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OZET

Sitidin-5'-difosfatkolin (CDP-kolin) endojen olarak sentezlenen bir
mononikleotiddir. Ayni zamanda, serebral iskemik durumlarda bir ila¢ olarak
kullaniimaktadir. Bu ¢alismada, CDP-kolin’in si¢ganlarda miyokardiyal iskemi-

reperfiizyon hasari gelisimine karsi koruyucu etkileri olup olmadidi arastirildi.

Anestezi altindaki siganlarin sol ana koroner arteri 7 dakika stre ile
baglanarak ve takiben 7 dakika siresince arterdeki bad serbest hale
getirilerek kisa donem iskemi-reperfiizyon olusturuldu. Reperfizyon kaynakli
ventrikiller tagikardi (VT), ventrikiler fibrilasyon (VF), kan basinci
degisiklikleri ve élum oranlan degerlendirildi. Kontrol grubundaki siganiarda
VT, VF ve olum oranlan sirasiyla %85, %62 ve %54 olarak gézlendi.
intravendz (i.v.) yol ile verilen CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg), kan
basincinda kisa sireli bir artisa neden oldu. 250 ve 500 mg/kg dozlarinda
verilen CDP-kolin, VT ve VF insidanslarini azaltirken iskemi-reperflizyona
bagh 6lim{ tamamen engelledi. 250 mg/kg CDP-kolin’e esdeger dozda kolin
(64 mg/kg; i.v.) veya sitidin (111 mg/kg; i.v.), iskemi-reperfliizyona bagh VT
olusumunu blylk oranda azaltirken, VF gelisimini ve 6luma tamamen bloke
etti. Kolin ve sitidin, kan basincini ddgijrdu.

Anestezi altindaki siganlarin sol ana koroner arteri 30 dakika si]re’ile
baglanarak ve takiben 3 saat slresince arterdeki bag serbest hale getirilerek
uzun doénem iskemi-reperflzyon olusturuldu. Iskemi-reperfiizyona bagl
nekroz miktari élguldi. CDP-kolin, 250 mg/kg dozunda, nekroz miktarini ve
nekroz miktarinin risk bdlgesine oranini, kontrol grubuna gore, anlamh olarak
azaltti.

- Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, CDP-kolin’in miyokardiyal iskemi-
reperfiizyon hasarinda kardiyoprotektif etkiye sahip oldugunu géstermektedir.



Kisa dénem iskemi-reperfiizyon hasarinda hem kolin hem de sitidin, CDP-

kolin’in bu koruyucu etkisinde rol oynuyor géziikmektedir.

Anahtar kelimeler: CDP-kolin, kolin, sitidin, miyokardiyal iskemi-

reperflizyon, aritmiler, nekroz miktar




SUMMARY

Cytidine-5’-diphosphocholine (CDP-choline) is an .endogenously
synthesized mononucleotide. It is, also, a drug used for the treatment of
cerebral ischemic situations. In the present study we aimed to determine
whether CDP-choline can have any protective effect against the outcome of
the myocardial ischemia-reperfusion injury in rats.

Short term ischemia-reperfusion was produced in anaesthetized rats
by ligature of the left main coronary artery for 7 min followed by reperfusion
period for the next 7 min. Reperfusion-induced ventricular tachycardia (VT),
ventricular fibrillation (VF), changes in arterial pressure and lethality rate
were evaluated. In control rats, VT, VF and lethality were observed in %85,
%62 and %54 animals, respectively. Intravenous (i.v.) CDP-choline (100, 250
and 500 mg/kg) produced short term increase in blood pressure. At the dose
of 250 and 500 mg/kg, CDP-choline reduced the incidence of VT, VF and
lethality when injected in ischemic period. CDP-choline, at the dose of 250
mg/kg and 500 mg/kg, completely prevented the death. Choline (64 mg/kg;
i.v.) or cytidine (111 mg/kg; i.v.) administration at the dose of equimolar to
250 mg/kg CDP-choline, greatly attenuated the incidence of VT and
abolished the occurence of VF and death. Blood pressure of rats was
decreased in choline or cytidine injected rats.

Long term ischemia-reperfusion was produced in anaesthetized rats
by ligature of the left main coronary artery for 30 min followed by reperfusion
period for the next 3 h. Ischemia-reperfusion induced infarct size was
measured. Compared to the control group, CDP-choline, at the dose of 250
\mg/kg, reduced infarct size induced by ischemia-reperfusion and infarct
size/risk zone. '



Results show that CDP-choline exerts cardioprotective effect in
myocardial ischemia-reperfusion injury. Both choline and cytidine seem to be

involved in CDP-choline’s effect in short term ischemia-reperfusion.

Key words: CDP-choline, choline, cytidine, myocardial ischemia-reperfusion,
arrhythmias, infarct size




GIiRIS ve AMAC

CDP-kolin (Sitidin 5’-difosfat kolin, sitikolin), viicudumuzda endojen
olarak meydana gelen, mononiikleotid yapida bir bilesiktir. Hiicre membran
fosfolipidlerinden, fosfatidilkolin sentezinde bir ara Grin olarak ortaya cikar.
Oral, parenteral veya serebral yolla disaridan verilen CDP-kolin, hucre
membraninda yerlesik fosfodieste’rézlar tarafindan once fosfokolin ve
“si‘tidinmonofosfata, takiben kolin ve sitidine hidroliz edilir (derleme igin bkz 1).
Siganlarda CDP-kolin verilmesi sonrasi dolagsimda kolin ve sitidin
diizeylerinde artis oldugu (2-4), insanlarda ise sitidin yerine Uridin
dizeylerinin arttigi goésterilmistir (5). Bu final metabolitler; hiicrelere alinir,
kan beyin bariyerini geger ve kendilerine ait metabolik yollara girerek CDP-
kolin’in birgok fizyolojik ya da farmakolojik etkilerine aracilik ederler (1).

Laboratuvanmizda oénceki dénemlerde yapilan calismalarda CDP-
kolin'in kardiyovaskuler ve endokrin etkileri oldugu gosteriimistir. Merkezi
veya periferik yolla verilen CDP-kolin kan basincini artirir (3,4) ve basta
ACTH olmak Gzere birgok hipofizer hormonun plazma diizeylerinde artis
yaratir (6-8). CDP-kolin bu etkilerini bilyiik Olgiide beyin kolin dizeylerini
artirarak ve merkezi kolinerjik iletiyi uyérarak gerceklestirmektedir. Merkezi
nikotinik reseptérlerin aktivasyonu da bu etkilerde 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica, cesitli laboratuvarlarda yapilan g¢alismalarda CDP-kolin’in,
fosfatidilkolin sentezinde artig yaratarak (9), kardiyolipin ve sfingomyelin
seviyelerini koruyarak (10), glutatyon sentezini ve glutatyon reduktaz
aktivitesini artirarak (11), fosfolipaz A, aktivitesini (12) ve iskemi kaynakli
hidroksil radikallerinin olusumunu azaltarak (13), Na/K ATPaz aktivitesini
dizelterek (14), prokaspazlarin ve kaspaz-3'Uin ekspresyonunu azaltmasi
araciligi ile antiapoptotik etki gostererek serebral iskemi olusturan gesitli kafa
travmasi modellerinde ve ilgili bazi klinik ¢aligmalarda néron koruyucu etki
yarattigi gésterilmi§tir (15). Bu galismalarda, CDP-kolin tedavisinin 6demi ve
infarkt volimUnt azalttigi, nérolojik defisitlerde dizeltici etki gosterdigi de




rapor ediimigtir. Ancak ginimiize kadar CDP-kolin’in miyokardiyal iskemi ve

reperflizyon modelinde etkileri galigiimamistir.

Ana koroner arterlerin akut olarak tikanmasi sonrasi gelisen
miyokardiyumun iskemik hasari, batih tlkelerde mortalite ve morbiditenin
6nde gelen sebepleri ' arasindadir ve Dinya Saghk Orgiti’nin
aragtirmalarina gére 2020 yilinda tim danyada en sik &lum sebebi olacaktir
(16). Hipoksi ve iskeminin siJrési ve genigligi, kardiyak yaniti ve miyokardiyal
‘d‘isfonksiyonun buyuklagina 'belirler. Ayrica tikali koroner damarin
kendiliginden veya tedavi ile agilmasi sonucu olusan reperfiizyona bagli
olarak, patofizyolojik diizeyde serbest oksijen radikalleri dolasima katilir ve
reperflizyon hasari olarak adlandirilan doku hasarinin olusmasini tetikler
(17). Guntmuze kadar yapilan ¢alismalarda miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasarinin tedavisinde 6nemli gelismeler olmakla birlikte heniiz bu

yaklagimlarin ¢ogu kalici miyokard hasari olusumunu engellemekten uzaktir.

- CDP-kolin ile ilgili olarak yukarida belirtilen bulgular ve ayrica yakin
zamanda yayinlanmig ve asetilkolinin kardiyomyositleri iskemiye karsi
korudugu (18), nikotinik reseptér aktivasyonunun doku ve néron koruyucu
etkiler yarattigi (19) ve melanokortinlerin kan basincini artirarak miyokardiyal
iskemi-reperfuzyon hasarina kargi koruyucu olduklarini gésteren (20)
calismalari da go6z énlnde bulundurarak, ilacin kardiyak iskemi ve
reperfizyon hasarina kargi koruyucu etki sergileyebilecegini dusunduk.
Halen bazi Avrupa ulkeleri ve Japonya'da kafa travmalarinin tedavisinde
klinik kullamimi onaylanmis olan CDP-kolin'in yan etkisinin yok denecek
kadar az ve glvenlik araliginin genis olmasi da, bu incelemeyi cazip hale
getirmektedir.

~ Galismamiz, intravenéz yolla verilen CDP-kolin ve metabolitleri olan
kolin ile sitidinin, kisa sireli iskemi-reperfiizyon calismasinda kardiyak

aritmiler ve yasam sireleri, uzun dénem iskemi-reperfiizyon hasarinda



miyokardiyal nekroz miktari (zerine koruyucu etkileri olup olmadigin
arastirmak Uzere planlanmistir.



GENEL BILGILER

1. CDP-kolin

1.1. CDP-kolin’in Yapisi

CDP-kolin, insan viicudunda dogaly olarak meydana gelen niikleotid
yapisinda endojen bir bilesiktir (Sekilll1). Mblekul a§|rllg| 488,33 g olan CDP-
kolin'in monosodyum tuzu; beyaz, kristalize, oldukga higroskopik ve suda
ylksek ¢ozlnurlige sahip bir m’dlekUIdUr (1). Cesitli Glkelerde 50'den fazla
ticari isim altinda yillardir calisiimaktadir. Sitikolin; bu bilesige, uluslararasi
genel isim (pINN) olarak énerilmis ancak tescil edilmemistir.
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$ekil-1: CDP-kolin’in molekiil yapisi

1.2. CDP-kolin’in Sentezi

CDP-kolin, fosfokolinin 1956 yilinda Kennedy ve Weiss tarafindan
tanimianan ve ‘Kennedy yolagr’ olarak adlandirilan sentez yolunda bir ara
Grdin olarak olugur (21). Kolinden fosfatidilkolin yapimina uzanan bu sentez
uc temel basamaktan meydana gelir (Sekil 2). ilk basamakta; kolin, kolin
kinaz enziminin katalizledigi geri dénusli bir reaksiyonla fosforile edilerek

fosfokoline dontisur. Ikinci basamakta; fosfokolin ile sitidin-5'-trifosfat (CTP),



CTP:fosfokolin sitidil transferaz (CCT) enzimi aracihg: ile geri donGsl bir
reaksiyona girerek CDP-kolin'i olusturur. ikinci basamak ayni zamanda
fosfatidilkolin sentezinde hiz belirleyici basamak olmasi nedeniyle énemlidir.
Uciincti ve son basamakta ise CDP-kolin'in fosfokolin grubunun, CDP-kolin:
1,2-diagilgliserol kolin fosfotransferaz enzimi aracihg ile diagilgliserole
aktariimasi sonucu fosfatidilkolin sentezlenir (22-27). Kennedy yolagi,
fosfatidilkolin sentezindeki tek yol olmamasina karsin, sentez edilen

fosfatidilkolinin bilyilk kismindan sorumlu olan yoldur (1).

Kolin
Kolin kinaz ATP\/ADP
Fosfokolin
CTP-Fosfokolinsitidiltransferaz CTP PP}
~_
CDP-kolin
Kolinfosfotransferaz Diacilgliserol | CMP
Fosfatidilkolin \/ '

Sekil-2: CDP-kolin sentezi




1.3. CDP-kolin’in Metabolizmasi
1.3.1. Endojen CDP-kolin’in Metabolizmasi

CDP-kolin, in vivo kosullarda, hiicre duvarindaki fosfodiesteraziar
tarafindan sitidin monofosfat ve fosfokoline hidroliz edilir. Hidroliz sonucu
meydana gelen sitidin ve kolin hicre igine alinirlar. Hicre icinde sitidin,
nilkleik asit ve protein yapisina katilirken, kolin, betain ve metiyoninin
yapisina katihr. Kolin, ayrica, kolinasetiltransferaz enzimi araciligi ile

~asetilasyon yolagina girerek asetilkolin sentezinde de kullanilir. Sitidin ve
kolin, hicre iginde CDP-kolin’in yeniden sentezlenmesini de saglarlar (Sekil
3).

CDP-KOLIN
‘ hidroliz |
Sitidin monofosfat Fosfokolin
SITiDIN KOLIN — Asetilkolin
Nikleik asitler CTP Fosfokolin Betain
CDP-KOLIN Metiyonin
Fosfatidilkolin Proteinler

Sekil-3: CDP-kolin’in metabolizmasi. Kisaltma: CTP: sitidintrifosfat.




1.3.2. Disaridan Verilen CDP-kolin’in Metabolizmasi

CDP-kolin, oral yolla verildiginde, molekil yapisindan dolayi emilim
oncesi ya da emilim esnasinda pargalanarak hizla kolin ve sitidine dénusur
(1,28). CDP-kolin’in periferik dokulardaki dagiimini incelemek igin yapilan
calismalarda; radyoaktif olarak isaretlenmis CDP-kolin'in oral yolla
verilmesinden otuz dakika sonra midedeki radyoaktivitenin biyiik oranda
CDP-kolin’e, bagirsaklardaki radyoaktivitenin ise kolin ve sitidin
fraksiyonlarina ait oldugu ve bu fraksiyonlarin birkag saat icinde
baglrsaklardan emilebildigi tespif edilmistir (29). Oral yolla verilen CDP-
kolin'in biyoyararlaniminin neredeyse tama yakin (%95) oldugu gésterilmistir
(25). Ayrica oral ya da intravenéz yolla verilen CDP-kolin’in hizla metabolize
edildigi de gosterilmistir (28). Insanlarda yapilan bir galismada da; "C isaretli
CDP-kolin'in 300 mg'lik tek dozunun oral verilmesini takiben toplanan
gaitada, verilen CDP-kolin dozunun %1'inden daha azinin tespit ediimesi
CDP-kolin'in gastrointestinal sistemden emiliminin tama yakin oldugunu
ortaya koymaktadir (30).

Yapilan galismalarda CDP-kolin'in oral yolla uygulanmasini takiben,
siganlarda plazma kolin ve sitidin dizeylerinin arttigi gosterilirken (2,28,31),
insanlarda ise plazma kolin ve ridin dizeylerinin arttig teépit edilmistir (5).
Ayrica intravendz yol ile verilen CDP-kolin'in plazma kolih seviyelerini

artirdigi da gosterilmistir (4).

Blylk ve polar bir molekil olan CDP-kolin, periferik olarak
uygulandiinda ancak kiigiik bir miktari kan-beyin bariyerini gegerek beyine
ulasir (32). Molekilin bir butin olarak beyine gegisini artirmak amaciyla
lipozomlara entegre edilmis formlari test edilmis ve bu formlarin sigan iskemi
modellerinde lipozomlar kullaniimadan verilen CDP-kolin’e gére yasam
sUresihi anlamli sekilde artirdigi (32,33) ve iskemi sonrasi reperfiizyonla
birlikte yavag gelisen ilerleyici iskemik hasarla karakterize ‘matiirasyon
fenomeni'ni azalthig1 gosterilmistir (34). Intraserebroventrikiiler yolla verilen




CDP-kolin’in beyinde, lateral serebral ventrikil ve hipotalamusda, kolin

seviyelerini ylikselttigi tespit edilmistir (3).

2. CDP-kolin’in Metabolitleri

2.1 Kolin

Molekil agirligi 105 g olan hidrofilik bir molektldar (Sekil 4). Kolin,
kolinerjik norotransmiter asetilkolinin 6n maddesi olmasinin yani sira tim
hiicre membranlarinda fosfatidilkolin ve sfingomyelinin polar subunitini
olusturur.

CHg
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Sekil-4: Kolin’in molekiil yapisi

Vicudun ihtiyaci olan kolin, gerek diyetle alinan kolinden gerek
fosfatidilkolinden sentezlenen kolinden elde edilir. Fosfatidilkolinden olan
sentez, baslica karaciger ve bdbrekte olurken, ¢ok sinirli bir sekilde beyin
noronlarinda da olabilir (35,36). Sentezlenen kolin énce dolagima sonra da
dokulara dagilir. Kan-beyin bariyerini kolayca ve hizli bir sekilde gecerek
beyin hicrelerine ulagir. Bu gegis, kapiller endotel igerisinde yerlesik olan
koline spesifik bir tasiyici sistem araciligi ile olur. Bu tasiyici sistem, normal
kosullarda, plazmadaki kolin ile doyurulmamigtir. Metabolik enerjiye ihtiyag
duyméyan bu sistem bir konsantrasyon gradienti (yokusu) de olusturmaz. Bu
nedenle, plazma kolin konsantrasyonu disaridan kolin verilerek artirimadik¢a
kolin akisinin yoénii beyinden kana dogrudur (35). Dolagimdaki kolin
konsantrasyonu artirilirsa beyindeki kolin konsantrasyonu da artar (37,38).




Kolinin hiicre igine alinmasi asetilkolin sentezinde hiz kisitlayici basamag:
olusturur (39,40). Beyin dokusunda hiicre disi aralikta olan kolinin hiicre
membranini gegerek néron icerisine alimi ise iki farkli transport sistemi ile
gerceklestirilir: |

1) Yiksek afiniteli transport sistemi: Sodyum bagimli olup presinaptik
kolinerjik néronun terminallerinde . bulunur. Sinaptik aralikta yikilan
asetilkolinden agiga c¢ikan kolin baslica bu sistem ile néron igerisine alinir. Bu
yolla alinan kolin asetilkolin sentezi igin gerekli olan kolinin dnemli bir kismini
olusturur (41). Bu sistem igin K, degeri 10 uM'dan kuguktur (42) ve normal
beyin konsantrasyonlarinda (50 uM) doyurulmus durumdadir. Kolinin
kolinerjik néronlara yilksek afiniteli transport sistemi ile alinmas spesifik
olarak hemikolinyum-3 ile bloke edilir (41).

2) Digtik afiniteli transport sistemi: Sodyum bagimli olmayan,
doyurulabilir ve kolin igin Ky, degeri.30 — 100 MM arasinda olan bir sistemdir
(42). Bu sistem normal beyin konsantrasyonlarinda (50 pM) doyurulmamisg
durumdadir. Yiksek afiniteli tran‘sport sisteminin aksine insan dokularinda
yaygin olarak bulunur. Enterositler, hepatositler, plasental doku, mitokondri
ve sinaptozomlarda karakterize edilmigtir (43). Bu sistem esas olarak
fosfatidilkolin ve diger fosfolipidier icin gerekli olan kolin destegini saglar (43).

Organizmada herhangi bir sebebe bagli olarak kolin eksikligi ortaya
cikarsa, fosfatidilkolin bagta olmak tizere membran fosfolipidieri yikima
ugratilarak kolin kaynagi olusturulmaya caligilir. Sigan striatal dilimleri
disaridan surekli sekilde elektriksel olarak uyarildiginda, asetilkolin sentez ve
saliverilmesi igin fosfatidilkolin ve diger membran fosfolipidlerinin azaldig,
ortama kolin eklendiginde bu azalmanin &nlendigi gosterilmistir (44). Kolin
eksikliéinin, membranda fosfatidilkolin ve sfingomyelin kaybina, seramid ve
diagilgliserol birikimine yol agtigi ayrica kaspaz aktivasyonu ile apoptozisi
indukledigi ortaya konmustur (45,46).




Kolin, bir ndrotransmiter olan asetilkolinin hem 6n maddesi hem de
yikim Qraniddr. Kolin ve asetii CoA, kolinasetiltransferaz enziminin
katalizledigi geri dénusli bir reaksiyonla birleserek asetilkolini olusturur.
Kolinin normal kosullarda sigan beynindeki konsantrasyonlari (50 |JM), genel
olarak enzimi doyurmak igin gerekli konsantrasyonun (Km:400 M) altinda
kalir. Bu nedenle beyin kolin seviyelerini artiran tedaviler asetilkolin sentezini
de artirabilir. Nitekim yapilan calismalarda, dolasimdaki kolin diizeylerini
artiran tedavilerin beyinde kolin ~duzeylerini (4,37,38,47-49) ve asetilkolin
séntezini (38,47,50) artirdigi ortaya konmustur. Ayrica bu tedavilerin
asetilkolin saliverilmesini (48,50-54) de artirdii gosterilmigtir. Sonugta
kolinerjik iletide artis (51,55) ve buna uyan ‘fonksiyon degisiklikleri olur
(3,4,6-8,56-59). |

2.2. Sitidin ve Uridin

Nukleotidler; niikleik asitlerin yapi ta§llar|, enerji metabolizmasinda
kritik elemanlar, biyosentez igin aktive metabolitlerin (ntkleozid difosfat
sekerlerin)  tagiyicilan,  koenzimlerin  yapisal kisimlar,  metabolik
duzenleyiciler ve sinyal molekilleri olarak gérev yaparlar.

Nukleotyidl_er, nlkleozidlere fosfat grubu eklenmesi ile olusurlar.
Nukleozidler, bes karbonlu bir seker ile pirin veya pirimidin bazlarindan
birinin birlegiminden olusur. Purin bazlari, adenin ve guanin; pirimidin bazlar,
ise sitozin, timin ve urasildir. E§er bes karbonlu seker deoksiriboz ise niikleik
asit DNA'dir, riboz ise RNA'drr.

Nukleotidlerin sentezi igin iki yolak tarif edilmistir:
1) De Novo yolak: De Novo yolak lizerinden pirinlerin sentezi; glisin,

glutamin, aspartat, tetrahidrofolat ve karbondioksit gibi prekiirsérierin pirin

halkasina katiimini igerir. Organizmalarin gogu niikleotidleri, disuk molekil
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Sekil-5: Sitidin’in molekdil yapisi

agirlikh  prekursérlerinden, bu yolak Uzerinden sentezler. Piirinler,
fosforibozilpirofosfatln fosforibozilamine déniistimii ve pirin halkasinin amino
grubunun  {izerine eklenmesi ile nukleotid seviyesinde sentezlenir.
Fosforibozilpirofosfattan baslayan reaksiyonlar sonucunda inozin monofosfat
olusur. inozin monofosfat, tam olarak olusan ilk purin niikleotididir ve ‘adenin
ile guanin niikleotid biyosentezleri arasinda bir dallanma noktasidir. Inozin
monofosfat, iki ayri yola girerek adenozin monofosfat (AMP) ve guanozin
monofosfati (GMP) olusturur. Pirimidin sentezi ise karbamoil fosfat olusumu
ile baslar. ilk reaksiyon karbamoil fosfat ve aspartattan karbamoil aspartat
olusumudur ve bu basamak pirimidin sentezine OzgUdur. Pirimidin yolaginda,

plrin yolagindan farkli olarak, dallanma goriimez.
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2) Kurtarma (Salvage) yolaklar. Pirin ve pirimidin  bazlarinin
kurtariimasi ya da yeniden kullanimi, nikleik asit yikimi ile ortaya cikan
moleklleri igerir. Yikim, hiicre igi olabilir, hiicre 6lumuniin sonucu olabilir ya
da hayvanlarda, diyetle alinan nikleik asitlerin sindiriimesi sonu‘cu olabilir.
Bazlar ya da nukleotidler kurtarma yolaklar (zerinden nukleik asit sentezi
icin tekrar kullanilamazsa; purin bazlan Urik asite, pirimidin bazlan beta-
Ureidopropionata yikilir.

Sekil-6: Uridin’in molekdil yapisi

Sitidin (Sekil 5) ve tridin ($ekil 6), CDP-kolin sentezi icin dnemli iki
nlkleoziddir. Sitidin, CDP-kolin'in hem yikim (rinlerinden biri hem de
sentezine katilan bir 6n maddedir. Sitidinin, ayrica, membran fosfatidilkolinine
kolin eklenmesini artirarak membran fosfolipid sentezini artirdigi hiicre
kllturlerinde ve sigan beyin dilimlerinde gésterilmistir (60,61). Son
zamanlarda yapilan calismalarda uridinin de, sitidin trifosfata dontserek,
CDP-kolin sentezine katilabildigi ve dolayli yoldan membran fosfolipid
sentezine katkida bulunabilecegi iddia edilmistir (5,62).
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3. CDP-kolin’in Etkileri

3.1. CDP-kolin’in Asetilkolin Sentezi ve Kolinerjik ileti Uzerine
Etkileri

CDP-kolin, disaridan verildiginde (28,30,31) plazma kolin duzeylerinde
artigsa neden olur (31,63). Kolinin beyine téglnmasmda rol oynayan transport
sistemleri, normal kosullar altinda doyurulmamis oldugundan, dolasimdaki
kolin konsantrasyonu artisi beyin kolin dizeylerinde de artisa yol acar
‘(37,38).VNitekim intravendz yolla. uygulanan CDP-kolin’in plazma ve beyin
kolin duzeylerini artirdiyl gosterilmistir (4). intraserebroventrikiler yolla
uygulanan CDP-kolinin  beyin kolin diizeylerinde de artis vyarattig
bilinmektedir (3). Beyin kolin dizeylerindeki artis, asetilkolin sentezinde (37)
ve saliveriimesinde (44) artisa yol acar. intraperitonyeal olarak enjekte edilen
CDP-kolin sonrasi hipokampal asetilkolin duzeylerinde artis oldugu rapor
edilmistir (64). Belirtilen bu artiglar sonucu, kolinerjik iletide giiclenme ve
buna uyan fonksiyon degisiklikleri ortaya glkaf (3,4,6-8,56-59).

'3.2. CDP-kolin’in Membran Fosfolipidleri Uzerine Olan Etkileri

CDP-kolin, fosfatidilkolin sentezinde bir ara Urln olarak ortaya cikar.
Disaridan verildiginde sitidin ve kolin dizeylerinde yaratti§i artislar
araciligiyla beyinde fosfatidilkolin, fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin
diuzeylerinde artisga neden oldugu gésterilmistir (2). CDP-kolin’in ayrica
fosfolipaz A, enziminin aktivitesini azaltarak (65) fosfatidilkolin yikimini
azaltmasi aracihidiyla da membran yapisini korudugu diistiniilimektedir.

Serebral iskemi olusturuimus siganlara ~uygulanan  CDP-kolin
tedavisinin iskemik hasara bagl kardiyolipin ve sfingomyelin kayiplarini
tamamen, fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin kaybini ise kismen diizelttigi
bilinmektedir (13).

3.3. CDP-kolin’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Olan Etkileri

Beyindeki kolinerjik aktivitenin artigi hem normal kogullarda (56,66)
hem de hipotansif kosullarda (67-69) kan basinci artigl Uzerine etkilidir.
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Merkezi veya periferik olarak uygulanan CDP-kolin’in, beyin kolin seviyelerini
ve kolinerjik norotransmisyonu artirarak ve merkezi nikotinik reseptérleri
aktive ederek, normal kosullarda kan basincini artirdi§i ve hemorajik sok
olusturulmus hayvanlardaki hipotansiyonu dizelttigi gc")sterilmiStir (3,4). Bu
etkiye dolagimdaki adrenalin ve vazopresin duzeylerindeki artis aracilik
etmektedir.

Kardiyojenik sok ve hembrajik sokta en 6nemli 6lum sebeplerinden biri
mezenterik vazospazma bagh mezenter iskemisidir ve bu vazospazm renin-
anjiotensin sisteminin aktivasyonu sonucu olmaktadir (70). CDP-kolin’in
plazma renin aktivitesini degistirmeden hipotansiyonu diizeltmesi hipovolemik
sokta bir avantaj olusturmaktadir. Nitekim CDP-kolin'in, hemorajik sok
olusturulmus anestezi altindaki hayvanlarda, siperior mezenterik arter ve
renal arter kan akimini artirdii ve bu hayvanlarda survival oranlarini
yukselttigi gésterilmistir (71).

3.4. CDP-kolin’in Endokrin Sistem Uzerine Olan Etkileri

Gerek insanlarda gerekse hayvanlar Uzerinde vyapilan gesitli
calismalarda CDP-kolin'in endokrin sistem (zerine etkileri oldugu
kanltlanm|§t1r. Intravendz inflizyon yolu ile uygulanan CDP-koIin, insanlarda
serum buyime hormonu (GH) seviyelerini artirrken serum prolaktin (PRL)
seviyelerini ise azaltmistir (72). Yine insanlarda yapilan bir diger calismada,
impotansi olan erkeklere oral yolla CDP-kolin verildiginde plazma testesteron
seviyeleri anlamli olarak artarken folikiil uyarici hormon (FSH) seviyelerinde
azalma saptanmis, luteinizan hormon (LH) ve prolaktin seviyelerinde ise bir

degisiklik gbzlenmemistir (73).

Laboratuvarimizda yapilan galigmalarda intraserebroventrikiler yolla
verileh CDP-kolin'in normal kosullarda plazma vazopresin ve ACTH
duzeylerini artirdigl, uyariimis kosullarda ise tiroid uyarici hormon (TSH),
luteinizan hormon ve blylime hormonu diizeylerinde ek artiglar yarathig
rapor edilmistir (7,8).
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3.5. CDP-kolin’in Serebral iskemideki Etkileri

CDP-kolin, cesitli serebral iskemi modellerinde ve buna uyan klinik
durumlarda kullaniidiinda 6dem ve infarkt miktarini azaltici, nérolojik
defisitleri geri dondirich etki gosterdigi kanitlanmis bir ilagtlr (74-77).
Ginumuzde bazi Avrupa Ulkeleri ve Japonya'da CDP-kolin'in kafa
travmalarinda klinik kullanimi onaylanmigtir. -CDP-kolin’in iskemik kosullarda
koruyucu ve yararl etkilerini baglica; i) membran lipidlerinden fosfatidilkolin
sentezini artirarak, i) fosfolipaz A, aktivitesini azaltmasi araciligi ile membran
lipidlerinin yikimini engelleyerek ve dolayisiyla serbest yagd asidi ve serbest
radikal olusumunu azaltarak, iii) kardiyolipin ve sfingomyelin seviyelerini
koruyarak (10), iv) glutatyon diizeylerini ve rediiktaz aktivitesini artirarak (11),
v) Na/K ATPaz pompasinin aktivitesini dizelterek (14), vi) prokaspazlarin ve
kaspaz-3'iin ekspresyonunu azaltarak ortaya koydugu disiiniimektedir.

4. Miyokardiyal iskemi-Reperfiizyon Hasari

Miyokarda kan saglayan damarlarin, pithti gibi mekanik bir nedenle
tikanmas! sonucu dokunun beslenmesinin bozulmasina iskemi, doku
kanlanmasinin ilaglarla ya da mekanik midahale ile yeniden sagdlanmasina
ise reperfiizyon denir.

iskemi, birgok hiicresel fonksiyonu durdurarak hiicre élimine yol
acar. Normal kosullar altinda miyokardiyal enerji ihtiyacinin %95'’i oksidatif
fosforilasyon tarafindan uretilen enerji ile karsilanir. iskemik kosullarda
oksidatif fosforilasyon icin gerekli oksijen sadlanamadigindan mitokondriyal
ATP Uretimi bozulur ve hiicrenin yagsamsal fonksiyonlan igin gerekli enerijiyi
saglayan kreatin fosfat ve ATP gibi yliksek enerijili fosfatlarin diizeyi azalir.
Hiicrenin yasamini sirdiirebilmesi icin anaerobik solunum ve glikojenoliz ile
enerji tretilmeye caligilir. Ancak bu da laktat ve hidrojen iyonlarinin birikimi
nedeniyle hiicre i¢i asidoza ve ona eslik eden inorganik fosfat artisina yol
acar. Son olarak biriken laktat ve protonlar glikoliz ve anaerobik solunumun
da durmasina neden olur (78).
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Enerji bagimh transmembranal kontrol (ATP bagimli iyon kanallari)

bozuldudundan hticre i¢i potasyum ve magnezyum iyonlar huicre disina
¢ikar, hicre digi sodyum ve kalsiyum iyonlari hl'.icre icine girer ve hiicre
icinde birikir (79). Ayni zamanda mitokondride de kalsiyum birikimi olur (80).
Hucre iginde kalsiyum arttigi icin fosfolipaz A, fosfolipaz C (81) ve
endontkleazlar (82) gibi kalsiyuma bagimh olarak calisan enzimierin
aktivitesi artar. Fosfolipaz A,, membran fosfolipidlerini hidrolize ederek
serbest yag asitlerine ve IizofOSfoIipidlere yikar. Membran fosfolipidlerinin
kaybi ile membran hasar olugur (83). Elektrolitlerin bu sekilde vyer
degdistirmesi osmotik degisikliklere ve sonucta hiicresel 6deme neden olur.
Proteinlerin yikimi ve sentezi durur.

Hucresel iskemi, ayni zamanda, glutatyon ve siiperoksit dismutaz gibi
proteinlerin ve lipidlerin oksidatif strese karsi korunmasinda &nemli rol
oynayan enzimlerin seviyelerinde de bir dustkliige neden olur. iskemi-
reperflizyon hasari esnasinda serbest oksijen radikallerinin asiri miktarda
olustugu ve bu radikallerin yapisal proteinler, nukleik asitler ve membran
lipidlerine saldirarak membran hasarina yol agtigi bilinmektedir (84). Bir sire
sonra mitokondri ve sarkoplazmik retikulumda da 6dem gelisir. Iskemi devam
ederse kontraksiyon bantlarinda nekroz, Z bantlarinda bozulma ve
miyofibrillerde yikim gelisir. Iskemi ayni zamanda spesifik mitokondrial DNA
hasarina da yol agar. Tum bu degisiklikler neticesinde hucre 6limu ve nekroz
ortaya glkar.

Hucrelerin yasamlarini stirdurebilmeleri igin iskemik boélgenin yeniden
kanlanmasi (reperfiizyon) sarttir. Ancak reperfiizyonun kendisi de, iskemik
dénem sonunda hala yasama potansiyelleri olan hlcrelerde hasara neden
olabilir ki bu hasara ‘reperfiizyon hasar’ denir (85,86). Bu ylizden Braunwald
ve Kloner miyokardiyal reperfiizyon icin ‘iki tarafi keskin kihg’ tanimini
yapmislardir (87). Reperflzyon hasarinin mekanizmas! heniiz tam olarak
aciklanamamigtir (88). Giiniimiizde hasar mekanizmasinda rol oynadig
dusUnulen nedenler altta siralanmigtir:
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1) Serbest oksijen radikalleri (stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali): Reperflizyon déneminde hem serbest radikalleﬁn asirt
saliveriimesi hem de antioksidan savunma mekanizmalarinin zayiflamasi
miyokard1 kolayca hasarlanabilir hale getirir. Reperfiizyon déneminin ik
dakikalarinda serbest oksijen radikalleri diizeylerinin yiiksek bulunmasi ve
antioksidan tedavilerin hayvanlarda reperfiizyon hasarina karsi koruyucu
oldugunun gésterilmesi serbest oksijen radikallerinin reperfizyon esnasinda
gelisen miyokard hasarinda énemli bir roli oldugunu ortaya koymaktadir
(17).

2) Asin kalsiyum yiuklenmesi: Hicre i¢i kalsiyum homeostazisindeki
degigiklikler reperfiuzyon hasart gelisiminde 6nemli bir rol oynar.
Reperfiizyonun erken déneminde mitokondriye asin kalsiyum girisi oldugu
bilinmektedir (89). Hucre iginde asin kalsiyum birikimi, iskemide oldugu gibi,
fosfolipaz A, fosfolipaz C ve endonikleazlar gibi kalsiyuma bagiml olarak
calisan enzimlerin aktivitesini artirir. Fosfolipaz A,, membran fosfolipidierini
- hidrolize ederek serbest yag asitlerine ve lizofosfolipidlere yikar ve bunun
sonucunda membran fosfolipidlerinin kaybi ile membran hasari olusur. Ayrica
kalbin kasilma fonksiyonunu devam ettirebilmesi igin gerekli ritmik vurular
kalsiyuma ihtiya¢ duyar. Kalsiyum depolarindaki degisiklikler aritmilerin
gelismesine ve kalp yetmezligine neden olabilir (90).

3) Renin-anjiotensin aracili hasar: Son vyillarda renin-anjiotensin
sisteminin iskemi-reperfiizyona bagli miyokard hasarinda rol oynadigina dair
kanitlar bulunmustur (88). Renin-anjiotensin sisteminin en énemli Uriini olan
anjiotensin-Il, miyositlerde ve diz kas hicrelerinde hiicre igi kalsiyum
dizeylerini artirarak diyastolik fonksiyonda zayiflamaya ve koroner
vazokonstriksiyona yol agar. Sonug¢ olarak patofizyolojik kosullarda
anjiotensin-|| kardiyotoksik etkilidir ve miyosit nekrozuna neden olur (88).
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4) Notrofil aracili hasar: Reperfiizyon saglanmasindan hemen sonra,
hasarlanmis miyokard bdlgesinde, nétrofil aktivasyonu ve birikimi gorulir.
Notrofiller, reperflizyon hasar gelisiminde 6nemli yer tutarlar. Gunka risk
altinda olan miyokard bélgesinde, oksijen radikallerini, proteazlari ve pro-
inflamatuar ajanlan artirarak nétrofil infiltrasyonunun daha yiiksek duzeylere
¢ikmasina ve miyosit hasarina neden olurlar (88).

» 5) Trombosit aracii hasar: iskemi-reperfiizyon, trombosit
aktivasyonunu artinr  ve bu artig miyokard hasarini siddetlendirir.
Tromboksan A; ve serotonin gibi trombosit triinleri mikrovask(ler konjesyon
artigina, trombozise ve koroner kan akiminin yavaslamasina neden olarak
damarlardaki spazmin siddetienmesine neden olabilir (88).

6) Kompleman sistemi: iskemi-reperfiizyon esnasinda kompleman
sistemi de aktive olur. Kompleman faktorler, hiicre gegirgenligini ve histamin
ile trombosit aktive edici faktor saliverilmesini artirarak direkt hiicre hasarina
neden olurlar. Ek olarak, kompleman faktérler, &zellikle C5a, nétrofil
adheransi ve siiperoksit Uretimi igin' potansiyel uyaranlardir (88).

Miyokardiyal iskemi-reperflizyon, birbirinden ¢ok farkli iki temel
mekanizma ile hiicresel hasara neden olarak hicrelerin dlimiine sebep olur:
nekroz ve apoptozis (91). Uzun zaman boyunca miyokardiyal infarktiisdeki
hucre 6luminin yalnizca nekroza bagl oldugu disuntlmustir. Ancak son
zamanlarda yapilan galigmalar, bu hasarda apoptotik hiicre sluminin de
6nemili rol oynadigini ortaya koymaktadir (92,93).

Apoptozis yani programlanmis hiicre 8limil, yasam siresince aktif
olan, hasarlanmis ya da normal ancak ihtiya¢ duyulmayan hiicrelerin ortadan
kaldmlrﬁas: icin genetik olarak kodlanmig, bir mekanizmadir (94). Genel
olarak kabul edilen gériige gore apoptozis, 6lim reseptérieri bagiml ya da
bagimsiz sinyal ileti mekanizmalarinin harekete gegmeleri sonucu olusur.

Pro-apoptotik ligandlarin, reseptérlerine baglanmalan sonucu dizenleyici
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proteinlerde (Bcl-2) bir bozulma ve sitozolik proteazlarda (kaspazlar)

aktivasyon meydana gelir. Reseptér bagimsiz yolakta ise mitokondri
disfonksiyonu sonucu sitokrom C ve prokaspaz-9 saliverilmesi uyarilir. Her iki
mekanizma da apoptozisi baglatarak hicre élimiine neden olur (95). Bircok
calismada iskemi-reperflizyona bagli miyokard hasarinda mitokondrial
disfonksiyon ve kaspaz aktivasyonunun rolil oldugu gésterilmistir (96,97).
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GEREG VE YONTEM

Genel

Caligmada, Uludag Universitesi Deney Hayvanlan Yetistirme ve
Aragtirma Merkezi'nden saglanan 250-300 g agirhiginda Wistar tirii erkek
siganlar kullanildi.  Siganlar, sicakhlgi 20-24 C° olan ve 12 saat
aydinlik/karanlik igiklandirma déng/i]sii bulunan bir odada, yem ve su alimiari
serbest olacak sekilde, 4-6 kadari bir kafeste bakildilar.

Calsmadaki tim cerrahi ve deneysel islemler, Uludag Universitesi
Hayvan Bakimi ve Kullanimi Etik Komitesi tarafindan onaylanmistir.

~ Cerrahi iglemler
Siganlar periton icine verilen Urethan (1".25 g/kg) ile anestezi altina
alindiktan sonra sol juguler ven (ilag enjeksiyonu icin) ve sol karotid arter
(kan basincr élgimi igin) igleri heparinli tuzlu su (250 1U/ml) dolu olan PE 50
kateter ile kanile edildi. Takiben elektrokardiyografi (EKG) kaydi icin deri
altina EKG elektrotlari ve viicut sicakligini dlgmek icin rektuma sicaklik probu
yerlestirildi.

Trakea kanulasyonu da yapildiktan sonra sol 4. ve 5. kaburgalar
arasindan toraks boslugu acildi ve hayvan hemen suni solunum pompasina
(SAR-830 Kuglik Hayvan Ventilatéri, PA, A.B.D.) baglanarak pCO;, pO, ve
pH'1 normal dizeylerde tutacak sekilde pozitif basingli suni solunum (1.5
mi/100g hacim ve 70 kez/dakika hiz ile) uygulanmaya baslandi. Kalp,
perikardiyum siyrildiktan sonra, kaburgalara yapilan hafif bir basingla gégus
kafesinden digar dogru gekilerek sol ana koroner arterin altindan 10 mm’lik
atravmatik yuvarlak igne ile 6/0 ipek iplik gegirildi ve kalp gégiis kafesi icine
geri yerlestirildi,
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Verilerin Kaydedilmesi ve iskemi-Reperfiizyon Prosediirii

Hazirlik stresince ve deney boyunca EKG, kan basinct, kalp hizi ve
vilcut sicakligi verileri kaydedildi. EKG; EKG modulunin (ECG 100C), kan
basinct ve kalp hizi; volumetrik }basmg transduserinin (BPT 300), vicut
sicakhgi; sicakik modulunin (SKT 100C) genel amagh transduser
yukselticisine (DA100B, Commat Ltd., Ankara, Turkiye) baglanmasiyla ve
MP1OO sistem, AcqKnowledge yazilimi (BIOPAC Systems Inc., CA, A.B.D.)
kullanilarak bir bilgisayara kaydedildi.

Kisa Dénem Iskemi-Reperfiizyon Modeli: Kalp, gégus kafesi igine geri
yerlestiriidikten sonra 20 dakika stabilizasyon igin beklendi. Okllzyon
éncesinde kan basinci 60 mm Hg'nin altina diisen hayvanlar deney disinda
birakildi. 20 dakikalik stabilizasyon periyodu sonunda damarin altindan
gecirilmig olan ipligin her iki ucu bir plastik boru iginden gegirildi ve bir kiemp
yardimiyla sikistirlarak damarin kapatllmasf ﬁ(okleyon) saglandi. Yedi
dakikalik iskemi stiresi tamamlandidinda klemp agilarak tip icinden gegen ip
gevsetildiy ve reperfilizyon saglandi. Reperfiizyon siiresi de yedi dakika olarak
- uyguland (Sekil 1). |

llag uygulamasi

l

STABILIZASYON ISKEMI REPERFUZYON

20 dakika 7 dakika 7 dakika
Sekil-1: Kisa dénem iskemi-reperfiizyon deney semasi.
Birinci seri ¢alismada, CDP-kolin’in miyokardiyal iskemi-reperflizyon
hasar Uzerine olan doz-yanit etkisi arastirildi. Cerrahi islemlerin bitiminden

sonra stabilizasyon igin 20 dakika beklendi. Stabilizasyon stresinin

bitiminden sonra hayvanlarin kontrol kan basinci, kalp hizi ve EKG'si
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kaydedildi. Kontrol degérlerin alinmasini takiben sol ana koroner arter
kapatilarak iskemi-reperflizyon prosediriine basland:. iskemi siiresinin
ortasinda (okliizyonun 3,5. dakikasinda) intravendz. yol ile degisik dozlarda
CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg) ya da tuzlu su hayvanlara vérildi. Deney
sonunda, yapilan kayitlardan ventrikiler té§ikardi (VT) slresi ve insidansi,
ventrikuler fibrilasyon (VF) insidansi ve 6lum oranlari dederlendirildi. VT ve
VF degerlendirmeleri Lambeth Konvansiyonu'nda (98) onerilen diagnostik
kriterlere uygun olarak yapildi. Hayvanlar deney boyunca viicut sicakliklari
37 + 0.2 C° olacak sekilde isitici bir platform Gizerinde tutuldular.

Ikinci seri caligmada, CDP-kolin’in hidroliz trdnleri olan sitidin ve
kolinin miyokardiyal iskemi-reperfizyon hasarindaki etkileri arastirildi. Bu
amagla cerrahi iglemlerin bitiminden sonra stabilizasyon igin 20 dakika
beklendi. Stabilizasyon siiresinin bitiminden sonra hayvanlarin kontrol kan
basinci, kalp hizi ve EKG’si kaydedildi. Kontrol degerlerin alinmasini takiben
sol ana koroner arter kapatilarak iskemi-reperflizyon prosediriine baslandi.
Iskemi slresinin ortasinda (okli]zyonun’ 3,5. dakikasinda) intraven6z yol ile
CDP-kolin'in 250 mg/kg dozu ile esdeger molar dozda kolin (64 mg/kg),
sitidin (111 mg/kg) ya da tuzlu su hayvanlara verildi. Deney sonunda, yapilan
kayitlardan VT siiresi ve insidansi, VF insidansi ve 6lim oranlar
degerlendirildi. VT ve VF degerlendirmeleri Lambeth Konvansiyonu’'nda (98)
dnerilen diagnostik kriterlere uygun olarak yapildi. Hayvanlar deney boyunca,
vicut sicakliklari 37 + 0.2 C° olacak sekilde, isitici bir platform tzerinde
tutuldular.

Uzun Dénem Iskemi-Reperfiizyon Modeli: Kalp, gogus kafesi igine geri
yerlestirildikten sonra 20 dakika stabilizasyon igin beklendi. Okitizyon
oncesinde kan basinct 60 mm Hg'nin altina digen hayvanlar deney diginda
blraklldl. 20 dakikalik stabilizasyon periyodu sonunda damarin altindan
gegirilmis olan ipligin her iki ucu bir plastik boru iginden gegirildi ve bir klemp
yardimiyla sikigtirilarak damarin oklizyonu saglandi. Otuz dakikalik iskemi
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stresi tamamlandiginda klemp agilarak tup iginden gegen ip gevsetildi ve
reperflizyon saglandi. Reperfiizyon siiresi (i¢ saat olarak uygulandi (Sekil 2).

llag uygulamasi

l

STABILIZASYON ISKEMI REPERFUZYON

20 dakika 30 dakika 3 saat

Sekil-2: Uzun dénem iskemi-reperfiizyon deney semasi.

Uzun dénem iskemi-reperfuzyon calismasinda, CDP-kolin'in iskemi-
reperflizyon sonucu gelisen miyokardiyal nekroz (zerine olan etkisi
arastirildi. Cerrahi islemlerin bitiminden sonra stabilizasyon icin 20 dakika
beklendi. Stabilizasyon siiresinin bitiminden sonra hayvanlarin kontrol kan
| basinci, kalp hizi ve EKG'si kaydedildi. Hayvanlar deney siresince viicut
sicakliklari 37 + 0.2 C° olacak sekilde isitici bir platform Uzerinde tutuldular.
Bu seride, iskemi ya da reperflizyon esnasinda ventrikiiler fibrilasyon gelisen
sicanlar (kontrol grubunda iki, tedavi grubunda bir sigan) degerlendiriime disgi
birakildilar.

Kontrol degerlerin alinmasini takiben sol ana koroner arter kapatilarak
iskemi-reperflzyon prosediriine baslandi. iskemi siresinin  ortasinda
(okltzyonun 15. dakikasinda) intravenéz yol ile CDP-kolin (250 mg/kg) ya da
tuzlu su (1 mi/kg) hayvanlara verildi. Deney sonunda, kalpler hizlica
yerlerinden cikartilarak Langendorf diizenegine asildi ve arterlerin icinde
kalén kanin uzaklastinimas: igin, aortaya yerlestirilen bir kanl vasitasiyla,
%0.9 NaCl ile perfuze edildiler. Daha sonra, risk bolgesini belirlemek
amaciyla, koroner arterin gevresinde bulunan ipek sitir yeniden baglanarak
1-10 pm capindaki floresan mikrosferlerin (Duke Scientific Corp., Palo Alto,
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CA, A.B.D.) 25 mg'inin 20 ml %0.9 NaCl igerisine katilmasiyla hazirlanan
stspansiyondan 2 ml kadar yaklasik bir dakika stre iginde verildi (Deney
sonunda, kalp dilimleri ultraviyole 1sik altinda incelendiginde floresan
mikrosferleri tutmayan bolge sol ana koroner arterin kanlandirdig bélge yani
risk bolgesi olarak tanimlandi). Takiben kalpler Langendorf diizeneginden
alinarak korunakli bir sekilde -50 C*de donduruldu.

» Nekroz miktarini belirlemek igin ‘trifenil tetrazolyum klorid ile boyama
teknigi’ kullaniidi (99). Bu amagla tetrazolyum boyasi, 0.1 M NaH,PO,
tampon (pH:7.4) igerisinde %71’lik (1 g/100 ml) olarak ¢coézuldi. Hazirlanan
solisyon 37 C%ye 1isitilmig su banyosuna konuldu. Bu esnada derin
dondurucudan g¢ikarilan donmus kalpler keskin bir jilet yardimiyla kalinliklari
yaklagik 2 mm olacak sekilde dilimlendiler. Takiben kalp dilimleri, %1’lik
tetrazolyum igeren, pH'si 7.4 olan ve sicakligi 6nceden 37 C%ye getirilmis
tampon igerisinde 20 dakika inkiibe edildiler. Dilimler tampon igerisine
konulduktan sonraki ilk bir dakika boyunca galkalanarak ttim yiizeylerin boya
ile temasi saglandi. inkiibasyon siiresi sonunda tampon icerisinden cikarilan
- kalp dilimleri %10’luk formalin igerisine kondu ve 10 dakika beklendi. Bu
sayede renklerin ayirimi daha iyi gézlenir hale geldi.

Dokuda, canliligini koruyan bélgeler tetrazolyum ile boyanarak koyu
kirmizi renk alirken nekrotik bélgeler soluk sarimsi bir renkte gézlendi. Bu
islemlerin sonrasinda, kalp dilimleri aralarinda 2 mm kalinlik olan iki lamel
arasina konarak bir kiskag araciligi ile sikistirildi. Lamelin tizerine konan bir
seffaf asetat kagidi Uzerine nekrotik bolge (tetrazolyum ile boyanmayan
bolge) ve risk bélgesi sinirlar (ultraviyole 1sik altinda floresan mikrosferleri
tutmayan bolge) ¢izildi. Daha sonra bu gizimler bir dijital fotograf makinesi
araciligi ile bilgisayar ortamina aktarildi ve bilgisayar programi (Scion Image,
Maryland, A.B.D.) destekli planimetrik yéntem ile nekroz miktari ve risk
bolgesi hesaplandi. Son olarak nekroz miktarinin, risk bolgesine bélinlp yiz

ile carpilmasiyla nekroz miktari/risk bolgesi orani yiizde olarak hesapland..
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llaglar

Caligmada agagidaki ilaclar kullanildi; CDP-kolin (Fluka Chemie
GmbH, lIsvigre), kolin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Almanya) ve sitidin
(Acros Organics, New Jersey, A.B.D.). llaglar tuziu su (%0.9 NaCl) icinde
hazirlandilar. Intravenéz ilag ve tuzlu su enjeksiyonlari 1ml/kg volimde
yapildi. |

istatistik

Ventrikll tagikardisi ve ventrikiler fibrilasyonun gériilme sikhig ile 6lim
oranlarinin karstlagtirnimasi Fisher's Exact test ile yapildi. Kan basinci ve
kalp hizi dederleri ortalama + standart hata olarak verildi. Gruplarin
kargilastinlmasinda iki yénlii RM-ANOVA testi ve anlamli farkhlik olan
gruplarda posterior test olarak Dunnett’s test kullanildi. Nekroz miktari ve
nekroz miktari/risk bolgesi karsilastirmalar unpaired Student’s t test ile
yapildi. p<0.05 olan deg@erler istatistiki olarak anlamh kabul edildi.
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BULGULAR

1. Kisa Dénem iskemi-Reperﬁizyon Hasarinin Kan Basinci, Kalp
Atim Sayisi, Kardiyak Aritmiler ve Oliim Oranlan Uzerine Etkisi

Siganlarda, sol ana koroner arterden sitir gecirilmesinin ardindan 20
dakikalik bir stabilizasyon suresi baglatildi.  Stabilizasyon 6ncesinde,
eshasinda ve sonunda siirekli olarak siganlarin kontrol kan basinci, kalp atim
saylél ve EKG kayitlari alindi. Stabilizasyon periyodunun sonunda
EKG’lerinde aritmi, ventrikiler tasikardi (VT) ya da ventriktler fibrilasyon (VF)
tespit edilen sigcanlar ve ortalama kan basinci 60 mmHg'nin altinda olan
sicanlar deney diginda birakildilar. Kan basinci uygun ve EKG kayitlari
duzenli olan siganlarda sol ana koroner artere yerlestirilen sttur sikistirilarak
iskemi periyodu baglatildi. Iskemi periyodunun baslamasi ile birlikte ortalama
kan basinci 82 + 2 mmHg'dan 75 + 3 mmHg'ya dist (Sekil 1A) ancak kalp
atim sayisinda anlamli bir degisiklik olmadl (Sekil 1B). Iskemi déneminde 13
~sicanin 2 tanesinde VT, 1 tanesinde VF (Tablo 1) goéruldu. 7 dakikalik
iskemiyi takiben arteri sikigtiran ipin gevsetilmesi ile reperfuzyon olusturuldu.
Bu dénemde yogun aritmilerin oldugu ve 13 siganin 11 tahesinde VT, 8
tanesinde VF (Tablo1) geligtigi gorildi. Kisa siireli iskemi-reperfiizyon
proseduri uygulanan 13 sicandan 7 tanesi deney sonlanmadan 6ldii (Tablo
3).

2. Kisa Dénem iskemi-Reperfiizyon Hasari Olusturuimus
Siganlarda CDP-kolin’in Kan Basinci, Kalp Atim Sayisi, Kardiyak
Aritmiler ve Oliim Oranlan Uzerine Etkisi: Doz-Yamt fligkisinin

incelenmesi

CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg) veya tuziu su (1 ml/kg), iskemi
baglatildiktan 3.5 dakika sonra i.v. yolla enjekte edildi. CDP-kolin, kan
basincinda doza ve zamana bagh olarak angamli bir artig yaratti [doz F(3,45)
= 3.9 p<0.05, zaman F(9,353) = 89.5 p<0.001, doz x zaman F(27,353) = 11.5
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. Sekil-1: intravensdz yol ile enjekte edilen CDP-kolin'in kisa dénem miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasarinda ortalama kan basinci ve kalp hizina etkisi: doz ve zaman iligkisi

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol kan basinci degerleri alindiktan sonra sol ana koroner
arter oklizyonu yapilarak iskemi baslatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuzlu su (1 mi/kg) ya da CDP-kolin
(100, 250 ve 500 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikahk iskemi periyodu sonunda 7 dakika siiresince
reperfiizyon yapildi. 14 dakika boyunca kan basinci (A) ve kalp hizi (B) degerleri kaydedildi. Degerler 12-13
siganin ortalama + standart hatasi olarak verildi. Istatistiki degerlendirmeler iki ysnlu RM-ANOVA'y! takiben
Dunnett testi ile yapildi. *, p<0.05; tuziu su grubuna gére anlamli farki géstermektedir.
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p<0.001] . Ortalama (Sekil 1A), sistolik (Sekil 2A) ve diyastolik (Sekil 2B)
arter basinglarinda goézlenen artislar benzerdi. Kan basincinda g6zlenen
artiglar enjeksiyon sonrasi 1. dakikada maksimum degere ulasti. Tuzlu su (1
ml’kg) ya da CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg) uygulanrhasmm 1.
dakikasindaki ortalama kan basinci degerleri swaisnyla, 76+3,122+4, 119 +
3 ve 119 £ 4 mmHg idi. CDP-kolin’in ortalama kan basincini ylkseltici etkisi
100 mg/kg dozunda yaklasik 3-4 dakika iginde geri donerken, 250 mg/kg ve
500 mg/kg dozunda 5 dakikada’geri déhdugu goraida (Sekil 1 ve 2).

CDP-kolin, kullanilan dozlarda, iskemi ve reperflizyon periyotlari
esnasinda kalp atim sayisinda tuzlu su verilen gruba gbre anlamii bir
degisiklik olusturmadi (Sekil 1B).

iskemi déneminde tuzlu su verilen grupta 13 sicanin 1 tanesinde VF, 2
tanesinde VT gelisti§i saptandi. CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg; i.v.)
verilen grupta kontrol grubuna gére VT ve VF gelisme oranlarinda ve
strelerinde herhangi bir anlamli degisiklik saptanmadi (Tablo 1 ve 2).

Reperflizyon déneminde tuziu su verilen 13 sicanin 8'inde VF gelistigi
gézlendi (Tablo 1). 100 mg/kg dozda CDP-kolin anlaml bir degisiklige yol
agmazken; 250 ve 500 mg/kg dozlarinda, VF insidansimi anlaml olarak
azaltti (Tablo 1). Kontrol grubundaki 13 sicanin 11 tanesinde VT gelistigi
g&zlendi (Tablo 1). CDP-kolin her i¢ dozda da reperflizyon dénemindeki VT
insidansini anlaml olarak azaltti (Tablo 1). Reperfizyon déneminde gelisen
VT sureleri kontrol grubunda 34 * 7 saniye olarak bulundu. 100 mg/kg dozda
CDP-kolin bu sirelerde anlamli bir degisiklige yol acmazken; 250 ve 500
mg/kg " dozlarinda reperfiizyon déneminde gelisen VT sirelerini anlamii
olarak azaltti (Tablo 2).
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Sekil-2: intravensz yol ile enjekte edilen CDP-kolin’in kisa dnem miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasarinda sistolik ve diyastolik kan basincina etkisi: doz ve zaman iligkisi

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol kan basinci degerleri alindiktan sonra sol ana koroner
arter okltizyonu yapilarak iskemi baglatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuzlu su (1 mi/kg) ya da CDP-kolin
(100, 250 ve 500 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu sonunda 7 dakika siresince
reperfuzyon yapildi. 14 dakika boyunca sistolik (A) ve diyastolik (B) kan basinci degerleri kaydedildi. Degerler
12-13 siganin ortalama + standart hatas: olarak verildi. Istatistiki degerlendirmeler iki ydnli RM-ANOVA'y1
takiben Dunnett testi ile yapild:. *, p<0.05; tuzlu su grubuna gére anlamli farki gdstermektedir.
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Tablo-1: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-koIin’in»kISa dénem
iskemi-reperfiizyon hasarinda VT ve VF gériilme oranlarn iizerine etkisi

Tedavi iskemi

VT gériime orani

VFE gorillme orani

Tuzlu su 2/13

1/13
CDP-kolin (100 mg/kg) 2/12 112
CDP-kolin (250 mg/kg) 3/12 2/12
CDP-kolin (500 mg/kg) 112 0/12
Tedavi Reperfiizyon

VT gérillme orani

VE goriilme orani

Tuzlu su , 11/13
CDP-kolin (100 mg/kg) 4/12 *
CDP-kolin (250 mg/kg) 1/12 *

CDP-kolin (500 mg(kg) 3M2*

8/13
5/12

0/M12°*
1712*

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol EKG alindiktan sonra sol ana koroner
arter okliizyonu yapilarak iskemi baslatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuziu su (1 mi/kg)
ya da CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu
sonunda 7 dakika slresince reperfizyon yapildi. 14 dakika boyunca siganlarin EKG’si
kaydedildi. Deney sonunda EKG datalari retrospektif olarak incelendi. istatistiki
degerlendirmeler Fisher's Exact test ile yapildi. *, p<0.05; tuzlu su grubuna gére anlamli farki

gostermektedir.
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Tablo-2: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-kolin’in kisa dénem
iskemi-reperfiizyon hasarinda VT siireleri lizerine etkisi

Tedavi VT siiresi-iskemi VT siiresi-reperfiizyon
Tuzlu su 38 £30 ' 34 i’ 7
CDP-kolin (100 mg/kg) 9+3 21%5
CDP-kolin (250 mg/kg) 5%1 12+2*
CDP-kolin (500 mg/kg) 10+ 0 8+1*

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol EKG alindiktan sonra sol ana koroner
arter okluzyonu yapilarak iskemi baglatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuziu su (1 ml/kg)
ya da CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu
sonunda 7 dakika slresince reperfizyon yapildi. 14 dakika boyunca siganlarin EKG'si
kaydedildi. Deney sonunda EKG datalari retrospektif olarak incelendi. Istatistiki
degerlendirmeler tek yonli ANOVA'yi takiben Dunnett testi ile yapildi. *, p<0.05; tuzlu su
grubuna gére anlamli farki géstermektedir.

Tablo-3: intravenéz yol ile enjekte edilen CDP-kolin’in kisa dénem
iskemi-reperfiizyon hasarinda 6liim oranlan lizerine etkisi

Tedavi Oliim Oranlan
Tuzlu su 7113 (% 54)
CDP-kolin (100 mg/kg) 5/12 (% 42)
CDP-kolin (250 mg/kg) 0/12 (% 0) *
CDP-kolin (500 mg/kg) 012 (% 0) *

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol EKG alindiktan sonra sol ana koroner
arter okllizyonu yapilarak iskemi baslatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuziu su (1 ml/kg)
ya da CDP-kolin (100, 250 ve 500 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu
sonunda 7 dakika slresince reperfiizyon yapildi. 14 dakika icinde kardiyak arest geligen
sicanlarin sayisi tespit edildi. Istatistiki degerlendirmeler Fisher's Exact test ile yapild.
* p<0.05; tuzlu su grubuna gére anlamii farki géstermektedir.
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Kontrol grubundaki siganlarin %54’ reperfiizyon déneminde olduler
(Tablo 3). 100 mg/kg dozunda CDP-kolin 6lim oranlarini anlamli olarak
degistirmedi. 250 ve 500 mg/kg dozlarinda ise iskemi-reperfiizyona bagl
gelisen 8lumii tamamen 6nledi (Tablo 3). o

3. Kisa Donem iskemi-Reperfiizyon Hasari Olusturulmu§
Siganlarda Kolin ve Sitidin’in Kan Basinci, Kalp Atim Sayisi, Kardiyak

Aritmiler ve Olim Oranlari Uzerine Etkisi

CDP-kolin'in etkilerini esit molar dozda enjekte edilmis metabolitleri ile
de incelemek ve karsilastirmak amaciyla, 250 mg/kg CDP-kolin dozuna
esdeger molar dozlarda kolin (64 mg/kg) ya da sitidin (111 mg/kg) verilerek

kardiyak aritmi olugumu ve 6lum oranlari izerine olan etkileri incelendi.

Benzer deney sisteminde, iskemi periyodunun ortasinda (3,5.
dakikasinda) tuzlu su (1 ml/kg), kolin (64 mg/kg) veya sitidin (111 mg/kg) i.v.
yolla enjekte edildi. Kolin, ortalama kan basincini ilk dakika icinde anlamli
olarak dustirdil ve ortalama kan basincindaki bu dustkluk iskemi-reperflizyon
stiresinin sonuna kadar devam etti [doz F(1,19) = 51.6 p<0.001, zaman
F(9,146) = 36.9 p<0.001, doz x zaman F(9,146) = 22.8 p<0.001] (Sekil 3A).
Sitidin de ortalama kan basincinda diigmeye yol agti [doz F(1,19) = 4.5 p<
0.05, zaman F(9,145) = 12.1 p<0.001, doz x zaman F(9,145) = 5.1 p<0.001]
(Sekil 3A). Sitidin ve kolin uygulamas! sonrasi sistolik ve diyastolik kan
basmcmda meydana gelen degisiklikler ortalama kan basinci degerlerinde
meydana gelen degisikliklerle benzerdi (Sekil 4A ve B).

Kolin ve sitidin, kullanilan dozlarda, iskemi ve reperfiizyon periyotlar
esnasinda kalp atim sayisinda tuzlu su verilen gruba gére anlamh bir
degisiklik olusturmadi ($ekil 3B).
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-Sekil-3: intravendz yol ile enjekte edilen kolin ve sitidinin kisa ddnem miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasar olusturulmus siganlarda kan basinci ve kalp hizina etkisi

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol kan basinci degerleri alindiktan sonra sol ana koroner
arter okliizyonu yapilarak iskemi baglatildi. iskemi periyodunun ortasinda tuziu su (1 mi/kg), kolin (64 mg/kg) ya
da sitidin (111 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu sonunda 7 dakika siiresince
reperflizyon yapildi. 14 dakika boyunca kan basinci (A) ve kalp hizi (B) degerleri kaydedildi. Degerler 8-13
siganin ortalama + standart hatast olarak verildi. Istatistiki degerlendirmeler iki yonla RM-ANOVA'y: takiben
Dunnett testi ile yapildi. *, p<0.05; tuzlu su grubuna gore anlaml farki géstermektedir.
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. Sekil-4: intravenéz yol ile enjekte edilen kolin ve sitidinin kisa dénem miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasar olugturulmus siganlarda sistolik ve diyastolik kan basincina etkisi

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol kan basinc degerleri alindiktan sonra sol ana koroner
arter oklizyonu yapilarak iskemi baglatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuziu su (1 mi/kg), kolin (64 mg/kg) ya
da sitidin (111 mg/kg) iv. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu sonunda 7 dakika siresince
reperfuzyon yapiidi. 14 dakika boyunca sistolik (A) ve diyastolik (B) kan basinci degerleri kaydedildi. Degerler 8-
13 siganin ortalama + standart hatasi olarak verildi. Istatistiki degerlendirmeler iki yonii RM-ANOVA'y: takiben
Dunnett testi ile yapildi. *, p<0.05; tuziu su grubuna gére anlaml farki gostermektedir.
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Iskemi déneminde kolin veya sitidin tedavileri VT insidansi, siresi ve

VF insidansinda anlamli degisiklik yaratmadilar (Tablo 4). Reperfiizyon
doéneminde sitidin ve kolin VT ve VF insidanslarini kontrol grubuna gore
anlamli olarak azaltirlarken (Tablo 4) VT siiresi izerinde herhangi bir anlamii
degisiklige yol agmadilar (Tablo 5). |

Tuzlu su grubundaki 13 ysylgamn 7 tanesi (%54) reperfiizyon dénemi
Sonuglanmadan olduler (Tablo 6)/. Kolin (64 mg/kg; i.v.) ya da sitidin (111
mg/kg; i.v.) verilen 8 sigandan higbiri (%0) deney esnasinda 6lmedi.

4. Uzun | Dénem iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Miyokardiyal
Nekroz Olusumu Uzerine Etkisi

CDP-kolin'in  kisa sureli kardiyak iskemi-reperfizyon hasarinda
aritmileri 6nleyici ve 6lim oranini azaltici etki géstermesi ve diger iskemi
modellerinde doku koruyucu etkilerinin rapor ediimesi kardiyak iskemi
modelinde doku nekrozunu azaltip azaltmayacag sorusunu akla getirdi. Bu
nedenle, 30 dakikalik iskemi ve 3 saatlik reperfiizyon dénemini kapsayan
uzun dénem iskemi-reperfizyon modeli uygulandi. Deney boyunca
hayvanlarin kardiyovaskiiler parametrelerinin takipleri sirekli olarak yapild:
(Tablo 8).

Reperfiizyon periyodunun sonunda kalpler yerlerinden g:|karfllarak
dilimlendikten sonra, gere¢ ve yontem kisminda belirtildigi gibi boyandi.
Takiben bilgisayarda planimetrik yontem ile risk bolgesi ve nekroz miktar
hesaplandi. Hesaplanan miktarlar oranlanarak nekroz miktarinin  risk
bélgesine orani (ylizde olarak) elde edildi. Uzun dénem iskemi-reperflizyon
sonucunda 49 * 1 cm”luk risk bdlgesinin 24 + 2 cm®iinde nekroz geligtigi
gozlendi. Nekroz miktarinin risk bélgesine orani ise %48 + 2 olarak bulundu
(Tablo 7).
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Tablo-4: intravenéz yol ile enjekte edilen kolin ve sitidinin kisa
dénem iskemi-reperfiizyon hasarinda VT ve VF goriilme oranlan iizerine

etkisi
Tedavi iskemi

VT gérilme orani VF gériilme orah:
Tuzlu su 2/13 1/13
Kolin (64 mg/kg) 0/8 0/8
Sitidin (111 mg/kg) 0/8 0/8
Tedavi Reperfiizyon

VT gériilme orani VF gériime orani
Tuzlu su | 11/13 8/13
Kolin (64 mg/kg) 2/8 * 0/8 *
Sitidin (111 mg/kg) 2/8 * 0/8 *

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol EKG alindiktan sonra sol ana koroner
arter oklizyonu yapilarak iskemi baglatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuzlu su (1 mi/kg),
kolin (64 mg/kg) ya da sitidin (111 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu
sonunda 7 dakika sresince reperflzyon yapildi. 14 dakika boyunca siganlarin EKG'si
kaydedildi. Deney sonunda EKG datalan retrospektif olarak
degerlendirmeler Fisher's Exact test ile yapildi. *, p<0.05; tuzlu su grubuna gore anlaml farki

gostermektedir.
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Tablo-5: intravendz yol ile enjekte edilen kolin ve sitidinin kisa

dénem iskemi-reperfiizyon hasarinda VT siireleri lizerine etkisi

Tedavi VT siiresi-iskemi VT siiresi-reperfiizyon
Tuzlu su 38 + 30 | 347

Kolin (64 mg/kg) 0o 62 + 21
Sitidin (111 mg/kg) 0 34+8

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol EKG alindiktan sonra sol ana koroner
arter okluzyonu yapilarak iskemi baslatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuzlu su (1 ml/kg),
kolin (64 mg/kg) ya da sitidin (111 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu
sonunda 7 dakika suresince reperfuzyon yapildi. 14 dakika boyunca sicanlarin EKG'si
kaydedildi. Deney sonunda EKG datalan retrospektif olarak incelendi. Istatistiki
degerlendirmeler tek yonlt ANOVA ile yapild.

Tablo-6: intravendz yol ile enjekte edilen kolin ve sitidinin kisa
~dénem iskemi-reperfiizyon hasarinda 6liim oranlari iizerine etkisi

Tedavi Oliim Oranlani
Tuzlu su 713 (% 54)
Kolin (64 mg/kg) 0/8 (% 0) *
Sitidin (111 mg/kg) 0/8 (% 0) *

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda kontrol EKG alindiktan sonra sol ana koroner
arter okluzyonu yapilarak iskemi baglatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuzlu su (1 mi/kg),
kolin (64 mg/kg) ya da sitidin (111 mg/kg) i.v. yolla enjekte edildi. 7 dakikalik iskemi periyodu
sonunda 7 dakika slresince reperfiizyon yapildi. 14 dakika icinde kardiyak arest gelisen
siganlarin sayisi tespit edildi. Istatistiki degerlendirmeler Fishers Exact test ile yapildi.
*, p<0.05; tuzlu su grubuna gére anlamli farki géstermektedir.
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5. Uzun Dénem iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Miyokardiyal

Nekroz Olusumu Uzerine CDP-kolin’in Etkisi

CDP-kolin (250 mg/kg; i.v.) veya tuzlu su (1 ml/kg; iv.) iskemi
déneminin  15. dakikasinda enjekte edildi. CDP-kolin tedavisi, nekroz
miktarini ve nekroz miktarinin risk bélgesine oranini kontrol grubuna gére
anlamli olarak azaltti (Tablo 7). CDP-kolin uygulamasi sonucu 51 £ 3 cm®luk
risk bolgesinin 5 * 1 cm®luk boluiminde nekroz gelistigi gézlenirken nekroz
miktarinin risk bolgesine orani ise %10 * 3 olarak bulundu (Tablo 7).

Tablo-7: Uzun dénem iskemi-reperfiizyon hasar yapilan
sicanlarda CDP-kolin’in infarkt biiyiikliigi iizerine etkisi.

Tedavi Risk Nekroz Nekroz miktar:
bslgesi (cm3) miktari (cm®) /Risk bolgesi (%)

Tuzlu su (1 mi/kg) 49 + 1 24 +2 48 +2

CDP-kolin (250 mg/kg) 51 £3 5£1* 103~

20 dakikalik stabilizasyon déneminin sonunda sol ana koroner arter okilizyonu yapilarak iskemi
baslatildi. Iskemi periyodunun ortasinda tuziu su (1 mlkg) ya da CDP-kolin (250 mg/kg) i.v. yolla
enjekte edildi. 30 dakikalik iskemi periyodunun sonunda 3 saat sliresince reperflzyon yapildi. Deney
sonunda kalpler dilimlenerek risk bolgesi ve nekroz miktari hesaplandi. Degerler 6 siganin ortalama +
standart hatasi olarak verildi. Istatistik degerlendirmeler unpaired Student's t test ile yapilmistir.
* p<0.05 tuzlu su grubuna gore anlaml farki gdstermektedir.
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TARTISMA ve SONUC

Bu calismadan elde edilen bulgular, intravenéz yolla verilen CDP-
kolin'in kisa sireli miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasarinda, kardiyak
aritmileri  6nledigini, yasam oranlarinda artis yarattigim, uzun sireli
miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasarinda ise nekroz miktarini azalttigini
gostermektedir. CDP-kolin metabolitleri, kolin ve sitidin de kisa sireli iskemi-
reperfiizyon hasarinda kardiyak aritmileri énleyici ve yasam suresini artirici
etki géstermigtir.

Calismalar esnasinda uyguladigimiz kisa dénem iskemi-reperfiizyon
modelinde, sol ana koroner arterin 7 dakikalhk oklizyonunu takiben EKG'de
QRS kompleksinde genigleme, aritmiler ve kan basincinda disme
gozlenmistir. Bu dénemi izleyen 7 dakikalik reperfuzyon periyodunda da
ventrikuler tasikardi ve fibrilasyon gelistigi gézlenmistir. Kontrol grubundaki
hayvanlarin sadece %46'lik boélimi reperfiizyon déneminin sonuna kadar
yasayabilmiglerdir. Bulgularimiz daha énce yapiimis olan kisa siireli kardiyak
iskemi ve reperfuzyon calismalarinin sonuglartyla  blytk  uyum
gostermektedir (100,101). Bu kosullarda, iskemik dénemin ortasinda verilen
CDP-kolin doz ve zamana bagimli olarak kan basincini artirmigtir. Ortalama
arter basincindaki artiglar kisa sureli olarak gézlenmis ve yaklasik 5 dakika
icinde geri donmustir. Laboratuvarimizda  &nceki yillarda yapilan
calismalarla, CDP-kolin'in merkezi (3) veya periferik yolla (4) uygulandiginda
kan basincini artirdi§i  bilinmektedir. Bu calismadaki kan basinci
bulgularimiz, 6nceki sonuglarmizla benzerdir. CDP-kolin, bu modelde
reperflizyon déneminde gelisen ventriktler fibrilasyon ve ventrikiler tagikardi
goriime sikligini anlaml olarak azaltmistir. Ayrica CDP-kolin verilmis
hayvanlarda reperfiizyon déneminde gelisen ventrikiiler tasikardi strelerinin,
kontrol grubunda gézlenen sirrelere gére anlamli olarak daha kisa oldugu
géralmustur. CDP-kolin'in ventrikuler tasikardi gelisme insidansi tizerine olan
etkileri tim dozlarda anlamli olarak ortaya ¢ikmig, ancak doza bagimii olarak
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gelismemistir. Ventrikuler tasikardi sureleri dikkate alindijinda ise doz-yanit

iliskisi gérulmustar. Oyle ki 100 mg/kg dozdaki CDP-kolin verilmis
hayvanlarda gorulen VT sureleri kontrol grubuna goére farklilik géstermezken,
250 ve 500 mg/kg dozda CDP-kolin verilen hayvanlarda anlamh olarak
kisalmistir. CDP-kolin verilmis hayvanlarda reperfliizyon déneminde geligen
ventriktler fibrilasyon sikligi doza bagh azalma goéstermistir. 250 ve 500
mg/kg dozda verilen CDP-kolin sonrasi bulgular oldukga benzerdir.

CDP-kolin’e esit molar dozda uygulanan kolin, CDP-kolin'in aksine kan
basincinda uzun sireli bir duasmeye neden olmustur. Kolin verilen
hayvanlarin higbirinde reperfizyon déneminde ventrikiler fibrilasyon ve
ventrikiler tasikardi gelismemistir. Benzer sekilde CDP-kolin’e esit molar
dozda verilen sitidin sonrasi kan basincinda kiigilk ama anlamh disme
olmustur. Sitidin verilen hayvanlarda da reperfuzyon déneminde ventriktler
tasikardi ve fibrilasyon gelismemistir. Bu bulgular ve CDP-kolin verilen
hayvanlarda kan basinci artisinin reperfiizyon dénemine kadar geri déndugu
halde kardiyak aritmilere kargi koruyucu etki sergiledigi de g6z oniinde
bulunduruldugunda, CDP-kolin ve metabolitlerinin aritmilere karsgi koruyucu
etkisinde olugturdukiar kan basinci degisikliklerinin anlamli  bir roll
olmadigini distndirmektedir.

Bulgularimiz gerek CDP-kolin gerekse kolin ve sitidin tedavisinin kisa
sureli iskemi-reperfiizyon hasarinin neden oldugu olimleri anlamh &igiide
azaltti§i ve/veya tamamen onledigini gdstermektedir. Cunkl kisa sureli
iskemi-reperfiizyon hasarl ¢alismalarinda tuzlu su verilen kontrol
hayvanlarinin %54’0 reperfizyon déneminin sonuna gelmeden &lurken, 100
mg/kg dozda CDP-kolin verilen hayvanlarin sadece %41'i 6ilmus, 250 mg/kg
ve 500 mg/kg dozda CDP-kolin ile 250 mg/kg CDP-kolin'e egit molar dozda
kolin ve sitidin verilen gruplarda hig 6lim olmamistir.

Kisa sireli iskemi-reperfiizyon ¢aligmalarindaki bulgular, CDP-kolin’in
etki gosteren ortalama dozunun 250 mg/kg oldugunu ortaya koymustur. Bu
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nedenle uzun sureli iskemi-reperfiizyon hasar ¢alismalarinda CDP-kolin bu
dozda kullanilmistir. Bu grupta 30 dakikalik iskemi ve sonrasindaki 3 saatlik
reperfizyon ddneminin yaratti§ hasara bagh olarak gelisen infarkt
buyuklugt, daha énce yapilan galigmalarla uyum gostermektedir (101-104).
CDP-kolin tedavisi bu modelde gozlenen infarkt miktarinda anlamli olarak
azalma yaratmistir. Tuzlu su grubunda, infarkt blydkligunin risk bolgesine
orani %48 + 2 iken CDP-kolin (250 mg/kg) uygulamasi sonrasi bu oran %10
+ 3’e dusgmustar.

CDP-kolin intravendz yolla verildiginde dolasim ve beyinde kolin
duzeylerini artirabilmekte ve etkilerini, tamamen olmasa da, buytk 6lgude
merkezi kolinerjik mekanizmalarin uyariimasi aracilii ile gerceklestirmektedir
(4). Ozellikle merkezi nikotinik reseptorlerin aktivasyonunun bu etkilerde
onemli roll vardir. Yakin zamanda nikotinin merkezi nikotinik reseptorleri
aktive ederek doku ve ndron koruyucu etkiler‘s/ergiledigi gosterilmistir (19).
Ayrica nikotinin bu etkilerinde ozellikle merkezi alfa 7 nikotinik asetilkolin
reseptdr (@ 7 nAChRs) aktivasyonu araciliyl ile olusan TrkA reseptor
(yuksek afiniteli nerve growth faktor reseptoril) ekspresyonunu artirmasinin
araciligl oldugunu dustindiren galigmalar rapor edilmistir (105-107). Merkezi
nikotinik reseptdrlerin bir alt grubu olan o« 7 nAChRs, hem yapisal olarak
hem de kolinin selektif agonisti oldugu nikotinik reseptérler olarak dnemlidir.
Kolinin bu reseptorierin aktivasyonu ve desensitizasyonu igin asetilkoline
benzer kinetik parametrelere sahip oldugu gdsterilmistir. intravenéz yolla
verilen CDP-kolin sonrasi (250 mg/kg) beyinde lateral serebral ventrikil ve
hipotalamusda kolin dlzeylerinde 3-4 kat artig oldugunu daha Once
gostermistik  (4). Normal kosullarda  ekstraselliler beyin  kolin
konsantrasyonlarinin 4-6 puM civarinda oldugunu disindigumizde, CDP-
kolin sonrast bu dizeylerin 12-24 pM'a ¢ikmasi olasidir. Bu duzeyler, en
azindan reseptdér cevresindeki dinamigi degistirerek kolin aracihkli o7
nAChRs aktivasyonu yaratilabilecegini akla getirmektedir. Diger taraftan
CDP-kolin ve kolin, fosfatidilkolin yapimini artirmakta ve iskemiye bagli
serbest yag asidi olusumunu 6nlemektedirler (10). Calismamizda hem CDP-
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kolin hem de kolin ile benzer koruyucu etkilerin goriilmesi CDP-kolin'in

etkisinde kolin ve kolin ile baglantih bu mekanizmalarin aracihgini
distndirmektedir.

Diger taraftan CDP-kolin’in diger metaboliti olan sitidin duzeylerinin de
CDP-kolin verilmesi sonrasinda dolagimda arttigi  6nceki calismalarda
gosterilmistir (2). Sitidin, niikleik asitlerin yapimina girerek ve yapisi itibariyle
nikleozidlere ait reseptorleri aktive ederek dogrudan etkiler olusturabilecek
bir molekuldur. Sitidin verilmesi sonrasinda antidepresan etkilerin ortaya
¢iktigr (108) ve bizim galigmalarimizda da kan basincinda disme oldugu
(3,4) gosterilmistir. Bu calismalarda ayrica sitidin ile gézlenen bu etkilerin
CDP-kolin’in nihai etki profilini degistirebildigi de rapor edilmistir. Dolayisiyla
sitidin de CDP-kolin ile gergeklesen etkilerde rol oynayabilmektedir.
Galismamizda sitidin ile benzer koruyucu etkilerin g6zlenmesi CDP-kolin’in
etkisinde bu metabolitin de araciigini dU§Undehektedir.

Adenozinin; A4, Aza ve A; reseptdrlerini aktive ederek kardiyak iskemi
ve reperfuzyon galigmalarinda koruyucu etki yarattig gosterilmistir (109-110).
Laboratuvarimizda son zamanlarda yapilan calismalarda sitidinin adenozin
A1 ve Ay reseptorlerini etkileyerek kan basincin duglrdugu gézlenmistir
(yayinlanmamig gézlem). Bu bulgu ve gdzlemlere dayanarak sitidinin, en
azindan kismen, purinerjik reseptérleri uyararak bu etkileri gerceklestirdigini
ileri strebiliriz.

Bu tez calismasi, CDP-kolin'in miyokardiyal iskemi-reperflizyon
hasarina bagli gelisen aritmiler ve infarkt olusumu Gzerine etkilerini arastiran
ilk caligmadir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar intravenéz vyol ile
uygulanan CDP-kolin'in anestezi altindaki siganlarda miyokardiyal iskemi-

reperflizyon hasarina kars! koruyucu etkileri oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu calismada CDP-kolin'in kisa ve uzun sireli iskemi-reperflizyon

caligmalarindaki yararh etkilerinin mekanizmasi! incelenmeden kalmistir.
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Ancak bu etkilerde kolinerjik ve pirinerjik reseptérlerin araciliyi ve membran
fosfolipidlerinin profilindeki degisimin katkisi gelecek dénemde galisilacaktir.
Bir diger olasi mekanizma olarak CDP-kolin araciikh ACTH artisinin
melanokortin reseptdrierini aktive ederek CDP-kolin ile gergeklesen koruyucu

etkilerde rol oynayip oynamadi§i da incelenecek sistemler arasindadir.

44




KAYNAKLAR

1- Weiss GB (1995) Metabolism and actions of CDP-choline as an
endogenous compound and administered exogenously as citicoline. Life
Sci., 56:637-660.

2- Lopez G-Coviella I, Agut J, Savci V, Ortiz JA, Wurtman RJ (1995)
.Evidence that 5'-cytidinediphosphocholine can affect brain composition
by increasing choline and cytidine plasma levels. J. Neurochem.,
65:889-894

3- Savci V, Cavun S, Goktalay G, Ulus IH (2002) Cardiovascular effects of
intracerebroventricularly injected CDP-choline in normotensive and
hypotensive rats: the involvement of cholihe/rgic system. Naunyn. Schm.
Arch. Pharmacol. 365 (5) : 388 - 398

4- Savci V, Goktalay G, Cansev M, Cavun S, Yilmaz MS, Ulus IH (2003)
Intravenously injected CDP-choline increases blood _pressure and
reverses hypotension in haemorrhagic shock: effect is mediated by
central cholinergic activation. Eur. J. Pharmacol. 468(2):129-139

9- Wurtman RJ, Regan M, Ulus [H, Yu L (2000) Effect of oral CDP-choline on
plasma choline and uridine levels in humans. Biochem. Pharmacol.,
60:989-992.

6- Savci V, Goktalay G, Ulus IH (2002) Intracerebroventricular choline
increases plasma vasopressin and augments plasma vasopressin
response to osmotic stimulation and hemorrhage. Brain Research 942
(1-2):58-70

45




7- Cavun 8, Savci V, Ulus IH (2004) Centrally injected CDP-kolin increases
plasma vasopressin levels by central cholinergic activation. Fund. Clin.
Pharmacol. 18:71-77

8- Cavun S, Savci V, Ulus IH (2004) CDP-choline increases plasma ACTH
and potentiates the stimulated release of GH, TSH and LH: the
cholinergic involvement. Fund. Clin. Pharmacol. 18:513-523

9- Adibhatla RM, Hatcher JF, Dempsey RJ (1999) CDP—choline:
Neuroprotection in transient forebrain ischemia of gerbils. J. Neurosci.
Res. 58:697-705

10- Adibhatla RM, Hatcher JF, Dempsey RJ (2000) Lipid alterations in
transient forebrain ischemia: Possible new mechanisms of CDP-
choline neuroprotection. J. Neurochem. 75:2528-2535

11- Adibhatla RM, Hatcher JF, Dempsey RJ (2001) Effects of citicoline on
phospholipid and glutathione levels in transient cerebral ischemia.
Stroke. 32:2376-2381

12- Secades JJ, Frontera G (1995) CDP-Choline: Pharmacological and
clinical review. Methods and Findings in Experimental and Clinical
Pharmacology. 17(B):1-54

13- Adibhatla RA, Hatcher JF, Dempsey RJ (2002) Citicoline: neuroprotective
mechanisms in cerebral ischemia. J. Neurochem. 80:12-23

14- Plataras C, Tsakiris S, Angelogianni P (2000) Effect of CDP-choline on

brain acetylcholinesterase and NA+, K+-ATPase in adult rats. Clinical
Biochemistry 33 (5):351-357

46




15- Maejima S, Katayama Y (2001) Neurosurgical trauma in Japan. World J.
Surg. 25:1205-1209

16- Lopez AD, Murray CJL (1998) The global burden of disease, 1990-2020.
Nature Med. 4:1241-1243

17- Zhao ZQ (2004) Oxidative stres-elicited myocardial apoptosis during
reperfusion. Current Opinion in Pharmacology, 4:159-165

18- Kakinuma Y, Ando M, Kuwabara M, Katare RG, Okudela K, Kobayashi
M, Sato T (2005) Acetyicholine from vagal stimulation protects
cardiomyocytes against ischemia and hypoxia involving additive non-
hypoxic induction of HIF-1a. FEBS Letters 579 (10):2111-2118

19- Hejmadi MV, Dajas-Bailador F, Barns SM, Jones B, Wonnacott S (2003)
Neuroprotection by nicotine against hypoxia-induced apoptosis in
cortical cultures involves activation of multiple nicotinic acetylcholine

receptor subtypes. Molecular and Cellular Neuroscience 24:779-78

20- Guarini S, Schioth HB, Mioni C, Cainazzo MM, Ferrazza G, Giuliani D,
Wikberg JES, Bertolini A, Bazzani C (2002) MC3 receptors are involved
in the protective effect of melanocortins in  myocardial
ischemia/reperfusion-induced arrhytmias.

21- Kennedy EP, Weiss SB (1956) The function of cytidine coenzymes in the
biosynthesis of phospholipides. J Biol Chem., 222 (1):193-214

22- Sundler R, Akesson B (1975) Biosynthesis of phosphatidylethanolamines
and phosphatidyicholines from ethanolamine and choline in rat liver.
Biochem. J., 146 (2):309-315

47



23- Toback FG (1984) Phosphatidylcholine metabolism during renal growth
and regeneration. Am. J. Physiol., 246 (15):F249-F259

24- Tokmakjian S, Haines DS, Possmayer F (1981) Pulmonary
phosphatidyicholine biosynthesis. Alterations in the pool sizes of
choline and choline derivatives in rabbit fetal lung during development.
Biochim. Biophys. Acta, 663 (2):557-568

25- Van Heusden GP, Vanden Bosch H (1982) Utilization of disaturated and
unsaturated phosphatidylcholine and diacylglycerols by

cholinephosphotransferase in rat lung microsomes. Biochim. Biophys.
Acta, 711 (2):361-368

26- Wientzek M, Man RY, Choy PC (1987) Choline glycerophospholipid
biosynthesis in the guinea pig heart. Biochem. Cell Biol., 65 (10):860-
868

27- Miller BE, Hook GE (1989) Regulation of phosphatidyicholine
biosynthesis in activated alveolar type Il cells. Am. J. Respir. Cell Mol.
Biol., 1 (2):127-136

28- Paroni R, Cighetti G, Del Puppo M, Kienle MG (1985) Evidence for a
different metabolic behaviour of cytidine diphosphate choline after oral

and intravenous administration to rats. Pharmac. Res. Commun.,
17:805-819

29- Yashima K, Takamatsu M, Okuda K (1975) Intestinal absorption of

cytidine diphosphate choline and its changes in the digestive tract. J.
Nutr. Sci. Vitaminol (Tokyo), 21(1):49-60

48




30- Dinsdale JR, Griffiths GK, Rowlands C, Castello J, Ortiz JA, Maddock J,
Aylward M (1983) Pharmacokinetics of [“C]-CDP-choline. Arzneim.-
Forsch./Drug Res., 33(7A).1066-1070

31- Lopez G-Coviella |, Agut J, Von Borstel R, Wurtman RJ (1987)
Metabolism of cytidine (5')-diphosphocholine (CDP-choline) following

oral and intravenous administration to the human and the rat.
Neurochem. Int. 11:293-297

32

Fresta M, Wehrli E, Puglisi G (1995) Enhanced therapeutic effect of
cytidine-5’-diphosphate choline when associated with GM1 containing
small liposomes as demonstrated in a rat ischemia model. Pharm. Res.
12(11):.1769-1774

33 -Fresta M, Puglisi G (1997) Survival rate improvement in a rat ischemia
model by long circulating liposomes containing cytidine-5'-diphosphate

choline. Life Sci., 61:1227-1235

34

Fresta M, Puglisi G (1999) Reduction of maturation phenomenon in
cerebral ischemia with CDP-choline loaded liposomes. Pharm. Res.,
16(12):1843-1849

35- Blusztajn JK, Wurtman RJ (1983) Choline and cholinergic neurons.

Science, 221(4611):614-620

36- Zeisel Sh (1985) Formation of unesterified choline by rat brain. Biochim.
Biophys. Acta, 835(2):331-343

37- Cohen EL, Wurtman RJ (1975) Brain acetylcholine: increase after
systemic choline administration. Life Sci., 16:1095-1102

49




38- Cohen EL, Wurtman RJ (1976) Brain acetylcholine: control by dietary
choline. Science, 191:561-562

39- Tucek S (1985) Regulation of acetylcholine synthesis in the brain. J.
Neurochem. 44:11-24

40- Okuda T, Haga T (2003) High-affinity choline transporter. Neurochemical
Research. 28:483-488

41- Okuda T, Haga T (2000) Functional characterization of human high-
affinity choline transporter. FEBS Lett., 484(2):92-97

42- Lockman PR, Allen DD (2002) The transport of choline. Drug
development and industrial pharmacy. 28(7):749-771

43- Allen DD, Lockman PR (2003) The blood brain barrier choline transporter
as a brain drug delivery vector. Life Sciences. 73:1609-1615

44- Ulus [H, Wurtman RJ, Mauron C, Blusztajn JK (1989) Choline increases
acetylcholine release and protects against the stimulation-induced

decrease in phosphatide levels within membranes of rat corpus
striatum. Brain Res., 484:217-225

45- Yen CE, Mar M, Zeisel SH (1999) Choline deficiency induced apoptosis
in  PC12 cells is associated with diminished membrane
phosphatidylcholine and sphingomyelin, accumulation of ceramide and
diacylglycerol and activation of a caspase. FASEB J., 13:135-142

46- McNary-Holmes MQ, Loy R, Mar MH, Albright CD, Zeisel SH (1997)

Apoptosis is induced by choline deficiency in fetal brain and in PC12
cells. Brain Res. Dev. Brain Res., 101(1-2):9-16

50




47

48

49-

51-

52

Hirsch MJ, Wurtman RJ (1978) Lecithin consumption increases
acetylcholine concentrations in rat brain and adrenal gland. Science,
202:223-225

Buyukuysal RL, Ulus IH, Aydin S, Kiran BK (1995) 3,4-Diaminopyridine
and choline increase in vivo acetylcholine release in rat striatum. Eur. J.
Pharmacol., 281:179-185

Koppen A, Klein J, Holler T, Loffelholz K (1993) Synergistic effect of
nicotinamide and choline administration on extracellular choline levels in
the brain. J. Pharmacol. Exp. Ther., 266(2).720-725

Maire JCE, Wurtman RJ (1985) Effects of electrical stimulation and
choline availability on the release and contents of acetylcholine and
choline in superfused slices from rat striatum. J. Physiol. (Paris), 80:189-
195

Ulus IH, Hirsch MJ, Wurtman RJ (1976) Trans-synaptic induction of
adrenomedullary tyrosine hydroxylase activity by choline: evidence that
choline administration can increase cholinergic transmission. Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA), 74(2):798-800

Koshimura K, Miwa S, Lee K, Hayashi Y, Hasegawa H, Hamahata K,
Fujiwara M, Kimura M, Itokowa Y (1990) Effects of choline
administration on in vivo release and biosynthesis of acetylcholine in the
rat striatum as studied by in vivo brain microdialysis. J. Neurochem.,
54:533-539

Marshall DL, Wurtman RJ (1993) Effect of choline on basal and

stimulated acetylcholine release: an in vivo microdialysis study using a
low neostigmine concentration. Brain. Res., 269:269-274

51




54- Koppen A, Klein J, Erb C, Loffelholz K (1997) Acetylcholine release and
choline availability in rat hippocampus: effects of exogenous choline and
nicotinamide. J. Pharmacol. Exp. Ther., 282(3):1139-1145

55- Scally MC, Ulus IH, Wurtman RJ (1978) Choline administration to the rat
increases urinary catecholamines. J. Neural Transmission, 43:103-112

56- Arslan BY, Ulus IH, Savci V, Kiran BK (1991) Effects of
intracerebroventricular injected choline on cardiovascular functions and

sympathoadrenal activity. Journal of Cardiovascular Pharmacology 17
(5):814-821

57- Savci V, Ulus IH (1996) Central choline reverses hypotension caused by
a-adrenoceptor or ganglion blockade in rats: the role of vasopressin.
Eur. J. Pharmacol. 311:153-161 |

98- Savci V, Gurun MS, Ulus IH, Kiran BK (1996) Effect of
intracerebroventricularly injected choline on plasma ACTH and B-
endorphin levels in conscious rats. Eur. J. Pharmacol. 309:275-280

59- Savci V, Gurun 8, Ulus IH, Kiran BK (1996) Intracerebroventricular

injection of choline increases plasma oxytocin levels in conscious rats.
Brain Res. 709:97-102

60- Lopez G-Coviella I, Wurtman RJ (1992) Enhancement by cytidine of
membrane phospholipid synthesis. J. Neurochem., 59:338-343

61- Savci V, Wurtman RJ (1995) Effect of cytidine on membrane
phospholipid synthesis in rat striatal slices. J. Neurochem., 64:378-384

52




62- Richardson Ul, Watkins CJ, Pierre C, Ulus IH, Wurtman RJ (2003)
Stimulation of CDP-choline synthesis by uridine or cytidine in PC12 rat
pheochoromocytoma cells. Brain Res., 971:161-167

63- Babb SM, Appelmans KE, Renshaw PF, Wurtman RJ, Cohen BM (1996)
Differential effect of CDP-choline on brain cytosolic choline levels in
younger and older subjects as measured by proton magnetic resonance
spectroscopy. Psychopharmacology, 127(2):88-94

64- Dixon CE, Ma X, Marion DW (1997) Effects of CDP-choline treatment on
neurobehavioral deficits after TBI and on hippocampal and neocortical
acetylcholine release. J. Neurotrauma, 14(3):161-169

65

Arrigoni E, Averet N, Cohadon F (1987) Effects of CDP-choline on
phospholipase A2 and cholinephosphotransferase activities following a
cryogenic brain injury in the rabbit. Biochemical Pharmacology 36
(21):3697-3700

66

Buccafusco JJ (1996) The role of central cholinergic neurons in the
regulation of blood pressure and in experimental hypertension.
Pharmacological Reviews 48 (2):179-211

67- Guarini S, Tagliavini S, Ferrari W, Bertolini A (1989) Reversal of
haemorrhagic shock in rats by cholinomimetic drugs. British Journal of

Pharmacology 98 (1):218-224

68

Onat F, Aslan N, Goren Z, Ozkutlu U, Oktay S (1994) Reversal of
hemorrhagic shock in rats by oxotremorine: The role of muscarinic and
nicotinic receptors, and AV3V region. Brain Research 660 (2):261-266

53




69- Ulus IH, Arslan BY, Savci V, Kiran BK (1995) Restoration of blood
pressure by choline treatment in rats made hypotensive by
haemorrhage. Br. J. Pharmacol. 116:1911-1917

70- Toung T, Reilly PM, Fuh KC, Ferris R, Bulkley GB (2000) Mesenteric
vasoconstriction in response to hemorrhagic shock. Shock 13 (4):267-
273

71- Yilmaz MS, Savci V, Ulus IH (2003) Effects of CDP-choline on arteria
mesenterica superior and arteria renalis perfusions in haemorrhagic
shock. 17. Ulusal Farmakoloji Kongresi, Antalya, Ttirkiye

72- Matsuoka T, Kawanaka M, Nagai K (1978) Effect of cytidine diphosphate
choline on growth hormone and prolactin secretion in man.
Endocrinologia Japonica. 25:55-57

73- De Rosa G, Corsello SM, Gulino A (1981) The effect of CDP-choline on
the secretion of gonadotropins, prolactin and testesterone, in normal
and impotent subjects. Curr. Ther. Res. Clin. Exp. 29(5):761-770

74- Cacabelos R, Caamano J, Gomez MJ, Fernandez-Novoa L, Franco-
Maside A, Alvarez XA (1996) Therapeutic effects of CDP-choline in
Alzheimer's disease. Cognition, brain mapping, cerebrovascular
hemodynamics, and immune factors. Annals of the New York Academy
of Sciences. 777:399-403

75- D'orlando KJ, Sandage BW (1995) Citicoline (CDP-choline): Mechanisms
of action and effects in ischemic brain injury. Neurological Research 17
(4):281-284

54




76- Suryani LK, Adnjana TAK, Jensen GD (1988) Citicoline treatment of
memory deficits in elderly people. International Journal of Geriatric
Psychiatry 3 (3):235-236

77- Adibhatla RM, Hatcher JF (2005) Cytidine-5’-diphosphocholine in stroke
and other CNS disorders. Neurochem. Res. 30:15-23

78- Stanley WC, Lopaschuk GD, Hall JL, McCormack JG (1997) Regulation
-of myocardial carbohydrate metabolism under normal and ischemic
conditions. Cardiovascular Research 33:243-257

79- Marban E, Koretsune Y, Corretti M, Chacko VP, Kusuoka H (1989)
Calcium and its role in myocardial cell injury during ischemia and
reperfusion. Circulation, 80(6):IV 17-22

80- Lewartowski B, Pytkowski B, Janczewski AM (1987) The role of
intracellular calcium in the ischemic myocardial damage. Acta Physiol
Pol. 1987 Nov-Dec;38(6):493-505

81- Prasad MR, Popescu LM, Moraru I, Liu XK, Maity S, Engelman RM, Das
DK (1991) Role of phospholipases A2 and C in myocardial ischemic

reperfusion injury. Am. J. Physiol. 260:877-883

82- Trump BF, Berezesky IK (1995) Calcium-mediated cell injury and cell
death. FASEB J. 9(2):219-228 ‘

83- Van Kuijk FJ, Dratz EA (1987) Detection of phospholipid peroxides in
biological samples. Free Radic. Biol. Med., 3(5):349-354

84- Li C, Jackson RM (2002) Reactive species mechanisms of cellular
hypoxia-reoxygenation injury. Am J Physiol Cell Physiol 282:227-241

55




85- Maxwell SR, Lip GY (1997) Reperfusion injury: a review of the
pathophysiology, clinical manifestations and therapeutic options. Int. J.
Cardiol. 58:95-117

86- Piper HM, Garcia-Dorado D (1999) Prime causes of rapid cardiomyocyte
death during reperfusion. Ann. Thorac. Surg. 68:1913-1919

87- Braunwald E, Kloner RA (1985) Myocardial reperfusion: a double-edged
- sword? J. Clin. Invest., 76(5):1713-1719

88- Moens AL, Claeys MJ, Timmermans JP, Vrints CJ (2005) Myocardial
ischemia/reperfusion-injury, a clinical view on a complex
pathophysiological process. International Journal of Cardiology,
100:179-190

89- Bagchi D, Wetscher GJ, Bagchi M, Hinder PR, Perdikis G, Stohs SJ,
Hinder RA, Dipak KD (1997) Interrelationship between cellular calcium
homeostasis and free radical generation in myocardial reperfusion
injury. Chemico-Biological Interactions, 104:65-85

90- Wehrens XHT, Matkovich SJ, Marks AR (2002) Calcium regulation in
heart failure. Pharmaceutical News, 9:449-462

91- Yellon DM, Baxter GF (2000) Protecting the ischemic and reperfused
myocardium in acute myocardial infarction: distant dream or near
reality? Heart 83:381-387

92- Neuss M, Crow MT, Chesley A, Lakatta EG (2001) Apoptosis in cardiac
disease-what is it-how does it occur. Cardiovascular Drugs and Therapy
15:507-523

56



93- Kumar D, Jugdutt Bl (2003) Apoptosis and oxidants in the heart J. Lab.
Clin. Med. 5:288-297

94- Abbate A, Biondi-Zoccai GGL, Baldi A (2002) Pathophysiologic role of
myocardial apoptosis in post-infarction left ventricular remodeling. J.
Cell. Physiol. 193:145-153

95- Zhao ZQ (2002) Oxidative stress-elicited myocardial apoptosis during
reperfusion. Curr. Opin. Pharmacol. 4:159-165

96- Kang PM, Haunstetter A, Aoki H, Usheva A, lzumo S (2000)
Morphological and molecular characterization of adult cardiomyocyte

apoptosis during hypoxia and reoxygenation. Circulation Research 87
(2):118-125

97- Holly TA, Drincic A, Byun Y, Nakamura S, Harris K, Klocke FJ, Cryns VL
(1999) Caspase inhibition reduces myocyte cell death induced by
myocardial ischemia and reperfusion in vivo. J. Mol. Cell Cardiol.
31:1709-1715

98- Walker MJA et al. (1988) The Lambeth Conventions: Guidelines for the
study of arrhythmias in ischaemia, infarction, and reperfusion.
Cardiovascular Research 22 (7):447-455

99- Ytrehus K, Liu Y, Tsuchida A, Miura T, Liu GS, Yang X, Herbert D,
Cohen MV, Downey JM (1994) Rat and rabbit heart infarction: Effects of
anesthesia, perfusate, risk zone, and method of infarct sizing. Am. J.
Physiol. 267:2383-2390

57




100- Sahna E, Olmez E, Acet A (2002) Effects of physiological and
pharmacological concentrations of melatonin on ischemia-reperfusion
arrhythmias in rats: can the incidence of sudden cardiac death be
reduced? J. Pineal. Res. 32:194-198

101- Birincioglu M, Olmez E, Aksoy T, Acet A (1997) The role of
prostaglandin synthesis stimulation in the protective effect of captopril
on ischemia-reperfusion arrhythmias in rats in vivo. Pharmacol. Res.

. 36:299-304 |

102- Lee YM, Hsiao G, Chen HR, Chen YC, Sheu JR, Yen MH (2001)
Magnolol reduces myocardial ischemia/reperfusion injury via neutrophil
inhibition in rats. Eur. J. Pharmacol. 422 :159-167

103- Lee YM, Chen HR, Hsiao G, Sheu JR Wang JJ, Yen MH (2002)
Protective effects of melatonin on myocardial ischemia/reperfusion

injury in vivo. J. Pineal Res. 33:72-80

104- Ozer MK, Parlakpinar H, Acet A (2004) Reduction of ischemia-
reperfusion induced myocardial infarct size in rats by caffeic acid
phenethyl ester (CAPE). Clinical Biochemistry. 37:702-705

105- Masini E, Pierpaoli S, Marzocca C, Mannaioni PF, Pietrangeli P,
Mateescu MA, Zelli M, Federico R, Mondovi B (2003) Protective effects
of a plant histaminase in myocardial ischemia and reperfusion injury.
Biochem. Biophy. Res. Comm. 309:432-439

106- Jonnala RR, Terry AV, Buccafusco JJ (2002) Nicotine increases the

expression of high affinty nerve growth factor receptors in both in vitro
and in vivo. Life Sciences. 70:1543-1554

58




107- Rattray M (2000) Is there nicotinic modulation of nerve growth factor?
Implications for cholinergic therapies in Alzheimer disease. Biol
Psychiatry. 49:185-193

108- Carlezon WA, Pliakas AM, Parow AM, Detke MJ, Cohen BM, Renshaw
FP (2002) Antidepressant-like effects of cytidine in the forced swim test
in rats. Biological Psychiatry. 51(11):882-889

109- Sommerschild HT, Kirkeboen KA (2000) Adenosine and
cardioprotection during ischemia and reperfusion-an overview. ACTA
Anaesthesiol Scand. 44:1038-1055

110- Mubagwa K, Flameng W (2001) Adenosine, adenosine receptors and
myocardial protection:An updated overview. Cardiovascular Research.
52:25-39 ’

59




TESEKKUR

Uzmanlik egitimim slresince bana emek haréayan ve uzmanlik tezimi
hazirlamamda katkilari olan bagta tez danismanim Prof. Dr. Vahide SAVCI
olmak Utzere tim Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim
tiyeleri; Prof. Dr. I. Hakki ULUS'a, Prof. Dr. Levent R. BUYUKUYSAL’a, Prof.
Dr. M. Sibel GURUN'e ve Dog. Dr. ‘Sinan CAVUN’a, uzmanlik egitimimin
baglangicindan itibaren beraber c¢alismaktan mutluluk duydugum
arkadaslanm Uzm. Dr. Goékhan GOKTALAY ve Uzm. Dr. Mehmet
CANSEV’e, calismalarim esnasinda bana her zaman yardimci olan Dr. Emre
HAMURTEKIN’e ve diger arastirma gérevlisi arkadaglarim Dr. Zeki FIRAT a,
Dr. Murat GURSOY’a, Dr. Selim BATMAZ a, tiim bilgisini comertge benimle
paylasan Kimyager Sami AYDIN'a ve Biyolog Sevket DOGRUSOZe,
calismalarimin baslangicindaki desteginden dolayr Dr. Mustafa IRAZ'a ve
beraber ¢alistigimiz zamanlardan hep keyif aldigim Vet. Dr. Murat YALCIN’a
tesekkurlerimi sunarim.

Ayrica her zaman, her konuda oldugu gibi tez ¢alismalarim esnasinda

da yanimda olan sevgili esim Fiisun’a ve bugtinlere gelebilmem igin her turli

fedakarhgi yapan anneme, babama ve kardesime de tesekkurlerimi sunarim.

Bu calisma, Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Destekleme Fonu
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2003/30).

60



OzGECMIS

8 Nisan 1973 yiinda Bursa’da dogdum. ilkokulu Bursa Setbasi
llkokulu'nda okudum. Ortaokul ve lise ogrenimimi yaptigim Bursa Erkek
Lisesi'nden 1990 yilinda mezun oldum. Ayni yil istanbul Universitesi istanbul
Tip Fakultesi'nde tip égretimime basladim. 1998 yilinda tip doktoru tinvani
alarak bu fakulteden mezun oldum. 2001 yilinda Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji- Anabilim Dal’nda uzmanlik
egitimime bagladim ve halen bu egitimime devam ediyorum. Bu egitim
boyunca cesitli bilimsel projelerde gérev aldim. lyi diizeyde ingilizce ve
baglangi¢ diizeyinde Fransizca biliyorum. Evliyim.




