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OZET

Akut miyokardiyal infarktiis (AMIi) diinyada en fazla gérilen 6lim
nedenidir. Sitidin-5’-difosfatkolin (CDP-kolin) ise yillardir Japonya ve pek ¢ok
Avrupa Uulkesinde 6zellikle kafa travmasi, stroke tedavisinde serebral hasari
Onleyici etkisi nedeniyle kullanilan ve vicutta endojen olarak sentezlenen bir
mononukleotiddir. Daha ©nceki calismalarda CDP-kolin'in kisa donem
iskemi-reperfizyon hasarinda da koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir. Bu
sonugclardan yola ¢ikarak calismamizda, CDP-kolin’in sicanlarda uzun donem
miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasari gelisimine kargi koruyucu etkileri olup

olmadigi arastirildi.

Anestezi altindaki siganlarin sol ana koroner arterinin 30 dakika stre
boyunca oklize ve 180 dakika boyunca reperflize edilmesi saglanarak uzun
dénem iskemi-reperfiizyon olusturuldu. iskemi periyodunun 15. dakikasinda
tedaviler (tuzlu su 1 ml/kg, CDP-kolin 100, 250, 500 mg/kg, intravendz)
uygulandi. Reperfiizyon sonunda sicanlarin kalpleri ¢ikartilip histolojik olarak
boyandiktan sonra risk alaninin infarkt alanina orani belirlendi. Deney
sonunda alinan kanlarda ADMA (asimetrik dimetil arjinin), M30 ve M65 gibi
apoptozis kriterlerinin yani sira homosistein ve lipid profili gibi kardiyak risk
faktorleri de arastirildi. CDP-kolin tedavisi, tuzlu su grubuna goére anlamli
olarak infarkt olugsmasini engelledi. Bununla birlikte toplanan kan
orneklerinden yapilan oOlcimlerde, endotel disfonksiyon parametrelerinden
ADMA degerlerinde, apoptozis kriterlerinden M30 ve M65 degerlerinde

anlamli farkhliklar gézlenmedi.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, CDP-kolinin uzun dénem
miyokardiyal iskemi-reperflizyon modelinde miyokard hasarinda koruyucu
etkiye sahip olabilecedini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: CDP-kolin, miyokardiyal iskemi-reperfizyon, apoptozis,
ADMA



SUMMARY

Myocardial ischemia is the leading cause of death all around the
world. Cytidine diphosphocholine (CDP-choline) is in use for treatments of
stroke and head trauma in Japan and several European countries for many
years because of its protective effect against cerebral injury. Also, previous
studies showed that CDP-choline has protective effects against short-term
myocardial ischemia-reperfusion injury. In this study, we investigated that if
CDP-choline has protective effects against long-term myocardial ischemia-

reperfursion injury in rats.

Long term ischemia-reperfusion was produced in anaesthetized rats
by ligature of the left main coronary artery for 30 minutes followed by
reperfusion period for the next 180 minutes. Treatment agents (Saline 1
ml/kg, CDP-kolin 100, 250, 500 mg/kg, intravenously) were given in the
middle of the ischemia. The hearts of the animals were removed and stained
with a histologic dye at the end of the reperfusion and risk area/infarct area
percent ratio was calculated. End of the experiments we collected blood
samples for the measurement of endothelial dysfunction parameter
asymmetric dimethylarginine (ADMA), apoptosis parameters M30 and M65,
cardiac risk factors homocysteine and serum lipid profile.

CDP-choline treatment significantly attenuated the size of infarct area
induced by long term ischemia-reperfusion versus saline group. Although,
CDP-choline treatment did not significantly alter the blood levels of any
parameter (ADMA, M30, M65, homocysteine, serum lipid profile).

Results of this study show that CDP-choline exerts cardioprotective

effects in long term myocardial ischemia-reperfusion injury.

Key words: CDP-choline, myocardial ischemia-reperfusion, apoptosis,
ADMA



GIRIS ve AMAC

Akut miyokard infarktiisii (AMi); ana koroner arterlerin tikanmasi
sonucu meydana gelerek miyokardda iskemi ve nekroza sebep olan bir
hastaliktir. AMi diinyada mortalite ve morbidite siralamasinda ilk siralardaki

yerini korumaktadir (1).

AMi'de ideal tedavinin, hastaneye gelmeden 6nce saglanan erken
tedavi oldugu bilinmektedir (2). Hasta oltimlerinin buyuk bir kismi hastaneye
basvurmadan 6nce olmaktadir. Bu yuzden erken tedavi buyuk 6nem arz
etmektedir. Bu amagcla pek ¢ok tedavi protokoli kullaniimakla birlikte bu
tedavi protokollerinde kullanilan ilacglar daha ¢ok perfizyonun saglanmasi
tzerine etkili olmakta ve bu ilaclarin ¢ogu kalici miyokard hasarini
engelleyememektedir (3).

CDP-kolin (sitidin 5’- difosfat kolin, sitikolin), vicudumuzda endojen
olarak sentezlenen mononukleotid yapida bir bilesiktir. Hicre membran
fosfolipidlerinden, fosfotidilkolin sentezinde bir ara Urin olarak ortaya cikar.
Disaridan verilen CDP-kolin’'in bugiine kadar ¢ok sayida deneysel sistemde
fizyolojik ve farmakolojik yararl etkileri ortaya c¢ikariimistir. Serebral iskemik
kosullarda noron hasarini azaltici etkileri nedeniyle giinimtzde Avrupa ve
Japonya'da kafa travmalari ve stroke tedavisinde kullanimi onaylanmistir
(4,5).

Disaridan  verilen CDP-kolin, hicre membraninda  yerlegik
fosfodiesterazlar tarafindan 6nce fosfokolin ve sitidinmonofosfata, ardindan
kolin ve sitidine hidroliz edilir. CDP-kolin verilmesi sonucu dolagimda kolin ve
sitidin duzeylerinin arttigi (6), insanlarda ise sitidin yerine uridin dizeylerinin
arttigr gosterilmigtir (7). Laboratuvarimizda yapilan calismalarda CDP-kolin’in
kardiyovaskuler, endokrin etkiler sergiledigi, gosterilmigtir (8-11). CDP-kolin
intraserebroventrikiler ve intravendz yolla verildiginde normal kogullarda kan
basinci artirmakta, kanatilarak sok yaratiimis kosullarda hipotansiyonu geri
dondurmektedir (8,9,10,12).



Yine merkezi yolla verilen CDP-kolin plazma
vazopressin, ACTH dizeylerinde artisa neden olmakta, uyariimig kosullarda
plazma TSH, LH ve GH duzeylerini artirmaktadir (11). CDP-kolin bu etkilerini
merkezi kolinerjik sistem aktivasyonu araciligiyla gerceklestirmektedir. CDP-
kolin’in noroprotektif etkisinde ise membran fosfolipid yikimini azaltmasi,
yapimini artirmasi, apoptotik surecgte rol oynayan bir ¢ok mekanizmayi
antiapoptotik  etki sergileyecek sekilde etkilemesinin rol oynadigi
dusunulmektedir (13). CDP-kolin’'in yakin zamanda kolinerjik alfa7-nikotinik
reseptdr agonisti olarak da cesitli etkiler olusturdugu gdsterilmistir. Alfa7-
nikotinik kolinerjik reseptorler nikotinin doku koruyucu etkilerine aracilik eden
alt tiplerindendir ve CDP-kolin metaboliti kolin bu reseptorler Gzerinde
agonistik etki sergilemektedir (14,15).

CDP-kolin'in hem kardiyovaskiler ve hem de doku koruyucu etkileri
g6z oOnune alindiginda, kardiyak iskemi reperfizyon kosullarinda
hipotansiyon, aritmiler gibi kardiyovaskiler ve doku hasari tzerine koruyucu
etkileri  olabilecegi  dusunulmustir. Laboratuarimizda bu amagla
gerceklestirilen kisa sudreli kardiyak iskemi reperfizyon calismasinda
intravendz yolla verilen ilacin reperfizyon déneminde go6zlenen kardiyak

aritmileri 6nledigi ve ortalama yasam oranlarini artirdigi goralmasttr (16).

Bu calismada ise uzun sureli kardiyak iskemi reperfiizyon modelinde
CDP-kolin’ in miyokardda olusan infarkt alani ve dolasimdaki apoptoz ve
nekroz gostergeleri olabilecegi iddia edilen M30, M65 duzeylerine etkisi
arastiriimistir,



GENEL BILGILER

1.1. CDP-kolin

1.2. CDP-kolinin Yapisi

CDP-kolin vicudumuzda endojen olarak bulunan, fosfotidilkolin
sentezinde ara urtin olan nukleotid yapisinda bir molekuldir (Sekil-1).
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Sekil-1: CDP-kolinin molekil yapisi

1.3. CDP-kolin’in Sentezi

CDP-kolin; kolin’den fosfatidilkolin sentez basamaklarinda yer alan
molekillerden biridir (Sekil-2). Bu yolak 1956 yilinda Kennedy ve Weiss
tarafindan tanimlandigi icin “Kennedy Yolag!” olarak bilinir. Kennedy yolagi
vicuttaki fosfatidilkolin sentezinin tek yolu olmamasina ragmen bulyuk

kisminin sentezinden sorumludur (17).

ATP

ADP

CTE- Sekil-2: CDP-kolin sentezi

Fosfokolinsitidiltransferaz

CTP

PP;

Diagilgliserol

Kolinfosfotransferaz @
CMP

Fosfatidilkolin 3



1.4. CDP-kolinin Metabolizmasi

Viucuda alindiginda hicre membranlarinda bulunan fosfodiesterazlar
tarafindan 6nce sitidinmonofosfat ve fosfokoline hidroliz edilir. Daha sonraki
asamalarda son metabolitleri olan kolin ve sitidine dénusur. insanlarda ise
sitidin deaminaz enzimi sayesinde sitidin hizla UGridine donusur. Son
metabolitlerinden  kolin, asetilkolin  yapimindan baska membran
fosfolipidlerinin yapisina da katilir. Diger metabolitler olan sitidin ve Uridin ise
bagslica nukleik asitlerin yapisina katilirlar (Sekil-3). Yapilan ¢alismalar CDP-

kolin’in etkilerini buylk oranda bu metabolitleri araciligi ile meydana
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Sekil-3: CDP-kolin metabolizmasinin sematik gosterimi




1.5. CDP-kolin'in Metabolitleri

1.5.1. Kolin

Parasempatik sistemin baslica norotransmitteri olan asetilkolinin 6n
maddesi olmasi nedeniyle Onem arzetmektedir. Bunun diginda htcre
membrani lipidlerinden olan fosfotidilkolin ve sfingomyelinin yapisina
katilmaktadir. Molekdl agirhgr 105 g'dir (Sekil-4).
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Sekil-4 : Kolinin molekil yapisi

Kolin; digaridan gidalarla alinabildigi gibi vicutta fosfotidilkolin’den de
sentezlenebilir (18). Sentezlenen kolin viucutta kolayca dagilima ugrar. Kan
beyin bariyerinden gecisi esnasinda enerjiye ve konsantrasyon gradiyentine
ihtiya¢c duymadan calisan bu sistemde akim yonU beyinden sistemik
dolasima dogrudur. Ancak kan kolin konsantrasyonunun artiriimasi sonucu

akimin yonu tersine yani sistemik dolasimdan beyine dogru olabilir (19).

Dolagimdaki kolinin noron igine alinmasi iki sistemle olmaktadir. Bu
sistemlerden biri yuksek afiniteli transport sistemi olup, sodyum iyonuna bagli
olarak calisan ve hemikolinium 3 ile bloke olan transport sistemidir. Ky, : 0.1-
10 uM olan bu transport sistemi fizyolojik kosullarda doyurulmus durumdadir.
Ozellikle kolinerjik néronlarda presinaptik yerlesimli bu transport sisteminin
asetilkolin sentezinde hiz kisitlayici basamak oldugu 6ne surtlmektedir (19).
Digeri ise, dusuk afiniteli transport sistemidir. Yiksek afiniteli transport
sisteminden farkli olarak diger dokularda (enterositler, hepatositler vb. )
bulunmaktadir. K, degeri daha yuksek olan bu sistem (K, 30-100 pM)
fizyolojik kosullarda doyurulmamistir ve daha c¢ok fosfotidilkolin olmakla



birlikte diger fosfolipidler icin gerekli olan kolini saglamaktadir. Yerlegimi ise

kolinerjik ndron govdelerindedir (19).

Kolin vicutta 6nemli bir parasempatik nérotransmitter olan asetilkolinin
prekursorudir. Asetilkolin; kolin ve asetil CoA’'nin kolinasetiltransferaz enzimi
aracihgi ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Kolinasetiltransferaz enzimi
fizyolojik kosullarda doyurulmamis durumdadir (20). Daha 6nce yapilan
calismalar gostermistir ki, sistemik kolin konsantrasyonunun arttirilmasi
sonucu beyin kolin (18) ve asetilkolin dizeylerinde artis meydana
gelmektedir (21). invitro calismalarda beyin dilimlerinde ve invivo mikrodiyaliz
calismalarinda da ortamda kolin konsantrasyonunun artirilmasi asetilkolin
saliverilmesini artirmistir. Sonug olarak kolinin kolinerjik iletide ve bu iletiye
bagli fonksiyonlarda artis meydana getirdigi gosterilmigtir (22-25).

1.5.2. Sitidin ve Uridin

Sitidin ve dridin vicutta bulunan 6nemli nukleotidlerdir. Nukleotidler
nikleozidlere fosfat grubu eklenmesi ile ortaya cikar ve sinyal molekilu,
enerji metabolizmasi, koenzimlerin yapisal kisimlarini olugturmak gibi pek

¢cok onemli gbrevleri vardir.

Nuklozidler, bes karbonlu bir seker ve purin veya pirimidin bazlarinin
birlesmesi ile olusur. Purin bazlari adenin ve guanin iken, pirimidin bazlar

sitozin, timin ve urasili igerir.

Nukleotidler baslica iki yolak tizerinden sentezlenebilir;

1) De Novo Yolak: Glisin, glutamat, aspartat, tetrahidrofolat ve
karbondioksit gibi prekursodrlerin purin halkasina katilimini icerir.

2) Kurtarma (Salvage) Yolaklari: Nukleik asit yilkimi sonrasi ortaya
¢ctkan purin ve pirimidin bazlarinin kurtarilmasi yada yeniden kullaniimasi

yoluyla olmaktadir.

Sitidin; CDP-kolinin hem sentezinde kullanilan hem de metabolizmasi
sonucu ortaya c¢ikan bir nikleotiddir. Daha ©Once yapilan calismalarda
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sitidin’in  membran fosfotidilkolinine kolin katilimini arttirarak membran
fosfolipid sentezini arttirdigi gosterilmigtir (26). Bunun yanisira uridinin ise
sitidine dontserek CDP-kolin’'in yapimina katilabildigi gosterilmistir (27).

0 NH,

Sekil-5: Uridin ve Sitidin

1.6. CDP-kolin'in Etkileri

1.6.1. Asetilkolin ve Kolinerjik ileti Uzerine Etkileri

CDP-kolin disaridan verildiginde plazma kolin dizeylerinde artisa yol
acmaktadir (9). Normal sartlar altinda kan beyin bariyerindeki kolin transport
sistemi doyurulmamis oldugundan plazmadaki kolin artigsinin beyinde de kolin
artisina yol actigi gosterilmistir (8,18,28). intraserebroventrikiiler veya
intravendz CDP-kolin verilmesi beyinde kolin dizeylerinde artis meydana
getirmistir (12). Beyin kolin diizeylerindeki bu artiglarin asetilkolin sentezinde
ve saliverimesinde artisa neden oldugu vyapilan calismalara ortaya
konulmustur (12,22,29,30). CDP-kolin’in, kolin ve asetilkolin diizeylerindeki
bu etkilerinin bir sonucu olarak kolinerjik ileti ve onun yol actigi fonksiyonel
islevleri  duzenlemede ©6nemli role sahip oldugu gosterilmigtir
(9,10,11,23,24,12).



1.6.2. Membran Fosfolipidleri Uzerine Etkileri

CDP-kolinin  vicutta pargcalanma drinlerinden kolin  membran
fosfolipidlerinin yapisina katilirken, birlikte bir diger parcalanma trtnid olan
sitidin de hicre icginde sitidintrifosfata dontserek fosfotidilkolin yapimina
katiimaktadir (26,31). Ayrica yapilan calismalar CDP-kolin’in fosfotidilkolin,
fosfotidilserin ve fosfotidiletanolamin duzeylerinde de artisa sebep oldugunu
gostermigtir (6). CDP-kolin’in fosfolipaz A, enzim aktivitesini azaltmasi da
fosfotidilkolin yikimini azaltmakta ve membran fosfolipidlerinin kaybini
Onlemektedir (32).

1.6.3. CDP-kolin’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine E  tkileri

CDP-kolin’in kardiyovaskuler sistem Uzerine etkileri anabilim dalimizin
baslica ¢alisma konularindan birisidir. Bolumimuzde yapilan hemorajik sok
deneylerinde CDP-kolinin intraserebroventrikiller veya intravendz verilmesi
sonucu kan basincini artirmistir. Bu etkisini beyin kolin seviyelerini ve
kolinerjik transmisyonunu artmasi ile merkezi nikotinik reseptorleri aktive
etmesi yoluyla yaptigi ve dolasimda adrenalin ve vazopresin artiginin da bu
etkiye aracilik ettigi gosterilmistir (8,9). Ayrica hemorajik sok olusturulmus
sicanlarda superior mezenterik arter ile renal arter kan akimini ve
hayvanlarin yagam oranlarini artirdigi saptanmigtir (33). Yine bolimumizde
daha Once gerceklestirilen bir calismada ise CDP-kolin’in kisa donem iskemi
reperflizyon modelinde hem aritmi insidansini azalttigi hem de sagkalim

oranlarini arttirdigi gosterilmistir (16).

1.6.4. CDP-kolin’'in Endokrin Sistem Uzerine Etkileri

Hipotalamohipofizer sistemin yogun kolinerjik innervasyona sahip
olmasi, CDP-kolin’'in endokrin etkilerinin biyik kisminin bu sistem tzerinden
ortaya ¢cikmasina sebep olmustur. Yapilan calismalarda;
intraserebroventrikiler (i.s.v.) veya intraventz (i.v.) yolla uygulanan CDP-
kolin tedavisi plazma vazopresin ve katekolamin seviyelerini yikseltmis (10),
bazal kosullarda plasma ACTH, stimule edilmis kosullarda GH, TSH, LH
artisina yol agmis (11) ve intraperitoneal yolla verilen CDP-kolin ise periferde
plazma glukagon ve serum insulin duzeylerinde artisa yol acmigtir. (34).
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Laboratuvarimizda yapilan bagka bir calismada da intraventz verilen CDP-
kolinin vazopressin artigi yaninda oksitosin artisina da neden oldugu
gosterilmistir (35).

insanlarda yapilan calismalarda ise; intravendz yoldan verilen CDP-
kolin buytime hormonu duzeylerini artirirken, prolaktin dizeylerini disurmus,
(36), FSH seviyelerinde azalmaya neden olurken testosteron seviyelerini ise
anlamli olarak arttirmistir (37).

1.6.5. Diger Etkileri

CDP-kolin’in tedavide kullaniimakta oldugu veya kullaniima potansiyeli
olan diger alanlar;

a) Agri ve Analjezi: Bolumumiuzde siganlarda yapilan deneylerde i.s.v.
CDP-kolin verilmesi sonucu akut agri modelinde analjezik etki gorulmustur
(38).

b) Serebral /skemi ve Hipoksi: CDP-kolin serebral iskemideki pek ¢ok
hasari; basta fosfolipaz A, aktivasyonunu azaltip, kardiolipin ve
fosfotidilkolin’in membrandan yikimini engelleyerek (39), Na'/K'-ATPaz
aktivitesini dizelterek (40), antioksidan etki olarak glutatyon ve glutatyon
rediktaz aktivitesini artirarak (41), fosfotidilkolin, kardiyolipin, sfingomyelin
duzeylerini artirarak (42), serebral 6demi azaltarak (43,44) ve kan beyin
bariyeri disfonksiyonunu diizelterek (43) gerceklestirdigi kanitlanmistir. Bu
Ozelliklerine dayanilarak yapilan klinik ¢calismalar sonucunda, stroke ve kafa
travmalarinda basta Japonya olmak (zere dinyada pek c¢ok ulkede
insanlarda kullanilmasi onaylanmigtir.

c) Ogrenme ve hafiza gelistirme: Klinik calismalarda 6zellikle yagl
hastalarin kognitif fonksiyonlarini artirdigi gosterilmistir (45).

d) Norodejeneratif hastaliklar tedavisi: Alzheimer's hastaligi
patogenezinde rol oynayan fosfotidilkolin ve fosfotidiletanolamin kaybinin
CDP-kolin tedavisi ile yerine konulabilecegi gosterilmigtir (45). Parkinson
hastaliginda Levadopa tedavisi ile birlikte kullanilan CDP-kolin’'in Levadopa

tedavisini guglendirdigi ortaya konulmustur (46).



e) Diger hastaliklar tizerine etkileri: Glokom tedavisi (47) ve bagimlilik

tedavisi (48) lizerine olan etkileri gosterilmistir.

2. Akut Miyokardiyal infarktis

2.1. Miyokardiyal iskemi ve Reperflizyon Hasari

AMI diinyada mortalite ve morbidite siralamasinda Ust siralardaki
yerini korumaktadir (1). Miyokard infarktist, mekanik bir etki sonucu (pihti
vb.) koroner arterlerin tikanmasi ve iskemi olusumu ile meydana gelmektedir.
Daha sonra bu iskeminin cesitli yollarla ortadan kalkmasi ile miyokardin

tekrar kanlanmasina reperfiizyon denilmektedir.

iskemi olugsmasi sonucu; miyokard dokusuna kan akiminin aniden
engellenmesi ile hicre icindeki aerobik glikoliz anaerobik glikolize dogru
kayar (49). Anaerobik glikoliz sonrasi hicre icinde biriken laktat ve protonlar
anaerobik solunumun durmasina neden olur (50). Bu arada eneriji
uretilemedigi icin ATP-bagimli iyon kanallarinin bozulmasi ile potasyum ve
magnezyum iyonlari hicre digina c¢ikarken kalsiyum ve sodyum iyonlari
hicre icine girer ve bunun sonucu sitoplazma ve mitokondride kalsiyum
birikimine yol acar (51). Hucre icinde kalsiyum artigi sonrasi fosfolipaz A,
fosfolipaz C ve endonukleazlar aktive olur (52,53). Aktive olan fosfolipaz
A2’nin membran fosfolipidlerini fosforile ederek pargalamasi sonucu
membran hasari olusur (54). Butin bu silrecin sonunda miyozit kaybi

meydana gelmektedir.

2.2. Miyokardiyal iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Potansiyel
Mekanizmalari:

1) Kalsiyum yiklenmesi: Enerji bagiml iyon kanallarinin bozulmasi
sonucu hicre icinde kalsiyum artisi meydana gelmekte ve fosfolipaz A, gibi
enzimlerin bu kalsiyum artisi ile indiklenmesi sonucu hicre membrani
lipidleri yikilmakta ve hicre hasari olugsmaktadir (55).

2) Oksidatif stres: Re-oksijene dokuda olugan reaktif oksijen deriveleri

reperfiizyon saglandiktan hemen sonra kemotaktik sitokinlerin salinimina ve
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endotel Uzerinde hulcresel adezyon molekillerinin ekspresyonuna neden
olarak miyokardiyal hasar yapar (55,56).

3) Akut inflamatuar cevap: Reperfizyondan sonra salinan
kemoatraktanlar nedeniyle infarkt bdlgesine notrofil birikimi olur. Sonucta
burada biriken nétrofiller kapillerde tikanma ve mikrovaskiler basinin yani
sira yikict enzimler ile reaktif oksijen deriveleri salarak hicrelerde hasara
neden olurlar (57).

4) Renin-angiotensin aracilikli hasar: Yapilan calismalar anjiyotensin
2'nin miyozitler ve diz kas hucrelerinde intrasellller kalsiyum dizeylerini
artirdigr ve bunun sonucunda diyastolik fonksiyon bozulmasi ile koroner
vazokonstruksiyon olusturarak miyokard hasarina neden oldugunu
gOstermigtir (58).

5) Trombosit aracilikli hasar: iskemi-reperfiizyon sonrasi trombosit
aktivasyonu meydana gelmektedir. Bu aktivasyon sonrasi olusan
mikroemboliler  6zellikle mikrovaskuler dolagim bozukluguna sebep
olmaktadir. Trombositlerden salinan tromboksan A, ve serotonin, trombozis
ile mikrovaskuler konjesyona yol acarak koroner akimi bozmaktadirlar (59).

6) Kompleman sistem aracilikli hasar: Kompleman sistemi, iskemi-
reperfiizyon sonrasinda trombosit aktive edici faktér ve histamin araciligi ile
hicre zar permeabilitesinin artmasina ve direkt hiicre hasarina neden
olmaktadir (60).

7) Apoptozis: Programli hiicre 6limia anlamina gelen apoptozisde, ilk
once hicre membranindaki 6lum reseptorlerinin (FAS, TNFR1, DR3,4,5)
uyarilmasi gerekmektedir. Bu uyarinin sonucunda sitoplazmada bulunan
faktorler (Bcl 2 ailesi, p53 v.b.) aktifleserek mitokondiriyi etkilemekte ve
mitokondriden salinan sitokrom C sayesinde kaspaslar aktiflesmektedir.
Sonu¢ olarak DNA fragmantasyonuna bagll hicre o6liumid meydana
gelmektedir (61). Miyokardda ki iskemi - reperflizyon ile apoptozis arasindaki
iligki yapilan pek ¢cok deneyde (apoptozisin reperflizyon periyodunda artarak
devam ettigi (62), kaspazlarin aktivasyonu (63) ve p53’ Un rolu (64) ortaya

konulmustur.
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Apoptozis belirteclerinden sitokeratin 18 (CK18), hicrede bulunan
intermediate flament proteinin parcalanmasi sonrasi ortaya c¢ikan bir
proteindir. Bu protein hicrenin apoptozisi veya nekrozu sonucu parcalanarak
olugmaktadir. Apoptotik aktivite 6lgimu icin deneyimizde sitokeratin 18'in
kaspazlar tarafindan ortaya ¢ikartilan soluble formunu belirlemek icin  M30,
hem nekroz hem apoptozis araciligi ile ortaya ¢ikan total CK18 miktarini
belirlemek igin ise M65 elisa testleri tanimlanmistir.

8) Endotel Disfonksiyonu: iskemi-reperflizyon sonrasi miyokardda
olusan ve reperfiizyona ragmen duzelmeyen bir dolagsim bozuklugu meydana
gelmektedir. Buna “No reflow” fenomeni denilmektedir. Endotel disfonksiyonu
bu fenomenin basta gelen nedenleri arasindadir. Endotel disfonksiyonunun
en Onemli parametrelerinden biri ise asimetrik dimetilarjinin (ADMA) oldugu
kabul edilmektedir. ADMA, damar endotel fonksiyonlari (zerine
vazodilatasyon ve antiagregan etkileri olan nitrik oksit (NO) molekulinin
endojen sentezinde rol alan nitrik oksit sentazi inhibe etmektedir. NO
sentezini bozarak endotel disfonksiyonu gelismesini kolaylastirdigi
gOsterilmistir.  Buradan yola c¢ikilarak endotel  disfonksiyonunun
saptanmasinda ©onemli bir parametre olarak kullanilmaya baslaniimistir
(65,66).
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GEREC VE YONTEM

Genel

Calismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetigtirme ve Arastirma Merkezi'nden saglanan 250-300 gr agirliginda Wistar
tirt erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar, sicakhg 20-24 C° olan ve 12 saat
aydinhik/karanlik 1siklandirma déngusu bulunan bir odada yem ve su alimlari
serbest olacak sekilde, 4-6 kadari bir kafeste bakildilar.

Calismadaki tim cerrahi ve deneysel iglemler, Uludag Universitesi
Hayvan Bakimi ve Kullanimi Etik Komitesi tarafindan 20/11/2007 tarih ve 12

numarall karar ile onaylanmigtir.

Cerrahi iglemler

Sicanlar periton icine verilen tretan (1.25 g/kg) ile anestezi edildikten
sonra sol juguler ven (ila¢ enjeksiyonu icin) ve sol karotid arter (kan basinci
Olcumu icin) icleri heparinli tuzlu su (250 IU/ml) ile dolu olan PE 50 tup ile
kanule edildi. Takiben EKG kaydi icin deri altina EKG elektrotlari ve vicut
sicakligini 6lgmek icin rektuma prob yerlestirildi.

Hayvanlar deney slresince vicut sicakliklari 37 + 0.2 C° olacak
sekilde 1sitict bir platform {izerinde tutuldular. iskemi ya da reperfiizyon
esnasinda ventrikuler fibrilasyon gelisen sicanlar (kontrol grubunda iki, tedavi
grubunda bir hayvan) degerlendirme digi birakildilar.

Trakea kanulasyonu sonrasi sol 4. ve 5. kaburgalar arasindan toraks
boslugu acildi ve hayvan hemen suni solunum pompasina (SAR-830 Kugik
Hayvan Ventilatori, PA, A.B.D.) baglanarak pCO,, pO2 ve pH1 normal
duzeylerde tutacak sekilde pozitif basinc¢l suni solunum (1.5 ml/100g hacim
ve 70 atim/dakikalik hiz) uygulanmaya baglandi. Kalp, perikardiyum
siyrildiktan sonra, kaburgalara yapilan hafif bir basin¢la gogus kafesinden
disari dogru cekilerek sol ana koroner arterin altindan 10 mm’lik atravmatik
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yuvarlak igne ile 6/0 ipek iplik gecirildi ve kalp gogus kafesi icine yavasgca geri
yerlestirildi.

Verilerin Kaydedilmesi ve  iskemi-Reperfiizyon Prosedirii

Hazirlik siresince ve deney boyunca elektrokardiyografi (EKG), kan
basinci, kalp hizi ve vicut sicakligi verileri kaydedildi. EKG; EKG modulinin
(ECG 100C), kan basinci ve kalp hizi; volimetrik basing tranducerinin (BPT
300), vicut sicakhgi; sicaklik modulinin (SKT 100C) genel amaclh
transducer vyikselticisine (DA100B, Commat Ltd. Ankara, Turkiye)
baglanmasiyla ve MP100 sistem, AcgKnowledge software (BIOPAC Systems
Inc., CA, A.B.D.) kullanilarak bir bilgisayarda kaydedildi.

Uzun Dénem Iskemi-Reperfiizyon Prosedirii

Kalp, gogus kafesi icine geri yerlestirdikten sonra 20 dakika
stabilizasyon icin beklendi. Okliizyon 6ncesinde kan basinci 60 mm Hg'nin
altina dusen hayvanlar deney disinda birakildi. 20 dakikalik stabilizasyon
periyodu sonunda damarin altindan gecirilmis olan ipligin her iki ucu bir
plastik boru icinden gegcirildi ve bir klemp yardimiyla sikistirilarak damarin
kapatilmasi (okliizyon) sagdlandi. iskeminin 15. dakikasinda tedaviler yapildi.
Otuz dakikalik iskemi suresi tamamlandiginda klemp acilarak ttp iginden
gecen ip gevsetildi ve reperfiizyon saglandi. Reperfliizyon siresi ¢ saat
olarak uygulandi (Sekil-6).

ilag Tedavis
Iskeminin 15. dakikasinda

|

20 dakika 30 dakika 3 saat
Stabilizasyon Iskemi Reperfuzyon

Sekil-6: Uzun dénem iskemi-reperflizyon deney prosedur(.

Uzun donem iskemi-reperfizyon calismasinda, CDP-kolin’in iskemi-

reperfizyon sonucu gelisen miyokardiyal nekroz Uzerine olan etkisi
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aragtirildi. Cerrahi iglemlerin bitiminden sonra stabilizasyon i¢in 20 dakika
beklendi. Stabilizasyon suresinin bitiminden sonra hayvanlarin kontrol kan
basinci, kalp hizi ve EKG’si kaydedildi. Kontrol degerlerin alinmasini takiben
sol ana koroner arter kapatilarak iskemi-reperfiizyon prosediriine baslandi.
iskemi siiresinin ortasinda (okliizyonun 15. dakikasinda) intravenéz yol ile
CDP-kolin (100; 250; 500 mg/kg) ya da tuzlu su (1 ml/kg) hayvanlara verildi.
Deney sonunda, kalpler hizla yerlerinden ¢ikarilarak Langendorff diizenegine
asildi ve arterlerin igcinde kalan kanin wuzaklagtiriimasi icin, aortaya
yerlestirilen bir kandl vasitasiyla, % 0,9 tuzlu su ile perfuze edildiler. Daha
sonra, risk alanini belirlemek amaciyla, koroner arterin ¢evresinde bulunan
ipek sutir yeniden baglanarak 1mg/ml dozunda tuzlu suda c¢ozilerek
hazirlanan akridin turuncusu (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Almanya) 1ml
kadari yaklasik bir dakikalik sure icinde verildi (Deney sonunda, kalp dilimleri
floresan mikroskop altinda incelendiginde akridin turuncusu tutmayan alan
sol ana koroner arterin kanlandirdigi alan risk alani olarak tanimlandi).
Takiben kalpler Langendorf diizeneginden alinarak korunakli bir sekilde -30
°C’de donduruldu.

Nekroz Alaninin Belirlenmesi

Trifenil tetrazolium klorid ile boyama teknigi kullanildi (67). Bu amacla
tetrazolium boyasi, 0.1 M NaH,PO, tampon (pH:7.4) icerisinde %21’'lik (1
g/100 ml) olarak cozuldi. Hazirlanan solisyon 37 C%ye isitilmis su
banyosuna konuldu. Bu esnada derin dondurucudan c¢ikarilan donmus kalp
keskin bir jilet yardimiyla kalinliklari yaklasik 2 mm olacak sekilde dilimlendi.
Takiben kalp dilimleri, %1’lik tetrazolium igeren, pH’si 7.4 olan ve sicakligi
onceden 37 C%ye getirilmis tampon icerisinde 20 dakika inkiibe edildi.
Dilimler tampon igerisine konulduktan sonraki ilk bir dakika boyunca
calkalanarak tiim yiizeylerin boya ile temasi saglandi. inkilbasyon siresi
sonunda tampon igerisinden ¢ikarilan kalp dilimleri %10’luk formalin igerisine
kondu ve 10 dakika beklendi. Bu sayede renklerin ayirimi daha iyi gozlenir
hale geldi.

Dokuda, canlihgini koruyan alanlar tetrazolium ile boyanarak koyu

kirmizi renk alirken nekrotik alanlar soluk sarimsi bir renkte goézlendi. Bu
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islemlerin sonrasinda, kalp dilimleri aralarinda 2 mm kalinlik olan iki lamel
arasina konarak bir kiskag araciligi ile sikigtirildi. Hazirlanan kalp dilimlerin
Olympus BX 50 floresan arastirma mikroskopu yardimiyla x1,25 (Olympus)
bayutmeli mercek kullanilarak fotograflari cekildi ve bilgisayar ortamina
aktarildi. Alanlar, bilgisayar programi (Scion Image, Maryland, A.B.D.)
destekli planimetrik yontem ile nekroz alanlan ve risk alani, sonrasinda
nekroz hacmi ve risk hacmi olarak hesaplandi. Bunu takiben, her bir kalp icin,
batin dilimlerin hacimleri toplanarak total nekroz hacmi ve risk hacmi
hesaplandi. Son olarak nekroz hacminin risk hacmine boluntp yuz ile

carpiimasiyla nekroz hacmi/risk hacminin ytizdesi hesaplandi.

llaclar
CDP-kolin (Fluka Chemie GmbH, isvicre), tuzlu su (% 0.9 NaCl) icinde

hazirland. intravenéz ilag ve tuzlu su enjeksiyonlari 1ml/kg voliimde yapildi.

Olgumler

Deney sonunda alinan kan 6rnekleri (1.5 ml) soguk zincire tabi olarak
santrifije edildi. Serumlari ayrilarak -80 °C'de buzdolabinda saklandi. M30
parametresi 6lcumleri icin; M30 elisa kiti (Peviva, isveg), M65 parametresi
icin; M65 elisa kiti, (Peviva, isveg) kullanildi. Lipid profili spektrofotometrik
yontemle, ADMA (asimetrik dimetil arjinin) icin; ADMA eliza kiti ( immiin
Diagnostik, Almanya), homosistein 6l¢iimleri ise immulate 2000 sisteminde

kemoluminesans yontemi ile 6lguldu.

istatistik

Kan basinci ve kalp hizi degerleri ortalama + standart hata olarak
verildi. Gruplarin karsilastiriimasinda cift yonli ANOVA testi ve anlamli
farkhlik olan gruplarda posterior test olarak Tukey test kullanildi. Nekroz
miktari ve nekroz miktari/risk boélgesi karsilastirmalari, M30, M65, lipid profili,
homosistein ve ADMA sonuglari icin tek yonli ANOVA, kan laktat degerleri
Wilcoxon isaret testi ile degerlendirildi. p< 0.05 olan degerler istatistiki olarak
anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

1. Uzun Dénem iskemi-Reperfiizyon Hasari Olu sturulmu s
Sicanlarda CDP-kolin Tedavilerinin  Miyokardiyal Nek roz Olusumu
Uzerine Etkileri

Deneyin sonunda infarkt ve risk alanlari hesaplanarak tedavi sonuclari
degerlendirildi. Degerlendirme amaciyla kullanilan fotograflar (Sekil-8)' de
gosterildi. Bu degerlendirme sonucunda, her U¢ dozda da CDP-kolin
tedavisinin (100, 250, 500 mg/kg) tuzlu su grubuna goére anlamli olarak infarkt
olusumunu azaltti§g goéruldi. [dozF(3,21)= 5,079] (Sekil-7) infarkt alanlarinin
risk alanlarina orani ile degerlendirildiginde, bu oran tuzlu su grubunda %40
olurken tedavi gruplarinda CDP-kolin 100 mg/kg %26,6, CDP-kolin 250
mg/kg %26,8, CDP-kolin 500 mg/kg %27 oldugu goruldi. CDP-kolin tedavisi
verilmis gruplarda kendi aralarinda doza bagh bir anlamlilik bulunamadi.

50 -

N Tuzlu Su 1 mlkg
BN CDP-Kolin 100 mg/kg
E=3 CDP-Kolin 250 mg/kg
8\0/ 40 4 FHH CDP-Kolin 500 mg/kg
c
g
(@) * * *
£ 30 A
§ | 1
<
iS4
)
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c
e
<
kv
L!—u 10 A
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0
Sekil-7: Uzun ddénem myokardiyal iskemi ve reperflizyon yapilan sicanlarda

CDP-kolin ve Tuzlu su tedavilerinin miyokardiyal inf ~ arkt (zerine etkisi

Sol ana koroner arter okliizyonu yapilarak yapilan 30 dakikalik iskemi periyodunun
15. dakikasinda tedaviler intravenéz olarak uygulandi. iskemi sonrasi 180 dakika
reperflizyon periyodunda takip edilen sicanlar, deney sonunda kalpleri ¢ikartilarak dilimlendi
ve boyandi. Fotograflari cekilerek infarkt alani ve risk bolgesi hesaplandi. Degerler 6 sicanin
ortalama + standart hatasi olarak verildi. istatistiki degerlendirme tek yonlii ANOVA'yi
takiben Tukey testi ile yapildi.(*p< 0,05)
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Risk Alani

%
Infarkt Alani

Tuziu Su Grubu

Risk Alani

Infarkt Alani

CDP-kolin 100 malkg
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Risk Alani
.-"'"'-F

infarkt Alani
CDO-kolin 250 mg/ikg

Risk Alani

Infarkt Alani

CDP-kolin 500 mgikg

Sekil-8: Uzun ddénem myokardiyal iskemi ve reperflizyon yapilan sicanlarda
CDP-kolin ve Tuzlu su tedavilerinin miyokardiyal inf ~ arkt zerine etkisi:

Yukarida verilen fotograflarda beyaz c¢izgi ile siniranmis alanlar, sol ana koroner
arter baglanmasi sonucu iskemiye ugrayan risk alanini; sari ¢izgi ile siniranmis ve daha
yogun gri gorilen alanlar, infarkt alanini, acik ve parlak olarak gorilen alanlar ise akridin
turuncusu tutan risk alani disindaki normal miyokardi gostermektedir.
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2. Uzun Dénem Kalp iskemi-Reperfiizyon Hasari Olu sturulmu s
Sicanlarda CDP-kolin'nin Apoptozis Uzerine Etkisinin Serum M30 ve
M65 Apoptotik isaretleyiciler Aracili g1 ile Doz-Yanit iligkisinin

incelenmesi

Deneyimizin sonunda 210. dk alinan kan o6rnekleri ile yapilan
Olcimler sonucunda M30 ve MG65 Olcumleri sonrasi gruplar arasinda
anlamliliga rastlanmamistir. (Sekil-9 A-B)

A

I Sham Grubu
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Sekil-9: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-kolin ve Tuzlu su tedavisinin
uzun doénem miyokardiyal iskemi ve reperflizyon hasarin da kan M65 ve M30
dizeylerine etkileri: doz ve zaman ili ~ gkisi

CDP-kolin tedavisinin apoptozis tzerine doz ve zaman bagdimh etkilerini incelemek
icin; deney bitiminde (210. dakikada) kan ornekleri alindi ve serumlari ayrilarak M65 (A) ve
M30 (B) parametreleri dlguldii. Degerler ortalama * standart hata olarak verildi. istatistiki
degerlendirme tek yonlii ANOVA testi ile yapildi.

3. Uzun Donem Kardiyak iskemi-Reperfiizyon  Hasari
Olusturulmu g Sicanlarda CDP-kolin'nin Kan ADMA De erleri Uzerine
Etkisi: Doz-Yanit iligkisinin incelenmesi

Deney sonunda toplanan kan oOrneklerinden yapilan ol¢cimlerde;
serumda bulunan ADMA (asimetrik dimetil arjinin) miktarlar tuzlu su
grubunda sham grubuna gore anlaml artis bulundu. CDP-kolin tedavileri
sonrasi ise her li¢ dozda da anlamlilik saptanamadi (Sekil-10).

I Sham grubu

I Tuzlusu 1 milkg
[ CDP-kolin 100 mg/kg
3,0 - 1 CDP-kolin 250 mg/kg
I CDP-kolin 500 mg/kg

2,5 1 L

2,0 A
1,5 A

1,0 A

Serum ADMA de gerleri (umol/L)

0,5 1

0,0

Sekil-10: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-kolin ve tuzlu su tedavisinin
uzun dénem miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon hasarin da kan ADMA dizeylerine
etkileri : doz ve zaman ili  gkisi

Kan ADMA o6lgimi icin drnekler deney sonunda 210. dakikada alindi. Degerler
ortalama * standart hata olarak verildi. istatistiki degerlendirme One way ANOVA testi ile
yapildi.(*p<0,05, sham grubuna gére anlamlri)
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4. Uzun Dénem iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Kan Basincl,

Kalp Atim Sayisi Uzerine Etkisi

Stabilizasyon periyodunun sonunda EKG’lerinde aritmi, ventrikiler
tasikardi (VT) ya da ventrikiler fibrilasyon (VF) tespit edilen sicanlar ve
ortalama kan basinci 60 mmHg'nin altinda olan sicanlar deney disinda
birakildilar. Deney baslamadan stabilizasyon sirasinda gruplarin ortalama
kan basinci 765 mmHg olarak élguldi. iskemi periyodunun baglamasi ile
birlikte ortalama kan basinci (8-10) mmHg dusta (Sekil 11A) ancak kalp
atim sayisinda anlaml bir degisiklik olmadi (Sekil 11B).

5. Uzun Doénem Kardiyak iskemi-Reperfiizyon Hasari
Olusturulmu s Sicanlarda CDP-kolin’nin Kan Basinci, Kalp Atim Sa  yislI
Uzerine Etkisi: Doz-Yanit iligkisinin incelenmesi

CDP-kolin (100, 250, 500 mg/kg) ve tuzlu su (1ml/kg) tedavisi
iskeminin baglatiimasindan 15 dakika sonra hayvanlara intravendz olarak
uygulandi. CDP-kolin tedavisi sonrasi ilk dakika icerisinde kan basincinda
artis goruld. CDP-kolin tedavileri sonrasi 1. dakikada kan basinci
artiglari; 100 mg/kg tedavisi sonrasi ortalama 36,4 £ 3,1 mmHg, 250
mg/kg tedavisi sonrasi 44,8 + 4,4, 500 mg/kg tedavisi sonrasi 37,7 + 3,5
goruldd. (Sekil:11A) Tuzlu su grubunda ise anlamli bir kan basinci artigl
gorulmedi. Batun gruplarda kan basinci artisi gérilmesine ragmen kalp
atim hizinda anlamli bir degisim gozlenmedi. (Sekil 11B) Kan basincinda
ki bu artiglarin tedavi sonrasi 15. dakikada geri dondugu goraldi. Sistolik
ve diyastolik kan basinclarinda da bu artislar goraldu (Sekil 12A ve 12B)
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Sekil-11: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-kolin ve Tuzlu s  u tedavisinin
uzun dénem miyokardiyal iskemi ve reperflizyon hasarin da ortalama kan basincina
ve kalp atim hizina etkileri : doz ve zaman ili  skisi Tedaviler iskemi periyodunun 15.
dakikasinda tuzlu su (1 ml/kg) ve CDP-kolin (100, 250, 500 mg/kg) intravendz olarak
yapildi. Kayitlar 210 dakika boyunca ortalama kan basinci (A), kalp atim hizi (B) olarak
gosterildi. Degerler ortalama * standart hata olarak verildi. Istatistiki degerlendirme iki
yonli RM-ANOVA'yi takiben TUKEY testi ile yapild.
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Sekil 12: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-kolin ve tuzlu s  u tedavisinin
uzun dénem miyokardiyal iskemi ve reperflizyon hasarin da sistolik ve diyastolik kan
basincina etkileri : doz ve zaman ili ~ gkisi

Tedaviler iskemi periyodunun 15. dakikasinda tuzlu su (1 ml/kg) ve CDP-kolin (100,
250, 500 mg/kg) intravendz olarak yapildi. Kayitlar 210 dakika boyunca (A) sistolik kan
basinci, (B) diyastolik kan basinci olarak gosterildi. Degerler ortalama + standart hata olarak
verildi. Istatistiki degerlendirme iki yonli RM-ANOVA'yi takiben TUKEY testi ile yapildi.
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6. Uzun Doénem iskemi-Reperfiizyon Hasari Olu sturuimu s
Sicanlarda CDP-kolin’nin Kan Laktat ve Hemogram De  gerleri Uzerine
Etkisi: Doz-Yanit iligkisinin incelenmesi

Deneyde alinan kan 6rneklerinden olcilen laktat degerlerinde, CDP-
kolin tedavisinin tuzlu su tedavisine gore anlamli bir etkisi gozlenmedi. (Sekil
13) Ayni sekilde hemoglobin ve hematokrit 6lciimlerinde tedavilerle veya

zamanla herhangi bir anlamllik g6zlenmedi.

I Sham Grubu

B Tuzlu su 1ml/kg

5 | | BN CDP-kolin 100 mg/kg
B CDP-kolin 250 mg/kg
E=3 CDP-kolin 500 mg/kg

Kan Laktat Dizeyleri (mmol/L)

0. 210.
Zaman (dk)

Sekil-13: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-kolin ve tuzlu su tedavisinin
uzun donem miyokardiyal iskemi ve reperflizyon hasarin da kan laktat dizeylerine
etkileri : doz ve zaman ili gkisi

Kan laktat élcimu icin drnekler 0. ve deney sonunda 210. dakikada alindi. . Degerler
ortalama + standart hata olarak verildi. istatistiki degerlendirme Wilcoxon isaret testi ile
yapildi (*p<0,05, kendi gruplarinin 0. dakikasina gére anlamli).

7. Uzun Doénem iskemi-Reperfiizyon Hasari Olu sturuimu s
Sicanlarda CDP-kolin’nin Homosistein ve Lipid Profi linine Etkisi
Acisindan Doz-Yanit iligkisinin incelenmesi

Deney sonunda alinan kan drneklerinden yapilan homosistein (Sekil-
14A) ve lipid profili (Trigliserit, HDL, Kolesterol, LDL, VLDL)(Sekil-14B)
Olcuimlerinde CDP-kolin tedavisinin anlamli bir etkisi gézlenmedi.
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I Sham Grubu

B Tuzlu Su 1 mlikg
BN CDP-kolin 100 mg/kg
B CDP-kolin 250 mg/kg
E== CDP-kolin 500 mg/kg

Trigliserit HDL

Kolesterol

LDL VLDL

Sekil-14: intravendz yol ile enjekte edilen CDP-kolin ve tuzlu

uzun dénem miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon hasarin
profili (Trigliserit, HDL, Kolesterol, LDL, VLDL) d

ili skisi

CDP-kolin'in doza ve zamana bagimli olarak serum Homosistein (A) ve Lipid Profili
(B) Uzerine etkileri incelendi. Gruplar arasinda herhangi bir anlamlilik g6zlenmedi. Degerler
ortalama * standart hata olarak verildi. Istatistiki degerlendirme tek yonlii ANOVA testi ile

yapildi.
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TARTISMA ve SONUC

Bulgularimiz, uzun sureli kardiyak iskemi reperfiizyon modelinde CDP-
kolin’in olusan miyokard hasarini azalttigini gostermektedir. Kardiyak iskemi-
reperfiizyon, kanda ADMA sonuclarini anlamli olarak yikseltmis, CDP-kolin
verilen gruplarda ADMA diizeylerinde azalma egilimi gortlmekle birlikte bu
etki anlamli bulunmamigtir. Bu deneysel modelde CDP-kolin kan M30 ve
M65 diizeylerinde anlamh bir degisiklige yol agmamstir. ilag tedavisi
uygulanan gruplarda ortalama kan basinci, kalp hizi, sistolik ve diyastolik kan
basinci gibi hemodinamik parametrelerde ve kan laktat, hemogram,
homosistein, lipid profili degerlerinde tuzlu su grubuna gore anlamli bir
farkhlik olmamistir.

CDP-kolin'in bu deneysel modelde kan basincini degistirmemesi
beklenen bir etki degildir. Cunkl Laboratuarimizda yapilan calismalarda
CDP-kolin’'in intraserebroventriktler ve intravendz vyolla enjeksiyonunun
normal kosullarda kan basincini artirdigi gosterilmistir (8,9,10,12). CDP-kolin,
sicanlarda kanatma ile olusturulan hemorajik sokta hipotansiyonu
duzeltmekte ve hayvanlarda ortalama yasam sirelerini uzatmaktadir (9).
Belirtlen kosullarda CDP-kolin'in  kardiyovaskiler etkilerinde merkezi
kolinerjik  sistemin  uyarilmasi sonrasi néronal nikotinik reseptor
aktivasyonunun araciligi oldugu bilinmektedir (9,12). Yine bu kosullarda ilacin
kardiyovaskuler etkileri sicanlarin ortalama yasam surelerinin uzamasinda rol
oynamaktadir. Diger taraftan, servikal seviyede yapilan spinal kord kesisiyle
olusturulan spinal sok kosullarinda ve kisa sureli kardiyak iskemi reperflizyon
ile olusturulan kardiyojenik sok kosullarinda da CDP-kolin tedavisi kan
basincini kisa sdreli olarak artirmaktadir (68). Gerek bu calismalarda
gerekse bu tezde CDP-kolin ayni dozlarda ve intraven6z yolla verilmistir. Bu
calismamizda kardiyovaskiler etkisinin gdzlenmemesi deneysel modelin
farkll olusuyla aciklanabilir ve kardiyak koruyucu etkisinde kardiyovaskuler
etkilerinin aracihdr olmadigini gostermektedir. Benzer sekilde spinal sok
kosullarindaki doku koruyucu etkisinde de kan basincini artirici etkisinin

aracihgi oldugu dusunulmemistir. Clnki etki kisa surelidir ve deneyin ikinci
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gununde ortaya cikan histopatolojik duzelmeyi agiklamaktan uzaktir. Bu
calismada CDP-kolin tedavisinin oksidatif stres parametrelerinde anlamli
dizelme olusturdugu da gosteriimis ve doku koruyucu etkisinde bu
antioksidan etkinin araciligi olabilecedi ileri suralmugstiur (68). Benzer etki
mekanizmasi bu calismadaki CDP-kolinin gozlenen Kkardiyak dokuyu
koruyucu etkisi icin de gecerli olabilir. Cunki iskemi sirasinda fosfotidilkolin
parcalanmakta ve hem hiicre zari hasarlanmakta hem de agiga ¢ikan serbest
yag asitleri serbest radikallere dontserek iskemik hasarin artmasina yardimci
olmaktadir (69). Disaridan CDP-kolin verilmesi sonucu fosfotidilkolin
sentezinin arttigi gosterilmigtir (26). Yapilan bagka calismalarla CDP-kolin
tedavisi uygulanan hayvanlarda serbest yag asidi olusumu azaldigi
gosterilmistir (70). Bu bulgular 1siginda CDP-kolin verilmesinin iskemi
sirasinda olusan hiicre membranindaki fosfatidilkolin kayiplarini dnleyerek ve
serbest radikal olusumunu azaltarak miyokardi infarkta karsi koruyan
etkilerini bu yollarla gosterebilecegdi ortaya ¢ikmaktadir.

Bir bagska sok modeli olan kisa streli kardiyak iskemi reperflizyon
calismasinda da CDP-kolin kan basincini artirmakla birlikte, bu etki
reperfizyon doneminden dnce geri donmusg ve reperflizyon aritmilerine bagl
6lim oranlarinin azaltimasinda araciligi olmadigi diistinilmustir. ilging
olarak bu calisma CDP-kolin’in kolinerjik antienflamatuvar yolagi aktive
ederek koruyucu etkiler sergiledigini de ortaya ¢ikarmistir (16).

Kolinerjik antienflamatuar yolak, immun sistemin aktiflesmesi ile hem
makrofajlar hemde immin veya nonimmin hicrelerden salinan sitokinlerin
nervus vagusu uyarmasl sonucu aktive olmaktadir. Afferent ndronlari
aracihgi ile merkezi sinir sistemindeki ve beyin sapindaki; area postrema,
nucleus tractus solitarius, dorsal motor nucleus of vagus, paraventrikiler
nucleus, locus ceruleus gibi merkezleri etkileyerek alinan iletiler vagal
efferent noronlar araciligi ile periferdeki retikiiloendotelyal sistem ve diger
organlari uyarmaktadir (71). Son dbnemde yapilan c¢alismalarda immin
sistem hucrelerinin ve Ozellikle makrofajlarin membranlarinda a7 nikotinik

reseptorlerin varhigi buyik dnem kazanmis ve uyarildiklari durumlarda TNF-
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a, iL-1B, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin azaldigi ve antienflamatuar etkinin ortaya
ciktigr yapilan calismalarla gosterilmistir (72-75). Butun bu c¢alismalar
gostermektedir ki kolinerjik uyarilma sonucu antienflamatuar etkiler ortaya
¢ctkmaktadir. CDP-kolinin ise etkilerini daha ¢ok merkezi kolinerjik aktivasyon
ile meydana getirdigi kisa donem kardiyak iskemi-reperfiizyon ¢alismamizda
vagatomi araciligi ile gosterilmistir (16). Dolayisiyla ¢alismamizdaki CDP-
kolin’in kardiyak koruyucu etkisinde kolinerjik antienflamatuvar yolun araciligi
olabilir.

CDP-kolinin tim dozlarda ayni oranda doku koruyucu etki sergilemesi
en dusuk dozda bile etkisinin maksimum oranda ortaya ciktigini
gOstermektedir.

Akut koroner sendrom gelismis hastalarda ADMA dizeylerinin dort kat
yukseldigi yapilan klinik calismalarla go6sterilmistir (66). Calismamizda
kardiyak iskemi-reperfiizyon modelinde endotel disfonsiyonunu ve bu olayda
ADMA'nin rolind arastirmak igcin serumda ADMA Olgimu gergeklestirdik.
Ortaya ¢ikan tabloda tuzlu su grubunda sham grubuna gore anlamli diizeyde
ADMA artisi gérmemize ragmen tedavi gruplarinda ki artigin anlamli
olmamasi, CDP-kolin tedavisinin ADMA olusumunu kismen de olsa
engellemis olabilecegini gostermektedir.

Miyokardda  meydana gelen iskemi-reperfiizyon  hasarinin
nedenlerinden biri de infarkt gelisimi sirasinda apoptozis gorulmesidir (76).
Bu apoptozis sadece infarkt sinirinda degil, miyokardin uzak bélgelerinde de
gorulebilmektedir. iskemi sonrasi gelisen bu apoptozis tim miyokardi
etkilemekte ve infarkt sonrasi kalp yetmezligi gibi kalbin yeniden
sekillenmesinde dnemli rol oynamaktadir (77). CDP-kolin tedavisinin kaspaz
3 dizeylerinde azalmaya neden oldugu ve dolayisi ile apoptozisi Onledigi
sican beyninde vyapilan calismalarla gosterilmigtir (78). Bizde bu
calismamizda CDP-kolin'in apoptozise etkilerini incelemek amaciyla
sitokeratin 18 6lgumine dayanan serumda M30 ve M65 Elisa olgumlerini
gerceklestirdik. Bu o6lcumlerde gruplar arasinda herhangi bir anlamlilik
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gOzlemlenemedi. Bunun nedenlerinden biri reperflizyon suresinin kisa (180
dakika) olmasi olabilir. Cunktu daha 6nce akut koroner sendrom gelismis
hastalarda yapilan bir calismada M30 degerlerinin 24. saatte pik yaptigi
gOsterilmistir (79). Bir digeri de belirtilen strelerde miyokardda apoptoz
ortaya ciksa bile kan parametrelerini etkileyecek bir patolojik tablo ortaya
¢ctkmamig olabilir. Bu durumda kalp dokusunda dogrudan apoptoz
goruntilenmesi ve etkinin dokuda goruntilenmesi 6nem kazanmaktadir.

Buna yonelik calismalarimiz baslatilmigtir.

Calismamiz CDP-kolin’'in uzun sireli miyokardiyal iskemi-reperflizyon
hasarinda infarkt olusumu Uzerine etkilerini arastiran ilk arastirmadir.
Sonuclarimiz anestezi altindaki sicanlarda intraven6z olarak uygulanan CDP-
kolin’in uzun donem iskemi reperflizyon hasarinda miyokardi infarkt
olusumundan koruyabilecegini gdstermektedir. ilacin bu modeldeki etk

mekanizmalari ileriki ¢calismalarda ortaya ¢ikarilacaktir.

CDP-kolin'in gunumuizde cesitli serebral iskemik olaylarda tedavi
amacityla kullanilan bir ilag oldugu ve halen rapor edilmig 6nemli bir yan
etkisinin olmadigi g6z Onine alinacak olursa, calisma sonuclarimiz ilacin
kardiyak iskemi reperfizyon kosullarinda da ileride tedavi amacgli
kullanilabilecegini distindiren bulgular olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Calismalarimiz CDP-kolin’in doz-yanit etkisini gostermekle birlikte bu
etkinin mekanizmasina dair aciklik getirmek igin projemizin devaminda bu
etkinin hangi yollarla gerceklestigi ve apoptozis Uzerine etkileri histolojik ve

farmakolojik yontemlerle arastirilacaktir.

30



KAYNAKLAR

World Health Organisation . The top ten causes of death. Fact sheet
2008

Gomez M, Anderson J, Karagounis L ve ark. An emergency
department-based protocol for rapidly ruling out myocardial ischemia
reduces hospital time and expense: Results of a randomized study
(ROMIQ). Journal of the American College of Cardiology 1996;28:25-
33

Perez MI, Musini VM, Wright JM. Effect of early treatment with anti-
hypertensive drugs on short and long term mortality in patients with an
acute cardiovascular event. Cochrane database of systematic reviews
2009; 4

Adibhatla RM, Hatcher JF. Citicoline mechanisms and clinical efficacy
in cerebral ischemia. J Neurosci Res. 2002;70(2):133-9.

Adibhatla RM, Hatcher JF. Cytidine 5'-diphosphocholine (CDP-
choline) in stroke and other CNS disorders. Neurochem Res 2005;
30(1):15-23.

Lopez-Coviella , Agut J, Savci V, Ortiz JA, Wurtman RJ. Evidence that
5'-cytidinediphosphocholine can affect brain phospholipid composition
by increasing choline and cytidine plasma levels. J Neurochem 1995;
65(2):889-94.

Wurtman RJ, Regan M, Ulus I, Yu L. Effect of oral CDP-choline on

plasma choline and uridine levels in humans. Biochem. Pharmacol
2000;1:60(7):989-92.

31


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12271462
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15756928
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7616250
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10974208

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

9- Savcl V, Goktalay G, Cansev M, Cavun S, Yilmaz MS, Ulus IH.
Intravenously injected CDP-choline increases blood pressure and
reverses hypotension in haemorrhagic shock: effect is mediated by
central cholinergic activation. Eur J Pharmacol 2003;468(2):129-39

10- Cavun S, Savci V, Ulus IH. Centrally injected CDP-choline increases
plasma vasopressin levels by central cholinergic activation. Fundam
Clin Pharmacol 2004; 18(1):71-7.

11- Cavun S, Savci V. CDP-choline increases plasma ACTH and
potentiates the stimulated release of GH, TSH and LH: the
cholinergic involvement. Fundam Clin Pharmacol 2004;18(5):513-
23.

12-Savci V, Cavun S, Goktalay G, Ulus IH. Cardiovascular effects of
intracerebroventricularly injected CDP-choline in normotensive and
hypotensive animals: the involvement of cholinergic system. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol 2002;365(5):388-98.

13-Adibhatla RM, Hatcher JF, Dempsey RJ. Citicoline: Neuroprotective
mechanisms in cerebral ischemia. J Neurochem 2002;80(1):12-23.

14- Gurun MS, Parker R, Eisenach JC, Vincler M. The effect of
peripherally administered CDP-choline in an acute inflammatory pain
model: The role of a7 nicotinic acetylcholine receptor. Anesthesia and
Analgesia 2009;108:1680-1687

32


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12031853
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12742520
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14748757
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15482372
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12012025
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11796739

15- Deutsch S, Rosse RB, Schwartz BL ve ark. Effect of CDP-choline and
the combination of CDP-choline and galantamine differ in an animal
model of schizophrenia: Development of a selective a7 nicotinic
acetylcholine receptor agonist strategy. European
Neuropsychopharmacology 2008;18:147-151

16-Yilmaz MS, Coskun C, Yalcin M, Savci V. CDP-choline prevents
cardiac arrhythmias and lethality induced by short-term myocardial
ischemia-reperfusion injury in the rat: involvement of central
muscarinic cholinergic mechanisms. Naunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol 2008;378(3):293-301.

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

18- Cohen EL, Wurtman RJ. Brain acetylcholine: increase after systemic
choline administration. Life Sci 1975;16(7):1095-102

19- Lockman PR, Allen DD. The transport of choline. Drug Dev Ind
Pharm 2002;28(7):749-71.

20- Blusztajn JK, Wurtman RJ. Choline and cholinergic neurons. Science
1983;221(4611):614-20.

21- Cohen EL, Wurtman RJ. Brain acetylcholine: control by dietary
choline. Science 1976;191(4227):561-2.

22- Ulus IH, Hirsch MJ, Wurtman RJ. Trans-synaptic induction of
adrenomedullary tyrosine hydroxylase activity by choline: evidence
that choline administration can increase cholinergic transmission. Proc
Natl Acad Sci USA 1977;74(2):798-800

33


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18504556
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1134185
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12236062
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6867732
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1251187
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15250

23- Arslan BY, Ulus IH, Savci V, Kiran BK. Effects of
intracerebroventricular injected choline on cardiovascular functions
and sympathoadrenal activity. J Cardiovasc Pharmacol
1991;17(5):814-21.

24- Savci V, Gurun S, Ulus IH, Kiran BK. Intracerebroventricular injection
of choline increases plasma oxytocin levels in conscious rats. Brain
Res 1996;709(1):97-102.

25- Savci V, Ulus IH. Central choline reverses hypotension caused by
alpha-adrenoceptor or ganglion blockade in rats: the role of
vasopressin. Eur J Pharmacol 1996;311(2-3):153-61

26- Savci V, Wurtman RJ. Effect of cytidine on membrane phospholipid
synthesis in rat striatal slices. J Neurochem 1995;64(1):378-84.

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

28- Buyukuysal RL, Ulus IH; Aydin S, Kiran BK. 3,4-Diaminopyridine and
choline increase in vivo  acetylcholine release in rat striatum. Eur J
Pharmacol 1995;281(2):179-85

29- Maire JC, Wurtman RJ. 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)1985;80(3):189-
95.

34


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8869561
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8891595
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7798935
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7589205
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3003350

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

31- Lopez G-Coviella I, Wurtman RJ. Enhancement by cytidine of
membrane phospholipids synthesis. J. Neurochem 1992;59:338-343

32- Arrigoni E, Averet N, Cohadon F. Effects of CDP-choline on
phospholipase A2 and cholinephosphotransferase activities following
a cryogenic brain injury in the rabbit. Biochem Pharmacol 1987;
36(21):3697-700.

33- Yilmaz MS, Yalcin M, Savci V. Cytidine 5'-diphosphocholine restores
blood flow of superior mesenteric and renal arteries and prolongs
survival time in haemorrhaged anaesthetized rats. Clin Exp
Pharmacol Physiol 2006;33(5-6):415-20.

34-licol YO, Cansev M, Yilmaz MS, Hamurtekin E, Ulus IH.
Intraperitoneal administration of CDP-choline and its cholinergic and
pyrimidinergic metabolites induce hyperglycemia in rats: involvement
of the sympathoadrenal system. Arch Physiol Biochem 2007;113(4-
5):186-201.

35-Coskun C, Eyigor O, Cavun S, Savci V. Effect of CDP-choline on C-
FOS expression in vasopressinergic and oxytocinergic neurons in
supraoptic nukleus. Neuroscience 2008, poster presentation;
780.18/QQ44

36-Matsuoka T, Kawanaka M, Nagai K. Effect of cytidine diphosphate

choline on growth hormone and prolactin secretion in man. Endocrinol
Jpn 1978;25(1):55-7.

35


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2823830
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16700873
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17917852
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/639755

37-De Rosa G, Gulino A, de Rosa E, Satta MA, Aiello A, Makhoul O,
Pasargiklian E. Effects of citicholine on pituitary gland function in
normal subjects and in cases of idiopathic galactorrhea Clin Ter 1980;
94(4):407-14.

38-Hamurtekin E, Gurun MS. The antinociceptive effects of centrally
administered CDP-choline on acute pain models in rats: the
involvement of cholinergic system. Brain Res 2006;1117(1):92-100.

39-Rao AM, Hatcher JF, Dempsey RJ. Does CDP-choline modulate
phospholipase activities after transient forebrain ischemia? Brain Res
2001;893(1-2):268-72.

40-Rigoulet M, Guerin B, Cohadon F, Vandendreissche M. Unilateral
brain injury in the rabbit: reversible and irreversible damage of the
membranal ATPases. J Neurochem 1979;32(2):535-41

41-Adibhatla RM, Hatcher JF, Dempsey RJ. Effects of citicoline on
phospholipid and glutathione levels in transient cerebral ischemia.
Stroke 2001; 32(10):2376-81.

42-Rao AM, Hatcher JF, Dempsey RJ. Lipid alterations in transient
forebrain ischemia: possible new mechanisms of CDP-choline
neuroprotection. J Neurochem 2000;75(6):2528-35.

43-Baskaya MK, Dogan A, Rao AM, Dempsey RJ. Neuroprotective
effects of citicoline on brain edema and blood-brain barrier breakdown
after traumatic brain injury. J Neurosurg 2000; 92(3):448-52

44-Schabitz WR, Weber J, Takano K, Sandage BW, Locke KW, Fisher M.

The effects of prolonged treatment with citicoline in temporary
experimental focal ischemia. J Neurol Sci 1996;138(1-2):21-5.

36


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6780259
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16942753
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11223016
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/216777
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11588329
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11080206
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10701532
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8791234

45-Alvarez XA, Mouzo R, Pichel V, Pérez P, Laredo M, Ferndndez-Novoa
L ve ark. Double-blind placebo-controlled study with citicoline in APOE
genotyped Alzheimer's disease patients. Effects on cognitive
performance, brain bioelectrical activity and cerebral perfusion.
Methods Find Exp Clin Pharmacol 1999;21(9):633-44.

46-Secades JJ, Lorenzo JL. Citicoline: Pharmacological and clinical
review, Methods Find Exp Clin Pharmacol 2006;28 Suppl B:1-56.

47-Grieb P, Rejdak R. Pharmacodynamics of citicoline relevant to the
treatment of glaucoma. J. Neurosci Res 2002;67(2):143-8.

48-Renshaw PF, Daniels S, Lundahl LH, Rogers V, Lukas SE. Short-term
treatment with citicoline (CDP-choline) attenuates some measures of
craving in cocaine-dependent subjects: a preliminary report.
Psychopharmacology (Berl) 1999;142(2):132-8.

49-Jennings RB, Murry C, Reimer KA. Myocardial effects of brief periods
of ischemia followed by reperfusion. Adv Cardiol 1990;37:7-31.

50-Stanley WC, Lopaschuk GD, Hall JL, McCormack JG. Regulation of
myocardial carbohydrate metabolism under normal and ischaemic
conditions. Potential for pharmacological interventions. Cardiovasc
Res 1997;33(2):243-57.

51-Buja LM, Hagler HK, Willerson JT. Altered calcium homeostasis in the
pathogenesis of myocardial ischemic and hypoxic injury. Cell Calcium
1988;9(5-6):205-17.

52-Prasad KN. New opportunities with neuronal cultures to study the

mechanisms of neurotoxic injuries. Neurotoxicology 1991;12(3):493-
503.

37


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10669911
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17171187
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11782957
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10102764
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2220467
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9074687
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3066489
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1745437

53-Trump BF, Berezesky IK. Calcium-mediated cell injury and cell death.
FASEB J 1995;9(2):219-28.

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

55-Zweier JL. Measurement of superoxide-derived free radicals in the
reperfused heart. Evidence for a free radical mechanism of
reperfusion injury. J. Biol. Chem 1988;263(3):1353-7.

56-Semenza GL. Cellular and molecular dissection of reperfusion injury:
ROS within and without. Circ Res 2000;86(2):117-8.

57-Vinten-Johansen J. Involvement of neutrophils in the pathogenesis of
lethal myocardial reperfusion injury. Cardiovasc Res 2004;61(3):481-
97.

58-Linz W, Scholkens BA, Albus U, Petry P, Breipohl G, Knolle J. Atrial
natriuretic factor protects the isolated working ischaemic rat heart
against the action of angiotensin Il. J Hypertens Suppl 1988;
6(4):S339-41.

59-Xiao CY, Hara A, Yuhki K, Fujino T, Ma H, Okada Y, Takahata O,
Yamada T, Murata T, Narumiya S, Ushikubi F. Roles of
prostaglandin I(2) and thromboxane A(2) in cardiac ischemia-
reperfusion injury: a study using mice lacking their respective
receptors. Circulation 2001;104(18):2210-5.

60-Moens AL, Claeys MJ, Timmermans JP, Vrints CJ. Myocardial

ischemia/reperfusion-injury, a clinical view on a complex
pathophysiological process. Int J Cardiol 2005;100(2):179-90.

38


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7781924
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2826476
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10666403
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14962479
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2977176
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11684633
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15823623

61-Abbate A, Biondi-Zoccai G, Petrolini A, Biasucci LM, Baldi A. Clinical
relevance of apoptosis in early and late post-infarction left ventricular
remodeling. Ital Heart J 2002;3(12):699-705.

62-Fliss H, Gattinger D. Apoptosis in ischemic and reperfused rat
myocardium. Circ Res 1996;79(5):949-56.

63-Black SC, Huang JQ, Rezaiefar P, Radinovic S, Eberhart A, Nicholson
DW, Rodger IW. Co-localization of the cysteine protease caspase-3
with apoptotic myocytes after in vivo myocardial ischemia and
reperfusion in the rat. J Mol Cell Cardiol 1998;30(4):733-42.

64-Long X, Boluyt MO, Hipolito ML, Lundberg MS, Zheng JS, O'Neill L,
Cirielli C, Lakatta EG, Crow MT. p53 and the hypoxia-induced
apoptosis of cultured neonatal rat cardiac myocytes. J Clin Invest
1997;99(11):2635-43.

65- Endemann DH, Schiffrin E. Endothelial dysfunction. Journal American
Society of Nephrology 2004;15:1983-1992

66- Rainer H Boger. Asymmetric dimethylarginine (ADMA) and
cardiovascular disease: Insights from prospective clinical trials.
Vascular medicine 2005;10:19-25.

67- Ytrehus K, Liu Y, Tsuchida A, Miura T, Liu GS, Yang XM, Herbert D,
Cohen MV, Downey JM. Rat and rabbit heart infarction: effects of
anesthesia, perfusate, risk zone, and method of infarct sizing. Am J
Physiol 1994;267(6 Pt 2):H2383-90.

39


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12611119
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fliss%20H%22%5BAuthor%5D
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gattinger%20D%22%5BAuthor%5D
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9602422
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9169493
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7528994

68- Coskun C, Avci B, Ocak N, Yalcin M, Dirican M, Savci V. Effect of
repeatedly given CDP-choline on cardiovascular and tissue injury in
spinal shock conditions: investigation of the acute phase. J
Pharm Pharmacol 2010;62(4):497-506

69-Zweifler RM. Membrane stabilizer: citicoline. Curr Med Res Opin
2002;18 Suppl 2:14-7.

70- Dorman RV, Dabrowiecki Z, Horrocks LA. Effects of CDP-choline and
CDP-ethanolamine on the alterations in rat brain lipid metabolism
induced by global ischemia. J Neurochem 1983;40(1):276-9.

71-Pavlov VA, Wang H, Czura J, Friedman SG, Tracey KJ. The
Cholinergic Anti-inflammatory Pathway: A missing link in
neuroimmunomodulation. Moleculer Medicine 2003;9:5-8,125-134

72-Bernik T., Friedman SG, Ochani M., DiRaimo R., Susarla S., Czura
CJ., Tracey KJ. Cholinergic antiinflammatory pathway inhibition of
tumor necrosis factor during ischemia reperfusion. J Vascular Surgery
2002,36:1231-1236.

73- Ando M, Katare RG, Kakinuma Y, Zhang D, Yamasaki F, Muramoto
K, Sato T. Efferent vagal nerve stimulation protects heart against
ischemia-induced arrhytmias by preserving connexin 43 protein.
Circulation 2005;112:164-170.

74- Borovikova LV, lvanova S, Zhang M ve ark. Vagus nerve stimulation
attenuates the systemic inflammatory response to endotoxin. Nature
2000;405:458-61

40


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12365823
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6848664

75- Kawashima K. ve Fujijj T. The lymphocytic cholinergic system
and its contribution to the regulation of immune activity. Life Sciences
2003;74: 675-696.

76- Bazzani C, Guarini S, Botticelli AR ve ark. Protective effect of
melanocortin peptides in rat myocardial ischemia. The journal of
pharmacology and experimental therapeutics 2001;297:3;1082-87

77- Lee Y, Gustafsson AB. Role of apoptosis in cardiovascular disease.
Apoptosis 2009;14(4):536-48.

78- Fiedorowicz M, Makarewicz D, Stanczak-Mrozek Kl, Grieb P. CDP-
choline (citicoline) attenuates brain damage in a rat model of birth
asphyxia. Acta Neurobiol Exp 2008;68(3):389-97.

79- Senturk T, Aydinlar A, Yilmaz Y, Oral AY, Ozdabakoglu O, Ulukaya E.
Serial changes in circulating M30 antigen, a biomarker of apoptosis, in
patients with acute coronary syndromes: relationship with the severity
of coronary artery disease. Coron Artery Dis 2009;20(8):494-8.

41


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19142731
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18668162
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19770641

OZGECMIS

26 Temmuz 1974 yilinda Kiitahya’da dogdum. ilkokulu Kitahya
Gazi Kemal ilkdgretim okulunda okudum. Ortaokul égrenimimi Kiitahya
Lisesi'nde, lise dgrenimimi ise Ankara Yuce Fen Lisesi'nde 1991 yilinda
tamamlayarak mezun oldum. Ayni yil Uludag Universitesi Tip
Fakiltesi’'ni kazanarak tip egitimime bagladim. 2001 yilinda tip doktoru
tnvani alarak bu fakulteden mezun oldum. 2005 yilinda Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalr’'nda uzmanlik
egitimime basladim ve halen bu egitimime devam ediyorum. Bu egitim
boyunca cesitli bilimsel projelerde gorev aldim. Yabanci dil olarak

ingilizce biliyorum. Evliyim

42



TESEKKUR

Uzmanhk egitimim basindan sonuna kadar bana buyik emek
harcayan ve uzmanlik tezimi hazirlamamda katkilari olan basta tez
danismanim Prof. Dr. Vahide SAVCI olmak lzere tum Farmakoloji ve Klinik
Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim uyeleri; Prof. Dr. Levent R.
BUYUKUYSAL’a, Prof. Dr. M. Sibel GURUN’e, Dog. Dr. Sinan CAVUN'a,
Dog. Dr. Gokhan GOKTALAY’a, Dog. Dr. Mehmet CANSEV’e, uzmanlik
egitimimin basglangicindan itibaren beraber ¢calismaktan mutluluk duydugum
arkadaglarim Uzm. Dr. Emre HAMURTEKIN ve Uzm. Dr. Murat GURSOYa, ,
calismalarim esnasinda bana her zaman yardimci olan Dog. Vet.Dr. Murat
YALCIN’a ve diger arastirma gorevlisi arkadaglarima , essiz kimya bilgisi ve
tecribelerini  daima benimle paylasan Kimyager Sami AYDINa
tesekkdrlerimi sunarim.

Ayrica bu gunlere gelebilmemde her zaman, her konuda, her turli
fedakarligr yaparak yanimda bulunan anneme, babama, kardeslerim Funda
ve Sedef'e, butun varhigiyla bana destek olan sevgili esim Sinem’e tesekkir

ederim.

Bu calisma, Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Destekleme

Fonu tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2008 /43).

43



