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OZET

Iskemi ve reperfiizyon (IR) hasar1 trombolitik tedavi, organ nakli, koroner
anjioplasti ve kardiyopulmoner bypass gibi ¢esitli tibbi ve cerrahi girisimler
sirasinda goriilen onemli bir problemdir ve Renin Anjiyotensin Sistemi bu hasarda
onemli rol oynamaktadir. AT2 reseptorleri, ATl'lere zit olarak, vazodilator,
antiproliferatif, proapoptotik etkiler gdstermektedir. Kardiyak hipertrofi, miyokard
infarktiisii, konjestif kalp yetmezligi gibi patolojik durumlarda AT2 reseptor
sayisinda artis olmaktadir. Calismamizda, AT2 reseptor agonisti Novokinin’in
miyokardiyal IR da nekroz alani, endotelyal disfonksiyon ve oksidatif stres ile
iligkili CAV-1, HSP90, ADMA, Rhokinaz, NADPH oksidaz ve inflamasyonla
artan NFkB ve TLR-4 diizeylerine etkilerinin incelenmesi amaglandu.

Calismada 28 adet Sprague-Dawley cinsi erkek si¢an 4 gruba (n=7) ayrildi:
Kontrol, Novokinin, IR, IR+Novokinin (IRN). Ila¢ uygulamalar1 genel anestezi
altinda juguler vene yerlestirilen kaniil yardimi ile inflizyon pompasi kullanilarak
iskemi dncesinde ve IR siiresince yapildi. Sol ana koroner arterin okliizyonu ile 30
dk iskemiyi takiben 120 dk reperfiizyon saglandi. Deney sonunda kalp
dokularindan CAV-1, HSP90 ve NFxB diizeyleri RT-PCR, ADMA, TLR-4,
Rhokinaz ve NADPH oksidaz diizeyleri ELISA yontemi, nekroz alani Imagel
gOriintli analiz programu ile lgiildii.

IRN grubununun ortalama kan basinci degerleri iskemi ve reperflizyon
baslangicinda ve iskemi sonunda IR grubuna gore anlamli olarak azaldi. NF«B,

HSP90, NADPH oksidaz ve TLR-4 diizeyleri IR ile artt1 ve novokinin uygulamas1



ile anlamli olarak azaldi. CAV-1 diizeylerinde gruplar arasinda fark yoktu. IR
grubunda ADMA ve Rhokinaz diizeylerindeki artislar novokinin uygulamasi ile
engellendi. Novokinin IR’a bagli nekroz oranin azaltt.

Sonuglarimiz, IR hasarinda ADMA, HSP90, NFxB, TLR-4, Rhokinaz ve
NADPH oksidaz diizeylerinin 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir. AT2
reseptdr agonisti Novokinin miyokardiyal IR hasarinda oksidatif degisiklikleri,

inflamasyonu ve endotel fonskiyonlarmi olumlu yonde etkileyebilir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi-reperﬁzyon, AT?2 reseptor, ADMA, NFxB, HSP90



2. ABSTRACT
THE EFFECTS OF AT2 RECEPTOR AGONIST NOVOKININ ON
OXIDATIVE STRESS, INFLAMMATION AND NECROSIS AREA DUE
TO MYOCARDIAL ISCHEMIA-REPERFUSION

Ischemia and reperfusion (IR) injury is a serious problem that is occured
during a variety of medical and surgical procedures, such as thrombolytic therapy,
organ transplantation, coronary angioplasty, and cardiopulmonary bypass and the
renin-angiotensin system plays an important role in this damage. In contrast to the
ATI receptors, AT2 receptors have vasodilator, anti-proliferative, proapoptotic
effects. In pathological conditions such as cardiac hypertrophy, myocardial
infarction, congestive heart failure there is an increase in the number of AT2
receptors. This study was designed to investigate the effects of AT2 receptor
agonist Novokinin on necrosis area, CAV-1, HSP90, ADMA, NADPH oxidase
and Rhokinase associated due to endothelial dysfunction and oxidative stress, and
increased NFxB and Toll-like 4 receptor (TLR-4) levels induced by inflammation
on myocardial IR.

The experimental animals were divided into four groups in this study:
Control, Novokinin, IR and IR+Novokinin (IRN). Drug administrations was
performed with infusion pump via cannula were placed the jugular vein under
general anesthesia before ischemia, and during IR. The left main coronary artery
was occluded for 30 minutes ischemia followed by 120 minutes reperfusion in
rats. At the end of the experimental period, CAV-1, HSP90, and NFxB levels

were measured by RT-PCR, ADMA, TLR-4, NADPH oxidase, and Rhokinase



levels were measured by ELISA, necrosis area was measured by ImageJ, an image
analysis software, in the heart tissue.

Mean blood pressure significantly decreased at the begining of ischemia
and reperfusion and at the end of ischemia in IRN group compared to IR group.
NF¢B, HSP90, NADPH oxidase and TLR-4 levels increased with IR and
significantly decreased with the application of novokinin. CAV-1 levels did not
differ between the groups. The increases in the levels of ADMA and Rhokinase
due to IR have been prevented by the application of novokinin. Novokinin
reduced necrosis area due to IR.

Our results reveals that, ADMA, HSP90, NF¢B, TLR-4, Rhokinase, and
NADPH oxidase levels play important roles on IR injury. AT2 receptor agonist
Novokinin may affect positively oxidative changes, inflammation, and endothelial

function in myocardial IR injury.

Keywords: Ischemia-reperfusion, AT2 receptor, ADMA, NFxB, HSP90



3.GIRiS

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 2008 yili “Diinyada ilk 10 Oliim Nedeni
Raporu™na gore Oliime neden olan hastaliklar arasinda koroner arter hastaligi
(KAH), gelir diizeyi yiiksek ve orta diizeyde olan iilkelerde ilk sirada, diistik
gelirli tlkelerde ise cesitli infeksiyon hastaliklarindan sonra dordiincii sirada yer
almaktadir (1). Tirkiye’ de, 1990 yilinda baglatilan ve 18 yillik sonuglarinin ele
alindig1 Tirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri (TEKHARF)
2009 raporuna gore de, hem erkeklerde hem de kadinlarda 6liim nedeni olarak
KAH ilk siradadir ve KAH’a bagli 6liimler tiim Avrupa iilkelerine gore daha
yiiksektir. KAH’a bagli mortalite oranlar1 6zellikle major risk faktorlerinin
varligima gore degismektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin olusmasinda rol
oynayan risk faktorlerinin ortaya konmasi ile bu faktorler yoniinden toplumun ve
yiiksek riskli bireylerin primer olarak korunmasi, hastalanmis kisilerde ise mevcut
risk faktorlerinin belirlenmesi ve sekonder korunma 6nlemlerinin uygulanmasi
onem kazanmistir (2). Tedavide saglanan biiyiik gelismelere ragmen, Tiirkiye’ de
Olim nedenleri arasinda ilk sirayr 205.457 oliimle kardiyovaskiiler hastaliklar
(tim Olim nedenlerinin %47,73’1) almaktadir ve toplam hastalik yiikiiniin
erkeklerde %20,5’ini, kadinlarda ise %]18’ini olusturmaktadir. Kardiyovaskiiler
hastaliklar grubunda iskemik kalp hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar,
romatizmal kalp hastaliklari, inflamatuar ve hipertansif kalp hastaliklar1 yer
almaktadir. Tirkiye’de ulusal diizeyde %21,7 ve tiim yas gruplarinda kadmnlarda

%22,9 ve erkeklerde % 20,7 ile birinci 6liim nedeni iskemik kalp hastaligidir.



3.1. Miyokardiyal iskemi-Reperfiizyon

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasar1 trombolitik tedavi, organ nakli, koroner
anjioplasti ve kardiyopulmoner bypass gibi ¢esitli tibbi ve cerrahi girisimler
sirasinda goriilen potansiyel olarak ciddi bir sorundur (3). Arteriyel kan akimi
azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz perflizyonu sonucu bu doku veya
organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan iskemi, hiicresel enerji
depolarinin bosalmast ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre
oliimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekir. Ancak,
iskemik dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan
hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol agar (4). Reperflizyon hasarina en fazla
duyarli olan hiicresel yapilar, zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiilleridir (5).

Kalp normal fonksiyonunu siirdiirebilmek i¢in devamli olarak oksijen
teminine ihtiya¢ duyar. Koroner arter kanmnin miyokarddan her gecisinde kalbe
sunulan oksijenin %751 harcanir. Buradan anlasilacagi gibi kalp, oksijen
saglanmasinda meydana gelecek kisitlamalara karsi ¢cok duyarlhidir. Damarlar
icinde bulunan ve miyoglobine bagli haldeki oksijen yalniz 2 ile 6 kalp vurumu
icin yeterli olabilir. Insanlarda koroner okliizyonundan sonraki 10. vurumda
kalbin kontraktil fonksiyonunda azalma olusur (6). Boylece miyokardin oksijen
rezervi iskeminin baslangicindan itibaren birka¢ saniye i¢inde tiiketilir ve doku
oksijen basmcinm 5 mmHg altina diismesiyle oksidatif fosforilasyon, elektron
transportu  ve mitokondriyal Adenozin Trifosfat (ATP) yapimi durur.

Mitokondriyal aktivitenin azalmasi sonucu aerobik metabolizma yerine anaerobik



glikolizis esas enerji kaynagi haline gecer. Glikolizis, glikolitik ara maddelerin
birikmesi ve Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NADH)’in azalmasina yol acar.
Glikolitik aktivitenin devami i¢in gereken NAD’yi olusturmak i¢in piruvat, laktata
indirgenir. Boylece miyokard hiicrelerinde laktik asit birikir ve dolasima gecer.
Miyokardda laktik asit birikimi glikolitik zincirin anahtar enzimlerinin inhibe
olmasina ve doku pH’min diismesine ve siddetli hiicre i¢i asidozisin meydana
gelmesine neden olur. Membran biitiinliigii bozulan hiicrede potasyum (K") kayb1
ve hiicre icinde asir1 miktarda sodyum (Na"), klor (CI), kalsiyum (Ca™) ve su
birikimi meydana gelir (7). Artan hiicre i¢i Ca™ ikinci mesajcilara ve gesitli
enzimlere etki eder. Bu durum 0Oncii inflamatuarlarin birikmesine, membranlarin
islev ve bitiinliiglinlin olumsuz etkilenmesine, ayrica hiicre iskeletinin
organizasyonunun bozulmasina neden olur. Tim bu degisiklikler sirasinda
dokularin enerji depolar1 tiikenirken prostasiklin (PGI,), nitrik oksit (NO) gibi
biyolojik aktif ajanlarin {iretimi azalir, doku icin toksik yeni bilesiklerin olusum
hizinda artis meydana gelir. Ote yandan, siire¢ boyunca adhezyon molekiilleri,
sitokinlere iliskin baz1 genlerin sentez hizi azalirken, endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS), trombomodulin gibi bazi genlerin iskemik hiicrelerde sentez hizi1 artar
(8). Iskemi sonras1 kan akiminin yeniden saglanmas1 anlamma gelen reperfiizyon
iskemik organlar1 daha fazla hiicresel nekroz riskine sokabilir ve boylelikle
fonksiyonun geri dénmesini kisitlayabilir. IR doneminde aktive olan trombositler
hasarli bolgeye dogru go¢ eder ve birikirler. Trombositler ve trombosit {iriinleri
olan tromboksan A, (TxAz) ve serotonin mikrosirkiilatuar spazm, mikrovaskiiler
konjesyon, trombozis ve koroner akimda yavaslama gibi etkileriyle olusturduklar1

vaskiiler disfonksiyonla IR hasarini agirlastirabilirler (9). Uzamus hipoksinin



membran potansiyelini degistirdigi, iyonlarin dagilimin1 bozdugu, hiicre igi
volumii arttirdigi, membran akiskanligini azalttigi1 ve endotel hiicrelerinin hiicre
iskeleti organizasyonunu bozdugu bilinmektedir. Ayrica, hipoksik endotel
hiicrelerinde bazi1 genlerin uyarildig1 (adhezyon molekiilleri, sitokinler vb.),
bazilarinin (eNOS vb.) ise baskilandig1 gosterilmistir (3). Reperflizyon hasarinin
baslangic doneminde hizlica agir endotel hiicre disfonksiyonu meydana
gelmektedir. IR sonrasi arteriyollerde endotel bagimli, NO aracili diiz kas
gevsemesinde bozulma meydana gelir (10). Vaskiiler yataktaki endotel hiicreleri
stiperoksid (O;") ve hidrojen peroksid (H,0O,) kaynagi olan ksantin oksidaz enzimi
yoniinden zengindir. Iskemi srasindaki hipoksantin birikimi reperfiizyon
esnasinda kan damarina tekrar oksijen girdiginde bu enzim tarafindan O," ve H,O;
iiretiminde patlama meydana getirir.

Kalpte, IR hasarma bagh olarak miyokardiyal sersemleme, reperfiizyon
aritmileri, miyositlerde nekroz, koroner endotelyal ve mikrovaskiiler disfonksiyon
gbzlenebilir. Miyokardiyal sersemleme, IR’a bagli olarak geri doniisiimsiiz hasar
olmamasina ve reperflizyonun tam veya tama yakin bir sekilde siirmesine ragmen
kalpte olusan uzamis mekanik fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanir ve
genellikle global iskemik ataklardan sonra goézlenir (11). Fakat kisa stireli
iskemiyi takip eden donemlerde dahi miyokardiyal sersemleme beklenmedik
derecede uzun siirebilir. Iskemik periyodu takip eden reperfiizyon ddénemi
Olimciil aritmilere zemin hazirlayabilir. Olusan aritmiler genellikle
idioventrikiilerdir ve en fazla ventrikiiler tagikardi ile fibrilasyon goézlenir (12).
Kalp hiicrelerinde nekroz gelisimi IR doneminde harekete gecen mekanizmalarin

ortak sonucudur (13). Reperfiizyonun erken donemlerinde ortaya ¢ikan koroner



endotelyal disfonksiyonla beraber NO sentezinde azalma ve 20 dakikadan sonraki
boliimde ise l6kosit varligi gdzlenebilir (12). IR sonrasi olusan endotelyal
disfonksiyon, trombositlerin yol ag¢tigi mikrovaskiiler tikanmiklik, 6dem ve
oksidatif hasar mikrovaskiiler disfonksiyona yol acar (14).

3.1.1. iskemi-Reperfiizyon Hasarimin Fizyopatolojisi

Reperfliizyon hasar1 gecgici bir iskemi doneminden sonra reperflizyon
sirasinda olusan fonksiyonel, metabolik ve yapisal degisiklikleri kapsar. Iskemi
sirasinda olusan zararh degisikliklerin reperflizyonla daha siddetli ve belirgin hale
gelmesi ile kendini gdsteren bu tablo, hiicre i¢inde Ca™ birikmesi, irreversibl
hasar gormiis miyositlerin nekrozunun hizlanmasi, miyokardiyal 6dem artisi,
intramiyokardiyal kanama, no-reflow fenomeni, aritmiler, sitotoksik serbest
oksijen radikali (SOR) olusumu, kan akimi ve oksijen icerigi normale dondiigii
zaman oksijeni kullanamama ile karakterizedir (15). Reperflizyon hasarinin
patofizyolojisini belirlemedeki en 6nemli zorluk, iskemik fazda meydana gelen
hasar ile reperfiizyon fazinda olusan hasarin tam ayrimmin yapilmasinin giic
olmasidir. Teorik olarak Oliimciil reperflizyon hasari i¢in iskemi sarttir ancak
hiicre 6liimii i¢in yeterli degildir. Pratik anlamda ayn1 miyokard 6rneginde hem
iskemide hem de reperfiizyonda olan degisiklikleri birbirinden ayirt etmek
miimkiin olmadigindan reperfiize bir miyokarda hiicre Oliimiiniin iskemi
periyodundan m1 yoksa reperflizyon periyodundan mi kaynaklandigmni ortaya
koymak zordur. Oliimciil reperfiizyon hasarinin varligmi gdsteren en onemli
kriter, reperflizyon siirecini modifiye etmeye yonelik girisimlerin hiicre 6limiini

engellediginin gdsterilmesi yani sonugtan sebebe gidilmesidir (16).



3.1.1.1.0ksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Hiicresel diizeyde ciddi miktarda iiretilen SOR’un yol ag¢tig1 toksik etkiler
viicuttaki antioksidan savunma sistemiyle yok edilmeye calisilir. Antioksidan
savunmanin yetersiz kaldigi durumlarda ortaya ¢ikan oksidatif stres, endotel
disfonksiyonu, ateroskleroz, hipertansiyon, kalp yetersizligi ve reperflizyon hasari
gibi birgok onemli kalp hastali§inin olusumu ve ilerlemesinde rol oynar. Oksidatif
stresin bu hastaliklarin patofizyolojisindeki Oneminin bilinmesi, hastali§in
olusmadan Once hiicresel diizeyde taninmasina veya antioksidan yaklagimlarin
klinik uygulamada yer almasma imkan verebilir. Molekiiler, hiicresel ve doku
diizeyindeki oksidatif hasarin en aza inebilmesi i¢in oksidanlar ve antioksidanlar
arasinda bir denge saglanmalidir. Kalp hastaliklarina kars1 miyokardiyal savunma
bu acidan birka¢ asama gdosterir. Birincil savunma hiicre i¢i antioksidanlardan
[stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon rediiktaz (GSH-rediiktaz), vb.] olusur. Ikincil savunma lipolitik ve
proteolitik enzimleri (proteaz, fosfolipaz, vb.) igerir. Ucgiinciil savunma da,
oksidatif stres sonucunda artan reaktif oksijen tlirleriyle basa c¢ikabilmek
amaciyla, kalpteki gen ve proteinlerden niikleer faktor kappa B (NFkB) ve
aktivator protein I (AP-I) ile Bcl-2 geni sayesinde hiicre i¢i antioksidanlarin
iretiminin artirilmasidir (17).

Reperflizyon saglandiktan hemen sonra re-oksijene dokuda olusan reaktif
oksijen tiirleri endotel hasarina, kemotaktik sitokinlerin salmimma ve endotel
iizerinde hiicresel adhezyon molekiillerinin ekspresyonuna neden olarak

miyokardiyal hasar yapar. ‘Oksijen paradoksu’ olarak adlandirilan bu durum
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Olimcil reperfiizyon hasarinda c¢ok Onemlidir c¢ilinkii reaktif oksijen tiirleri
reperflizyon hasarinda rol alan diger tiim mekanizmalarla iligkilidir (18).

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde paylasiimamis elektron iceren
kimyasal bilesiklerdir. Paylasilmamis elektrona sahip molekiiller kararsiz haldedir
ve baska bir molekiille etkilesime girerek, dis yoriingesindeki elektronu esleme ve
kararli duruma gelme egilimindedirler (19). Fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere
kars1 organizmanin savunmasinda belirli oranda olusan radikallerin organizmaya
verecegi muhtemel zararli etkiler endojen mekanizmalarla Onlenir. Biyolojik
sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklar1 oksijen, NO, uyarilmis
notrofiller, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan oksijenin % 95’inden
fazlas1 mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklagik
%051 de toksik serbest radikallere doniismektedir (Sekil 1) (20).

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasiimamis iki elektron icerir ve
diradikal yapiya sahip bir molekiildiir. Diradikal yapiya sahip olan oksijenin
herhangi bir molekiil ile tepkimeye girebilmesi i¢in, tepkimeye girecegi
molekiiliin de benzer yapiya sahip olmasi gereklidir. Oksijenin  kismi

indirgenmesiyle olusan singlet oksijen, O,, H,O, ve hidroksil radikali (OH") gibi

aktive olmus oksijen tiirleri kalp gibi organlarda toksik etkilere yol acar (21).
SOR, hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiiriir, membran lipid ve
proteinlerini denatiire ederek hiicre fonksiyonunu engeller, ¢cekirdek membranini
parcalayarak DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirir, immiin sistemdeki
hiicreleri yok ederek immiin sistemi bozar. Sonucta, oksidatif stres DNA

mutasyonlari, hiicre 6liimleri ve hastaliklar1 gibi hasarlara neden olur. Miyokard
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infarktiisii (MI) sirasinda IR hasarinda serbest radikallerin rolii ortaya konmus ve
bunun sarkoplazmik retikulumdaki Ca™ transportunda azalmayla olustugu
gosterilmistir (22).

L-arginin = MNO nitrik oksit

W), =—— (N} —— ONOOH
simglet peroksinitrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

0, siiperoksit
anynin raclikali

A
G:‘
e g

HO,
hidroperoksil radikali

UH
H, 0,  hidrejen peroksit —  hidroksil radikali

Sekil 1. Oksijen Paradoksu: Molekiiler Oksijenden Serbest Radikal Olusumu (21).

O, radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve SOD
aracilig1 ile H,O;’e indirgenir. H,O, eslenmemis elektron igermedigi icin tek
basina radikal degildir (23). H,O,’ in hiicre icinde metabolizmas1 birkag¢ sekilde
olabilir.

1.H,0,, KAT veya GSHPx tarafindan toksik olmayan triinlere doniistir.

2.H,0; gegis metallerinin varhiginda toksik OH " radikaline doniisiir.

OH" oldukc¢a reaktif ve toksik bir radikaldir. Biiylik molekiil yapis1 ve
elektronegativitesi nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi
makromolekiillerle  reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olur.
Makromolekiiller hiicrelerde kisitli miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda
olusan hasar olduk¢a dénemlidir. /n vivo herhangi bir OH" radikal siipiiriiciisiiniin
etkili olabilmesi i¢cin mevcut hedef molekiillerin dnemli bir béliimiinii kapsayacak
kadar ytliksek konsantrasyonda bulunmasi gerekir. Bu nedenle OH" radikalinin
olusumunun Onlenmesi, bu radikalin siipiiriilmesinden daha etkilidir (24). Hiicre

mebraninda siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LOX) enzimleri ile
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prostaglandin (PG) ve l6kotrienlerin (LT) olusumu sirasinda hidrosi ve peroksi
radikalleri agiga ¢ikabilmektedir (25).

Reperflizyon hasarmin en 6nemli nedeni, artan serbest radikallerin plazma
ve organel membranlar1 ilizerinde baslattiklar1 lipid peroksidasyonudur. Lipid
peroksidasyonu, ortamda doymamis yag asidleri, oksijen ve metal katalizorler
bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin olusumuna
neden olmaktadwr. Bu nedenle reperfiizyon donemi, lipid peroksidasyonu ig¢in
gerekli kosullar1 saglanmasi bakimindan ¢ok uygundur. Lipid radikalleri veya
malondialdehit (MDA) gibi peroksidasyon iriinler1 aracihigi ile lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman hiicresel yap1
ve fonksiyon hasarlar1 ortaya cikmaktadir. Yapisal hasarin derecesine gore,
plazma membraninda akigkanligin azalmasi, membran gegirgenliginin degismesi,
membran potansiyeli azalmasi, membrana bagl enzimlerin aktivitesinde azalma
gozlenir. Lizozomal ve mitokondrial membranlar: ilgilendiren ileri derecede lipid
peroksidasyonu ile organel igeriginin hiicre i¢ine salinmasi sonucunda proteoliz
hizlanir ve doku hasar1 siddetlenir. Membran gecirgenliginin bozulmasi ile protein
sentezi i¢in ¢ok Onemli olan K~ ve magnezyum (Mg™®) iyonlarmin
konsantrasyonlar1 degisir ve buna baglh olarak protein sentezinde inhibisyon
gergeklesir (26). Serbest radikallerin 6zellikle duyarli amino asidler ile direkt
etkilesimi sonucunda hiicrenin protein yapilar1 hasara ugramaktadir. Metionin,
sistein gibi terminal siilfidril grubu bulunduran aminoasidler ile triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin gibi aromatik aminoasidler, oksidasyona en fazla maruz kalan
molekiillerdir. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda

olusan degisiklikler fonksiyonlarini etkilemektedir. Enzim veya reseptor
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fonksiyonuna sahip membran proteinleri, Ozellikle serbest radikallerin
modifikasyonlarina duyarl olduklar1 i¢in protein oksidasyonu ile 6nemli hiicresel
ve membran fonksiyonlar1 bozulmaktadir (27). DNA’nin temel yap1 tasi olan
niikleotidin yapis1 i¢inde yer alan purin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin
etkilerini gdsterdigi bolgelerdir. Ozellikle guanin bazmnin bu radikaller aracilig1 ile
hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin yapis1 degismekte ve mutasyonlar
ortaya ¢ikmaktadir (28).

3.1.1.2. Polimorf Niikleer Lokositler

Reperflizyon hasarinin en onemli hiicresel elemani nétrofillerdir. Aktif
noétrofiller, hiicre zarlarindaki NADPH oksidaz enzimi araciligi ile molekiiler
oksijeni O, iyonuna indirgerler. O, ¢ofu kez spontan dismutasyonla H,O;’e
doniisiir. H»0,, cl iyonlarinin  mevcudiyetinde, noétrofillerin azurofilik
graniillerinde bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enzimi araciligi ile hipoklorik
asite (HOCI) indirgenir. HOCI giiclii bir oksidandir ve bir¢ok biyolojik molekiille
kolayca reaksiyona girebilir (29).

PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonlart endotel hiicrelerinde ve
l6kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligiyla olur. Selektinler olarak
bilinen adhezyon molekiillerinin L, P ve E selektin olmak {izere bilinen {i¢ liyesi
vardrr. IR, endoteldeki P-selektin ekspresyonunu artirir (30). Notrofillerin dokuya
gelebilmeleri icin gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve interlokin-1 (IL-
1), lokotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktor (PAF) ve PG tiirleri vardir.
Aktif 10kositler NFxB aktivasyonuna ve tiimor nekrozis faktor (TNF-a) sentezine
yol agar (31). Lokositlerin iirettigi serbest radikallerle etkilesen bu maddeler, mast

hiicrelerinden selektin ve interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM) gibi adhezyon
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molekiillerini mobilize eden inflamatuvar mediyatorlerin salinmasini uyarirlar.
Yapilan son ¢aligmalarda; notrofillerin aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi
ile reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis derecesi arasinda bir korrelasyon
oldugu bulunmustur (32).

Serbest radikallerin olusumunda ve IR hasarinda 6nemli bir kaynak olan
notrofiller azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz yaninda, elastaz
ve MPO ezimlerini icerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli roller
ustlenir; aktif notrofillerde ksantin oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi
“solunum patlamasi:” olayin1 meydana getirir (33).

3.1.1.3. Endotelyal Disfonksiyon ve Nitrik Oksit

Endotelyum, vaskiiler tonus, trombosit adezyonu, inflamasyon, fibrinoliz ve
vaskiiler proliferasyonu diizenleyen lokal mediyatorler saglayarak vaskiiler
homeostazi korur. Endotelyum fonksiyonunun bozulmasi bu olaylar1 olumsuz
etkileyerek kardiyovaskiiler risk olusturur (34). Oksidatif stres endotel
hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel
hiicreleri SOR i¢in hem potansiyel hedef konumunda hem de iiretim kaynagidir.
SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1, PAF, PGI,,
prostaglandin E2 (PGE,), endotelin (ET), NO ve TxA; salgilarlar. Yine oksidatif
strese bagli olarak endotel hiicrelerinden biiyiime faktorlerinin sekresyonunu
hizlanmast endotel hiicre proliferasyonuna yol acar. Ayrica, apoptotik sinyal
aktivasyonuyla endotel hiicre kaybina neden olur (35).

Ayni anda farkl hiicre tiirlerinde sentezlenen NO, yagda ¢dziinebilen ve
biyolojik membranlardan kolaylikla gecebilen bir molekiildiir. Radikal olarak

reaktivitesi diisiik olan NO, metal igeren merkezler ve radikaller ile biiyiik bir
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hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikallerle tepkimeye girmesi NO’e
antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik derisimde iiretilen NO, esas olarak
oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOj;") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir.
Oksijen radikallerindeki durumun aksine, NO’ i ortamdan temizleyen herhangi bir
0zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil degildir, derisiminin artmasi ile
oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derisimi ile kendi dmrii arasinda ters
bir orant1 vardrr. Ozellikle indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) enziminin
indiiksiyonu swrasinda NO derisiminin artmas1 ile oksidasyonu da hizlanir ve
cesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Diisiik diizeylerde sitoprotektif olan NO
yiiksek diizeylerde potansiyel olarak toksiktir (36). Oksidatif stres, NO'in
biyoyararlanimini azaltarak onun nétrofil akiimiilasyonunu onleme, O, radikalini
inaktive etme ve vazodilatasyon yapma gibi kardiyoprotektif etkilerini engeller.

3.1.1.4. pH Paradoksu ve Kalsiyum Yiiklemesi

Iskemi sirasinda diisen hiicre i¢i pH'nin reperfiizyonda fizyolojik diizeye
getirilmeye c¢alisilmast dliimciil reperfiizyon hasarma katkida bulunur. Iskemi
sirasinda proton miktarmin artmast Na'/H'™ pompasini inhibe eder. Reperfiizyonla
beraber bu inhibisyon ortadan kalkar ve hiicre ici Na™ miktar1 artar. Miyokardiyal
reperflizyon sarkolemmal membran hasarina ve oksidatif stresin indiikledigi
sarkoplazmik retikulum disfonksiyonuna bagh olarak hiicre igi Ca"™ miktarinda
belirgin artis meydana gelir. (37).

3.2. Inflamasyon

Miyokard iskemisinin en yaygmn nedeni olan koroner aterosklerozun
gelisiminde inflamasyon ve intimal zedelenmenin 6nemli rol oynadigi kabul

edilmektedir (38). Inflamasyon aterosklerotik lezyonlarin ilerlemesine onciiliik

16



eden bir slire¢ olup inflamasyon bdlgesine kan saglanmasinda artis, kilcal
gecirgenlikte artis ve inflamasyonun erken sathalarinda oncelikle notrofillerin,
daha sonralar1 ise monosit ve lenfositlerin inflamasyon bolgesine go¢ etmesini
kapsayan baglica ii¢ sathadan olusur (39). Post-iskemik dokular dolasan
notrofilleri aktive edebilen ve/veya kendine ¢ekebilen inflamatuvar mediyatorler
iiretir. IR da miyokardiyal doku igine nétrofillerin gd¢ii infarkt alaninmn genisligi
ve iskemi siiresiyle iliskilidir. Doku hasar1 PMNL birikimiyle beraber lokalize
inflamatuvar yanit olusturur. Aktif nétrofiller 1L-1, IL-3, IL-5, PAF ve TNF-a gibi
onemli proinflamatuvar sitokinlerin kaynagidir. Iskemi sirasinda hiicre igi serbest
Ca™ miktarmin hizla artmasi, plazma memranindaki fosfolipaz A2’yi aktive
ederek reperflizyon sirasinda ortamda bol miktarda arasidonik asit birikimine
neden olur. Arasidonik asit, COX veya LOX ile metabolize edilir ve PGG;’ye
dontstiiriiliir. PGG;’den PGH,’ye donilisiim sirasinda O, radikali olusur.
Adhezyon molekiilleri IR hasarinda inflamatuar cevabin baskilanmasinda ve
devamimda kose tas1 gibi rol oynar. IR hasarinda plateletlerin vaskiiler yataga
adhezyonu ICAM-1 vasitasiyla olur. Endovaskiiler temastan sonra plataletler
aktive olur ve ortama inflamasyonda rol oynayan PAF gibi sitokinleri salgilar.

3.3. Is1 Sok Proteinleri

Ik kez 1962 yilinda tanimlanan 1s1 sok proteinleri (HSP), hiicrelerin ani 1s1
artig1, anoksi, reaktif oksijen bilesikleri ve glukoz diizeyindeki degisiklige maruz
kalmasiyla tiretimi artan bir protein grubudur. Oksidasyon ve toksik bilesenlerin
parcalanmas1 gibi bircok stres faktorleri hiicrelerde cevap olarak HSP sentezine

neden olur. Yiksek HSP diizeyi hastaliklara karst hiicre savunma
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mekanizmalarini uyarilmasi, gen tedavisi ve saperon diizenleyici reajanlar gibi
tedavi yaklasimlari i¢in muhtemel bir hedef olarak diisiiniilmektedir (40).

Artmis HSP seviyeleri mRNA sentezine, stabilitesine ve bu durumun
devamma imkan saglar. Yiiksek HSP seviyeleri sadece stresin baslangig
donemlerinde goriiliir. Hiicre ilk soktan sonra yiiksek 1siya maruz kalmaya devam
etse bile, HSP seviyeleri diismeye baslar ve sonugta normal seviyelerine iner.
Cevresel faktorler degistikce, 1s1 sok cevabi da farkli adaptasyonlarin olugsmasina
katkida bulunur. Bu proteinlerin sadece 1s1 sokuna karst degil hiicreye yonelik
stres yaratan degisik ajanlarin saldirilarina karsi da cevap olarak iiretimlerinin
artmas1 "stres proteinleri” olarak adlandirilmalarina neden olmus ve bazi stres
proteinlerinin normal hiicrelerde de biyolojik diizeyde bulundugu tespit edilmistir
(41). Stres proteinleri biiyiime, farklilagsma, bolinme, hatta hiicre 6liimi dahil
hiicre metabolizmasinin tiim evrelerinde hayati 6nem tasir. Stres faktorlerine
maruz kalan hiicrelerde protein katlanmalarinda acilmalar meydana gelir ve
karsilastig1 diger proteinlerle yapisarak kiimeler meydana getirir. Konformasyon
bozuklugu nedeniyle proteinler fonksiyonlarmi kaybederler. HSP’ler bu denatiire
proteinleri tutarak toplanmalarmi engeller. Hiicrede yeni iiretilen proteinlerin
dogru bir sekilde katlanmasina yardimci olan maddelere “molekiiler saperon”
denilmektedir. HSP’ler kuvvetli hidrojen baglari, giiclii hidrofobik etkilesimleri ve
cift kutuplu heliks stabilitesinden dolayr denatiire olmazlar. (42). HSP
regililasyonunda temel olarak 1s1 sok faktorleri (HSF) rol oynar ve insanlarda {i¢ alt
grubu tanimlanmistir. HSF-1, HSP iiretimini baslatir. Ayrica hiicre i¢i artan
denatiire proteinler dogrudan HSF-1 genini de indiikleyerek daha cok HSF-1

iretimine yol acarlar. Yeni {liretilen HSP, denatiire ya da yaslanmis proteini
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baglayarak etkisiz hale getirir. Bu islem tamamlaninca HSF inaktive edilir ve
hiicre fizyolojik konumuna geri doner. HSP-HSF-1 kompleksi HSF-1 genine
negatif feedback uygular ve HSF-1 iiretimi de durur (43).

3.3.1. Is1 Sok Proteinlerinin Gorevleri

HSP’ler hiicre igerisinde normal olarak bulunurken hiicre disinda hiicrelerin
oldiigii ve igerigin disar1 atildigi durumlarda bulunurlar. Hiicre disindaki
HSP’lerin hastalik veya infeksiyona kars1 bagisiklik sistemini uyarmak icin ¢ok
glicli indiikleyici etkileri vardir. HSP’ler hiicre igerisinde proteinlerin
katlanmasma yardim ederek proteinlerin hazirlanmasinit diizenler, hiicresel
korumada tamamlayici rol oynar ve bazen bir arada ¢alismak suretiyle proteinleri
stresten korurlar (44). HSP ¢esitlerinin antioksidan 6zellikleri ile sadece oksidatif
strese kars1 korunmada degil, ayn1 zamanda apoptozis ve farklilasma gibi diger
hiicresel fonksiyonlarm modiilasyonunda gorev aldigi bilinmektedir (45).

3.3.2. HSP Cesitleri

HSP’ler molekiil agirliklary, yapilar1 ve fonksiyonlarma gore 5 smifa
ayrilirlar. Bunlar HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve kii¢iik 1s1 sok proteinleridir.

3.3.2.1. HSP100

Fizyolojik kosullar altinda molekiiler saperonlar gibi fonksiyon gdstererek,
proteinlerin yeniden diizenlenmesinde gérev alir. Ozellikle HSP100 ailesi iginde
yer alan HSP104 yeni toplanan proteinleri kurtarma yetenegine sahiptir (44).

3.3.2.2. HSP70

Uzerinde en ¢ok c¢alisma yapilmis olan HSP molekiiliidiir. HSP60 ile
beraber hiicre dig1 ortamda bulunabilir. Protein katlanmasi ile ilgili olarak genis

bir etki spektrumlar1 vardir. HSP70 sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum
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ve mitokondride protein taginmasma katilir. Stres altinda proteinleri korur,
katlanmamis proteinlerin kiimelesmesini Onler, katlanmamis ve yanlis katlanmis
proteinler arasindaki dengeyi saglar, polipeptitleri birbirine baglar. HSP70
HSF’nin aktivitelerini diizenler ve HSP tiirlerinin transkripsiyonunun kontroliinii
saglar (44). Ozellikle HSP90 ile beraber hiicre oliimii, differensiasyon,
proliferasyon ve hiicre homeostasis devami konusunda gorev alir (46).

3.3.2.3. HSP60

HSP70 ile birlikte proteinin dogal katlanmasma aracilik yapar. Hatali
katlanan polipeptidlere baglanarak dogru katlanmalarina yardim eder (44). HSP60
mitokondride yer alan en 6nemli protein katlayic1 molekiildiir ve mitokondrinin
hiicresel strese tolerans gostermesini saglar (47).

3.3.2.4. Kiigiik Is1 Sok Proteinler

Kiigiik 1s1 sok proteinler (sHSP) monomer molekiilii 15-40 kDA luk kiitleler
halinde sitoplazma ve ¢ekirdekte yerlesmislerdir. Daha ¢ok hiicre iskelet yapist ve
zarlarla etkileserek koruyucu olarak gorev yaparlar. Is1 stresi goriilen hiicrelerde
belirgin olarak artig gosterir. Ayrica antioksidan 6zelligi vardir. HSP60, 70, 90 ve
110 ile birlikte ¢alisarak yeni iiretilen proteinlerin ¢cokmesini 6nlerler (48).

3.3.2.5. HSP90

HSP90 proteinlere baglanarak onlarin aktivasyonunu ve katlanmasmni
diizenler. Geri katlanan peptidlerin kiimelesmesini Onler. Sitoplazma ve
endoplazmik retikulumda bulunur. Endoplamik retikulumda en fazla bulunan 1s1
sok proteinidir (endoplazmik versiyon). HSP90, HSF-1’in fizyolojik kosullarda
durumunun dengelenmesinde gorev alir. HSP90PB ve HSP100 birbirine ¢cok benzer

etkiler gostermektedir. En iyi bilinen etkileri kalmodulin baglayiciliklaridir
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Etkilerini gosterebilmeleri i¢in Ca™ ihtiya¢ duyarlar (49). HSP90 daha cok
HSP70, HSP40 ve HSP organize edici protein ile birlikte ¢coklu saperon yapisi
seklinde bulunur. Hiicrelerin iletisimi ve normal morfolojik yapilarmin
korunmasinda 6nemli rolleri vardir (50).

3.4. Kaveolin

Kaveola ve kaveolin (CAV) kardiyovaskiiler hastaliklarda ve kardiyak
disfonksiyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. 50-100 nm ¢apmdaki membran
girintileri olan kaveolalarin kolesterol ve protein igerigi ytiksektir. Cogu dokuda
mevcut olsalar da en 6nemli varliklarini adipositler, diiz kas, endotel hiicreleri ve
fibroblastlarda gosterirler ve endositoz, transitoz, Ca™* sinyali, kolesterol taginimi
gibi birgok sinyal iletim yolaginda rol oynarlar. Diiz kas hiicrelerinin
kasilma/gevseme dongiisii siiresince Ca™ un hiicre disindan sitoplazmaya
translokasyonunda kaveolanin rol oynadig: bildirilmistir (51). CAV proteinleri,
kaveolin-1 (CAV-1), kaveolin-2 (CAV-2) ve kaveolin-3 (CAV-3) gibi bilinen ii¢
izoformu bulunmaktadir. CAV-1 ve CAV-2 kardiyovaskiiler sistemde hakimdir.
Kardiyovaskiiler endotelde CAV-1 eNOS ve Ca™ ile NO’in oénemli bir
diizenleyicisidir (52).

Ateroskleroz, kanser, lipid bozukluklari, kalp hastaliklar1 ve solunum
hastaliklar1 gibi bazi patolojiler ile iligkili olmalarmma ragmen, CAV’larin kalbin
korunmasinda bir role sahip oldugu bilinmektedir. Bir¢ok sinyal molekiiliince
zengin bolgeler olan kaveolada eNOS aktivitesini diizenleyen Ca™ baglayan
protein kalmodulin de bol miktarda bulunmaktadir. eNOS CAV-1’e baglh iken
inaktif durumdadir. Endotel hiicresinin uyarilmasma yanit olarak Ca™ un

kalmoduline baglanmasi CAV-1" in eNOS’tan ayrilmasma neden olur. CAV-1

21



peptidinin NO mekanizmasi ile miyokardiyal IR’da kalp icin koruyucu oldugu
gosterilmistir (53). CAV-1 eksikliginin kardiyak disfonksiyonu siddetlendirdigi ve
MI geciren farelerde hayatta kalma oranini azalttigi tespit edilmistir (54).

3.5. Asimetrik Dimetil Arjinin

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA) 6nemi giderek artan ve klinik tanida
kullanabilmek amaciyla iizerinde c¢aligmalarin yogun olarak devam ettigi bir
molekiildir. ADMA, niikleoproteinlerde bulunan arjinin rezidiilerine, protein
arjinin metil transferaz (PRMT) enzimi tarafindan metil gruplarinin sentez sonrasi
diizenlemeyle eklenmesi ve bu proteinlerin yikilmasi sonucunda meydana gelen
metilenmis arjinin tlirevidir. ADMA’nin %10’luk kismi bobrekler yoluyla
uzaklastirilirken, geriye kalan %90’lik kisim ise dimetil arjinin dimetil
aminohidrolaz (DDAH) tarafindan metabolize edilmektedir (55). DDAH
enziminin DDAH-1ve DDAH-2 olmak iizere iki izoformu vardir. Bu izoformlar
benzer gen yapisi ve benzer enzim aktivitesine sahiptirler ancak farkli dokularda
yer alirlar. DDAH-1 enzimi beyin, karaciger, adrenal bez, testis ve bobrek gibi
nNOS eksprese eden dokularda; DDAH-2 enzimi kalp, aorta, plesanta gibi eNOS
ve 1INOS eksprese eden dokularda bulunmaktadr. DDAH enziminin
inaktivasyonu  ADMA eliminasyonu bozulmasina ve ADMA seviyelerinin
artmasima ve NO iiretiminin azalmasina sebep olur (56).

Oksidatif stres ADMA yapiminda rol alan enzimlerin aktivitelerini
degistirerek ADMA miktarlarinda artisa yol agmaktadir. ADMA diizeylerindeki
bu artis DDAH enzim aktivitesindeki azalmaya bagli olabilir. (56). Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), PRMT aktivitesini ve ADMA diizeylerini artirr ve NO

diizeylerinde azalmaya yol agar (57). Klinik ve deneysel calismalar endotel
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disfonksiyonu, artmis  oksijen  kokenli  serbest radikal @ iiretimiyle

iligkilendirmektedir (Sekil 2) (58).
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Sekil 2. ADMA’nm endotel disfonksiyonu ile iligkisi (58).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde rol oynayan risk faktorlerine
sahip bireylerde ADMA diizeyleri yiiksek bulunmustur. Vazospastik anjinali
hastalarin koroner damarlarinda ADMA diizeyleri yliksek, NO diizeyleri ise diisiik
bulunmustur (59). ADMA ventrikiiler kontraksiyonu, kalp hizin1 azaltmaktadir ve
kalp yetmezliginde ADMA diizeyleri artmaktadirr (60). ADMA’nin endotel
disfonksiyonu ve aterosklerozda rol aldig1 ve kardiyovaskiiler hastalik riskini
tahmin etmede belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (61).

3.6. Rhokinaz

Son yillarda yapilan c¢aligmalar, GTP’ye baglh kiiciik proteinlerin (G
proteinleri) hiicre i¢i sinyal yolaklarinda 6nemli rol oynadiklarmi gostermistir.
Kiiciik G proteinleri hiicre farklilagsmasi, boliinmesi, hiicre iskeletinin kontrolii
gibi cesitli hiicresel islevlerde gorev yapmaktadir. G proteinleri Rho, Ras, Rab,
Sarl/Arf ve Ran ailelerinden olusur. Rho ailesinin memelilerde en az 10 {iyesi
tanimlanmuistir. Bunlar arasinda Rho izoformlarindan Rho A, Rho B, Rho C, Rho

D, Rho E ve Rho G; Rac izoformlarindan Racl, Rac2, Rac3, Cdc42 ve TC10
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bulunur. Rho izoformlar1 arasinda viicutta bircok hiicrede varlig1 belirlenen ve
iizerinde en fazla arastirma yapilan Rho A proteinidir (62). Rho proteinleri, hiicre
iskeleti kontrolii, stres liflerinin yapilanmasi, fibroblastlarin yapismasi ve diiz kas
kasilmasinda Ca *’a duyarliligmn artmasi gibi islevlerde rol tistlendigi bildirilmistir
(63). Rhokinazlar, Rho’nun ilk efektorleri yani uyariya cevap veren hedef
molekiilleri olarak kesfedilmistir. Rhokinaz yaklasik 1388 aminoasit dizisinden
olusur. Rhokinazlarm ROCK I ve ROCK II olmak iizere iki izoformu
bulunmaktadir. Insanda ROCK1 ve ROCK2 genleri sirasiyla 18. kromozom
(18ql11.1) ve 2. kromozomda (2p24) yer almaktadir (64). Rhokinazin N-
terminalinde kinaz bolgesi vardir. Orta bolgesinde kuramsal olarak kangal gibi
kivrilmis (coiled-coil) bolge ve C-terminal bdlgesinde plekstrin homoloji bolgesi
bulunur. Aktive olmus Rho, Rhokinaz’ mn kangal gibi kivrilmis bdlgesinin C-
terminal pargasiyla etkileserek kinaz bolgesini aktive eder (65). Trombin,
anjiyotensin II (AII), trombosit kaynakli bliylime faktorii ve serotonin gibi ¢esitli
vazoaktif ajanlar Rho/Rhokinaz sinyal yolagini aktive ederler (66). Rho/Rhokinaz
yolag1 bozukluklar1 siklikla 6liime neden olan hipertansiyon, vaskiiler spazm ve
arterosklerozun patolojisinde yer almaktadir. Diiz kas konstriktor tonusunun
kontroliinde Rhokinaz merkezi bir rol iistlenir ancak bu enzim ayni zamanda
vaskiiler tonusun fizyolojik kosullar altinda kontroliinde de 6nemli bir fonksiyon
goriir. Rhokinaz’in damar diiz kas hiicreleri {izerindeki bahsedilen 6nemli
etkilerinin yaninda, NO ve NOS regiilasyonu iizerinde de onemli etkileri vardir
(67). Koroner damar i¢ine uygulanan Fasudil (68) uzun siireli IL-1B verilen
domuz modellerinde koroner vazospazmi inhibe etmektedir. Fasudil’ in anti-

iskemik etkisi, ayn1 zamanda ET-1 verilerek miyokardiyal iskemi olusturulan
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tavsan modelinde gosterilmistir (69). Rho/Rhokinaz yolunun inflamasyon ve
transendotel l6kosit go¢ii, trombosit aktivasyonu, tromboz gibi siireglerde etkili
oldugu belirtlmektedir (70). Rhokinaz’in hipertansiyon, koroner arter spazmi,
anjina, ateroskleroz, miyokardial iskemi ve reperflizyon hasar1 gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarin patojenezinde Onemli rol oynadigi ve yeni bir
terapotik hedef olabilecegi 6nemle vurgulanmistir (71).

3.7. NADPH Oksidaz

Kalp damar sisteminde, NADPH oksidaz sadace IR hasar1 sirasinda degil,
ayni zamanda fizyolojik sartlar altinda olusan ROS’un 6nemli bir kismindan
sorumlu tutulmaktadir (72). Serbest radikallerin olusumunda ve IR hasarmda
onemli bir kaynak olan noétrofillerin plazma zarinda oksidan etkili NADPH
oksidaz enzimi bulunmaktadir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamas: ile
birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’1 NADPH-bagimli oksidaz ile O,
iyonlarina oksitlenmektedir.

NADPH oksidaz’in NOX1-5 ve DUOX1-2 (NOX6-7 olarak da adlandirilir)
olmak iizere yedi izoformu vardir. Tiim izoformlarn iki hem gruplari, bir FAD ve
NADPH baglanma bolgesi vardir. Oksidatif patlamaya aracilik eden notrofillerde
kesfedilen NOX2 ilk agiklanan izoform olmustur (73).

Kardiyovaskiiler sistemde, NOX2 yaninda NOX1, NOX4 ve NOXS5 de
eksprese edilmistir. NOX1 endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve
adventisyal fibroblastlarda; en bol sekilde bulunan izoform olan NOX4 ise endotel
hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunur. NOXS5 vaskiiler endotel

hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yer almaktadir (74).
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Vaskiiler endotel ve kas hiicre mebraninda bagli NADH ve NADPH oksidaz
enzimi vardir. Bu iki enzim noétrofillerde oksijen radikali iiretiminden sorumlu
NADPH oksidaz gibi ¢alisir. Fakat notrofildekine kiyasla ¢alisma hizi yavas ve
patlama reaksiyonunu gostermezler (75). NADH ve NADPH oksidaz sira ile
NADH ve NADPH’1 elektron kaynagi olarak kullanirlar. Bu kaynaklardan
aldiklar1 elektronlar1 molekiiler oksijene tasiyarak O,  molekiilii sentezlerler.
Vaskiiler NADH ve NADPD oksidaz siteminin 6nemli bir 6zelligi AIl ve
sitokinlerle aktive olmasidir. All, damar adventisyasinda, diiz kas hiicresi ve
endotelde reaktif oksijen tiirleri meydana getiren NADPH/ NADH oksidaz’1
uyarir ki bu da endotel disfonksiyonu, hiicre biiylimesi ve inflamasyona yol agar
(76). NADPH oksidaz norepinefrin, AIl, TNF de dahil olmak {izere c¢esitli
uyaranlar ile aktive edilir (77,78). NADPH oksidaz aktivitesi ve ekspresyonunun
deneysel sol ventrikiil hipertrofisi (79) ve MI’da (80) arttig1 gézlenmistir.

3.8. Niikleer Faktor KAPPA-B

Oksidatif strese yanit olarak aktive olan ve bir¢ok genin ekspresyonunda ve
inflamatuar genlerin iiretiminden sorumlu olan redoks-duyarli transkripsiyon
faktoriidiir. Oksido-inflamatuar kaskadin tetiklendigi, yogun sitokin saliverilmesi
ve adhezyon molekiillerinin ekspresyonunun arttigt  klinik durumlarda
patofizyolojide 6nemli rol oynadig1 ortaya konulmustur (81). NFxB sitoplazmik
bir inhibitér protein olan IkB tarafindan inhibe edilir. NFxB ve inhibitorii olan
IkB’den olusan kompleks sitoplazma iginde inaktif halde bulunur. NFKB IL-1,
TNF-a, reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri (RNT), hipoksi/anoksi,
hiperoksi, sitokinler, protein kinaz C aktivatdrleri, "mitogen activated" protein

kinaz (MAPK) aktivatorleri, lipopolisakkarit (LPS) gibi bakteriyel veya viral
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driinler ve UV radyasyon tarafindan aktive edilebilir (82). NFxB’nin
aktivasyonunda en Onemli basamak IkB’larin 700-900 kDa multimerik
kompleksler ile fosforilasyonudur; sonugta 1kB kinaz (IKK) kompleksi olusur.
NFgB’nin sitokine bagh aktivasyonunda IKK’nin rolii yoktur; IKK
proinflamatuar uyarilar tarafindan NFxB’nin aktivasyonunda rol alir. Makrofajlar,
T hiicreleri ve diger hiicreler tarafindan iiretilen proinflamatuar sitokinler hedef
hiicreler iizerindeki etkilerini NFgB’ nin aktivasyonu ile gosterirler (83). Lokosit,
vaskiiler endotel ve diiz kas hiicreleri, kardiyomyositler ve fibroblast gibi hiicreler
proinflamatuar sitokinlere NFxB aktivasyonu ile yanit verirler (84,85). Ek olarak,
NFgB aktivasyonu proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonuna da uyarir. NFxB
yolag1 patolojik siireclerde rol alir ve hiicre 6liim yolaklarmi aktive etmektedir.
TNF-a apopitozise neden olur ve bu NFxB aktivasyonu ile siklikla paralel
seyreder (86). NFxB’nin antiapopitotik faktorlerin indiiklenmesi ile sag kalim
faktorii oldugunu distiniilmektedir (87). Farkli deney modelleri ile yapilan
calismalar NFxB’nin hiicreleri 6liimden korudugunu desteklemektedir. NFxB nin
alt iinitelerinden birinin kayb1 IR modelinde hiicre dliimiinii azaltmaktadir (88).

3.9. Tool-Like Reseptorler

Toll-like reseptorler (TLR), bir¢ok patojene karst dogal immiin cevabin
olugsmasimi saglayan, ayni zamanda adaptif immiin cevabin da aktive olmasini
saglayan protein grubudur. ilk kez Drosophila tiiriinde, embriyonal gelisim
basamaklarinda rol aldigi bilinen bir reseptor olarak tanimlanan ve daha sonra
mutant olan sineklerde fungal infeksiyonlara yatkinlik olustugu fark edilerek,
immiin sistem cevabinda 6nemli fonksiyonu oldugu diisiiniilen reseptore “toll” adi

verilmistir. Ancak 1997 yilinda insan homologu tariflenmis ve sasirtic1 bir sekilde
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dogal immiin sistemin parc¢asi oldugu goriilmiistiir. Bugiine kadar TLR ailesinde
13 {iye saptanmistir. Bunlardan TLR-1-9 arasi ve TLR-11’in ligandlari
belirlenmis; TLR-10, TLR-12 ve TLR-13’tin ligandlar1 ise heniiz
bilinmemektedir. Ilk tanimlanan TLR-1 olmasma ragmen, bu reseptdrlerden
fonksiyonu ilk belirlenen TLR-4 olmustur. TLR’ler hem lenfoid hem de non-
lenfoid dokuda eksprese olmaktadir. TLR-1 agirlikli olarak monosit, notrofil, B-
hiicreleri ve natural killer (NK) hiicrelerinde, TLR-2’nin monosit, notrofil ve
dendritik hiicrelerde, TLR-3’lin dendritik hiicrelerde, TLR-4’iin endotelyal
hiicreler, monosit, notrofil ve dendritik hiicrelerde, TLR-5’in ise monosit ve
dendritik hiicrelerde eksprese oldugu gosterilmistir (89). TLR-4, insanda en ¢ok
arastirilan ve fonksiyonu aydimlatilan ¢esididir. TLR-1, -2, -4, -5, -6 ve -10
cogunlukla hiicre yiizeyinde lokalize olup patojenlere spesifik molekiileri tanirlar.
TLR-3, -7, -8 ve -9 ise hiicre ici organellerde lokalize olurlar (90). Son yapilan
calismalar, kanama ve IR hasar1 gibi bakteriyel olmayan olaylarda da TLR-2 ve
TLR-4 aktivasyonunun 6nemli rol oynadigini gostermektedir (91).

TLR-4’un asir1 ekspresyonu sonucu NFxB aktivasyonu ve sitokin liretimi
artar. TLR antagonistler1 ile zararli proinflamatuar sitokinlerin etkileri
azaltilabilir. TLR-2 ve TLR-4 inhibisyonu, kritik hastalikta klinikte kullanilmak
iizere olasi terapdtik yaklasimlar saglamistir. Inme, MI ve solid organ
transplantasyonunda ortaya c¢ikan IR hasarmin TLR-2 ve TLR-4 iizerinden
artabilecegi ile ilgili kanitlar giderek artmaktadir. TLR-4 veya TLR-4 iliskili
yapisal iskelet proteini MyD88 eksikligi olan transgenik farelerde, hemoraji, MI
veya bobrek IR hasarmi takiben gelisen organ disfonksiyonlarinin azaldig1 in vivo

olarak gosterilmistir (92,93). IR hasarinda ksantin oksidaz ile ortaya ¢ikan
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ekstraseliiler O, in nétrofilleri aktive ettigi ve indiiklenen notrofil iliskili
proinflamatuar yanitin TLR-4 bagimli mekanizmalarla ortaya ¢iktig1 gosterilmistir
(94). O,” disindaki diger oksijen radikalleri de TLR-4 bagli mekanizmalar ile
inflamatuar siiregleri diizenler.

3.10. Nekroz

Hiicre oliimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir. 1972
yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha farkli hiicre
olimi gosterilmis ve buna, aga¢ yapraklariin gévdeden ayrilmasi anlamima gelen
“apoptozis’® ad1 verilmistir (95). Hiicre 6liimii nekroz ve apoptozis olmak iizere
iki farkli sekilde gerceklesir. Nekroz hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi,
kompleman aktivasyonu, UV 1s1k gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu olusan
rastgele gelisen, genler tarafindan kontrol edilemeyen diizensiz ve istenmeyen bir
siregtir. Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS iretimi artar, nonapoptotik
proteazlar aktive olur, ATP iiretimi azalir ve Ca™ kanallar1 agilir. Hiicre plazma
membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu hiicre icerigi ortama dokiiliir,
inflamatuar yanit olusur ve komsu hiicreler de etkilenir (96).

Hem nekroz hem de apoptoz, yontem olarak hiicre 6liim sekli olmalarma
ragmen bu iki 6liim seklinin hem histolojik hem de fizyolojik nedenlerinde biiyiik
farkliliklar vardir. Nekrozun karakteristik 6zelligi 6liimiin hiicre gurubunda ortaya
cikmasidir ve nekrozun en yaygin nedeni oksijen yetersizligi anlamma gelen
hipoksidir (97). Hiicre oliimiinii takiben hiicre iceriginin hiicreler arasit bosluga

salinmasi inflamasyona sebep olur. Bu olayin karakteristik 6zelligi makrofaj ve
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notrofillerin nekrotik dokuya goc¢ etmesidir. G6¢ eden bu hiicreler nekrotik
dokuyu fagosite eder. Bu nedenle inflamasyon nekrozun 6nemli bir isaretidir.

Kalp hiicrelerinde nekroz gelisimi IR doneminde harekete gegen
mekanizmalarin ortak sonucudur. Bununla birlikte reperfiizyon doneminin ilk
dakikalarinda gelisen nekrozun baglica sebebi kalp hiicrelerinde gelisen
kontraktiirdiir (98). Reperflizyon hasarinin en 6nemli iki komponenti, reperfiizyon
aritmileri ve miyokardiyal nekrozdur. Hiicre nekrozu gelistiginde, kalp kasmin
harabiyeti ve buna bagli kani yeterince pompalayamamasi sonucunda, kalp
yetmezligi olusur. Bu durum da, hastanin prognozunu ve ilerideki yasam kalitesini
belirlemesi agismndan hayati onem tasir. Ilaglarm koruyucu etkilerinin
degerlendirilmesi ic¢in yapilan deneysel c¢alismalarda, kardiyak enzimlerin
saliverilmesi, iskemi-sonrast1 kalp fonksiyonlarmin donilisii  ve hiicre
kiiltiirlerindeki hiicrelerin canli kalabilme oranlar1 gibi yontemler de kullanilmakla
birlikte; en giivenilir degerlendirme, MI sonrasinda, tiim kalpteki doku nekrozu
miktarmin direkt olarak Olciilmesiyle yapilmaktadir. Nekroz miktarinin tayininde
en yaygin olarak kullanilan yontem ise, “tetrazolium ile boyama” yontemidir (99).
Tetrazolium tuzlari, dokuda dehidrogenazlarm ve NADH gibi kofaktorlerin
bulunmasi durumunda, indirgenerek formazan pigmenti olusumuna neden olurlar.
Bu enzimleri ve kofaktorlerini igeren canli doku lanlar1 trifenil tetrazolium ile
pozitif boyanirken bunlar1 igermeyen dokularm ise, canliliklarin1 devam
ettiremeyecekleri; dolayisiyla 6lii ya da 6lmek iizere olduklar1 kabul edilir. Ote
yandan, pozitif olarak boyanan dokular da, saglikli olmayabilirler ve birkag¢ saat
ya da giin sonra canliliklarim yitirebilirler. Bu nedenle, nispeten kisa (30-60 dk)

bir iskemiyi takiben, daha uzun siireli bir reperfiizyon periyodu, sonuglarin
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giivenilirligi agisindan gereklidir. Iskemik miyokardium, viicut sicakhigindaki
degisimlere ¢ok duyarlidir. Viicut sicakligindaki her bir derecelik diisiisiin, risk
zonundaki kalpte %7’lik bir koruma sagladig1 bildirilmistir. Nekroz miktar1 tayini
ile ilgili ¢aligmalarda, viicut sicakliginin yetersiz kontrolii sonuglar1 etkileyen en
onemli faktorlerden birisidir (100). Dokuda canliligini koruyan alanlar nitro blue
tetrazolium ile koyu mavi renkte boyanirken nekrotik bolge soluk sarimsi-
kahverengi renkte gdzlenir.

3.11. Renin Anjiotensin Sistemi

Renin Anjiyotensin Sistemi (RAS) viicut sivi ve elektrolit dengesi ve
arteryel basinct etkilemek suretiyle kardiyovaskiiler, renal ve adrenal
fonksiyonlar1 kontrol eder. RAS, kardiyovaskiiler sistemin fizyolojik ve patolojik
cevaplarinda yer alan ¢cok 6nemli bir parcadir. Viicutta sistemik (klasik, hormonal)
ve lokal (doku) olmak iizere anjiotensin iireten iki sistem vardir (101).

3.11.1. Sistemik RAS

Renin, kiiciik protein yapili bir enzim olup bobrekteki jukstaglomeriiler
hiicrelerden iskemi, hipotansiyon gibi arteriyal basmng diismesi, plazma Na'
konsantrasyonunda azalma, reseptorlere etkili katekolaminlerin artmasi ve cesitli
ilaglarla (genel anestezikler, diiiretikler vb.) saliniminin arttigi kabul edilmektedir.
Renin bobrekleri terkederek kan dolagimina karisir ve burada anjiyotensinojeni
anjiyotensin I’e (Al) cevirir ki bu da akciger damar endotelindeki anjiyotensin
dontstiiriici enzim (ADE) ile hizlica All’ye cevrilir. AIl ¢ok giiclii bir
vazokonstriktordiir, daha ¢ok arteriyollere etki eder ve total periferik direncin
artmasina neden olur. All, kan basinci kontroliinde bobrekler tizerinde sekonder

bir role daha sahiptir. Vazokonstriktor etkisiyle bobreklere gelen kan akimini
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azaltarak tuz ve su reabsorbsiyonununu artirir. Ayrica adrenal bezden aldesteron
salinmmini stimiile eder ve proksimal tubuluslardan Na® reabsorbsiyonununu
artirr.  Aldesteron bdbrek tubuluslarindan Na® reabsorbsiyonunun artirarak
ekstraselliiler stvida Na"’un artmasina neden olur. Bu da su retansiyonuna, hiicre
dis1 s1ivi hacminde artisa ve kan basincinda artisa neden olur (102).

3.11.2. Lokal RAS

Dolasimdaki roliine ek olarak, All kalp, beyin, bobrek ve arterlerden doku
seviyesinde de salgilanir, otokrin ve parakrin etkileri ortaya ¢ikar. Fizyolojik
sartlar altinda doku All vaskiiler yap1 ve fonksiyonlarin korunmasini saglar. Lokal
AlI endotelyel fonksiyon iizerine direkt etki gdsterir. Damar tonusu, koagiilasyon,
hiicre biiylimesi ve O0liimii ile l6kosit migrasyonundan sorumludur. Endoteldeki
artmis All seviyeleri oksidatif strese neden olur ki buna bagli olarak salgilanan
bazi1 mediyatorler endotelyal disfonksiyona, hiicre biiyiimesine, inflamasyon ve
tromboza neden olur. All ayrica vaskiiler remodelizasyonunda otokrin biiyiime
faktorlerini artirarak gorev alir. AIl matriks metalloproteinaz (MMP) enzim
dretimini  stimiile ederek aterosklerotik plak stabilitesini etkiler (102).
Miyositlerde hiicre i¢i Ca™ diizeylerinde artisa yol agarak, pozitif inotropik
etkinin yaniswra diyastolik fonksiyonlar1 bozar ve koroner vazokonstriiksiyona
neden olur. Bu etkileriyle miyokardiyal reperfiizyon doneminde gelisen hasara
katkida bulunur (103). Bolgesel damar tonusu ve kan damarlarinin regiilasyonu,
damarlarda ve kalpte hipertrofi olusumu, hasar ve inflamasyona damar cevabinin
gosterilmesi, diiz kas proliferasyonunun uyarilmasi, koroner vazokonstriksiyon,
miyokard kontraktilitesinin artis, MI ve reperflizyon sirasinda ventrikiiler

aritmilere egilim olusturmasi, RAS’m farmakolojik inhibitorlerine yanit vermesi
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gibi etkilerden bu sistem sorumlu tutulmaktadir (104). Ozellikle kardiyak lokal
RAS’1in miyokardiyal hipertrofi, anjiyogenez ve fibrozis iizerine etkileri ve
RAS’1n diger sinyal sistemleriyle ve kaskadlariyla olan iliskisi gilincel literatiirde
ilgi cekmektedir (105).

3.11.3. AIl ve Reseptorleri

RAS’mm ana mediyatorii AIl’ dir. All, sadece dolasimda bulunan bir hormon
olmayip, ayn1 zamanda beyin, kalp, bobrek ve kan damarlar1 gibi pek ¢ok dokuda
da iiretilir ve bobrek iistii bezleri, bobrekler, beyin, hipofiz bezi, damar diiz kaslar1
ve sempatik sinir sistemi gibi dokularla etkilesir. Boylelikle, AIl hem parakrin
hem de otokrin hormon goérevi yapar.

All damarsal NADPH oksidazin kuvvetli bir aktivatoriidir ve ROS
iretimini artirir. All ayn1 zamanda endotel hiicrelerindeki ksantin oksidaz’1 uyarir,
bu da AII’ ye cevap olarak endoteldeki oksidatif stresinin yeni bir mekanizmasini
gosterir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma All’nin, NAD(P)H aktivasyonuna ve
RhoA/Rho-kinaz yolagmin uyarilmasina sebep olarak damar tonusuna katkida
bulundugunu gostermistir (106). Diger peptid hormonlar gibi AIl de hedef
hiicrelerin plazma membranlarinda yerlesik bulunan reseptorler araciligi ile etki
eder. All’nin AT1, AT2, AT3 ve AT4 olmak {izere tanimlanmis dort tip reseptorii
vardir. Temel olarak AT1 ve AT2 reseptorleri iizerinden etkisini gosterir. AT3 ve
AT4’lin gorevleri kesin olarak bilinmemektedir.

3.11.3.1. AT1 reseptorii

All kardiyovaskiiler, néronal, renal, endokrin ve hepatik sistem iizerindeki
fizyolojik etkilerinin hemen hemen tamamini AT1 reseptoriiniin stimiilasyonuyla

gerceklestirir. AT1 reseptorii; kalp, bobrek, vaskiiler diiz kas hiicreleri, beyin,
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adrenal bez, plateletler, yag dokusu ve plasentada yerlesmistir. Sigan, fare ve
tavsanlarda yapilan ¢caligmalarda AT1 receptoriiniin AT1A ve AT1B olmak {izere
alt tipleri tanimlanmustir. AT1 reseptorlerinin aktivasyonu hiicrenin kasilmasi igin
gerekli olan fosfolipaz C’ yi uyararak, inositoltrifosfat (IP3) olusumuna ve yavas
Ca'? kanallarmin agilarak endoplazmik retikulumdan Ca™ saliverilmesine neden
olur. Ayrica fosfolipaz A2 aktivasyonu ve adenilat siklaz inhibisyonu yaptig1 da
bilinmektedir. ATl reseptorlerinin  etkilerini;  vazokonstriksiyon, renin
sekresyonunun baskilanmasi, Na' alimmin artis;, vazopressin salnimmin
artirilmas;, ET seviyesinin artirilmasi, sempatik aktivasyon, miyositlerde
hipertrofi, miyokardiyal kasilmanin artirilmasi, vaskiiler ve kardiyak fibrozis,
aritmiler, plazminojen aktivatdr inhibitér 1’in uyarilmast ve O, olusumu ve
apopitozisin tetiklenmesi olarak o6zetlenmektedir (107). Son zamanlardaki
calismalarda All’nin, yerel olarak aktif bir bliyiime hormonu oldugu ve ATI1
reseptorleri araciligi ile hiicresel hipertrofi, fibrozis patobiyolojisinde rol aldigi
bildirilmistir (105).

3.11.3.2. AT2 Reseptorii

Su ana kadar yapilmis ¢alismalar AIIl' nin kardiyovaskiiler sistemde pek ¢ok
etkisinin AT1 reseptorii iizerinden gergeklestigini gostermekte olup, AT2
reseptOriiniin katkis1 ise ¢ok fazla bilinmemektedir. Yapilan caligmalar AT2
reseptoriiniin, AT1' e antagonistik etkisinin oldugunu gdstermektedir. AT2
reseptorii; ATI' e zit olarak, biiyiimeyi inhibe edici, antihipertrofik ve
proapoptotik 6zellikler tasimaktadir (108). Miyokardiyumdaki AT2 reseptoriiniin
fonksiyonu cok iyi tanimlanmamis olmakla beraber, yakin zamanlarda yapilan

hiicre  kiiltiirii  ¢alismalar1  AT2 reseptdr uyarimmnin, neonatal sigan
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kardiyomiyositlerinde ve fibroblastlarda ATl reseptdor uyarimiyla olusan
biiylimeyi inhibe ettigini gostermistir (109). AT2 reseptorlerinin, apoptozis,
osmoregulasyon, serebral kan akimmim otoregiilasyonu, anjiyogenez ve
vazokonstriksiyonu inhibe edici bir¢ok 0Ozelligi bilinse de aydinlatilamamis
yonleri de mevcuttur (110).

Miyokardiyal fonksiyon ve yapmin tanimlanmasinda bu reseptorlerin
oranlar1 farkli patolojik durumlar altinda degismektedir. Miyokardiyal AT?2
reseptor yogunlugu, deneysel MI modelinde infarkt sahasi i¢inde, infarktan bir
gilin sonra artmig olarak gorilinlir ve yedi giin sonra hem infarkte hem de non-
infarkte alanlarda AT2 reseptor yapim artar (111). Yine deneysel hipertrofik
sigan kalbinde AT2 reseptdr yogunlugu AT1' e gore artmis olarak bulunmustur
(112). Ayrica yetmezligi olan insan kalbinde de AT2/AT1 orani artmis olarak
tespit edilmistir (113). AT2 reseptorii programli hiicre 6liimii olarak tanimlanan
apoptozisi artrmaktadir. AIl' nin kaspaz kaskadini aktive ederek apoptozis
iizerine olan uyaric1 etkisinin AT2 reseptor blokaji ile ortadan kalkmasmin
gosterilmesi de bu reseptoriin apoptozisteki roliinii kanitlamistir (114).

Onceki ¢alismalar eriskin sican kalbinde % 50 oraninda AT1, % 50 oraninda
da AT2 reseptorii tespit ederlerken, yakin zamanda tek hiicre caligmalar1 eriskin
sigan kalbinde % 50 oraninda ATI1 ve % 10 oraninda AT2 reseptdrii mevcut
oldugunu, geri kalanin biiylik cogunlugu ise skar dokusu oldugunu gdstermistir
(115). Sicanlarda ve farelerde yapilan caligmalar, AT2 reseptor mRNA’ sinin fetal
donemlerde yiiksek iken, dogumdan sonra hizla diistiigiinii gostermistir (108). Her
ne kadar erigkin yasamda AT2 reseptor yogunlugu diisse de, kardiyak hipertrofi,

MI, kardiyomiyopati (KMP), konjestif kalp yetmezligi (KKY) gibi patolojik
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durumlarda bu reseptor sayisinda belirgin artis olmaktadir (116). Son evre
iskemik kalp hastaligi veya dilate KMP’li hastalarin ventrikiillerinin infarkte
alanlarinda, interstisyel ve endokardiyal bolgelerinde non-infarkte alanlara oranla
istatistiksel olarak anlamli yogunlukta AT2 reseptorii baglama alanlarmni
gosterilmistir (117). AT2 reseptor geni silinmis farelerde yapilan calismalar,
kontrole gore yiliksek kan basinct gostermistir. Calismanin sonuglar1 AT2
reseptOriiniin  vazodilatasyon yapici etkisi oldugunu ve bu etkisini NO ve
bradikinin aracilig1 ile yaptig1 diisiiniilmektedir (108). AT1 reseptor aktivasyonu;
tirozin kinazin indiikledigi protein fosforilasyonu, arasidonik asit metabolit
iiretimi, reaktif oksidan {riin aktivitelerinde degisme, hiicre i¢i Ca™
konsantrasyonunda artma yaparken, AT2 reseptor aktivasyonu, bradikinin, NO ve
PG tiretimine yol agar (118).

AT2 reseptoriiniin sinyal mekanizmalar1 1yi tanimlanmis degildir. Bazi
durumlarda Gi proteinlerle esleserek etki gosterirler. Noronlarda ve muhtemelen
diger dokularda da protein serin/treonin fosfataz aktivasyonu yaparak gec tip K
kanal aktivasyonuna yol acarlar. ikinci bir sinyal mekanizmasi fosfotirozin
fosfataz aktivasyonu yapmasidir. Bu olay, normal dokularin kontrolsiiz
cogalmasmi hizli bir sekilde onleyerek biliylimeye zit etki gosterir. sGMP
olusumunu takiben, NO salmimi da hiicre i¢i diger onemli bir AT2 reseptor
etkisidir. Ozellikle vaskiiler yap1 ve bobrek dokusunda etkisi goriiliir. Ayrica T-
tipi Ca' kanallarini da kapattig1 gosterilmistir. Ayrica bu reseptdr aktivasyonunun
protein tirozin fosfatazin inhibisyonu veya aktivasyonu ile iliskili oldugu, guanilat
siklaz inhibisyonu yaptig1 ve hiicre membranindaki K™ kanallarinmn kapanmasina

yol actig1 da belirtilmistir (119).
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Spontan hipertansif sicanlarda PD123319 ile kronik tedavinin AT1 reseptor
mRNA’sinda artisa yol agarken; aortik AT2 reseptor mRNA’smi, diiz kas
hiicrelerinin media tabakasindaki hipertrofiyi ve aortik kollajen icerigini
azaltmistir (120). Bazi calismalarda da All’nin yol agtigi hipertansiyonu, ATI
reseptOr antagonistleri ortadan kaldirirken, AT2 blokaj etkisiz kalmistir. AT2
reseptor aktivasyonunun AII’ nin proinflamatuar etkilerinden bazilarina aracilik
ettigi de bildirilmistir (118). Insan kalbinde ex vivo yapilan calismalar
kardiyovaskiiler sistemin fizyopatolojik sekillenmesinde AT2 reseptor protein
yapiminin, AT1 reseptor proteinleri azaldiginda dahi devam ettigini gostermistir.
Yetmezlikli insan kalbinde de fibroblastlarda AT2 reseptér gen yapimi ve
proteinlerinde artig goriilmesi, AT2 reseptoriiniin fibrozisi artirdig1 ve ventrikiiler
sekillenmede roliinii desteklemektedir (121).

ATI1 reseptoriiniin sican kardiyomiyositlerinde olusturdugu hipertrofinin
AT?2 reseptor inhibisyonu ile ortadan kalkmasi, bu reseptoriin kardiyak hipertrofi
iizerine tonik inhibitor etkisinin oldugunu gostermektedir (109). Yapilan pek ¢ok
calismada AT1 reseptorii blokaji ile ortaya ¢ikan faydali etkilerin AT2 reseptor
antagonistlerince ortadan kalkmasi; hipertansiyon ve kardiyovaskiiler sistem
hastalarinin tedavi stratejilerinde AT2 reseptorlert hakkinda ileri caligmalara ve
tanimlamalara ihtiya¢ dogurmustur.

3.12. Novokinin

Novokinin, AT2 reseptdr agonisti gii¢lii bir hipotansif peptiddir. Novokinin’
in AT2 reseptor affinitesi ovokinin’den sadece 3,4 kat fazla olmasina ragmen,;
novokinin’in hipotansif etkinligi ovokinin’den 100 kat daha gii¢liidiir. Bu,

ovokinin’in hipotansif etkinliginin AT2 bagimsiz mekanizmalar aracili oldugunu
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diistindiirmektedir. Novokinin, spontan hipertansif ratlara (SHR) 0.1 mg/kg dozda
oral yolla verildikten sonra sistolik kan basincini anlamli olarak diisiirdiigii ve bu
hipotansif etkinin, bir AT2 antagonist olan PD123319 ile bloke edildigi
gosterilmistir (122). SHR’ dan izole edilen endoteli saglam mezenterik arterlerde
doz bagimli olarak gevsemeye sebep oldugu, endoteli siyrilmis mezenterik
arterlerde ise gevseme olusturmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar novokinin
aktivitesinin ~ endotelyum-deriveli  gevseme  faktorii  aracili  oldugunu
gostermektedir. Novokinin’in gevsetici etkisinin AT2 reseptdr antagonisti
PD123319 (100uM) ile anlamli olarak bloke olmasi damar gevsetici etkisinin
AT?2 reseptor aracili oldugunu diistindiirmektedir (123) NOS inhibitorii olan L-
NAME’ in, kronik AT1 reseptor antagonisti uygulanan SHR’ dan izole edilen
mezenterik arterlerde AIl’ nin ortaya c¢ikardigi gevsemeyi koreltmesi AT2
reseptorlerinin  indiikledigi  vazorelaksasyonda NO’ in roli  oldugunu
disiindiirmistiir (122) Bununla birlikte, 100uM L-NAME’in Novokinin’in
olusturdugu gevsemeyi anlamli olmamakla birlikte azaltmasi; COX inhibitori
Indometazin’in (0,3 uM) gevsemeyi anlamli diizeyde bloke etmesi NO’in degil
PG’lerin novokinin indiiklii gevsemede etkili oldugunu gdstermektedir (123).
Vazorelaksasyonu indiikleyen PG tiirleri olan PGl,, PGE, ve PGD; ile yapilan
calismada bu PG reseptor tiirlerini bloke eden antagonistler kullanilmis ve
novokinin’in gevsetici etkisinin sadece PGI, reseptorlerinin (IP reseptor) blokaji
ile baskilandig1 diger PG antagonistlerinin novokinin aktivitesini baskilamadigi
belirlenmistir. Giiglii vazodilator etkisi ile PGl,, COX yolagmnm en onemli
irtiniidiir. Bu sonuglar novokinin’in damar gevsetici etkisinin asil olarak IP

reseptor ve PGI, aracili oldugunu diisiindiirmektedir (123).
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3.13. Calismanin Amaci
Yeni bir hipotansif peptid olan AT2 agonisti Novokinin’in, miyokardiyal
IR’daki etkisini gdsteren herhangi bir calisma bizim bilgilerimize gdre mevcut
degildir. Bu c¢alismada miyokardiyal IR olusturulan siganlarda AT2 agonisti
Novokinin’ in,
e Oksidatif stres ile iligkili kardiyak hasarda etkili rhokinaz
e Reaktif oksijen iliretiminde etkili bir enzim olan ve Ozellikle de AlI ile
aktive - olan NADPH oksidaz,
e Endojen NOS inhibitorii olan ve oksidatif stres ile artan ADMA,
e eNOS aktivitesinden sorumlu CAV-1 ve HSP90,
e Pro-inflamatuar etkili ve miyokardiyumun hasara duyarliligini artiran
TLR-4,
e Oksidatif strese yanit olarak aktive olan ve inflamatuar genlerin
iiretiminden sorumlu NFxB diizeylerine ve
e Nekroz alanina

etkilerinin incelenmesi amag¢lanmaistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde iiretilen
Sprague Dawley cinsi, 200-250 gr agirliginda 28 adet erkek sican kullanildi.
Sicanlara 12 saat gilin 15181/12 saat karanlik siklusta, havalandirmali, sabit 1s1l1
(21£1 C°) odalarda ve 0Ozel kafeslerde standartlara uygun olarak bakildi.
Beslenmeleri 8mm’lik standart sican pelet yemi ve musluk suyu ile ad libidum
olarak saglandu.

4.2. Deney Plam ve ila¢ Uygulamalar

Calisma  kontrol, iskemi-reperfiizyon, = novokinin  ve  iskemi-
reperflizyon+novokinin olmak tizere 4 grup iizerinden planland:.

Kontrol grubu (K, n=7): Her hayvana genel anestezi altinda juguler vene
yerlestirilen kaniil yardim ile inflizyon pompast kullanilarak %0,9 izotonik NaCl
2ml/dk olarak uygulandu.

Novokinin grubu (N, n=7): Sicanlara genel anestezi altinda juguler vene
yerlestirilen kaniil yardimi ile inflizyon pompasi kullanilarak 0,05 mg/kg dozda
Novokinin 2ml/dk olarak uygulandi.

Iskemi-reperfiizyon grubu (IR, n=7): Sicanlara genel anestezi altinda
juguler vene yerlestirilen kaniill yardimi ile inflizyon pompasi kullanilarak
iskeminin 30 dakika dncesinde baslamak iizere ve iskemi-reperfiizyon sirasinda
devam edecek sekilde %0,9 izotonik NaCl 2ml/dk olarak uygulandi. Anestezi
altindaki her hayvana miyokardiyal IR yapildi.

Iskemi-reperfiizyon+Novokinin grubu (IRN, n=7): Sicanlara genel

anestezi altinda juguler vene yerlestirilen kaniil yardimi ile inflizyon pompasi
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kullanilarak iskeminin 30 dakika oOncesinde baslamak {izere ve iskemi-
reperflizyon sirasinda devam edecek sekilde 0,05 mg/kg dozda Novokinin 2ml/dk
olarak uygulandi..

4.3. Cerrahi uygulama: iskemi-reperfiizyon

Sicanlar Sodyum Pentobarbital (50mg/kg, i.p.) ile genel anesteziye alindi.
Yapay solunum i¢in trakea kaniilasyonu yapildi ve siganlar solunum pompasina
baglandi. Karotid artere yerlestirilen bir kaniilden, transdiiser ve bir kaydedici
yardimi ile kan basinci, kalp hizi ve EKG yazdirildi. ilag uygulamalar: igin
Juguler ven kaniile edilerek kaniiliin diger ucu infiizyon pompasina baglandi.
Gogsiin sol tarafina 1-1.5 cm uzunlugunda bir insizyon yapildiktan sonra cilt alt1
dokular1 ve gogiis kaslar1 gecildi, sternumun hemen solunda doérdiincii kosta
kesilerek sol torakotomi yapildi. Toraks a¢ildigi anda icerideki negatif basincin
ortadan kalkmasi nedeniyle, solunumun devami ve pCO,, pO, ve pH degerlerini
korumak amaci ile ventilasyon cihazi (Harvard Animal Rodent Ventilator) ile 1.5
ml/100gr’lik hacim ve 60 atim/dakika’lik hizla oda havasi verilerek pozitif
basingli solunum uygulanmaya baslandi. Perikardiyumun siyrilmasmi takiben
g0gsiin sag tarafina hafifce basilarak kalp disar1 alind1 ve 10 mm’lik yuvarlak uclu
igne ile 6/0 ipek iplik sol ana koroner arterin altindan miyokard dokusunu da
hafif¢e i¢ine alacak sekilde hizla gecildi. Daha sonra kalp yeniden gogiis igine
yerlestirilerek stabilizasyon icin 20 dakika beklendi. Stabilizasyon donemi
baslangicinda inflizyon pompasi kullanilarak gruplara ila¢ uygulamasina basland1
ve iskemi siiresince de ila¢ uygulamasina devam edildi. Konulmus olan ipligin
uglar1 1mm ¢ap ve lcm boyda ufak bir plastik tiip icinden gegirilerek ve 20

dakikalik stabilizasyon periyodu sonunda damarin altindan gecirilmis olan ip
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plastik tiip ve bir klemp yardimu ile sikistirilarak damarm okliizyonu saglandi. 30
dakikalik iskemi sonunda klemp agilarak tiip icinden gecen iplik gevsetildi ve
boylece yeniden kanlanma yani reperflizyon saglandi. Reperflizyon siiresi 120
dakika olarak uygulandi. Deneye son verilmeden 6nce heparin uygulandi ve
kalpler hizlica ¢ikarildi.

4.4. Hemodinamik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Deneylerde sistolik (SKB) ve diyastolik (DKB) kan basinci karotid artere
yerlestirilen bir kaniilden, transdiiser ve bir kaydedici yardimi ile direkt yontemle
Olgiildii. Ayrica SKB’nin %40’ 1, DKB’nin %60’ 1 toplanarak ortalama kan
basinc1 (OKB) hesaplandi. Siganlarin kan basinci degerlendirmelerinde kaniiliin
takilmas1 ile ila¢ uygulamasina kadar gecen siiredeki bazal, ila¢ uygulamasi
sirasindaki, iskem baslangic1 ve sonundaki, reperflizyon baslangici ve sonundaki
kan basinci verileri kullanildi. Ayrica cerrahi uygulamalar siiresince kalp hizi ve
EKG bulgular1 kaydedildi.

4.5. Nekroz Alanmin Olgiilmesi

Her deneyin sonunda hizlica ¢ikarilan kalpler serum fizyolojik ile yikanarak
12 saat dondurucuda bekletilmek tizere aliiminyum folyoya sarildi. Dondurulmus
kalpler 2 mm kalinliginda dilimlendi ve %1’ lik trifenil tetrazolyum klorid (TTC)
iceren tamponda (pH=7,4) 37 C° de 15-20 dakika siireyle inkiibe edildi. TTC,
dokuda NADH, dehidrojenazlar ve diaforazlar bulundugunda formazan
pigmentlerini indirger. Canli dokular, bu enzimler ve kofaktorleri icerdikleri i¢in
koyu kirmizi renkte boyanirken, infarkt alanlari bu enzimler ve kofaktorleri
icermedikleri i¢in boyanmazlar. Boyamadan sonra kalp dilimleri birbirinden 2mm

uzaklig1 olan iki cam levhanin arasma konuldu. Canli doku ve nekrotik doku ayirt
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edilerek seffaf bir asetat {izerine ¢izildi ve scanner ile taranan goriintiiler
bilgisayara aktarilarak ImageJ goriintii analiz programu ile 6l¢iildii.

4.6. Genetik analizler

Deneyler sonunda hizlica ¢ikarilip serum fizyolojik ile yikanan kalplerden 2
mm kalinliginda alinan dokular RNA later soliisyonu igeren 1.5 ml’lik ependorf
tiiplere alindi. +4°C’de 1 gece bekletildikten sonra RNA izolasyonu yapilincaya
kadar -80°C derin dondurucuda saklanda.

4.6.1. RNA Izolasyonu

1. Yaklasik olarak 50-100 mg olan dokular RNA later soliisyonu igerisinden
cikartilarak kurutma kagidi arasina alinip hafifce bastirilarak RNA later soliisyonu
uzaklastirildiktan sonra 1 ml Trizol reaktifi iceren 1.5 ml’lik ependorf tiiplere
alind1 ve steril celik bilyeler kullanilarak homojenizasyon cihazinda homojenize
edildi.

2. Homojenize edilmis 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Santrifiijde 12000x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisim yeni tiipe
transfer edildi.

3. Uzerine 0.2 ml kloroform ilave edilerek vortekslendi ve 2-3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

4. Ornekler, 15 dakika ve +4°C’de 12000xg’de santrifiij edildi.

5. Ust faz, yeni bir tiipe transfer edildi ve iizerine 0.5 ml izopropil alkol
eklendi. Ornekler, 10 dakika 15-30°C’de inkiibe edildi ve +4°C’de 10 dakika

12000xg’de santrifiij edildi.
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6. Siipernatant kistm tamamen uzaklastirildi. RNA pelleti, ilk olarak 1 ml
%75’1ik etanol ile yikandi. +4°C’de 5 dakika i¢cin 7500xg’de santrifiij edildi. Bu
yikama islemi tekrarlandi ve kalan tiim etanol uzaklastirildi.

7. RNA pelleti 5-10 dakika havada kurutma iglemine tabi tutuldu.

8. DNase/RNase igermeyen su ile sulandirildi ve ¢cDNA elde edilinceye
kadar -80°C’de sakland:.

4.6.2.RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Izolasyonu yapilan RNA’larin miktar1 Qubit cihazi (Invitrogen, Carlsbad,
CA) kullanilarak 6lgiildii. K, IR, IRN ve N ve olmak iizere olusturulan 4 grup i¢in
Qubit ile dlgiilen degerlere gore esitleme yapilarak 4 RNA havuzu olusturuldu.

4.6.3. cDNA Sentezi

RNA orneklerinden cDNA sentezi High Capacity cDNA sentez Kkiti
kullanilarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde gerceklestirildi.

4.6.4. Real Time-PCR

Elde edilen cDNA’lar, GAPDH (Housekeeping gen) HSP90, NFxB ve
CAV-1 gen ekspresyonlarmi arastrmak i¢in Tag Man Ekspresyon Assay’leri
(Invitrogen, Carlsbad, CA) kullanilarak, ABI Prism 7500 Fast Real Time PCR
(Applied Biosystems, Foster City, CA) cihazinda ¢alisildi. 4 gruptaki ilgili 3 genin
ekspresyonlar1 2-24CT degerleri kullanilarak karsilastirildi.

4.7.ELISA

Doku ADMA, TLR-4, Rhokinaz ve NADPH oksidaz diizeylerine ELISA
yontemi ile bakildi. Sicanlardan elde edilen doku 6rneklerinde ADMA, TLR-4,
Rhokinaz ve NADPH oksidaz ELISA kitleri ile ticari firmaca (Eastbiopharma, Cat

No: CK-E90206- Ref: E20121120049- Lot: 20121120; Sunred, Cat No:
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201110081- Ref: D2E201110081- Lot:201303; Eastbiopharma, Cat No: CK-
E90094; Cusabio, Cat No:CSBEL015959RA-Lot No0:24069902, siras1 ile)
belirlenen protokol uyarinca 6l¢iim yapild.

4.8. Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama+standart hata (SH) olarak belirtildi. Verielerin
istatistiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢in bilgisayar programli paket
programi kullamldi. Istatistiksel farklarin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis
sonrasinda Mann Whitney U testi kullanmildi. Elde edilen sonuglarin

yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Novokinin uygulamasinin kan basinci iizerine etkileri

Bazal OKB degerleri sirastyla K grubunda 1074 mmHg, 10745 mmHg,

IR grubunda 105+1 mmHg, IRN grubunda 106+4 mmHg olarak hesaplandi.

Gruplar arasinda bazal OKB, SKB ve DKB degerleri bakimindan fark yoktu.

Novokinin uygulamast sonrasit N grubunun SKB degeri IRN grubuna gore anlamli

olarak diisiiktii. IR uygulanan grupta iskemi ve reperflizyonun baslangici ve

sonunda SKB degerleri IRN grubundan anlamh olarak diisiik bulundu. Iskemi

baslangicinda DKB ve OKB, iskemi sonu ve reperflizyon baslangicinda ise OKB

degerleri IR grubuna gore anlamli diisiik bulundu (Tablo 1).

Tablo 1. Novokinin uygulamasinin kan basinci iizerine etkileri

GRUPLAR KB BAZAL NS iB is RB RS
SKB 143 £5
K DKB 84+4
OKB 107+4
SKB 141 +4 135+5
N DKB 83+ 4 79+ 4
OKB 107+5 96+ 2
SKB 145+4 133+£5 130+3 147+6 149+3
IR DKB 82+ 4 77+3 75+ 4 84+ 4 85+ 6
OKB 105+1 99+3 98+ 4 110+ 4 108+5
SKB 145+6 134+ 6 122 +4° 119+5° 134+4° 143 +£4*
IRN DKB 79+5 74+ 4 72 + 3° 72+3 77+ 6 81+2
OKB 106 £4 98+ 4 93+ 3% 91 +£3* 99 + 4° 106 £ 1

a:IR grubuna gore anlamli farklilik, (p<0,05). NS: novokinin uygulamasi sonrasi, iB:

iskemi baslangici, IS: iskemi sonu, RB: reperfiizyon baslangici, RS: reperfiizyon sonu
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5.2. Novokinin uygulamasinin HSP90 diizeyine etkileri
HSP90 diizeyleri swrastyla kontrol grubunda 1+0.2, N grubunda 1+0.3, IR
grubunda 1.54+0.2, IRN grubunda 1.2+0.2, olarak belirlendi. K ve N gruplarina
gore IR grubunda anlamli artan HSP90 diizeyleri Novokinin uygulamas ile

anlaml olarak azaldi (Sekil 3).

0,8 4
06 4

04 -

HSP90 (mRNA kismi kat artisi)

0,2 4

K N
GRUPLAR

Sekil 3. Novokinin uygulamasinin HSP90 diizeylerine etkileri.

*: K ve N gruplarina gore anlamli farklilik, **: IR grubuna gére anlaml farklilik, (p<0,05).

5.3. Novokinin uygulamasinin CAV-1 diizeyine etkileri
CAV-1 diizeyleri K grubunda 1.1+0.12, N grubunda 1£0.19, IR grubunda
0,8+0.2, IRN grubunda 1.3+0.25 olarak belirlendi. IR grubunda azalan CAV-1

diizeyi Novokinin uygulamasi ile anlamli olmamakla birlikte artt1 (Sekil 4).
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Sekil 4. Novokinin uygulamasinin CAV-1 diizeylerine etkileri

5.5. Novokinin uygulamasinin ADMA diizeyine etkileri

ADMA diizeyleri swrastyla K grubunda 3.9+1.1, N grubunda 3.7+1.2, IR
grubunda 8,3+1.7, IRN grubunda 7.6+1.5 olarak belirlendi. K grubuna gore IR
grubunda anlamli olarak artan ADMA diizeyi Novokinin uygulamas: ile azaldi

ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Novokinin uygulamasinin ADMA diizeylerine etkileri.

*: K ve N gruplarina gore anlamli farklilik, (p<0,05).
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5.6. Novokinin uygulamasinin Rhokinaz diizeyine etkileri

Rhokinaz diizeyleri sirastyla K grubunda 109+11, N grubunda 105+10, IR
grubunda 130+14, IRN grubunda 117+16 olarak belirlendi. K ve N gruplarina
gore IR grubunda artan Rhokinaz diizeyi Novokinin uygulamasi ile anlamli

olmamakla birlikte azald1 (Sekil 6).

160+

1404

1204

[rrm i o
revim e
frerm i e

100+

80 -

60 -

RHOKINAZ (ng/ml)

40

1 23R R R R AR RN

204

frerm i e
revim e
revim e

GRUPLAR

Sekil 6. Novokinin uygulamasinin Rhokinaz diizeylerine etkileri

5.7. Novokinin uygulamasinin NADPH Oksidaz diizeyine etkileri

NADPH Oksidaz diizeyleri sirasiyla K grubunda 29484100, N grubunda
2870+102, IR grubunda 48214180, IRN grubunda 28584200 olarak belirlendi. K
grubuna gore anlamli artan NADPH oksidaz diizeyi Novokinin uygulamas: ile

anlamli azaldi1 (Sekil 7).
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Sekil 7. Novokinin uygulamasinin NADPH Oksidaz diizeylerine etkileri.

*: K gore anlamli farklilik, **: IR grubuna Novokinin uygulamasi ile olugan anlamli farklilik,

(p<0,05).

5.8. Novokinin uygulamasinin NFgB diizeyine etkileri

NFgB degerleri K grubunda 1.1+0.3, N grubunda 14+0.2, IR grubunda
2.240.3, IRN grubunda 1.25+0.21 olarak belirlendi. K ve N gruplarina gore IR
grubunda anlamli olarak artan NFgB diizeyleri Novokinin uygulamasi ile anlamli

olarak azald1 (Sekil 8).
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Sekil 8. Novokinin uygulamasinin NF¢B diizeylerine etkileri.

*: K ve N gruplarina gore anlamli farklilik, **: IR grubuna gére anlamli farklilik, (p<0,05).

5.9. Novokinin uygulamasimin TLR-4 reseptor diizeyine etkileri

TLR-4 reseptor diizeyleri sirasiyla kontrol grubunda 1942, N grubunda
1842, IR grubunda 2443, IRN grubunda 20+1 olarak belirlendi. IR grubunda K
grubuna gore artan TLR-4 diizeyi Novokinin uygulamasi ile anlamli olarak azaldi

(Sekil 9).
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Sekil 9. Novokinin uygulamasinin TLR-4 reseptor diizeyine etkileri.

*: IR grubuna gore anlamli farklilik, (p<0,05).

5.10. Novokinin Iskemi-reperfiizyona bagh nekroz alanina etkileri
IR’a bagl olarak olusan nekroz oranlari sirasi ile IR grubunda 0,3939+0.05,
IRN grubunda 0,2339+0.04 olarak belirlendi. Novokinin uygulamasi IR grubuna

gore infarkt alanini anlamli olarak azaltt1 (Sekil 10).

IR IRN

Sekil 10. Novokinin uygulamasinin nekroz alani iizerine etkileri.

*: IR grubuna gore anlamli farklilik, (p<0,05).
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6. TARTISMA

Calismamizda, bazal kan basinci degerleri bakimindan gruplar arasinda
herhangi bir fark yoktu. Novokinin, baglangigta, iskemi ve reperflizyon boyunca
OKB, SKB ve DKB degerlerini IR grubuna goére azaltti. Novokinin uygulamas1
IR’a bagl artan NFKB, NADPH oksidaz, HSP90, TLR-4 diizeylerini ve infarkt
alanin1 anlamli olarak azaltti. IR’a bagli ADMA ve Rhokinaz degerlerindeki
artiglar novokinin uygulamasi ile azaldi.

Novokinin, iskemi ve reperflizyon boyunca SKB degerlerini, iskemi
baslangicinda DKB degerlerini ve reperfiizyon sonu hari¢ OKB degerlerini IR
grubuna gore anlamli olarak azaltti. SHR da yapilan bir ¢alismada farkli dozlarda
oral ve i.v. olmak tiizere iki farkli yolla Novokinin verilmesi SKB da anlamli
disiisler saglamis, AT2 reseptor antagonisti PD123319 verilmesi ise hipotansif
etkiyi bozmustur. COX inhibitérii indometazin ve PGI2 reseptor antagonisti
CAY10441 verildiginde de yine Novokininin hipotansif etkisi bloke olmustur
(124). SHR’ dan izole edilen endoteli saglam mezenterik arterlerde doz bagimli
olarak gevsemeye sebep oldugu, endoteli siyrilmis mezenterik arterlerde ise
gevseme olusturmadigr belirlenmistir. Bu sonuglar Novokinin aktivitesinin
endotelyum-deriveli gevseme faktorii aracili oldugunu  gdstermektedir.
Novokinin’in gevsetici etkisinin AT2 reseptor antagonisti PD123319 (100uM) ile
anlamli olarak bloke olmasi damar gevsetici etkisinin AT2 reseptor aracili
oldugunu diistindiirmektedir (122). NOS inhibitorii olan L-NAME’ in, kronik
AT1 reseptor antagonisti uygulanan SHR’ dan izole edilen mezenterik arterlerde
AIl’ nin ortaya ¢ikardigi gevsemeyi azaltmast AT2 reseptorlerinin indiikledigi

vazorelaksasyonda NO’ in rolii oldugunu disiindiirmiistiir (123). Bununla
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birlikte, 100uM L-NAME’ in Novokinin’ in olusturdugu gevsemeyi anlamli
olmamakla birlikte azaltmasi; COX inhibitérii indometazin® in (0,3 uM)
gevsemeyi anlamli diizeyde bloke etmesi NO ile birlikte PG’lerin Novokinin
indiiklii gevsemede etkili oldugunu gostermektedir (124). Vazorelaksasyonu
indiikleyen PG tiirleri olan PGI2, PGE2 ve PGD?2 ile yapilan ¢alismada bu PG
reseptor tiirlerine bloke eden antagonistler kullanilmis ve Novokinin’ in gevsetici
etkisinin sadece PGI2 reseptorlerinin (IP reseptdr) blokaji ile baskilandigi diger
PG antagonistlerinin Novokinin aktivitesini baskilamadig: belirlenmistir (125). Bu
sonuglar Novokinin’ in damar gevsetici etkisinin asil olarak IP reseptor ve PGI2
aracilt oldugunu diistindiirmektedir (125). Baska bir calismada selektif AT2
reseptor agonisti CGP42112° nin SHR’ da kan basincmi diistirdiigii belirlenmistir
(126). Aort damarinda yapilan bir ¢calismada ise eNOS/cGMP aktivasyonu ve
AT?2 ekspresyonuna bagli olarak AT2 reseptor aracili vazorelaksasyonun meydana
geldigi rapor edilmistir (127). Calismamizin Novokinin’in hipotansif etkisini
gosteren sonugclari literatiirler ile benzerlik gostermektedir.

IR’a bagl olarak artan HSP90 diizeyleri Novokinin uygulamasi ile anlaml
olarak azaldi. Koroner arter hastaliina sahip erkek ve bayan hastalarda yapilan
bir calismada hem erkek hem de bayan hastalarin arterlerinde HSP90 diizeylerinin
sagliklt bireylere gore ¢ok daha diisiik oldugu tespit edilmistir (128). Brown
Norway ve Dahl S cinsi sicanlarda yapilan bir ¢alismada ise eNOS bagimli
HSP90 diizeylerinin Brown Norway cinsi si¢anlarda iskemiden sonra 2 kat arttigi,
infarkt alaninda %63 oraninda bir azalma oldugu ve L-NMA ile NOS blokaj1
yapildiginda ise infarkt alaninin arttigi tespit edilmistir. Bu sonucglar, HSP90-

eNOS ikilisinin NO sentezini arttirdigt ve bunun da Brown Norway cinsi
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siganlarin iskemiye daha direngli olmasmin temelinde yatan mekanizma oldugu
disiiniilmektedir (129). ROS’un iskemik kalpte stres cevabina etkisinin
arastirildig bir ¢alismada ise HSF-1 aktivasyonu ile HSP90 mRNA’nin uyarilarak
iskemik-reperfiize kalpte HSP90 diizeyinde artisa sebep oldugu gdsterilmistir
(130). HSP90 transfeksiyonu yapilan domuz IR modelinde kalbin HSP90
ekspresyonu gerceklesen iskemik bolgesinde infarkt alaninda %33 azalma oldugu
belirlenmistir (131). Calismalarin sonuglart HSP90’m eNOS’ u regiile edici
olmasi, endotelyal fonksiyon ve NO salimimi i¢in roliinii ve kardiyovaskiiler
hastaliklar agisindan 6nemini ortaya koymaktadir.

IR ile artan CAV-1 diizeyinde Novokinin uygulamas: ile herhangi bir
degisiklik belirlenmedi. CAV-1 peptidinin miyokardiyal IR’da kalp i¢in koruyucu
oldugu ve bu etkisini NO aracili mekanizma ile gosterdigi ifade edilmistir (132).
CAV-1 eksikliginin kardiyak disfonksiyonu siddetlendirdigi ve MI gegiren
farelerde hayatta kalma oranini azalttig1 tespit edilmistir (133). CAV-1 knock-out
farelerin kalbinde MMP diizeylerinin artmis oldugu ve bunun kardiyak
fonksiyonu etkiledigi belirtilmektedir (134). Iskemi ve reperfiizyonu takiben
miyokardiyal CAV-1 igeriginde azalma oldugu belirtilmektedir (132). CAV-1
knock-out farelerde plazma NO diizeyinin bes kat artmasi CAV-1’in eNOS
regiilasyonunda rolii oldugu hipotezini desteklemektedir (135). Iskemiden 1 saat
once 1.v. olarak verilen CAV-1 peptitleri iskemi sonras1 nétrofil infiltrasyonunu ve
buna bagl kardiyak disfonksiyonu azaltmistir. Yine ayni caligmada CAV-1
verilen grupta bazal NO saliniminin kontrole gore 2.2 kat arttigi belirlenmistir.
CAV-1’in endotelyum kdkenli NO salinimini artirarak nétrofil infiltrasyonunu ve

kardiyak disfonksiyonu azalttig1 disliniilmektedir (132). Koroner damar
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yataklarmdaki O,- inhibisyonu ve artmus NO salimmmi CAV-1’in IR’daki
koruyucu etkisini goOstermektedir (132). Endojen CAV-1 ekspresyonunun
modiilasyonu iskemik renal yetmezlik, MI ve serebral iskemide gosterilmistir
(133). Kaveolinlerin genel olarak eNOS inhibisyonunu 6nleme, NO salinimini
hizlandirma, O,- iiretimini azaltma, post-iskemik sol ventrikiiler fonksiyonu
tyilestirme ve SOD aktivitesini artirma gibi etkileri ile kardiyak koruma sagladigi
disiiniilmektedir (134).

Calismamizda IR ile artan ADMA diizeyi Novokinin uygulamasi ile azaldi
ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. ADMA ile olusan endotel
disfonksiyonu mekanizmas1 vaskiiler NO elde edilebilirliginin azalmasi, vaskiiler
O, seviyelerinin artmasi ile olmaktadir (136). Cesitli deneysel hayvan
modellerinde ve hastaliklarda artmus ADMA diizeyi, artmis oksidatif stres ve
endotel disfonksiyonu arasinda anlamli iliskiler saptanmustir. Orta yashh 150
kisiyi igeren bir ¢alismada yiiksek ADMA diizeylerinin, akut koroner hastalik
riskini 3.9 kat arttirdig1 gosterilmistir (137). Klinik ve deneysel calismalar endotel
disfonksiyonunu, artmig oksijen kokenli serbest radikal {iretimiyle
iliskilendirmistir (57). Vazospastik anjinali hastalarm koroner damarlarinda
ADMA diizeyleri yiiksek, NO diizeyleri ise diisiik bulunmustur (59). ADMA’nin
ventrikiiler kontraksiyonu, kalp hizin1 azalttigi ve kalp yetmezliginde ADMA
diizeyleri arttigi rapor edilmistir (60). 30 dakika iskemiyi takiben farkli
reperflizyon siireleri uygulanan farelerde miyokardiyal dokuda anlamli bir ADMA
akiimiilasyonu belirlenmis ve en yiiksek ADMA diizeyi reperflizyonun 4. saatinde
tespit edilmistir. Oral L-Arjinin uygulanan farelerde reperflizyonun 4. saatindeki

reperflizyon hasar1  %40-50 oraninda azalmistr. ADMA’nin reperfiizyon

56



hasarindaki etkilerinin eNOS aktivitesini ve fosforilasyonu, adezyon molekiilii
ekspresyonunu ve 16kosit aktivitesini azaltmasit aracilifiyla gerceklestigi
disiiniilmektedir (138).

Rhokinaz diizeylerinde iR’a bagli olarak goriilen artis Novokinin
uygulamasi ile anlamli olmamakla birlikte azaldi. Kopeklerde yapilan in vivo bir
calismada, reperflizyon oncesi uygulanan Rhokinaz inhibitorii Fasudil endotelyal
disfonksiyonu onleyerek MI gelisimini baskilamistir. Fasudil vazodilator etkisini
sadece diiz kas kasilmalarni onleyerek degil ayni zamanda eNOS sentezini
artirarak gostermistir (139). Insan endotel hiicrelerinde Rho-kinaz, eNOS’u
protein kinaz B/Akt inhibisyonu araciligi ile negatif yonde diizenledigi
belirtilmistir (140). Bu veriler, saglikli bireylerin periferal dolasiminda eNOS
diizenlenmesinde Rho-kinaz enzimin 6nemli bir rol lstlendigini gostermektedir.
Patolojik olarak dnemli AIl ve ET-1 gibi uyaric1 faktorler, ¢esitli kardiyovaskiiler
hastaliklarda RhoA-Rhokinaz sinyal yolunu uyarmak suretiyle etkili olabilirler
(141). Akut miyokardiyal IR hasarinda RhoA ve Rhokinaz’in roliiniin arastirildig:
bir caligmada 30 dakika iskemiyi takiben 24 saat reperflizyon ve iskemiden 1 saat
once oral Rhokinaz inhibitorii Y-27632 uygulamasi ile iskemik miyokartta RhoA
ekspresyonunun arttig1 ve takibinde Rhokinaz’in aktive oldugu belirlenmistir. Y-
27632, IR da artan Rhokinaz aktivasyonu anlamli olarak inhibe etmis ve infarkt
alan1 da %41.1 azaltmistir. Ayni ¢aligmada post-iskemik kardiyak fonksiyonlar Y-
27632 ile artmus ve IR ile artan inflamatuar maddeler ve apoptozis azalmis olarak
tespit edildi. Bu sonuglar Rhokinaz’in miyokardiyal IR hasarinda odak olabilecek
bir role sahip oldugunu distindiirmektedir (142). Hidroksifasudil ile kopekte

yapilan bir ¢aligmada, hidroksifasudil’in IR ile bozulan eNOS ekspresyonu
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diizelttigi  ve miyokardiyal infarkt alanmi azalttigi rapor edilmistir.
Hidroksifasudil’in in vivo koroner IR hasarmdaki kardiyoprotektif etkisinin eNOS
ekspresyonunu iyilestirerek NO aracili oldugunu akla getirmistir (143). Erken
reperflizyon esnasinda Rhokinaz enziminin aktive oldugu ve enzimin inhibisyonu
ile ilk olarak infarkt alanmnin smirlandirildigi ve bu etkinin Akt/eNOS bagimli
mekanizmalar araciligi ile ortaya ciktigi belirtilmektedir. All’nin uzun siireli
infiizyonunun RhoA ve Rhokinaz aktivitesini uyararak koroner arterlerde mediyal
kalinlasmay1r ve perivaskiiler fibrozisi ilerlettigi belirtilmistir (141). Asiri
RhoA/Rhokinaz aktivitesi NO sentezinde azalmaya ve endotelyal disfonksiyona
neden olabilir ve RhoA/Rhokinaz inhibitérleri bunu geri ¢evirmesi
RhoA/Rhokinaz yolag: kardiyovaskiiler tedavide 6nemli bir terapdtik hedef haline
gelmistir (144).

Novokinin uygulamasi ile IR’a bagl olarak artan NADPH oksidaz diizeyi
azald1 ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. NADPH oksidaz
aktivitesi ve ekspresyonunun deneysel sol ventrikiil hipertrofisi (79) ve MI’da
(80) arttign1 gozlenmistir. NADPH oksidaz’in  Aposinin ile inhibisyonu
miyokardiyal oksidatif stresi ve apoptozisi azaltirken MI sonrast kardiyak
fonksiyonlar1 diizeltmistir (145). NADPH oksidaz’in endotelyal hiicrelerde,
vaskiiler diiz kas hiicrelerde, kardiyomiyositlerde ve fibroblastlarda ROS
iretimine neden oldugu gosterilmistir (146). Artmis NADPH oksidaz
ekspresyonunun siganlarda akut MI sonrasi lipid peroksidasyonu ile iliskili oldugu
belirtilmektedir (147). AIl NADPH oksidaz enzimini AT1 reseptorii araciligiyla
indiikleyebilmekte ve oksidatif stresi artirabilmektedir. RAS ile NADPH oksidaz

arasindaki etkilesimin yol actigi oksidatif stres kardiyovaskiiler patolojilerde
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(ateroskleroz, diyabet, kalp hastaliklari, hipertansiyon) anahtar rol
oynayabilmektedir.

NFgB diizeyleri iR’a baglh olarak artmis ve Novokinin uygulamasi ile
anlaml olarak azalmistir. Farkli deney modelleri ile yapilan ¢aligmalar NFxB’nin
hiicreleri 6liimden korudugunu desteklemektedir. NFxB’nin alt iinitelerinden
birinin kayb1 IR modelinde hiicre 6liimiinii azaltmaktadir (148). NFxB hem sag
kalim hem de 6lim yolaklarmi/molekiillerini indiiklemektedir. Lokosit, vaskiiler
endotel ve diiz kas hiicreleri, kardiyomyositler ve fibroblast gibi hiicreler
proinflamatuar sitokinlere NFgB aktivasyonu ile yanit vermektedir (146).
NFgB’nin aktivasyonu, domuz miyokardiyal reperfiizyon hasar1 modelinde bir
20S proteozom inhibitorii olan PS-519 ‘un sistemik olarak verilmesi ile inhibe
edilmistir. 1 saat iskemiyi takiben 3 saat reperflizyonun uygulanan bu modelde;
PS-519 ile reperflizyonun indiikledigi NFxB aktivasyonu bloke edilmis ve bunun
sonucu olarakta miyokarttan kreatin kinaz troponin I salmimi azalmis, infarkt
alan1 6nemli dl¢iide azalmis, herhangi bir akut toksisite ortaya ¢ikmamistir (149).
Calismanin  sonuglar1 proteozom inhibitérii kullanarak NFgB aktivasyonu
baskilandiginda reperflizyon hasarmin inhibe edilebilecegini gostermektedir.
Cesitli nedenlere bagli kalp yetmezligi olan hastalarin miyokard dokusunda NFxB
aktivasyonunu goriilmesi kalp yetmezligi gelisiminde inflamatuar yolaklarin
edimsel oldugunu diisiindiirmektedir. Arterlerde, NFxB proinflamatuar, pro-
adhezyon ve pro-oksidan gen transkripsiyonu oOzellikleri ile kardiyovaskiiler
hastaliklar1 tesvik ettigi diistiniilmektedir.

Calismamizda IR ile artan TLR-4 reseptdr diizeyi Novokinin uygulamasi

ile anlamli olarak azaldi. TLRlerin &zellikle miyokardiyal IR ve ateroskleroz gibi
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kardiyovaskiiler patolojilerde 6nemli rol oynadigma dair kanitlar artmaktadir
(150). TLR4’un asir1 ekspresyonu sonucu NFkB aktivasyonu ve sitokin iiretimi
artirr. NFkB knock-out farelerde IR hasarina duyarlhilikta azalma meydana
gelmesi TLR4-NF«B aracili inflamatuar cevaplarin hasarda 6nemli rol oynadigini
disiindiirmektedir (151). Ayrica kardiomyositlerde TLR-2, -4 ve -5
aktivasyonuyla olusan sinyalizasyonun miyokardin kontraktilitesini azalttigi ve
kalp yetmezliginde etkili oldugu ifade edilmektedir (152). TLR-4 veya TLR-4
iliskili yapisal iskelet proteini MyD88 eksikligi olan transgenik farelerde,
hemoraji, MI veya bobrek IR hasarmi takiben gelisen organ disfonksiyonlarmin
azaldig1 in vivo olarak gosterilmistir (152,153). TLR4’{in miyokard iskemisi ile
ortaya ¢ikan hiicresel sinyallerin aktivasyonunun transdiiksiyonu i¢in gerekli
oldugu ortaya konmustur (153). IR hasarinda Ksantin oksidaz ile ortaya ¢ikan
hiicre dis1 O;-’in nétrofilleri aktive ettigi ve indiiklenen notrofil iliskili
proinflamatuar yanitin TLR-4 bagimli mekanizmalarla ortaya ¢iktig1 gosterilmistir
(154). TLR-4 aktivasyonunu inhibe eden ve bir lipid A analogu olan E5564’un
(eritoran) ile farelerde yapilan miyokardiyal IR modelinde infarkt boyutunu
azaltmis ve transkripsiyonu NFxB bagimli olan proinflamatuar sitokinlerin
iretimini de baskilamistir (155). Farelerde yapilan bir calismada MI’dan 4 giin
sonra MI grubunun ventrikiil kasinda yiiksek diizeyde TLR-4 ekspresyonu
belirlenmis ve TLR-4 knock-out farelerde miyokardiyal inflamatuar hasara karsi
koruma sekillendigi rapor edilmistir (156). Karvedilol ile yapilan bir caligmada ise
infarkt bolgesinde NFxB ve TLR-4 ekspresyonunun inhibisyonuna bagl olarak

inflamasyonunun baskilandig1 ve kardiyak koruma saglandig1 ifade edilmektedir

60



(157). Bu sonuglar TLR-4’iin miyokardiyal IR da pro-inflamatuar bir rol
oynadigini diistindiirmektedir.

IR’a baglh olarak olusan nekroz Novokinin uygulamasi ile anlamli olarak
azaldi. ADE inhibitorii Kaptopril, AT1 ve AT2 reseptor blokorleri Losartan ve
PD123319 ile yapilan in vivo sigan miyokardiyal IR modelinde infarkt olusturmak
amaciyla sol koroner artere 30 dakika iskemi ve takiben 120 dakika reperflizyon
uygulanmis, Kaptopril ve Losartan miyokardiyal infarkt alanmni sirasiyla % 30.50
ve %37.75 azaltirken PD123319 ile azaltmamistir. Calismanin verileri Kaptopril
ve Losartan’m IR hasari sonrasi kalbi koruyucu aktivite gdsterdigini, ayrica,
losartan ile infarkt boyutundaki kiiclilmenin AT2 reseptoriiniin blokaji ile
durduruldugunu gostermektedir. AT2 reseptor aktivasyonunun potansiyel olarak
koruyucu oldugunu ve ATl reseptorlerinin etkilerine karsi goriinebilecegi
disiilmektedir (158). Yeni iiretilen giiclii ve selektif bir ARB olan TAK-491 ile
yapilan bir ¢alismada ise Ca™ bagimli NOS aktivitesinin arttig1 ve infarkt alanmnin
sinirlandig1 gosterilmistir (159). AT1 reseptor antagonisti Kandesartan ve peptid
yapisinda olmayan AT2 reseptor agonisti C21 ile yapilan bir MI ¢alismasinda ise
nekroz alani bakimindan gruplar arasinda fark olusmazken C21 MI sonrasi sol

ventrikiil remodeling’i azaltmamis olarak belirlenmistir (160).
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Sonug olarak; bu ¢alismada Rhokinaz, NADPH oksidaz, ADMA, TLR-4,
NFxB, CAV-1 ve HSP90 diizeylerinin IR hasarina katilimlar1 ve AT2 agonisti
Novokinin’in oksidatif stres ve inflamasyonla ilgili bu yolaklara ve miyokardiyal
nekroz alani lizerinde etkili oldugu gosterilmistir.

Bu sonuglar, Novokinin’in;

IRna bagli nekroz alanmni azaltabilecegi, IR swrasinda kan basincini
azaltmasmin ve deger parametreler etkisininde de nekrozdaki koruyuculuguna
katk1 saglayabilecegini

CAV-1 ve HSP90 diizeylerine olan etkileri ile de NO biyoyararlanimini
etkileyebilecegini,

Reaktif oksijen iiretiminde etkili bir enzim olan ve 6zellikle de All ile aktive
olan NADPH oksidaz diizeyini azaltmasi ile endotelde RAS kaynakli oksidatif
stresi Onleyerek kardiovaskiiler hastaliklarda koruyucu rol alabilecegini,

Endojen NOS inhibitorii olan ve oksidatif stres ile artan ADMA diizeyini
azaltmasi, novokinin’in oksidatif stresi azaltip endotelyal disfonksiyonu

tyilestirici etki gosterebilecegini diistindiirmektedir.
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