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1. OZET

Iskemik kalp hastaliklar1 gelismis iilkelerde ilk sirada gelen morbidite ve
mortalite nedenidir. Son yillarda, uzaktan iskemik kosullanma (RIC) olarak
adlandirilan uzak organ/uzvun gegici iskemisinin, letal iskemik sonuglar olugsmasina
engel olarak koruma olusturabildigi bulunmustur. Bu olgunun kesfi, kardiyak
korumada direkt kalbe miidahale zorunlulugunu ortadan kaldirabilmektedir.
Yaslanmada, komorbiditelerde  ve komedikasyonlarda  kosullanmalarin
kardiyoprotektif etkilerinin bozuldugu gosterilmistir. Yaslanmayla pineal bezden
melatonin sentezinin azalmasi, yaslanma ve yaslanmaya bagli kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu ¢alismada I/R hasarinda uzaktan iskemik perkosullanma (RIPerC) ve
melotoninin nekroz alani, nekrotik gen Cybb, hipoksiyle indiiklenen faktor (HIF-1a)
ve inflamasyon mediyatorii niikleer faktor-kappa B (NfkB) tizerindeki etkileri
incelendi.

Bu amagla kullanilan Spraque Dawley siganlar pinealektomi yapilmayan
(Non-PX) ve pinealektomili (Px) olarak 2 gruba ayrildi ve I/R’ye kadar 2 ay
bekletildi. (i)Kontrol; (ii)i/R (sol koroner arter ligasyonuyla olusturulan 30 dk
iskemi, 120 dk reperfiizyon); (iii)[/R+RIPerC (miyokardiyal iskemiye baslandiginda
3 siklus 5 dakika iskemiyi takiben 5 dk reperfiizyon); (iv)I/R+Melatonin (10 giin 10
mg/kg); (V)Px; (vi)Px+I/R; (vii)Px+I/R+RIPerC; (viii)Px+I/R+RIPerC+Melatonin
gruplarina ayrildi.

Hemodinamik parametreler EKG, kan basinci, kalp hizi degerlendirildi.
Nekroz alani 2,3,5-trifeniltetrazolyum kloriir (TTC) boyamayla belirlendi ve image J

programiyla hesaplandi. Cybb, HIF-1a ve NfkB qRT-PCR ile analiz edildi.



Non-Px gruplarda I/R’de artan enfarkt boyutu, Cybb ve NfkB RIPerC ve
melatonin ile azaldi. Px ile artan enfarkt boyutu RIPerC ile minimal,
RIPerC+Melatonin ile anlamli azaldi. Hem Non-Px hem de Px gruplarinda RIPerC
ve Melatonin Cybb ve NfkB ekspresyonlarini anlamli olarak azaltti. HIF-1a
ekspresyonu kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda /R ve Px grubunda up-regiile
(%28-%14) oldu. Melatonin ve RIPerC ise ekspresyonunu (%17,6-%30,4) down-
regiile etti. Ancak veriler istatistiksel olarak anlamliliga ulasamada.

Ilk kez bu c¢alismada RIPerC ile nekroz iizerinde saglanan
kardiyoprotektifligin Px ile azaldigi gosterildi. Disaridan melatonin verilmesi
koruyuculugu geri ¢evirebildi. Melatoninin  fizyolojik ve farmakolojik

konsantrasyonlar1 I/R hasarinda ve RIPerC’nin koruyuculugunda énemli olabilir.

Anahtar Kelimeler: Uzaktan iskemik perkosullanma, melatonin, I/R, Cybb, NfkB,

HIF-1a



2. ABSTRACT

Physiological and pharmacological effects of melatonin at remote
ischemic per conditioning protectiveness onto ischemia-reperfusion-induced

necrosis in the heart

Ischemic heart disease is the leading cause of morbidity and mortality in
developed nations. In recently, it has been found that remote organ/limb temporary
ischemia that renamed remote ischemic conditioning (RIC) can provide protection as
an obstacle to the formation of lethal ischemic outcomes. The finding of this
phenomenon can remove the requirement for direct cardiac intervention in cardiac
protection. It has been shown that the cardioprotective effects of conditioning in
aging, comorbidities and comedications are impaired. With aging, decreased
melatonin synthesis in the pineal gland suggests that it is important in the
pathogenesis of aging and aged-related cardiovascular diseases.

In this study, it were investigated effects of remote ischemic perconditioning
(RIPerC) and meletonin on the necrosis area, necrotic gene Cybb, hypoxia-inducible
factor (HIF-1a) and inflammatory mediator nuclear factor-kappa B (NfkB) in I/R
injury.

Sprague Dawley rats used for this purpose were divided into 2 groups as non-
pinealectomized (Non-Px) and pinealectomized (Px) groups, and waited for 2 months
until I/R. They were divided into (i) Control; (ii)l/R (30 min ischemia, 120 min
reperfusion caused by left coronary artery ligation); (iii)l/R+RIPerC (when
myocardial ischemia initiated, 3 cycles of 5 min oclusion followed by 5 min
reperfusion);  (iv)I/R+Mel (10 days 10 mg/kg); (V)Px; (vi)Px+I/R;

(vi))Px+I/R+RIPerC; (viii)Px+1/R+RIPerC+Melatonin groups.



Hemodynamic parameters that involving ECG, blood pressure, heart rate
were evaluated. The necrosis area was determined by 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) staining and calculated by the Image J program. Cybb, HIF-10 and
NfkB was analyzed by qRT-PCR.

Increased infarct size, Cybb and NfkB in I/R of Non-Px groups decreased
with RIPerC and melatonin. Increased infarct size with Px was minimal with RIPerC,
and significantly decreased with RIPerC+Melatonin. In both Non-Px and Px groups,
RIPerC and Melatonin significantly reduced Cybb and NfkB ex- pressions. HIF-1a
expression was up-regulated in the I/R and Px groups (respectively; %28-%14) when
compared with the control group. Melatonin and RIPerC down-regulated
(respectively; %17,6-%30,4) expression of HIF-1a. However, the data were not
statistically significant.

For the first time with this study, it was shown that the cardioprotection on
necrosis provided by RIPerC decreased with Px. The adminstration of melatonin
from the outside could reverse the protection. The physiological and pharmacological
constrastions of melatonin may be important in I/R injury and in the protection of

RIPerC.

Anahtar Kelimeler: Remote ischemic perconditioning, melatonin, I/R, Cybb, NfkB,

HIF-1a



3. GIRIS

3.1. Miyokardiyal Iskemi-Reperfiizyon Hasar1

Organ ve dokulara giden kan akimmin herhangi bir nedenle belirgin olarak
azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucunda perfiizyonun bozulmasina iskemi denir
ve iskemiye maruz kalan dokunun belirli bir siire oksijenden yoksun kalmasi doku
hasar1 veya nekrozu ile sonuglanir. iskemi sonrasi kan akiminin yeniden saglanmasi
ise reperfiizyon olarak adlandirilir ve iskeminin neden oldugu hasarin genislemesine
yol acar. Bu durum genel olarak iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar: olarak adlandirilir.
Hasarm yol agtigi lokal ve sistemik etkilerin organ transplantasyonu, miyokard
enfarktiisii, serebrovaskiiler hastaliklar, major cerrahi girisimler, trombolitik tedavi,
hemorajik sok ve resiisitasyon gibi bir¢cok klinik durumda ortaya cikan yiiksek
morbidite ve mortaliteye katkida bulundugu distiniilmektedir. “Oksijen paradoksu”
olarak da bilinen I/R hasarmnin biyokimyasal mekanizmalariin anlasilmasi klinikte
doku hasarmi azaltacak yeni tedavi seceneklerinin ve prosediirlerinin
gelistirilebilmesi agisindan olduk¢a 6nemli bir role sahiptir (1).

Iskemik kalp hastaligi (IKH) ekonomik olarak gelismis iilkelerde dnde gelen
morbidite ve mortalite nedenidir. VISION adli (The Vascular events In non-cardiac
Surgery patlents cOhort evaluatioN) giincel bir ¢alisma ile non-kardiyak cerrahi
sonrasi, %84,2’si asemptomatik olan 45 yas tizerindeki hastalarin, %8’inin miyokard
hasarima maruz kaldig1 troponin testiyle saptanmistir. Bu hastalarin 10°da 1’1 takip
eden 30 giin icerisinde oldiigiinden bulgular anlamli kabul edilmistir (2). Ik kez
1972 yilinda Ginks ve ark. (3) tarafindan gerceklestirilen ¢alisma ile koroner arter
okliizyonu ardindan reperfiizyonun, miyokard enfarkt boyutunu azaltabildigi

gosterilmistir. Giinlimiizde, akut ST-yiikselmeli miyokard enfarktiisiiniin (STEMI)



tedavisinde anjiyoplasti, trombolizis, perkiitan koroner girisim (PCI - percutaneous
coronary intervention) ve koroner arter bypass cerrahisi (KABC) gibi terapotik
stratejiler kullanilmaktadir ancak c¢alismalar iskemiden sonraki 30 giin igerisinde
mortalite ve morbidite goriilme sikligmmin  hala anlamliligimi  siirdiirdigiini
gostermektedir (4). Yani miyokardiyal kurtarma igin reperfiizyon gerekli olmasina
ragmen bir bedeli vardir, bu miyokard hasarini indiikleyen ve kardiyomiyosit
6liimiine neden olan “miyokardiyal I/R hasar:” olgusudur (5). Bu nedenle iskemik
miyokardin reperfiizyonunu saglayarak dokuyu kurtarma ve paradoksik reperfiizyon

hasarindan korumak i¢in miidahalelerin gelistirilmesine verilen 6nem artmaktadir.

3.2. Miyokardiyal Iskemi-Reperfiizyon Hasariin Mekanizmasi

Akut miyokard enfarktiisi (AMI) genellikle koroner arterlerde olusan
ateromatdz plagin riiptiiriine baghdir. Reperfiizyon, iskemik kalmis miyokardi
kurtarmak i¢in zorunludur ve buna mitokondriyel permabilite gecis porunun (mPTP)
acilmasi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (ROS), nitrik oksit (NO)
biyoyararlaniminda degisim, hiicre i¢i Ca”*/Na* dagilimi ve pH’daki degisiklikler
eslik etmektedir (5) (Sekil 1).

Dokuya giden kan akiminin azalmasi ve oksijen yetersizligiyle baslayan
iskemik hasar, reperfiizyon saglandiginda hasarlanan dokularin yeniden
oksijenasyonuyla artarak devam eder. Hiicredeki mitokondriyel adenozin trifosfat
(ATP) tiretiminde azalma hiicre i¢i metabolizmay1 anaerobik yone kaydirir ve
asidoza sebep olur. ATP bagimli Na*/K" iyon pompasinin yavaslamasi ile hiicre igi
H* artisim dengelemek icin ATP bagimli olmayan Na‘/Ca”* pompasi intraseliiler
Ca?* miktarini artirr ve artmis Ca®* yiikii sitozolik proteazlan aktive eder (Tablo 1).

Hiicre i¢i proteaz aktivasyonu ve reperfiizyonla dokularin yeniden oksijenasyonu



hidroksil radikali (OHe), siiperoksit anyonu (O2+—) ve hidrojen peroksit (H,O>) gibi
ROS ile peroksinitrit (ONOQ") gibi reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) tiretimine yol
acan kritik biyokimyasal yolaklar1 hizlandirir. Ayrica artmis serbest radikallerin
neden oldugu inflamasyon, bolgede inflamatuar hiicrelerin toplanmasini tetikler.
Endotelyal hiicrelerle inflamatuar hiicreler (basta polimorf ¢ekirdekli 1okositler)
arasindaki etkilesimler, birgok sitokinin salinmasina ve iskeminin yol actig1 hasarin
reperfiizyonla genislemesine yol agar. Ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz (NOS),
mitokondrilerde bulunan elektron transport zinciri (ETZ) ve NADPH oksidaz; ROS
ve RNS iiretiminden sorumlu baslica mekanizmalardir. Olusan serbest radikaller
hiicre membranindaki lipit yapilara, hiicre i¢i yapisal ve fonksiyonel proteinlere ve
genetik materyal gibi 6nemli makromolekiillere zarar vererek hiicre hasar1 veya

oliimiine yol agmaktadir (6).

Tablo 1: Iskeminin Hiicresel Etkileri

Degistirilmis zar potansiyeli

Degistirilmis iyon dagilimi (hiicre i¢i Ca**/Na")
Hiicresel sisme

Sitoskelet sisteminin dagilmast

Artmus hipoksantin

Azalan ATP
Azalmis fosfokreatin
Azalan glutatyon

Hiicresel asidoz

Collard ve ark. (7) ait ¢alismadan diizenlenmistir



inﬁamasyon Sarkolemmal membran hasan 1 Laktik asitin temizlenmesi

(nétrofiller)
- . -
Mitokondri
{subsarkolemmal)
: Oksidatif stres Kalsiyum asiryUki pH ayarlanmasi o3
Sarkoplazmik c
retikulum ‘ r

Sekil 1: Miyokardiyal I/R hasarinin temel bilesenleri

3.2.1. Mitokondriyal Disfonksiyon ve Kritik Bir Mediyatéor Olan
mPTP’nin Acilmasi

Ilk kez Crompton ve Costi (8) tarafindan yapilan calismayla letal I/R
hasarinda mPTP’nin kritik bir mediyatdr oldugu gosterilmistir. Fizyolojik kosullarda
mitokondri birkag metabolit ve iyon haricinde gegirimsizdir. Ancak, miyokard
iskemisi gibi patolojik kosullarda oksijen ve beslenme yoksunlugu mPTP'nin non-
selektif olarak acilip depolarize olmasi ve oksidatif fosforilasyonun bozulmasi ile
sonuglanmaktadir (9). Kalp hem kontraktilitede hem de gevsemede yiiksek enerji
talebini karsilamak icin ATP sentezi yoluyla siirekli enerji arzina ihtiyag
duymaktadir ve ATP'nin yaklasik %95'1 mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan
gelmektedir (10). Oksidatif fosforilasyon bozulmasi sadece ATP tiiketimine yol
agmaz ayni zamanda mevcut ATP'nin pargalanmasina da neden olur ki sonucunda
ATP hidrolizi ve mitokondriyal inorganik fosfat artis1 indiiklenmektedir (11). Ote

yandan, iskemi siiresince hiicresel metabolizma anaerobik glikolize gegmektedir ve



laktat birikimi hiicre i¢ci pH’y1 azaltmaktadir. ATP tiikketimi ve asidoz, hiicre igi
proton birikimine bagli olarak Na'/H" iyon pompasimdaki aktivasyon artis1 Na*/K*
antiport sisteminin fazla Na* uzaklastirmasini engelleyerek hiicre ici Ca®* agir1 yiikii
ve mitokondriyal sismeye neden olmaktadir (12). Hem mitokondriye Ca®* akist hem
de ROS iiretimde artis mPTP acilmasi desteklerken olusan asidoz ise agilmasini
engellemektedir. Reperfiizyon sonrast hizli pH diizelmesi ile birka¢ dakika igerisinde
MPTP a¢ilim1 siddetlenmektedir (13). Bu da birikmis elektronda ani akis ve elektron
kagagiyla iligkili artisa neden olarak ETZ’ye zarar vermektedir; hasar goren ETZ ile
birlikte yalnizca mitokondri zarar gormemekte O2+— ve diger ROS’larin asir1 artmasi
sonucu hiicre olimii de meydana gelmektedir (14) (Sekil 2). Calismalar
reperfiizyonda MPTP ac¢iliminin (mPTP iskemi sirasinda kapalidir) ve artan
mitokondriyal Ca®" yiikiiniin farmakolojik inhibisyonunun veya hasar gormiis
mitokondrinin zamaninda uzaklastirilmasinin kalbi I/R hasarindan korumak icin
umut verici terapotik yollar olabilecegini gostermistir.

Agilan mPTP'min farmakolojik ajan olan Siklosporin A ile dogrudan (15)
veya siklosfilin-D ile genetik inhibisyonunun yapildig: (16) ¢alismalarda reperfiizyon
sonrast olugan miyokard hasarmi hafiflettigi gosterilmistir. Boylece mPTP
inhibisyonunu hedefleyen tedavilerin Kkardiyoprotektif oldugu kanitlanmistir ve

gliniimiizde klinik kullanim i¢in degerlendirilmektedir (17).



Iskemi Reperflizyon
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Sekil 2: Miyokardiyal I/R hasar mekanizmasinin semasi. Miyokardiyal I/R; ROS
tiretimini artirarak, NO biyoyararlanimini azaltarak ve Ca?*, Na' iyonlarimin hiicre ici
dagilimmi ve pH’y1 bozarak mPTP agilmasini arttirip kardiyomiyosit 6liimiine ve

daha sonra irreversibl miyokard hasarina neden olur.

3.2.2. Asir1 ROS Uretimi

Aerobik organizmalarin hayatlarinin devamlilii i¢in gereken oksijen bazi
durumlarda hayati dokular i¢in 6ldiiriicii olabilmektedir. Solunum sirasinda alinan
oksijenin biiyiilk kismi1 ATP {iretiminde kullanilirken yaklasik %5’lik kismi ise
mitokondride oksidatif fosforilasyon ve peroksizomlarda yag asidi oksidasyonu
sirasinda metabolizma igin toksik olan serbest radikallere doniistiiriiliir (18). O2e—,
H,0, ve OHe ve singlet O, radikalleri gibi ROS hiicresel metabolizmanin yan
tirtinleri olarak iretilir. Fizyolojik kosullarda normal hiicresel sinyal yolaklarina

katildiklarindan (19) ve kardiyoprotektiflik saglayan bazi miidahalelerde (iskemik 6n
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kosullanma (IPC - ischemic preconditioning) onemli gorevleri oldugundan az
miktarda iiretilmesi faydali olmaktadir (18). Ancak, miyokardiyal I/R gibi stres
kosullari, hasar gormiis mitokondride asir1 tiretime neden olur bu da hiicrelerin
savunma kapasitesini asarak (katalaz, glutatiyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz)
kardiyomiyositlere zarar verir (12). Asirt ROS iiretimi; Ca*" agir yiikii (10) (20),
protein oksidasyonu sonucu kritik proteinlerin bozulmasi (21), ONOQ iiretimi (22),
lipit peroksidasyonu sonucu kolesterol igeren membranlarin bozulmasi (23), mPTP
acilmasi (9) ve NO biyoyararlaniminin azalmasi (24) ile sonuglanir. Bu olgu
“oksidatif stres ” olarak adlandirilir ve sonunda hiicre 6liimiine neden olur.
Reperfiizyonun ilk dakikalarinda artan ROS iiretimi miyokardiyal I/R
hasarinin altinda yatan patojenik mekanizmalara katkida bulundugundan onleyici
tedavi olarak enzimler (katalaz, glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz gibi) ve
vitaminler (E, C, A ve prekiirsorleri karoten gibi) kullanimi uygun bir segenek olarak
distintilmiistiir. Ancak, deneysel ve klinik ¢aligmalardan tutarli sonuglar elde
edilememistir. Ornedin vaskiiler hastaligi olanlarda antioksidanmn yararli etkisi
gézlemlenmemis Vve wuzun siireli antioksidan (vitamin E) takviyesi Onemli
kardiyovaskiiler olaylari engellemedigi gibi kalp yetmezligi riskini artirabilmistir
(25). Mitokondri, ROS iiretiminde primer bdlge olarak diistiniildiigiinden spesifik
antioksidanlarin kesfinin miyokardiyal I/R hasariyla miicadelede daha etkin tedavi

saglayabilecegi diistiniilmektedir (26).

3.2.3.NO Biyoyararlaniminin Azalmasi
NO, NOS [ii¢ isoformu endotelyal (eNOS), noéronal (nNOS) ve
indiiklenebilen NOS (iNOS)] tarafindan oksijen varliginda L-arjininin L-sitruline

dontistiiriilmesi ile tretilir. Kardiyovaskiiler sistemde kritik bir sinyal molekiiliidiir,
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miyokardiyal I/R hasarina karsi en onemli savunma mekanizmalarindandir ve
kardiyoprotektif miidahalelerde (IPC ve iskemik ard kosullanma (IPostC - ischemic
postconditioning)) araci molekiil olarak gorev yapar. NO, kardiyovaskiiler etkisini
farkli mekanizmalarla gergeklestirir: (1) NO'ya duyarli guanilat siklaz ve cGMP
aktivasyonu (27), (2) mitokondri icine Ca®* akigmin inhibisyonu (28) ve
mitokondriyel Katp kanal aktivasyonu (29), (3) siklooksijenaz-2 giiglendirilmesi (30)
ve (4) ONOO' aracili lipid radikal zincir ¢ogalmasinin durdurulmasidir (31). Uzun
stireli miyokard iskemisinde, NO sentezi i¢in gerekli NOS aktivitesi (6ncelikle eNOS
ve NnNOS) oksijen arzinda azalma ile yavasladigi igin NO salinimimin da azalmasina
neden olur. NOS aktivitesini ve NO biyoyararlanimini arttirmanin kardiyoprotektif
oldugu gosterilmistir. Miyokardiyal I/R hasarma maruz birakilan eNOS nakavt
farelerde post-iskemik hasar artarken (32) asir1 eNOS ekspresyonunda ise post-
iskemik kardiyak fonksiyonlar gelismistir (33). Fizyolojik NO konsantrasyonunun

stirdiiriilmesi kardiyoprotektif etki agisindan 6nemlidir.

3.2.4.inflamasyon

Inflamatuar yanit I/R hasarinda gereklidir ve nétrofillerin hasarda tetikleyici
rolleri oldugu disiiniilmektedir. Hasarli endotel hiicrelerde, trombositlerden ve
l6kositlerden kemoatraktanlar (sitokinler, kompleman, ROS) serbest kalmaktadir.
Kardiyomiyositler reperfiizyoda enfarkt bolgeye noétrofilleri gekmektedir. Aktive
olan notrofiller vaskiiler endotelyuma yapisir (adhezyon molekiilleri ve selektinler
ile) ve hiicre aras1 bosluga gecerler, ROS’u pargalayip proteolitik enzimleri serbest
birakirlar ayrica kapiller seviyede obstriiksiyon yaparlar. Mikrodolagimda

fonksiyonel kapillerde kapanma, trombozis ve no-reflow fenomeni gelisir (34). Bu
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akut inflamatuar yamitin kardiyomiyosit Oliimiiyle sonug¢lanip sonuglanmadigi

belirsizdir.

3.3. Miyokardiyal Iskemi-Reperfiizyon Hasarlar

3.3.1.Reperfiizyon Aritmileri

Ik kez 1984’de Manning ve Hearse (35) tarafindan yapilan deneylerde
reperfiizyonla indiiklenen ventrikiiler aritmi tanimlanmistir. Reperfiize-STEMI
hastalarinda en ¢ok karsilagilan reperfliizyon aritmi cesitleri; idioventrikiiler ritim,

ventrikiiler tasikardi ve fibrilasyondur.

3.3.2.Nekroz

Nekroz rastgele hiicre 6liimii olarak diisiiniilmektedir. Kardiyomiyositlere
giden kanin belirgin olarak azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucunda
perflizyonun bozulmasiyla iskemiye maruz kalan dokunun belirli bir siire oksijenden

yoksun kalmasi doku hasar1 veya nekrozu ile sonuglanmaktadir.

3.3.3. Miyokardiyal Dona Kalma
Miyokardiyal dona kalma, reperfiizyola meydana gelen reversibl
kontraksiyon bozulmasidir. Kontraksiyon aparatinda oksidatif stresin etkileri ve

hiicre ici Ca?* artigindan kaynaklanmaktadir (36).

3.3.4.Mikrovaskiiler Obstriiksiyon
Mikrovaskiiler obstriiksiyon, endotel hiicrelerin ve kardiyomiyositlerin
oliimiiyle sonuglanan irreversibl hasardir. Ik kez Krug ve ark. (37) “iskemik kalmus

bolgede reperfiizyon yetersizligi” seklinde tanimlamistir.
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3.4. Miyokardiyal  Iskemi-Reperfiizyon Hasarmm  Onlenmesinde
Terapotik Yaklasimlar

Giiniimiizde, I/R hasar1 icin tam olarak etkili bir tedavi yoktur. Bu nedenle,
kardiyoprotektif miidahalelerin gelistirilmesi I/R hasarindan kaynaklanan enfarkt
boyutunu simirlamada biiyiik klinik nem tasimaktadir. Cesitli calismalarla kalbin I/R
stresine belirgin uyum yetenegine sahip oldugu gosterilmistir ve I/R’deki bu
molekiiler esneklik altinda yatan mekanizmalar terapétik kullanimina uygun
olabilmesi umuduyla yogun arastirmalarin odak noktasi olmustur (38).

Miyokardin, lethal iskemi o6ncesinde (IPC) ya da reperfiizyonun hemen
basinda (IPostC) veya uzaktaki dokuda (uzaktan iskemik kosullanma (RIC - Remote
ischemic conditioning)) kisa I/R maruziyetlerine iyi adaptif yamtlar verdigi
belirlenmistir. Kosullanmanin tiim formlarmm, kalbin I/R hasarmma dayanma

yetenegini belirgin olarak gelistirdigi gosterilmistir (38).

3.4.1. Hiicre Oliimiiniin Yeni Formlar1

Kalp kosullanmasinin yararli etkilerini arastiran deneysel ¢alismalarin ¢ogu,
nekroz ve/veya apoptozise bagl kardiyomiyosit 6liimiinii 6nlemeye odaklanmistir ve
bu bakimdan mitokondri ¢ok énemli bir rol oynamaktadir. Yakin zamanda akut I/R
hasariyla indiiklenen kardiyomiyosit 6liimiiyle alakali iki bagka form tanimlanmustir;
otofaji (mitofaji dahil) ve programlanmis hiicre nekrozu (nekroptozis) (38).

Otofaji, hiicresel stres kosullart altinda lizozomal yolaklarla sitoplazmik
bilesenlerin par¢alanmasina aracilik eden ve evrimsel olarak korunan bir siiregtir.
Otofajinin hiicrenin miyokardiyal iskemiye karsi korunmasi i¢in uyarlanabilir bir
yanit olabilecegi One siiriilmiistiir ancak reperfiizyon sirasinda aktiflesmesinin zararl

oldugu distintilmektedir (39). Mitofaji ise defekte mitokondrinin kaldirilmasini
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saglar ve kardiyoprotektif bir yanit saglayabilir. Parkin nakavt edilerek mitofajinin
durduruldugunda IPC kardiyoprotektifliginin ortadan kaldirildig1 gosterilmistir (40).
Nekroz daha onceleri hiicre Oliimiiniin programlanmamis formu olarak
distintilmuistiir. Ancak, "nekropitozis” veya "programlanmis nekroz" olarak
adlandirilan  nekrotik hiicre Oliimiiniin  diizenlenmis formunun da oldugu
gosterilmistir. Nekroptozis, kaspazlardan bagimsiz olarak timor nekrozis faktor
reseptoriic (TNFR) ve Fas ligand aktivasyonu ile baslayip programli olarak
gergeklesir (41). Bu yolagin farmakolojik inhibisyonu enfarkt boyutunu sinirlamakta

ve AMI sonrasi istenmeyen sol ventrikiil yeniden modellenmesini 6nlemektedir (42).

3.4.2.iskemik On Kosullanma (IPC)

Miyokard; anjina, koroner vazospazm ve balon anjiyoplasti uygulamalarinda
ortaya ¢ikan kisa iskemi periyotlarini (15 dk’ya kadar) tolere edebilir. Ancak iskemi
sliresi ve siddeti arttiginda ve reperflizyonda miyokard hasari gelisir. Hasara karsi
korunmada birkag siklus kisa I/R uygulamasini ilk kez Murry ve ark. (43) gelistirerek
bu olguyu IPC olarak adlandirmiglardir.

IPC, akut I/R hasar1 sonrasi enfarkt boyutunu sinirlamada giiglii terapdtik
miidahalelerden biridir. Devam eden arastirmalara ragmen, kardiyoprotektif etkiyi
nasil sagladigina dair mekanizmalar biiyiik Olgtide belirsizdir. Sinyal yolaklarinin
cogunun kardiyomiyosit sarkolemmada toplandigi ve mitokondride bittigi
goriilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda bu alanda yapilan arastirmalarin ¢ogu
mitokondriye odaklanmistir. Ancak IPC, AMI’in 6ngoriilemeyen zamanlamasi ve

koroner damarlara direk miidahale gerekliliginden dolay1 klinige uygun olamamustir.
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3.4.2.1. Olas1 Mekanizmasi

Deneysel c¢alismalarda reperfiizyon baslangicinda mPTP  a¢iliminin
inhibisyonunun  IPC’nin  sagladigi  kardiyoprotektiflikle baglantili  oldugu
goriilmiistiir. Kesin mekanizma belli olmamakla birlikte RISK (reperfusion injury
salvage kinase) ya da SAFE (survivor activating factor enhancement) sinyal
yolaklarimin aktivasyonunun etkili oldugu diistiniilmektedir (44).

2007'den beri, mPTP’ nin akut I/R hasarmdaki rolii ile ilgili birka¢ &nemli
gelisme ortaya c¢ikmistir. Son deneysel c¢alismalarda mitokondriyal ATPsentaz
dimerlerinin mPTP olusturabilecegi ileri siiriilmistiir (45). Bir bagka 6nemli bulgu
ise mitokondriyal Ca** uniporterin tanimlanmasi olmustur ancak sasirtict sekilde
uniporter eksikligi olan farelerin mPTP acilimi inhibe olmasina ragmen AMI’dan
korunmadigi gozlemlenmistir (46).

3.4.2.2. Klinikte Kullanimi

IPC’nin pre-enfarkt anginada AMI'den daha iyi klinik sonuglari oldugu
bilinmektedir (47). IPC girisimsel ve cerrahi revaskiilarizasyon protokollerinde daha
cok deneysel olarak incelenmistir.

Tekrarlanan balon anjiyoplasti yapilan klinik ¢alismada EKG degisiklikleri,
agr1 hissi, laktat Giretimi ve kreatin kinaz saliniminin ilk koroner okliizyon periyodu
ile hafifledigi goriilmistir (48). Koroner arter baypas greft veya kapakgik
cerrahisinde IPC’nin koruyucu oldugu azalan serum biyolojik belirtecleri (CK-MB,
Tnl veya TnT) ile gozlemlenmistir (49) ancak ¢alismalarin tamami olumlu sonuglar
elde edilememistir (50). Elektif kardiyak cerrahide kullanildigi ¢alismalarin meta
analizi aritmileri azalttigini, inotropik destek gereksinimini ve yogun bakim

tinitesinde kalig1 azalttigin1 gostermistir (51).
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3.4.3.Iskemik Ard Kosullanma (IPostC)

IPC’nin hasta AMI ile basvurmadan (yani siirekli miyokardiyal iskemiden)
once uygulanmasi gerekmektedir ve bu da klinik kullanimini kisitlamaktadir. 2003
yilinda Zhao ve ark. (52) tarafindan kopeklerle yapilan bir ¢alismada koroner
revaskiilizasyonun basinda uygulanan birka¢ kisa I/R déngiisii ile reperfiizyonun
kesilmesinin kardiyak koruyuculuk sagladigi fark edilmistir ve bu miidahale IPostC
olarak adlandirilmigtir. IPostC’nin kesfi ile IPC’deki kisithligin da {istesinden
gelinmistir ve klinige aktarimi ise kesfinden 2 y1l sonra gergeklestirilmistir (53).

3.4.3.1. Olas1 Mekanizmasi:

[PostC mekanizmalarinin ¢ogu IPC ile ortaktir. Kisacasi, otakoidler
prosurvival sinyal iletim yollarini aktive eder, bunlarin ¢ogu mitokondride birlesir ve

reperfiizyon sirasinda mPTP agilmasini 6nler.

Otokoid mediyatorler: Farmakolojik antagonistler kullanarak yapilan ilk
deneysel calismalar adenosinin A reseptorii hari¢ (54), Aza (55), Azs (56) veya Ag
reseptor (56) aktivasyonu yoluyla IPostC’nin anahtar mediyatorii olduguna isaret
etmistir. Sonrasinda da bradikinin (54), opioidler (57), tiimor nekroz faktor-a (TNFa)
(58) ve sfingozin (59) gibi ¢ok sayida otokoid mediyatorler tanimlanmustir.

Reperfiizyonda pH restorasyonunun gecikmesi: Miyokardiyal iskemi
sirasinda olusan asidik kosullar; ca®* asir1 yliklenmesine, artmis inorganik fosfata,
oksidatif strese ve ATP tiikenmesine neden olmasina ilaveten iskemi sirasinda mPTP
acilmasi tizerinde gili¢lii bir inhibitér etkiye sahiptir. Reperfiizyonun ilk birkag
dakikasinda, miyokardiyal laktatin yikanmasi ve Na'/H® ve Na'/HCO3
kotransporterinin aktivasyonu, hiicre i¢i asidozu hizla diizeltir bdylece mPTP

tizerindeki inhibisyon Kalkar ve sonrasinda reperfiizyon siiresince porlarin agik
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kalmasma izin verir (5). Bazi deneysel calismalarla reperfiizyon baslangicinda
fizyolojik pH restorasyonu geciktirilerek mMPTP ag¢ilmasinin 6nlenebilecegi
bildirilmistir (60); ancak mekanizmasi net degildir.

Mitokondri: Deneysel ¢alismalar, IPostC’nin miyokardiyal reperfiizyon
hasarmi 6nledigini ve mPTP agilmasini inhibe ederek enfarkt boyutunu sinirladigin
ileri stirmektedir (61). IPC’de oldugu gibi, mekanizmasi net degildir, ancak bazi
potansiyel sinyal yollar1 Onerilmistir: 1) mPTP agilmasinin inhibe oldugu
reperfiizyon baslangicinda RISK, SAFE ve NO-cGMP-PKG gibi prosurvival
kardiyoprotektif yolaklarin aktivasyonu (44); 2) hiicre i¢i pH restorasyonunda
gecikme ile mPTP agilmasinin inhibisyonu (60); ve 3) reperfiizyonda iiretilen ROS
azalmasi ile mPTP ag¢ilmasinin 6nlenmesidir (62).

3.4.3.2. Klinikte Kullanimi

IPostC’nin doniim noktasi niteligindeki ilk klinik ¢alismas1 Staat ve ark. (53)
tarafindan STEMI hastalarinda koroner anjiyoplasti balonunun miyokardiyal
reperfiizyonu kesmek i¢in yeniden sisirilmesi seklinde uygulanmistir. Sonrasinda
yapilan farkli klinik ¢alismalarda azalmis biyomarker salinimi (CK, CK-MB, Tnl) ve
enfarkt boyutunun azaldigi gosterilmistir (63) ancak c¢alismalarin tamaminda pozitif
bulgular bildirilmemistir (64). Direk stent uygulanarak rezidiiel stenoz veya koroner
mikroembolizasyon olmaksizin hemen saglanan tam reperflizyon sonuglari, [PostC
algoritmasiminkilerle karsilastirilmistir ve direk stentlemenin tiim rezidiiel stenozu
ortadan kaldirdig1 ve sonrasinda IPostC ile manipiile edildiginde sorumlu lezyondan

koroner mikroembolizasyonu onledigi gosterilmistir (65).
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3.4.4. Farmakolojik Kosullanma

Kalpte iskemik kosullanmalarin altinda yatan sinyal yollarinin kesfi
koruyuculuk i¢in bir takim yeni terapétik hedeflerin tanimlanmasma yardimci
olmustur. Bunlar, hiicre membranimni mitokondriye baglayan sinyal iletim
yollarindaki hedefleri ve mitokondrideki dogrudan hedefleri igermektedir.
Kardiyoprotektif olarak en umut veren farmakolojik ajanlar: Siklosporin-A,
metoprolol (iv), matriks metalloproteinaz (MMP) inhibitorleri, exenatide gibi
glukagon-benzeri peptit 1 (GLP-1) analoglari, nitrit/nitratlar, ¢oziilebilir guanilat
siklaz aktivatorleri, atriyal natritiretik peptid (ANP), glikoz-insiilin-potasyum tedavisi
ile metabolik modiilasyon, melatonin, RGN-352 (Timozin p4), sevofluran,
mekasermin  (rekombinant insan insiilini-biiyiime faktorii  benzeri-1) ve
klopidogreldir (38) (66).

3.4.4.1. Klinik Kullanimi

IPostC’nin koruyucu mekanizmalari hakkinda artan anlayis farmakolojik
ajanlarla yapilan IPostC’nin kardiyoprotektif etkilerini yeniden elde etmek iizere
hedef alinabilen genis bir mediyator sinyal dizisi tanimlamistir. Bu bakimdan primer
PCI uygulanan STEMI hastalarinda enfarkt boyutunu sinirlamak i¢in bir takim
farmakolojik yaklagimlar arastirilmistir. Maalesef, c¢alismalarin ¢ogu umut verici
deneysel verilerine ragmen, klinik ortamda basarisiz olmustur. Bu belirgin
basarisizligin klinik gercekligi yeterince temsil edemeyen hayvan modellerinin
kullanimindan (komorbiditelerin eksikligi, zayif calisma tasarimlari) kaynaklandig
distintilmiustiir (67).

Yakin zamanlarda yapilan klinik ¢alisma ile birka¢ farmakolojik yaklasimin

STEMI hastalarinda reperfiizyon oncesi uygulanmasi durumunda enfarkt boyutunu
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sinirladigr bildirilmistir. Bu tedaviler arasinda en umut verici olani siklosporin-A,
eksenatid ve metoprololdur, bu baglamda siklosporin-A'nin arastirilmakta oldugu

biiyiik gok merkezli bir klinik ¢alisma halen devam etmektedir (NCT 01502774).

3.4.5. Uzaktan Iskemik Kosullanma (RIC)

Akut miyokardiyal /R hasarmi smirlamak igin kullanilan terapdtik
miidahalelerden olan IPC ve IPostC’nin klinik kullanimlarini sinirlayan en 6nemli
dezavantaji, kalbe dogrudan miidahale gerektirmeleridir. Ik kez 1993°de Przyklenk
ve ark. (68) kopeklerde sol sirkumflex bolgeye dort siklus 5 dakika iskemiyi takiben
5 dakika reperflizyon ve ardindan da 1 saat sol 6n inen (LAD - left anterior
descending) koroner arter okliizyonu uyguladiklarinda enfarkt boyutunda anlamli
azalma yaparak kardiyoprotektif oldugunu gostermisledir ve bu olguyu RIC olarak
adlandirmuslardir. RIC, sonrasinda kalpten daha uzak kisimlara da uygulanmaya
baglanmistir ve bu kesif biiyikk bir ilerleme olarak goriilmiistir. Deneysel
calismalarla RIC nin kardiyak olmayan organ ve dokularin da akut I/R hasarindan
korunmasini miimkiin hale getirdigi gosterilmistir boylece sistemik koruyucu bir
form olarak klinige aktarilmistir. Ancak RIC’in deneysel ortamda kesfedilen
kardiyoprotektifliginin klinige aktarimini kolaylastiran major bulus arka bacak
iskelet kasi dokusuna uygulanabilirligi olmustur (69). Bunu kardiyoprotektif
uyaranin goniillii insanlarda kol ya da bacaga yerlestirilen tansiyon mansonu ya da
benzer bir aletin basitge sisirilip indirilmesiyle uygulanabildiginin kesfedilmesi
izlemistir (70). Bu bakimdan, RIC’nin akut I/R hasarnda kalbi korumada non-
invaziv, endojen bir terapotik strateji saglayabilecegi diistiniilmistiir.

Ozetle RIC, I/R hasarma kars1 uzak bolgelerde, vaskiiler yatakta, doku ya da

organda letal olmayan, kisa I/R periyotlariyla tanimlanmis bir olgudur ve ek avantaji
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akut I/R hasarma bagli olarak farkli zaman noktalarinda baslatildiginda
kardiyoprotektiflik saglama yetenegidir. Miyokard iskemisinden once (uzaktan
iskemik 6n kosullanma (RIPC—remote ischemic preconditioning)) (68); miyokardiyal
iskeminin basinda ama reperflizyondan oOnce (uzaktan iskemik per kosullanma
(RIPerC-remote ischemic perconditioning)) (71); miyokardiyal reperfiizyon
baslangicinda (uzaktan iskemik ard kosullanma (RIPostC — remote ischemic
postconditioning)) (72) (Sekil 3); hatta reperflizyon basladiktan 15 dakika sonra
(geciktirilmis uzaktan iskemik ard kosullanma (DRIPostC — delayed remote ischemic
postconditioning)) (73) uygulanabilmektedir. Boylece RIC akut I/R hasarmn farkli
klinik uygulamalarina da katkida bulunmaktadir. Dahas1 akut I/R hasar1 olan sigan
modelinde AMI sonrasi 28 giin boyunca RIPostC tekrarinin post-MI yeniden
modellenmesinde yararli oldugu bildirilmistir (74).

1993'te kesfedilmesine ragmen, RIC’in kardiyoprotektif etkisinin asil
mekanizmalart belirsizligini korumaktadir; karakterinin belirlenmesi, olgunun
kavranmasi ve klinikte tam potansiyelle kullanilmasi i¢in 6nemlidir.

3.4.5.1. Olas1 Mekanizmalari

RIC’in seliller ve molekiiler mekanizmalarinin iyi anlasilmasi farmakolojik
olarak koruyucu etkilerinden yararlanilmasina izin verebilir. Genel olarak,
mekanizmalar baglantil ii¢ olay olarak kabul edilebilir: 1) RIC uyaranina cevap uzak
organ ya da dokuda meydana gelmektedir. Uzak organ ya da dokuya kisa I/R
uygulanmasinin hedef organ ya da dokuyu hasardan koruyabilen adenosin,
bradikinin ve opioidler gibi endojen otokoidler olusturduguna inanilir. ii) Hedef
organ ya da dokuya uzak organ ya da dokudan tasinan koruyucu sinyaldir.

Kardiyoprotektif sinyal beyin sapina iletilmektedir ve dolasima birakilan humoral
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faktor(ler), noronal mekanizmalar ve/veya sistemik yanitlar gibi ¢oklu faktorler
araciligiyla etki olusmaktadir. iii) Koruyucu etki sunan olaylar hedef organ ya da

dokuda ortaya ¢ikmaktadir (75).

Uzaktan Iskemik Kosullanma

On Kosullanma F PerKosullanma > Ard Kosullanma
[ iskemi Oncesi ] iskemi Reperfiizyon

Potansiyel intraseliiler sinyal

Kosullanmis organ mediyatérleri

. 4] Hedef organ ya da
ya da doku GPCR, Akt,p38 MAPK, Erk1/2, doku

JNK 1/2, STATS5, ROS, NO,

\\) mitoKare kanallari

Noral yolak

Humoral yolak

Sistemik yanit

Sekil 3: Uzaktan iskemik kosullanmanin potansiyel mekanizmalari ve zamanlamasi.
Cesitli intraseliiler sinyal mediyatorleri RIC’nin koruyucu etkisine katilmaktadir.
Organ ya da dokudan koruyucu sinyaller, hedef organ ya da dokuya ii¢ ana
mekanizmayla iletilir: (1) noral yolak, (2) dolasima salinan humoral faktor(ler) ve (3)

sistemik koruyucu etkinin aktivasyonu (anti-apoptotik ya da anti-inflamatuar yanit
gibi).

Sican kalbiyle yapilan caligmada RIPC kardiyoprotektifliginin iskeminin
erken doneminde salinan ve kardiyoprotektif maddelerin potansiyel tasiyicilari
olarak islev goren ekstraseliiler vezikiiller araciligiyla oldugu gosterilmistir (76).
Ayrica SDF-10/CXCR4, PKC, ROS, NO, Akt, Erk 1/2, p38 MAPK ve STATS gibi

farkli sinyal mediyatérlerinin de etkili oldugu gosterilmistir (75).
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Humoral hipotez ve potansiyel mediyatorler: “Humoral hipotez” gore uzak
bolgede I/R dongiileriyle bdlgesel birikimi olan mediyatdrler dolasima salgilanir ve

kalbe ulasir (77) (Sekil 4).

Kolda I/R
dongiileri

Humorzl

Humoral Myocardial
mekanlzmalarr Miyokard
korumasi

Sekil 4: Uzaktan iskemik kosullanma mekanizmalari. Uzak kisimda (en yaygin
olarak iist ekstremite) uygulanan birgok I/R déngiisiiniin kardiyoprotektif etkileri

humoral ve/veya noral yolagi aktivasyonuna yorulmustur.

Hipotez hayvan modellerinde bir¢ok veriyle desteklenmistir. Humoral
mediyatorler kana salgilandiktan sonra uzak kisimlar1 etkileyeceginden periferal
dokulardan serbest birakilmalari yavas olmalidir. Bu da RIPC uygulanan
hayvanlarda ya da insanlarda humoral mediyatorlerin tanimlanmasini nispeten
kolaylagtirmigtir.  Tanimlanan  mediyatorlerden  bazilari;  Kkallistatin -~ (78),
apolipoprotein A-1 (79) ve stromal-tiiretilmis faktor 1a’dir (SDF-1a) (80). Ayrica
potansiyel mediyatorler de tanimlanmistir; bunlar arasinda microRNA’lar (miR)

(81), bradikinin, adenozin ve NO (82) vardir.
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Bradikinin iskemik ve hasarli dokulardan serbest kalarak afferent lifleri
aktiflestirebilir. “Travmada RIPC” olarak bilinen kardiyoprotektif etkiye de katkida
bulundugu diistintilmektedir (83).

Endojen maddelerin kosullanmis organ ya da dokuda iiretilip tiretilmedigi ve
kan dolasimi1 yoluyla hasarli organ hedefine nasil tasindig1 bilinmemektedir. Ozetle,
RIPC’nin humoral mekanizmalarinin varligi belirlenmesine ragmen mediyatorlerin
dogas1 acgik degildir. Aktivitelerinin kendi potansiyel mekanizmalariyla ilgili
olabilecegi belirlenebilmistir ve kosullanma ardindan dolasim diizeyleri yiikselir
(78). Yapilacak ¢alismalarla varliklarinin ve RIC formlarindaki rollerinin
tanimlanmas1 gerekmektedir.

Noral hipotez:

Sempatik sistemin potansiyel rolii: “Noral hipotez” periferal bolgede I/R
dongiilerinin, miyokard hasarina karsi koruyucu noral refleks sonucglarini aktive
edebildigini varsaymaktadir (Sekil 4). Hayvanlarda renal, mezenterik ya da femoral
arterde I/R dongiileri anlamli kardiyak korumayla sonuglanmistir ve biitiin
durumlarda, afferent liflerin rezeksiyonu kardiyoprotektif etkiyi ortadan kaldirmistir.
Sicanlarda, mezenterik arterde I/R sikluslani IPC ile saglanana benzer
kardiyoprotektiflik saglamistir; sistemik gangliyon inhibitorii heksametanyomun
sempatik ve parasempatik gangliyonlar:1 bloke ederek etkiyi ortadan kaldirdigi
goriilmistiir (84).

Kingma ve ark. (85) izofluranla anestezi edilen kopeklerde, RIPC
protokoliiyle otomatik abluka uygulanmasi ya da kalbin cerrahi denervasyonunun
iskemik hasara karst glicli koruma sagladigini rapor etmistir ancak gozden

kacirilmamasi gereken giiclii bir IPC ajani1 olan izofluran kullanilmis olmasidir.
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RIPC siiresince noral afferent aktivasyonun kalsitonin-gen iligkili peptid
(CGRP), adenozin ve bradikinin gibi mediyatorlerin lokal birikmesiyle tetiklendigi
gosterilmistir (86).

Vagal aktivasyon: 1993’de Yao ve ark. (87) Asetilkolin (ACh) infiizyonuyla
kalpte 6n kosullanma yapilabildigini géstermistir.

Mastitskaya ve ark. (88) siganlarda viral gen transferi ile parasempatik
bosalimin bozulmasini saglayarak RIPC’nin miyokardiyal koruyuculugundaki
Oonemini onaylamiglardir. Caligmalarinda vagusun dorsal motor niikleusundaki
noronlarini selektif olarak bastirmislardir ve RIPC’nin kardiyoprotektif etkisi ortadan
kalkmistir. Ayn1 néronlarin segici aktivasyonunda ise koruyucu etki yenilenmistir ve
bu yanit atropinle Onlenmistir (88). Basalay ve ark. (73) siganlarla yaptiklari
calismalarinda miyokard iskemisinden once ekstremiteye 25 dk. I/R sikluslar
uygulayarak koruyuculuk saglamislardir, daha sonra periferal iskemik organ
denervasyonu ya da bilateral vagotomi yaptiklarinda ise koruyuculugun ortadan
kalktigin1 gostermislerdir.

Reperfiizyon basinda uygulanan I/R sikluslarmin kardiyoprotektif etkisi ilk
kez 2005’de gosterilmistir (89) ve RIPostC olarak adlandirilmigtir. Letal iskemi
sirasinda yapilan RIPerC ise ilk olarak 2007°de gosterilmistir (71). RIPerC ve
RIPostC’nin fizyopatolojisini belirleme {izerine sadece Basalay ve ark. (73)
calismistir. Siganlarda bolgesel I/R sikluslarinda afferent ileti durdugunda ya da her
iki vagus siniri kesildiginde RIPC ve RIPerC yanitlarinin ortadan kalktigini ama
RIPostC etkisinin degismedigini bildirmislerdir. Bu sonuclar RIPostC’de humoral

mediyatolerin RIPerC’de ise noral mekanizmalarin etkili oldugunu goéstermistir.
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Ayrica RIPerC koruyuculugunda muhtemelen parasempatik sistem aktivasyonunun
kardiyoprotektiflikte daha etkili oldugu diistintilmustiir (73).

AMI boyunca iskemik alanda katekolamin konsantrasyonunun arttig
saptanmistir. Salinim sinir uglariin iskemik harabiyetiyle diizenlenir ve koroner
okliizyonda ekstraseliiler norepinefrin (NE) normal plazma konsantrasyonunun 100-
1000 katina ¢ikar, bu biiyiikliikte lokal konsantrasyonlar non-iskemik miyokartta bile
nekroz olusturabilir ve malign aritmileri artirabilir (90).

Otonom fonksiyonlar: insanlarda RIPC’de otonomik fonksiyonlar
degerlendirmek igin 2005°de, Loukogeorgakis ve ark. (91) tarafindan yapilan
calismada RIPC ile endotelyal I/R hasarina kars1 koruyuculugu géstermek igin kola
yerlestirilen tansiyon mansonu 20 dk. 200 mmHg’ya sisirilerek iskemi
olusturulmustur, iskemiye bagli endotelyal hasardaki koruyuculugu gorebilmek icin
diger kola da RIPC protokolii uygulanmistir. Endotelyel korumay1 degerlendirirken,
iskemik hasar1 gosteren FMD degeri baslangi¢ degeriyle kiyasladiginda azalmanin
anlamli oldugu gosterilmistir. Ancak bu kisilere otonom gangliyon blokori
trimetafan verildiginde RIPC’nin koruyuculugu ortadan kalkmistir ve bu sonuglardan
yola ¢ikarak RIPC’nin endotelyal koruyuculugunda otonomik aktivasyonun etkili
oldugunu 6ne stirmiislerdir. Bununla birlikte sempatik ya da parasempatik sisteme
spesifik olmayan trimetafan koruyuculukta hangisinin etkili oldugunun ayirt
edilmesini engellemistir (91). 2011 yilinda Enko ve ark. (92) tarafindan yapilan
baska bir ¢alismada ise mekanizma olarak parasempatik aktivasyonun etkili oldugu
gosterilmistir. Sol koldan ii¢ siklus 5’er dk. I/R’nin sag brakiyel arterde anlamli bir
dilatasyon yaptig1 ve es zamanli olarak kalp hizinin gii¢ spektral analizinde yiiksek

frekans alaniyla parasempatik ¢ikisin da arttigi gosterilmistir (92).
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Sistemik yamit: RIC’nin post-translasyonel diizeyde ya da transkripsiyonel
regiilasyon boyunca immiin hiicrelerin modiilasyonunu igeren sistemik koruyucu
yanita sebep oldugu gosterilmistir. Kisa, 6n kol iskemisine maruz kalan saglikli
gontllilerden alman kan Orneklerinin mikro dizim analizleri proinflamatuar
proteinleri kodlayan genlerin baskilanmasini, dogal bagisiklik yanitlarini, sitokin
sentezini ve apoptozisi ortaya ¢ikarmistir. Diger yandan, hsp70 ve kalpastatin gibi
anti-inflamatuar genlerin up-regiile oldugu goériilmiistiir. Gen ekspresyon profilindeki
bu degisikliklerin 16kositlerin fonksiyonel degisiklikleri ile korale oldugu ve RIPC’yi
takip eden 10 giine kadar etkisinin siirdiigii bulunmustur (93). Karaciger IPC ile P-
selektini diizeyinin arttig1 ve organlarda (akciger, mide, pankreas, ince bagirsak ve
kolon dahil) TNFa {iretimini inhibe ederek nétrofil infiltrasyonunun azaldigi
gosterilmistir (94). Sonraki ¢alismalarda farelerde uzva (95) ve mezenterik artere
(96) uygulanan RIPC ile sitoproktektiflik, bityiime ve metabolizma, DNA onarimi ve

redoks regiilasyonuyla iliskili genlerin up-regiile oldugu gosterilmistir.

3.4.5.2. Klinik Kullanim

Son yillarda RIC mekanik kardiyoprotektifligin en popiiler bigimi haline
gelmistir, ¢iinkil prosediir non-invaziv, tahmin edilebilir, hassas, giivenli ve 6zellikle
koroner lezyonun neden oldugu manipiilasyonu &nleyici yapidadir. Ik kez 2006
yilinda Cheung ve ark. (97) konjenital kalp hastaligi olan ¢ocuklarda cerrahi 6ncesi
RIC (uyluga yerlestirilen manson dort kez sistolik kan basincinin 15 mmHg {izerine
kadar 5’er dakika sisirilir/indirilir) uygulayarak peri-operatif hasarda (daha az Tnl),
inotrop gereksinimlerde ve havayolu basincinda azalma bildirmislerdir bdylece
RIC’nin klinige aktarilmasmin cerrahideki yiiksek morbidite ve mortalitenin

azaltilmasinda yararli olabildigini gostermislerdir. Bir yil sonra, elektif KABG
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geciren yetiskin hastalarda cerrahi oncesi RIC nin (iist kola yerlestirilen manson {i¢
kez 5’er dakika 200 mmHg’ya sisirilir/indirilir) peri-operatif hasar1 azalttigi (%43
daha az TnT) gosterilmistir (98).

RIPC girisimsel (99) ve cerrahi revaskiilarizasyonda (100) kullanilmistir ve
tim nedenlere bagli mortalite de azalma oldugu gosterilmistir. Calismalarin
tamaminda serbest kalan biyomarkerlar ya da enfarkt boyutunda azalma
bildirilememistir (20) (101) (102). Negatif calismalarin ortak ozelliginin ise
anestezide RIPC koruyuculugunu ortadan kaldiran propofol kullanimi olabilecegi
gosterilmistir.

AMI hastalarinda primer PCI 6ncesi RIC kullanilan ¢alismada miyokardiyal
Kurtarmanin arttigi ancak biyomarker salinimi veya enfarkt boyutunda anlamli bir
azalma olmadig1 gosterilmistir (103). Baska bir ¢alismada ise alt ekstremiteye
uygulanan RIPostC’nin AMI gegiren hastalarda biyomarker salimmi ve enfarkt
boyutunda azalma saglayabildigi gosterilmistir (104).

RIPC ve RIPostC’nin beraber kullanildigi bir ¢alismada elektif kardiyak
cerrahi gegiren hastalarda klinik yarar elde edilemedigi bildirmistir (105). Ayrica,
AMI’da primer PCI uygulanan hastalarla yapilan kii¢iik 6l¢ekli bir ¢alismada RIPC
ile beraber uygulanan lokal IPostC’nin ilave koruma saglamadigi goriilmiistiir (106).
Bu yiizden mortalitenin primer son nokta oldugu miidahalelerde devam eden RIC
calismalarindan ERICCA (107) (NCT 1247545), RIPHeart (NCT 01067703) ve
CONDO Il (NCT 01857414) gibi ¢ok merkezli, randomize, kontrollii klinik
calismalarin sonuglar1 beklenmektedir boylece RIC nin KABG cerrahisinde klinige

gercekten yararli olup olmadig1 daha agik hale gelecektir.
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Ozetle, negatif calisma sonuglari olsa da mekanik ve farmakolojik
kosullanma stratejileri, elektif veya acil koroner revaskiilarizasyon uygulanacak
hastalarda kardiyoprotektiflik i¢in terapotik segenekler sunmaktadir. Hem pozitif
hem de negatif klinik ¢alismalarin ¢ogu kiiciik ¢aplidir. Pozitif ¢alismalar iyi kontrol
edilen kosullar altinda yiiritiilirken, negatif caligmalar hasta alimi1 ve prosediirler
acisindan daha az segicidir (anestezi, cerrahi) ayrica koruma eksikligi hasta
gruplarindaki farkli risk faktorleri, komorbiditeler ve kullanilan ilaglarin yani sira
oncesinde yapilan deneysel calismalarda ila¢ hedeflerinin kotii se¢imi ve klinik

calismalarin yetersiz tasarlanmasina bagli olabilir (20) (38) (67).

3.5. Risk Faktorlerinin Kardiyoprotektif Stratejiler Uzerindeki Etkileri

1995 yilinda yapilan calisma ile hiperlipidemi IPC kardiyoprotektifliginin
ortadan kalkmasiyla iligkili ilk kardiyovaskiiler risk faktorii olarak bulunmustur
(108). O zamandan beri de hiperlipidemiye ek olarak diger 6nemli risk faktorlerinin
ve/veya bunlart hedef alan ilaglarin ¢ogunun, kardiyoprotektif sinyalizasyonu
modifiye edebilecegi, iskemik veya farmakolojik kosullanma yoluyla saglanan
kardiyak korumanin zayiflamasina yol acabilecegine ait pek cok veri elde edilmistir

(20) (Tablo 2).
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Tablo 2: I/R hasarinda &n, ard ve uzaktan kosullanmanimn koruyuculugunda risk

faktOrlerinin etkisi

. On Ard Uzaktan
Risk faktorii I/R hasari
kosullanma  kosullanma  kosullanma
Yaslanma 1 ! ! —CL
Hipertansiyon, hipertrofi

ve yeniden modellenme o o ! N.D.
Hiperlipidemi 1 1CL ! N.D.
Diyabet 1 ICL ! ICL
Uremi, bobrek yetmezligi 1 — — N.D.
Engellenmis koroner

g ? 1 1 ! N.D.

mikrosirkiilasyon

CL, bazi klinik veriler mevcuttur; N.D., mevcut veri yok; 1, artig; |, azalis, -, hicbir etki
goriilmemistir.

(Calismamizda sicanlara pinealektomi (Px) uygulayarak risk faktorlerinden bir
veya daha fazlasi hizli sekilde olusturulmustur ve RIPerC’nin koruyucu etkisinin
azalip azalmadig1 ve farmakolojik olarak verilen melatoninin hem Px hem de Non-PXx
gruplarda kardiyoprotektiflige etkisi incelenmistir. Ciinkii bu azalma IPC ve

IPostC’de bilinmesine ragmen, RIPerC i¢in yeterince incelenmemistir.

3.6. Pineal Bez

Pineal bez, varligi ¢cok eski zamanlardan beri bilinen bir yapidir. ik kez M.O.
3. yiizyilda Herophilus tanimlanmistir ve yapisi Vesalius tarafindan ayrintili olarak
incelenmistir. Hint felsefesinde de pineal beze rastlanmaktadir, daha gergekg¢i ve
derinlemesine gorebilen tigiincii goz olarak kabul edilmis. Descartes ise pineal bezi
ruhun merkezi olarak distinmistiir. Varligr ¢ok eski zamanlardan beri bilinse de
temel hormonu melatoninin biyosentezi ve kimyasal yapisi ¢ok sonralari ortaya

konulabilmistir (109).
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Insanlarda ortalama 120 - 150 mg, sicanlarda ise 0,9 - 1,56 mg agirhiginda
olan pineal bez, epiphysis cerebri, corpus pineale, glandula pinealis gibi adlarla da
anilmaktadir. Pineal bezin sekli adindan da anlasilacagi gibi kozalaga benzemektedir
(110).

Pineal bezin (epifiz bezi) endokrin aktivitesi Onemli olglide sinirsel
inervasyonla olmaktadir ve ndroendokrin transdiiser olarak elektriksel sinyalleri
hormonal sinyallere ¢evirir. Ortamda 1s1k veya karanlik olmasina gore (melatonin
hormonunun tiretimi 1sikta azalirken karanlikta artmaktadir) organizmanin birgok
sisteminin (basta endokrin sistem) fonksiyonunu diizenler ve hipotalamustaki
suprakiyazmatik nukleus (SCN) ile birlikte biyolojik saat gorevi yapar boylece
giinin ve yilin farkli zamanlarina bagli fizyolojik sikluslart diizenler.
Retinohipotalamik pineal sistem, fotoreseptorlerden retinal sinirlerle baslar ve
SCN’ye iletilir, oradan servikal ganglion ve postganglionik sempatik liflerle pineal
beze ulagir. Pinealositlerden NE salinmasiyla sekretuar fonksiyonlar baslar ve giinliik

sentez ritmi SCN’deki “pacemaker”lar ile saglanmaktadir (111).

3.6.1. Melatonin

Pineal bezden salgilanan ve melatonin olarak adlandirilan hormonun varligi ilk
olarak 1958 yilinda Lerner ve ark. (112) tarafindan yapilan ¢alisma ile dikkatleri ¢ekmistir.
Bu bezden salgilandigi bilinen iki grup endojen maddeden biri olan indolaminlerden, en
onemlisi 232 molekiil agirhigiyla melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) hormonudur (113)
(Sekil 5).

Melatonin viicudun sirkadiyan ritimleri, uyku, ruhsal durum, mevsimsel

iireme fizyolojisi ve retinal fizyolojide giiclii bir biyolojik modiilatordiir. Ayrica
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yaslanmayla ilgili siirecler ve hastalik durumlarinda etkisini gosteren deneysel

calismalar giiglii bir antioksidan da oldugunu gostermistir (109) (114).
0]

H3CO
CH; —CHy —NH—C —CHj

Iz

Sekil 5: Melatoninin kimyasal yapis1

3.6.1.1. Sentezi ve Salinimi

Melatonin sentezi pineal bez tarafindan sistemik dolasimdan alinarak
pinealositlere ulastirilan esansiyel indol amino asiti L-triptofan ile baslar (111).
Triptofan pinealositlerde, triptofan 5-hidroksilaz enzimi ile hisroksillenerek 5-
hidroksitriptofan elde edilir. 5-hidroksiriptofan, 5-HTP dekarboksilaz (dopa
dekarboksilaz) enzimiyle dekarboksillenir ve 5-hidroksitriptamin (serotonin) olusur.
Serotoninden serotonin-N-asetil transferaz (NAT) ile N-asetil-5-hidroksitriptamin
sentezlenir ve son agamada hidroksiindol-o-metil transferaz (HIOMT) enziminin N-
asetil-5-hidroksitriptamin’i N-asetil-5-metoksitriptamin’e (melatonin)
dontistiirmesiyle sentez tamamlanir (115) (Sekil 6).

Melatonin sentezinde hiz kisitlayict enzim olan NAT i salinimi giin i¢i ritim
gosterir ve her zaman geceleri yiikselir. Isik cAMP ve NAT diizeyini diistirmektedir

(115).
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Sekil 6: Melatonin sentezi.

Melatonin sentezi sadece pineal bezde olmamaktadir. PX siganlarda diizeyinin
azaldigi ancak tamamen yok olmadigi goriilmiistiir. Pineal bez disinda, diffiiz
noroendokrin sistemin pargast olan APUD (Amine Precursor Uptake and
Decarboxylation)  hiicrelerinde,  gastrointestinal  kanaldaki  enterokromaffin
hiicrelerinde de anlamli miktarda melatonin sentezi olmaktadir. Melatonin; bobrek,
karaciger, tiroid, plasenta, timiis, solunum yollari, adrenal bezler, mast hiicreleri gibi
noroendokrin karakterde olmayan hiicrelerde ve natural killer (NK) hiicreler ile
eozinofilik 10kositlerde de tespit edilmistir. Fakat pineal bez disindaki melatoninin
parakrin etkiye sahip oldugu diisiinilmektedir (116). Yapilan ¢aligmalarla SCN’nin
de melatonin sentezledigi ancak bu sentezin sirkadiyan bir ritmi olmadig

gosterilmistir (117).
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Giindiiz fazinda pineal bez ve presinaptik terminallerde serotonin miktari
maksimum diizeydedir ve siirekli olarak depolanir. Karanlikta SCN’den gelen uyari
ile postsinaptik aralikta NE salinimi maksimum diizeye c¢ikar ve postsinaptik
pinealosit membraninda bulunan B; (melatonin sentezinin %85°i) ve a; (sentezin
%15°1) adrenerjik reseptorlerine NE baglanir. Hiicre membranina baglanan NE,
adenilat siklaz enzimini aktive eder ve olusan cAMP, NAT enzimini aktiflestirir,
Boylece melatonin sentezi artar. Sentezlenen melatonin  depolanamaz,
pinealositlerden komsu kapillere birakilarak sistemik kan dolasimina karisir ve
amfoterik (hem lipofilik hem de hidrofilik) bir madde oldugundan BOS (beyin-
omurilik sivisi) dahil tim doku ve sivilara da kolayca dagilir bu nedenle plazma
melatonin diizeyiyle sentezi arasinda giiglii bir korelasyon bulunmaktadir (114).

NE reuptake inhibitorleri, noroleptikler ve seratonin reuptake inhibitorleri
melatonin  sentezini artirirken; B-adrenerjik antagonistler, benzodiyazepinler,
monoamin tiiketen ajanlar, triptofan eksikligi ve nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar
(NSAII) ise sentezi azaltirlar (118).

3.6.1.2. Sekresyonunun Diizenlenmesi

Pinealositlerin 1s1ga duyarliliklar1 nedeniyle aydinliktaki supresyon karanlikta
ortadan kalkar ve salgi tekrar artar. Melatonin salinimi 6zel bir sirkadiyen ritime
sahiptir. Bu hormon saat 21:00-22:00’de artmaya baslayarak 02:00-04:00 civarinda
en {ist seviyesine ulasir ve 05:00-07:00 gibi azalmaya baslar. 07:00 sonras: bazal
seviyelere diiser. Melatoninin giindiiz yaklasik 0-20 pg/dl olan kan konsantrasyonu
gece 50-200 pg/dl’ye (3-10 kat) kadar yiikselir ve tiim gece boyunca ortalama 30 mg
melatonin sentezlenir (119). Aksam saatlerinde farmakolojik melatonin alimi ise

endojen melatonin salinimini erken baglatir (111).
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3.6.1.3. Metabolizmasi

Melatonin %60-70 oraninda albumine baglanarak tasinir. Karaciger ve
bobrekte metabolize edilir ancak metabolizmasinin temel kismi karacigerde
olmaktadir. Karacigerde mikrozamal enzimler tarafindan en énemli metaboliti olan
6-hidroksimelatonine doniistiiriiliip bobrekte siilfat (%50-80) ve glikronik (%5-30)
deriveleri seklinde konjugasyona ugrar, %1’lik kismi ise degismeden atilir.
Melatonin hem hidrofilik hem de lipofilik oldugundan tiim hiicre membranlarini
kolayca gecebilir ve idrar disinda az bir kismu tiikiiriik, safra, serebrospinal sivi gibi
dokulardan da atilir (120). idrardaki baslica metaboliti, 6-siilfotoksimelatonin’dir.
Yarilanma omrii 3-45 dakikadir (121).

N-asetil-serotonin’in de melatonin metaboliti oldugu belirlenmistir. Bu
metabolit aym1 zamanda sentez asamasindaki maddelerindendir ve metabolitinin
sentezde kullanilabilmesi kompleks bir feedback mekanizma oldugunu
gostermektedir (122). Biyoyararlanim ¢alismasi sonucunda, 80 mg oral melatonin
alindiginda gece serum konsantrasyonunun normal endojen diizeyden 10000 kat
fazla oldugu bildirilmistir (123).

3.6.1.4. Etki Mekanizmasi

Melatonin etkisini hedef dokulardaki 6zgiil reseptorler araciligiyla gosterir.
Retina, beyin, hipofiz bezi ve periferal dokularin ¢ogunda (dalak, eritrosit, 16kosit,
tiroid bezi, timus, plasenta, endometrium ve gastrointestinal sistem gibi) meletonin
reseptorlerinin bulundugu bildirilmistir (124).

Melatoninle ilgili i¢ grup reseptdor tanimlanmustir. Bunlar G proteinine
baglanan MT1 (afinitesi yiiksek (pikomolar)) ve MT2 (afinitesi diisiik (nanomolar))

reseptorleri ile en son bulunan MT3 (guanin rediiktaz ailesinden) reseptorleridir.
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MTI1 reseptor aktivasyonu hedef hiicrede adenilat siklazi suprese eder, boylece
cAMP diizeyinin diismesine neden olur. Bu reseptdrlerin retina fonksiyonlarindan,
tireme islevlerinden, sirkadiyen ritimden ve serebral arter kontraktilitesinden sorumlu
oldugu diistintilmektedir (124). MT2 reseptorleri aktive oldugunda fosfoinozitoliin
hidrolizini harekete gecirir. Bu reseptorlerin dagilimi ise heniliz tam olarak
belirlenememistir. Hiicreye kolayca gecebilen melatonin burada yapisal proteinlerle
de etkilesebilir; sitozolik kalmodiiline direk baglanarak, Ca®" sinyalini etkileyebilir
(125).

3.6.1.5. Fizyolojik Fonksiyonlar Uzerine Etkileri:

Yapilan calismalarla melatoninin ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar iizerinde

etkili oldugu gosterilmistir. Bunlardan bazilari:

e Ureme fizyolojisi iizerine etkisi (114),

e Endokrin sistemi diizenleyici etkisi (114),

e Immiin sistem {izerine hem direk hem de dolayl etkisi (126),

e Kanserli dokunun biiylimesi tizerinde direk inhibisyon etkisi (127),

e Upyku ve uykuya gecis siiresi lizerine etkisi (128)

3.6.1.6. Yaslanmanin Etkisi

Literatiire girmis c¢alismalar gostermektedir ki fizyolojik melatonin
konsantrasyonu, kisiler arasinda farklilik olmakla beraber, yas ilerledikge %40-50
oraninda diismektedir (129). Yeni doganlarda serum melatonin konsantrasyonu ¢ok
diisiik seviyelerde seyreder (109), sirkadiyen ritme baslamasi dogumdan sonra 2-3.
haftayr bulmaktadir (114). 1-3 yas arasinda geceleri serum pik seviyeleri yiiksek
degerlere (325 pg/ml -1400 pmol/l) ulasir. Cinsel olgunlagsma sirasinda azalan

plazma melatonin 500 pmol/I’nin altina diistiiglinde GnRH (Gonadotropin Releasing
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Hormon) salgilanmasi artarak puberteyi baslatir. Melatonin yetiskin diizeylerine

genglik doneminde ulastigi, bu seviyede 35-40 yil kadar sabit kaldig1 gosterilmistir

(130) ve yetiskin plazma degeri yaklasik 40-260 pmol/l olarak saptanmistir (111).

Sonra yavas yavas diisiis baslar. Ilerleyen yasla birlikte belirginlesen azalmanin

yaninda ritimde de bozulma meydana gelir (saglikli yaslilarda azalma olmayabilir).

Humbert ve Pevet (131) 60 yasin iizerindeki kisilerde hem giindiiz hem de gece

melatonin seviyelerinin diistiiglinli gostermislerdir, bdylece fizyolojik melatonin

konsantrasyonu ile yaslanma arasindaki iliskiye dikkat cekmislerdir.

Deneysel c¢alismalarla da yaslanan hayvanlarin sirkadiyen ritimlerinin
bozularak aydinlik ve karanlikta dl¢iilen melatonin diizeylerinin neredeyse esit hale
geldigi gosterilmistir ancak buna ait mekanizma hala tam olarak anlagilamamistir
(114). Yaslanma siirecindeki islevsel ve anatomik bozulmada etkili oldugu
diisiiniilen faktorler:

e Yaglanma siirecinde pineal bezin Ca** kalsiyum depolarinda kire¢ tas1 olusmasi
sonucu bez kalsifiye olmaktadir bu da melatonin seviyesini azaltir.

e Yagla birlikte, azalan melatonin hormonunun antioksidan kapasitesi de azalir ve
serbest radikal olusumu hasara neden olur ¢iinkii melatonin hormonunun beyin
dokusunu oksidatif hasardan koruyucu, antioksidan enzimleri uyarict ve lipit
peroksidasyonunu azaltici etkisi bulunmaktadir (129).

e Yaslanmanin pinealosit membraninda bulunan f-adrenerjik reseptorlerin sayisini
ve NE duyarliligini azalttigi gosterilmistir. Bu durumda B-adrenerjik reseptorler
karanlik ortamda, pineal beze sempatik néronlardan NE salgilanmasina aracilik
ederek melatonin sentezini arttiran bir dizi olay1 baslatamamaktadir.

e Sentezde anahtar enzim olan NAT aktivitesi, melatonin seviyesindeki azalmayla

beraber azalmaktadir (132).
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3.7. Melatonin ve iskemi-Reperfiizyon Hasar

Insanlarda, melatonin reseptorlerinden MT1 ve MT2’nin kardiyomiyositler
dahil olmak tizere kardiyovaskiiler sistemin (133) (134) gesitli dokularinda yaygin
olarak bulundugu gosterilmistir (135). Koroner arterlerde, MT1 reseptor
aktivasyonunun vazokonstriksiyon (133), MT2 reseptor aktivasyonunun ise
vasodilatasyon yaptign diisiiniilmektedir (134). Deneysel /R ¢alismalarinda
melatoninin vazokonstriksiyonu ve ventrikiiler aritmilerin insidansini1 azalttigi (136),
bunun yaninda MT1 ve MT2 reseptorleri iizerinden koroner kan akimini ve kardiyak
fonksiyonu artirdigi kamitlanmistir (137). On galisma bulgulart MT1 reseptoriiniin
koroner arterlerde sirkadiyen ritmi oldugunu distindiirmektedir (138), ancak
fonksiyonel ilgisi hakkinda daha fazla arastirma yapilmalidir.

Melatonin toksisitesine ait ¢aligmalarda gesitli konsantrasyonlarda oral veya
intraven6z melatonin Kullanimi ile ilgili istenmeyen etki bildirilmemistir (139).

Aksine ciddi yan etkileri olan ¢ogu ilacin toksisitesini azalttig1 gosterilmistir (140).

3.7.1. Melatonin ve Oksidatif Stres

I/R hasarmin patogenezi, bircok farkli biyolojik mekanizma igeren ¢ok
faktorlii bir siiregtir. ROS olusumu, 6zellikle O2+— radikali, hiicre ve ileri doku
hasaria neden olan lokal inflamatuar yanitlar1 baglatarak hiicre hasarina neden olan
mekanizmalardan biridir (18). Melatonin ve metabolitleri, serbest radikal
temizleyicileri olarak uzun zamandir bilinmektedir (141) ve melatonin glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi anti-oksidatif enzimleri uyarici
etkisiyle de dolayli bir antioksidan olarak islev gérmektedir (142). Melatoninin OH
radikalini ortadan kaldiran bdylece lipid peroksidasyonunu engelleyen giiglii bir

antioksidan oldugu (114) ve bu radikali nétralize etme kapasitesinin GSH’dan 5,
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mannitolden 15 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (143). —OH radikali ile
reaksiyona giren melatonin ortamda O, radikalini tutan indolil katyonuna dontiserek
antioksidan aktivite gostermektedir (144). Melatoninin yiiksek dozlarda (300
mg/giin) ve uzun siire kullannominda (5 yila kadar) bile toksik etkisinin olmamasi
onemli bir avantajidir. Baz1 antioksidanlarda olan prooksidan aktivite melatoninde
gorilmemistir. Hiicre cekirdegine girebildiginden DNA’y1 hasardan koruyabilmek
gibi dstiin bir Ozellige sahiptir (144). Boylece melatonin ROS’a maruz kalan
dokulardaki hasar1 hafifletebilir.

Non-polar yapisindan dolayi, melatonin tiim hiicre membranlarina penetre
olabilir ve I/R sirasinda ROS'Un biiyiik kismimnin olustugu mitokondride en yiiksek
hiicre i¢i konsantrasyona ulasir (145). Dahasi, reperflizyon sirasinda yikict
mekanizmalardan birinin mPTP agilmasi oldugu gosterilmistir (10) ve ¢alismalar
melatoninin mPTP acilmasim inhibe ederek miyokardiyal I/R hasarina karsi
koruyucu olabilecegini gostermektedir (146).

Reseptorden bagimsiz anti-oksidatif ozellikleri yaninda miyokardiyal I/R
hasarina karsi melatoninin indiikledigi kardiyoprotektifligin reseptore de bagimli
olabilecegi (147) ve yakin zamanda yapilan g¢alismalarla hem kisa hem de uzun

donemde koruma sagladigi gosterilmistir (148).

3.7.2.Melatonin ve Inflamasyon

Fagositler istilact organizmalar1 ¢evreledikten sonra inflamatuar yanitin
baglamasi ve serbest radikaller vasitasiyla bu organizmalarin tahrip edilmesi
gereklidir. Fakat sepsiste ve ¢oklu organ yetmezliginde oldugu gibi inflamatuar yanit
meydana gelmezse olusan serbest radikaller genis doku hasarina yol agabilir (149).

Melatoninin dogrudan etkiyle toksik serbest radikalleri siipiirme kabiliyeti tiim
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organlarda bu hasar1 hafifletebilir (141). Dahasi melatonin, transkripsiyon faktoriiniin
ve nukleer faktor-kappa B'nin (NfkB) c¢ekirdege translokasyonunu oOnleyerek
interlokinler ve TNFa gibi ¢esitli pro-inflamatuar sitokinleri down-regiile edebilir
(150). ilaveten melatoninin polimorfoniikleer lokositlerin inflamatuar bélgelere
¢ekilmesini ve artmis NK hiicre aktivitesini azalttigi gosterilmistir (151).

Melatoninin antioksidan, anti-inflamatuar ve immiinomodiilator etkileri sepsis
ve ¢oklu organ yetmezIligi i¢in uygun bir farmakolojik ara¢ olmada umut verici hale

getirmistir, ancak patolojide aktivitesinin tam olarak anlasilamamistir (149).

3.7.3.Sirkadiyen Ritim

Hipotalamusta bulunan SCN ¢esitli dongilisel fonksiyonlarm ana
diizenleyicisidir (152). Kardiyovaskiiler sistemde nabiz, kan basinci ve endotel
fonksiyonlar1 giinliik ritimler sergiledigi ve ritimlerin muhtemelen melatoninerjik
sistem tarafindan diizenlendigi diistiniilmektedir (153).

Retrospektif bir ¢alisma ile AMI hastalarinda en biiyilik enfarktiisiin sabah
6:00 ile 6glen vakti arasinda (karanliktan aydinlik periyoda gecerken) meydana
geldigi gosterilmistir, bu da enfarkt boyutunun da sirkadiyen dongiiye tabi oldugunu
gostermistir (154). I/R hasarinda bu giindiiz bagimli toleransin kardiyomiyosit
sirkadiyen saati araciligiyla oldugu diistintilmistiir (155). Koroner arter hastaliginda
ve AMI’da nokturnal melatonin sentezinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir.
Dolayisiyla, kardiyovaskiiler olaylar ve sirkadiyen ritim arasindaki muhtemel iliski
kismen kardiyovaskiiler hastaliktaki sirkadyen ritim ile iliskilendirilmistir (156).
Fakat kardiyovaskiiler hastaliklarda diisiik melatonin seviyelerinin, serbest radikal
temizleyici etkiye bagl olarak melatonin tiiketiminden mi yoksa azalmis melatonin

sentezinin oksidatif stresten korumada yetersiz kalmasinda m1 kaynaklandigi hala
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belirsizligini korumaktadir (157). Koroner arter hastaliginda sik kullanilan f-
blokorlerin, B1-adrenerjik reseptorlerini spesifik inhibisyonu yoluyla melatoninin
tiretimini de azalttig1 bilinmektedir (158) bu da diisiik melatonin diizeyleri hakkinda
baska bir agiklama sunabilir.

Ozetle, melatonin antioksidan, anti-inflamatuar ve kronobiyotik diizenleyici
fonksiyonlar sergiler ve bu fonksiyonlar melatoninin insanlarda I/R hasarmin

zayiflatilmasi i¢in umut verici bir madde olarak ilgi ¢ekmesini saglar.

3.8. Calismanin Amaci
Literatiir taramas1 sonucunda melatoninin RIPerC iizerindeki etkilerine ve
mekanizmalarima ait herhangi bir calismaya rastlayamadik. Kosullanmalarin
miyokardiyal I/R hasarm azalttigi yolaklarda melatoninin de etkili oldugunu
gosteren c¢alismalar ve yaslanma ile azalan melatonin diizeyinin bir¢ok
kardiyavaskiiler hastalikla (kosullanmalarin koruyuculugunun da ortadan kalktigi)
iliskili olabileceginden yola ¢ikarak bu ¢aligsma ile;
1. RIPerC’nin I/R’ye bagh nekroz iizerindeki muhtemel koruyuculugunun
gosterilmesi ve aract molekiillerin ortaya konulmast
2. Pinealektomi yapilarak fizyolojik melatoninin azaldigi durumlarda RIPerC’nin
I/R’ye bagli enfarkt alam iizerindeki muhtemel koruyucu etkisinin devam edip
etmediginin ve disardan melatonin verildiginde RIPerC’nin etkilerinin nasil
degiseceginin belirlenmesi,
3. RIPerC ve melatoninin nekrotik gen Cybb ve HIF-la iizerinde roliiniin

saptanmasi,
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4, RIPerC’nin olas1 mekanizmalarinda roli oldugunu dislindiigiimiiz
inflamasyon mediyatorlerinden NfkB diizeylerinin ne ydnde degistiginin
belirlenmesi,

5. RIPerC ve melatonin uygulamalarinin I/R’ye bagl nekroz alanina etkileri ve
molekiiler mekanizmasi karsilastirilarak melatoninin RIPerC’nin etkilerini
taklit edip edemeyeceginin belirlenmesi,

6. Iskemik kalp hastaliklarinin tedavisinde (ilag tedavisi ve kardiyak girisimler)
basarinin artirilmasina yonelik olarak yeni yaklasimlar gelistirilebilmesi

bakimindan bilimsel birikime katki saglanmasi amaglandi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplar

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan etik kurul onay1
alian (Karar Tarihi: 13.01.2016, Karar No: 08, Toplant1 Sayisi: 2016/01) calismada
98 adet, 200 gr agirliginda, 8 haftalik erkek Spraque Dawley sigan kullanildi.
Sicanlara 12/12 saat giin 1s181/karanlik dongiisiinde, havalandirmali, sabit 1sili
(21£1°C) odalarda ve ebatlart uygun kafeslerde bakildi. Beslenmeleri ad libitum
olarak 8 mm’lik standart sigan pelet yemi ve musluk suyu ile saglandi. Tiim deneyler
08:00 — 17:00 saatleri arasinda yapildi.

Siganlar 6ncelikle rastgele sekilde iki gruba ayrilarak 49 sigana pinealektomi
uyguland1 ve boylece; (i) Pinealektomi uygulanmayan (Non-Px) grup; ve (ii)
Pinealektomi (Px) uygulanan gruplar elde edildi. Bu gruplar i¢inden nekroz alanini
degerlendirmek (n=42; Non-Px=21, Px=21) ve molekiiler parametreleri analiz etmek
(n=56; Non-Px=28, Px=28) i¢in iki ana gruba ayrildi. Daha sonra tiim siganlar iki
aylik bekleme siiresine alindi.

Tablo 3: Deney gruplari ve uygulanacak islemlerin tablo olarak gosterimi

Nekroz degerlendirmeleri icin deney gruplari: 42

Grup 1: Kontrol grubu olarak I/R uygulanan siganlar (n=7)
Grup 2: I/R ve RIPerC uygulanan siganlar (n=7)

Grup 3: I/R ve melatonin uygulanan siganlar (n= 7)

Grup 4: Px ve /R uygulanan sicanlar (n=7)

Grup 5: Px ve I/R ve RIPerC uygulanan siganlar (n=7)

Grup 6: Px ve melatonin, I/R ve RIPerC uygulanan sicanlar (n=7)
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Molekiiler parametreler icin deney gruplari: 56
Grup 1: Kontrol (Sham) grubu (n=7)

Grup 2: I/R uygulanan siganlar (n=7)

Grup 3: I/R ve RIPerC uygulanan siganlar (n=7)

Grup 4: 1/R ve melatonin uygulanan si¢anlar (n=7)
Grup 5: Px uygulanan siganlar (n=7)

Grup 6: Px ve I/R uygulanan siganlar (n=7)

Grup 7: Px ve I/R ve RIPerC uygulanan siganlar (n=7)

Grup 8: Px ve melatonin, I/R ve RIPerC uygulanan siganlar (n=7)

4.2. Cerrahi uygulamalar

4.2.1. Pinealektomi

Pinealektomiye baslanmadan once anestezik olarak periton i¢i (ip) ketamin
hidroklorid (75 mg/kg) + Xylazine (8 mg/kg) kullanildi. Siganlarin kafasi sterotaktik
cihaza yerlestirilerek kafa derileri tiraglandiktan sonra longitudinal olarak oksipital
cikintiya uzanacak sekilde medialde 1,75 cm’lik insizyon yapildi. Temporal kaslara
ulagincaya kadar sagital ve lambdoid siiturlarin bulundugu kemiklerin periostlari
kazindiktan sonra disci turu ile rostrokaudal olarak kafatas1 kemigi ortalama 1,25 cm
rektangular ve 0,75 cm mediolateral kesildi. Superior sagital ven 6/0 ipek atravmatik
iple 1 mm aralikli olarak 2 kez ligature edildi. iki ligatur arasindan sagital sinus
kesilip posterior kism1 duranin diseksiyonunu izleyerek pineal bez agiga ¢ikana kadar
geriye cekildi. Anterior taraftan ince uglu penset yardimiyla pineal bez sap
kismindan tutulup alindi. Daha sonrasinda superior sagital venin iki ucu birbirine

bagland1. Siganlarm kafa derisi 3/0 ipek iplikle dikildi. Tiim sicanlar I/R
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caligmalarina baslanana kadar iki aylik bekleme periyoduna alindi. Pineal bezin
c¢ikarilmasi disindaki tiim cerrahi islemler pinealektomi uygulanmayan grup iizerinde

de uygulandi (159).

Sekil 7: Sican kafatasinda Pineal bezin yeri ve ¢ikarilmis sekli.

4.2.2.iskemi-Reperfiizyon Uygulamasi:

Pinealektomiden iki ay sonra, siganlar ip yoldan 1,2-1,4 gr/kg dozunda tiretan
verilerek anestezi altina alindi. Hayvanlar trakealari kaniillenerek solunum
pompasina baglanip yapay solunumun saglanmasina uygun hale getirildi. Karotid
artere yerlestirilen bir diger kaniiliin baglandig1 transdiiser (MP-36, Biopac) ve
kaydedici yardimiyla kan basinci ve EKG kaydi yapildi. Gogsiin sol tarafina 1-1,5
cm’lik kesi atildiktan sonra cilt alt1 dokular1 ve gogiis kaslar1 gegilerek sternumun sol
yaninda dordiincii kosta kesilip sol torakotomi yapildi. Toraks agildigr anda viicut
icindeki negatif basing ortadan kalktigindan solunum devami ve normal pCO3, pO;
ve pH degerlerini korumak igin ventilasyon cihazi (Harvard Animal Rodent
Ventilator) ile atmosfer havasi 1,5ml/100gr hacim ve 60 atim/dakika hizda verilerek
pozitif basingli solunum uygulanmaya baslandi. Perikardiyum yavasca ve dikkatli bir

sekilde siyrilarak kalp serbestlestirildikten sonra gogsiin sag yanina hafifge basilip
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disar1 alinan kalbe 10 mm’lik yuvarlak uglu igne yardimiyla 6/0 ipek ip sol ana
koroner arterin altindan miyokard dokusunu da hafif¢e igine alacak sekilde hizlica
gecildi. Sonrasinda kalp tekrar goglis bosluguna yerlestirilerek 20 dakika
stabilizasyon i¢in beklendi (Denekler, Lambeth Conventions’da belirlenen
degerlendirme kriterleri g6z oniline alinarak bu islemlere bagli herhangi bir aritmi
goriilmesi ya da ortalama kan basmciin okliizyon oncesi 70 mmHg’nin altina
diismesi halinde ¢alisma dis1 birakild).

LAD etrafina yerlestirilen ipin uglar1 1 mm cap ve 1 cm boyda plastik tiip
icinden gegcirildi ve 20 dakikalik stabilizasyon sonunda ip, plastik tip ve klemp
yardimiyla sikistirilarak  damarin - kapatilmasi  (okliizyon) saglandi (Sekil 8).
Okliizyon EKG’de ST segment yiikselmesine, aritmilere ve tikali alanda renk
solukluguna neden oldu. Nekroz degerlendirilmesi ve molekiiler parametrelerin
saptanmasi igin gruplara 30 dakika iskemi uygulandiktan sonra klemp agilip tiip
icerisindeki 1p gevsetilerek dokunun 120 dakika boyunca yeniden kanlanmasi
(reperflizyon) saglandi. Deneye son verilmeden once heparin (Nevparin, Mustafa

Nevzat lag, Istanbul, Tiirkiye) enjekte edildi ve karotid arterden kanatilarak sakrifiye

edildi (159).

Sekil 8: LAD ligasyonu ve nekrotik bolgenin gosterimi.
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Sekil 9: Iskemi basladig1 anda EKG ve kan basincindaki degisimler

4.2.3.Uzaktan iskemik Perkosullanma Uygulamasi

Kosullanma uygulanacak deney gruplarinda, I/R i¢in hazirlanan siganlarin sag
arka bacaklarinda femoral arter ve ven bag dokular1 ve femoral sinirlerinden izole
edildi (Sekil 10). Stabilizasyon siiresi sonunda kalpte 30 dakikalik iskemi
basladiginda femoral arter ve ven metal damar klempi kullanilarak okliize edildi.
Kosullanma i¢in uygulanan bu okliizyonlar klemp kullanilarak damarin 5 dakika
sikistitlip 5 dakika gevsetilmesi yoluyla ii¢ dongii seklinde 30 dakika boyunca
uygulandi. Ug¢ doéngiiliik okliizyon-reperfiizyon bitince hayvanlar 120 dakikalik

reperfiizyon siirecine birakildi (160).
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Sekil 10: Siganda femoral arter ve ven.

4.3. Tla¢ Uygulanmasi

Melatonin (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, U.S.A.) 10 mg/kg
dozda olacak sekilde saf etanolde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi ve bu stok
deneylerin yapildig1 siire boyunca 1sik almayacak sekilde -20° C saklandi. Stok
soliisyon uygulanmadan o6nce serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) ile sulandirildi.
Melatonin uygulanmayacak gruplara ise ayni siire ve miktarda sadece serum
fizyolojik verildi. Melatonin ve ¢oziiciiniin uygulanmasi I/R deneylerinden 10 giin
once basland1 ve 10 giin siireyle her giin ayni saatte ip olarak enjeksiyon yapildi, son

enjeksiyon ise denek {izerinde galisilacagi giin yapildi.

4.4. Nekroz Alanimin Belirlenmesi

Deney siiresi sonlandiginda sakrifiye edilen siganin kalbi 12 saat
dondurucuda bekletilmek iizere aliiminyum folyoya sarildi. Dondurulmus kalpler 2
mm kalinliginda dilimlenip %1’lik trifenil tetrazolyum klorid (TTC) (VWR
chemicals, UK) iceren tamponda (pH=7.4) 37°C’ de 15-20 dakika inkiibe edildi.
TTC; dokuda NADH, dehidrojenazlar ve diaforazlar bulundugunda formazan

pigmentlerini indirgeyen bir boyadir ve canli dokular bu enzimleri ve faktorleri
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igerdiklerinden koyu kirmizi renkte boyanirken, enfarkt alanlarinda boyanma olmaz.
Boyamadan sonra kalp dilimleri aralarinda 2 mm bosluk olan iki cam levha arasina
konuldu. Cam levha tizerinden canli doku ve nekrotik doku seffaf bir asetat tizerine
cizildi. Image J programu ile 6l¢iilen enfarkt alani kalbin yiizdesi olarak ifade edildi

(159).

4.5. Laboratuvar Analizleri

Sicanlardan alinan kalp drnekleri -80° C’de saklandi. Ornekler Cybb, HIF-10,
ve NfkB mRNA ekpresyonlarinin belirlenmesinde kullanildi. Tiim parametreler Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda bulunan Molekiiler
Analiz Laboratuvarinda, g-Real-time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR)

yontemiyle belirlendi.

4.5.1.RNA lizolasyonu ve Spektrofotometrik Ol¢iimii

30-40 g doku alinip ependorf tiiplere konularak {izerlerine 500 ul Tri Reagent
(Bioshop) eklendi. Homojenizatérde 5 dk homojenize edilip 5 dk oda sicakliginda
bekletildi. Tipler igindeki homojenizator boncuklari ile birlikte 2 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisimlar yeni tliplere aktarilarak iizerine 100 upl kloroform eklenip
yaklagik 15 sn vortekslendi. Tiipler oda sicakliginda 2-3 dk bekletildikten sonra 15
dk santrifiyj edildi. Santrifiijden sonra 3 faza ayrilan sivinin en iist fazi bagka tiipe
alinarak 250 pl izopropil alkol eklendi. 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
10 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisimlar dokiildi. Pellet tizerine 500 pl %75’lik
etanol eklenip vortekslendi ve 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra

etanol islemi tekrarlandi. Siipernatant tekrar atildi ve tiipler bir siire oda sicakliginda
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bekletilerek etanoliin u¢masi saglandi. Kuruyan tiiplerin iizerine su eklendi ve pipetaj
yapild1. Izole edilen RNA’lar -80°C’de saklandh.

RNA 6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi. RNA miktar1 pg/ml olarak
ol¢iildii ve cDNA (complementary DNA) sentezi igin RNA miktarlarinin esitlenmesi

amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alindi.

4.5.2. Komplementer DNA Sentezi

cDNA sentezi i¢gin RNA 6rneklerinden 10 pl kullanild: ve sentez toplam 20ul
hacimde gergeklestirildi. Sentez igin 10ul RNA 6rnegi, 2 ul 10XRT random primer,
2 pl 10XRT buffer, 0.8 pl 25XdNTP mix, 4.2 pl niikleaz icermeyen su ve en son
olarak 1ul MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi kullanildi. Ornekler termal
dongii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve
4°C’de oo olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan ¢cDNA oOrnekleri -20°C’de

saklandi.

4.5.3.RT-PCR ile cDNA Amplifikasyonu:

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda RT-PCR ile amplifiye edildi. RT-PCR 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.
RT-PCR Plate hazirlanirken cDNA 6rneklerinde her bir kuyucuga 2ul kondu. Buz
tizerinde her bir 6rnek i¢in Syl TagMan Master Mix, 2.5 ul niikleaz igermeyen su ve
0.5 wl primer hibridizasyon probu olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan
bilesen miktarlar1 ependorflara kondu ve vortekslendi. Plate’deki cDNA 6rneklerinin
tizerine 8ul hazirlanan karisimdan birakilarak plate iizeri optik yapistiricr filmle

kapatildi. Plate orneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok

50



edilmesi amaciyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi. Gen
ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 RT-PCR sistemi ile 6l¢iildii.

Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi.

4.6. Istatistik

Elde edilen tiim veriler “Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
22.0” paket programi kullanilarak istatiksel olarak yorumlanip degerlendirildi. Tiim
parametreler icin ANOVA testi kullanilarak analiz edildi ve aritmetik ortalama +

standart hata olarak verilen verilerde anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Iskemi-Reperfiizyon, RIPerC, Melatonin ve Pinealektominin Nekroz
Alanina Etkisi
[/R’a bagli miyokardiyal nekroz alani RIPerC ve melatonin uygulamalar
kiyaslandiginda her iki durumda da anlamli olarak azaldi (sirasiyla 28,62+0,74,
19,80+0,99; 15,20+1,42). RIPerC ve melatonin birbiriyle kiyaslandiginda ise
melatoninin nekroz alanini daha fazla kiigtlttiigii goriildii. Nekroz alanindaki artisin
Px grubunda (42,49+6,48) Non-Px grubundan daha fazla oldugu ve artisin anlamli
oldugu goriildii. Px grubunda da RIPerC nekroz alanini azaltt1 (32,22+0,83) ancak bu
azalma I/R ile kiyaslandiginda literatiire uygun olarak anlamli bulunamadi. RIPerC

oncesi uygulanan farmakolojik melatonin ile nekroz alani anlamli olarak azaldi

(24,86+0,17) (Sekil 11).
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Sekil 11: I/R, RIPerC, melatonin ve Px'in nekroz alanlari iizerine etkisi.

a: RIPerC ile anlaml farklilik, b: Melatonin uygulamasi ile anlaml farklilik c: Px ile
anlamli farklilik, d:RIPerC+Melatonin ile anlamli farklilik (p<0,05).
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5.2. iskemi-Reperfiizyon, RIPerC, Melatonin ve Pinealektominin Cybb
Gen Ekspresyonuna Etkisi
Cybb gen ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda
anlaml1 olarak artt1 (sirasiyla, 1+0,11ve 5,42+0,12). Melatonin ve RIPerC ise genin
I/R ile artan ekspresyonunu anlamli olarak azaltt1 (sirasiyla 1,95+0,04 ve 3,52 +£0,17).
Hem Px grubunda hem de Px+I/R grubunda Cybb geninin ekspresyonu anlamli
olarak artird1 (sirasiyla 2,18+0,05 ve 6,42+0,08). Px gruplarina uygulanan RIPerC
Cybb geninin ekspresyonunu azaltirken (1,12+0,07), kosullanma &ncesinde
uygulanan melatonin ile ekspresyon neredeyse RIPerC’nin iki kati1 kadar azaldi ve

ikiside istatistiksel olarak anlamli bulundu (0,63+0,11) (Tablo 4) (Sekil 12).

Tablo 4: I/R, RIPerC, melatonin ve Px'in Cybb diizeyleri iizerine etkisi.

Cybb (mRNA kat artis1)

Kontrol 1+0,11

I/R 5,4240,12°
[/R+RIPerC 3,52 0,17
[/R+Mel. 1,9540,04°
Px 2,18+0,05°
Px+/R 6,42+0,08°
Px+I/R+RIPerC 1,1240,07°
Px+/R+RIPerC+Mel. 0,63+0,11°

a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, b: RIPerC’nin farkliligindaki anlamlilik, c:
Melatonin uygulamasima bagl anlaml farklilik, d: Px grubunda I/R’ye bagl anlamli
farklilik (p<0.05).
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Sekil 12: /R, RIPerC, melatonin ve Px'in Cybb diizeyleri iizerine etkisi.

a: Kotrol grubuna gore anlamli farklilik. b: RIPerC’ye bagli anlamli farklilik. c:
Melatonine bagl anlamli farklilik. d:Px+I/R’ye bagli anlamli farklilik.
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5.3. Iskemi-Reperfiizyon, RIPerC, Melatonin ve Pinealektominin HIF-1a,
Ekspresyonuna Etkisi

HIF-1a ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda ve Px

grubunda artt1 (sirasiyla, %28-%14). Melatonin ve RIPerC ise ekspresyonu azaltti

(swrastyla, %17,6-%30,4). Ancak veriler istatistiksel anlamliliga ulasamadi (Sekil 13).

14 -
12 -

1
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02 -

0 - : : : : : :

A A
A

Sekil 13: I/R, RIPerC, melatonin, Px’in HIF 1o diizeyleri iizerine etKisi.
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5.4. iskemi-Reperfiizyon, RIPerC, Melatonin ve Pinealektominin NfkB
Diizeyine Etkisi
NfcB diizeyi kontrol grubuyla karsilastirildiginda /R grubunda anlamli
olarak artti (swrastyla 1£0,25 ve 2,20+0,34). Melatonin ve RIPerC ise NfkB
diizeylerini I/R grubuna kiyasla anlaml olarak azaltt: (0,47+0,18 ve 0,44+0,17). Px
ile kiyaslandiginda Px+I/R grubunda da NfkB diizeyindeki artisin anlamli oldugu
goriildii (swrasiyla 1,17+£0,22 ve 2,28+0,25). Px gruplarina uygulana RIPerC
(1,12+0,42), NfkB diizeyini anlamli olarak azaltirken RIPerC Oncesi uygulanan
melatonin (0,54+0,05) ekspresyonu c¢ok daha fazla azaltti ve istatistiksel olarak

anlamlilik goriildi (Tablo 5).

Tablo 5: I/R, RIPerC, melatonin ve Px'in NfkB diizeyleri iizerine etkisi.

NfkB (mRNA kat artis1)

Kontrol 1+0,25

I/R 2,20+0,34°
I/R+RIPerC 0,44+0,17°
[/R+Mel. 0,47+0,18°
Px 1,17+0,22
Px+/R 2,28+0,25¢
Px+l/R+RIPerC 1,12+0,42°
Px+/R+RIPerC+Mel. 0,54+0,05°

a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, b: RIPerC’ye bagli anlamh farklilik, c:
Melatonin uygulamasina bagl anlaml farklilik, d: Px grubunda I/R’ye bagli anlaml
farklilik (p<0.05).
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Sekil 14: /R, RIPerC, melatonin ve Px'in NfkB diizeyleri iizerine etkisi.

a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik. b: RIPerC’ye bagli anlamh farklilik. c:
Melatonine bagl anlamli farklilik. d:Px+I/R’ye bagli anlaml farklilik.
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6. TARTISMA

Calismamizda sicanlarda in vivo kardiyak I/R modeli ile olusturulan hasarda
RIPerC’nin Kkardiyoprotektif etkisi ile fizyolojik ve farmakolojik melatonin
konsantrasyonlarmin hem I/R hasarinda hem de RIPerC koruyuculuguna olan etkileri
incelendi ve molekiiler mekanizmalar arastirildi. Yapilan calismalarla kosullanma
koruyuculuklarmin  yaslanmada, komorbiditelerde (diyabet, hipertansiyon,
hiperlipidemi, obezite gibi) ve komedikasyonlarda (statin, COX inhibitorleri, -
blokorler gibi) ortadan kalktigi gosterilmistir (38). Yaptigimiz c¢alisgmada Px ile
yaslandirilan ve kardiyovaskiiler hastaliklara predispoze oldugu diisiiniilen siganlarda
RIPerC etkisinin azaldigt hem nekroz alani Olglimlerinden hem de molekiiler
parametrelerden alinan sonuglarda go6zlemlendi ve bu siganlara uygulanan
farmakolojik melatoninle RIPerC’nin tekrar koruyucu oldugu belirlendi.

Literatiir taramalarinda sadece melatonin ya da sadece RIPerC’nin nekroz
alanina etkisini gosteren calismalar olmasina ragmen ikisinin beraber etkisini
gosteren bir ¢alismaya heniiz rastlanamadi. Calismamizdan elde edilen sonuglara
gdre kardiyak I/R’ye bagl nekroz alaninin RIPerC ve melatonin uygulamalarinda
azaldig1 Px siganlarda ise arttigi goriildi. Px sicanlarda tek basina uygulanan RIPerC
nekroz alaninda minimal bir azalma saglarken kosullanma 6ncesi 10 giin boyunca
kullanilan melatonin sonrasi uygulanan RIPerC ile daha fazla azalma oldugu
gosterildi.

Birgok deneysel modelde melatoninin I/R hasarmi hafiflettigi gosterilmistir
(146) (161; 162). Kisa siire once Zhai ve ark. (163) selektif SIRT3 inhibitorii
kullandiklar1 ve kullanmadiklar1 farelerle yaptiklari galigmada, miyokardiyal I/R

protokoliinde reperfiizyondan 10 dakika 6nce intraperitonal melatonin (20 mg/kg)
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enjekte etmislerdir ve sonug raporlarinda bir¢ok parametredeki degisimin yani sira
azalmis enfarkt boyutunu da gdstermislerdir. Insanlarda melatoninin nekroz
alanindaki etkisini inceleyen randomize klinik ¢alismalar kisithdir. Ispanyol bir
arastirma grubu tarafindan yapilan ve hala devam eden bir arastirmada (MARIA-
trial, Clinical trial identifier: NCT00640094), arastirmacilar pPCI gegiren AMI
hastalarini rastgele secerek total intravendz dozu 11.61 mg olacak sekilde melatonin
(vaklasik 166 pg/kg) ya da plasebo uygulamislardir ve 6n ¢alisma sonuglarina gore
LDHI’in aktivitesini gosteren alfahidroksibutirat dehidrojenazin (Alfa-HBDH)
kiimiilatif salintmini (egri altindaki alan: 0 - 72 saat degerlendirilmistir) belirleyerek
enfarkt boyutundaki kiigiilmeyi gostermislerdir (164).

Liu ve ark. (165) tarafindan yapilan bir ¢alismada si¢anlara koroner arter
okliizyonu Oncesi intraperitonal 2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarda melatonin
uygulamislardir ve 10 mg/kg melatoninin diger fizyolojik fonksiyonlar
etkilemeksizin miyokardiyumu etkili sekilde koruyabildigini géstermislerdir.
Calismamizda, I/R uygulamadan 6nce Px ve Non-Px gruplarinda 10 giin boyunca 10
mg/kg kullanilan melatoninin Non-Px grubunda tek basina koruyucu olabildigi ve Px
grubunda da kosullanmanin azalan koruyuculugunu tekrar artirabildigi belirlendi.

RIPerC’yi ilk kez 2007 yilinda Schmidt ve ark. (71) deneysel ¢alismalarinda
gostermiglerdir ve domuzlarda LAD’nin lethal iskemisi ile ayni zamanda alt
ekstremiteye yerlestirdikleri turnikeyi dort siklus 5 dk sikip 5 dk gevsetme seklinde
uyguladiklarinda miyokard enfarkt boyutunun azaldigini, sistolik ve diyastolik
fonksiyonlarin korundugunu ve Katp-bagimli mekanizma sayesinde reperfiizyon fazi
boyunca kalbin aritmiden korundugunu goéstermislerdir. Sonrasinda RIPerC’nin

kardiyak I/R hasarin1 hafiflettigine dair ¢calismalar ile bulgular desteklenmistir (166)
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(167) (168) (169). Bromage ve ark. (170) sistemik bir incelemede 650°den fazla
hayvanin degerlendirerek RIPC, RIPerC ve RIPostC’nin enfarkt boyutunu
azaltmadaki etkilerinin anlamli oldugunu gostermislerdir ve calismalarinin sonug
raporunda RIPerC ile RIPostC’nin klinige daha uygun oldugunu belirtmislerdir.

RIPerC’nin klinige aktarildigin1 gésteren galisma sayisi ise nispeten azdir
(171). ilki Li ve ark. (172) tarafindan kapak replasmani yapilan yetiskin hastalarda
alt ektremiteden RIPerC protokolii uyguladiklari ¢alismadir ve bu ¢alismanin
sonucunda cTnl diizeyinin kosullanma ile distliglinii, defibrilasyon insidansi
azaldigimi gostermislerdir. Calismamizda da literatiire uygun olarak RIPerC’nin
enfarkt boyutunu kiigiilterek koruyuculuk sagladigi goriildii.

Kosullanmalar kardiyoprotektiflikte dnemli bir kesif olmustur ancak bazi
durumlarda koruyuculugun ortadan kalktigi gosterilmistir. IPC ve IPostC’de
koruyuculugun ortadan kalktigir durumlari ve neden olan sinyal yollarini tanimlamak
i¢in pek ¢ok calisma olsa da (38) RIPerC i¢in giiniimiizde hala sinirli sayidadir. Bu
amagcla yapilan calismalardan birinde Lu ve ark. (173) spontane hipertansif sicanlar
kullanmiglardir ve hipertansiyonda RIPerC’nin koruyuculugunun ortadan kalktigini,
Olmesartan kullanimiyla ise bu etkinin diizeltilebildigini gdstermislerdir. Bir diger
calismayi ise Baranyai ve ark. (160) 6ncesinde diyabetli olmayan siganlarla yapmistir
ve bu calismada kuyruk veni yoluyla %350’lik dekstroz infiizyonu yaparak
olusturduklar1 akut hiperglisemi modelinde RIPerC’nin koruyuculugunun ortadan
kalktigin1 gostermislerdir. Calismada normaglisemik si¢anlarla karsilastirilan akut
hiperglisemik siganlarin enfarkt boyutlarindaki artisin anlamli olmadigi ancak aritmi

insidanslar1 ve siirelerindeki artisin anlamli oldugu gosterilmistir (160).
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Diger kosullanma tiirlerinde koruyuculugun ortadan kalktigin1 gosterebilmek
icin yapilan calismalarla hiperkolestroleminin (174) ve spontan hipertansiyonun
(175) (176) IPostC koruyuculugunu anlamli olarak azalttig1 belirtilmistir. Bagka bir
calismada ise diyabetik siganlarda IPostC kardiyoprotektifliginin  azaldigi
gosterilmistir (177).

Yagh farelerin kullanildig1 calismada farmakolojik ard kosullanma ajani
sevofluranin koruyuculugunun azaldigi gosterilmistir (178). Melatoninin fizyolojik
konsantrasyonunun yas ilerledik¢e %40-50 oraninda diistiigii (129) ve bu diisiisiin de
hipoksi ve oksidatif stresi arttirdigi disiiniilmektedir. Lee ve ark. (179) tarafindan
yapilan invivo calismada intravendz melatonin uygulamasinin enfarkt boyutunu
azalttigi, ventrikiiler tasikardi, ventrikiiler fibrilasyon ve prematiire ventrikiiler
kontraksiyonu engelleyebildigi gosterilmistir. Bagka bir ¢alisma da ise karanlikla
beraber artan melatoninin kan basincin1i ve kalp hizin1 diislirerek tansiyonu
dengeledigi bildirilmistir (180). Streptozotosin ile olusturulan deneysel diyabette,
karaciger dokusundaki glikoz metabolizmasiyla ilgili enzimlerde melatoninin
koruyucu etkisi gosterilmistir (181). Kardiyotoksik oldugu bilinen doksorubisinin
kullanildig1 c¢alismada Px ve Non-Px sicanlarda ilag verilmeden Once ve sonra
melatonin uygulandiginda MDA diizeyinin anlamli olarak azalmistir ve hem
fizyolojik hem de farmakolojik melatonin konsantrasyonunun kalbin korunmasinda
onemli oldugu gosterilmistir (182). Boliimiimiizde Sahna ve ark. (183) yaptiklar
deneyde Px modeli olan sicanlarda miyokardiyal I/R nun nekrotik alan1 genislettigini
gostermiglerdir, bu durum ile endojen melatoninin kardiyoprotektif etkisi
belirlenmistir. Yaptigimiz deneysel ¢alismada RIPerC’nin sagladigi koruyuculugun

Px sicanlarda azaldigi gériildii bununla birlikte bu siganlara I/R oncesi 10 giin
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stireyle farmakolojik melatonin uygulandiginda RIPerC tekrar koruyuculuk
saglayabildi.

Nekrozun gostergesi olarak kullandigimiz diger parametre ise Cybb genidir.
Yaptigimiz calismada Cybb ekspresyon diizeyinin kontrolle kiyaslandiginda I/R
grubunda artarken bu gruba RIPerC ve melatonin uygulandiginda azaldigim
belirledik. Px ve I/R uygulanan Px siganlarda gen ekspresyonunun Non-Px gore daha
fazla arttigint bu siganlara sadece RIPerC uygulandiginda anlamh diisiis
saglayabilsek de melatoninle kombine RIPerC ile ¢ok daha fazla diisiis elde
edebildigimizi gdzlemledik.

Cybb (sitokrom b-245 beta zinciri) p91P"> (Nox2 olarak da bilinen) proteinini
kodlayan gendir. Nox2, NADPH oksidaz enzim kompleksinin bir alt birimidir. Bu
kompleks iginde, beta zincirinin yanisira bir de alfa zinciri vardir (Cyba) ve
kompleksin islevsel olabilmesi i¢in her iki zincire de gereksinim duyulmaktadir.
NADPH oksidaz enzim kompleksinin, kalpte O2+— ve H202 radikallerinin temel
kaynagi oldugu ve kardiyomiyositlerin bilylimesinin ve 6limiiniin regiilasyonunda
onemli rolleri oldugu goriilmiistiir (184). Nox2 nakavt ¢alismalarda sol ventrikiil
yeniden modellenmesinin etkilenmedigi (185) ve fonksiyonel Nox2 tasimayan
farelerde oksidatif stresin ve mortalitenin gostergesi olarak lipid peroksidasyon
tirtinlerinin arttig1 belirtilmistir (186). Ancak baska bir ¢alismada murin koroner arter
ligasyon modelinde Nox2’nin istenmeyen kardiyak yeniden modellenmesi ve
kontraktil fonksiyon bozukluguna anlamli olarak katkida bulundugu saptanmistir
(187). Enfarktiis veya I/R sonrasi, diger Nox izoformlarmm miyokardiyal
disfonksiyona katkisi hakkindaki veriler eksiktir. Nox proteinlerinin IPC’de yer

aldig1 ve Nox2’nin deneysel miyokard I/R modellerinde IPC nin koruyucu etkisi i¢in
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gerekli oldugu gosterilmistir (188) (189). Fakat IPC yapilmadan Nox2’nin eksik
olmast durumunda enfarkt boyutunun etkilenmedigi gorilmistiir (185). Literatiir
taramalarinda RIPerC’nin Nox2’yi kodlayan Cybb gen ekspresyonunu nasil
degistirdigine ait bir galismaya rastlanamadi1 ve hem Px hem de Non-Px gruplarinda
RIPerC’nin Cybb ekspresyonunu azalttigi ilk kez bu galisma ile gosterildi.

Kardiyoprotektif olarak melatonin uygulandiginda, Nox2 degisimini gésteren
bir calisma bulunmaktadir. Izole sican Kalpleriyle yapilan bu calismada giinliik
melatoninin uygulamasimmin (10 mg/kg) kardiyak dokularda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda NADPH oksidaz alt birimlerinin (p22 ve Nox2) ekspresyonunu
anlamli olarak azalttigi gosterilmistir (190). Calismamizda literatiire uygun olarak
melatonin uygulanan Non-Px - I/R grubunda gen ekspresyonundaki diisme gosterildi
ve bu ¢alismanin daha 6nce yapilandan farklilastig1 noktalardan biri in vivo protokol
kullanilmasi, digeri ise Px siganlarda da ¢alisilmasi oldu. Kontrolle kiyaslandiginda
Px grubunda, I/R ile kiyaslandiginda Px-I/R grubunda gen ekspresyonunun arttig1 ve
bu sicanlarda genin hem RIPerC hem de melatonin sonrasi uygulanan RIPerC’de
anlamli olarak azaldig1 gortildii.

Calismamizda HIF-1a ekspresyonunun I/R ve Px ile arttigimi, RIPerC ve
melatonin uygulamalar ile azaldigin belirledik. Artis ve azaliglar literatiire uygundur
ancak istatistiksel olarak anlamli degildir.

Nox izoformlarinin supresyonu spesifik olarak asir1 ROS aktivasyonunu
onleyebilir. Fakat I/R’da kalbin HIF-1a-PPARAa ile tetiklenen korunma mekanizmasi
icin Nox2 veya Nox4'ten tiiretilen bir miktar ROS'a ihtiyacinin oldugu belirlenmistir.
Bu nedenle, Nox2 veya Nox4, I/R hasarinin tedavisinde hedef olabilse de fizyolojik

fonksiyonun korunabilmesi i¢in minimum diizeyde Nox aktivite gostermesi
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gereklidir (184). HIF-1lo oksijen hemostazinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli gen
ekpresyonunun regiilasyonunda temel transkripsiyon faktoriidiir ve AMI gibi iskemi
olusan durumlarda strese karsi miyokard hiicrelerinde olusan ilk adaptif cevaptir.
Hiicreye yeterli oksijen verildiginde, sitoplazmada bulunan HIF-1a bozunur. Fakat
hipoksik kosullar altinda, stabilize HIF-la c¢ekirdekte HIF-1B ile heterodimer
olusturur. Bu heterodimer, eritropoietin, vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii ve NO
gibi hipoksiye hiicresel adaptasyon ile iliskili birka¢ genin transkripsiyonunu saglar
(191). Bu nedenle, HIF-1a'nin modiilasyonu, doku hipoksi seviyesine siki bir sekilde
baglidir. Fakat asir1 ekspresyonu noronal hiicre 6liimiine yol agabilir (192). Kisacasi
HIF-1a asir1 salim1 sonrasi artmig ROS, oksidatif streste meydana gelen hipertrofinin
kompanse edildigi faz boyunca koruyucu olabilse de son evre yetmezlik patolojisine
katkida bulunabilmektedir (193).

RIPerC’de HIF-1a ekspresyonunun degisime ait tek bir ¢alisma vardir. Lu ve
ark. (173) kronik olmesartan tedavisi altinda olan spontan hipertansif si¢anlarda
RIPerC koruyuculugunun tekrar diizeltilebildiginin belirteclerinden biri olarak HIF-
lo’yr  kullanilmiglardir ve ¢alismanin  sonucunda kosullanmanin etkinliginin
artmasint HIF-1o’ya baglamis olsalar da gerekli olup olmadigimi tam olarak
netlestirememislerdir (173).

Literatiirde kardiyak I/R hasar modelinde melatoninin HIF-1a diizeylerine
etkisine ait deneysel ya da klinik herhangi bir ¢alismaya rastlanamadi. Ancak Park ve
ark. (194) tarafindan farelerde yapilan bir retina iskemisi deneyinde melatonin
tedavisinin, iskemik retinada artmis HIF-1a ve GFAP ekspresyonunu inhibe ettigi,
inhibisyonun  olast  mekanizmasimnin  melatoninin  antioksidan  etkisinden

kaynaklanabilecegi ve HIF-1a inhibisyonu ile hipoksik yanitlarin engellenmesinin,
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iskemik retinada artmis RGC sagkalimi ile sonuglanabilecegini gosterilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada hem RIPerC hem de farmakolojik melatonin uygulamasinin
artmis HIF-1a ekspresyonunu azalttigi saptandi. Ancak diisiis istatistiksel anlamlilig
yakalayamadi.

Calismamizda inflamatuar mediyatorlerden NfkB seviyelerini 6l¢iildi. Elde
edilen verilere gore /R, NfkB ekspresyonunu kontrole kiyasla anlamli olarak
artirirken RIPerC ve melatonin yaklasik olarak ayni oranda diistirdii. Px gruplarinda
ise sadece RIPerC uygulanan gruptaki azalmanin melatonin uygulandiktan sonra
yapilan RIPerC’nin iki katindan fazla oldugu goriildii.

NfkB, I/R hasari sirasinda sitokinlere, kemokinlere, immiinoreseptédrlere ve
hiicre adhezyon molekiillerine ait genlerin erken ekspresyonuna aracilik eden
transkripsiyon faktériidiir (195). Cok sayida ¢alismada NfkB’nin inhibisyonunun I/R
hasarina kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. NfkB’nin erken aktivasyonunu inhibe
ederek sitokinlere bagli inflamatuar cevabi baskiladigindan interselliiler adhezyon
molekiillerinin gen ekspresyonunu azaltarak /R hasarinda koruyucu etki
olusturabilmektedir (196) (197). Bir arastirmada NfkB inhibisyonu ile mTOR
aktivitesinin sinirladig1 belirtilmistir (198). Huang ve ark. (199) tarafindan siganlarla
yapilan ¢alismada MTOR ile etkilesen NfkB’nin inhibisyonu ile indiiklenen
otofajiyle iliskili genlerin miyokardiyal I/R hasarin1 azaltmada hayati rol
oynayabilecegi gosterilmistir.

Melatonin, NfkB’nin ¢ekirdege translokasyonunu onleyerek, interlokinler ve
TNFa gibi ¢esitli pro-inflamatuar sitokinlerin up-regiilasyonunu azaltabilir (150).

Cesitli ¢alismalardan elde edilen veriler kalpte NFkB'nin ikili rolii oldugunu

gbstermistir. I/R sirasinda zararlhidir, ancak RIPC ile iskemiye adaptasyon sirasinda
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anahtar bir faktordiir. Li ve ark. (200) tarafindan yapilan ¢alismada farelerde arka
bacaklardan RIPC uygulandiktan 1-2 saat sonra hem kalpte hem de kosullanma
yapilan iskelet kasinda NfkB saptanmistir ancak NfkB pl05 nakavt farelerde
kosullanmanin ge¢ donem koruyuculugunun ortadan kalktigini gézlemlemislerdir ve
NfkB sinyalizasyonunun geciktirilmis kardiyoprotektiflikte 6nemli rolii oldugunu
bildirmislerdir, bununla birlikte bu c¢alismada wuzak kosullanmalardan ©n
kosullanmanin uygulanmasi, RIPC’den sonra yaygin iskeminin in vitro yapilmasi ve
geciktirilmis NfkB diizeyinin Slgiilmesi ile yaptigimiz deneyden farkliligin nedeni
olarak goriilmektedir. Calismamizda reperfiizyondan hemen sonra aldigimiz kalpler
tizerinde belirlenen NfkB diizeyi literatiire uygun olarak azaldi.

Tilstra ve ark. (201) farelerle yaptigi ¢alismada gesitli dokularda yaslanma ve
yaslanmayla iligkili dejeneratif hastaliklarda Nf«B transkripsiyonel aktivitesinde artis
oldugu, inhibisyonunun yasla iliskili semptomlarin ve patolojilerin olusmasini
geciktirdigi boylece memelilerin saglikli olma siirelerinin uzatilmasi i¢in olasi
terapotik hedef olabilecegi gosterilmistir. Bu caligma ile sinyal yolaginin Sadece
yaslanmada aktive olmadigin1 ama yasla iliskili patolojilere direk olarak katkida
bulundugunu belirlemislerdir. Bu bulgular ¢alismamizla uyumludur ve ¢alismamizda
I/R, Px ve Px-I/R’de Nf«B ekspresyonunun anlamli olarak arttig1 gozlemlendi. Bu

artisin da RIPerC ve melatonin kullanimiyla anlamli olarak azaldig saptandi.
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Sonuc ve oneriler;

NADPH oksidaz enzim sisteminin (Nox2 altbirimi) aktivasyonunu gosteren
Cybb gen diizeyleri I/R hasarinda, melatonin ve RIPerC’nin koruyuculugunda
onemli bir rol oynayabilir. Fizyolojik melatoninin azaldigi durumlarda artmis Cybb
geninin RIPerC ve farmakolojik melatonin uygulamalarinda azalmasi, gen tizerinde
bu protokollerin etkisine bagli olabilir.

RIPerC ve melatoninin koruyuculugunda pro-inflamatuar mediyatér NfkB
seviyelerindeki diisiisiin nemli rol oynadig: diisiiniilebilir.

Hipoksi durumunda ilk etapta koruyucu olan ama dokuda varlig: siirdiikce
patolojiye neden olan HIF-1o seviyelerinin I/R grubunda artip melatonin ve
RIPerC’de (istatistiksel anlamliligi yakalayamasa da) diismesi mekanizmada rol
oynadiginin gostergesi olabilir.

Hasara bagli lokal ve sistemik etkilerin organ transplantasyonu, AMI,
serebrovaskiiler hastaliklar, major cerrahi girisimler, trombolitik tedavi, hemorajik
sok ve resiisitasyon gibi bir¢ok klinik durumda ortaya c¢ikan yiiksek morbidite ve
mortaliteye katkida bulundugu diisiiniildiiglinden RIPerC, melatonin ve bunlarin
kombinisyonuyla saglanabilecek koruyuculuk Klinik olarak da test edilebilir.
Fizyolojik melatoninin azaldigr durumlarda RIPerC’nin koruyuculugunun ortadan
kalktig1, melatonin replasmani ile bu etkinin geri ¢evrilebildigi gorilmiistiir.
Melatoninin ~ fizyolojik  ve  farmakolojik  konsantrasyonlart1  RIPerC’nin
koruyuculugunda 6nemli olabilir. Melatoninin endojen ritmini korumak igin yasam
modifikasyonu ile kardiyak korunma saglanabilir ve yashlik ya da melatonin
seviyesinin azalmasinin eslik ettigi kalp hastaliklar1 i¢in predispose durumlarda

toksisitesi diislik rapor edilen melatonin replasmani onerilebilir.
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Melatonin, degerlendirdigimiz parametreler agisindan RIPerC’ye benzer oranda
koruyuculuk (nekroz orani) saglayabildiginden farmakolojik kosullanma yapabilen
bir ajan olarak diisiiniilebilir.

IPC ve IPostC klempleme-deklempleme islemleri sirasinda kardiyak lezyon
olusumu gibi yan etki profiline sahip girisimsel bir uygulama olarak diisiiniilebilir.
Yani sira [IPC’de AMI zamanlamasinin dngdriilebilir olmamasi da klinik kullanimini
kisitlayan ekstra bir dezavantaji olabilir. RIPerC ise I/R hasarina karsi uzak
bolgelerde, vaskiiler yatak, doku ya da organda kol ya da bacaga non invaziv tarzda
yerlestirilen tansiyon mangonu ya da benzer bir aletin basitce sisirilip indirilmesiyle
uygulanabildiginden ve hastalarin hastaneye gelmeleri ¢ogunlukla iskemiye denk

geldiginden klinik kullanimda da terapétik strateji saglayabilir.
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