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AKUT HIPOBARIK HIiPOKSININ YASLI SICAN KALP KASI
SOL VENTRIKUL RADIKAL HASARINA ETKISI

Eda AGASCIOGLU"

OZET

Hipokside serbest radikal hasari olusabilir. Yaslilar ise hipoksik
kosullarda serbest radikal hasarina karsi daha da savunmasizdir.
Arastirmanin amaci, akut orta siddetli hipobarik hipoksinin yash sican
kalp kasi sol ventriktlti oksidatif hasarini incelemektir. Arastirmada
yash (24 aylik) erkek Wistar albino sicanlari kullanildi. Sicanlar orta
siddetli hipobarik hipoksi kosullarinda 6 saat birakildi ve kalp kasi
radikal hasar belirtecleri olarak lipid hidroperoksid, protein karbonil,
ileri oksidasyon protein tiriint, total ve protein tiyol dtizeyleri belirlendi.
Yash sican kalp kasi sol ventriktil protein karbonil ve lipid hidroperoksid
duzeyleri hipoksi grubunda kontrol grubuna goére daha yuksek olarak
(p<0.000) saptanirken, ileri oksidasyon protein Urtinu icin hipoksi ve
kontrol grubu arasinda anlaml bir fark gézlenmedi. Total ve protein
tiyol dtizeyleri ise, hipoksi grubu kalp kasi sol ventriktiliinde kontrol
grubundakilere oranla daha azdi (p<0.000). Protein tiyol ve protein
karbonil degerleri arasinda yuksek negatif iliski (r=-0.882, p<0.000)
belirlendi. Arastirma sonugclari, akut orta siddetli hipobarik hipoksinin
yasl sican kalp kasinda radikal hasara neden olabilecegi yontindedir.

Anahtar sozciikler: Yukselti, serbest radikal, hasar belirtecleri,
kalp kasi, yaslilik, Wistar albino sicani

SUMMARY

THE EFFECTS OF ACUTE MILD HYPOBARIC HYPOXIA ON OLD RATS’
MYOCARDIAL LEFT VENTRICLE OXIDATIVE DAMAGE

Oxidative damage may occur during hypoxia. Under hypoxic
conditions, elderly have weaker defense against oxidative damage. The
present study aims to examine the effects of acute mild-strength
hypobaric hypoxia on aged rats’ myocardial left ventricle oxidative damage.
In the study, 24 months’ old Wistar albino rats were used. Following six
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hours of exposure to 6000 m altitude, heart muscles’ radical damage
indicators, i.e. lipid hydroperoxides, protein carbonyl, advanced oxidation
protein products, total thiol and protein thiol levels were measured. Both
protein carbonyl and lipid hydroperoxide levels in old rats’ heart muscle
left ventricles were found to be significantly higher (p<0.000) in the hypoxic
group, compared with the control group. However, there was no difference
between control and hypoxic groups in terms of advanced oxidation
protein product levels. Hypoxic groups’ levels of left ventricle total thiols
and protein thiols were measured to be statistically lower (p<0.000) in
relation to the control group. High negative correlation (r=-0.882, p<0.000)
was observed between levels of protein thiols and protein carbonyls. The
study results illustrate that acute mild-strength 6000 m hypobaric hypoxia
may cause oxidative damage in old rats’ heart muscles.

Key words: High altitude, free radicals, damage indicators, heart
muscle, elder, Wistar albino rats

GIRIS
Hipoksi; ortamdaki oksijen derisiminin az olmasi, ya da doku/
hticrenin bulunan oksijeni herhangi bir nedenle kullanamama durumudur
(13) Hipoksiye uyumda organizmada ve molektler dlizeyde bircok degisim
yasanir. Radikal olusumunun artmasi bu molekiler degisimlerden
biridir (12). Hipokside mitokondri, en 6nemli oksijen radikali olusum

kaynag iken (17), bir diger kaynak oksijenin substrat olarak kullanildig:
ekstramitokondriyal yollardir (15).

Yaslanma teorilerinden biri olan serbest radikal teorisi canlinin
yasami boyunca etkilendigi reaktif oksijen turlerinin (ROS) oksidatif
hasara neden olabilecegidir. Yashlikta redoks homeostazindaki denge
kaybolmaktadir. Yash dokuda olusan serbest radikallerin DNA, protein
ve lipidlerde hasara yol actig bildirilmistir (23). Kiimtlatif ve potansiyel
olarak artan miktardaki hasar, yaslanmadaki fonksiyonel ve patolojik
bozukluklara yol acar (5). Bu hasarli Urtnler hticrede her zaman
yikilamayip birikir (4,8) ve yashh dokularda kalp-damar hastaliklar,
kanser, immun sistem fonksiyon kaybi gibi rahatsizliklara yol acar (19).

Protein oksidasyonu, serbest radikallerin proteinler ile kovalent
modifikasyonu sonucu olusur (24). Bu etkilesim sonucunda bir ¢ok
amino asit (histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi) kalintisinda ve/veya
proteinlerin peptit omurgalarinda hasar gerceklesir (9). Olusan hasarlar
proteinlerin fonksiyon kaybina (proteaz inhibitdér aktivitesinin kaybi,
protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptor aracil
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endositozun bozulmasi, vb.) yol acmaktadir (24). Protein oksidasyonunun
baslica molekliler mekanizmalari PCO olusumu ile karakterize edilen
metal katalizli protein oksidasyonu, nitrotirozin, protein tiyol (P-SH)
gruplarinin kaybi, ileri oksidasyon Utirtinlerinin olusumu (AOPP), protein
hidroperoksitlerin (PrOOH) olusumu olarak siralanabilir.

Amino asitlerin a-karbon veya R- yan zincirlerinin oksidatif
modifikasyonlar1 ve bunu izleyen reaktif oksijen aracili peptit baginin
ayrilma reaksiyonu ile PCO turevleri olusmaktadir (14). Hicrede biriken
hasarli proteinler, proteinlerin oksidasyon ve yikim hizini yansitir (6).
PCO duizeyinin saptanmasi protein oksidasyonunu saptamada duyarlh
bir yontemdir (5,7,14). Literatiirde yasli deney hayvanlari ve insan
plazmasinda PCO duzeyi genclerinkinden daha ytksek saptanmis (5,8);
hipoksi kosullarinda da arttig gézlenmistir (22).

Bir antioksidan gibi fonksiyon gosteren protein tiyol (P-SH) gruplar:
serbest radikaller ile oksitlenir ve proteinlerin kendi yapisinda ve/veya
bir baska protein ile capraz bag olusturmasina olanak tanir (7). Tiyol
gruplarinin oksitlenerek distlfit ve oksiasit tlirevlerine dontisimu protein
oksidasyonunun en erken goézlenebilen belirtisidir (7,10). Yash sicanlarin
iskelet kasinda (7); kalp, plazma ve beyin dokularinda (5,7) P-SH ve total
tiyol (T-SH) duizeylerinin gen¢ gruba kiyasla duistik oldugu belirlenmistir.
Hipoksi kosullarinda soleus kasi P-SH ve T-SH degerleri dismektedir (7).

lleri oksidasyon protein tirtinleri (AOPP) ditirozin capraz bagl,
disulfit kopralti ve protein karbonil iceren protein oksidasyon urtnleri
olarak tanimlanir. AOPPnin, MDA’dan daha duyarli oksidatif stres
belirteci oldugu belirtilmektedir (26). Hipoksi kosullarinda AOPP ile ilgili
sinirhh calisma vardir. AOPP dtizeyi hipoksi kosullarinda insan (21) ve
hayvan plazmasinda (11) ytksek bulunmustur. Yash sican iskelet (7) ve
kalp kasinda yapilan calismalarda AOPP degerleri genclerinkine gore
daha yuksek belirlenmistir (14). Hipokside yashi sican kalp dokusu
AOPP dtizeyini belirten bir arastirmaya ise rastlanmadai.

Oksidatif hasar belirtecleri arasinda 6énemli bir yer tutan (16) lipit
hidroperoksid (LHP) oksidasyonu hidroksil radikali ile baslatilir, hlicre
ve mitokondri zarinda zincirleme tepkime olarak devam eder (25).
Yaslhilarda LHP belirtecleri olan TBARS ve MDA duzeyleri yuksek
bulunmustur (18). Yash-erkek ve disi sicanlarin kalp kasi, kan plazmasi
(14) ve iskelet kas1 (7) LHP dtizeyleri yiksek bulunmustur. Literattirde
hipoksi calismalarinda LHP duizeyleri celismektedir: iskelet kasinda LHP
artist saptanmazken (2); kronik hipobarik hipokside (5500 m) ise kalp
kasi, akciger, karaciger ve bobreklerde MDA ylksek bulunmustur (20).
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Yaslanma siirecinde bir taraftan serbest radikal olusumu artarken,
diger taraftan antioksidan mekanizmalar: zayiflar. Béylece olusan redoks
dengesizligi, hlticre ve mitokondri zarinda oksidatif hasar meydana
getirerek protein ve DNA oksidasyonunu daha da arttirir (15,18). Protein
oksidasyonu ise cok sayida reaktif tlirev ve stabil tirtin olusturur (6,8,10).
Bu degisimlerin hepsi mitokondriyal hasarin ilerlemesine ve 6limiuine
neden olabilmektedir. Hasar serisini, hlicre 6limu ve doku hasari gibi
onemli fizyopatolojik degisimler takip eder (15,25). Bu nedenle, hipoksi
ortaminda yasli hayvanlar1 ve oksijene duyarl organlar incelemek kritik
anlam tasir. Kalp dokusu post-mitotik, oksijene duyarl énemli bir organ
oldugu icin, arastirmada serbest radikal hasar agisindan incelendi.

Bu calismada, akut orta siddetli (6000 m) hipobarik hipoksinin
yaslh sican kalp kasi sol ventriktiliinde oksidatif hasara yol acip agmadigt
sorusu; oksidatif hasar belirtecleri olan AOPP, PCO, LHP, T-SH, P-SH
duizeyleri saptanarak yanitlanmaya calisildi.

GEREC ve YONTEM

Hayvan deneyi

Bu arastirmada, akut orta siddetli (6000 m) hipobarik hipoksinin
yash sicanlarin miyokard sol venriktilti oksidatif hasari tizerine etkilerini
arastirma amaciyla 12 adet 24 aylik, 300-400 g agirliginda erkek Wistar
albino sicanm (Baskent Universitesi Deney Hayvanlar: Uretim ve Arastirma
Merkezi) kullanildi. Yukselti siddeti Magalhaes ve ark.in (17) yaptiklar
calisma tasarimlar1 baz alinarak belirlendi. Hayvan deneyi icin ve ayrica
ek hayvan kullanimi icin etik kurul izinleri Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulundan alinda.

Sicanlar rastgele yontemle kontrol (n=6) ve hipoksi (n=6) grubuna
ayrildilar. Hipoksi grubu dogrudan 6000 m yapay yukselti ortaminda
alt1 saat tutuldu. Hipobarik hipoksi kabini sicanlarda daha énce farklh
deney kurgusuyla kullanilmist: (12). Deney bitiminde kontrol ve hipoksi
grubu ketamin klortir (Ketasol 10%, Richter-Pharma, Wels, Austria) ve
Ksilazin (Alfazyne 2%, Alfasan, Woerden, Netherlands) ile uyutularak
feda edildi ve kalp kaslar1 ekstrakte edildi.

Doku homojenizasyonu

Kalp kasi hizla dissekte edilerek sol ventrikiil izole edildi. Sol
ventrikil yaklasik 50-80 mglik parcalar halinde farkl ttiplerin icerisine
konuldu. Doku 6rnekleri hemen likit nitrojen ile donduruldu ve -80°C’de
saklandi. Daha sonra 6rnekler biyokimyasal analizler icin 1:21 oraninda
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potasyum tamponu (KH,PO4-KoHPO4, 100mM, pH 7.4) ve X250D (CAD,
Almanya) bicakli homojenizatér kullanilarak homojenize edildi. Ardindan
2800g’de 4°C’de ve 10 dk sureyle Z 323K sogutmali santrifiijde (Hermle,
Almanya) santrifiije edildi. Islemden elde edilen stipernatanlar biyokimyasal
analizler icin yeni tiplere aktarildi.

Biyokimyasal analizler

Kas protein konsantrasyonu belirlenmesi: Kas protein derisimi
Bradford yontemi kullanilarak belirlendi.

Protein karbonil gruplarinin analizi: P-CO Reznik ve Packer’in 1994
yilinda tanimladiklar1 ve Cakatay ve ark.in (5) dizenleme yaptiklari
yontemle belirlendi. Kullanilan cozeltiler; 2.5 M HCl, 10 mM DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazin), %20’lik TCA (triklorasetik asit), %107Tuk TCA,
etanol-etil asetat (1:1) ve 6 M guanidin hidroklorid idi.

Total tiyol ve non-protein tiyol analizi: T-SH ve non-protein tiyol
(NP-SH) Sedlak ve Lindsay’in 1968’de tanimladiklari, Cakatay ve ark.in (7)
dtizenledikleri yontemle belirlendi. Kullanilan c¢oézeltiler; 0.01 M DNTB
(5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoik asit), Tris tamponu (0.2 M, pH 8.2), Tris
tamponu (0.4 M, pH 8.9), %50’lik TCA idi. T-SH ile NP-SH degerleri
arasindaki farktan P-SH konsantrasyonu hesaplanda.

Ileri oksidasyon protein tirtinlerinin analizi: AOPP, Witko-Sarkat ve
ark.in (26) tanmimladiklar: ve Kayali ve ark.in (14) dtzenleme yaptiklar:
yontemle belirlendi. Kullanilan c¢ozeltiler; fosfat tamponu (pH 7.4),
potasyum iyodit (1.16 M), asetik asit (%100) idi. Chloramin-T esitligi
dikkate alinarak AOPP duzeyleri hesaplanda.

Lipit hidroperoksitlerin analizi: LHP, Wolffun 1994 yilinda tanimladigi,
Cakatay ve ark.in (7) dliizenleme yaptiklar: ydnteme gére saptandi. FOX-2
reaktifi hazirlamak icin kullanilan coézeltiler; ksilenol oranj (100 uM),
amonyum ferro stlfat (250 pM), methanol (%90, HPLC-grade), butil
hidroksitoluen (4 mM) ve sulfirik asit (25 mM) idi.

Istatistiksel analiz

Kontrol ve 6000 m hipobarik hipoksi yash sicanlarin sol ventrikul
AOPP, LHP, TSH, PCO ve PSH serbest radikal hasar degiskenleri
arasindaki farkliliklar SPSS v15.0 istatistik programi ile saptandi. Analizler
hem Kruskal-Wallis non-parametrik ANOVA, Mann-Whitney U-testi ile;
hem de deney gruplarinin normal dagihim gdstermesi ve varyanslarin
homojen olmasi nedeniyle Student t-testi ile yapildi. Bulgularda Student
t-testi sonuclar1 kullanildi. Ayrica PCO ve PSH arasindaki iliski Pearson

179



E. Agascloglu

korrelasyonu ile belirlendi. Istatistiksel anlamlilik sinir1 AOPP (p<0.05)
hari¢ p<0.000 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismada akut orta siddetli hipobarik hipoksinin yasl sican kalp
kasi sol venrikiltinde yol actigi oksidatif hasar dtizeylerine iligkin
degiskenlerin degerleri ortalama + SS olarak Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. Hipobarik hipoksinin (HH) sican ventrikiilinde oksidatif stres
degiskenlerine etkileri (Ort.=SS olarak)

Grup/test AOPP LHP PCO TSH PSH
Kontrol 529+3.2 11.1+£0.4 3.39+0.27 9.10+0.56 8.32+0.34
HH grubu 53.2+2.5 12.8+0.7° 4.53+0.20" 7.50+0.34* 6.65+0.33"

*: p<0.000

Akut orta siddetli hipobarik hipoksi yash sican grubunda kalp kasi
sol ventrikil serbest radikal hasar degiskenleri olan LHP, PCO, PSH ve
TSH dtizeylerinin her biri kontrol grubununkilere oranla istatistiksel
acidan daha yuksek (p<0.000) saptandi. Hipobarik hipoksi ve kontrol
gruplarinin AOPP duzeyleri arasinda ise anlamli bir fark belirlenmedi.
Grup farki gbézetmeksizin, PCO ve PSH arasinda yluksek negatif iliski
(r=-0.882, p<0.000) gozlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Yash sicanlarda PSH ve PCO iligkisi (r=-0.882, p<0.000)

TARTISMA

Yaslanma stirecinde ve hipoksi kosullarinda redoks dengesizligine
baglh olarak normalden fazla serbest radikal olusur (17). Yashlarda hipoksi
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ortaminda daha cok serbest radikal olusacagi aciktir. Yashilikta sik
gbozlenen aterosklerozis gibi hastaliklarin ana mekanizmalarinin altinda
yatan temel nedenlerden biri serbest radikallerdir (13,15).

Bu arastirma bulgulari; orta siddetli akut hipobarik hipoksinin
yaslh sican miyokard sol ventriktiliinde oksidatif hasara yol acabilecegi
yonundedir. Calismada, hipoksi grubu PCO dtizeyi kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak daha ytiksek bulundu. Bu bulgu literattir ile
benzerlik gostermektedir. Deney hayvanlan (4) ve insan (13) calismalarinda
PCO duzeyi yaslilarda daha ytksek bulunmustur. Hipobarik hipoksi
kosullarinda dort hafta stire ile yapilan egzersizde sicanlarin quadriseps
kas1 kirmiz1 boélgesinde PCO dtizeyinde artis gézlenmistir (22). Yine akut
sekilde 8500 m ytkseltide birakilan 10 haftalik erkek farelerin iskelet
kas1 mitokondriyal PCO dtizeyi kontrol grubuna gore artis géstermistir
(17). Hipokside yashh hayvan kalp kasi sol ventriktili serbest radikal
hasar ile ilgili calismaya ise rastlanmadi.

Literattirde hipoksi kosullarinda AOPP parametresi ile ilgili sinirh
sayida arastirmaya rastlanmaktadir. Bir calismada, insan plazmasi1 AOPP
dtizeyi normoksik kosullara gore daha yliksek bulunmustur (21). Fakat
5700 m ve 6300 m yukseltilerde yapilan calismada ise, hipoksi grubu
plazma AOPP dtzeyi ile kontrol grubu plazma AOPP duzeyi arasinda,
her iki ytkseltide de anlamli bir fark bulunamamistir (11). Daha 6nce
ayni arastirma tasarimi ile genc¢ sican miyokard sol ventriktltinde
belirlenenin (1) aksine; yasl sicanlarda yapilan bu calismada hipoksi ve
kontrol gruplar1 AOPP duizeyleri arasinda fark saptanmadi.

P-SH ve T-SH; oksidatif hasar belirteci olmalarinin yani sira,
nonenzimatik antioksidan mekanizmasinin bir parcasidirlar (3,7). Bu
arastirmada, literatiirde gozlenene benzer sekilde, P-SH ve T-SH duizeyleri
kontrol grubu sol ventriktilinde hipoksi grubunda belirlenene gore
istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu. Iskelet kasinda yapilan bir
calismada T-SH degerlerinin hipoksik ortamda azaldig belirlenmistir
(11). P-SH ve/veya T-SH degerleri ile PCO degerleri arasinda yuksek
negatif korrelasyon da elde edilmistir (8). Benzer sekilde P-SH ve PCO
arasinda buradaki calismada da ytuksek negatif iliski saptandi. P-SH ve
T-SH dtizeylerine iliskin bulgular, hipoksik kosullarda yash sican kalp
kasi sol ventrikiilinde antioksidan olarak gorev yaptiklari ve proteinleri
oksitlenmeden koruyabilecekleri yéntindedir.

Hipokside iskelet kasi lipit peroksidasyonunda artis saptanmazken
(22), 5700m ve 6300m hipobarik hipokside kan plazmasinda (11) ve
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5500m hipobarik hipoksi kosullarinda kalp dokusunda ytiksek diizeyde
lipit peroksidasyon hasari belirlenmistir (28). Yashlarda mitokondride
radikal artisina paralel olarak bir lipit peroksit belirteci olan TBARS
artist gézlenmistir (25). Yasl erkek ve disi sicanlarin kalp (14) ve iskelet
kas1 (7) LHP duzeyleri ytiksek bulunmustur. Buradaki calismada hipoksi
kosullarinda yasli sican kalp dokusu sol ventriktilinden elde edilen
LHP bulgular literattirle ayni dogrultudadir.

Peroksinitrit, tirozin amino asidiyle reaksiyonu sonucu nitrotirozin
olusturmaktadir. Nitrotirozin énemli bir oksidatif protein hasar belirtecidir.
NO hipoksik kosullara uyum strecinde ilk sentezlenen molekullerden
biridir; ancak ortamdaki konsantrasyonu arttiginda toksik etkilerini
gostermektedir (27). Ayrica akut hipobarik hipokside NO’nun radikal
hasarina yol agma olasiligi yuksektir. Bu arastirmada nitrotirozin
diizeylerinin belirlenmesi, Ozellikle protein hasari acisindan arastirma
bulgularini daha kuvvetli kilabilirdi. Tiyol gruplarn redoks regtilasyonunda
etkin rol aldigi bilinen GSH ve GSSH’nin saptanmalari ve redoks
indeksinin hesaplanmasi, akut hipokside yash sican kalp kasi sol
ventrikilinde olusan radikal hasarina iliskin daha belirleyici yorum
yapilmasini saglayabilirdi.

Her ne kadar bu calismada, hipokside yash sican kalp kasi sol
ventriktilinde AOPP duizeyinde bir farklilik saptanmasa da; artan PCO
ve LHP duzeyleri, azalan P-SH ve T-SH duizeyleri, ytikseltide yasl sican
miyokard sol ventrikiltinde oksidatif hasarin olusabilecegini ortaya
koymaktadir.
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