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OZET

Serbest radikaller hipokside oksidatif hasara neden olabilir. Bu
calismanin amaci, akut orta siddetli hipobarik hipoksinin genc¢ sican
kalp kasi sol ventriktlti oksidatif hasarini incelemektir. Arastirmada
genc (4 aylik) erkek Wistar albino sicanlari kullanildi. Sicanlar 6000 m
yukseltide 6 saat tutulmus ve kalp kasi oksidatif hasar belirtecleri
olarak lipid hidroperoksid, protein karbonil, ileri oksidasyon protein
Urdnd, total tiol ve protein tiol diizeyleri saptandi. Genc sican kalp kasi
sol ventriktil oksidatif hasar belirtecleri hipoksi grubunda kontrol
grubuna goére istatistiksel olarak daha yliksek elde edildi. Total tiol ve
protein tiol diizeyleri hipoksi grubu kalp kasi sol ventriktilinde kontrol
grubununkine gore istatistiksel olarak daha dtistik saptandi. Protein
tiol ve protein karboniller arasinda ylUksek negatif iliski gézlendi. Bu
arastirmada elde edilen bulgular, akut orta siddetli hipobarik hipoksinin
kalp kasinda oksidatif hasara neden olabilecegi yontiindedir.

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

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

Free radicals may cause oxidative damage during hypoxia. The
present study aims to examine the effects of acute mild-strength hypobaric
hypoxia on rats’ myocardial left ventricle oxidative damage. In the study,
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young (four months’ old) Wistar albino rats were used. Following 6 hours
exposure to 6000 m altitude, heart muscles’ oxidative damage indicators:
lipid hydroperoxides, protein carbonyl, advanced oxidation protein products,
total thiol and protein thiol levels have been measured. In young rats’
heart muscle left ventricles; oxidative damage markers were statistically
significantly higher in the hypoxic group than the control group. Total thiol
and protein thiol levels of the hypoxic groups’ left ventricle were
measured to be statistically lower with respect to the control group. High
negative correlation was observed between protein thiols and protein
carbonyls. The results obtained in this study indicate that acute mild-
strength hypobaric hypoxia may cause oxidative damage in heart muscles.

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

GIRIS

Hipoksi; ortamdaki oksijen konsantrasyonunun az olmasi ya da
yeteri kadar oksijenin doku/hiicreye herhangi bir nedenle ulasamama
durumudur (15). Akcigerlerde O, basincinin diistik olmasi, gaz degisim
alaninin daralmasi, cesitli akciger hastaliklari, ylikseltide bulunma ve
benzeri durumlar hipobarik hipoksi nedenlerindendir. Hipoksiye uyum
stirecinde metabolizmada bircok degisim yasanir. Serbest radikal
olusumunun artmasi bu metabolik degisimlerden biridir (13). Hipokside
mitokondri, oksijen radikali olusum merkezi haline gelmektedir (19). Diger

oksijen radikali olusum kaynag ise oksijenin substrat olarak kullanildig:
ekstramitokondriyal yollardir (17).

Serbest radikaller bir taraftan organizmanin hipoksik kosullara
uyumunu saglarken, diger taraftan DNA, RNA, lipidler ve proteinlerde
oksidasyona neden olarak hasara yol acabilmektedir. Hlicrede, serbest
radikallerle basa cikabilecek antioksidan enzim sistemleri ve enzim dis1
“non-enzimatik” islevleri olan bazi metabolik yollar; protein tiol (P-SH)
ve GSH bulunmasina ragmen, bu hasarli tirtinler hlicrede her zaman
yikilamaz ve birikir (3,7).

Proteinler, serbest radikaller ile kovalent degisiklige ugrar (26). Bu
degisikliklerden bazilar serbest radikallerin protein molektullerine direkt
etkileri sonucu, bazilar da oksidasyon yan Uirtinlerinin proteinlere kovalent
baglanmasiyla meydana gelir. Bu etkilesim sonucunda bir ¢cok amino
asit (histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi) kalintisinda ve/veya proteinlerin
peptit omurgalarinda hasar olusmaktadir (8). Oksitlenen proteinlerin
baslica molektler belirtecleri protein karbonil (PCO: metal katalizli protein
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oksidasyonul), nitrotirozin, P-SH (tiol gruplarinin kaybzi), ileri oksidasyon
protein Urtnleri (AOPP), protein hidroperoksidlerin (PrOOH) olusumu
olarak siralanabilir (5,7,9).

Oksidatif hasara ugramis proteinlerin hiicrede birikimi, proteinlerin
oksidasyon ve yikim hizini1 yansitir (5). Bu nedenle PCO duzeyinin
saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede duyarli ve genel olarak
kabul goren bir yéntemdir (4,6,16). Literatiirde yaslh deney hayvanlari
ve insan plazmasinda yapilan calismalarinda PCO duzeyi genel olarak
genclerinkinden daha ytiksek bulunmustur (4,7). PCO dtizeyi hipoksi
kosullarinda da ylksek olarak saptanmistir (23).

Serbest radikallerin P-SH gruplarini oksidasyonu sonucu oksidatif
protein hasari meydana gelir. Oksitlenen -SH gruplar: proteinlerin kendi
yapisinda ve/veya bir baska protein ile capraz bag olusturmasina neden
olur (28). Tiol gruplarinin oksitlenmesi, protein oksidasyonunun en
erken gozlenebilen belirtisidir (6,9). Yash sicanlarin iskelet kasinda (6),
kalp, plazma ve beyin dokusunda (4,6) yapilan calismada P-SH ve total
tiol (T-SH) duizeylerinin genc¢ gruba kiyasla diistik oldugu belirlenmistir.
Hipokside calismalar1 sonucunda soleus kasi P-SH ve T-SH degerleri
yukseltide diistis gostermistir.

Ileri oksidasyon protein tirtinlerinin (AOPP) MDA’dan daha duyarh
oksidatif stres belirteci oldugu belirtilmektedir (29). Hipoksi kosullarinda
ise AOPP ile ilgili sinirli sayida calisma vardir. Hipoksik kosullarda
insan (22) ve hayvan plazmasinda (10) AOPP duizeyi ytiksek bulunmustur.
Hipokside kalp dokusu AOPP dtizeyini belirten bir arastirmaya ise
rastlanmamustir.

Lipit hidroperoksid (LHP) hasar belirtecleri arasinda énemli bir yer
tutar (1,18). Yaslilarda bir LHP belirteci olan TBARS ve MDA duzeyi
yiksek bulunmustur (20). Yash erkek ve disi sicanlarin kalp kasi, kan
plazmas1 (16) ve iskelet kasi (6) LHP duzeyleri yiksek bulunmustur.
Hipoksik kosullarda LHP duzeyleri farkli calismalarda celismektedir.
Hipokside iskelet kasi LHP artis1 saptanamazken (2); kronik hipobarik
hipoksisinde (5500 m) ise kalp kasi, akciger, karaciger ve bobreklerde
yiksek dizeyde MDA saptandig: bildirilmistir (21).

LHP huicre ve mitokondri zarinda oksidatif hasara neden olur.
Htucre zar hasari protein ve DNA oksidasyonunu artirir (17,20). Protein
oksidasyonu ise cok sayida reaktif tlirevleri ve stabil tirtinleri olusturur
(5,7,9). Hepsi birden mitokondriyal hasar ilerletir. Olusan bu oksidatif
hasar serisi, hiicre 6limt ve doku hasarina kadar giden o6nemli
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fizyopatolojik olaylara neden olabilmektedir (17,27). Bu nedenle, hipoksi
ortaminda oksijene duyarli organlari incelemek kritik anlam tasir. Kalp
dokusu oksijene duyarli en énemli organlardan oldugu icin, arastirmada
incelenmek Uzere secilmistir. Calismada akut orta siddetli (6000 m)
hipobarik hipoksinin gen¢ sican kalp kasi sol ventriktiliinde oksidatif
hasara yol acip agmadigi sorusu, oksidatif hasar belirtecleri olan AOPP,
PCO, LHP, T-SH, P-SH duzeyleri belirlenerek incelendi.

GEREC ve YONTEM

Hayvan deneyi

Bu calismada, akut orta siddetli (6000 m) hipobarik hipoksinin genc¢
sicanlarin miyokard sol venrikdlti oksidatif hasari tizerine etkilerini
arastirma amaciyla 12 adet 4 aylik, 250-300 g agirhiginda erkek Wistar
albino sicani (Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi) kullanildi. Yukselti siddeti Magalhaes ve ark.in (19) yaptiklar:
calisma tasarimlari baz alinarak belirlendi. Hayvan deneyi icin etik kurul
izni 07.11.2006 tarih, 2006/65 dosya numarali karar ve ayrica ek hayvan
kullanimi icin de 09.04.2007 tarih, 2007/84 dosya numaral karar ile
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlarn Etik Kurulundan alindu.

Sicanlar rastgele yontemle kontrol (n=6) ve hipoksi (n=6) grubuna
ayrildilar. Hipoksi grubu dogrudan 6000 m yapay yukselti ortaminda 6
saat slreyle tutuldu. Hipobarik hipoksi kabini sicanlarda daha once
farkli amac¢ ve deney kurgusuyla kullanilmistir (11). 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 kasi1 hizla dissekte edilerek sol ventriktl izole edildi. Elde
edilen doku yaklasik 50-80 mglik parcalar halinde farkli ttplerin
icerisine konuldu. Doku 6rnekleri hemen likit nitrojen ile donduruldu
ve -80°C’de saklandi. Daha sonra doku 6rnekleri biyokimyasal analizler
icin 1:21 oraninda potasyum tamponu (KH2PO4-KoHPO4, 100mM, pH 7.4)
ve bicakli homojenizatér X250D (CAD, Almanya) kullanilarak homojenize
edildi. Ardindan 2800g’de 4°C’de ve 10 dk sureyle Z 323K sogutmali
santrifijde (Hermle, Almanya) santrifijje edildi. Santrifiijjleme isleminden
elde edilen sUpernatantlar biyokimyasal analizler icin yeni tiplere
transfer edildi.
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Biyokimyasal analizler

Kas protein konsantrasyonunu 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.n (4) dizenleme yaptiklari
yontemle belirlendi. Kullanilan cozeltiler; 2.5 M HCI, 10 mM DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazin), %?20’lik TCA (triklorasetik asit), %10luk 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 (6)
duizenledikleri yontemle belirlendi. Kullanilan c¢ézeltiler; 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.an (29) tanimladiklar: ve Kayali ve ark.n (16) dlizenleme yaptiklari
yontemle belirlendi. Kullanilan c¢o6zeltiler; fosfat tamponu (pH 7.4),
potasyum iyodid (1.16 M), asetik asit (%100) idi. Chloramin-T esitligi
dikkate alinarak AOPP duizeyleri hesaplandi.

Lipit hidroperoksitlerin analizi: LHP, Wolffun 1994 yilinda tanimladig,
Cakatay ve ark.in (6) dliizenleme yaptiklar: ydnteme gére saptandi. FOX-2
reaktifi hazirlamak icin kullanilan c¢oézeltiler; ksilenol oranj (100 uM),
amonyum ferro stlfat (250 pM), methanol (%90, HPLC-grade), bttil
hidroksitoluen (4 mM) ve sulfirik asit (25 mM) idi.

Istatistiksel analiz

Kontrol ve 6000 m hipobarik hipoksi sicanlarin sol ventriktliinden
elde edilen AOPP, LHP, TSH, PCO ve PSH oksidatif hasar degiskenleri
degerleri arasindaki farkliliklar SPSS v15.0 istatistik programi ile
incelendi. Analizler hem Kruskal-Wallis non-parametrik ANOVA, Mann-
Whitney U-testi ile; hem de deney gruplarinin normal dagilim géstermesi
ve varyanslarin homojen olmasi nedeni ile de Student t-testi ile yapildi.
Bulgularda Student t-testi sonucglar1 kullanildi. Ayrica PCO ve PSH
arasindaki iliski Pearson korrelasyonu ile belirlendi. Analizler icin
istatistiksel anlamlilik sinir1 6zellikle belirtilmemisse, p<0.000 olarak
kabul edildi.
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BULGULAR

Calismada akut orta siddetli hipobarik hipoksinin geng sican kalp
kas1 sol venrikiilinde yol actigi oksidatif hasar dtizeylerine iliskin
degiskenlerin degerleri ortalama * SS olarak Tablo 1’de verilmektedir.

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

Grup/test AOPP LHP PCO TSH PSH
Kontrol grubu 44.1+1.9 8.41+0.19 2.06+0.16 10.23+0.39 9.52+0.46
HH grubu 46.1£0.8 9.49+0.10 3.38+0.31 8.26%£0.60 7.41+0.39

Akut hipobarik hipoksi (6000 m) grubunun sol ventrikil oksidatif
hasar degiskenleri olan AOPP (p<0.48), LHP, PCO, PSH ve TSH (her biri
p<0.0000) parametrelerinin dtizeyleri, kontrol grubu sol ventrikil oksidatif
hasar degiskenleri dlizeylerinden istatistiksel acidan daha ylksek olarak
saptandi. Grup fark: gézetmeksizin, PCO ve PSH arasindaki korrelasyon
analizinde ise, ytiksek negatif (r=-0.941, p<0.000) iliski gozlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Kontrol ve hipobarik hipoksi gruplar1 karma PSH ve PCO korrelasyonu.

TARTISMA

Metabolizma icin bazi kosullarda (hiperoksi, UV vb.) oldugu gib
hipoksi kosullarinda da redoks dengesizligi s6z konusudur ve normalden
daha fazla serbest radikal olusur (19). Olusan radikaller basta makro
molekiiller olmak tizere mitokondriyal hasar, hlicre 6limu ve hatta doku
hasarina kadar gidebilen 6nemli olaylara neden olabilmektedir (12).
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Aterosklerozis gibi hipoksi kosullarina benzerlik gosterdigi belirtilen
hastaliklarin ana mekanizmalarinin altinda yatan temel nedenlerden
birinin serbest radikaller oldugu bilinmektedir (25,27).

Calismadan elde edilen bulgular; orta siddetli akut hipobarik
hipoksinin genc¢ sican myokard sol venriktltinde oksidatif hasara yol
acabilecegi yontundedir. Akut orta siddetli hipobarik hipoksili sican kalp
kasi sol ventriktiliinde PCO olusumu, kontrol grubununkinden anlaml
dtizeyde ytuksek bulundu. Bu bulgu literatir ile kosutluk géstermektedir.
Hipobarik hipoksi kosullarinda yapilan bir arastirmada, dért hafta stire
ile gtinde bir saat yaptirilan egzersizde sicanlarin quadriseps kasi
kirmizi boélgesinde PCO duzeylerinde artis saptanmistir (23). Diger bir
calismada; radikal hasarinin, 4000-5000 m yukseltide yapilan kisa streli
dustk yogunluktaki egzersizden daha cok hipoksiden kaynaklandigi
belirtilmistir (24). Yine akut sekilde 8500 m yukseltide birakilan 10
haftalik erkek farelerin iskelet kasi mitokondriyal PCO duzeylerinin
kontrol grubuna gore artis gésterdigi saptanmistir (19).

Arastirmada AOPP, hipoksi grubu kalp kasi sol ventriktiliinde
kontrol grubu hayvanlarinkine gére daha ytksek diizeyde saptandi. Her
ne kadar literattirde hipokside, sican miyokard sol ventriktiltinde bir
oksidatif protein hasar parametresi olan AOPP ile ilgili calismaya
rastlanmasa da, hipokside farkli dokularda AOPP parametresi ile ilgili
sinirll sayida calismaya rastlanmistir. Buradaki bulgu, bir calisma ile
benzerlik gostermektedir: insan plazmasinda AOPP dlizeyi belirlenmis
ve normoksik kosullara gore yiksek bulunmustur (22). Buna karsin
Devi ve ark. (10) ise 5700 m ve 6300 m yukseltilerde yaptiklar: calismada,
hipoksi grubunun plazma AOPP duzeyleriyle kontrol grubunda elde
edilenler arasinda fark saptamamislardir. Devi ve calisma grubunun
bulgulan ile burada elde edilen bulgularin benzer yonde sonu¢ vermemesi,
calisma tasarimlar: ve kullanilan doku farkliliklar ile ilgili olabilir.

Hipoksik ortamda protein tiyollerinin oksidasyona ugradigi cesitli
calismalarda gosterilmistir (10,19). Bu calismalardaki soleus kasi1 T-SH
degerlerinin hipoksik ortamda azalmasi, kalp dokusunda burada elde
edilen bulgularla benzesmektedir. Kontrol grubu sol ventriktilinde P-SH
ve T-SH duzeyleri hipoksi grubundakilere gore istatistiksel olarak daha
yuksek bulundu. Farkli calismalarda P-SH ve/veya T-SH degerleri ile
PCO degerleri arasinda ytksek negatif korrelasyon elde edilmistir (7).
Buradaki calismada da gruplarda P-SH ve PCO arasinda yuksek negatif
korrelasyon saptandi. Bulgular hipobarik hipoksi grubunda P-SH ve
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T-SH’nin antioksidan olarak goérev yaptigi ve proteinleri oksitlenmeden
koruyarak PCO olusumunu geciktirebilecegi ya da engelleyebilecegi
yonundedir.

Son derece reaktif olan peroksinitrit, tirozin amino asidiyle tepkimeye
girerek nitrotirozini olusturmaktadir. Nitrotirozin 6énemli bir oksidatif
protein hasar1 belirtecidir. Her ne kadar hipoksik kosullarda NO’nun
azaldigin1 gosteren calismalar varsa da, NO hipoksik kosullara uyum
icin ilk sentezlenen molekullerdendir ve derisimi belli bir dilizeyin
lUzerine ciktiginda ciddi radikal hasarina neden olur (14). Ayrica akut
hipobarik hipokside NO’nun toksik etkilerini gosterme olasiligi kronik
hipoksiye goére daha glcludir. Bu nedenle, calismada nitrotirozin
duizeylerinin belirlenmesi Ozellikle protein hasari acisindan bulgular
daha kuvvetli kilabilirdi. Yine tiyol gruplari redoks duzenlemesinde
"reglilasyonda” etkin rol aldig1 bilinen GSH ve GSSH’nin saptanmasi ve
redoks indeksinin hesaplanmasi, protein hasarina iliskin daha aciklayici
yorum yapilmasini saglayabilirdi.

Sonuc olarak bu calisma; akut orta siddetli hipobarik hipokside
artan kalp kasi sol ventriktil protein karbonil, AOPP ve LHP dtizeyleri;
yukseltide azalan P-SH ve T-SH duizeyleri diizeyleri aracihiginda miyokard
sol ventrikll oksidatif protein ve lipid hasarindaki artisin gdstergeleri
olabileceklerini ortaya koymaktadir.

Tesekkiir: Arastirmanuzin biyokimyasal analizlerinde, gerek deneyimiyle,
gerekse bilgisiyle bizden yardimlarini esirgemeyen Cerrahpasa Tiyp Fakliltesi,
Temel Tip Bilimleri Béliimi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dalt 6gretim tiyesi Dog. Dr.
Ufuk Cakatay’a tesekkiir ederiz.
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