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1. GIRIS

Miyokardiyal iskemi-Reperfiizyon (I/R) hasari, akut koroner sendromlarin
ve kardiyak cerrahinin temel patobiyolojik bilesenidir. Her ne kadar hizli
reperfiizyon sagkalimi Onemli Olgiide arttirsa da oksidatif stres, kalsiyum
disregiilasyonu, mitokondriyal islev bozuklugu ve diizenlenmis hiicre 6liim
programlar1 yoluyla ek doku hasar1 olusur.(1-3) Mikrovaskiiler diizeyde endotel
disfonksiyonu, nitrik oksit (NO) biyoyararlaniminda azalma ve 16kosit—trombosit
tikaclari, epikardiyal damar kan akisinin yeniden olusmasina ragmen doku
perflizyonunu siirlayan mikrovaskiiler obstriiksiyon (no-reflow) tablosuna zemin

hazirlar.(4)

Akut miyokard infarktiisi (MI) gibi bir insan hastalifinin patogenezini
yalnizca otopsiye dayanarak belirlemek zordur, ¢iinkii hasarin goriinimii zamanla
degisir ve premortem yasi kesin olarak belirlemek kolay degildir. Ayrica,
postmortem otoliz bu analizleri daha da karmagik hale getirebilir. Otoliz ve iskemi
temelde ayn1 mekanizmalar1 icerir ve her ikisi de hizli bir sekilde ilerler. Bu
nedenle, insan kardiyak otopsi dokusunda metabolik ¢alismalar yapmak neredeyse
imkansizdir. Hastalarin, akut infarktiisiin gelisen olaylarin1 mantikli bir siire i¢inde
siralamayr miimkiin kilacak bir takvime gore 6lmemeleri, bu analizleri daha da
karmagik hale getiren bir diger faktordiir. Ancak, deneysel hayvanlarda iskemi
lizerine yapilan c¢alismalar, miyokardiyal iskemiye bagli olarak meydana gelen
metabolik, fizyolojik, histolojik, elektriksel ve patolojik degisiklikleri 6grenmek
icin 1yi ve tekrarlanabilir bir yontem sunmaktadir.(5)

1



Bu c¢er¢evede antioksidan stratejiler ve mitokondriyi hedefleyen
yaklasimlar kardiyoprotektif arastirmalarin odak noktasidir. Ellajik Asit (EA); nar,
cilek, ahududu ve ceviz gibi meyve-kuruyemislerde ellagitaninlerden tiireyen
dogal bir polifenolik bilesiktir. Deneysel modellerde serbest radikal siipiiriicii,
antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkiler gostermistir.(6, 7) Kardiyak alanda
dogrudan veriler siirli olmakla birlikte, EA-altin nanopargacik formiilasyonlari
miyokard infarktiisii modellerinde infarkt alanimi kiigiiltme ve sol ventrikiil
fonksiyonunu iyilestirme yoniinde umut verici sonuglar bildirmistir.(8) Ellajik
Asit biyoyararlaniminin diisiik olmasi, nano-tasiyict ve hedefe yonelik tedavi

yaklasimlarina ilgiyi artirmistir.(6, 8)

Bu bilgiler 1s181inda hazirlamis oldugum bu calismada giiniimiizde hala
popiilerligini koruyan, miyokardiyal Iskemi-Reperfiizyon hasari konusunda
koruyucu etkileri olabilecegini diisiindiigiim Ellajik Asit’in ratlarda deneysel

kullanimi1 ve sonuglarini sunmay1 amacgladim.



2. GENEL BILGILER

Iskemi-Reperfiizyon Hasart (IRI) kavrami, ilk olarak 20. yiizyilin
ortalarinda, aragtirmacilarin oksijenden yoksun dokulara kan akiminin yeniden
saglanmasinin paradoksal bicimde iyilesme yerine ek hasara yol agabildigini fark
etmeleriyle ortaya c¢ikmistir. Bu gozlem, revaskiilarizasyonun biitiiniiyle yararli

oldugu yoniindeki yerlesik varsayima meydan okumustur.

1960’larda Jennings ve c¢alisma arkadaglarinin  yiriittigi  oncii
calismalarda, iskemi sonrasi reperfiizyonun kardiyak dokuda belirgin hiicresel
hasar olusturdugu gosterilmistir. Hayvan modellerindeki deneylerinde, kan
akimmin geri doniisliniin mitokondriyal bozulma ve nekroz gibi yapisal
anormalliklere neden oldugunu belgeleyerek, iyilesmeyi tek basina kolaylastirmak
yerine bizzat reperfiizyon evresinin miyokardiyal hasara 6nemli 6l¢iide katkida

bulunabildigini ortaya koymuslardir.(9)

Iskemik olaylarin ardindan infarkt boyutunu en aza indirmek igin kan
akimmnin erken donemde yeniden saglanmasi hayati Ooneme sahip olsa da
paradoksal bicimde ek bir hasari tetikler, bu olgu reperflizyon hasari olarak
adlandirilir. Bu hasar; reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 {iretimi, kalsiyum
dengesizligi, inflamatuvar yanitlar ve hiicre 6liimii yollarinin aktivasyonu gibi bir

dizi mekanizma araciligiyla ortaya ¢ikar.(10)



2.1. ISKEMIi-REPERFUZYON HASARI PATOFiZYOLOJiSi
2.1.1. iISKEMIK FAZ

Miyokardiyal iskemi, koroner kan akiminin aerobik metabolizmanin
siirdliriilmesi i¢in gerekli diizeyin altina ani diismesiyle tetiklenen, zamana
bagimli bir olaylar dizisidir. Saniyeler i¢inde oksidatif fosforilasyon duraklar,
yiiksek enerjili fosfat depolar1 azalir ve miyokard anaerobik glikolize kayarak
laktik asidoz, kontraktil fonksiyon kaybi ve akim yeniden saglanmadigi takdirde
ilerleyici yapisal hasar ile seyreder.(11) In vivo ve ex vivo modeller, iskemik
siirenin uzamasiyla birlikte geri doniislii hasarin geri dontigsliz hiicre Oliimiine
evrilme olasiliginin arttigin1 ve bunun reperfiizyon sirasinda ortaya cikacak ek

hasar i¢in biyolojik bir zemin hazirladigini tutarli bicimde gostermektedir.(11)

Enerji Metabolizmasi, Asidoz ve Nekrozun “Dalga-Cephe” Fenomeni

Siddetli iskemi sirasinda adenozin trifosfat (ATP) ve fosfokreatin depolari
hizla tiikenir, anaerobik glikolizin baskin hale gelmesine bagli olarak hiicre i¢i pH
diiser ve sarkolemmal iyon pompalarmin islevi bozulur; bunun sonucunda
hiicresel sisme ve uyarilabilirlik kayb1 gelisir.(11) Gelisen miyokardiyal hasarin
temel mekansal 6zelligi, “dalga-cephe (wavefront) fenomeni” olarak tanimlanir;
nekroz, perfiizyonun en yetersiz oldugu subendokardiyumda baslar ve okliizyon
siirdiikce transmural olarak epikardiyuma dogru ilerler.(12) Bu kavram, infarktiis
evriminin modern anlayisinda merkezi bir yer tutmay: siirdiirmekte ve erken

reperfiizyonun klinik 6neminin patofizyolojik temelini olusturmaktadir. (11, 12)



Iyonik Diizen Bozuklugu ve Kalsiyum Yiiklenmesi

Iskemik asidoz, Na*/H* exchanger (NHE; Sodyum-Hidrojen Degistirici)’1
aktive ederek hiicre i¢ci Na* birikimini artirir. Artan Na* yiikii, Na*/Ca?" exchanger
(NCX; Sodyum Kalsiyum Degistirici)’in ters modda ¢aligsmasini tetikler ve hem
sitozolik hem de organel i¢i Ca** asir1 yiiklenmesini kolaylastirir. Es zamanli ATP
tikenmesi, Na'/K*-ATPaz ve Ca*-ATPaz islevlerini zayiflatarak iyonik
dengesizligi daha da derinlestirir. Net sonug; Ca*-bagimli proteazlarin (6rn.
kalpainler) ve fosfolipazlarin aktivasyonu, sitokeletal biitiinliikte bozulma ve
aritmiye duyarliligin artmasidir.(13-15) Iskemi sirasinda NHE aktivasyonunun
biiyilikliigii deneysel kosullara gore degiskenlik gosterse de, NHE’ye bagimli
hiicre i¢i Na* yiiklenmesinin terapétik olarak azaltilmasi, Ca** agir1 yiiklenmesini
ve buna bagli doku hasarini sinirlamak i¢in mekanik acidan iyi temellendirilmis

bir strateji olmaya devam etmektedir.(13, 15)

Mitokondriyal Disfonksiyon ve Gegirgenlik Gegisi

Mitokondriler, iskemi sirasinda ve Ozellikle bunu izleyen reperfiizyon
fazinda kardiyomiyositlerin kaderini belirleyen baslica organellerdir. Iskemi,
mitokondriyal membran potansiyelini bozarak pH’nin noétralize olmasi ve
reperfiizyon sirasinda oksidan stresin artmasi durumlarinda mitokondriyal
gecirgenlik gecis porunun (mPTP) acgilmasina zemin hazirlar. mPTP agilima,
mitokondriyal membran potansiyelinin ¢okmesine, oksidatif fosforilasyonun

baglantisin1 engeller ve sonugta nekroza yol agar. Kisa ve gecici agilmalar



fizyolojik olarak goriilebilse de, uzamis mPTP agilimi iskemi—reperfiizyon

baglaminda patolojiktir.(16, 17)

Metabolik Yeniden Programlama: Siiksinat ve Ters Elektron Tasiimi

(RET)

Son on yildaki onemli bir ilerleme, iskeminin siiksinat birikimine yol
actiginin gosterilmesidir. Reperfiizyonla birlikte bu siiksinat, kompleks II
(stiksinat dehidrogenaz) tarafindan hizla oksitlenir; bunun sonucunda belirgin
Olciide indirgenmis bir koenzim Q havuzu olusur ve bu durum kompleks I’de ters
elektron tagiimini (RET; reverse electron transport) zorlayarak mitokondriyal
stiperoksit patlamasin tetikler.(18, 19) RET kaynakli reaktif oksijen tiirleri (ROS)
dalgasi, erken reperfiizyon hasarinin yakin/proksimal bir belirleyicisidir ve Ca**

asir1 yiiklenmesi ile etkileserek mPTP acilimini baslatir.(18, 19)

Mikrovaskiiler ve Endotelyal Bilesenler

Iskemi, endotelyal NO biyoyararlanimini azaltir, adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu artirir ve lokositler ile trombositlerin kapiller diizeyde tikag
olusturmasini, ayn1 zamanda endotelyal hiicrelerdeki 6dem ile kolaylastirir. Bu
degisiklikler, anjiyografideki “no-reflow” olgusunun yapisal karsiligi olan
mikrovaskiiler obstriiksiyon (MVO) tablosuna evrilebilir. MVO, epikardiyal arter
yeniden ac¢ilmis olsa dahi doku diizeyi perfiizyonu sinirlar. ST-segment
elevasyonlu miyokard infarktiisii (STEMI) sonrasinda MVO yaygindir ve daha

genis infarkt alanlari ile daha kétii klinik sonuglart 6ngdriir.(4, 20, 21)



2.1.2. REPERFUZYON FAZI

Reperfiizyon, iskemik miyokarda kan ve oksijen akiminin yeniden
saglanmasiyla doku kurtariminin tek yolu olmakla birlikte, erken fazda ortaya
cikan oksidatif stres, iyonik dengesizlik ve inflamatuvar yanit nedeniyle ek hasari
tetikleyebilir.(11, 22) Ilk dakikalarda hizla pH nétralizasyonu, Ca>* girisinin artis1,
mitokondriyal ROS patlamast ve mPTP’nin agilimina duyarliligin artmasi nihai

infarkt boyutunu belirleyen baslica siireglerdir. (2, 16, 17)

Reperfiizyonun Evreleri

Reperfiizyonu izleyen saniyeler—dakikalar icinde ani reoksijenasyon,
adenozin aracilt vazodilatasyon ve hiperemik akimi baglatir. Laktat hizla
tamponlanip katabolize olur ve intramiyokardiyal pH notralize olur. Bu donemde
NHE aktivasyonu hiicre i¢ine Na* girigini artirir; yiikselen Na*, NCX’1 ters modda

calistirarak sitoplazmik Ca** yiikii arttirir.(11, 22)

Ardindan dakikalar icinde, iskemide biriken siiksinatin kompleks II
tizerinden hizla oksidasyonu kompleks I’de ters elektron akisi (RET) baslatarak
belirgin bir mitokondriyal siiperoksit patlamasina yol agar. Artan oksidan yiik ve
sitoplazmik/mitokondriyal Ca?** birikimi, mPTP agilimim1 tetikler; bunun
sonucunda mitokondriyal membran potansiyeli (A¥Wm) coker, oksidatif

fosforilasyon ayrisir ve nekrotik hiicre 6limii gelisir.(2, 16)

Bu asama ile dakikalar saatler i¢inde endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)

disfonksiyonu ve NO biyoyararlanimindaki azalma belirginlesir; adezyon



molekiilleri (6rn. ICAM-1, VCAM-1, P-selektin) up-regiile olur ve Ilokosit—
trombosit tikaclar1 ile endotel sismesi gelisir. Bu mikrovaskiiler degisiklikler,

doku diizeyinde no-reflow ile uyumlu mikrovaskiiler obstriiksiyona yol agabilir.(4,

23)

Son olarak saatler giinler i¢inde, hasarli hiicrelerden salinan hasar iliskili
molekiiler orgiiler (DAMP; Damage-associated molecular pattern) araciligiyla
Toll benzeri reseptor (TLR) sinyallemesi ve niikleer faktér kappa B (NF-xB)
aktivasyonu belirginlesir. Bunun sonucu nétrofil ve monosit infiltrasyonu,
sitokin/kemokin diizeylerinde artis ve apoptoz, nekroptoz, ferroptoz gibi
diizenlenmis hiicre Oliimii programlarinin devreye girmesiyle doku yaniti

sekillenir.(11, 24)

Erken reperfiizyonun zaman bagimli yarari tartismasizdir. Miimkiin olan
en kisa siirede kan akimiin yeniden saglanmasi infarkt boyutunu ve &liimciil
aritmi riskini azaltir.(22) Bununla birlikte, no-reflow ve reperfiizyon hasar1 doku
diizeyinde kurtarilabilir miyokard1 smirlayabilir. Bu nedenle mPTP’nin
hedeflenmesi, RISK/SAFE pro-survival aglarinin uyarilmasi, NO-sGC—cGMP-
PKG ekseninin desteklenmesi ve antioksidan/antiinflamatuvar stratejiler gibi
adjuvan yaklasimlar, Ozellikle yiliksek riskli olgularda klinik sonuglar

tyilestirmeye adaydir. (16, 23, 24)



2.2. MiYOKARDIYAL ISKEMI-REPERFUZYON HASARI
2.2.1. OKSIDATIF STRES

Reperfiizyonun ilk dakikalarinda iskemide biriken siliksinatin kompleks
II’de hizla oksidasyonu, kompleks I’de ters elektron akisi (RET) ve mitokondriyal
ROS patlamasi olusturur; bu patlama lipit/protein/DNA oksidasyonunu tetikler.
Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktér 2 -antioksidan yanit elemani (Nrf2—
ARE) yanitinin farmakolojik olarak desteklenmesi oksidatif hasar1 ve/veya
ferroptozu azaltarak kardiyoproteksiyon saglamistir.(7, 25, 26) Ayrica yakin tarihli
deneysel calismalar, Nrf2’nin artisinin I/R’de oksidatif stres ve inflamasyonu

birlikte baskiladigin1 gostermektedir.(27)

2.2.2. KALSIYUM DiSREGULASYONU

pH’nin hizla nétralize oldugu erken reperfiizyonda NHE aktivasyonu
hiicre i¢ine Na* girisini artirir; yiikselen Na*, NCX’yi ters modda ¢alistirarak Ca?*
asir1 yiiklenmesine neden olur. Mitokondriyal Ca** birikimi mPTP acilimini
tetikleyerek hiicre oOliimiinii kolaylastirir; bu ekseni hedefleyen yaklagimlar
(NHE1/NCX modulasyonu, mitokondriyal Ca?" akislarinin kontrolii) deneysel

modellerde yarar gostermistir.(1, 28-31)

2.2.3. MITOKONDRIYAL DiSFONKSiYON

Reperfiizyon sirasinda gelisen Ca** asir1 yiikii ve oksidan stres, mPTP
acilim esigini diislirerek por aktivasyonuna yatkinlig: artirir. Kalict mPTP agilima,
A¥m’nin ¢okmesine, oksidatif fosforilasyonun ayrigmasina ve sonugta nekrotik

hiicre oliimiine yol acar. Giincel derlemeler, mPTP’nin yapisal bilesenleri,
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diizenlenmesi ve farmakolojik olarak hedeflenmesine iliskin verileri kapsamli
bicimde oOzetlemekte; ayrica mPTP inhibisyonu ile lipid peroksidasyonunun
baskilanmasinin birlikte uygulanmasinin kardiyoprotektif etkileri additif olarak

giiclendirdigini gostermektedir.(3, 17, 32, 33)

2.2.4. INFLAMATUVAR KASKAD

Hasarlt hiicrelerden salman DAMP’ler, TLR/NF-kB sinyalini aktive
ederek noétrofil-monosit infiltrasyonu ve sitokin/kemokin artig1 ile sonuglanir.
Endotel disfonksiyonu ve NO biyoyararlanimindaki azalma, adezyon
molekiillerinin artis1 ve distal embolizasyon gibi faktorlerle birlestiginde

mikrovaskiiler obstriiksiyon (no-reflow) gelisebilir. (34-36)

2.2.5. HUCRE OLUM YOLAKLARI

Miyokardiyal I/R’de apoptoz, nekroptoz, piroptoz ve ferroptoz gibi
diizenlenmis yollar, mPTP-aracili enerji ¢Okiisi ve inflamatuvar/oksidatif
tetikleyicilerle etkilesim icinde ortaya ¢ikar. Erken nekroz, mPTP aracili enerji
¢okiisiiniin sonucudur; apoptoz ise kaspaz kaskadi ve Bcl-2 ailesi dengesi ile
diizenlenir. Son yillarda nekroptoz (RIPK1/3-MLKL) ve ferroptoz (lipid
peroksidasyonu, glutatyon peroksidaz-4 yetersizligi) I/R’de énemli katk: saglayan
diizenlenmis nekrotik yollar olarak tanimlanmistir. Bu yollarin secici inhibisyonu
deneysel olarak infarkt boyutunu azaltmistir.(2, 11) 2024-2025 derlemeleri, bu
yollar arasindaki capraz dilizenlemeyi ayrintilandirmis; secici inhibitorlerin
(zVAD, Nec-1, Fer-1 vb.) kalp fonksiyonu ve mitokondriyal biitiinliigi

tyilestirdigini gostermistir.(37-41)
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Sekil 1. miyokardiyal I/R mekanizmalari(42)

2.3. MiYOKARDIYAL ISKEMIi-REPERFUZYON HASARININ
(iRl) KLINIK ONEMIi
Miyokardiyal IR hasarmin altta yatan patofizyolojik mekanizmalari,
klinikte akut miyokard infarktiisinden baslayip miyokardiyal stunning ve
hibernasyon gibi geri doniislii kontraktil disfonksiyon durumlarina uzanan genis
bir yelpazede karsilik bulur. Bu klinik tablolarin -6zellikle de tipik zaman
seyirlerinin- anlasilmasi, tedavi stratejilerinin belirlenmesi ve hasta sonuglarinin

tyilestirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir.

2.3.1. MiYOKARD INFARKTUSU

Akut miyokard infarktiisii, uzamis iskemiye baglh geri doniigsiiz

kardiyomiyosit nekrozu ile karakterizedir. Tedavi edilmeyen iskeminin siiresi
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belirleyicidir: siddetli koroner okliizyon altinda nekroz genellikle 20-30 dakika
icinde baslar ve reperfiizyon saglanmazsa 4—6 saat icinde transmural infarkta
ilerler.(43) Reperfiizyon tedavilerinin amaci infarkt boyutunu sinirlamak tizere
kan akimini en kisa siirede yeniden saglamaktir; ne var ki reperflizyonun kendisi
de oksidatif stres ve inflamasyon araciligiyla ek hasar olusturabilir. “Altin saat”
icinde gerceklestirilen zamaninda reperfiizyon, klinik sonuglari anlamli 6lgiide

tyilestirirken; geciken miidahale geri doniigsiiz doku kaybini artirir.(44)

2.3.1. MiYOKARDIYAL STUNNING

Miyokardiyal stunning, normal ya da normale yakin koroner kan akimi
yeniden saglanmasina ragmen siiregelen gecici post-iskemik kontraktil
disfonksiyonu ifade eder. Kontraktil bozulma genellikle reperfiizyonu takiben
hemen ortaya c¢ikar ve dakikalardan saatlere, hatta giinlere kadar uzayabilir; tipik
olarak 1-7 giin i¢inde diizelir.(45) Bu disfonksiyon kalicit hiicre o6liimiinden
kaynaklanmaz; oksidatif stres, kalsiyum asir1 yiiklenmesi ve mitokondriyal
disfonksiyon aracili geri doniislii hasarin sonucudur.(2) Klinik olarak stunning,
akut koroner sendromlar1 ve kardiyak cerrahileri takiben goriilebilir ve gegici

olarak kardiyak fonksiyonu bozabilir.

2.3.2. MiYOKARDIYAL HIBERNASYON

Miyokardiyal hibernasyon, koroner kan akimindaki kalict azalmaya uyum
amaciyla gelisen ve haftalar—aylar siirebilen kontraktil disfonksiyon ile
karakterize kronik bir adaptasyon durumudur. Gegici bir olgu olan stunning’ten

farkli olarak hibernasyon; azalmis oksijen arzina uyum saglayacak bi¢imde
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miyokardin metabolizma ve fonksiyonunun down-regiilasyonu ile hiicre
viabilitesinin korunmasini yansitir.(44) Hiberne miyokardda fonksiyonel diizelme
genellikle uzamigs perfiizyonun yeniden saglanmast ile -g¢ogunlukla
revaskiilarizasyon sonrasinda- goriiliir ve miidahale sonrasi haftalar ile aylar
icinde kademeli olarak ortaya ¢ikar.(46) Bu yoniiyle hibernasyonun zaman seyri,

stunning’e kiyasla daha uzamis ve adaptif niteliktedir.

Bu klinik tablolarin zaman seyri ve patofizyolojik temellerine gore
ayristirilmasi, tedavi planlamasi igin esastir. Ornegin, stunning genellikle giinler
icinde kendiliginden ya da destek tedavisiyle diizelirken, hibernasyonda
fonksiyonun yeniden kazanilmasi ¢cogunlukla revaskiilarizasyon gerektirir ve daha
uzun bir zaman dilimine yayilir.(45) Pozitron emisyon tomografisi (PET) ve
kardiyak manyetik rezonans goriintileme (MRG) gibi ileri goriintiileme
yontemleri, viabl ancak disfonksiyonel miyokard:r geri doniigsiiz skar/infarkt
dokusundan ayirt ederek prognozun Ongoriilmesine ve revaskiilarizasyon
kararlarmin verilmesine katki saglar.(47) Ayrica bu durumlarin zamanlamasi ve
mekanizmalarimin anlasilmasi, iskemi-reperfiizyon hasarim1 ve miyokardiyal

iyilesmeyi hedefleyen yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesini destekler.
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2.4, ISKEMIi/REPERFUZYON HASARINDAN KORUNMA
YONTEMLERI

2.4.1. EKZOJEN KORUNMA YONTEMLERI
2.4.1.1.ISKEMIK KOSULLANDIRMA

Iskemik kosullama, hedef miyokarda uygulanan iskemik atagin 6ncesinde
(preconditioning), sirasinda (perconditioning) veya sonrasinda (postconditioning)
kisa stireli iskemi-reperfiizyon dongiileri olusturulmasina dayanan, mekanik
kokenli kardiyoprotektif bir yaklasimdir. Bu miidahalelerin, deneysel ve klinik
calismalarda infarkt boyutunu azalttigi ve fonksiyonel iyilesmeyi destekledigi

gosterilmigtir.

Iskemik preconditioning (IPC)

Uzamis iskemi dncesinde uygulanan kisa iskemi epizodlari, PI3K/Akt ve
ERK1/2 gibi pro-survival kinaz kaskadlarmi aktive eder; bunun sonucunda

mPTP’nin ac¢ilim esigi yiikselir ve ROS {iiretimi diizenlenir.(48)

Iskemik postconditioning (IPostC)

Reperfiizyonun baglangicinda kan akimimin kisa kesintilerle yeniden
baslatilmasi, erken ROS patlamasini ve Ca*" agir1 yiiklenmesini soniimler;
eszamanli olarak RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase) ve SAFE (Survivor
Activating Factor Enhancement) yolaklarin1 devreye sokarak kardiyomiyosit

sagkalimini artirir.(48)
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Uzak iskemik kosullama (RIC)

Uzak bir organ/ekstremitede uygulanan kisa iskemi-reperfiizyon
dongiilerinin humoral mediyatorler ve noral yollar iizerinden miyokarda
kardiyoproteksiyon ilettigi; mPTP ac¢ilim esigini artirma, ROS yanitini modiile
etme ve sagkalim kinazlarin (6r. RISK/SAFE) etkinlestirme gibi mekanizmalarla

etkisini gosterdigi bildirilmistir.(49)

Kontrollii Reperfiizyon Teknikleri

Kademeli, aralikli (postconditioning benzeri) ya da hipotermik
reperfiizyon gibi kontrollii reperfiizyon stratejileri, reoksijenasyon hizin1 ve
kosullarin1 diizenleyerek erken reperfiizyondaki ROS patlamasini soniimlemeyi,
mitokondriyal Ca?*/enerji yiiklenmesini 6nlemeyi ve bdylece infarkt boyutunu
sinirlamay1 amaclar.(22) (31) Deneysel verilerde oksijenlenmenin ve akimin
kademeli verilmesi ile hipotermik reperfiizyonun mPTP ac¢ilim esigini yiikselttigi
ve mikrovaskiiler islevi korudugu gosterilirken, klinik g¢eviriye iliskin sonuglar

halen degiskendir.(22, 31)
2.4.1.2 FARMAKOLOJIK AJANLAR
Antioksidanlar
Reperfiizyon sirasinda ROS asir1 iiretimine baghh oksidatif stres,
miyokardiyal hasarin merkezinde yer alir; bu nedenle antioksidan tedavi, IRI

smirlamaya yonelik en ¢ok arastirllan farmakolojik stratejilerden biridir.

Salidrosid ve ginsenozid Rg3 gibi dogal bilesikler, preklinik modellerde belirgin
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kardiyoprotektif etkiler goOstermistir: salidrosid, AMPKa2’yi aktive ederek
mitokondriyal ROS {retimini azaltir, ferroptozu baskilar ve mitokondri
bitlinliigiinii korur.(24, 50) Benzer bigcimde Rg3, Keapl/Nrf2/GPX4 eksenini
aktive ederek demir birikimini ve lipid peroksidasyonunu azaltir.(51) Diger
antioksidanlar (resveratrol, melatonin, C/E vitamini,...) infarkt boyutunu
sinirlama; malondialdehit (MDA) gibi oksidatif stres belirteclerini diisiirme ve
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi endojen enzim
aktivitelerini artirma yoniinde yararlar bildirmistir.(50) Dikkat c¢ekici olarak,
mPTP inhibisyonu ile antioksidan tedavinin birlikte kullanimi ilave
kardiyoprotektif etki saglayabilir; yakin tarihli bir ¢alismada her iki yolak

hedeflenerek miyokardiyal kurtarimin optimize edildigi gosterilmistir.(33)

Nitrik Oksit (NO) Vericileri

NO, I/R baglaminda ¢ift yonlii etki gosterebilir; fizyolojik diizeylerde
vazodilatasyonu saglar, trombosit agregasyonu ve 16kosit adezyonunu inhibe eder;
ayrica siiperoksiti siiplirerek kardiyoprotektif etki olusturur. Sodyum nitroprussid
gibi NO dondrleri, endotelyal fonksiyonu ve mitokondriyal respirasyonu modiile
ederek infarkt boyutunu azaltma ve miyokardiyal fonksiyonu iyilestirme

potansiyeli gostermistir.(48)

Antiinflamatuvar Ajanlar

I/R hasari, tiimdr nekrozis faktor alfa(TNF-o), Interlokin-6 (IL-6),
Interlékin 1 beta (IL-1P) basta olmak iizere proinflamatuvar sitokinlerle ve

nétrofil/kompleman aktivasyonu ile yakindan iligkilidir; kortikosteroid veya
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sitokin yolak inhibitorleri baz1 modellerde infiltrasyonu ve oksidatif hasar1 azaltsa
da, glivenlilik ve etkinlikte heterojen klinik sonuglar nedeniyle rutin kullanimlar1

sinirlt kalmistir.(11, 22)

Metabolik Modulatorler

Trimetazidin ve ranolazin, iskemik miyokardda substrat kullanimini
glukoz oksidasyonuna kaydirma ve iyon/metabolik stresini azaltma yoluyla
metabolik  verimliligi artirir; ¢ok sayida calisma, Ozellikle kombine
kardiyoprotektif stratejilerle birlikte uygulandiklarinda infarkt boyutu ve sol

ventrikiil fonksiyonu {izerinde yarar bildirmistir.(52)

2.4.1.3.GELISMEKTE OLAN BiYOLOJIK TEDAVILER

Gen Tedavisi

Sitoprotektif proteinleri hedefleyen gen diizenleme/transfer yaklasimlari
antioksidan enzimler (6rn. SOD, katalaz), antiapoptotik faktorler (6rn. Bcl-2) ve
Nrf2 gibi kilit transkripsiyon faktorleri, deneysel modellerde kardiyoprotektif etki
gostermektedir. Ozellikle miR-432-5p’nin asir1 ekspresyonunun Nrf2/SLC7A11
eksenini aktive edip Keapl’i hedefleyerek ferroptozu baskiladigi ve boylece

redoks homeostazini gliclendirdigi bildirilmistir.(50)

Kok Hiicreler ve Eksozomlar

Mezenkimal kok hiicre kokenli eksozomlar (MSC-Exo), zengin
mikroRNA ve protein kargosuyla parakrin diizeyde etkili olup inflamatuvar yaniti

diizenler, oksidatif stresi ve apoptozu azaltir, anjiyogenezi uyarir. Boylece I/R
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sonrast miyokardda doku onarimi ile fonksiyonel iyilesmeyi destekleyecek bir

tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.(53, 54)

2.4.2. ENDOJEN KORUNMA YONTEMLERI
2.4.2.1. MITOKONDRIYAL STABILiZASYON

Iskemi-reperfiizyonda kardiyomiyosit sagkalimmm ana hedefi mPTP
acilimini 6nleyerek A¥Ym’yi korumak ve Bcl-2 ailesi dengesini (Bcl-2/Bcel-xL 1;
Bax/Bak |) antiapoptotik yone kaydirmaktir; bu yaklasimlar nekroz/apoptozu

azaltarak infarkt boyutunu sinirlar.(16, 17, 40)

2.4.2.2.ENDOTEL KAYNAKLI NO

eNOS-kaynakli NO, vazodilatasyonu artirir, trombosit agregasyonu ile
16kosit adezyonunu inhibe eder ve bdylece reperflizyonda mikrovaskiiler
obstriiksiyon/no-reflow riskini diisiiriir; NO biyoyararlanimimin korunmasi (eNOS

“coupling”, BH4/L-arginin destegi) klinik sonuglar iyilestirebilir.(23, 55, 56)

2.4.2.3. ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar

IRH sirasinda kan akiminin ani olarak yeniden saglanmasi, ROS’ta keskin
bir artisa yol acar ve kalbin endojen antioksidan savunmalarini asir1 yiikler.
Siiperoksit anyonu (O2"), hidrojen peroksit (H20:) ve hidroksil radikali (*OH) gibi
ROS; lipidler, proteinler ve DNA iizerinde oksidatif hasar olusturarak sonucta
apoptoz veya nekrozu tetikleyebilir. Bu tabloya karst miyokard, enzimatik (or.

SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve enzimatik olmayan (0r. glutatyon, E ve C
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vitamini, koenzim Q) bilesenlerden olusan, iyi koordine edilmis endojen

antioksidan sistemine dayanir.

Siiperoksit dismutaz (SOD): SOD, reperflizyonun erken fazinda artan
oksidatif yiik karsisinda siiperoksit anyonunu (O:") hidrojen peroksite (H20:)
doniistiirerek ilk savunma hattin1 olusturur. Ug ana izoformdan SOD1 (Cu/Zn-
SOD) sitozolde, SOD3 ekstraselliiler matrikste, SOD2 (Mn-SOD) ise
mitokondride yer alir ve ozellikle reperfiizyon sirasinda mitokondri kaynakli
ROS’un simirlandirilmasinda kritik rol oynar. Nitekim SOD2’nin devre dis1
birakildig1 deneysel modellerde infarkt boyutunun belirgin sekilde arttigi ve
mitokondriyal disfonksiyonun derinlestigi gosterilmistir; bu bulgular SOD2’nin
mitokondriyel  oksidatif  hasar1  smirlamadaki  belirleyici  konumunu

desteklemektedir.(51)

SOD
202+ 2H* » H20:2 + 02

Katalaz: Katalaz, H.O:’yi su ve oksijene parcalayan yiiksek kapasiteli bir
enzim olup baslica peroksizomlarda lokalize edilir; sitoplazmadaki etkisi de
oksidatif yiikiin hizla tamponlanmasma katki saglar. Iskemi-reperfiizyon
baglaminda H-O: birikiminin zararh esiklere ulasmasini engelleyerek lipit, protein
ve DNA oksidasyonunu siirlar. Hayvan ¢alismalarinda katalazin asiri
ekspresyonu, reperflizyon sonrasi infarkt boyutunu azalttigt ve sol ventrikiil
fonksiyonunu iyilestirdigi i¢in kardiyomiyosit biitiinliigiiniin korunmasina yonelik

giiclii bir antioksidan strateji olarak 6ne ¢ikmaktadir.(51)
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CAT
2H:202 » H20 + 02
Glutatyon peroksidaz (GPx): GPx enzimi, indirgenmis glutatyonu (GSH)
substrat olarak kullanarak hem H:0:’yi hem de lipid hidroperoksitleri azaltir;
bdylece zar lipitlerinin oksidatif hasarin1 ve buna bagl sinyal bozukluklarini
Onler. Aile tiyeleri iginde GPx4, demir bagimli diizenlenmis hiicre 6liimii olan
ferroptozun baskilanmasinda kilit role sahiptir ve reperfiizyona eslik eden lipid
peroksidasyonu dongiisiinii kirar. Deneysel veriler, Rg3 ve salidrosid gibi
ajanlarin Nrf2 yolunu aktive ederek GPx4 ekspresyonunu artirdigini; bunun da

lipid peroksidasyonunu ve miyokardiyal hasar1 azalttigin1 gostermektedir.(24, 51)

GPx
H202 + 2GSH » GSSG + 2H:0

Non-Enzimatik Antioksidanlar

Miyokard, ROS’lar1 dogrudan siipliren veya enzimatik savunmayi

destekleyen enzimatik olmayan antioksidanlara da dayanir.

Glutatyon (GSH): glutatyon rediiktaz aracilifiyla siirekli yenilenerek
redoks dengesinin ve detoksifikasyonun merkezinde yer alir; reperfiizyon
sirasinda GSH havuzunun tiikkenmesi oksidatif hasar ve miyokardiyal yaralanma

ile iligkilidir.(57)

Tioredoksin (Trx)—Peroksiredoksin (Prx) sistemi: Tiyol redoks durumunu

koruyup H:0:’nin azaltilmasinda birlikte ¢alisir; kardiyak dokuda Prx ailesinin
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bazi iiyelerinin (6r. Prx5) azalmasi oksidatif stres ve fonksiyon bozuklugunu

hizlandirirken, Prx’lerin korunmasi I/R ile iliskili hasar1 smirlayabilir.(58)

Ubiquinon (koenzim QI10, CoQ10), C ve E vitaminleri: Membran
lipitlerinin peroksidasyonuna kars1 lipofilik/hidrofilik antioksidan havuzuna katki
saglar; CoQ10’un reperflizyon tedavisi sonrasinda oksidan—antioksidan belirteg
dengesini iyilestirebildigi, C vitaminine iliskin bulgularin ise heterojen olmakla
birlikte kardiyovaskiiler oksidatif strese karsi potansiyel koruyucu roller isaret

ettigi bildirilmistir.(59, 60)

Inactive
Proteases

Xanthine Ca*/pH
l Dehydrogenase

Active
Proteases (calpain)
Inosine

monophosphate .
Xanthine

Oxidase

ISCHAEMIA

Hypoxanthine/ : :
Xanthine Uric acid

Oxygen (O,) Superoxide (0?-)

Hydrogen Peroxide Endothelial
l Activation

Hydroxyl Radical OH

Lipid Peroxidation

REPERFUSION

Eicosanoid Production

Sekil 2. i/R hasari sirasinda ortaya ¢cikan ROS(61)
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2.5. MIYOKARDIYAL iSKEMi-REPERFUZYONDA HASARIN
DEGERLENDIRILMESI

Oksidatif stres, miyokardiyal iskemi—reperfiizyon hasarinin  temel
belirleyicisidir. Reperflizyonla birlikte iskemik miyokarda oksijenin ani doniisii
stiperoksit (O:7), hidrojen peroksit (H20:) ve hidroksil radikali (*OH) gibi
ROS’larin agir1 tretimine yol acar; bunun sonucunda lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu, DNA hasar1 ve nihayet apoptoz/nekroz gelisir.(62) ROS ve
antioksidan repertuvarimin ¢oklugu ve ¢esitliligi nedeniyle tek tek dlgtimler pratik
degildir; bu nedenle Toplam Antioksidan Diizey (TAS) ve Toplam Oksidan Diizey
(TOS), deneysel ve klinik ¢alismalarda oksidatif durumu topluca degerlendiren

giivenilir gostergeler olarak kullanilmaktadir.

2.5.1. TOPLAM ANTIOKSIDAN DUZEY (TAS)

TAS, biyolojik sivilardaki tim enzimatik (6r. SOD, katalaz, GPx) ve
enzimatik olmayan (6r. C ve E vitamini, {irik asit, bilirubin) antioksidanlarin
birikimli kapasitesini yansitir ve organizmanin ROS nétralizasyon giiclinii/redoks
homeostazin1 temsil eder.(63) IRI baglaminda reperfiizyonu izleyen oksidatif
patlama nedeniyle TAS genellikle azalir; TAS’taki diisiisiin artan miyokardiyal

hasarla iliskili oldugu bildirilmistir.(64)

2.5.2. TOPLAM OKSIiDAN DUZEY (TOS)

TOS, serum/dokudaki toplam oksitleyici kapasiteyi niceler; ROS ve diger
pro-oksidanlarin  bilesik etkisini yansitir. Yiksek TOS, kardiyovaskiiler

hastaliklarda artmis oksidatif yiik ile iliskilidir.(65) Miyokardiyal IRi’de erken
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reperfiizyon fazinda TOS yiikselir ve infarkt boyutu, troponin diizeyi ve MDA

gibi oksidatif hasar belirtegleriyle pozitif korelasyon gosterir.(66)

2.5.3. OKSIDATIF STRES INDEKSI (OSI)
OSI, TOS/TAS oranindan tiiretilen bilesik bir redoks dengesizligi
gostergesidir:

TOS (umol H,0, esd./L)

[ =
08 (TAS (mmol Trolox esd./L)

) X 100

OSTP’nin yiikselmesi, oksidatif strese kaymayr gosterir ve antioksidan

tedavilerin etkinligini degerlendirmede yaygin olarak kullanilir.(51)

Iskemi-Reperfiizyon Hasarindaki Onemi

Deneysel ve klinik veriler TAS/TOS’nin  biyokimyasal sonlanim

gostergeleri olarak degerini desteklemektedir:

Hayvan modellerinde miyokardiyal iskemi—reperfiizyon, toplam oksidan
diizeyi (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) degerlerinde artisa, toplam

antioksidan diizeyinde (TAS) ise azalisa yol agmaktadir.(67, 68)

Salidrosid, ellagik asit ve ginsenositler gibi antioksidan bilesikler TAS’1

yiikseltip, TOS/OSI’yi diistirerek histolojik ve fonksiyonel iyilesme saglar.(24, 50)

STEMI hastalarinda yiiksek TOS ve OSI, daha yiiksek kardiyak enzimler

ve daha kétii prognoz ile iliskilidir.(66)
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2.5.4. PARAOKSONAZ-1 (PON-1)

PON-1, dolasimda HDL ile kompleks héalde bulunan, kalsiyum-bagimli bir
esteraz/laktonaz enzimidir. Oksitlenmis fosfolipitleri ve lipid peroksitlerini
hidrolize ederek HDL’nin antioksidan ve antiinflamatuvar fonksiyonlarina aracilik

eder. Paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri mevcuttur.(69, 70)

PON-1 aktivitesi aterosklerotik olaylarla ters iligkilidir. Diyabet,
dislipidemi ve sistemik inflamasyon PON-1’1 baskilayabilir.(71) Miyokardiyal
/R modellerinde artmis oksidatif yiik ile birlikte PON-1 aktivitesinin azaldigi,
buna karsilik antioksidan ya da endotelin yolaklarini hedefleyen miidahalelerin
PON-1"1 yiikseltip eszamanli olarak TAS artis1 ve TOS/OSI azalmasi yoniinde
lyilesme sagladigi gosterilmistir; bu bulgular, PON-1’in redoks homeostazi ve

miyokard korunmasindaki islevsel roliinii desteklemektedir.

2.5.5. TUNEL (TERMINAL DEOXYNUCLEOTIDYL
TRANSFERASE dUTP NICK-END LABELING)

TUNEL yontemi, terminal deoksiniikleotidil transferazin (TdT) serbest 3'-
OH uclarmna isaretli dUTP eklemesi ilkesine dayanarak DNA zincir kiriklarini
saptar. Olusan sinyal kromojenik ya da floresan raporlayicilarla gorsellestirilir. Bu
yaklasim, intraniikleozomal DNA par¢alanmasinin ge¢ donem apoptozun ayirt
edici ozelligi olmasi nedeniyle, I/R sonrasi parafin bloklanmis kalp dokusunda
apoptotik  hiicrelerin  yari-nicel olarak Dbelirlenmesinde yaygin bi¢imde

kullanilmaktadir.(72-75)
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Giincel kardiyak iskemi reperfiizyon ¢alismalarinda, reperfiizyonu izleyen
ilk saatler icinde TUNEL-pozitif ¢ekirdek sayisinda belirgin artis gozlenir ve bu
artis antiapoptotik miidahaleler (6r. mitokondri stabilizasyonu, kinaz yolak
modiilasyonu) ile azalma egilimi gdsterir. Bu nedenle TUNEL, cleaved caspase-3
ekspresyonu ve infarkt alam1 Ol¢limleriyle birlikte doku korumasin

degerlendirmede kullanilmaktadir.

2.6. ISKEMIi—-REPERFUZYON HASARINDA ANTIOKSIDAN
OLARAK ELLAJIK ASIT

Koroner olaylar takiben gelisen miyokardiyal I/R hasar1 reperfiizyonun ilk
dakikalarinda ortaya ¢ikan ROS patlamasi, inflamasyon ve diizenlenmis hiicre
O0lim programlar1 (nekroz/apoptoz/ferroptoz/piroptoz) ile doku hasarini
derinlestirir.(11, 22, 48) Dogal bir polifenolik bilesik olan Ellajik Asit (EA), giiclii
antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleriyle bu patofizyolojik siire¢lerin birden

fazlasin1 ayn1 anda hedefleyebilecek ¢oklu-etkili bir aday olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Kaynaklar ve Biyoyararlanim

EA; nar, cilek, ahududu gibi meyvelerde ve ceviz/pecan gibi kabuklu
yemislerde ellagitanin formunda bulunur; gastrointestinal sistemde ellagitaninlerin
hidroliziyle serbest EA a¢iga cikar.(6) Bununla birlikte diisiik suda ¢oziiniirliik ve
sinirli oral biyoyararlanim, klinik kullanimi kisitlar; bu nedenle nano-tastyicilar
(lipit/nanoaltin partikiiller, polimerik sistemler) ve formiilasyon iyilestirmeleri
(fosfolipid kompleksleri, siklodekstrin inkliizyonlar1) ile emilim/dagilimin

artirilmasi hedeflenmektedir.(76)
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Etki Mekanizmalari

Antioksidan savunmanin gii¢lendirilmesi

EA, dogrudan serbest radikal siipiirmeye ek olarak Nrf2/HO-1 eksenini
aktive eder ve SOD, GPx, NQO1 gibi hedeflerin ekspresyonunu artirarak redoks
homeostazin1 geri kurup lipid peroksidasyonunu sinirlar; ayni zamanda NF-xB
sinyalini baskilayarak proinflamatuvar sitokinleri azalttigi fare karacigerinde

calisilarak gosterilmistir. (8)

Antiapoptotik ve anti-piroptotik etki

Ellajik asitin Bcl-2/Bax dengesi ve kaspaz kaskadi lizerinde diizenleyici
etki gosterirken, kaspaz-1/GSDMD yolunu hedefleyerek piroptozu baskiladigi

hepatik I/R modelinde dogrulanmistir.(77)

Oksidan tireten enzimlerin diizenlenmesi

Iskemik dokuda énemli bir ROS kaynagi olan NOX4’iin ekspresyonu EA
ile downregiile olur. Buna paralel JAK/STAT sinyallemesinin baskilanmasi

oksidatif ve inflamatuvar yiikii azalttig: renal I/R modelinde kanitlanmistir.(78)

Ferroptoz modiilasyonu

EA, mikroRNA aglaryla etkilesim i¢inde Nrf2/SLC7A11/GPX4 eksenini
destekleyerek demir-bagimli lipid peroksidasyonu ve ferroptozu azaltabilecegi

ratlarda yapilan I/R ¢aligmalarinda gdsterilmistir.(79)
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I/R Modellerinden Kanitlar

Organ-spesifik I/R calismalarinda EA; inflamasyon, oksidatif stres ve
piroptoz belirteglerini anlamli bicimde azaltmistir: hepatik I/R’de kaspaz-
1/GSDMD aracili piroptozun ve sitokinlerin baskilanmasi, renal I/R’de
NOX4/JAK-STAT inhibisyonu ile oksidatif hasarin azalmasi gosterilmistir.
Kardiyak alanda dogrudan I/R verileri sinirh olsa da EA ile zenginlestirilmis ¢ok
katmanl ¢ekirdek-kabuk altin nanoparcacik formiilasyonlar1 miyokard infarktiisii
modellerinde infarkt alanini kiigiiltiip sol ventrikiil fonksiyonunu iyilestirmistir.
Ayrica ekstremite I/R gibi preklinik setlerde EA'nin TOS/OSI’yi diisiiriip TAS 1

yiikselttigi ve doku korunmasini artirdigi bildirilmistir.(76-78)

Sonug olarak EA, miyokardiyal I/R’nin basat siireglerini—Nrf2/HO-1
aracilt antioksidan yanitin giiclendirilmesi, NF-«kB inflamasyonunun baskilanmasi,
apoptoz/piroptoz/ferroptozun azaltilmast ve NOX4-bagimli oksidan {iretimin
diistiriilmesi—eszamanli  hedefleyen multimodal bir ajandir; biyoyararlanim
smirliligl ise nano-tagiyict ve yeni formiilasyon yaklagimlariyla asilmaya
calistimaktadir. Kardiyak ve kardiyak-disi I/R modellerinden gelen giincel
kanitlar, Ozellikle gelistirilmis  tasiyic1  sistemlerle EA’nin  deneysel
kardiyoprotektif potansiyelini desteklemektedir. Genel I/R patofizyolojisi ve

reperfiizyon hedefli stratejilerle de uyumludur.(8, 11, 76)

2.7. MIYOKARDIYAL i/R MODELINDE RATLARIN YERI

Ratlar, miyokardiyal I/R ¢alismalarinda iyi tanimlanmis ve tekrarlanabilir

deney ortami saglarlar. Koroner arter anatomileri -6zellikle sinirl kollateral akimi

27



olmas1 sebebiyle- ve kalp boyutu, sol 6n inen (LAD) arter ligasyonu ile tutarli

infarkt alanlar elde etmeye elverislidir.(80, 81)

Son yillarda yapilan meta-analizler, rat miyokardiyal I/R modellerinde
kardiyoprotektif miidahalelerin infarkt boyutunu tutarli bicimde azalttiginm
gostererek modelin duyarliligim ve kiyaslamaya elverisliligini
desteklemektedir.(82) Ratlarin, cerrahi islemlerde (entiibasyon, torakotomi, LAD
gorsellestirme) fareye kiyasla daha biiyiik boyut nedeniyle teknik olarak

avantajlidir; hemodinamik monitdrizasyonlari kolaydir.(80, 81)

Insanla karsilastirildiginda yiiksek kalp hizi, farkli immiin yanit1 ve
komorbidite eksikligi gibi siirliliklar mevcuttur. Bu nedenle bulgularin klinige
uyarlanmasinda ihtiyatli yorum ve kritik bulgular i¢in gerekirse biiyiikk hayvan

dogrulamasi onerilir. (83, 84)
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3. GEREC YONTEM

3.1. ARASTIRMANIN TiPi

Bu deneysel calismada ratlarda miyokard iskemisi Oncesi intraperitoneal
olarak uygulanan ellajik asitin miyokardi iskemi ve reperflizyon hasarina karsi

koruyup korumadiginin gosterilmesi ¢aligildi.

3.2.ETIK KURUL ONAYI

Arastirmamiza Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligi tarafindan 07.11.2022 tarihli, 66332047-604.01.02 sayili,

G.U.ET-22.108 kod numarali onay1 etik kurul izni alindiktan sonra baglandu.

3.3.ARASTIRMANIN YERi VE ZAMANI

Bu calisma Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve

Deneysel Arastirma Merkezinde (GUDAM), Agustos 2023’te gerceklestirildi.

3.4 KULLANILAN DENEKLER VE CALISMA GRUPLARI

Bu calismada kullanilan ratlar Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi'nden (GUDAM) temin edildi.
Aragtirma amaci ile 24 adet eriskin disi Wistar-Albino rat kullanildi. Ratlara 20-
21°C 1s1da, 12 saat gece 12 saat giindiiz periyot saglanarak ve anestezi
uygulamasindan 2 saat oncesine kadar yemelerine izin verilecek sekilde bakildi.
Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi. Yapilacak tiim cerrahi islemler ketamin

anestezisi altinda steril kosullarda gergeklestirildi.
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Sham grubu (Grup K, n=6): Bu gruptaki ratlara miyokard iskemisi
yapilmaksizin sadece sol torakotomi yapilip kapatilip, islemden 150 dakika sonra
anestezi altinda ratlarin miyokard dokusu ¢ikarildi. Bu dokularda histopatolojik ve

biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Ellajik asit grubu (Grup EA, n=6): Bu gruptaki ratlara miyokard iskemisi
yapilmaksizin sadece sol torakotomi yapilip kapatildi. Islem boyunca ellajik asit
soliisyonu 40 ml/kg olacak sekilde intraperitoneal verildi. Islemden 150 dakika
sonra anestezi altinda ratlarin miyokard dokusu ¢ikarildi. Bu dokularda

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildu.

Miyokard Iskemi/ Reperfiizyon Grubu (Grup MIR, n=6): Bu gruptaki
ratlara sol torakotomi yapildi. 30 dakika siire ile sol ana koroner (LAD) arter
ligasyonu yapilarak miyokard kasinda iskemi gergeklestirildi. 30 dakikalik
iskemiyi takiben LAD ligasyonu kaldirilarak reperfiizyon bagslatildi. 120 dakikalik
reperfiizyon sonrasinda anestezi altinda ratlarin miyokart dokusu ¢ikarildi. Bu

dokularda histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.

Miyokard Iskemi/ Reperfiizyon Ellajik Asit grubu (Grup MIR+EA, n=6):
Bu gruptaki ratlarda reperfiizyondan 5 dakika Oncesi tek doz intraperitoneal
olacak sekilde 40 ml/kg Ellajik asit uygulandi. Sol torakotomi sonrasinda 30
dakika siire ile LAD ligasyonu ile miyokardiyal iskemi gerceklestirildi. 30
dakikalik iskemiyi takiben ligasyon kaldirildi ve reperfiizyon baslatildi. 120
dakikalik reperflizyon sonrasinda anestezi altinda ratlarin miyokard dokusu

c¢ikarildi. Bu dokularda histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapildi.
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3.5.ELLAJIK ASITIN HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

Ellajik Asit, (saflik>%98, molekiil formiilii C23H28013, Sigma Aldrich
CAS N:39012-20-9, Almanya) fosfat tamponlu salin (PBS) ile 10 g/L' lik bir
cozelti meydana getirmek tizere seyreltildi. Ellajik asit, 40 mg/kg olmak tizere EA
grubu ve MIR+EA grubundaki ratlara reperfiizyon baslangicinda intraperitoneal

yolla uygulandi.

3.6.CERRAHIi YONTEM

Indiiksiyon anestezisi, intramiiskiiler yolla 100 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar®, Parke-Davis, ABD) uygulanarak saglandi. Islem siiresince ratlar supin
pozisyonda ve normotermiyi siirdiirmek amaciyla 1sitma lambasi altinda tutuldu.
(fotograf 1) Cerrahi alanlarin tiragi sonrasi boyun orta hatta yaklasik 1 cm’lik
vertikal insizyon yapildi; kiint diseksiyonla trakeaya ulasilarak 16 G intraket
(Flon®, La-med Healthcare, Hindistan) ile trakeostomi ac¢ildi.( fotograf 2, fotograf
3) Ardindan ratlar mekanik ventilatore (Harvard Apparatus Rodent Ventilator,
Inspira ASV, ABD) baglanarak islem boyunca %100 oksijen ile tidal voliim 10-15
mL/kg ve solunum sayis1 65-80/dk olacak sekilde ventile edildi. Sol 4. interkostal
araliktan yapilan insizyonla torakotomi ger¢eklestirildi, perikard acildi ve LAD
diizeyinden 8/0 prolen siitlirle ligasyon yapilarak iskemi olusturuldu. (fotograf 4)
Deney sonunda intrakardiyak kan alinarak o6tenazi uygulandi. Ratlardan kan ve
miyokard dokusu biitiinliilk bozulmayacak ve travmatize edilmeyecek sekilde
alindi. Alinan 6rnekler histopatolojik inceleme igin %10°luk formol i¢ine konuldu,

s1v1 azot icinde dondurularak biyokimyasal inceleme i¢in -80°C’de saklandi.
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fotograf 3 fotograf 4

Histolojik olarak kardiyak I/R hasar1 ve apoptotik hiicreler incelenerek
tedavinin etkileri degerlendirildi. Serumda; total oksidan status (TOS), total
antioksidan status (TAS), oksidatif stres indeksi (OSI), Paraoksonaz 1 (PON-1)

parametrelerinin ¢aligildi.

3.7.HISTOPATOLOJIiK DEGERLENDIRME

Sakrifikasyondan sonra toplanan rat miyokard doku o6rnekleri fiksasyon
icin %10’luk tamponlu formalin igerisine alindi. Fiksasyonu takiben doku
ornekleri %60, %70, %80, %90, %96 ve %100 artan dereceli etil alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Ksilen icerisinde seffaflagtirilan doku
ornekleri 59°C’ye ayarli etiivde sivi parafin igerisinde infiltrasyonu takiben
parafine gomiildi. Parafin doku bloklarindan mikrotom (HistoCore MULTICUT,

Leica, Almanya) ile Sum kalinliginda alinan kesitler, histopatolojik degerlendirme
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icin hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyandi. Ardisik kesitlerde uygulanan
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling, in Situ

DNA Ug Isaretleme) yontemi ile kardiyomiyositlerde apoptoz degerlendirildi.

Hazirlanan boyali doku 6rnekleri Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar
destekli 151k mikroskobunda 200x ve 400% biiytiltmelerde incelendi ve Leica LAS

V4.12 programi kullanilarak kesitlere ait goriintiiler elde edildi.

Iskemi reperfiizyon hasarini degerlendirmek iizere doku oOrneklerinde
notrofil infiltrasyonu, kardiyomiyosit hasari, intersitisyel 6dem ve hemoraji
bulgular1 0-3 arasinda skorlanarak (0, normal; 1, hafif diizeyde degisiklik; 2, orta
diizeyde degisiklik; 3, siddetli degisiklik) yar1 kantitatif degerlendirildi. Her bir
degisken i¢in elde edilen verileri ayr1 ayr1 karsilastirmakla beraber, skorlarin
toplanmastyla elde edilen ve 0-12 arasinda degisen toplam hasar skoru da gruplar

arasinda karsilastirildi. (85)

3.8.APOPTOZUN BELIRLENMESI

Parafin kalp kesitlerinde kardiyomiyosit apoptoz diizeyi TUNEL yontemi
ile degerlendirildi. Bu amacla parafin kesitlerde TUNEL (In Situ Cell Death
Detection Kit, POD; Sigma, 11684817910) analiz yontemi, kit prosediiriine uygun
bicimde uygulandi. Doku bloklarindan elde edilen S5um kalinligindaki parafin
kesitler deparafinizasyon ve hidrasyonu takiben sitrat tamponu (pH 6.0) icerisine
alindi. Sitrat tamponu igerisindeki kesitlere 1s1 ile indiiklenen antijen doniistiirme
islemi uygulandi. Daha sonra PBS (Phosphate buffered saline, Fosfat tamponlu

salin) ile yikanan kesitler 37°C’de 60 dakika TUNEL reaksiyon soliisyonu ile
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inkiibasyona birakildi. PBS ile yikamanin ardindan kesitler 37°C’de 30 dakika
Converter-POD soliisyonu ile inkiibe edildi. Ardindan oda 1sisinda 3 dakika DAB
(3,3'-Diaminobenzidine) kromojen ile etkin birakilan kesitler distile su ile
yikanarak alkol serileri ve ksilende bekletildi ve takiben entellan ile kapatildi.
Prosediir sonunda hazirlanan ornekler 151k mikroskobunda (Leica DM 4000B,
Almanya) incelendi ve Leica LAS V4.12 programi kullanilarak her bir kesitten
400x biiyliltme altinda, cakisma gostermeyen 6 alana ait goriintiiler elde edildi.
Kesitlere ait bu goriintiilerde, ImageJ programi (1.53a; National Institutes of
Health) kullanilarak, kahverengi boyali ¢ekirdekleriyle belirlenen TUNEL-pozitif
apoptotik kardiyomiyosit sayist ve goriintii alanindaki toplam kardiyomiyosit
sayist belirlendi. Daha sonra TUNEL-pozitif kardiyomiyosit sayist toplam
kardiyomiyosit sayisina oranlanarak her bir goriintii alanindaki TUNEL-pozitif
hiicre ylizdesi hesaplandi ve “% TUNEL (+) hiicre/biiyiik biiyiiltme alan1” olarak

ifade edildi. (86) Apoptoz indeksi (%), asagidaki formiile gore belirlendi:

L . TUNEL pozitif boyanan hiicre sayisi
Apoptozis Indeksi (%) = Total hiicre sayis: x100

Elde edilen bu degerler gruplar arasinda karsilagtirildi.

3.9. BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Doku Homojenizasyonu

—80 °C’de saklanan doku Ornekleri sivi azot iceren tasiyici kaba alinarak
caligma alanina getirildi. Kullanilacak 6rnek, Eppendorf tiipiinden ¢ikarildi ve
¢Ozlinmesine izin verilmeden hassas terazide hizla tartilarak 22 numarali bistiiri
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ucu (PLUSMED®) ile 80—100 mg’lik pargalar halinde ayrildi. Pargalar porselen
havanda sivi azot varhiginda ezilerek toz haline getirildi ve homojenizasyon
tiiptine aktarildi. Her 1 g doku i¢in 1/10 diliisyon oraninda 140 mM KCI ¢ozeltisi
eklendi. Is1 artisin1 6nlemek amaciyla tiipler buz/karli cam beher i¢inde tutuldu ve
Glas-Col K5424® homojenizator ile 2 dk, 50 rpm hizda homojenizasyon
gerceklestirildi. Elde edilen homojenat Eppendorf tiiplerine alindi, tiipler parafilm
ile kapatildi ve Hettich Mikro 200R® santrifiijjde 3000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant yeni Eppendorf tiiplerine
aktarild1 ve bu fraksiyonda Toplam Oksidatif Durum (TOS), Toplam Antioksidan

Durum (TAS) ve Paraoksonaz (PON-1) diizeyleri dl¢iildii.

Toplam Antioksidan Diizey (TAS) Olgiimii

Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesinde TAS kiti (RelAssay
Diagnostic®, Tiirkiye) kullanildi. Kit prosediiriine uygun olarak 500 mL Reaktif-1
(6l¢tim tamponu) ile 30 mL 6rnek karistirildi ve 660 nm’de ilk absorbans degeri
(A1) NanoDrop® ND-1000 spektrofotometresinde okundu. Ardindan karigima 75
mL Reaktif-2 [renkli ABTS; 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)]
eklendi, tiip parafilm ile kapatilarak 37 °C su banyosunda (Simsek Laborteknik®)
5 dk inkiibe edildi ve 660 nm’de ikinci absorbans (Az) 6lgiildii. Standart 6lgiimde,
ornek yerine 1 mmol/L Trolox esdeger ¢ozeltisi kullanildi. Her iki 6l¢lim {i¢ tekrar
halinde yapilarak ortalamalar1 alindi. Absorbans degisimi (AAbs), A2 — A: olarak
hesaplandi. TAS degeri kitin formiiliine gore hesaplandi ve mmol Trolox Eq/L

olarak raporlandi:
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(AAbSHZ o~ AAbs(f)rnek)

TAS =
(AAbSHZO - AAbSStandart)

Toplam Oksidan Diizey (TOS) Olgiimii

Toplam oksidan kapasite i¢in TOS kiti (RelAssay Diagnostic®, Tiirkiye)
kullanildi. Prosediire gore 500 mL Reaktif-1 (6l¢iim tamponu) ile 75 mL 6rnek
karistirildi ve 530 nm’de ilk absorbans (A1) NanoDrop® ND-1000 ile okundu.
Karistma 25 mL Reaktif-2 (pro-kromojen soliisyon) eklendi; tiip parafilmle
kapatilip 37 °C su banyosunda 5 dk inkiibe edildi ve 530 nm’de ikinci absorbans
(A2) olciildii. Standart icin, kit ile saglanan 10 pmol/L H20. esdeger standart
cozeltisi kullanildi. Tiim dl¢timler {i¢ tekrar yapilarak ortalamasi alind1 ve AAbs =
Az — A1 olarak hesaplandi. TOS degerleri asagidaki formiille hesaplandi ve mmol
H20: Eq/L olarak ifade edildi:

AAbS('jrnek

TOS = (————2
AAbSStandart

) X Standart Konsantrasyonu (10 pmol/L)

Paraoksonaz-1 (PON-1) Olgiimii

Serum PON-1 aktivitesi, modifiye Eckerson yontemi ile spektrofotometrik
olarak belirlendi. Paraoksonun [0-dietil-0-p-nitrofenil fosfat; Sigma Chemical Co.,
Londra, Ingiltere] hidrolizi sonucu agiga ¢ikan p-nitrofenol, 37 °C’de 405 nm’de

Olctildii; baslangi¢ hidroliz hizlar1 esas alinarak PON-1 aktivitesi hesaplandi.
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3.10. iISTATISTIKSEL ANALIZLER

Calisma verileri SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 22
istatistik programi kullanilarak analiz edildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yOntemler
(Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak incelendi. Bulgular
ortalama =+ standart hata (SH) olarak verilmistir. Veriler Kruskal-Wallis varyans
analizi ile degerlendirildi. Anlamhilik tespit edilen degiskenler, Bonferoni
diizeltmeli Mann-Withney U testi ile degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik i¢in
toplam tip I hata diizeyi %35 olarak kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 HISTOPATOLOJIK BULGULAR

H&E boyali 6rneklerin degerlendirmesi sonucunda nétrofil infiltrasyonu
gruplar arasinda anlaml1 olarak farkli bulundu (p=0.002). MiR grubunda K ve EA
gruplaria noétrofil infiltrasyonu anlamli olarak artmis bulundu (p=0.002, p=0.005,
sirastyla). Benzer sekilde MIR+EA grubunda da K ve EA gruplarina gére nétrofil
infiltrasyonu anlamli olarak artmis bulundu (p=0.005, p=0.013, sirasiyla), (Tablo

1, Resim 1).

Iskemi reperfiizyon hasarmimn bulgularindan biri olarak ele alinan
kardiyomiyosit hasar1 gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu (p<0.001).
MIR grubunda K ve EA gruplarina kardiyomiyosit hasar1 anlamli olarak artmis
bulundu (p<0.001, her ikisi). Benzer sekildle MIR+EA grubunda da K ve EA
gruplarina gore kardiyomiyosit hasar1 anlamli olarak artmis bulundu (p=0.002,

p<0.001, sirastyla), (Tablo 1, Resim 1).

Degerlendirilen diger bir degisken olan interstisyel 6dem gruplar arasinda
anlaml olarak farkli bulundu (p<0.001). MiR grubunda K ve EA gruplarina
interstisyel 6dem anlamli olarak artmis bulundu (p<0.001, her ikisi). Benzer
sekilde MIR+EA grubunda da K ve EA gruplarma gore interstisyel ddem artmis
bulunurken (p<0.001, her ikisi); MIR grubuyla karsilastirnldiginda MIR+EA
grubunda interstisyel 6demin belirgin olarak azaldig goriildi (p=0.009), (Tablo 1,

Resim 1).
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Ele alinan degisikliklerden bir digeri olan hemoraji gruplar arasinda
anlaml olarak farkli bulundu (p<0.001). MiR grubunda K ve EA gruplaria
hemoraji anlamli olarak artmis bulundu (p<0.001, her ikisi). Benzer sekilde
MIR+EA grubunda da K ve EA gruplaria gére hemoraji belirgin olarak artmis
bulundu (p=0.020, p=0.003, sirasiyla). Ancak, MIR grubuyla karsilastirildiginda
MIR+EA grubunda hemoraji anlamli olarak diisiik diizeyde bulundu (p=0.020),

(Tablo 1, Resim 1).

Toplam hasar skoru gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulundu
(p<0.001). MIR grubunda K ve EA gruplarina gore toplam hasar skoru anlaml
olarak artmis bulundu (p<0.001, tiimii). Benzer sekilde MIR+EA grubunda da K
ve EA gruplarina gore toplam hasar skoru anlamli olarak artmis bulundu
(p<0.001, her ikisi). Ayrica toplam hasar skoru MIR+EA grubunda MiR grubuna

gore anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.040), (Tablo 1).
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Tablo 1: Kalp dokusu histopatolojik bulgular1 [Ort + SH]

Grup K Grup EA Grup MiR Grup MIR+EA

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) [P
Notrofil infiltrasyonu 0.17+0.17 0.33+0.21 1.67+0.42%*,& 1.50+0.34*,& 0.002
Kardiyomiyosit hasari 1.00+£0.00 | 0.67+0.21 2.50+0.22* & 2.00+0.26*,& <0.001
Interstisyel 6dem 0.17+0.17 | 0.00+0.00 2.67+0.21* & 1.83+0.31*,&,+ | <0.001
Hemoraji 0.50+0.17 | 0.17+0.17 2.50+0.34* & 1.50+0.34*,&,+ | <0.001
Toplam hasar skoru 1.83+0.17 1.17+£0.40 9.33+1.02*%,& 6.83+1.17*,&,+ | <0.001

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup K ile karsilagtirildiginda; &p<0.05: Grup EA ile karsilastirildiginda;
+p<0.05: Grup MIR ile karsilastirildiginda
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Resim 1. H&E boyal kalp doku érneklerine ait goriintiiler. Hemoraji (ondiile
oklar) ve nétrofil infiltrasyonu (oklar) bulgularima eslik eden miyokardiyal
hiicre hasarimin (ok baslari, kontraksiyon band olusumlar)) MiR grubunda
daha belirgin oldugu goriilmektedir MIR ve MIR + EA gruplarinda
hemorayji (ondiile oklar) ve nétrofil infiltrasyonu (oklar) yam sira interstisyel

odem de (kivrintili oklar) dikkati cekmektedir.

Biiyiik biiyiiltme alaninda TUNEL (+) hiicre oran1 gruplar arasinda anlamli
olarak farkl1 bulundu (p<0.001). TUNEL pozitif hiicre oran1 MiR grubunda K ve
EA gruplarina gore fazla bulundu (p<0.001, p=0.001, p<0.001, sirasiyla). Benzer
sekilde MIR+EA grubunda TUNEL pozitif hiicrelerin oram1 K ve EA gruplarina
gore belirgin olarak fazla bulunmusken (p<0.001, p=0.001, p<0.001, sirasiyla),
MIR grubuyla karsilastirildiginda TUNEL pozitif hiicrelerin oraninin anlamli

olarak azaldig: tespit edildi (p<0.001), (Tablo-2, Resim 2).
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Tablo 2: Kalp dokusu TUNEL analizi bulgular: [Ort £ SH]

TUNEL pozitifligi Grup K Grup EA Grup MiR Grup MIR+EA
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) PR

% TUNEL (+)
hiicre/biiyiik bitytiltme | 5.51£1.02 1.17+0.46 59.58+3.00* & 38.58+2.61* &,+ <0.001
alani

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup EA ile karsilastinldiginda;
+p<0.05: Grup MIR ile karsilastirildiginda

GrupK Grup EA Grup MR Grup MIR + EA

m
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Resim 2. Kalp doku orneklerinin TUNEL pozitifligini gosteren goriintiiler.
MIR grubunda kahverengi boyalh TUNEL (+) niikleuslarin (ok baslari) daha

yogun oldugu goriilmektedir.
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4.2 BIYOKIMYASAL BULGULAR

Gruplar serum TAS diizeyi agisindan kendi aralarinda kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.013). TAS diizeyi MiR grubunda K ve
EA gruplarina gore anlamli diisiik olarak bulundu (p=0.009, p=0.005, sirasiyla),

(Tablo 3).

Gruplar serum TOS diizeyi acisindan kendi aralarinda kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). TOS diizeyi MiR grubunda K ve
EA gruplarina gore anlamli yiiksek olarak bulundu (p<0.001, her ikisi). TOS
diizeyi MIR+EA grubunda MIR grubuna gore anlamh diisiik olarak bulundu

(p=0.002), (Tablo 3).

Gruplar serum OSI diizeyi agisindan kendi aralarinda kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). OSI diizeyi MIR grubunda K ve EA
gruplarina gore anlamli yiiksek olarak bulundu (p<0.001, her ikisi). OSI diizeyi
MIR+EA grubunda MIR grubuna gore anlamli diisiik olarak bulundu (p<0.001),

(Tablo 3).

Gruplar serum PONI1 enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). PONI enzim
aktivitesi MIR grubunda K ve EA gruplarina gére anlaml diisiik bulundu
(p<0.001, tiimii). Benzer sekilde PONI enzim aktivitesi diizeyi MIR+EA

grubunda K ve EA gruplarina gore de anlamli diisiik bulundu (p=0.023, p=0.008,
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sirastyla). Ayrica PON1 enzim aktivitesi diizeyi MIR+EA grubunda MIR grubuna

gore anlamli yiiksek bulundu (p=0.024), (Tablo 3).

Tablo 3: Serum oksidan durum parametreleri [Ort = SH]

Grup K Grup EA Grup MIR Grup MIR+EA

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) prk
TAS (mmol/L) | 2.37+0.15 2.45+0.36 1.54+0.06*,& 1.80+0.09 0.013
TOS (umol/L) | 9.78+0.51 13.9943.58 36.10+6.04*,& 15.134£3.35+ <0.001
0si 0.42+0.03 0.63+0.21 2.34+0.38* & 0.85%0.18+ <0.001
PON-1 (U/L) 931.22+26.89 968.91+£71.76 535.53+69.60*,& 733.26+£24.96* &+ <0.001

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda; &p<0.05: Grup EA ile karsilastirildiginda;
+p<0.05: Grup MIR ile karsilastirildiginda

Gruplar kalp dokusu TAS diizeyi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vardi (p=0.002). TAS diizeyi MIR
grubunda K ve EA gruplarina gére anlamli diisiik olarak bulundu (p<0.001, tiimii).
TAS diizeyi MIR+EA grubunda MIR grubuna gére anlaml1 yiiksek olarak bulundu

(p=0.011), (Tablo 4).

Gruplar kalp dokusu TOS diizeyi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). TOS diizeyi MIR
grubunda K ve EA gruplarina gore anlamli yiiksek olarak bulundu (p<0.001, her
ikisi). TOS diizeyi MIR+EA grubunda MIR grubuna gére anlaml diisiik olarak

bulundu (p<0.001), (Tablo 4).
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Gruplar kalp dokusu OSI diizeyi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). OSI diizeyi MIR
grubunda K ve EA gruplarina gore anlamli yiiksek olarak bulundu (p<0.001, her
ikisi). OSI diizeyi MIR+EA grubunda MIR grubuna gére anlaml diisiik olarak

bulundu (p<0.001), (Tablo 4).

Gruplar kalp dokusu PONI1 enzim aktivitesi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001). PON1 enzim
aktivitesi MIR grubunda K ve EA gruplarina gore anlaml diisiik bulundu
(p<0.001, tiimii). PON1 enzim aktivitesi diizeyi MIR+EA grubunda MIR grubuna

gore anlaml yiiksek bulundu (p=0.008), (Tablo 4).

Tablo 4: Kalp dokusu oksidan durum parametreleri [Ort +£ SH]

Grup K Grup EA Grup MIR Grup MIR+EA

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) R
TAS 0.96+0.06 0.97+0.09 0.54£0.06* & 0.84+0.10+ | 0.002
(mmol/L)
TOS 9.85+0.96 9.20+1.16 24 4442.08* & 12604137+ | <0.001
(umol/L)
0Si 1.0540.13 0.9720.12 4.79+0.68* & 1554013+ | <0.001
PON-1 *
o) 23.69+1.61 21.59+1.80 12.96£0.80* & 19314170+ | <0.001

p**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile karsilastinldiginda; &p<0.05: Grup EA ile
karsilastirildiginda; +p<0.05: Grup MIR ile karsilastirildiginda
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5. TARTISMA

Miyokardiyal I/R hasar1, iskeminin klinik sonuglarin1 belirleyen ve yasami
tehdit eden baslica siireglerden biri olarak uzun siliredir 6nemini korumaktadir.
2022 yilinda kardiyovaskiiler hastaliklar diinya genelinde yaklasik 19,8 milyon
Olime (tiim dliimlerin yaklasik %32’si) neden olmus; bu 6liimlerin yaklasik %85°1
miyokard infarktiisii ve inmeye atfedilmistir.(87) ABD verilerine gore yaklagik
her 40 saniyede bir miyokard infarktiisi meydana gelmektedir; koroner kalp
hastaligina bagli mortalitede son on yilda gorece azalma bildirilmis olsa da mutlak
hastalik yiikii hala yiiksekligini korumaktadir.(88) Benzer sekilde 2023 yilinda
525.814 olimiin izlendigi iilkemizde dolasim sistemi hastaliklar1 baslica 6lim
nedeni olup, bu grup icinde iskemik kalp hastaliklar1 dolagim sistemi 6liimlerinin
yaklagik %42,4inii olusturmustur.(89) 2024 verileri de dolasim sistemi
hastaliklarinin  bir numarali konumunu korudugunu gostermektedir. Sonugta
miyokardiyal I/R hasari, Tiirkiye’de ve diinyada hala kardiyovaskiiler mortalitenin

yiiksek yiikii nedeniyle klinik agidan kalic1 bir sorun olmaya devam etmektedir.

Giincel kilavuzlar, sagkalimin 1iyilestirilmesinde hizli reperfiizyonun
vazgecilmez oldugunu vurgulamakla birlikte, epikardiyal kan akiminin yeniden
saglanmasina ragmen doku diizeyinde rezidiiel hasarin siirdiigiinii de agik¢a kabul
etmektedir.(90) Translasyonel c¢alismalar reperflizyonun oksidatif —stres,
mikrovaskiiler obstriiksiyon ve diizenlenmis hiicre 6liimii programlari tizerinden
miyokardiyal hasari artirabildigini ve bu nedenle yeni tedaviler i¢in oldukca genis

bir alan bulundugunu gostermektedir.(1, 91) Nitekim primer perkiitan koroner
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girisim (PKG) sonras1 kardiyak MRG’de saptanan MV O, klinik a¢idan anlaml1 bir
hasta alt grubunda 1srarla gozlenmekte ve olumsuz prognoz ile
iliskilendirilmektedir. Bu bulgu, epikardiyal rekanalizasyonun o6tesinde doku
diizeyinde hedeflenmesi gereken baska bir ihtiyacin siirdiiglinii ortaya
koymaktadir.(92, 93) Ozetle, reperfiizyon ve destekleyici tedavilerdeki &nemli
ilerlemelere karsin, I/R hasarma bagl rezidiiel risk varligmi siirdiirmektedir. Tiim
bu veriler infarkt boyutunu daha da azaltmak, ventrikiil fonksiyonunu korumak ve
uzun dénem sonuglar iyilestirmek amaciyla I/R hasarma yonelik- 6zellikle
oksidatif stres, mikrovaskiiler obstriiksiyon (no-reflow) ve diizenlenmis hiicre
oliimii yolaklarin1 hedefleyen laboratuvar ve klinik aragtirmalara duyulan ihtiyaci

ortaya koymaktadir.

Ellajik Asit (EA), basta nar, cilek-ahududu gibi yumusak meyveler ve
ceviz/findik olmak tizere ¢ok sayida bitkide bulunan ellagitanin tiirevli dogal bir
polifenoldiir.(94) EA ve metabolitleri serbest radikal siipiirme, Nrf2/ARE-HO-1
antioksidan yanitin1 uyarma ve NF-«B aracili inflamatuvar sinyali baskilama basta
olmak iizere coklu diizeyde hiicresel koruma mekanizmalar1 sergiler.(6, 7)
Preklinik kardiyovaskiiler modellerde -6zellikle I/R patofizyolojisiyle iliskili
oksidatif/inflamatuvar siireglerde- Ellajik Asit’in antioksidan, antiinflamatuvar ve

antiapoptotik etkileri tutarl bicimde rapor edilmistir.(95)

Literatiirde Ellajik Asit iskemi reperflizyonu iizerindeki etkisini gdsteren
cesitli calismalar mevcuttur. Bu ¢aligmalarda dncelikle renal, hepatik ve intestinal

gibi gibi end-organlardaki I/R hasar iizerindeki koruyucu etkisi arastirilmistir.(77,
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78, 95-97) Bu calismalarda oksidatif stresin dokiimente edilmesinin saglayan
TAS/TOS/OSI gibi 6lgiimler ve TUNEL gibi ydntemlerin kullanildig

gorilmiistiir.

EA’in miyokard iizerindeki anti-oksidatif etkilerini gdsteren caligsmalar ise
kisithdir. Miyokard tizerindeki c¢alismalar ise c¢ogunlukla ex-vivo modeller

izerinedir. Bu caligmalarda Ellajik Asit kardiyoprotektif etkisi gosterilmistir.

Xina Yu ve arkadaslarinin yaptigi c¢alisma EA-altin nanopargacik
formiilasyonlar1 rodent miyokard infarktiisii modellerinde fonksiyonel iyilesme ve
doku korumasi saglamis, EA’in diisiik biyoyararlanimi sorununa da ¢dziim
Onermistir. Bu calismada EA’in stabilitesini arttirip, biyoyararlaniminin arttirimi
hedeflenerek EA ile altin nanoparcacik (EA—AuNP) formiilasyonu gelistirilmistir.
Calismada MI oncesi 7 giin boyunca ardisik olarak EA—AuNP verilen farelerde
intraperitoneal izoproterenol HCI (ISO) uygulanarak MI indiiklenmis ve bu grup
kontrol gruplart ile karsilastirilmistir. MI indiiklenen farelerde oksidatif stresin
siddetini yansitmak amaciyla Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve
Stiperoksit Dismutaz (SOD) gibi enzim aktiviteleri incelenmistir. EA-AuNP
uygulanan farelerde, MI nedeniyle diisen CAT, GSH-Px ve SOD aktivitelerinin
normale yakin diizeylere ylikseldigi goriilmiistiir. Yine ayn1 ¢alismada molekiiler
diizeyde degerlendirme amaciyla antiapoptotik Bcl-2, proapoptotik Bax ve
cleaved caspase-3 gibi apoptoz iliskili bazi proteinlerin ekspresyonu incelenmis;
EA-AuNP uygulanan farelerde H20- ile indiiklenen Bcl-2 inhibisyonunun tersine

cevrildigi ve Bax artisinin baskilanarak Bax/Bcl-2 oraninin azaldigi goriilmiistiir.
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Ayrica EA-AuNP tedavisinin, kontrol grubuna kiyasla cleaved caspase-3
ekspresyonunda azalma sagladigi goriilmiistiir. Bu bulgular, EA-AuNP tedavisinin
oksidatif ~ hasara  kars1  kardiyomiyositlerin  antioksidan  kapasitesini

tyilestirebildigini ve antiapoptotik etkisi oldugunu gostermistir.(76)

Yamasan ve ark. yaptigi calismada ise EA’in patolojik kardiyak
hipertrofiye eslik eden fonksiyonel yetersizlikleri biiyiik Olclide diizelttigi
gosterilmistir. Bu calismada ile ratlara subkutan izoproterenol HCl (ISO)
uygulanarak kardiyak hipertrofi indiiklenmis, ayni siire boyunca oral gavaj
yoluyla EA uygulanan ratlar kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Kardiyak
hipertrofi nedeniyle artmis ROS yiikii kardiyomiyositlerde NADPH oksidaz
(NOX2) ekspresyonunda artisa neden olmasina ragmen EA uygulanan ratlarda
NOX2 kompleksinin p22phox alt biriminin ekspresyonundaki artig1 anlamli olarak
azaltirken, p47phox ekspresyonundaki diisiis belirgin olmasina ragmen
istatistiksel anlamliliga ulasmamistir. Bu ¢alismada da kronik EA uygulamasinin

oksidatif stresi azaltabildigi gosterilmistir.(98)

Dhingra ve ark. yaptigi calismada ise indiiklenebilir 6lim proteini
Bnip3’iin  doksorubisin uygulanmig ya da hipoksiye maruz birakilmig
kardiyomiyositlerde mitokondriyal hasar ve hiicre 6liimiiniin tetiklenmesinin EA
ile iyillestirildigi gosterilmistir. Calismada ratlardan elde edilen kardiyomiyositler
EA islendikten sonra doksorubisin ya da hipoksi altinda izlenerek kontrol grubu
ile karsilastirilmistir. EA uygulamasi doksorubisinin tetikledigi LDH salinimini ve

niikleer yiiksek mobilite grup kutusu-1 (HMGBI1:high-mobility group protein-1)
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kaybmi belirgin sekilde baskiladigi goriilmiistiir. Ayrica hipoksi ya da
doksorubisin ile indiiklenen o6lim proteini Bnip3’iin ekspresyonunun EA
uygulamasi ile belirgin azalarak kardiyomiyositlerdeki mitokondriyal hasari ve
nekrotik hiicre 6liimiinii azalttifina dair giiglii kanitlar sundugu goriilmiistiir.(99)
Ancak literatiirde miyokarddaki oksidatif indeksi 6l¢en herhangi bir ¢alismaya

heniiz rastlanmamustir.

Bu calismada Ellajik Asit miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasari
tizerindeki kanit boslugunu miyokard dokusunda TAS/TOS/OSI ile TUNEL
Olclimlerini es zamanl olarak degerlendirerek doldurmay1 amagladik. Zira EA ile
ilgili onceki aragtirmalarin bir bolimi kardiyak modellerde oksidatif indeks
panelini raporlamamis, diger bolimii ise paneli non-kardiyak organlarda

uygulamistir.

Bizim ¢alismamizda MIR grubu ile MIR+EA grubu karsilastirildiginda

oksidatif durum parametreleri arasinda anlamli fark bulundu.

Calismamizda TAS diizeyi MIR grubunda kontrol ve EA gruplarina gore
anlaml diisiik olarak bulundu. Ayni1 zamanda TAS diizeyi MIR+EA grubunda
MIR grubuna goére anlamli yiiksek olarak bulundu. Elde edilen veriler,
reperfiizyon oncesi verilen EA’in I/R hasarma karsi belirgin koruyuculuk

sagladigin1 desteklemektedir.
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TOS diizeyi MIR grubunda kontrol ve EA gruplarma gore anlamli yiiksek
olarak bulundu. Bununla birlikte TOS diizeyi MIR+EA grubunda MIR grubuna
gore anlamhi distik olarak bulundu. Bu bulgular da benzer sekilde reperfiizyon
oncesi verilen EA’in I/R hasarina karsi belirgin koruyuculuk sagladigini

desteklemektedir.

PON-1, dolasimda HDL’ye bagli, kalsiyum-bagiml1 bir esteraz olup basta
oksitlenmis fosfolipitler ve lipid hidroperoksitleri olmak Ttizere okside lipit
tirevlerini hidrolize ederek antioksidan savunmaya katki saglar ve redoks
homeostazin1 destekler. Miyokardiyal iskemi-reperfiizyon baglaminda PON-1
aktivitesindeki azalma, artmis oksidatif stresin bir gostergesi kabul edilir ve HDL
aracili antioksidan korumanin zayifladigini, dolayisiyla doku diizeyinde
savunmanin yetersiz kaldigim1 diislindiiriir.(69, 71) Paraoksonaz ve arilesteraz
aktivitelerinin &lgiimii, I/R modellerinde PON-1’in miidahalelere duyarli bir
biyobelirte¢ olarak izlenmesine olanak verir; nitekim yakin donem rat miyokard
I/R verilerinde tedaviyle PON-1 diizeyindeki artisin TAS artis1 ve TOS diisiisii

profiliyle eslestigi bildirilmistir.(100)

Calismamizda PON-1 enzim aktivitesi, MiR grubunda hem kontrol hem de
EA gruplarina kiyasla anlamli diizeyde daha diisiik saptanmistir. Buna karsilik
MIR+EA grubunda PON-1 aktivitesi, MIR grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bigimde yiiksek bulunmustur. Bu bulgular, reperfiizyon oncesi uygulanan
EA’in  Iskemi-Reperfiizyon kaynakli  oksidatif hasara karsi  belirgin

kardiyoprotektif etki sagladigini desteklemektedir.
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MIR grubunda, kontrol ve EA gruplarma kiyasla TUNEL-pozitif hiicre
say1s1 belirgin olarak daha yiiksek saptanmistir. Buna karsilik MIR+EA grubunda
TUNEL pozitifligi, MIR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalmistir. Bu bulgular, reperfiizyon 6ncesi uygulanan EA’in iskemi-Reperfiizyon
kaynakli apoptotik hiicre oliimiinii sinirladigini ve belirgin kardiyoprotektif etki
sagladigin1 desteklemektedir. Tiim bu biyokimyasal veriler reperfiizyon oncesi
uygulanan EA’in I/R kaynakli apoptotik hiicre dliimiinii sinirladigini ve belirgin
kardiyoprotektif etki sagladigin1 desteklemekle beraber yukarida bahsi gecen Xina
Yu ve ark., Yamasan ve ark., Dhingra ve ark. yaptiklar1 ¢aligmalarin sonuglari ile
paralellik gdstermektedir. Ancak bizim ¢alismamizda bu ¢ikarimlar daha spesifik

yontemlerle ve markerlarla kanitlanmistir.

MIR grubunda interstisyel ddem, kontrol ve EA gruplarma kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis saptanmustir. Buna karsilik MIR+EA
grubundaki interstisyel ddem, MIR grubuna gére anlamli bigimde daha diisiiktiir.
Bu bulgular, EA’in I/R baglaminda interstisyel ddem gelisimini ve siddetini

azaltic1 nitelikte koruyucu etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

MIR grubunda hemorajik degisiklikler, kontrol ve EA gruplarma gore
istatistiksel olarak anlamli bigimde daha yiiksek degerlendirilmistir. Buna karsin
MIR+EA grubunda hemoraji diizeyi, MIR grubuna kiyasla anlaml 6lgiide daha
diisiiktiir. Bu sonuglar, EA uygulamasinin I/R kosullarinda hemorajik doku

hasarmi sinirlayict bir koruyucu etki ortaya koydugunu diisiindiirmektedir.
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Bu veriler 15181inda ¢alismamiz yukarida bahsi gegen ¢alismalardan farkli
olarak EA’in oksidatif stresten koruyucu ozelliklerini histopatolojik agidan da

ortaya koymustur.

Bu calismada Ellajik Asit deneysel miyokardiyal /R modelinde
kardiyoprotektif etki gdsterdigi ortaya konmustur. Biyokimyasal diizeyde TAS
artis1 ile TOS/OSI azalmasi ve PON-1 aktivitesinde yiikselme; histopatolojik
diizeyde ise TUNEL-pozitiflikte azalma, interstisiyel 6dem ve hemorajide
gerileme saptanmasi; EA’in  oksidatif stresin baskilanmasi, HDL aracili
antioksidan savunmanin giiclenmesi ve apoptotik yanitin sinirlanmast yoluyla

miyokard korunmasina katki sundugunu desteklemektedir.

Bununla birlikte bu verilerin miyokard infarktiisiinde adjuvan kullanim
gibi klinige aktarim alanlar1 i¢in ek arastirmalara ihtiyag vardir. Ozellikle doz—
zamanlama  optimizasyonu  (reperfiizyon  Oncesi/erken  reperfiizyon),
farmakokinetik, biyoyararlanim (nano-tasiyici/ hedefleme stratejileri), glivenlilik
ve ilag—ilag etkilesimleri gibi konular i¢in daha biiyilk hayvan modelleri ile

randomize klinik ¢alismalar gereklidir.
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6. SONUC

Bu calismamiz Ellajik Asit miyokard I/R hasarmi azaltmada ve
kardiyoprotektif etkide biyokimyasal ve histopatolojik olumlu etkilerini
gostermekle birlikte bu konuda kesin kanaate varmak icin daha fazla deneysel
calismaya ihtiyag¢ vardir. Bu ¢alisma klinik uygulama igin bir baglangi¢c basamagi

niteligi tagimaktadir.
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8. OZET

Amac: Ellajik asidin (EA) deneysel miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
(I/R) modelinde kardiyoprotektif etkilerini; TAS/TOS, OSI, PON-1 gibi
biyokimyasal belirtecler ve TUNEL, interstisyel o6dem, hemoraji gibi
histopatolojik u¢ noktalar iizerinden degerlendirilmesi amaglandi.

Yontem: Eriskin ratlar dort gruba ayrildi: Sham, EA, I/R (30 dk LAD
okliizyonu + 120 dk reperfiizyon) ve I/R+EA (reperfiizyondan ~5 dk dnce tek doz
intraperitoneal EA). Ardindan miyokard dokusu histopatolojik olarak incelendi;
serum/doku biyokimyasinda ise TAS, TOS, OSI ve PON-1 6lgiildii.

Bulgular: I/R grubunda TUNEL pozitifligi, interstisyel édem ve hemoraji
belirgin artarken; I/R+EA grubunda bu parametreler I/R’ye gére anlamli bicimde
azaldi. PON-1 aktivitesi I/R grubunda diismiisken, EA esliginde yiikseldi; buna
paralel TAS artis1 ve TOS/OSI azalmast gozlendi. Bulgular EA’nin oksidatif stres
yanitini iyilestirdigini diislindiirdii.

Sonu¢: EA, miyokardiyal I/R’de antioksidan savunmayi giiglendirme,
HDL iligkili antioksidan kapasiteyi (PON-1) destekleme ve apoptozu sinirlama
yoluyla kardiyoprotektif etki gostermektedir. Bununla birlikte, doz—zamanlama,
farmakokinetik/biyoyararlanim ve giivenlilik agisindan daha biiylik hayvan ve
klinik caligsmalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Ellajik asit; miyokard; iskemi—reperfiizyon; TAS,;

TOS; OSI; PON-1; TUNEL
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9. ABSTRACT

Objective: To evaluate the cardioprotective effects of ellagic acid (EA) in
an experimental model of myocardial ischemia—reperfusion (I/R) using
biochemical endpoints -TAS, TOS, OSI, PON-1 -alongside histopathological
outcomes including TUNEL, interstitial edema, and hemorrhage.

Methods: Adult rats were allocated to four groups: Sham, EA, I/R (30-
min LAD occlusion + 120-min reperfusion), and I/R+EA (a single intraperitoneal
dose of EA ~5 min before reperfusion). Myocardial tissue underwent
histopathological assessment, and serum/tissue biochemistry included TAS, TOS,
OSI, and PON-1 measurements.

Results: The I/R group exhibited marked increases in TUNEL positivity,
interstitial edema, and hemorrhage, whereas these parameters were significantly
reduced in the I/R+EA group. PON-1 activity decreased in I/R but enhanced by
EA co-treatment, accompanied by higher TAS and lower TOS/OSI, indicating
attenuation of oxidative stress.

Conclusion: EA confers cardioprotection in myocardial I/R by enhancing
antioxidant defenses, supporting HDL-linked antioxidant capacity (PON-1), and
limiting apoptosis. Nonetheless, larger animal studies and clinical trials are
needed to clarify optimal dosing/timing, pharmacokinetics/bioavailability, and
safety.

Keywords: Ellagic acid; myocardium; ischemia—reperfusion; TAS; TOS;

OSI; PON-1; TUNEL.
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