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Erythrocyte Antioxidative Enzyme Levels After Experimental Cardiac Ischemia-Reperfusion Damage

Summary

The arlm of this study was to investigate the antioxidative enzymes (Superoxide Dismutase-SOD, Glutathione
Peroxidase-GSH-Px, Catalase-CAT) levels in erythrocytes of rats with experimentally cardiac ischemia
reperfusion injury. Additionally the effect of the aminoguanidin (AG), an antioxidant was assessed in the
prevention of ischemia reperfusion.

A total of 36 rats divided equally into 4 groups were used in the study. Groups were defined as sham, ischemia-
reperfusion (I/R), aminoguanidin treated group before the ischemia (I/ AG), and aminoguanidin treated group
before reperfusion (R/ AG).

There was a statistically significant decrease in the erythrocyte SOD and GSH-Px activities except for CAT
activities in ischemia reperfusion group when compared with sham group (p<0.05). Erythrocyte CAT activities
of ischemia reperfusion group were increased when compared with sham group . In aminoguanidin receiving
groups , especially in I/AG group rather than R/AG showed significant increase in the activities of SOD and
GSH-Px in respect to I/R group (p<0.05). Erythrocyte CAT activities of I/ AG group were increased when
compared with R/ AG group. An increase in erythrocyte SOD and GSH-Px activity in R/ AG group was
observed in comparison to I/R group.

In conclusion, aminoguanidin was found to increase antioxidant activity and had cardioprotective effects for
prevention of cardiac ischemia reperfusion injury.
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Ozet

Bu ¢alismanin amaci deneysel olarak kardiyak iskemi reperfiizyon hasan olugturulmus ratlann eritrositlerinde
antioksidan enzimlerin (Superoksid Dismutaz-SOD, Glutatyon Peroksidaz- GSH-Px, Katalaz- CAT) diizeylerini
aragtrmaktir. Ayrica bir antioksidan olan aminoguanidinin iskemi reperfiizyon hasarinin 6nlenmesinde etkileri
olgulmiistiir,

Toplam olarak 36 adet rat 4 esit gruba boliinerek caligmada kullamlmigtir. Gruplar ; Sham, iskemi-reperfiizyon
(UR), iskemi oncesi aminoguanidin uygulanan grup (/AG) ve reperfiizyon 6ncesi aminoguanidin uygulanan
grup (R/AG) olarak belirlenmigtir.

Katalaz aktivitesi diginda iskemi reperfiizyon grubunun eritrosit SOD ve GSH-Px aktiviteleri sham grubuna gore
kargilastinldigi zaman istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulunmustur (p<0.05). Iskemi reperfiizyon
grubunun eritrosit CAT aktiviteleri sham grubuna goére artrugtir. Aminoguanidin verilen gruplarda R/AG
grubundan daha ziyade ozellikle /AG grubunda /R grubuna gore SOD ve GSH-Px aktiviteleri bakimindan
anlamli bir artig saptanmustir (p<0.05). IYAG grubunun eritrosit katalaz aktiviteleri; R/AG grubu ile
karsilagtinldiginda artmug olarak bulunmustur. /R grubuna gore R/AG grubunda eritrosit SOD ve GSH-Px
aktivitelen artmugtir.

Sonugta; aminoguanidinin antioksidan aktiviteyi arttirdig1 ve kardiyak iskemi reperflizyon hasarinin dnlenmesi
igin kardiyoprotektif etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi-reperfiizyon, aminoguanidin, antioksidant enzimler
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Girig

Molekiller  oksijenin  indirgenmesi  veya
uyanilmasi sonucu serbest oksijen radikalleri
olusmaktadir.  Fizyolojik sartlarda mitokondrial
elektron transport zincirinden sizma tarzinda
patolojik  siireglerde  ise  ksantin oksidaz
metabolizmasindan, aktive olmug ndtrofillerden,
katekolamin oksidasyonundan, endotel hiicrelerinden
ve prostaglandinlerden serbest radikaller
iiretilmektedir (1). Iskemi, organa gelen kan akiminin
yetersizligi veya dokunun bozulmug perfizyonu
olup, uzayan iskemi durumunda hiicrelerin biitiinligi
kaybolup hiicresel lim olusabilmektedir. Kardiyak
dokudaki bozuk perflizyon enerji yetersizlifine ve
oksijenden yoksun miyokard dokusunun kontraktil
aktivitesinin kaybina yol agar. Etkilenen hiicrelerde
kardiyak metabolizma artiklarinin birikmesi yaninda
sarkolemma boyunca iyon dengesi de bozulur.
Kardiyak hiicrelerde iskeminin uzamasma bagh
olarak hiicre biitiinliigi kaybolur ve hiicre &liimii
gergeklesir. Sitoplazmik proteinlerin agin salmimi
hilcre membramimin  gegirgenligini  kaybettigini
gosterir ve iskemik atak esnasinda internal
membranlarda ultra striiktiirel degisiklikler goriiliir
(1,2). Miyokardiyal iskemi, birbirine bagimh veya
birbirinden bagimsiz bir gok fizyolojik ve patolojik
siirecin sonucu olarak ortaya cikabilir (Iskemi,
ateroskleroz, tromboemboli, perkiitanz transluminal
koroner anjioplasti (PTCA), koroner arter bypass
veya transplantasyon). Iskeminin sebebi ne olursa
olsun sonuglan daima aynmidir: miyokardiyal yeterli
oksijen ve metabolizmay! devam ettirmeye yetecek
miktarda  substrat  ulasamaz.  Iskeminin ilk
dakikalarinda glikolitik yol bilyiik dlgiide stimiile
olur, fakat daha sonra doku asidozunun geligmesi,
NADH, sitrat ve laktat birikmesi sonucu glikolitik
yol inhibe olur (3). Koroner arter akimmm zaman
icinde yeniden saglanmasi yani reperflizyon olayi
kardiyak hasarin onlenmesi igin temel bir yoldur.
Deneysel galigmalar reperfiizyonun  akut fazi
esnasinda bir miktar daha doku hasarinin olugtugunu
gostermigtir. Reperfiizyon hasan olarak bilinen bu
olay, mikrosirkiilasyondaki endotel hiicrelere notrofil
adhezyonunu, intraselliiler enzimlerin salimmun,
kalsiyum iyonlarinin hiicre igine girigini, sarkolemma
fosfolipidlerinin bozunmasini ve serbest oksijen
radikallerinin  (SOR) olusumunu artinir,  Serbest
oksijen radikallerinin diizeylerinin artmasi agil
zincirlerinin peroksidasyonuna neden olur ve sonug
da hucre olimi gergeklesir (4,5). Iskemide meydana
gelen olaylara aslinda reperfizyonda hasan
baslatacak ve hizlandiracak bir hazirthk asamasi
olarak bakilabilir, Iskemi asamasindaki .olaylar,
reperfliizyon agamasindaki hasarin dnciisiidiir (6). Bu
gorillen etkilere karst koruyucu sistem viicut da
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olusan reaktif oksijen bilesiklerini etkisizlestirmeyi
saglayan, antioksidan defans sistemidir. Antioksidan
defans sisteminde vitamin E, vitamin C, glutatyon
gibi bazi maddeler il siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) gibi
hiicre i¢i enzimler de yer almaktadir (7).

Aminoguanidin (AG), yapisinda hidrazine bagh
guanido grubu iceren bir bilesiktir. Diyabetin
olusumu ve komplikasyonlarinin  énlenmesinde
ozellikle etkili olan aminoguanidinin, prooksidan ve
antioksidan ozellikleri oldugu yapilan galismalar ile
gosterilmistir.  Aminoguanidinin  baghca etkileri
olarak: nitrik oksit sentetaz ve diamin oksidaz
enzimlerinin inhibisyonu, S- adenozil dekarboksilaz
enzim stabilizasyonu ve LDL oksidasyonunu
onlemesi sayilabilir (8,9).

Bu caligmanin amact deneysel olarak kardiyak
iskemi reperflizyon hasarn olusturulan ratlarda
antioksidan  ©6zelligi  olan  aminoguanidinin
eritrositlerde bulunan antioksidan enzimler (SOD,
GSH-Px, CAT) iizerine olan etkilerini aragtirmakur.

Materyal ve Metot

Bu ¢alismada T.C. Tanim ve K8y Isleri Bakanhg:
Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi
Miidiirliigiinden saglanan Wistar—Albino cinsi 250—
350 g apguhgindaki erkek siganlar kullaruldi
Calismada toplam 36 adet erkek sigan kullanilmig
olup bu siganlar; rastgele omekleme metoduyla
segilerek sham (n: 9), iskemi-reperfiizyon (n: 9),
iskemi-AG (n: 9) ve reperfiizyon-AG (n: 9) grubu
olarak olusturuldu. Aminoguanidin hemisiilfat tuzu,
(A-7009, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, ABD)
iskemi grubuna intravenoz olarak jiiguler venden
10mg/kg dozda okliizyondan 10 dakika 6nce verildi.
Reperfiizyon grubuna 10mg/kg dozda
aminoguanidin,  iskeminin  sonunda  reperfiize
edilmeden 1-2 dakika 6nce jiiguler venden intravendz
olarak verilerek reperfiizyon saglandi. Sham grubuna
sadece torakotomi uygulanarak cerrahi iplik koroner
arterin gevresinden gecirildi fakat okluze edilmedi.

Deney hayvanlarina anestezi; 1.2-2.4 g/kg dozda
iiretan’in intraperitonal (ip) uygulamasi ile yapild:.
Yapay solunum igin, trakea, ilag uygulamasi i¢in de
Jiigiiler ven kaniilasyonu yapildi. Karotid artere
konan bir kaniil, transdiiser (Harvard model, 50-
8952) ve bir kaydedici (Harvard Universal
penrecorder) yardimiyla kan basinci, kalp hizt ve
EKG takibi yapildi. Gogsiin sol tarafindan girilerek
sol torakotomi yapildi. Bu esnada igerideki negatif
basinc1 dengelemek ve solunumun devami i¢in,
ventilasyon cihaziyla (Harvard Animal Rodent
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Ventilatésr)  1.5ml/100g’hik  hacim  ve 60
atim/dakikahk bir hizla oda havasi verilerck pozitif
basinglt solunum uygulanmaya baslandi. Daha sonra
kalp disan alinarak 6/0 ipck sutur sol ana koroncr
arterin altindan miyokard dokusunu da hafifge icine
alacak sekilde hizhca gecildi ve 20 dakika
stabilizasyon igin beklendi. Lambeth Conventions’da
belirlenen degerlendirme  kriterleri gz Oniine
alinarak bu islemlere bagli herhangi bir aritmi
goriilmesi ya da ortalama kan basincimin okliizyon
oncesi 70mmHg’nin altina diismesi halinde denek
calisma disi birakildi (10). 20 dakika stabilizasyon
p':ariyodu sonunda damarn altindan gegirilmis olan ip
bir klemp yardimiyla sikigtinlarak  damarin
kapatlmasi saglandi. On dakikalik iskemi siiresi
tamamlandiginda klemp agilarak yeniden kanlanma
(reperfiizyon) sagland1. Reperfiizyon stiresi 10 dakika
olarak  uygulandi.  Deneklerin  vena  cava
inferiorlarindan  (VCI) kan &mekleri alnarak
sakrifiye edildi. Hazirlik sirasinda  ve iskemi
reperfiizyon dénemlerinde EKG, kan basinci ve kalp
hiz1 kaydedildi.

EDTA’L tiiplere alman kan omekleri 3000

rpm’de 5 dakika santrifijj edilerek plazmalan ayrildi.
izotonik

Kalan eritrosit siispansiyonu 3 kez
soliisyonla yikamip eritrosit paketi hazirland1.
Yontemlerine ~ uygun  dilusyonlar yapilarak

hemoglobin (Hb), SOD, GSH-Px ve CAT tayinleri
yapildi. Siiperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve
arkadaglaninin metodu ile Durak ve arkadaglannin
yapmis oldugu modifikasyona gore tayin edildi (11).
Glatatyon ~ Peroksidaz aktivitesi  Paglia  ve
arkadaslarimin metoduna gore cahigild: (12). Katalaz
aktivitesi Aebi metoduna gore caligildt  (13).
Histopatolojik incelemede; miyokarddaki
koagiilasyon nekrozu, intramiyokardiyal kanama,
kontraksiyon bantlan, iltihabi hiicre infiltrasyonu,
degerlendirildi.

istatistikse] analizler Windows 2000 uyumlu
SPSS® 10.0 programu kullanilarak yapildi. Gruplarin
dagilimlari non-parametrik testlerden one-sample
Kolmogorov-Smimov  Z Testi ile degerlendirildi.
Gruplann normal dagihm gostermesinden dolay:
gruplarin kargilagtinlmasinda parametrik testlerden
one-way ANOVA testi ve Post Hoc testlerden LSD
kullamldi. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verildi. Istatistiksel anlamhlik igin p<0.05 olan
degerler anlamh olarak kabul edildi.

Bulgular

Kardiyak iskemi reperfiizyon hasan olugturulan
ratlarda  aminoguanidinin etkilerini inceleyen bu
calismada eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktiviteleri
Blciilmiistir. iskemi reperfiizyon grubunun eritrosit
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SOD ve GSH-Px aktiviteleri sham grubuna gore
kargilagtinildii zaman istatistiksel olarak anlamli bir
azalma bulunmustur  (p<0.05). Aminoguanidin
verilen gruplarda R/AG grubundan daha ziyade
ozellikle I/AG grubunda I/R grubuna gore SOD ve
GSH- Px aktivitcleri bakimindan anlamh bir artig
saptanmustir  (p<0.05). /R grubuna gore R/AG
grubunda da eritrosit SOD ve GSH-Px aktiviteleri
artmis fakat bu artig anlamlibk ifade etmiyordu.
iskemi reperfizyon grubunun eritrosit CAT
aktiviteleri sham grubuna gore istatistiksel olarak
artmig bulundu (p<0.05). /AG grubunun eritrosit
katalaz aktiviteleri; R/IAG grubu ile
kargilastirildiginda artrmg olarak bulunmus ancak bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi. (Sekil 1-
3).
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Sekil 3. Eritrosit CAT aktivitelerinin degisimi
* p<0.05 Sham grubuna gore kargilagrmada

253

Scanned by CamScanner



ILHAN N ve ark., Dencysel Kardiyak fskemi Reperfiizyon...

Histopatolojik incelemede: Sham grubu ile
iskemi-reperfiizyon (I/R) grubu kargilastinldiginda;
Isik mikroskopisi kesitlerinde; I/R grubunda kalp
kasinda yaygin koagiilasyon nekrozu, kontraksiyon
bantlar, dilate damar, damar i¢i konjesyon ve yaygin
intramiyokardiyal kanama izlendi. iskemi 6ncesi
aminoguanidin (i//AG) verilen grupta; yer yer kanama
ve kontraksiyon bantlan  gdriilmeklc  beraber
kontraksiyon  bantlari,  nckroz  ve odem
goriilmemektedir. Reperfiizyon dncesi AG (R/AG)
verilen grupta ise, orta derecede kontraksiyon
bantlan, intramiyokardiyal kanama, édem ve nekroz
alanlan izlenmistir,

Tartiyma

Serbest radikaller iskemi-reperfiizyon sirasinda
hiicresel  yapilarda morfolojik ve fonksiyonel
degisikliklere yol acan reaktif bilesiklerdir. Serbest
radikallerin  hiicrese] kaynaklan, rol aldiklar
reaksiyonlar ve radikal bilesiklere kars1 gelistirilen
koruyucu sistemlerin ortaya gikartilmasi, gesitli
fizyolojik  (vaskiiler tonus, pthtilasma  iletigim,
fagositoz vb) ve fizyopatolojik (akut miyokard
infarktiisii, diyabet, sepsis, ateroskleroz,
hipertansiyon) olaylarin mekanizmasini aydinliga
kavusturacaktir. Akut miyokard infarktiisi (AMI)
son yillarda 6liim nedenleri arasinda ilk siralarda yer
almakta olup akut miyokard infarktiisiinden
korunma; infarktiisiin erken teshisi, tedavisi ve tedavi
sonrasy; infarktiis sonucu olusan hasarin giderilmesi
ve kalbin fonksiyonlarinin normale déndiiriilmesi
igin ¢ok onemlidir.Bu yiizden giiniimiizde kalpte
hasara neden olan etkenler ve bunlardan koruyucu
bilesikler {izerindeki ¢aligmalar artmustir Kalbin
antioksidan  sistemi; miyokardiyal  hasarin
onlenmesinde 6nemli bir koruyucu mekanizmay:
olusturmaktadir (14-16).

SOD enzimi, siiperoksit iyonlarinin
dismutasyonunu saglayarak potansiyel zararl: etkilere
karsi savunmada ¢ok &nemli bir rol oynar. Kan
orneklerinde ve homojenize  edilmis  doku
dmeklerinde SOD ve GSH-Px diizeylerine bakilarak
canhlarin iskemi-reperfiizyon hasarindan ne derecede
etkilendigi belirlenebilir, Antioksidan bir enzim olan
SOD’un aktivitesinin élgiilmesinin yani sira deneysel
olarak disandan verilmesi ile olugan koruyucu etkisi
de bilinmektedir (17,18).

Glutatyon peroksidaz; mitokondri, sitoplazma,
lizozomlarda ve katalazin daimi bulundugu memeli
peroksizomlarinda tespit edilmigtir. Peroksizomlarda
GSH-Px’in  lokalize olmasinin nedeni hidrojen
peroksit ve diger peroksitlerin detoksifikasyonu igin
katalaza alternatif bir enzim sistemi olarak rol
almasidir (19). Cahigmamizda; iskemi-reperfiizyon

hasari sonucu olusan scrbest radikallere bagl olarak
GSH-Px enzim aktivitelerinde anlaml; bir azalma
gorilmiigtiir  (p<0.05) Koruyucu olarak verilen
aminoguanidine  bagh olarak enzim aktiviteleri
iskemiden énce verilen grupta, i/R grubuna gore
anlamlr olarak yiikselmistir (p<0.05). Ayni zamanda
reperfizyondan  dnce  verilen grupta da enzim
aktivitclerinde anlamli bir  yiikselme saptanmis
olmasina ragmen istatistiksel  olarak anlamly
bulunmamistir,

SOD aktiviteleri, artan serbest radikallere bagl
olarak I/R grubunda anlamli olarak azalmistir
(p<0.05). Antioksidan olan aminoguanidin verilen
gruplarda iskemi ©ncesi verilen grupta daha fazla
olmak iizere SOD aktiviteleri I/R grubuna gore
anlamli  bir  sekilde  artmistir (p<0.05).
Reperfiizyondan 6nce verilen grupta da enzim
aktivitelerinde anlamli  bir yiikselme saptanm;¢
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlami;
bulunmamugstir,

Sonuglar degerlendirildiginde aminoguanidinin
hasara bagl olarak olusan serbest radikalleri
temizledigi soylenebilir. Loeper ve arkadaslan
tarafindan yapilan bir calismada (20), miyokard
infarktiislii ve anjina pektorisli kisilerde eritrosit
SOD ve GSH-Px aktiviteleri arastirilmus, infarktiisten
sonra  gecen zamana bagli olarak  enzim
aktivitelerinin diizensiz bir gekilde degistigi fakat
genel olarak enzim  aktivitelerinin azaldig
bulunmugtur.  Miyokardiyal iskemi-reperfuzyon
olusturulmus ratlarda dogal bir antioksidan olan EGB
761 (Extract Gingko Biloba 761) kullanilarak yapilan
bir diger ¢aliymada ise; kardiyak iskemi-reperfuzyon
hasarinda Ginkgo Bilobanin gesitli biyolojik serbest
radikal hasarni modellerine karsi koruyucu oldugu
bildirilmistir (21). Katalaz aktiviteleri agisindan sham
grubuna gére diger gruplarda bir artis goriilmekle
beraber istatistikscl olarak anlamli bulunmamgtur.

Aminoguanidinin antioksidan etkisini; hasar ile
olusan  siiperoksit ve hidroksil radikallerini
temizleyerek gostermesiyle beraber fluoresans bir
protein  olan  allofikosiyanin’in  oksidasyonunu
peroksil ve hidroksil radikallerinin olusumunu
onleyerek de gosterir (9). Giardino ve arkadaslan
yapmig olduklan bir ¢alismada (22),
aminoguanidinin  antioksidan etkisini ve SOR
olusumunu azaltugini ayrica lipid peroksidasyon
tirtinlerine  (MDA) karst hiicre ve dokulan
korudugunu géstermislerdir. Bu ¢alismada; serbest
oksijen radikallerine kargi enzimatik konmmay{
saglayan SOD, GSH-Px enzim aktivitelerinin iskemi
reperfiizyon hasari sonucu azaldigr bulunmugtur.
iskemi 6ncesi aminoguanidin uygulanan gruplarda bu
lic enzimin aktivitesi yiiksek bulunmus olup bu
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durum aminoguanidinin antioksidan o6zcllige sahip
oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak; aminoguanidinin kardiyak hasardan
korunma ve hasan onlemede dnemli rolleri oldugu,
kardiyovaskiiler yapilar igin dogrudan veya dolayli
olarak toksik etkileri olan trlinlerin olusumunu
engelledigi, serbest radikal giderici ozelligi ile
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