oksonitrilo) Jtetra-Asetat) icerir) ile iki kez yikandi ve kulglk
parcalara (yaklasik 50-100 mg) bdllinerek bir Eppendorf tlp igerisinde
tartildi. Doku parcalan bistliri ve sogutulmus cam levha yardimiyla daha da
kiicik parcalara bélundi. Ornek 2 ml’lik Eppendorf tipu icerisinde 0,25
mg/ml tripsin iceren 10 hacim uygun O&zitleme tamponu A igerisinde
suspanse edildi. 3 dakika boyunca buz Ustlinde inkibe edildi ve daha sonra
doku bir dakika boyunca santifijde dénduraldid. Supernatant aspirasyon
yoluyla atildi ve 0,25 mg/ml tripsin iceren uygun ézutleme tamponu A'dan 8
hacim eklendi. 20 dakika boyunca buz Ustinde inklbe edildi. Proteolitik
reaksiyonu sonlandirmak icin 10 mg/ml’lik son konsantrasyon elde edilecek
sekilde albimin sollisyonu eklendi ve karistirilarak doku bir dakika boyunca
santiflijde dondurildi. Aspirasyon yoluyla sipernatant atildi, kalan pellet 8
hacim uygun 6zitleme tamponu A ile yikandi ve doku bir dakika boyunca
santiflijde dénduruldd. Stpernatant aspirasyon ile atildi ve 8 hacim uygun
6zlutleme tamponu eklendi. Homojenize edildi ve homojenizatérin ucu yukar
asagl 20-30 kere hareket ettirilerek tam bir homojenizasyon saglandi.
Numune 5 dakika boyunca 600 X g’de homojenize edildi. Stipernatant baska
bir tipe transfer edildi ve bu yeni tlip 11000 X g'de 10 dakika santrifij edildi.
Olusan pellet 1 x depolama tamponunda (50 mM HEPES, pH 7,5, 1,25 M
sukroz, 5 mM ATP, 0,4 mM ADP, 25 mM sodyum sulksinat, 10 mM K;HPO4
(Monopotasyum fosfat) ve 5 mM DTT (Dithiothreitol) icerir) stspanse edildi
(her 100 mg doku icin yaklasik 40 pl). Bu numune analiz icin hazirdir (Maity
vd., 2009).

3.2.3. Mitokondriyal kardiyolipin icerigi olciimii

Mitokondriyal kardiyolipin igerigini 6lcmek icin 10-N-nonil- akridin-oranj
(NAO) boyasi kullanildi (Petit, Maftah, Ratinaud & Julien, 1992). 1980’li
yillarda 10-N-nonil- akridin-oranj boyasinin yasayan Okaryotik hicrelere
sizdigi ve Ozellikle mitokondriyi boyadigi belirlenmistir. Boyamanin ig
mitokondriyal membranda daha fazla oldudgu gorulmustir. Seyreltilmis
solisyonlarda NAO’nun mitokondrideki kardiyolipin igin oldukca spesifik bir
boya oldugu anlasiimistir. NAO kardiyolipin ile etkilesime giren blyik bir bas
grup ve kuguk kuyruk yapisina sahiptir (Mileykovskaya vd., 2001)

(Sekil 3.2).
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Kardiyolipin Nonil akridin oranj

Sekil 3. 2: Kardiyolipin-NAO etkilesimi
(Mileykovskaya vd., 2001)

izole edilen mitokondriler 37°C’de 145 mM KCl (Potasyum Kloriir), 50
mM  stkroz, 5 mM NaCl (Sodyum Klortir), 1 mM EGTA
(Etilendiamintetraasetik Asit, 1 mM MgCl, (Magnezyum Klorir), 10 mM fosfat
tamponu iceren tampon A igerisinde 1 saat inklbe edildi. Mitokondriler daha
sonra sogjuk tampon A ile yikandi ve 4°C’de 15000Xg’de 15 dakika santriifi
edildi. Pellet ayni tamponda resiispanse edildi ve 37°C’de 5 uM nonil-akridin
oranj varhdginda 45 dakika inkibe edildi. Boyanin fazlasi santrifligasyon ile
yikandi ve mitokondriyal pellet spektroflourometrede flouresans él¢gim igin (
Aex 485 nm, A em 535 nm) tampon A ile dilie edildi. Flouresans dederleri
quinine ( 0,1 N HySO, icerisinde 1 ug/ml kullanilarak A ex 360 nm, A em 457
nm) dederleri referans olarak kullanildi (Tanusree, Nilkantha, Gayatri, Uttara,
& Sasanka, 2006).

3.2.4. Sitokrom c salinimi é6l¢iimii

Sitokrom c¢ saliniminin 6lgimud igin kalp dokusu tampon A (20 mmol/I
HEPES-KOH (Potasyum Hidroksit), pH 7,5, 250 mmol/l stikroz, 10 mmol/I
KCl, 1,5 mmol/l MgCl2, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l EGTA, 1 mmol/l
ditiyotreitol, 0.1 mmol/l fenilmetilstlfonil florid, 2 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml
|6peptin, ve 5 pg/ml pepstatin) icerisinde homojenize edildi. 800Xg'de 10
dakika santrifij edildi. Pellet tekrar suspanse edildikten sonra 8000Xg’ de 10
dakika santrifij edildi. Pellet, tampon B (Tris-HCI, nonidet P-40, CaCI)
icerisinde ¢6zuldli ve mitokondriyal fraksiyon olarak kullanildi. Stpernatant
ise 100000Xg’de 1 saat santriflj edildi ve sonrasinda slpernatant sitozolik
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fraksiyon olarak kullanildi (Soeda vd., 2001). Hem mitokondriyal fraksiyonda
hem de sitozolik fraksiyonda ticari kit (R&D Systems MCTCO) kullanilarak
sitokrom c¢ o6lcimuU vyapildi. Sitozolik fraksiyonun mitokondriyal fraksiyona
orani mitokondriyal hasarin gdstergesi olarak kullanildi (Grunnet vd., 2009)

Sitokrom c dlgimu kisaca su sekilde yapildi:

Kitten cikan plate de bulunan her bir kuyucuga 75 ul konjugat
sollisyonu
(Horseradish peroksidaz bagl rat/fare sitokrom c antikoru ) eklendi.

. 50 ul standart (200 ng rat/fare sitokrom c), kontrol, numune plate
pipetlenip karistirildi. 2 saat oda isinda bekletildi.

. 400 pl yikama solisyonu ile her bir kuyucuk 5 kez yikandi.

. 100ul substrat (H,O, ve Tetrametilbenzidin) eklenip 30 dakika oda
Isisinda bekletildi.

. 100 pl stop solisyonu (Hidroklorik asit) eklenip 30 dakika iginde 450
nm’de elisa okuyucu (Victor) ile absorbanslar okutuldu.

Kitin icerisinden cikan standart ile seri dilisyon yapildi. Standartlarin
absorbans dederleri 6lglildi ve kalibrasyon egrisi yardimiyla sonuglar ng/ml
olarak hesaplandi. Sitozolik fraksiyonun sonuclan mitokondrial fraksiyona
oranlandi.

3.2.5. Kaspaz 3 aktivitesi tayini

Kaspaz 3 aktivitesi kolorimetrik ydntem ile belirlendi. Kaspaz-3
aktivitesinin tayini icin ticari kit (Sigma- CASP3C) kullanildi. Bu kit, asetil-
Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilidin (AC-DEVD-pNA), p-nitroanilin (pNA) olusacak
sekilde kaspaz-3 tarafindan hidrolizi ile olusan pNA absorbansinin 405 nm’de
O0lgim prensibine dayanmaktadir.

Kaspar 3

Ac-DEVD-pNA > Ac-DEVD + pNA
Ac-DEVD-pNA: Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid

Kalp doku o6rnekleri lizis tamponunda (250 mM HEPES, pH:7,4, %1 CHAPS
(Cholamidpropil Dimetilammonio-1-Propansulfonat), 50 mM DTT, 10 mM
EDTA) (1/10) homojenize edilerek 855Xg’de +4°C'de 20 dakika santrifij
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edildi. Supernatant 18623Xg’de 15 dakika santriflij edilip, slUpernatantta
santrifij islemi tekrarlandi. Supernatant fraksiyonunda kaspaz-3 aktivitesi
belirlendi (Zovein vd., 2004).

Kaspaz-3 aktivitesi 6lcimu kisaca su sekilde yapildi:
. 96'lik plate kuyucuklarina numune, kér ve standarttan 5 pl eklendi.

. Uzerlerine 85 pl calisma soliisyonundan (200 mM HEPES, pH 7.4, 1%
CHAPS, 50 mM DTT, 20 mM EDTA) eklendi.

. Kaspaz 3 substrati Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidden 10 pl
eklendi.

. 1 saat 37°C'de bekletildikten sonra ELISA okuyucu ile 405 nm’de
absorbanslar 06lglldld. p-Nitroanilin kullanilarak standart grafigi cizildi.
Doku protein iceriginin olcllmesiyle umol pNA/ dakika/ mg protein
olarak ifade edildi.

3.2.6. Kalpain aktivasyonu ol¢ciimii

3,2 mM imidazol-HCl iceren 10 mM 2-merkaptoetanol (pH:7.3) “6lcim
tamponu” olarak kullanildi. 20 mM EGTA ve 25 mM EDTA (pH:7.3) iceren
olcim tamponu “kalsiyumsuz tampon” olarak kullanildi. Olcim tamponuna
1,25 mM CacCl; (pH:7,3) eklenerek “kalsiyumlu tamponu” elde edildi. Dokular
(5 ml/g doku) kalsiyumsuz tamponuna konularak homojenize edildi. Daha
sonra (14000Xg, 4°C, 30 dakika) santrifiij edildi. Olcim slipernatantin
kalsiyumsuz tamponda 5 kez dilie edilmesinden sonra yapildi. 500 pul dilte
sipernatant iceren 4 tlpun ilk ikisine 1,5 ml kalsiyumsuz tampon eklendi.
Diger ikisine 1,5 ml kalsiyum tamponu eklendi. 37°C de 10 dakikalik 6n
inkiUbasyondan sonra 10 pl substrat N-slksinil-Leu-Tyr-7-amino-4-metil
kumarin (10 mM DMSO icinde) eklendi. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra
butln tlpler flouremetrede 380 eksitasyon ve 460 nm emisyonda okundu.
Kalpain aktivitesi kalsiyum bagiml flouresans ve kalsiyum badimli olmayan
flouresansin farki olarak tespit edildi. A 7-amino-4-metil kumarin (AMC) ile
standart egri olusturuldu. Kalpain aktivitesi total protein ve dakikaya gore
AMC salinimi olarak ifade edildi (Mcdonald vd., 2001)

3.2.7. Doku protein miktari1 olgciimii

Calismamizda bir 6rnek igerisindeki protein miktarinin kantitatif olarak
belirlenmesi igin kullanilan ydntemlerden birisi olan bradford y&éntemi
kullanildi. Bu ydntemde boya olarak proteinlerdeki pozitif yike badglanan

44



negatif yukli Commassie Brillant Blue G-250 kullanilmaktadir. Asidik
cozeltilerde bu boyanin proteinlere badglanmasi, boyanin maksimum
absorbsiyonunun 465 nm (kirmizi) den 595 nm (mavi) ye kaymasina neden
olmaktadir (Metin, 2007).

?'"’ CHy HyC Icz,,s
@ + OO
Na03$ © $0,-

- Coomassie G-250

;\'".u =465 nm

Mavi renk
olusumu

Protein -boya kompleksi

Amax = 595 nm

Sekil 3. 3: Bradford reaksiyonu
(Metin, 2007)

Kalp dokusundan elde ettigimiz homojenatlarin protein miktarlari
Bradford yontemi ile o6lclildi. 25 mg Coomasie brillant blue G-250, 12,5 ml
%95 etanolde c¢cozindirdlip, 25 ml %85 fosforik asit (HsPO4) eklendi. Bu
boya ¢ozeltisi cift distile su ile 250 ml'ye tamamlandi. Bu stok soliisyon bir
cam sisede oda sicaklidinda saklandi. Kullanilacagi zaman 5 kere
sulandirilarak Whatman filtreden gegcirildi.

Olgiim: 100 pl 6rnek 5 ml stok soliisyon ile karistirildi, vortekslendi. 5
dakika oda isisinda bekledikten sonra 595 nm spektrofotometrede d&lglldu.
Albumin ile seri dilisyon yapilarak standartlar hazirlandi. Protein sonuglari
mg/ml olarak ifade edildi (Bradford, 1976).
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3.3. Histolojik Analizler

3.3.1. H&E boyama

Deneyin sonunda sol ventrikllden elde edilen dokular hizla %10’luk
tamponlu formalin sollisyonunda fikse edildi. Fiksasyondan sonra, dokular
parafine gédmulldp, seri kesitleri alindi (4 um). Her gruptaki ratdan 50 kesit
alindi. Kesitler histolojik analizler icin H&E ile, apoptotik analiz icin TUNEL
(Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick and Labeling)
immunohistokimyasal boyalarn ile boyandi. Dijital goérinttler, DP70 dijital
kamera atasmani olan, Olympus BX-61 (Olympus America Inc. NY, USA) i1sik
mikroskobu ile gérintulendi.

Sol ventrikildeki histopatolojik degisiklikler ve damarsal degisiklikler;
hasar yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak skorlandi (Fishbein,
Maclean & Maroko, 1978; Morales, Gonzalez, Rodriguez, Bertolasi & Gelpi,
2002).

Infarkt alanindaki miyokartiyumun dederlendirilmesinde kullanilan
histolojik kriterler; miyokartiyal fragmentasyon, cizgilenme kaybi, dalgali
fibriller, myositer hipereozinofili, miyokartiyal hemoraji, interstisyel édem,
nitklear piknozis/karyolizis ve PMNL infiltrasyonu olarak belirlendi (Jackowski,
Christe, Sonnenschein, Aghayev & Thali, 2006; Jenkins vd., 2010; Morales
vd., 2002; Nakamura vd., 2000; Chuah, Moore & Zhu, 2007).

Damarsal degisikliklerin degerlendiriimesindeki kriterler ise; konjesyon,
hemoraji, eozinofilik amorf materyal, perivaskller fibrozis ve
mikrodamarlarin dilatasyonu olarak belirlendi (Fishbein vd., 1978; Morales
Vd.,2002).

3.3.2. Apoptozun degerlendirilmesi

Apoptoz sirasinda genomik DNA'nin kesilmesi, sablondan badimsiz
bicimde serbest 3'-OH ucglarinda etiketli nuUkleotidlerin polimerizasyonunu
katalizleyen terminal deoksintikleotidil transferaz (TdT) ile etiketlenebilen gift
sarmalli, disik molekll adirligina sahip DNA sarmali pargalarini verebilir
(TUNEL reaksiyonu). Apoptotik hicre dlimunidn kantitesi, in situ hicre 6lium
belirleme kiti (Katalog no:S7101; Chemicon International-ApopTag Plus
Peroxidase Kits, USA) kullanilarak degerlendirildi. Once seri kesitler ksilolde 3
kez deparafinize edildi. Azalan dereceli alkollerden gegirilerek rehidre edilen
kesitler, PBS (Fosfat tamponu)’‘de yikandi. Daha sonra, kesitlere oda i1sisinda
15 dakika proteinase K (20 pug/ml) (Merck) sindirimi saglandi ve 2 kez PBS'te
yikandi. Daha sonra kesitler oda isisinda ekilibrasyon tamponunda inklbe
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edildi. Dokular nem cemberinde ve karanlikta 37°C’'de, 60 dakika TUNEL
reaksiyon karisiminda (%70 reaksiyon tamponu, %30 TdT enzimi) inkibe
edildi. Kesitler oda 1sisinda, 10 dakika durdurma/yikama tamponunda inklbe
edildi. Inklbasyondan sonra, kesitler 3 kez PBS’te yikandi. Daha sonra
kesitlere anti-digoxigenin konjugati uygulandi ve oda isisinda 30 dakika nem
cemberinde inkibe edildi. 4 kez daha PBS’te yikanan kesitlere, 10 dakika
DAB (diaminobenzidin) uygulandi. Daha sonra kesitler distile suda 3 kez
yikanarak, kurumaya birakildi. Sol ventrikilden elde edilen 4 pm’lik
horizontal kesitlerdeki miyokartiyal ntkleuslar TUNEL yéntemi ile isaretlendi.
Kahverengi boyanmis olan nulkleuslar TUNEL (+)olarak kabul edildi.
Miyositler x40'ik objektifte ve rastgele secilmis 10 optik alanda sayildi.
Sayilan nikleuslarin apoptotik indeksi (AI) hesaplandi (AI=TUNEL yéntemi ile
isaretlenen miyokartiyal ntkleuslarin sayisi/toplam miyokartiyal niukleuslarin
sayisi) (Nakamura vd., 2000).

3.3.3. Morfolojik degerlendirme

Ratlarin sol ventrikilinden kesitler alinarak, bu kesitler U(zerinde
miyokart tabakasindan gegen 7x7’lik nokta sayim griti kullanildi. Buna goére;
bu gritteki toplam 49 noktanin kag tanesinin fibréoz doku (zerine distlgu
sayildi. Elde edilen fibr6éz doku sonuglar kullanilarak Haugan ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada da oldugu gibi her rat icin relatif infakt alani bir
formUl yardimiyla hesaplandi.

V (fibriz, x) — V (fibriz. kontrol)

- - —+ 100
V (fibriz, M) — V (fibroz, kontrol)

Relatif infakt alan: % &)=

Formilde sayilan V (fibréz, MI) ve V (fibr6z, kontrol) degerleri yerine
koyularak alkol ve alkol+MI, alkol+MI+inhibitér gruplarinin infarkt alani
yuzdeleri hesaplandi. Grafik cizilirken kontrol ve ¢6zlci gruplarinda infarkt
alani yuzdesi 0, MI grubu infarkt alani ylzdesi 100 kabul edilerek cizilmistir
(Haugan vd., 2006).

3.4. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel dederlendiriimesinde SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 15.0 ve ve Sigmastat 3.5 (Statcon INC., B. Schéfer,
Witzenhausen GERMANY) paket programi kullanildi. Gruplar arasinda klinik
ve metabolik degisken olgiimleri acisindan fark olup olmadigini analiz etmek
icin oncelikle dadilimlarin normal dagihma uygunluklar analiz edildi.
Parametrik verilerin normal dagilip dagimadidi Kolmogorov-Smirnov testi
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kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim gOsteren verilerin
karsilastinlmalarn Tek Yonli Varyans Analiz (Oneway ANOVA) testi ve
gruplarin c¢oklu karsilastiriimalarinda TUKEY HSD testi kullanildi. Normal
dagim gostermeyen verilerin karsilastirmalan  Kruskal Wallis testi
kullanilarak dederlendirildi. Normal dadilm gdstermeyen verilerin goklu
karsilastiriimalar Dunn”s testi ile degerlendirildi. Veriler, ortalamazstandart
sapma (SD, standard deviation) ve Median (%25-%75 percentiles) olarak
verildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4- BULGULAR
4.1. EKG Bulgulan

Calismamizdaki EKG sonuglarrmiz tablo 4.1 ve gekil 4.1-4.6 ‘da
gosterilmektedir. Calismamizdaki alkol, MI grubu P-P aralidi sonuglarimiz
kontrol grubumuz ile karsilastirildiginda disik bulunmasina ragmen en gok
disme alkol+MI grubumuzda gézlendi ve bu disus kontrol, alkol ve MI
gruplan ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamhydi (sirasiyla p<0,001;
p<0,001; p<0,001). Kalpain inhibitéri 1 uygulanan grupda ise MI grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olacak sekilde yiksek bulundu (p<0,001).

Calismamizdaki alkol ve MI gruplarimizdaki QRS kompleks sonuglarimiz
kontrol grubu ile karsilastirildidinda istatiksel olarak anlamli olacak sekilde
disik bulundu (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Alkol+MI grubumuzdaki bu
disme didger gruplara gore c¢ok daha fazlaydi (kontrol grubu ile
karsilastirildiinda p<0,001; alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001; MI
grubu ile karsilastinldiginda p<0,01). Inhibitér uygulanan grubumuzda ise
alkol, MI, alkol+MI gruplan ile karsilastirldiginda kontrol grubu kadar
yukselme goézlendi ve bu ylkselme istatiksel olarak anlamliydi (sirasiyla
p<0,001; p<0,001, p<0,001).

Ventriklllerin depolarizasyonu ve repolarizasyonu icin gecen toplam
streyi yansitan QT araligi kontrol grubu ile karsilastirildiginda alkol ve MI
gruplarinda istatiksel olarak anlamli olmayan artma gézlenirken, alkol+MI
grubunda en fazla artis gozlendi ve kontrol grubu ile karsilastiriidiginda bu
artis istatiksel olarak anlamhydi (p<0,001). Alkol+MI+inhibitoér grubunda ise
kontrole yakin dizeyde disme gézlendi ve bu duslts alkol, MI ve alkol+MI
gruplarn ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p<0,05;
p<0,001; p<0,001).

Alkol, MI ve alkol+MI gruplarindaki R-R araligi sonuclarimiz kontrol
grubu ile karsilastinldiginda disik bulundu ve istatiksel olarak anlamliydi
(sirasiyla p<0,001; p<0,001; p<0,001). Alkol+MI+ kalpain inhibitéru
grubunda ise alkol ve MI gruplarina gore artis gézlendi (p<0,001).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda alkol ve MI gruplarinda kalp atim
hizinda artis gozlendi. Alkol+MI grubunda bu artis gok daha fazlaydi ve bu
artis kontrol, alkol, MI gruplan ile karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamhydi (p<0,001; p<0,001; p<0,001). Alkol+MI+kalpain inhibitor
uygulanan grupta kalp atim hizi kontrol grubuna yakindi ve alkol+MI grubu
ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamliydi (p<0,001).
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Ozetle calismamizdaki EKG sonuclarimiz gdéstermektedir ki alkol tiiketimi
ve MI'In ayn ayn kalp Gzerine zarar verici etkisi vardir ve bu etki alkol+MI'In
birlikte oldugu grupta ¢ok daha fazla olmustur ve bir miktar da olsa kalpain

inhibitéri uygulanan grupta tedavi edici etkinlik gézlenmistir.

Tablo 4. 1: EKG sonuglari

Deney P-P . QRS _ Q-T . R-R . KALP
Gruplari ARALIGI KOMPLEKSI | ARALIGI ARALIGI HIZI
KONTROL 0,020+0,002 | 0,042+0,003 | 0,098+0,008 | 0,222+0,001 | 27020
GRUBU (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)
ALKOL 0,018+0,002 | 0,030+0,002 | 0,108+0,002 | 0,200+0,002 | 30020
GRUBU (%90) (%72) (%110) (%90) (%111)
a a
MI GRUBU 0,015+0,002 | 0,022+0,002 | 0,111+0,002 | 0,123+0,001 | 48820
(%75) a,b (%52) (%113) (%55) (%181)
a,c a,c a,b
ALKOL+MI 0,010+0,002 | 0,010+0,002 | 0,120+0,020 | 0,120+0,002 | 500+20
GRUBU (%50) (%27) (%123) (%54) (%185)
a,c,d a,c,d a a,c,d a,c,d
ALKOL+MI+ | 0,020+0,002 | 0,040+0,002 | 0,090+0,002 | 0,205+0,002 | 29320
IiNHIBITOR (%100) (%95) (%92) (%92) (%108)
GRUBU d c,d,e b,d,e c,d c,e
cOzucu 0,020+0,002 | 0,040+0,002 | 0,085+0,002 | 0,208+0,001 | 289+2
GRUBU (%100) (%95) (%87) (%93) (%107)
c,e c,d,e c,d e

EKG parametreleri saniye olarak, kalp hizi ise dakikadaki atim (BPM) olarak verildi.

o Q

: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
: Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

c: Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
d: MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
e

: Alkol+MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
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Sekil 4. 1: Kontrol grubu EKG 6rnedi
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Sekil 4. 2: Alkol grubu EKG 6rnegi

Sekil 4. 3: MI grubu EKG 6rnegi
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Sekil 4. 4: Alkol+MI grubu EKG 6rnegi

Sekil 4. 5: Alkol+MI+Iinhibitér grubu EKG érnedi

Sekil 4. 6: Cozlcl grubu EKG 6rnegi
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Serum CK-MB diizeyleri

Calismamizdaki serum CK-MB dlzeyleri tablo 4.2 ve sekil

gosterilmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda alkol, MI ve alkol+MI
gruplarindaki serum CK-MB duzeyleri istatiksel olarak anlamli olacak sekilde
p<0,001, p<0,05). Inhibitér grubunda
ise MI grubuna goére anlamli derecede disme gézlendi (p<0,05). MI ve
alkol+MI gruplarn ile karsilastinldiginda ¢ozlici grubu CK MB dlizeyinde
istatiksel olarak anlamli olacak sekilde disme gézlendi (sirasiyla p<0,001,

yuksek bulundu (sirasiyla p<0,001,

p<0,05).

Tablo 4. 2: Serum CK MB sonuglari

Deney Gruplari Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 1,48 £ 0,55
Alkol 2,87 +0,28°
MI 3,96 + 1,99 @
Alkol+MI 3,12 +£ 0,40 °
Inhibitor 2,11 + 0,93 ¢
Coziicii 1,59 + 0,58 4°
7,00
d
6,00 -
~ 5,00 -
=
o 4,00 - b
(= a c
L
3,00 - d,e
S
¢ 2,00 -
Q
0,00 ‘ T T T T
Kontrol Alkol MI Alkol+MI Inhibitér Coziicii

Sekil 4. 7: Serum CK MB dlzeyleri

: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

: MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

: Alkol+MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

manoo
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4.2.2. Mitokondriyal kardiyolipin icerigi

Calismamizdaki mitokondriyal kardiyolipin icerikleri tablo 4.3 ve sekil
4.8'de gosterilmektedir. Alkol, MI, alkol+MI, inhibitér ve ¢bézlict gruplarindaki
mitokondriyal kardiyolipin icerigi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,001). Ustelik bu diisis
alkol+MI grubunda diger gruplardan daha fazlaydi ve alkol ve MI gruplar ile
karsilastirildiginda da istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Inhibitér
ve ¢Ozlcl gruplarindaki mitokondriyal kardiyolipin icerigi alkol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli olacak sekilde ylksek bulundu (p<0,05). Alkol+MI
grubu ile karsilastinldiginda inhibitdér ve ¢odzlici gruplarindaki mitokondriyal
kardiyolipin icerigi istatiksel olarak anlamli olacak sekilde ylksek bulundu
(p<0,001).

Tablo 4. 3: Mitokondriyal kardiyolipin igerigi sonuglari

Deney Gruplari Ortalama =+ Standart Sapma
Kontrol 32,10 £ 1,23
Alkol 23,84 £1,50°
MI 24,84 %+ 0,82 °
Alkol+MI 18,17 + 2,05 2:Pd
Inhibitor 25,97 + 1,41 #“¢
Coziicl 26,41 + 0,89 ¢
35,00
30,00 - a,C, & a,C,e
~ 25,00
= a,b,d
Za
A+ 20,00 -
da
.g E‘ 15,00 -
2= 10,00 -
;!‘ E
£ 5,00 -
0,00 -
KDntrDI Alkol ﬁIkDI+MI InhlbltDl’ Coziicii

Sekil 4.8: Mitokondriyal kardiyolipin igerigi

: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

: Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

: Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

: MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

: Alkol+MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

DO oToTw
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4.2.3. Sitokrom c salinimi

Calismamizdaki sitokrom c salinim oranlan tablo 4. 4 ve sekil 4. 9'da
gosterilmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda alkol,
gruplarinda istatiksel olarak anlaml derecede yukseldi (p<0,001). Sitokrom c
salinim orani alkol+MI grubunda yalnizca MI geciren grubuna gére daha

yiksek bulundu (p<0,05). Inhibitér ve ¢dziicli gruplarinda ise alkol,

alkol+MI gruplarina goére istatiksel olarak ileri dizeyde disme goézlendi

(p<0,001).

Tablo 4. 4: Sitokrom c salinim oranlan (Sitozolik/Mitokondriyal)
Deney Gruplari Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 1,61 £ 0,45
Alkol 3,34 £ 1,05°
MI 4,37 £1,07 °
Alkol+MI 5,48 + 0,60 &9
Inhibitor 1,21 + 0,32 >de
Coziicii 1,23 + 0,46 >9°

7,00

a,c,d
6,00 -
~n
2 5,00 -
)
L

4,00 -
(&)
3 3,00
o
S 2,00 -
=

0,00 -

KDntrDI Alkol MI AIkDI+MI InhlbltDr Coziicii

Sekil 4. 9: Sitokrom c salinim oranlari

: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

: MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

: Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

: Alkol+MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

manoo
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4.2.4. Kaspaz 3 aktivitesi

Calismamizdaki kaspaz 3 aktivitesi sonuglan tablo 4. 5 ve sekil 4. 10’da
gosterilmektedir. Alkol, MI ve alkol+MI gruplarindaki kaspaz 3 aktivitesi diger
gruplara gore yiksekti ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda MI ve alkol+MI
grubunda istatiksel olarak anlamhydi (p<0,001). Alkol grubu ile
karsilastirlldiginda MI grubunda (p<0,05) ve alkol+MI grubunda kaspaz 3
aktivitesi istatiksel olarak 6nemli dizeyde yuksekti (p<0,001). MI grubu ile
karsilastirildiginda inhibitér grubunda istatiksel olarak énemli diizeyde dlisme
gozlendi (p<0,05). Coézliclu grubunda ise MI grubuna goére ileri derecede
onemli disme oldu (p<0,001). Inhibitér ve c¢éziici grubunda alkol+mi
grubuna goére ileri derecede 6nemli disme goézlendi (p<0,001).

Tablo 4. 5: Kaspaz 3 aktivitesi dlizeyleri

Deney Gruplari Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 0,65 0,17

Alkol 0,98 £ 0,27

MI 1,52 £ 0,27 *P
Alkol+MI 1,77 £ 0,57 &°¢
Inhibitor 0,80 £ 0,22 9f
¢ozict 0,69 £ 0,28 ©
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2,50
E‘ 2,00 -
~
m
=
NET 1,50
233
<< P
¥Zga 1,00 -
o
E
2 0,50 -
0,00 -
KDntrDI Alkol MI AIkDI+HIInh|bltDr Coziicii

Sekil 4. 10: Kaspaz aktivitesi dlizeyleri

: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
: Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

: MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

e: MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

f: Alkol+MI grubu ile karsilastinldiginda p<0,001

a0 oo

4.2.5. Kalpain aktivitesi

Calismamizdaki kalpain aktivitesi sonucglarimiz tablo 4. 6 ve sekil 4.
11’de gosterilmektedir. Alkol, MI ve alkol+MI gruplarindaki kalpain aktivitesi
dizeyleri kontrol grubundan ylksekti fakat bu yulkseklik istatiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05). Inhibitér grubunda ise alkol, MI ve alkol+MI
gruplarina gore istatiksel olarak anlamh dlizeyde disme goézlendi (sirasiyla

p<0,05, p<0,05, p<0,05).

Tablo 4. 6: Kalpain aktivitesi diizeyleri

Deney Gruplan Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 4,70 £ 2,11
Alkol 6,35 % 3,20

MI 6,58 + 2,05
Alkol+MI 6,97 £ 2,27
Inhibitor 2,73 £ 0,92 &P¢
Coziicii 4,15
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12,00

10,00 -

8,00
6,00 -
EI, ,C
4,00
2,00 -
0,00 -

Kontrol Alkol MI All-ml +HI Inhlbltor Coziicii

KALPAIN
{pmol/dakika/mg protein)

Sekil 4. 11: Kalpain aktivitesi dlizeyleri

a: Alkol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
b: MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
c: Alkol+MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

4.3. Histolojik Bulgular
4.3.1. H&E bulgulari

H&E  bulgularina  gore; miyokartiyumun  infarkt  bdlgesindeki
histopatolojik degisiklikler degerlendirildi (Tablo 4. 7- 4. 8).

e Miyokartiyal fragmentasyon ve cizgilenme kaybi acisindan alkol ve
¢Ozicl grubunda, kontrol grubuna gore bir farklilk gdézlenmezken, diger tim
gruplarda kontrol ve alkol grubuna gére istatistiksel olarak anlamh bir hasar
vardl (p<0,001).

eDalgal fibril gérinimua alkol+MI grubunda (Sekil 4. 15b, c¢) kontrol
grubuna gore (Sekil 4. 12a,b) istatistiksel olarak daha fazlaydi. Alkol (Sekil 4.
13c) ile alkol+MI (Sekil 4. 15b,c) gruplan arasinda ve alkol+MI (Sekil 4. 15
b,c) ile ¢bztcu gruplan (Sekil 4. 17) arasinda yapilan karsilastirmalarda da
anlamli farkhlik gézlendi (p<0,001). Alkol+MI grubundaki hasar dikkat gekici
idi.

e Miyositer hipereozinofili bulgusu kontrol (Sekil 4. 12a,b) ile alkol+MI

(Sekil 4. 15a,b), kontrol (Sekil 4. 12a,b) ile ¢dzicl (Sekil 4. 17c), alkol (Sekil
4. 13b) ile alkol+MI (Sekil 4. 15a,b), ve alkol (Sekil 4. 13b), ile ¢bzlcl
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gruplan (Sekil 4. 17c) arasindaki karsilastirmalar da anlaml idi (p<0,001).
Alkol+MI ve ¢6zlicl gruplarinda hasar belirgindi.

e Miyokartiyal hemoraji acisindan dederlendirildiginde MI (Sekil 4.14 a),
alkol+MI (Sekil 4.15 a,b) ve alkol+MI+kalpain inhibitérli gruplarinda (Sekil
4.16 c), kontrol grubuna goére (Sekil 4.12 a,b) anlamli bir farkhlik vardi
(p<0,001).

o Interstisyel 6édem, kontrol (Sekil 4.12 a,b) ile MI (Sekil 4.14 a,b),
kontrol (Sekil 4.12 a,b) ile alkol+MI (Sekil 4.15 a-d), alkol (Sekil 4.13 b) ile
MI ve alkol ile Alkol+MI gruplan arasindaki karsilastirmalarda anlamh farkhlik
gosterdi (p<0,001). En belirgin 6dem bulgusu MI ve alkol+MI gruplarinda
izlendi.

e Niklear piknozis ve karyolizis acisindan dederlendirme yapildiginda
kontrol (Sekil 4.12 a,b) ile alkol+MI (Sekil 4.15 a,c,d), kontrol ile ¢dzlcu
(Sekil 4.17 a,c), alkol ile alkol+MI ve alkol ile ¢bzlcl gruplan arasinda
anlamli farklihk vardi (p<0,001). MI ve alkol+MI gruplarindaki hasar dikkat
cekici idi.

e PMNL infiltrasyonu kontrol (Sekil 4.12 a,b) ile MI, kontrol ile alkol+MI,
alkol ile MI, alkol ile alkol+MI, alkol+MI ile ¢bzlcli ve MI (Sekil 4.14 b) ile
cozlicu gruplan (Sekil 4.17 d) arasindaki karsilastirmalarda istatistiksel
olarak anlaml idi (p<0,001). PMNL infiltrasyonu MI ve Alkol+MI gruplarinda
belirgindi.

TUim bu verilerin 1511 altinda, alkolin tek basina sadece hemoraji ve
6dem bulgularninda arttirici etkisi gézlendi. MI ise tUm histopatolojik kriterler
acisindan ciddi hasar yaratmisti. Alkolin MI ile birlikte bu hasarlarn biraz daha
arttirdiqi  gozlendi. Alkol+MI grubuna kalpain inhibitéri ile tedavi
uygulandiginda, dalgah fibrillerin, miyosit hipereozinofilisinin, interstisyel
ddemin, nilklear piknozis/karyolizin ve PMNL infiltrasyonunun, alkol+MI
grubundaki hasara goére biraz daha azaldigi gorilse de, bu bulgular
istatistiksel olarak anlaml dedildi. Miyokartiyal fragmentasyon ve cizgilenme
kaybinda, alkol+MI+kalpain inhibitéri grubunda, sadece alkol grubuna goére
anlamli bir iyilesme go6zlendi. Genel olarak bakildiginda kalpain inhibitérinin
istatistiksel olarak sadece miyokartiyal fragmentasyon ve c¢izgilenme
kaybinda azalmaya yardimci oldugu, diger histopatolojik kriterler agisindan
ise anlamli olmayan, ancak iyilesmeye yardimci olabilecek bir ajan oldugu
izlendi (Tablo 4.7).

eKesitlerdeki vaskiler degisiklikler incelendiginde; konjesyonun kontrol
(Sekil 4. 12a,b) ile MI (Sekil 4. 14a,b,c,), kontrol ile alkol+MI+kalpain
inhibitéra (Sekil 4. 16a,b) ve alkol+MI (Sekil 4. 15b,c,d) ile ¢6zlcl (Sekil 4.
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17b,c) gruplan arasindaki karsilastirmalarda anlamli bir farklihk gosterdigi
izlendi (p<0,001). Konjesyon bulgusu, bu gruplarda kontrol grubuna gore
artmisti.

eHemoraji bulgusu MI (Sekil 4. 14c), alkol+MI (Sekil 4. 15a,b) ve
alkol+MI+kalpain inhibitérd gruplarinda (Sekil 4. 16c), kontrol grubuna goére
anlaml olarak artis gdésterdi (p<0,001).

eEozinofilik amorf materyal birikimi alkol+MI (Sekil 4. 15b) ve
alkol+MI+kalpain inhibitéri gruplarinda (Sekil 4. 16b,c) kontrol grubuna
gbre anlaml olarak artmisti (p<0,001). Cbézucu grubunda (Sekil 4. 17c) ise
alkol+MI grubuna gére anlamli bir azalma gézlendi (p<0,001).

e Perivaskiler fibrozis agisindan dederlendirildiginde, kontrol (Sekil 4.12
a,b) ile alkol+MI grubu (Sekil 4. 15b) arasinda anlamlh farkhlhk vardi
(p<0,001). Cozlcl grubunda (Sekil 4. 17c¢) ise alkol+MI grubuna (Sekil 4. 15
c) gbre anlaml bir azalma goézlendi (p<0,001).

eMikrodamarlarin dilatasyonunda MI (Sekil 4. 14 a,c), alkol+MI (Sekil 4.
15b,c) ve alkol+MI+kalpain inhibitéri gruplarinda (Sekil 4. 16a-d) kontrol
grubuna goére anlaml derecede artis vardi (p<0,001).

Tim bu veriler dederlendirildiginde; kalpain inhibitérinin eozinofilik
amorf materyal birikimi ve perivaskiler fibrozis artisini azalttigini
gozlemlesek de, bu bulgular istatistiksel olarak anlamli degildi. Kalpain
inhibitorinldn diger damarsal degisikliklerin iyilesmesinde anlamli bir katkisi
olmadigi gorildu (Tablo 4.8).
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Tablo 4. 7: Miyokartiyal dokudaki histolojik degdisiklikler

Miyokartiyal Degisiklikler Median (%25-%75 Persantil)

Gruplar Miyokartyial Cizgilenme _ Miyositer Miyokartiyal Interstisyel I\_ll'jklegr PMNL
Dalgali fibriller . AP . ~ piknozis/ e
fragmentasyon kaybi hipereozinofili hemoraji 6dem K - infiltrasyonu
aryolizis
Kontrol 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00)
Alkol 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 2,00(1,00-,00) | 1,00(1,00-,00) | 0,00(0,00-,00) | 0,00(0,00-,25)
MI 3,00(2,75-,00) | 2,00(2,00-,00) | 2,00(1,00-,25) | 2,00(1,75-,00) | 3,00(3,00-,00) | 3,00(3,00-,00) | 2,00(1,00-,00) | 3,00(2,00-,00)
Alkol+MI 3,00(2,75-,00) | 2,00(2,00-,00) | 3,00(3,00-,00) | 2,00(2,00-,00) | 3,00(3,00-,00) | 3,00(3,00-,00) | 2,00(2,00-,00) | 3,00(2,75-,00)
Alkol+MI+
inhibitar 3,00(2,00-,00) | 2,00(2,00-,00) | 2,00(2,00-,00) | 1,00(1,00-,00) | 3,00(3,00-,00) | 2,00(2,00-,00) | 1,00(1,00-,00) | 1,00(1,00-,25)
Gozici 1,00(1,00-,00) | 1,00(1,00-,00) | 0,00(0,00-,25) | 2,00(2,00-,25) | 1,00(1,00-,00) | 1,00(1,00-,00) | 2,00(2,00-,25) | 0,00(0,00-,25)
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
p a,b,c,e,f,g, a,b,c,e,f,g b,k b,d,f,h p<0.001 P<0.001 b,d,f,h a,b,ef k|

0: hasar yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli

a: Kontrol ve MI gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,05)

b: Kontrol ve Alkol+MI gruplari arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
c: Kontrol ve Alkol+MI+Kalpain gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
d: Kontrol ve Cozlici gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
e: Alkol ve MI gruplari arasinda istatistiksel fark (p<0,05)

f: Alkol ve Alkol+MI gruplarn arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
g: Alkol ve Alkol+MI+Kalpain w gruplar arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
h: Alkol ve Co6zlclu gruplarn arasinda istatistiksel fark (p<0,05)

k: Alkol+MI ve Codzlcu gruplarn arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
I: MI ve Coézicu gruplar arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
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Tablo 4. 8: Damarlardaki histolojik degisiklikler

Damarsal Degisiklikler Median (%25-%75 Persantil)

Gruplar . .. Eozinofilik amorf Perivaskiler Mikrodamar
Konjesyon Hemoraji . . -

materyal fibrozis dilatasyonu
Kontrol 1,00(0,75-1,00) 0,00(0,00-0,00) 0,00(0,00-0,25) 0,00(0,00-0,00) 0,00(0,00-0,00)
Alkol 2,00(2,00-2,00) 1,00(0,00-2,00) 1,00(1,00-1,00) 1,00(1,00-1,25) 2,00(1,75-2,00)
MI 3,00(3,00-3,00) 3,00(3,00-3,00) 2,00(1,75-2,00) 1,00(1,00-2,00) 3,00(3,00-3,00)
Alkol+MI 3,00(2,00-3,00) 3,00(2,75-3,00) 3,00(2,75-3,00) 3,00(3,00-3,00) 3,00(3,00-3,00)
Alkol+MI+
inhibitér 3,00(3,00-3,00) 3,00(3,00-3,00) 2,00(2,00-3,00) 1,00(1,00-1,00) 3,00(3,00-3,00)
Cozicd 3,00(3,00-3,00) 0,00(0,00-1,00) 1,00(0,00-1,00) 0,00(0,00-0,00) 3,00(3,00-3,00)
p p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001

a,c,d a,b,c b,c,e b,e a,b,c
0: hasar yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli

PanCTo

: Kontrol ve MI gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
: Kontrol ve Alkol+MI gruplar arasinda istatistiksel fark (p<0,05)

Kontrol ve Alkol+MI+Kalpain gruplari arasinda istatistiksel fark (p<0,05)
: Kontrol ve DMSO gruplarn arasinda istatistiksel fark (p<0,05)

: Alkol+MI ve DMSO gruplari arasinda istatistiksel fark (p<0,05)

62




Sekil 4. 12: Kontrol grubu genel gériniim

a) Kontrol grubu miyokart dokusuna ait normal gértiniim. H&E, Bar: 20 um
b) Kontrol grubu miyokart dokusuna ait normal gértiiniim. H&E, Bar: 10 um
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Sekil 4. 13: Alkol grubu genel goriinim

a) Alkol grubunda miyokartiyal hemoraji (ok). H&E, Bar: 50 um

b) Alkol grubunda konjesyon ve mikrodamar dilatasyonu (ok), interstisyel 6dem (ok basl).
H&E, Bar: 20 um

c) Alkol grubunda perivaskdiler fibrozis(ok), konjesyon (yildiz) ve dalgal fibriller (ok basi).
H&E, Bar: 20 um

d) Alkol grubunda damar igi eozinofilik amorf materyal birikimi (yildiz) ve perivaskiler
fibrozis (ok). H&E, Bar: 20 um
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Sekil 4. 14: MI grubu genel gérinim

a) MI grubunda dalgal fibriller, konjesyon (kalin ok), interstisyel 6dem (ok basi) ve niiklear
piknozis (ok). H&E, Bar: 20 pm

b) MI grubunda PMNL infiltrasyonu (ok), perivaskiiler fibrozis (ok basi), interstisyel 6dem
(kalin ok), damar igi eozinofilik amorf materyal birikimi ve konjesyon (yildiz). H&E, Bar: 10
Hm

c) MI grubunda miyositer hipereozinofili (yildiz), gizgilenme kaybi ve konjesyon (ok). H&E,
Bar: 10 ym

d) MI grubunda nlklear piknozis (ok), cizgilenme kaybi ve miyositer hipereozinofili (ok
basi).H&E, Bar: 10 um
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Sekil 4. 15: Alkol+MI grubu genel gorinim

a) Alkol+MI grubunda miyositer hipereozinofili (yildiz), niiklear piknozis (ok), interstisyel
6dem (kalin ok) ve miyokartiyal hemoraji (ok basi). H&E, Bar: 20 um

b) Alkol+MI grubunda dalgali fibriller, gizgilenme kaybi ve miyositer hipereozinofili (kalin
ok), miyokartiyal fragmentasyon, miyokartiyal hemoraji (ok basi), konjesyon (ok) ve
interstisyel 6dem (yildiz). H&E, Bar: 20 pm

c) Alkol+MI grubunda dalgali fibriller (kalin ok), niklear piknozis (ok), interstisyel 6dem
(yildiz) ve konjesyon (ok basi). H&E, Bar: 10 um

d) Alkol+MI grubunda PMNL infiltrasyonu (ok basi), interstisyel 6dem (kalin ok), konjesyon
(yildiz) ve niklear piknozis (ok). H&E, Bar: 10 pm
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Sekil 4. 16: Alkol+MI+Kalpain inhibitéri grubu genel gérinim

a) Alkol+MI+Kalpain grubunda konjesyon (yildiz), interstisyel 6dem (ok basi), ve nlklear
piknozis (ok). H&E, Bar: 20 pm

b) Alkol+MI+Kalpain grubunda damar ici eozinofilik amorf materyal birikimi (yildiz), dalgal
fibriller (ok basi), interstisyel 6dem (ok) ve konjesyon (kalin ok). H&E, Bar: 20 pm

c) Alkol+MI+Kalpain grubunda miyokartiyal hemoraji (ok basi), damar ici eozinofilik amorf
materyal birikimi (yilldiz), cizgilenme kaybi, miyokartiyal fragmentasyon ve miyositer
hipereozinofili (kalin ok) ve niklear piknozis (ok). H&E, Bar: 20 pm

d) Alkol+MI+Kalpain grubunda normal goérGnimlli miyokartiyal fibriller (ok basi) ve
interstisyel 6dem (ok). H&E, Bar: 10 um
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Sekil 4. 17: Cozlicli grubu genel gorinim

a) Cozlcu grubunda niiklear piknozis (ok). H&E, Bar: 10 um

b) Cozlici grubunda konjesyon (ok). H&E, Bar: 10 um

c) Coziclu grubunda konjesyon (kalin ok), miyokartiyal hemoraji (ok basi), miyositer
hipereozinofili (yilldiz) ve niklear piknozis (ok). H&E, Bar: 10 um

d) Cozlicl grubunda normal gériinimli miyokartiyal fibriller (ok). H&E, Bar: 10 pm

4.3.2. TUNEL bulgulari

Miyokartiyal ntkleuslar TUNEL ydéntemi ile boyanip, kahverengi boyanan
nikleuslar TUNEL(+) olarak degerlendirildi. Apoptotik indeks hesaplanmasi
icin ise TUNEL(+) ve (-) olan ntkleuslar sayildi. Apoptotik indeksler
hesaplandiginda MI (Sekil 4. 18c,d), alkol+MI (Sekil 4. 19a-d) ve
alkol+MI+kalpain inhibitérd gruplarinda (Sekil 4.20 a,b), kontrol (Sekil 4. 18
a) ve alkol gruplarina (Sekil 4. 18b) goére anlamh bir artis gozlendi
(p<0,001). Alkol+MI grubundaki apoptotik indeks, alkol grubuna goére
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anlamlh sekilde artmisti (p<0,001). Alkol+MI+kalpain inhibitdéri ve ¢dzicl
(Sekil 4. 20c,d) gruplarindaki apoptotik indeks, alkol+MI grubuna goére
anlaml sekilde azalmisti (p<0,001).

Tdm veriler incelendiginde kalpain inhibitori tedavisi uygulanan grubun
apoptotik indeksinin, alkol+MI grubuna goére anlaml sekilde azalmis olmasi,
kalpain inhibitérinin apoptozisi azaltma yoninde etkili oldugunu
gbstermektedir. Zira apoptotik indeks en yuksek olarak alkol+MI grubunda
gozlenmistir (Tablo 4. 9).

Gruplar Apoptotik indeks
(Ortalama * SD)

Kontrol 1,02 £ 1,29

Alkol 1,13 £ 0,70

MI 51,13 + 5,23

Alkol+ MI 82,02 + 5,04

Alkol+MI+ Inhibitér 34,02 + 32,81

Gozlcu 26,71 + 18,03

P p<0,001 a,b,c,d,e f,g,hk

Tablo 4. 9: Gruplarin apoptotik indeks dederleri

a: Kontrol ile MI gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,001)

b: Kontrol ile Alkol+MI gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,001)

c: Kontrol ile Alkol+MI+Kalpain gruplar arasinda istatistiksel fark (p<0,001)
d: Alkol ile MI gruplarn arasinda istatistiksel fark (p<0,001)

e: Alkol ile Alkol+MI gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,001)

f: Alkol ile Alkol+MI+Kalpain gruplar arasinda istatistiksel fark (p<0,001)

g: MI ile Alkol+MI grubu gruplarn arasinda istatistiksel fark (p<0,001)

h: Alkol+MI ile Alkol+MI+Kalpain gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,001)
k: Alkol+MI ile ¢6zlict gruplan arasinda istatistiksel fark (p<0,001)
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Sekil 4. 18: TUNEL bulgular

a) Kontrol grubunda normal gértinimli miyokartiyal nikleuslar (ok). TUNEL, Bar: 10 pm
b) Alkol grubunda normal gértinimlli miyokartiyal nikleuslar (ok). TUNEL, Bar: 10 um
c) MI grubunda apoptotik miyokartiyal niikleuslar (ok). TUNEL, Bar: 10 pm

d) MI grubunda apoptotik miyokartiyal niikleuslar (ok). TUNEL, Bar: 10 um
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Sekil 4. 19: Alkol+MI grubu TUNEL bulgular

a) Alkol+MI grubunda apoptotik miyokartiyal nikleuslar (ok). TUNEL, Bar
b) Alkol+MI grubunda apoptotik miyokartiyal nikleuslar (ok). TUNEL, Bar
c) Alkol+MI grubunda apoptotik miyokartiyal nikleuslar (ok). TUNEL, Bar
d) Alkol+MI grubunda apoptotik miyokartiyal nikleuslar (ok). TUNEL, Bar
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Sekil 4. 20: Alkol+MI+Kalpain inhibitdr ve ¢ozlict gruplari TUNEL bulgular

a) Alkol+MI+Kalpain inhibitdér grubunda apoptotik miyokartiyal niikleuslar (ok). TUNEL, Bar:
20 um

b) Alkol+MI+Kalpain inhibitér grubunda normal gérinimli miyokartiyal niikleuslar (ok
basi). TUNEL, Bar: 10 pm

c) Cozlici grubunda normal gorinimli miyokartiyal niikleuslar (ok basi). TUNEL, Bar: 20
Mm

d) Cozlcl grubunda normal gérinimld miyokartiyal nikleuslar (ok basi). TUNEL, Bar: 10
Mm

4.3.3. Morfometrik bulgular

Relatif infarkt alani hesaplanmasinda kontrol ve ¢b6zicli gruplarinda
hasar alani olmadigindan %0 kabul edilmis, MI grubunun ise tamamen hasar
gordiigd kabul edilerek %100 alinmistir. Alkol grubunda bu alan ylzdesi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamh olacak sekilde
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yuksek bulundu (p<0,01). Alkol+MI grubunda ise infarkt alani ylzdesinde
cok daha fazla ylkselme goérildi. Bu vyukselme kontrol grubu ile
karsilastinldiinda istatiksel olarak anlamhydi (p<0,001). Inhibitdr
grubundaki infarkt alani yuzdesi, alkol+MI gubuna goére istatiksel olarak
anlamh olacak sekilde azalma gésterdi (p<0,05) (Sekil 4. 21). Kalpain
inhibitéri uygulanan grubun % infarkt alaninin, alkol+MI grubuna goére
anlamli sekilde azalmis olmasi, kalpain inhibitérinin hasari azaltma ydninde
etkili oldugunu gostermektedir.

Relatif infarkt Alam

160

140

120
100
ad
&l
4d
20
0

Kontrol Alkol Pl Alkol+M1 inhibitdr Cdziici

(M1 uygulanan ratlara gore diger
gruplardaki degisim %'si)

Sekil 4. 21: Relatif infarkt alani sonuclari

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,01
b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
c: Alkol+MI grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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5. TARTISMA

Iskemik kalp hastaliklan (IHD), diinya capinda mortalite ve mordibiteye
neden olan hastaliklardandir (Thippeswamy vd., 2009). Bu hastaliklardan
birisi uzamis iskemi sonucu meydana gelen miyokart hlicre hasarn olarak
tanimlanan MI'dir. MI genellikle toplumun Uretken yas grubunda sikga
gorulen, akut donem sonrasi komplikasyonlara bagli olarak ciddi sorunlara
yol acan ve olimle sonuglanabilen 6nemli bir toplum sagligi sorunudur.
Diinya Saglik Orgitiiniin (WHO) verilerine gére her yil 16,7 milyon insan kalp
krizi nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Bu sayl dinyadaki olimlerin Ucte
biri demektir (Upaganlawar vd., 2011).

Ratlarda deneysel olarak miyokart infarktistd olusturmak igin
Isoproterenol yaygin olarak kullaniimaktadir (Halic vd., 2006). ISO ile
olusturulan miyokart infarktlisi sonrasi rat kalbinde olusan patofizyolojik
degdisiklikler insanlarda miyokart infarktlisl sonrasi olusan patofizyolojik
degisikliklere benzerlik gostermektedir. ISO, kalp kasinin infarktliis benzeri
hicre hasarina neden olmaktadir. ISO’nun olusturdugu bu hasar membran
gecirgenliginin bozulmasina yol acarak miyokart membran butinliginin ve
fonksiyonunun kaybina yol acar. Hicre membraninin hasara udramasi
sonucu miyokart dokusunda bulunan hicre igerikleri dolasima saliverilir.
Hicre hasarina bagli olarak kan dolasimina saliverilen kreatin kinaz
izoenzimleri, laktat dehidrogenaz, miyoglobin, troponin I ve troponin T gibi
bazi enzim ve proteinler miyokart infarktisinin tanisinda klinik olarak
onemli rol oynarlar (Sentiirk, 2008). Dinya Saglik Orgiti'ne gére MI'In
teshisi klinik, EKG dedisikligi ve CK-MB yiksekligi kriterinden en az ikisinin
varligi ile konulmaktadir (Aksoy vd., 2006). Biz de calismamizda CK-MB
ylksekligi ve buna eslik eden EKG degisikligi ile MI teshisi koymayi
hedefledik. CK-MB’ nin ISO verilmesinden sonra 4-6 saat icinde yikselmeye
basladigi, 12-24 saatleri arasinda pik yaptigi ve 36-72 saatleri arasinda
normal dizeylere indigi belirtiimektedir (Ilhan vd., 2014). Sharmila ve
arkadasi tarafindan yapilan calismada ISO ile indiklenen MI modelinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda MI grubunda kardiyak enzimlerden CK-
MB dizeyinin serumda artarken kalpte azaldigi bulunmus ve bu enzimin
aktivitesinin kalpte azalmasinin sebebi olarak ISO ile olusturulan miyokart
hasarindan sonra miyofibril dejenerasyonu ve miyosit nekrozu nedeniyle bu
enzimlerin salinimina bagh olabilecegi belirtilmistir (Sharmila & Rajadurai,
2012). Mehdizadeh ve arkadaslan tarafindan vyapilan c¢alismada
isoproterenoliin miyokartiyal membrandaki nekrotik hasara bagli olarak MI
grubunda serum CK-MB dilizeylerini 6nemli dizeyde arttirdigi belirtilmistir
(Mehdizadeh, Parizadeh, Khooei, Mehri & Hosseinzadeh, 2013). Asdag ve
arkadaslan tarafindan yapilan galismada ISO verilerek MI olusturulan ratlarin
serum CK-MB diizeylerinde artis gdzlenmistir (Asdag, Inamdar, Asad &
Anjundan, 2008). Bu calismalar ile uyumlu olarak biz de c¢alismamizda
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miyokart infarktls belirteci olan serum CK-MB dlzeyini ISO uygulayarak MI
olusturdugumuz grupta, kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olacak
sekilde yuksek bulduk ve bu ylkseklik ISO’nun miyokartiyal membran
gecirgenligini ve bitlinligint bozdugunu desteklemektedir.

Gunde bir iki kadeh gibi hafif ve orta derecede alkol kullanimi
kardiyovaskdiler hastaliklara bagl 6lim riskini azaltirken ylksek dozda alkol
kullanimi bu 6lim riskini arttirmaktadir (Celik vd., 2002). Miyokartiyal
iskemi veya miyokart infarktiisi bulunmayan ve agir alkol kullanan kisilerde
yapilan calismada serum CK-MB duzeylerinde artis géridlmustir (Osborn vd.,
1995). Peres ve arkadaslan tarafindan insanlar U(zerinde vyapilan bir
calismada 21 gunlik kirmizi sarap tuketiminden sonra serum CK-MB
dizeylerinde artis gézlenmis ve bunun sebebi olarak ise kas hasarl veya
alkolik rabdomiyaliz gdsterilmistir (Peres vd., 2012). Daha o6nce ratlar
Gzerinde yaptigimiz akut alkol calismamizda alkol grubu serum CK-MB
dizeylerinde kontrol grubuna gdére 6nemli dlizeyde ylkselme goézlenmistir
(Kartkaya, Kanbak, Oglakci, Burukoglu & Ozer, 2014). Bu calismalar ile
uyumlu olarak calismamizdaki alkol grubu CK-MB dederlerinde de ylkselme
gbzlenmistir. Bu grupta gorllen yuksek CK-MB dizeyinin kardiyomiyopati
tablosunu gosterdigini dislinmekteyiz. Alkol+MI grubunda goérilen CK-MB
dlzeyindeki yukselme kontrol ve alkol gruplarina goére daha fazla iken kalpain
inhibitéri-1 uygulanan grubumuzda CK-MB dilzeyinde énemli dlclide azalma
gortlmektedir. Bizim calismamiz ile uyumu olarak Neuhof ve arkadaslar
tarafindan yapilan iskemi cgalismasinda bir baska kalpain inhibitéri olan A-
705239'un CK-MB salinimini énemli dizeyde azalttigi belirtilmistir (Neuhof
vd., 2004). Mair tarafindan yapilan calismada kalpain inhibitéri E64 ile
kalpainlerin inhibisyonunun iskemiden sonra bir baska kardiyak enzim olan
troponin I salinimini azalttigi belirtiimektedir (Mair, 1999). Sonug¢ olarak
miyokartiyal hasar belirteclerinin salinimi kalpain inhibisyonu ile azaltilmistir.
Bizim calismamizda da CK-MB dilzeyinin inhibitér grubunda dlsmesi
alkol+MI'In olusturdugu miyokart hasarina karsi verilen inhibitor tedavisinin
basarili oldugunu gostermektedir.

Serum kardiyak enzimlerinin yaninda elektrokardiyografik degisiklikler
de miyokart infarktisunun belirlenmesi igin yaygin olarak kullaniimaktadir.
(Upaganlawar & Balaraman, 2010). EKG basit, invaziv olmayan, ucuz ve cok
yonlu testtir. EKG dalgalarindan P dalgasi atrial depolarizasyonu, QRS slresi
ventriklllerin depolarizasyonu ve QT segmenti ventrikdllerin repolarizasyonu
temsil etmektedir (Venkatesh, 2011). Thippeswamy ve arkadaslarn tarafindan
yapilan calismada kontrol grubu ile ISO uygulanan grup karsilastirildiginda,
ISO grubunda P dalgasinin yogunlugunda, QRS kompleksinde, R-R araliginda
azalma, Q-T araliginda uzama ve kalp hizinda artis gdzlenmistir ve bu
degisikliklerin hasarlanan miyokartiyumdaki hiicre membran kaybi nedeniyle
oldugu dusinitlmektedir (Thippeswamy vd., 2009). Ghule ve arkadaslar I1SO
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uygulanan grupta uzamis QT aralidi ile miyokart hasarini desteklemektedirler
(Ghule, Kulkarni, Bodhankar & Pandit, 2009). Avula ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada ISO uygulanan grupta kalp hizinda ve Q-T
segmentinde artis olurken, QRS kompleksi ve RR aralijinda azalma olmustur
(Avula, Asdag & Asad, 2014). Lim ve arkadaslan tarafindan vyapilan
calismada kontrol grubuna goére ISO uygulanan grupta P dalgasi ve QRS
kompleksinde 6nemli dlizeyde azalma olmustur ve bu dedisikliklerin kardiyak
hiicre membran kaybina bagl olabilecedi goésterilmistir (Lim, Koa & Kim,
2013). Bu cgalismalar ile uyumlu olarak galismamizda da ISO uygulanan
grubumuzda kontrol grubuna gére % 25 azalmis P-P aralidi, % 48 azalmis
QRS kompleksi, %13 uzamis Q-T aralidi, % 45 azalmis R-R araligi tespit
edilmistir.

Alkol kullanimi uzamis Q-T aralidi, uzamis ventrikller repolarizasyon ve
sempatik uyarima neden olmaktadir. Alkol kullanimi kalp hizini arttirmaktadir
ve bu artisin periferik direngte azalma ve kardiyak debide (output) artmaya
bagli olabilecegi disltnilmektedir (Venkatesh, 2011). Swathi ve arkadaslar
tarafindan insanlarda yapilan calismada alkol kullanan kisilerde QRS slresi
azalmig, kalp hizi artmistir (Swathi & Nasar, 2014). Calismamizdaki alkol
grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda P-P araliinda % 10 azalma,
QRS kompleksinde %28 azalma, Q-T araliginda %10 uzama, R-R araliginda
%10 azalma, kalp hizinda %11 artis goridlmdustir. Sonug¢ olarak alkol
kullanan kisilerde kardiyovaskduler hastalik riski yliksektir.

Alkol ve MI 'In birlikte oldugu grubumuzda ise CK-MB dlizeylerinde
oldugu gibi kalp hasarini gésteren EKG degisikligi de daha fazla olmustur ve
ve bu degisiklikler Gzerinde kalpain inhibitdér 1‘in koruyucu etkisi oldugu
gordlmastir. QRS siresi ve QT araligi inhibitdr grubunda artmistir. Bununla
birlikte inhibitér grubu kalp hizinda kontrol dizeyine yakin bir azalma
gorilmektedir. Kalp hizindaki disis iskemik hasarda azalma oldugunu
gosterir. Daha 6nce yapilan bir calismada da kalpain inhibitér 1 ve ¢6ézicl
grubuna verilen DMSO’nun iskemiden sonra kalp hizini azaltmasi bizim
sonuglarimizi desteklemektedir (Yoshida vd., 1995).

Isoproterenol kardiyak kas hicrelerini uyararak membran
gecirgenliginde degisikliklere neden olur ve ISO verilmesi artmis hlcre igi
kalsiyum ile sarkolemma gecirgenligine, miyokart Ilif hasarina neden
olmaktadir (Campos, Romano, Prado & Rossi, 2008). Hlcre ici kalsiyum
konsantrasyonu cesitli hicresel fonksiyonlarin dizenlenmesinde bir ikinci
haberci olarak merkezi rol oynar (Berridge, Bootman & Lipp, 1998).
Miyokartiyal iskemi veya hipoksi boyunca miyokartiyal kalsiyum
konsantrasyonunda karakteristik bir yukselme gérular (Arthur & Belcastro,
1997). Miyokartiyal kalsiyum konsantrasyonundaki artis, miyokartiyal
proteinlerde hasara neden olacak kalpainleri aktive eder ve aktivasyon
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miyokartiyal yapi ve fonksiyon kaybiyla sonuclanir (Sandmann, Prenzel,
Shaw, Schauer & Unger, 2002). Kalpainler, kalsiyum bagimh thiol-
proteazlardir. Kalpainlerin aktivasyonu mitoz, hicre farklilasmasi ve protein
turn-overn gibi bircok hticresel proses icin gereklidir fakat kalpainlerin kontrol
edilemeyen aktivasyonlar patolojik sureclere neden olur. Kalpainler
miyokartiyal reperfiizyon hasari, kardiyak hipertrofi ve miyokartiyal iskemi
streglerinde o6nemli rol oynarlar (Khalil vd., 2005). Calismamizda ISO
uygulamasi ile MI olusturulan ratlarin kalp sol ventrikll dokusunda kalsiyum
bagimh kalpain aktivitesi 6lcildi ve MI grubu kalpain aktivitesi sonuclarimiz
kontrol ve ¢bzilicl grubuna gére daha ylksek bulundu ancak istatiksel olarak
anlaml degildi. Alkol grubu kalpain aktivitesi de kontrol ve ¢ozlici grubuna
gore istatiksel olarak anlamli olmayacak sekilde yuksek bulundu ve alkol
grubunda goérllen kalpain aktivitesindeki artisin etanoliin hicre ici kalsiyum
konsantrasyonunu artirici etkilerinden dolayl olabilecegini distnlyoruz.
Alkol+MI grubumuzda ise hem ISO hem de alkolln hicre kalsiyum depolari
Uzerinde destabilize edici etkisinden dolay! kalpain aktivitesi sadece alkol ve
sadece MI grubumuza goére daha ylksek bulundu. Meydana gelen bu yulksek
kalpain aktivitesini ve sonrasinda olusacak hicre 6luminid engellemek
amaciyla kalpain inhibitort kullandigimiz alkol+MI+inhibitér grubunda,
kalpain aktivitesi dlizeyinin alkol, MI ve alkol+MI gruplarina goére istatiksel
olarak anlamli olacak sekilde azaldigi gortlmustir. Bu durum doku hasarini
azaltmayl amacladigimiz calismamizin ana noktasidir. Clnkl miyokart
infarktlisu, hipertansif kardiyomiyopati ve iskemi reperflizyon hasarini iceren
cesitli patolojik durumlarda kalpain aktivitesinin arttigini gosteren sayisiz
calisma yapilmis ve kalpain inhibitdrlerinin etkinligi gésterilmistir. Iskemi ile
iliskili hastaliklarda endojen ve sentetik kalpain inhibitérlerinin potansiyel
terapotik etkileri arastinimistir. Izole kalp modellerinde kalpain inhibitéri A-
705253 (CAL 9961)’Un iskemi-reperfizyon sonrasinda miyokartiyal ve
mitokondriyal fonksiyonlar korudugu goézlenmistir (Khalil vd., 2005). Kalpain
aktivitesi sarkomer yapisindaki degisiklige aracilik eder, iskemi reperflizyon
hasarinda kontraktil bozuklugu etkiler. Kalp yetmezligi olan hastalardan izole
edilen ventrikiler dokuda kalpain salgisinda dnemli dlzeyde artis olmustur
(Patterson, Portbury, Schisler, & Willis, 2011). Farelerde vyapilan bir
calismada kalpain inhibitéri enjekte edilmesinin miyokart hasarini ve bu
hasardan dolayl meydana gelen o6limleri azalttigi gosterilmistir (Debiasi,
Edelstein, Sherry & Tyler, 2001). Yoshikawa ve arkadaslar tarafindan yapilan
bir calismada ise kalpain inhibitéri 1'in iskemi-reperflizyon hasarina karsi
kalp Gizerinde koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Yoshikawa vd., 2005).

Kalpte intraselliler kalsiyum seviyesindeki dedisiklik ayni zamanda
apoptoza neden olan yolaklan tetikler. Sitokrom ¢ salinimini etkileyen Bad
defosforilasyonunda kalsiyumun rol oynadigi disidntlmektedir. Benzer
sekilde, (Ca*?) bagimli sistein proteaz kalpain, Bax yarilmasini saglayarak
Bax’in proapoptotik aktivitesini gerceklestirmesine neden olur. (Ca*?)'un
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ayrica, apoptoz sirasinda mitokondriyal membran gecis porlarini etkileyerek
sitokrom c¢ saliniminda rol oynadigi belirtiimektedir (Gill, Mestril & Samali,
2002). Sitokrom c’nin mitokondriden salinimi igin dncelikle kardiyolipinden
ayrilmasi gereklidir. Kardiyolipinin gesitli patolojik durumlarla iliskisi oldugu
yapilan calismalarla goésterilmistir (Gonzalvez & Gottlieb, 2007). Oksidatif
stres ve lipit peroksidasyonunun néronal kayip ve mitokondriyal
disfonksiyona neden olan énemli faktérler oldugu bilinir. Yaslanma ile birlikte
beyinde kardiyolipinin azaldigi rapor edilmistir ve bunun nedeninin serbest
radikal stresine maruz birakilan beyin  mitokondrilerindeki lipid
peroksidasyonunun oldugu gosterilmistir (Sen, Sen, Tripathi, Chatterjee &
Chakrabarti, 2006). Kronik alkol kullaniminin, kardiyolipinin yag zinciri
icerigini azalttigi ve karaciger mitokondrisinde daha gok doymus kardiyolipin
profiline neden oldugu go6sterilmistir. Bu degdisiklikler alkol tarafindan
mitokondriyal membran dayanikhligin bozuldugunu ifade eder (Taraschi,
Ellingson, Janes & Rubin, 1991). Calismamizda sitokrom c saliniminda 6nemli
rol oynayan mitokondriyal kardiyolipin icerigi olcildi ve alkol ve MI
gruplarimizda mitokondriyal kardiyolipin icerigi kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamh olacak sekilde distk bulunmustur. Alkol+MI
grubumuzda bu disme c¢ok daha fazladir. Mitokondriyal kardiyolipin
miktarinda disme olmasi, mitokondriyal kardiyolipinlerin perokside
olduklarini ve sitokrom c salinima izin vererek sitozole salinan sitokrom c
miktarinin  fazla olduunu goéstermektedir. Inhibitér grubumuzdaki
mitokondriyal kardiyolipin iceriginde alkol, MI ve alkol+MI gruplan ile
karsilastinldiginda istatiksel olarak anlamli olacak sekilde artis gézlendi. Bu
artisin sitozole salinan sitokrom c miktarinin az olmasi ile ilgili oldugu
disinmekteyiz.

Iskemi, kardiyolipinin azalmasinin bir sonucu olarak i¢ membranin
vizkositesini arttinr. Mitokondriden sitokrom ¢ kaybina neden olur (Sparagna
& Lesnefsky, 2009). Uzun ddénem alkol kullanimi da mitokondri membran
gecirgenligini arttirarak sitokrom c salinimina neden olmaktadir (Yan, Zhu,
Liu, Zhang & Liu, 2007). Biz calismamizda MI ve alkoliin mitokondri tzerinde
etkilerini belirleyebilmek igin mitokondriden sitozole sizan sitokrom c
salinimini 6lgtik. Mitokondrilerde kalan sitokrom c¢ miktarini da Olgerek
birbirine oranladik. Bu oran sayesinde sitozole sizma arttiginda mitokondri
fraksiyonunda sitokrom c igerigi azalacadi icin bunlarin arasindaki oran da
belirgin dlzeyde artmaktadir. Daha 6nce yapilan calismalarda oldugu gibi
(Burgess vd., 1999) bizim calismamizda da bu oran mitokondriyal hasan
temsil etmektedir ve alkol, MI ve alkol+MI gruplarimizda kontrol grubuna
gbre yukselme goérilmekle birlikte en fazla yikselme alkol+MI grubumuzda
olmustur. Bunun nedeninin hem kalp krizi hem de kronik alkol kullaniminin
mitokondri Gzerindeki etkisinden kaynaklandigini disinmekteyiz. Alkol+MI+
inhibitér grubu sitokrom ¢ salinnm orani kontrol grubundan da dustk
bulunmustur. Bu azalma kalpain inhibitérinin mitokondriyal kalpainler
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Uzerindeki etkisinden dolayr olabilir. Clnkd mitokondriyal kalpainlerin
aktivasyonunun sitokrom c salinimina yol actigini gosteren yayinlar vardir (
Kar vd., 2010). Sitokrom c¢ salinim sonuglarimiz ile mitokondriyal kardiyolipin
icerigi sonuglarimiz birbirini desteklemektedir.

Miyokartiyal apoptozun sitozolde sitokrom c birikmesi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Abbate, Biondi-Zoccai & Baldi, 2002). Sitozole salinan
sitokrom ¢, kaspaz 3’Un aktivasyonu icin gerekli kaspaz 9 aktivasyonunda
gorev aldigi icin (Gill, Mestril & Samali, 2002) bu sonuclarimiz kaspaz 3
sonuglarini da etkilemistir. MI grubunda oldugu gibi alkol grubunda da
gortlen sitokrom c¢ oranlarindaki vylkseklik, kaspaz 3 yuksekligi ile
baglantilidir. Alkol+MI grubunda gorilen en ylksek sitokrom c orani yine en
ylksek kaspaz 3 ylksekligi ile baglantiidir. Alkol grubu kaspaz 3 dlizeyinin
yuksek olmasinin sebebi alkollin kaspaz 3 aktivitesi lizerindeki etkisi olabilir.
Cunkl etanol kaspaz 3 aktivitesini indikleyerek hicre 6limuine neden
olmaktadir (Chen, Wang & Wang, 2000). Inhibitér grubunda goérillen kaspaz
3 aktivitesi dizeyindeki azalma kalpain inhibitérinin hicre 6limud UGzerindeki
koruyucu etkisini godstermektedir. Daha ©6nce vyapilmis calismalarda
kalpainlerin prokaspaz 3’0 aktive ettigi gosterilmis ve kalpain inhibitérleri
kullanarak kalpainlerin ve dolayh olarak da kaspaz 3 aktivasyonunun
engellenmesi ile hiicre 6lumu Gzerindeki koruyucu etkisi gdsterilmistir (Ray,
Matzella & Wilford, 2001).

Miyokartiyal infarktis sonrasi goérilen en blUydk  o6zellikler
miyokartiyumun boyutu, sekli ve interstial fibréz birikimi ile birlikte
hacmindeki dedisikliklerdir. Uzgur ve arkadaslan tarafindan yapilan
calismanin histopatolojik incelemesinde, ISO grubunda miyokart infarktisul
ile uyumlu belirgin atrofi ve fibrotik degisiklik gézlenmistir (Uzgur, Usta &
Gokmen, 2011). Zhang ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada kontrol
grubu ile karsilastirildiginda MI grubunda artmis doku igi fibréz birikmesi
gozlenmektedir (Zhang, Zhou, Lei, Yuan, Wang, 2008). Yapilan bir diger
calismada MI hasarn ile paralel olarak fibr6z doku olusumu goérilmustar
(George vd., 2003). Literatlir arastirmasi yapildiginda miyokart infarktis(
calismalarinda infarkt alaninin fibréz dokudaki artisi ile iliskili oldugu
gorilmustar (Nielsen vd., 2003). Ayni zamanda kaspaz 3’Un asir
salgilanmasi da infarkt alanini arttirarak kardiyak fonksiyonlarda azalmaya
neden olmaktadir (Abbate vd., 2002). Bu calismalarla uyumlu olarak bizim
calismamizda da kontrol grubu ile karsilastirildiginda alkol, MI ve alkol+MI
grubu infarkt alani ylzdesi istatiksel olarak anlamli olacak sekilde artmistir ve
en fazla artis alkol+MI grubunda gérilmektedir. Kalpain inhibitéri uygulanan
grupta ise alkol+MI grubuna gdére istatiksel olarak anlamli olacak sekilde
infarkt alani ylzdesi azalmistir. Gill ve arkadasglan tarafindan yapilan
calismada da kalpain inhibitéri uygulamasinin infarkt alanini azaltmada etkili
oldugu gosterilmistir (Gill vd., 2002). Kopeklerde yapilan calismada kalsiyum
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ile aktive olan nétral proteaz inhibitér E-64 ile 6n tedavi yapilarak infarkt
alani azaltilmistir. Kalpain inhibitérlerinden A-705239 ve A-705253'in
miyokart infarktisline karsi koruyucu oldugu calismada gosterilmistir.
(Neuhof vd., 2004). Khalil ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada
kalpain inhibitori A-705253'in infarkt alanini azalttigi, sol ventrikl
kontraktilitesini arttirdigi ve boylelikle miyokartiyal koruma sadladid
belirtilmektedir (Khalil vd., 2005). Neuhof ve arkadasi tarafindan yapilan
calismada kalpeptin verilmesinin apoptotik hlicre 6lmimund, infakt alanini ve
miyokartiyal fonksiyon bozuklugunu azalttigi belirtilmistir (Neuhof & Neuhof,
2014). Arora tarafindan yapilan calismada rat kalplerinde miyokartiyal hasar
sonrasinda infarkt alaninda azalma gérulmustir (Arora, 2016).

ISO uygulamasi histolojik olarak miyokartiyal liflerde bozulmaya,
inflamatuvar hicrelerin birikmesine, interstisyel 6deme ve hemorajiye neden
olmaktadir (Upaganlawar vd., 2011). Ribeiro ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada ISO verilen ratlarin miyokartiyal histopatolojik incelemesinde
yaygin miyofibriller bozulma, interstisyel 6dem ve nétrofil infiltrasyonu
gortilmustar. (Ribeiro, Buttros, Oshima, Bergamaschi & Campos, 2009).
Sagor ve arkadaslarn tarafindan yapilan galismada ISO uygulanan grubun sol
ventrikilinde yaygin miyokartiyal yapi anormallikleri, kardiyak doku ddemi
ve inflamatuvar hicrelerin birikmesine neden oldugu gortlmustir (Sagor,
Tabassum, Potol & Alam, 2015). Pipaliya ve Vaghasiya tarafindan yapilan bir
calismada ISO uygulanan ratlanin infarkt boyutunda artis gdézlenmistir.
Histopatolojik incelemede ise 6dem, inflamatuvar hicre infiltrasyonu, kas
fiberlerinde parcalanma goértlmustir (Pipaliya & Vahasiya, 2012). ISO
uygulayarak MI olusturdugumuz calismamizda da ayni histopatalojik
degisiklikler olmustur.

Hem kronik alkol kullanimin hem de miyokart infarktisinin ayrn ayrn
kalp dokusu Uzerinde etkisi gdsterilmistir. Kronik alkol kullaniminin deneysel
calismalarda kalp (zerinde apoptozu artirici etkisi oldugu bildirilmistir. MI
nedeniyle miyokartin beslenememesi iskemik bélgelerin olusmasina ve bu
bolgelerde geri donisimli ve donustimsuz hasarlara neden olur. Bu sonuglar
bizlere hem kronik alkol kullanimi hem de MI nedeniyle kalp dokusunda
miyokartiyal apoptozun olusabilecegini géstermektedir. Olusan miyokartiyal
apoptozla badlantili olarak kalpain inhibitor 1‘in (N-Asetil-L&sin-Losin-
Norldsinal) koruyucu 6zelligi apoptotik sonuglarla iliskilendiriimeye calisildi.
Calismamiz MI ve kronik alkol kullaniminin birlikte karsilasildigi durumlarda
kalpain inhibitérid 1'in koruyucu roli Uzerine literatUrlerdeki ilk bilgileri
verecektir. MI ve/veya kronik alkol kullanimi ile kalpain inhibitérid 1
uygulamalan karsilastirilarak, MI ve alkolden dogan hasara karsi degisik
tedavi metodlarinin gelistiriimesinde bu calisma katki saglayacak ve
ekonomiye katkida bulunacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada biyokimyasal, histolojik ve anatomik yontemler
kullanilarak, miyokart infarktlist uUzerine kronik alkol tiketiminin ratlarin
kalplerinde olusabilecek miyokartiyal apoptoza etkisinin belirlenmesi ve
olusmasi beklenen miyokartiyal apoptozun kalpain inhibitér 1 uygulamasi ile
onlenmesi amaclanmistir. Miyokart hasari serum belirteglerinden birisi olan
CK-MB dlzeyinin ylkseldigi gordlmuistir. Kalp dokusunda biyokimyasal
metotlarla 6lgllen mitokondriyal kardiyolipin igeriginin azaldigi, kalpain,
kaspaz 3 aktiviteleri ile sitokrom c saliniminin arttigi ve boylece hiicre 6limi
yolaginin aktivasyonu go6zlenmistir. Histolojik metotlarla inceledigimiz
apoptotik indeks ve isik mikroskobu incelemeleri, biyokimyasal verilerimizi
destekler niteliktedir. Bu sonuclarimiz alkol ve MI'In birlikte oldugu durumda
cok daha fazla hasar meydana getirdigini kanitlar 6zelliktedir. Bu calismadan
elde edilen veriler, alkol ve MI indUklemeli miyokart hasari modelinde
gerceklesen kalpain aktivasyonunun kardiyak patolojinin gelisiminde 6nemli
bir role sahip potansiyel terapétik hedef oldugunu, doku hasarini azaltmak
icin kullanilan kalpain inhibitér 1‘in kardiyoprotektif etkisinin olabilecegini
gostermektedir. Cinkl kalpain inhibitér 1 verilen tedavi grubunda, alkolln,
MI'ln ve daha da o6nemlisi alkol+MI'In neden oldudgu hicre oluma
belirteglerinden kalpain, kaspaz aktiviteleri ile sitokrom ¢ saliniminda
azalmalar gorildigd, mitokondriyal kardiyolipin iceriginin arttigi géralmustir.
Benzer sekilde histokimyasal apoptotik indeksinde ve 1sik mikroskobu
incelemelerinde morfolojik olarak belirgin iyilesmeler gértlmiustur.

Calismamizda kalpain inhibitérinidn alkol, MI, alkol ve MI'In birlikte
oldugu durumda kardiyoprotektif etkinligi tespit edildi ve bu bulgularin
sonraki calismalar icin bir basamak olusturacagina inaniyoruz. Ayrica elde
edilen sonucglar hem kalp krizi ve hem de kronik alkol kullanimi sonucu
olusan miyokartiyal apoptozda kalpain inhibitéri 1'in kardiyoprotektif rolinin
olup olmadigi konusunda literatirlere ilk bilgileri verecektir. Kalpain
inhibitord 1‘'in beklendigi gibi alkol ve MI'ln sebep oldugu hasari baskilayici
bir etki go6stermesi; ileriki deneylerde miyokartiyal apoptozun &nine
gecilmesinde tedavi stratejilerinin gelistiriimesine ydnelik galismalara zemin
olusturacaktir.
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