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Amag: Iskemik hiicresel hasarlanmay:r onlemek veya
azaltmak icin gelistirilen yaklasimlardan biri iskemik 6n-
kosullamadir. Bu sigan modelinde iskemik onkosullama-
nin miyokardiyal apoptoz iizerine etkisi arastirildi.

Calisma plani: Calismada 30 adet Wistar cinsi erkek sigan
kullanild1. Sicanlara sol torakotomi yapildiktan sonra kalp
serbestlestirildi. Kontrol grubundaki 10 sigana ek bir islem
uygulanmadi. Iskemi grubundaki 10 sicana sol ana koro-
ner arterde 30 dakika okliizyon (iskemi), arkasindan 120
dakika reperfiizyon uygulandi. Onkosullama grubundaki
10 sigana ise bu islemler 6ncesinde 5 dakika iskemi, 5 da-
kika reperfiizyon uygulandi. Deneyler sonrasinda kalpler
cikarilarak, hazirlanan kesitlerde bcl-2 immiinhistokimya-
sal boyama yontemiyle bcl-2 indeksi belirlendi.

Bulgular: bcl-2 immiinhistokimyasal boyama yontemiyle,
infarkt alanindaki apoptotik hiicre orani iskemik onkosul-
lama yapilan grupta %40+4.27, 6nkosullama olmaksizin
sadece iskemi ve reperfiizyon yapilan grupta %65%4.11,
kontrol grubunda %2+0.66 bulundu. Onkosullama yapilan
grupta, yapilmayan gruba gore apoptotik hiicre sayisi an-
lamli derecede azdi (p<0.001). En az sayida apoptotik hiic-
re kontrol grubunda saptandi (p<0.001).

Sonug¢: Bulgularimiz iskemik 6nkosullamanin miyokardi-
yal apoptoz olusumunu azalttigin1 géstermektedir.

Anahtar sozciikler: Programlanmis hiicre 6liimii; iskemik onkosul-
lama, miyokardiyal; miyokard reperfiizyon hasari; sican.

Iskemik 6nkosullama, tek veya tekrarlayan kisa sii-
reli iskemi periyotlarinin, daha sonraki uzun siireli is-
kemi sirasinda, hiicreyi infarkt ve nekroz olusumuna
kars1 koruyan adaptif bir mekanizmadir."” iskemik &n-
kosullamanin baslica etkileri, infarkt 6l¢iisiiniin azal-
tilmasi, endotelyal fonksiyonun korunmasi ve miyo-

Background: One of the approaches developed to prevent
or reduce ischemic cell damage is ischemic precondition-
ing. In this rat model, we investigated the effect of
ischemic preconditioning on myocardial apoptosis.

Methods: Thirty male Wistar rats were used. Following a
left thoracotomy, the heart was exposed and isolated in all
the rats. Ten control rats remained untreated. In 10 rats
(ischemia group), the left main coronary artery was
occluded for 30 min and reperfused for 120 min. The
remaining 10 rats (preconditioning group) underwent 5
min of occlusion and 5 min of reperfusion before 30 min
occlusion and 120 min reperfusion. At the end of the
experiments, the hearts were removed and assayed for
immunohistochemical staining for bcl-2 expression.

Results: By immunohistochemical staining for bcl-2, the
percentage of apoptotic cells was found as 40£4.27% in
the preconditioning group, 65+4.11% in the ischemia
group without preconditioning, and 2+0.66% in the con-
trol group. Compared to the ischemia group, the number of
apoptotic cells was significantly lower in the precondi-
tioning group (p<0.001). The lowest number of apoptotic
cells was found in the control group (p<0.001).

Conclusion: Our results show that ischemic precondition-
ing reduces myocardial apoptosis.

Key words: Apoptosis; ischemic preconditioning, myocardial;
myocardial reperfusion injury; rats.

kardiyumdaki inflamatuvar yanitin hafifletilmesi ola-
rak sayilabilir.” Iskemik onkosullamanin farkli hay-
van tiirlerinde infarkt boyutunu azalttig1 kapsamli se-
kilde gosterilmis olmasina ragmen, programlanmis
hiicre 6liimii (apoptosis) tizerindeki etkisi hakkinda bi-
linen azdir."”
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Iskemik onkosullama yoluyla apoptozun azaltilma-
sinda yer alan olas1 mekanizmalarin anlagilmasi, miyo-
sit kaybinin en aza indirilmesine ve bu sekilde hem nek-
rotik hem de apoptotik dokulardan olusabilen toplam
infarkt boyutunun diisiiriilmesine yardimci olabilir.™”
Bu ¢alismada, 30 dakikalik koroner okliizyondan sonra,
120 dakikalik reperfiizyona maruz kalmis si¢anlarda, 5
dakika iskemi, 5 dakika reperfiizyon seklindeki iskemik
onkosullamanin, miyokardiyal apoptotik hiicre 6liimii-
nii nasil etkiledigi arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Calismada, agirliklar1 260-360 gr arasinda degisen,
30 adet Wistar cinsi erkek si¢an kullanildi. Sicanlar Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Unitesi’'nden saglandi ve
20-22 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-12 saat ka-
ranlik ortamda bakildi, standart 6zel sigan yemi ve mus-
luk suyu ile beslendi. Calisma icin Gaziantep Universite-
si etik kurul onay1 alind1 ve ¢alismanin tiim asamalarin-
da “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
(NIH Publication 86-23, 1985) kurallarina uyuldu.

Deneye hazirlik. Sodyum pentotal (50 mg/kg) ile
intraperitoneal anestezi verilen sicanlarda, once tra-
keotomi yapild1 ve trakea yapay solunum i¢in kaniile
edildi. Hemen arkasindan ventilasyon cihaziyla
(SAR-830 Ventilator) 1.5 ml/100 gr hacimde ve 60
atm/dk hizda oda havasi verildi (Sekil 1). Arteriyel
kan basinci 6l¢limii i¢in sol karotis arter kaniile edile-
rek transdiiser ile kan basinct kaydedildi. Kaniil, he-
parin iceren serum fizyolojik ile dolduruldu. G6gsiin
sol tarafina, sternumun 2 mm solundan, dordiincii in-
terkostal araliktan sol torakotomi yapildi. Perikard
siyrilip kalp serbestlestirildi. G6gsiin sag tarafi des-
teklenip kalp digart alindi ve 10 mm yuvarlak igneli
6/0 ipek dikis sol ana koroner arterin altindan miyo-
kard dokusunu hafifce gececek sekilde gecirildi. Bu
islemin ardindan kalp gogiis kafesine tekrar yerlesti-
rildi. Koroner okliizyonu saglamak icin kalbe konul-
mus dikis ipligi 1 mm ¢ap ve 1 cm boyunda plastik
tiip icinden gecirildi. Bu iplik klemple sikistirilarak
iskemi, gevsetilerek reperfiizyon uygulandi. Kalbin
yeni duruma uyumu icin 20 dakika beklendi.

Lambeth Conventions’da belirlenen degerlendirme
Olciitleri™ goz 6niine alinarak, bu islemlere bagli herhan-
gi bir aritmi goriilmesi ya da ortalama kan basincinin ok-
liizyon 6ncesinde 70 mmHg nin altina diismesi halinde
denek calisma dis1 birakildi. Stabilizasyon saglandiktan
sonra damar okliide edilerek iskemi saglandu.

Koroner okliizyon, reperfiizyon oncesi ve sonrasin-
da elektrokardiyografi (EKG) ve kan basinci dijital ka-
yit sisteminde (Power Lab., ADI Instruments, Avustral-
ya) kaydedildi. Sicanlarin viicut 1silar1 deney boyunca
takip edilerek 37 °C rektal viicut 1s1s1 korundu.
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Deney protokolii. Calisma ii¢ grupta planlandi.

Grup 1°de (kontrol grubu, n=10), sadece gogiis bos-
lugu acilip, bagka hicbir iglem yapilmadan kalp tekrar
yerine konuldu. Deney siiresi (iskemi kontrol grubuna
gore 170 dakika) boyunca kan basinc1 ve EKG kayitla-
11 alind1. Grup 2’de (6nkosullama-preconditioning gru-
bu, n=10), stabilizasyon donemini takiben kalp 5 daki-
ka iskemi ve 5 dakika reperfiizyon, sonrasinda 30 daki-
ka iskemi ve ardindan da 120 dakika reperfiizyonda tu-
tuldu. Grup 3’te ise (iskemi kontrol grubu, n=10) stabi-
lizasyon donemini takiben 30 dakika iskemi ve 120 da-
kika reperfiizyon uygulandi.

Yiiz yirmi dakikalik reperfiizyon siirelerinin sonun-
da tlim gruplara ait siganlardan alinan intrakardiyak
kan, heparinli tiiplerde 5 dakika 3000 devirde santrifiij
edilip serumlar1 ayrildi ve eksi 70 °C’de dondurucuda
muhafaza edildi. Bu islemden sonra cikarilan kalpler
9%10’1uk formaldehit ¢ozeltisindeki tiiplere kondu.

Doku hazirlanmast. Kalpler %10 formalin soliisyo-
nunda 24 saat fikse edildi. Ciplak gozle soluk alanlar
seklinde gozlenen miyokardiyal iskemik sahalardan 6-7
mm kalinli§inda kesitler alindi1. Kesitler otomatik takip
makinesine alinarak alkol, ksilol ve parafin icerisinden
gecirildi. Daha sonra kesitler parafin blok igerisine go-
miildii. Parafin bloktan mikrotomla (Leica RM 2145) 5
mikron kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen ve
eozin ile boyandi.

Boyasiz kesitler ve deparafinizasyon: 11k olarak hema-
toksilen-eozin boyali preparatlar incelenerek uygun blok
secimi yapild1 ve mikrotomla 4 mikron kalinliginda boya-
s1z kesit elde edildi. Ttim boyasiz kesitler “polysine” kap-
I1 adezivli lamlara alindiktan sonra 65 °C’de 15 dakika
etiivde bekletilerek dokularin lamlara yapigmasi saglandi.
Daha sonra lamlar ksilolde yaklagik 10 dakika bekletile-
rek deparafinizasyon islemi gerceklestirildi.

F

Sekil 1. Deney diizenegi.
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Immiinhistokimyasal boyama: Primer antikor olarak
bcl-2, Ab-1 (Cat: MS-123-P; Neomarker, Fremont, CA,
ABD), boyama kiti olarak LSAB-2 HRP (Dako, Japon-
ya), kromojen olarak DAB kullanildi.

Skorlama: bcl-2 skorlamasinda niikleer boyanma
esas alindi. Niikleer boyanma olmaksizin nonspesifik
sitoplazmik boyanma negatif olarak degerlendirildi.
Isik mikroskobu ile 400 biiyiitme altinda her olgu i¢in
boyanmanin en yogun oldugu ii¢ ayr1 saha secildi ve
pozitif hiicrelerin total hiicrelere oran1 yiizde (%) olarak
ifade edilerek bcl-2 indeksi belirlendi.

Istatistiksel analiz. Istatistiksel analiz igin SPSS
Windows 10.0 programi kullanildi. Gruplardaki ortala-
malar arasindaki farkin karsilastirllmasinda tek yonlii
varyans analizi kullanildi. Gruplarin birbirleriyle olan
anlamliliklarinda ise Tukey testi kullanildi. P<0.05 olan
degerler anlamli kabul edildi.

BULGULAR

bcl-2 immiinhistokimyasal boyama yontemiyle, in-
farkt alanindaki apoptotik hiicre oran1 iskemik onko-
sullama yapilan grup 2’de %40+4.27 (Sekil 2a), on-
kosullama yapilmayan, yani sadece iskemi ve reper-
flizyon yapilan grup 3’te %65%4.11 (Sekil 2b), kont-
rol grubunda %2+0.66 bulundu (Sekil 2c). Onkosul-
lama yapilan grupta, yapilmayan gruba gore apopto-
tik hiicre acisindan anlamli bir azalma oldugu goriil-
dii (p<0.001). Kontrol grubu ile diger iki grup arasin-
da da apoptotik hiicre a¢isindan anlamli farklilik var-
d1 (p<0.001).

TARTISMA

Miyokardin iskemik 6nkosullamasi ilk kez 1986 yi1-
linda Murry ve ark."” tarafindan tanimlanmistir. Bu ca-
ligmada 40 dakikalik koroner okliizyon oncesinde, her
biri beser dakikalik reperfiizyonlarla ayrilmis koroner
iskemik periyotlarin nekroz gelisimini %75 oraninda
azalttig1 gosterilmistir.

Onkosullama, nekrozun gelismesi icin gerekli siireyi
uzatarak reperfiizyon ile daha fazla miyokardin kurtaril-
masimni saglar. Onkosullamanin fizyolojik temellerini
olusturan mekanizmalar, adenozin salinimi,” Krp ka-
nallarinin agilmasi™ ve protein kinaz-C aktivasyonu™
olarak belirlenmistir. Adenozin, adenozin Al ve A3 re-
septorleri lizerinden kompleks bir sinyal zinciri ile 6nko-
sullamay1 baglatirken, pek ¢ok substrat proteinini fosfo-
rilleyerek aktifleyebilen protein kinaz-C’nin etki meka-
nizmasi ise tam olarak bilinmemektedir. K pp kanal agi-
cilar1 ve protein kinaz-C aktivatorleri kullanilarak da far-
makolojik mekanizmalar taklit edilmeye c¢aligtimigtir.””
Bu koruyucu mekanizmanin, miyokardiyal nekroz olusu-
munu sinirlamadaki etkinligi yaninda, apoptozda da inhi-
bisyon sagladig1 bilinmektedir.” iskemik 6nkosullama-
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nin koruyucu etkisi koroner okliizyon siiresi uzarsa veya
reperfiizyon gelismezse ortadan kalkar.

Iskemik 6nkosullamanin farkli hayvan tiirlerinde in-
farkt boyutunu azalttig1 kapsaml bir sekilde gosterilmig
olmasina ragmen, programli hiicre 6liimii, yani apoptoz
tizerindeki etkisi hakkinda bilgilerimiz sinirlidir.”! Bu

Sekil 2. Her bir gruptaki birer denege ait histopatolojik goriintii-
ler: (a) Onkosullama yapilan grup, (b) 6nkosullamasiz, sadece is-
kemi ve reperfiizyon yapilan grup, (c) kontrol grubu.
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calismada, in vivo uyguladigimiz deneysel protokolde,
bcl-2 immiinhistokimyasal boyama yontemiyle, onko-
sullama yapilan grupta apoptotik hiicre ortalamasinda
anlamli bir azalma oldugunu gordiik.

Miyokardiyal iskeminin, cesitli hayvan modellerin-
de ve insanda apoptoza neden oldugu ortaya konmus ol-
masina ragmen,"” artan kanitlar apoptoz ekspresyonu-
nun oncelikle reperfiizyon sirasinda meydana geldigini
isaret etmektedir.™ Ancak, apoptozun iskemi sirasinda
mi, yoksa reperfiizyon sirasinda mu tetiklendigi hala tar-
tigmalidir.”

Piot ve ark.” in vivo sicanda iskemi ve reperfiizyon
sonrasinda, onkosullama yapilan kalplerde hem inter-
niikleozomal DNA parcalanmasinin hem de infarktiis
boyutunun 6nemli Ol¢iide azaldigmi gostermislerdir.
Wang ve ark."" 5 dakika iskemi, 5 dakika reperfiizyon
ile 6nkosullamadan sonra, 30 dakika iskemi ve 3 saatlik
reperfiizyon sonrasinda kopeklerde miyokardiyal apop-
tozun inhibe edildigini gostermislerdir. Bizim bulgula-
rimiz da bu ¢aligmalarla uyumludur.

Genis bir anti-apoptotik proteinler grubundan olu-
san bcl-2 familyasmin (bcl-2, bel-x1, bcl-w, Bag-1 ve
BI-1) ekspresyonu apoptozu onler ve genis bir pro-
apoptotik protein grubunun (Bax, Bak, Bad, Bid ve
Bim) ekspresyonunu azaltir."” Iskemik 6nkosullamanin
anti- ve pro-apoptotik protein ekspresyonu dengesini
degistirerek apoptozda azalma sagladigi gosterilmis-
tir.! Misao ve ark."” bcl-2 proteininin akut infarktiislii
insan kalplerinin kurtarilmis miyositlerinde salgilandi-
g1 bildirmislerdir; bu durum, bazi kalp hiicrelerinin
infarktiisiin erken déneminde bcl-2 ekspresyonu saye-
sinde korunabilecegini diisiindiirmektedir. Infarktiislii
dokular1 ¢evreleyen kurtarilmig miyositlerde bcl-2 pro-
tein ekspresyonu goriilmesine karsin, infarktiislii bolge-
de Bax pro-apoptotik proteinin salgilanmasinda belirgin
artis oldugu bildirilmistir."”

Schmitt ve ark." agik kalp cerrahisi sonrasi erken
donemde miyokardiyal apoptozisde belirgin artis, kar-
diyak kontraktilitede azalma meydana geldigini bildir-
mislerdir. Ayrica, apoptozisin ameliyat sonrast miyo-
kardiyal stunning’de 6nemli bir mekanizma olabilece-
gini ve antiapoptotik ajanlarin kardiyoplejik soliisyon-
larla beraber kullanilmasinin miyokardiyal korumada
ek yarar saglayabilecegini ileri siirmiiglerdir. Jenkins ve
ark." ise, koroner bypass cerrahisi yapilan hastalarda
iskemik 6nkosullamanin troponin T seviyelerini azaltti-
&in1 ve ATP depolarini korudugunu gostermiglerdir. Wu
ve ark." ise acik kalp ameliyati boyunca kardiyoplejik
miyokardiyal iskeminin, kardiyomiyosit apoptozunda
artisa yol agtigini bildirmiglerdir. Bununla birlikte, iske-
mik onkosullamanin ameliyat oncesi ve sonrasindaki
miyokardiyal apoptoz iizerinde anlamli etkisi bulunma-
mis; ayrica, iskemik 6nkogsullama ile ameliyat sonrasin-
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da daha diisiik dereceli kardiyak disfonksiyon goriilme-
si apoptozdan bagimsiz bulunmustur.

Iskemik ©nkosullamanin miyokardiyal aksiyon
potansiyeli ve refraktor periyot siirelerindeki hetero-
jeniteyi azaltarak veya ileti zamanlarint degistirerek
re-entran aritmilerin gelismesini Onledigi diigiiniil-
mektedir.!"” Bu antiaritmik etkinin mekanizmasi tam
olarak anlagilamamasina ragmen, ATP bagimli K* ve
Na* kanallarinin eksitabilitesindeki degisimlerin anti-
aritmik etkinin hiicresel temelini olusturdugu tahmin
edilmektedir."”

Sonug olarak, iskemik dnkosullama yoluyla apop-
tozun azaltilmasinda yer alan mekanizmalarin anlagil-
masi, miyosit kaybinin en aza indirilmesine ve bu se-
kilde hem nekrotik hem de apoptotik dokulardan olu-
sabilen toplam infarkt boyutunun diisiiriilmesine, ay-
rica ventrikiiler aritmi sikliginin azaltilmasina yar-
dimc1 olabilir.
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