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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Iskemi-Reperfiizyonun Sigan Miyokardiyal Papiller Kasinda Olusturdugu Fonksiyon
Bozukluklarinda Mito-TEMPQO’nun Olas1 Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Ahmet AKKOCA
Biyofizik Anabilim Dali

Yilksek Lisans Tezi / KONYA — 2018

Kan dolagimi ile hiicre diizeyinde gerceklesen metabolik olaylarda ihtiya¢ duyulan
maddelerin taginmasi saglanirken diger taraftan da oksijenlenme ve atik maddelerin uzaklagtirilmasi
gerceklesir. Bu esnada herhangi bir nedenle dolasimin durmasi olayina iskemi, durmasinin ardindan
tekrar akisin baslamasi ise reperfiizyon olarak adlandirilir. Iskemiye maruz kalan hiicrelerde fonksiyon
bozuklugu ve hiicrelerin 6liimiine kadar giden bir dizi kimyasal olay gergeklesirken reperfiizyonda ise
oksijensiz kalan hucrelerin yeniden oksijenlenmesi ile serbest radikallerin olusmasina sebep olan
stregler tetiklenir. Biyolojik sistemler igin en Onemli serbest radikal kaynagi ise mitokondri i¢
membraninda lokalize olmus elektron transport sistemidir.

Serbest radikaller iizerine yapilan c¢aligmalara duyulan ilgi, birgok hastalifa sebep
olduklarinin anlasilmasinin ardindan oldukgca artmustir. Oyle ki; diyabet, nérodejeneratif rahatsizliklar
(Parkinson, Alzheimer), kardiyovaskiiler hastaliklar (ateroskleroz, hipertansiyon), solunum hastalig
(astim), katarakt gelisimi, romatizmal eklem iltihab1 ve tiirlii kanserler (kalinbagirsak kanseri, prostat,
gogiis, akciger ve mesane kanserleri) gibi pek ¢ok hastaliga artmis serbest radikal miktariin sebep
oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya konulmustur.

Canl1 sistemler oksidatif strese kars1 kendi icerisinde antioksidan tiretecek bir takim savunma
mekanizmalarina sahip olsa da bazi durumlarda antioksidanlarin disaridan da alinmasi zorunlu hale
gelmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda, 6zellikle oksidan madde olusumu i¢in en Onemli
mekanizma olan mitokondriyi dogrudan hedef alan, sentetik olarak iiretilmis ve ticari adi Mito-
TEMPO olarak bilinen bir antioksidan molekiluniin, iskemi-reperfiizyon sebebiyle artan serbest
radikal miktarinin miyokardiyal papiller kas kasilma fonksiyonu iizerinde olusturacagi hasarlara karsi
koruyucu etkisi aragtirilmustir.

Olusturulan SHAM, IR ve MT+IR gruplarina ait izometrik kasilma kayitlarindan kasilma
kuvveti, kasilma siiresi, yari gevseme siiresi, +dF/dtmax Ve —dF/dtmax degerleri hesaplanmig, SHAM
grubuna gore iskemi-reperflizyon uygulanan grupta farklilik goésteren ilgili parametreler, MT+IR
grubunda kismen veya tamamen SHAM grubu degerlerinde kalmistir. Biyokimyasal degerlendirmeler
icin her li¢ gruptan da alinan kan Ornekleri santrifiijlenerek kan serumlar1 elde edilmis ve toplam
oksidan/antioksidan seviyeleri tespit edilmistir. Buna gore; IR grubu oksidan seviyesi artmis,
antioksidan seviyesi azalmig, Mito-TEMPO enjekte edilen grupta bu degerler SHAM seviyesi
yakinlarinda Olgiilmiistiir. Ayrica tim deney gruplarindan alinan miyokardiyal papiller kas
orneklerinden histolojik boyamalar sonunda goriintiiler alinmis ve IR grubunda miyofibril kayiplari ile
intrasitoplazmik vakuolizasyon tespit edilmistir.

Gergeklestirilen biitiin dlgiim ve analizler birlikte disiiniildigiinde iskemi-reperfizyon ile
miyokardiyal papiller kasta meydana gelen fonksiyon bozukluklarina karst Mito-TEMPO biylk
6l¢lide koruyucu etki gostermistir.

Anahtar Sozcukler : iskemi-reperfiizyon; Mito-TEMPO; papiller kas
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ABSTRACT

T.C. UNIVERSITY of NECMETTIN ERBAKAN
INSTITUTE of HEALTH SCIENCES

Investigation of Possible Protective Effect of Mito-TEMPO on Dysfunction of Rat

Myocardial Papillary Muscle Caused by Ischemia-Reperfusion

Ahmet AKKOCA

Department of Biophysics

Master’s Thesis / KONYA — 2018

Blood circulation allows the transport of substances needed for metabolic events at the cell
level while the other side is oxygenated and the waste substances are removed. In the meantime, this
is called ischemia the flow of circulation stop for any reason and reperfusion starting flow again after
stopping. In the cells exposed to the ischemia, a series of chemical events leading to the dysfunction
and the death of the cells occur, while in the reperfusion, oxygen-free cells re-oxygenate and triggers
the processes that leading to produce of free radicals. The most important free radical source for
biological systems is the electron transport system localized in the inner membrane of the
mitochondria.

The interest in studies on free radicals has increased considerably after they have been known
to cause many diseases. Such that; many studies have shown that increased amounts of free radicals
are caused to many diseases such as diabetes, neurodegenerative disorders (Parkinson, Alzheimer),
cardiovascular diseases (atherosclerosis, hypertension), respiratory disease (asthma), cataract
development, rheumatoid arthritis and various cancers (cancers of the intestine, prostate, breast, lung
and bladder cancers).

Although living systems have a number of defensive mechanisms to produce antioxidants
against the oxidative stress, in some cases it is necessary to take antioxidants from the outside. In this
thesis, we investigated that possible protective effect of trade name known as Mito-TEMPO, a
synthetically-produced antioxidant molecule and directly targets mitochondria, on contractile
dysfunction of rat myocardial papillary muscle caused by ischemia-reperfusion.

The contraction force, contraction time, semi-relaxation time, +dF/dTmax and -dF/dTmax
values were calculated from the isometric contraction records of the generated SHAM, IR and MT
groups, and the relevant parameters differing in the ischemia-reperfusion group according to the
SHAM group, in the MT group it was trapped in the partially or completely SHAM group values.
Blood samples taken from all three groups for biochemical evaluations were centrifuged to obtain
blood serum and total oxidant/antioxidant levels were determined. Accordingly; the oxidant level of
the IR group was increased, the level of antioxidant was decreased, and these values were measured
nearly the SHAM level in the group of injected Mito-TEMPO. In addition, according to images of
myocardial papillary muscle samples, intracytoplasmic vacuolization and myofibril losses was
detected in the IR group.

All of the measurements and analyzes carried out together suggest that Mito-TEMPO has a
great protective effect against myocardial papillary muscle dysfunctions caused by ischemia-
reperfusion.

Key Words : Ischemia-reperfusion; Mito-TEMPO; papillary muscle
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda kardiyovaskiiler hastaliklardan kaynakli 6lim oraninda ciddi
artlts olmasmna ragmen bu tip hastaliklarin patogenez mekanizmasi halen tiim
acikligiyla ortaya ¢ikarilamamustir. Fakat serbest radikal miktarlarindaki artisin
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusum ve ilerleme siireclerinde énemli roli oldugu
saptanmistir (Panth ve ark., 2016; Byon ve ark., 2016). iskemi-reperfiizyon
prosediiriiniin mitokondri hasar1 sebebiyle serbest radikal olusumunu artirarak kalp

kusurlarina neden oldugu da bilinmektedir (Zhu ve Zuo 2013; He ve Zuo 2015).

Serbest radikallerin olumsuz etkilerini gosterir bir¢ok calismaya kolayca
ulagsmak miimkiinken, saglikli yasam ic¢in bu zararli maddelerden kurtulmanin
gerekliligi agikardir. Serbest radikallerden kurtulmanin ilk asamasi bunlar1 iireten
etkenin ortadan kaldirilmasi olsa da fizyolojik sartlarda gergeklesen birgok aktivite
sonucunda bile oksidan maddeler olusur (Panth ve ark., 2016). Dolayisi ile
patofizyolojik durumlarda serbest radikallerin miktarlarmin daha da artmasi

muhtemeldir.

Serbest radikalleri Ureten etkenin ortadan kaldirilamadigi durumlarda oksidan
maddeler ile bag kurup onlar zararsizlastiran antioksidanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Nitekim antioksidanlarin, artmis serbest radikal miktarlar1 tizerine etkilerinin
incelendigi bircok calisma vardir. Ozellikle de reaktif oksijen tirleri seviyesinin
artisindaki  kilit aktdor olan mitokondriyi hedefleyen antioksidanlar, serbest
radikallerin etkilerinden kurtulmak igin oldukga 6nem arz etmektedir (Smith ve
Murphy 2011).

Yagsam kalitesi ve devamlilig i¢in kalbin tiim fonksiyonlarini eksiksiz sekilde
yerine getirebiliyor olmasi gerekmektedir. Buna karsilik kalpte artan serbest radikal
miktar1 sebebiyle fonksiyonunun bozulacagi ve bir¢ok hastaliga sebep olacagi, hatta
oliime dahi gotiirebilecegi bilinmektedir (Fujii ve ark., 1984; Cochrane 1991). Kalbin
fonksiyonel 6nemi ve serbest radikallerin zararli etkilerinin biliniyor olmasi, kalpte

serbest radikal miktarlarindaki meydana gelebilecek artisin verebilecegi hasarlari



geriye dondirmeyi veya bu hasarlara karst koruyucu metotlar gelistirmeyi bir hayli

6nemli hale getirmistir.

Etik kurallara uymast sarti ile insanlik yararina olacagi diisiiniilen
calismalarda bazi deneysel hayvan modelleri gelistirilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda
da sigan kalbinde serbest radikal miktarini artiran iskemi-reperflizyon prosedirt ile
deneysel hayvan modeli gelistirilmis ve kimyasal yapisi bilinen bir antioksidan olan

Mito-TEMPO’nun koruyucu etkisi aragtirtlmistir.

Kalbin kompleks yapisi igerisinde iskemi-reperfiizyon olusumunun verdigi
hasart ve antioksidan uygulamasinin olast koruyucu etkisinin daha net ortaya
konulabilmesi i¢in 6zel olarak miyokardiyal papiller kas {izerine yogunlagilmig ve bu
cercevede her bir deney hayvanindan ayri ayri papiller kaslar izole edilmistir. Izole
papiller kaslardan ise bazi fizyolojik parametreler oOlgiilerek niimerik analizler

yapilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Iskemi — Reperfiizyon

Kan dolasimi ile hiicre diizeyinde gerceklesen metabolik olaylarda ihtiyag
duyulan maddelerin taginmasi saglanirken diger taraftan da oksijenlenme ve atik
maddelerin uzaklastirilmasi gergeklesir. Bu esnada herhangi bir nedenle dolasimin
durmasi olayina iskemi, durmasinin ardindan tekrar akisin baglamasi ise reperfiizyon
olarak adlandirilir. Iskemiye maruz kalan hiicrelerde fonksiyon bozuklugu ve
hlcrelerin 6lumune kadar giden bir dizi kimyasal olay gergeklesirken reperfiizyonda
ise oksijensiz kalan hicrelerin yeniden oksijenlenmesi ile serbest radikallerin
olusmasina sebep olan siiregler tetiklenir. Iskemi-reperfiizyon, hemoraji durumlarinin
olugsmasi sebebiyle cerrahi iglemler sonrasinda da meydana gelebilmekte, iskemik
doku miktar1 hacimsel olarak biiylik ise hasar1 sadece kan akisinin kesildigi yerde

degil, viicudun bagka bolgelerinde de gormek miimkiin olmaktadir (Tuncer 2013).

Iskemi nedeni ile hiicre diizeyinde metabolik ve yapisal bakimdan bazi
degisikler olusabilmekte ve bu degisiklikler sebebiyle hiicresel oksidatif
fosforilasyon miktar1 azalmaktadir. Oksidatif fosforilasyon miktarinda goriilen bu
azalig sonucunda ise ATP ve fosfokreatin benzeri fosfat turevlerinin sentezi de
baskilanabilmektedir. Bu durumla ilintili olarak hiicre membraninda bulunan ATP
bagimli iyon kanallarinin ¢alisma mekanizmasi dahi etkilenebilmekte ve hicre igi

matriksin iyon dengesinde bozulmalar olusabilmektedir (Collard ve Gelman 2001).

Reperfiizyonun sebep oldugu hasarlardan ise ilk defa 1965 yilinda Baue ve
Mcclerkin tarafindan yapilan arastirmada bahsedilmistir. Bu ¢alismada reperfiizyon
hasarinin  sebepleri arasinda sistemik sok, hemorajik nekroz ve asidozdan
bahsedilmektedir. Bu sebepler nedeni ile meydana gelen kimyasal olaylar sonucunda
hiicrelerin fizyolojik sartlardaki ¢alisma mekanizmalari i¢in oldukca zararli olan

serbest radikaller ortaya ¢ikmaktadir (Tuncer 2013).



Sekil 2.1. Iskemi ve reperfiizyon durumlarinda hiicrede gergeklesen olaylar (Tuncer 2013).
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Sekil 2.1.’den de goriildigii gibi iskemi-reperfuzyon dongisunin sebep

oldugu serbest radikal miktarindaki artisa karsi tedbirler alinmalidir.



2.2. Serbest Radikaller

Modern atom teorisine gore atomlar, ¢ekirdek ve onun etrafindaki farkl
enerji seviyelerine gore belirli bir diizen igerisinde dagilmis elektrolardan olusur.
Atomlar arasinda kurulan baglar sayesinde de molekiillerin olustugu bilinmektedir.
Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip kararsiz haldeki
atom veya molekiiller olarak tanimlanir. Asir1 reaktif bu atom veya molekiiller diger
atom ve molekiillerle elektron aligverisi yaparak onlarin kimyasal yapisini degistirme
egilimindedirler. Tablo 2.1°de biyolojik sistemlerde serbest radikallerin hedef aldig

yapilar ve yapisal degisimler sonucu olusan hasarlar gosterilmistir.

Tablo 2.1. Biyolojik sistemlerde serbest radikallere maruz kalan yapilar ve olusan hasarlar (Rehber
1998).

HEDEF HASAR SONUC

DNA/RNA Deoksiriboz halkasi yarilmasi, baz Mutasyonlar, translasyonel hatalar,
hasari, zincir kirilmasi. protein sentezi inhibisyonu.

Proteinler Agregasyon ve ¢apraz baglanma, Iyon tasiimimin bozulmasi, hiicre
pargalanma ve kirilma, tiyol icine kalsiyum giriginde artig, enzim
gruplar1 modifikasyonu. aktivitelerinde degismeler.

Poli-Doymamisg Lipid peroksidasyon Ur(nleri olan Lipid akiskanliginin degismesi,

Yag Asitleri MDA ve 4-hidroksi-2,3- trans membran permeabilitesinde degisme,
nonenal olusumu. membrana bagli olan enzimlerin

etkilenmesi.

Serbest radikaller oksijen, nitrojen ve siilfiir kaynakli olabilir. Oksijen
kaynakli olanlar “reaktif oksijen tiirleri” (ROS), nitrojen kaynakli olanlar “reaktif
nitrojen tiirleri” (RNS), siilfiir kaynakli olanlar ise “reaktif siilfiir tiirleri” (RSS)
olarak adlandirilir. Hiicrede en oOnemli serbest radikal kaynagi mitokondri ig
membraninda lokalize olmus elektron transport sistemidir. Iskemi-reperfiizyon,
hemoraji, entoksikasyonlar, radyoaktivite veya alerjik durumlarda mitokondrilerdeki
aerobik solunum reaksiyon dengesi etkilenecegi i¢in elektron transport sisteminden
elektron sizmasi sonucu ROS olusumu artis gostermektedir (Murphy 2009).
Mitokondriyal ROS uretimine dair sematik bir model Sekil 2.2°de verilmistir.



Sekil 2.2. Mitokondriyal ROS (retimine ait sematik bir model (Balaban ve ark., 2005).
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Serbest radikaller iizerine yapilan ¢aligmalara duyulan ilgi, birgok hastaliga
sebep olduklarmin anlasiimasmin ardindan oldukga artmistir. Oyle ki diyabet,
norodejeneratif rahatsizliklar (Parkinson, Alzheimer), kardiyovaskiiler hastaliklar
(ateroskleroz, hipertansiyon), solunum hastaligi (astim), katarakt gelisimi,
romatizmal eklem iltihab1 ve tiirlii kanserler (kalinbagirsak kanseri, prostat, gogiis,
akciger ve mesane kanserleri) gibi pek ¢ok hastaliga artmis serbest radikal miktarinin
sebep oldugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur (Phaniendra ve ark., 2015).
Bunlarin yaninda oksidan maddeler, proteinlerin dekarboksilasyonuna, peptid
baglarinin hidrolizine ve disiilfit baglarinin olusmasma da sebep olur. Bu durum
hicreler igin 6nemli olan Ca-ATPaz, Na/K ATPaz gibi enzimlerde fonksiyon
bozukluguna sebep olacagi i¢in hiicre i¢i ve dis1 iyon dagiliminin bozulmasina neden
olabilmektedir (Halliwell ve Chirico 1993). Ayrica niikleik asit bazlarmnin
modifikasyonu nedeniyle DNA seridinin kirilmasindan da sorumludurlar (Dizdaroglu
ve Jaruga 2012). Butln bu bilinenlerden anlasilmaktadir ki; biyolojik sistemlerin
fonksiyonlarmi saglikli bir sekilde gerceklestirebilmeleri igin oksidan maddelerin
olusumunun engellenmesi, engellenemedigi durumlarda ise bu maddelerin sebep

olabilecegi hasarlara kars1 koruyucu/dnleyici tedbirler alinmalidir.



2.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusumunu engellemek, bu maddelerden kaynakli
hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gérev yapan savunma

sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi verilir

(Sener ve Yegen 2009).

Antioksidanlar  kaynagi bakimindan endojen ve eksojen olarak
smiflandirilabilecegi gibi (Jacop 1995), niteligi bakimindan enzimatik, nonenzimatik
ve vitaminler olarak da siniflandirilabilirler (Sen ve ark., 2010). Bu durum Tablo

2.2’°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasini gosterir 6zet tablo (Karabulut ve Gulay 2016).

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-Lipoik asit
Glutatyon rediktaz (GR) Bilirubin Seruloplazmin
Albimin Transferrin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

a-Tokoferol (Vitamin E)
B-karoten (Vitamin A)
Askorbik asit (Vitamin C)
Folik asit (Vitamin B9)

2.3.1. Endojen Antioksidanlar

Biyolojik sistemler igin endojen kaynakli antioksidanlar enzimatik ve
nonenzimatik olarak iki grupta simiflandirilabilmektedir (Tablo 2.2; Karabulut ve
Gulay 2016).

2.3.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz : Bu enzim, stperoksit radikalini (O2), hidrojen peroksit
(H202) ve molekuler oksijene (O.) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. H2O>

daha sonra CAT ya da GPx ile ortamdan uzaklastirilir (Young ve Woodside 2001).



SOD
20,.” 4+ 2H* —— H,0, + 0,

Insanlarda bu enzimin ii¢ farkli formu bulunmaktadir. Bunlardan bakir (Cu)
ve ¢inko (Zn) iceren slperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn)
iceren (Mn SOD) superoksit dismutaz mitokondride ve ekstraselliler stiperoksit
dismutaz (EC SOD) ise hiicre dis1 sivilarda bulunurlar (Sen ve Chakraborty 2011).

Katalaz : Katalaz enzimi, dort alt birimden meydana gelir ve her bir alt birim,
bir HEM grubu ve bir NADPH molekull icerir (Kirkman ve ark., 1987). Katalaz
blyilk 6lclide peroksizomlar gibi hiicre ici organellerde ve daha az miktarda ise
mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur. Hidrojen peroksitin, H.O ve O2’ye
doniisiimiinii katalizler (Limon-Pacheco ve Gonsebatt 2009).

H20, bir radikal olmamasi sebebiyle biyolojik sistemler i¢in dogrudan
olumsuz etkisi olmayan bir molekdl olsa da, en reaktif oksijen turt olan hidroksil

radikali (OH) olusumunda bir 6n madde rolii oynamaktadir (Cheung ve ark., 2001).
CAT
2H202 — 2H20 + 02

Glutatyon Peroksidaz : Bu enzim hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur ve
hicreleri H2O2’den kaynaklanan oksidatif hasara karst korur. Enzim her bir alt
protein biriminde selenyum atomu iceren dort boliimden olusur (Sen ve Chakraborty
2011). Bu enzimin selenyuma bagimli (Se-GPx) ve selenyuma bagimli olmayan GPx
olarak tanimlanan iki ana tipi vardir. Se-GPX, H202 ve organik hiperoksitlere karsi
antioksidan etki gosterirken GPx ise organik hidroperoksitlere karsi etkilidir
(Cnubben 2001). Bu indirgeme reaksiyonlar1 esnasinda GSH hidrojen verir, H.O> ve
hidroperoksitler indirgenirken GSH okside olarak glutatyon disilfite (GSSG)
doniisiir (Reiter ve ark., 1995).

GP
H,0, + 2GSH ——— GSSG + 2H,0

Glutatyon Rediktaz : GR flavoprotein bir enzimdir. GPx araciligi ile
gerceklestirilen reaksiyonda GSH’1n, GSSG’ye donilismesi bir bakima organizmada
zaten kisitlh olan GSH deposunu tiketmektedir. GR enzimi NADPH’in bir



elektronunu okside glutatyona aktararak GSSG’nin tekrar GSH’a doniistiiriilmesinde
rol oynar (llio ve ark., 1985).

GR
2GSSG + NADPH + Ht —— 2GSH + NADP™
2.3.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon : GSH neredeyse butiin Okaryotik htcrelerde sentezlenmekle
birlikte, biyolojik sistemlerde gergeklesen birgok aktivitede (hiicre sinyal
mekanizmasinin  diizenlenmesi, gen ekspresyonu, apoptozis, detoksifikasyon
sisteminin ¢aligmasi, eikosonoidlerin sentezlenmesi vb.) antioksidan olarak faaliyet
gostermektedir (Townsend ve ark., 2003; Adeoye ve ark., 2018; Ren ve ark., 2018).

Glutatyonun sentezlenmesinde ilk olarak glutamin-sistein ligaz (GCL),
glutamin ve sisteini baglar ve y-glutamilsistein olusturulur, ardindan glutatyon
sentetaz (GSS), y-glutamilsisteine glisin baglar ve GSH molekiilii meydana getirilir

(Pei ve ark., 2013).
. .. GCL .
Glutamin + Sistein —— y — Glutamilsistein

GSS
y — Glutamilsistein + Glisin —— Glutatyon

GSH, GPx’in Kkatalitik etkisi sayesinde H2O2’yi ve lipit peroksitleri
detoksifiye ederken, plazma membranindan aminoasitlerin taginimini ve bazi 6nemli

antioksidanlarin yeniden olusumunu saglar (Sen ve Chakraborty 2011).

Melatonin : Melatonin (N-asetil-5-metoksi-triptamin), temelde pineal bezden,

karanlikta triptofandan ve diger bir¢ok yerden de iiretilir ve dolasima aktarilir (Hevia

ve ark., 2014).

Antioksidan ve immiin sistem koruyucu etkisi bilinen melatonin ayni
zamanda bakteri, viriis ve parazitlerden kaynakli hastaliklara karsi da tedavi edici

alternatif bir kimyasal ajandir (Daryani ve ark., 2018). Melatonin hidroksil radikali,



hidrojen peroksit, singlet oksijen, nitrik oksit, peroksinitrit anyonu ve peroksinitrik
asit iceren reaktif tiirleri ve serbest radikallerin farkli formlarna karsi hiicreleri

korur. Bunlara ek olarak protein ve lipitlerin yan1 sira g¢ekirdek DNA’s1 ve

mitokondriyal DNA’y1 korur (Reiter ve ark., 2001).

Urik Asit : Bir atik madde olarak da degerlendirilen Urik asitin, kandaki
miktarinin  artmasi1 nedeniyle kardiyovaskiiler rahatsizliklara sebep oldugu
bilinmektedir (Kei ve ark., 2017). Dahas1 kandaki artmis iirik asit miktar1 diyabet,
hipertansiyon gibi hastaliklarla da birlesince inmeyi bir hayli tetiklemektedir (Waring
2002). Fakat bunlara ragmen iirik asitin ¢ok etkili bir antioksidan oldugu da
bilinmektedir (Nieto ve ark., 2000). Urik asit, peroksinitrik asit, peroksinitrit anyonu,
singlet oksijen, siiperoksit ve hidroksili etkisizlestirir. Giiglii bir antioksidan
olmasimin yaninda Fe ve Cu gibi metal iyonlarinin selatorii (Fe ve Cu metal iyonlar:

ile birlesip onlarin viicuttan atilimi) olarak da gorev yapar (Karabulut ve Giilay

2016).

Bilirubin : Bilirubin, islevini tamamlayan eritrositlerdeki HEM proteinlerinin
sindirilmesi sonucu meydana gelir. Bilirubinin artmis serbest radikal miktarindan
kaynakli rahatsizliklara kars1 giiclii bir antioksidan oldugu bilinmektedir. Oyle ki
peroksil radikalini etkisizlestirmektedir (Gazzin ve ark., 2016).

Albumin : Albumin 66 kDa molekiil agirligina sahip, 585 aminoasit igeren bir
proteindir. Insan plazmasinda 35-50 mg/ml gibi yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.
Viicutta bir¢ok fizyolojik ve farmakolojik 6nemi olan albumin, metaller, yag asitleri,
yag molekiilleri, safra pigmentleri ve bazi ilaglarin transferinde énemli rol iistlenir.
Genel olarak albumin, vicutta strekli olarak oksidanlara maruz kalan plazma igin

baskin bir antioksidan olarak degerlendirilmektedir (Roche ve ark., 2008).

Albumin bakir iyonlarmi baglayarak, bakir iyonlarindan kaynaklanan lipid
peroksidasyonunu ve HO' olusumunu inhibe eder. Ayrica etkin bir HOCI
supurdctsudir (Rehber 1998).

10



Koenzim Q10 : Insanlarda 20 yasinda maksimum konsantrasyonda bulunan ve
yas ilerledik¢e konsantrasyonu azalan koenzim Q10, mitokondri, lizozom, golgi ve
plazma membraninda lokalize olup, oksidatif fosforilasyon ve ATP {iretiminde

anahtar bir bilesendir (Tsai ve ark., 2008).

Koenzim Q10’un indirgenmis formu olan ubikinol, lipofilik antioksidan
olarak davranir ve elektron tagima sisteminin aktivitesine katilir. Oksidan maddeleri
notralize etmek Uzere elektron vererek H,0, ve 0,.~ gibi tiirlere kars1 koruma saglar
(Karabulut ve Gilay 2016).

Selenyum : Selenyum antioksidan 6zelliginin yan1 sira bagisikligi diizenleyici
etkisi ile de biyolojik sistemler icin oldukca 6nemli bir elementtir. Oyle ki; AIDS,
kanser, kalp rahatsizliklar1 gibi hastaliklara karsi koruyucu etkisi vardir. Giiniimiizde
en az 30 adet Se ihtiva eden selenoprotein oldugu kesfedilmistir. Bunlarin yani sira
glutatyon peroksidaz, tioredoksin rediiktaz ve iyodotironin deiyodinazlarin
aktivitelerini artirarak serbest radikal miktarmin artisin1 baskilar (Tapiero ve ark.,
2003; Tinggi 2008).

a-Lipoik Asit : Mitokondriyal dehidrojenaz reaksiyonlarinda énemli rolii olan
a-lipoik asit veya onun indirgenmis bir formu olan dihidrolipoik asit, sliperoksit
radikali, hidroksil radikali, hipoklordz asit, peroksil radikali ve singlet oksijen gibi

serbest radikal tlrleri icin koruyucu etkiye sahiptir (Packer ve ark., 1995).

Seruloplazmin : Seruloplazmin, 6 adet bakir atomu igeren ve demir iyonlari
homeostazisi icin oldukca onemli olan bir proteindir. Fe*? iyonlarini, Fe*3 e
yikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu baskilar ve boylelikle serbest radikal olusumu

engellenmis olur (Wu ve ark., 2018).
Transferrin : Esas olarak kan serumunda bulunan transferrin, serbest demir

iyonlarini baglayarak onlarin sayisini azaltir ve HO' olusumunu baskilar. Boylelikle

lipid peroksidasyonu engellenmis olur (Rehber 1998).
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2.3.2. Eksojen Antioksidanlar

Biyolojik sistemler icin eksojen kaynakli antioksidanlardan bazilar1 asagidaki
gibi smiflandirilabilmektedir (Tablo 2.2; Karabulut ve Giilay 2016).

a-Tokoferol (Vitamin E) : Vitamin E, yagda c¢ozlinebilen ve yiiksek
antioksidan 6zelligi olan bir molekiildiir. Vitamin E, a, B, v, d tokoferol ve a, B, v, &
tokotrienol seklinde sekiz steroizomeri olan asimetrik bir yapidadir. Bunlardan
sadece o-tokoferol formu biyoaktiftir. a-tokoferol lipid peroksidasyonunu
engellemesi sebebiyle bir takim kardiyak rahatsizliklar, katarakt olusumu, nérolojik
bozukluklar, kolon, prostat ve gogiis kanserleri gibi rahatsizlara karsi koruyucudur
(Pham-Huy 2008).

p-karoten (Vitamin A) : B-karoten, aktif vitamin A’ya donistiiriilebilen,
karotenoidlerin yagda ¢oziinebilen bir tiyesidir. B-karoten oldukga gucli bir singlet
oksijen supurucusudir (Pham-Huy 2008).

Askorbik asit (Vitamin C) : Suda ¢6zunebilen bir vitamin olan Vitamin C,
askorbik asit olarak da bilinmektedir. Vitamin C singlet oksijen, ozon, superoksit,
hidroperoksil, nitrojen dioksit, peroksinitrit ve hipoklortz asit gibi reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerini kolaylikla temizler. Dolayisiyla oksidatif hasara kars1 etkin sekilde
koruma saglar (Karabulut ve Gilay 2016).

Folik asit (Vitamin B9) : Folik asit, suda ¢Ozunebiliyor olup vitamin B
tyesidir. Eksikligi kadin ve erkekler i¢in infertilite problemine sebep olmaktadir.
Reaktif oksijen tiirleri i¢in ¢ok etkin bir antioksidan ozellige sahiptir (Karabulut ve
Gulay 2016).

2.3.3. Mito-TEMPO

Yukarida bahsedildigi gibi biyolojik sistemler oksidatif strese karsi kendi
icerisinde antioksidan Uretecek bir takim savunma mekanizmalarina sahip olsa da

bazi durumlarda antioksidanlarin disaridan da alinmasi zorunlu hale gelmektedir.
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Nitekim doku veya organlarin maruz kaldigi iskemi-reperflizyon, hemoraji,
entoksikasyonlar, radyoaktivite vb. durumlar sonucunda oksidan madde miktarindaki
artisa, kendisinin {iretmis oldugu antioksidan miktar1 yetersiz kalmaktadir. Bu durum

ise hucrelerin 6lumune kadar giden sirecleri tetiklemektedir (Valko ve ark., 2006).

Ozellikle oksidan madde olusumu icin en onemli mekanizma olan
mitokondriyi dogrudan hedef alan, sentetik olarak iiretilmis antioksidan molekuller
bulunmaktadir. Bu tez galismasinda ticari adi Mito-TEMPO (C,9H35N,0,P-Cl)
olarak bilinen ve agik formiilii Sekil 2.3°de verilen mitokondri spesifik antioksidanin

koruyucu etkisi aragtirilmistir.

Sekil 2.3. Mito-TEMPO molekiiliiniin agik formiilii.

Mitokondrinin oksidatif fosforilasyonun merkezi olmasinin yaninda birgok
mekanizma i¢in de oldukg¢a 6nemli oldugu bilinmektedir. Dolayisi ile hasara ugrayan
mitokondri, hiicre 6liimii basta olmak {izere genis bir yelpazede degerlendirilebilecek
birgok hastaligin da kaynagi konumundadir. Bu olumsuz durumlardan serbest radikal
miktarint  artirmasit  nedeniyle = mitokondri  organelinin  sorumlu  oldugu
distiniilmektedir. Mitokondri son yillarda birgok ¢alismanin konusu olmus, dogrudan
mitokondriyi hedef alan antioksidan 6zellikli molekullerin sentezlenmesini igeren

caligmalar yapilmistir (Smith ve Murphy 2011).

Mitokondriyi hedefleyen antioksidanlar bu fonksiyonlarini lipofilik katyonlar
ile bag kurarak gergeklestirirler. Ciinkii lipofilik katyonlarin yiikleri, hidrofobik bir
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yiizey alani igerisinde etkin sekilde dagilir ve hareketi boyunca aktivasyon enerjisini
diistirerek plazma ve mitokondri i¢ zarmi kolayca gegebilirler (Ross ve ark., 2005).
Bu katyonlarin fosfolipit ¢ift tabakay1 gecerek mitokondriyal matrikste birikmeleri
basitce negatif mitokondri i¢c membran potansiyeline bir yanittir. Yine bu katyonlarin
hiicre igerisine yani sitoplazmaya alinmasi da ayni siirdiiriicii kuvvet etkisinde

gerceklesir (Smith ve Murphy 2011).

Antioksidanlarin mitokondriye ulasmasma aract olan ve bu amag
dogrultusunda en karakterize lipofilik katyon trifenil fosfonyum (TFF) olarak
bilinmektedir. Baska lipofilik katyonlar da mitokondri i¢ membranini gegebiliyor
olmasina ragmen yalnizca TFF sentetik olarak bu amag¢ ugruna kullanilabilmektedir.
TFF ile bir antioksidan bag kurdugunda artik o antioksidanin hedefi dogrudan
mitokondri organelidir (Murphy ve Smith 2007). Tez ¢alismamiza konu olan ve
dogrudan mitokondriyi hedefleyen Mito-TEMPO molekili de [(2-(2,2,6,6-
Tetrametilpiperidin-1-oksil-4-ilamino)-2-oksoetil)  trifenil ~ fosfonyum  klorid
monohidrat] Sekil 2.3’de goriildiigii gibi TFF katyonuna baglanmistir. Sekil 2.4°de
ise TFF katyonunun herhangi bir molekiilii (X) kendine baglayarak mitokondri ig
membranindan gecisi sematize edilmistir. Mitokondriye ulasan antioksidanlar ise
oksidan maddeleri kaynaginda etkisizlestirerek biyolojik sistemler icin etkin bir

koruma saglarlar.

Bilinen bu o6zellikleri ile Mito-TEMPO bir¢ok ¢alismaya konu olmustur. Ni
ve ark. (2016)’nin yapmis oldugu ¢alismada olusturulan tip-1 ve tip-2 diyabetik
hayvan modelinde gelisen kardiyomiyopati lizerine Mito-TEMPO’nun tedavi edici
etkisi oldugu ve mitokondriyal ROS iiretimini baskiladigi sonucuna ulasilmistir.
Dikalova ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada ise Mito-TEMPO ve
mitokondriyi hedef almayan baska bir antioksidanin anjiyotensin ile olusturulan
modeldeki kan basicinin diismesi lizerine tedavi edici etkisini incelemislerdir.
Sonug olarak, mitokondriyi hedef almayan antioksidanin basing tizerinde herhangi
bir degisime sebep olmadigi, buna karst Mito-TEMPO’nun durumu kontrol
seviyesine getirdigini belirtmislerdir. Liu ve ark. (2010)’nin arastirmalarinda ise
cesitli sebepler ile kardiyak hiicrelerde azalan sodyum akimlarini Mito-TEMPO’nun
regiile ettigi belirtilmektedir. Miura ve ark. (2017)’nin arastirmalarinda da femoral
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arterden uygulanan iskemi sonucunda mitokondriyal ROS seviyesinin arttigi ve
ardindan Mito-TEMPO uygulamasi sonucunda durumun kontrol grubu seviyelerine
tekrar doniis yaptigi gosterilmistir. Mito-TEMPO’nun kronik kalp kalp yetmezligi
sebebiyle olusan diyafram kasi fonksiyon bozukluklar1 iizerine koruyucu etkisi
Laitano ve ark. (2016) tarafindan arastirlmigs ve Mito-TEMPO’nun kasilma
parametreleri lizerinde anlamli derecede koruyucu etkisi gosterilmistir. Bu ve benzeri
calismalardan Mito-TEMPO’nun biyolojik sistemler i¢in olduk¢a zararli olan serbest

radikallerin etkisizlestirilmesinde biiyiik 6neme sahip oldugu anlagilmaktadir.

Sekil 2.4. TFF katyonunun mitokondri i¢ membranindan gegisi (Ross ve ark., 2005).
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2.4. Miyokardiyal Papiller Kas

Miyokardiyal papiller kas, kalp dokusu diisiiniildiiglinde hacimsel olarak
oldukga kuglUk bir yapida olmasina ragmen, atriyoventrikuler kapak yeterliligi
bakimindan hayati 6neme sahiptir. Trikispit ve mitral kapaklar, sistol sirasinda
kapanarak kanin atriyumlar yoniine kagmasini engelleme gorevini papiller kaslar
araciligr ile gergeklestirir. Sekil 2.5’te gorildigi gibi papiller kaslar korda
tendinealar1 araciligi ile atriyoventrikiiler kapaklara tutunmus durumdadirlar. Bir
korda tendineas: kopar veya miyokardiyal papiller kaslardan birisi fel¢ olursa
triklispit ve mitral kapaklar vetrikiil kasilmasi1 esnasinda geriye dogru esnerler. Bu

esnemenin biiyiikliigiine gore meydana gelen kalp yetmezligi 6liimciil bile olabilir
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(Madu ve D’Cruz 1997). Dolayis1 ile kalp fonksiyonlarmin saglikli sekilde

gerceklesebilmesinde miyokardiyal papiller kasin 6nemi gz ardi edilemez.

Sekil 2.5. Kalp sol bélgeden bir kesit (www.noyantemucinogus.com.tr/mitral-kapak-hastaliklari).
Mitral

Sol / Kapak
Atriyum \ b
\ .

| Korda
Tendinealari
X_Papiller
Sol Kaslar
Ventrikdl

2.4.1. Kalp Kasinda Uyarilma — Kasilma Ciftlenimi

Kalp kasinda uyarilma-kasilma g¢iftlenimi, kalbin kasilmasi i¢in miyositlerin
elektriksel uyarilmasi ile baglayan olaylar silsilesi ile gergeklesir. Kalsiyum iyonlari
(Ca*?) kardiyak elektriksel aktiviteler ve kasilmaya sebep olan miyofilamentlerin

dogrudan aktivatorii olarak olduk¢a dneme sahiptir. Hatta Ca*?’

nin dogru kontrol
edilemedigi durumlarda kasilma fonksiyonlarinda bir takim kayiplar gorilmektedir.
Sekil 2.6’da gortldigi gibi kardiyak aksiyon potansiyeli (AP)’nde depolarizasyonun
baglamasi ile birlikte igeri dogru kalsiyum akimi (Ica) da baslar. Ica icin miyositlerde
L-tipi ve T-tipi olmak Uzere iki tip voltaj-bagimli iyon kanali bulunmaktadir. T-
tipindeki kalsiyum iyon kanallarindan saglanan Ica ihmal edilebilir dlzeyde olup,
hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu ([Ca*?]ic)’nu degisiklige ugratan Ica’dan sorumlu
iyon kanali L-tipi olanlardir. Sitoplazmaya giren Ca*?, Sarkoplazmik Retikulum
(SR)’dan kalsiyum-bagimli kalsiyum salinimini ryanodin reseptorlerini uyararak
tetikler. Bu Ica ve SR’dan gergeklesen salinim kombinasyonu [Ca*?]ic’nu artirir.
Artan [Ca*?]ic, kasilma mekanizmasini devreye sokan miyofilament proteini troponin
C’nin kalsiyum iyonlar1 ile bag kurmasi kolaylagtirir. Tiim bu siirecler ardindan
kasilma, kayan flamentler (aktin-miyozin) teorisi olarak adlandirilan tanimlamalar

uyarinca gergeklesir (Bers 2002).
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Sekil 2.6. Kalp kas1 aksiyon potansiyeli, kasilma ve hiicre igi kalsiyum konsantrasyonu iligkisi (Bers
2002).

[Ca™s

200 ms

Kasilma sonras1 gevseme siireci icin ise, [Ca‘?]ic diisiise ge¢melidir. Bu
asamada Ca*? troponin C’den ayrilir. Ca*?’nin sitozolden tasinmas1 SR Ca*2-ATPaz,
Sarkolemmal  Na*/Ca*?  degis-tokuscusu, Sarkolemmal Ca'?-ATPaz, ve
Mitokondriyal Ca*? tekyonlii tasinimi1 olmak iizere toplam dért ayr1 mekanizma
tarafindan saglanir (Bers 2002). Kabaca anlatilan tiim bu kasilma-gevseme

siireclerine dair [Ca*?]i; degisimi Sekil 2.7°de gdsterilmektedir.

Sekil 2.7. Kasilma-gevseme slreclerinde hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu degisimine dair sematik
gosterim. (Bers 2002).
3Na

Sarkolemma [(ATPaz s‘:

T-Taibal
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel arastirma tiiriindeki bu ¢alisma igin sentetik olarak iretilmis ve
antioksidan 06zelligi olan bir kimyasal maddenin, deney hayvanlar1 {izerinde
olusturulan iskemi-reperfiizyon modelindeki olasi koruyucu etkisi incelenmistir. Bu
ugurda hazirlik asamasindan, deneylerin sonlandirilmasina kadar gerceklestirilen

uygulamalara ait detaylar asagidaki gibidir.

3.1. Deney Gruplar: Hakkinda Genel Bilgiler

Bilimsel arastirmalar kapsaminda deney hayvanlari kullanimina, mevzuat
geregi bazi etik kurallara riayet edildigi takdirde izin verilmektedir. Bu tez projesi de,
Selguk Universitesi, Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 27.09.2017 tarih ve 2017-36 sayili “etik kurul
yonergesi ilkelerine uygundur” karari ile gergeklestirilmistir (Bkz. EK-A).

Yapilan tim deneylerde 14-16 haftalik eriskin Wistar Albino cinsi si¢anlar
kullanilmis olup fizyolojik varyasyonlari minimize etmek adma yalnizca erkek
sicanlar tercih edilmistir. Secilen hayvanlarin baslangic agirliklart 350-400 gram
arasindadir ve toplam 28 giin siiren enjeksiyon uygulamalari boyunca her 7 giniin
sonunda agirlik degisimleri takip edilmistir. Enjeksiyonlar siliresince barinma
kosullarinda herhangi bir degisiklik yapilmamus, su ve yemlerinde de bir kisitlamaya

maruz birakilmamiglardir.

Deney hayvanlan farkli amaglar dogrultusunda SHAM, iskemi-reperflizyon
(IR) ve Mito-TEMPO + iskemi-reperfiizyon (MT+IR) olmak iizere 3 gruba ayrilmis
ve bu gruplardaki deneklerin bir kismindan kasilma kayitlari, diger kismindan ise
histolojik ve biyokimyasal incelemeler igin drnekler alinmigtir. MT+IR gruplarina 28
gun boyunca 0,7 mg/kg/giin olacak sekilde Mito-TEMPO intraperitoneal enjeksiyonu
yapilmistir (Ni ve ark., 2016). SHAM ve IR gruplarina ise Mito-TEMPO ile ayni
dozda olmak kaidesiyle hayvanlarin enjeksiyon stresini yasamalar1 amaglanarak 28

gun boyunca ultra saf su enjekte edilmistir. Hayvanlar enjeksiyonun son gunu deney
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i¢in hazir kabul edilmis, gunlik 3 adet hayvan ile ¢alisilabilecegi ongoriilerek farkli
kafeslere ayrilmis ve enjeksiyonlar: birer giin ara ile baglatilmistir. Yani kayit veya
ornek alman her denek, deneyin yapildigi giin 28. enjeksiyonu olacak sekilde

ayarlanmistir.

Deneylerde gergeklestirilen cerrahi islemler sirasinda siganlar, 100-200 ml/dk
O2 + % 2-3 izofloran ile inhalasyon anestezisi altina alinmis, meydana gelecek
hipoterminin onlenmesi i¢in viicut sicakliklarini sabit tutacak sekilde alttan 1sitmali
ameliyat masast kullanilmistir (MAY RTC 9404-A Animal Rectal Temperature
Controller). SHAM gruplariin abdominal bolgesi tiiylerden arindirilarak agilmus,
aortaya ulasildiktan sonra 1 saat beklenip ardindan ilgili bolge kapatilarak 2 saat
sonra kayit ve ornekler alinmistir. IR ve MT+IR gruplarinda ise yine abdominal
bolge tiiylerden arindirilarak agildiktan sonra aortaya vaskiiler bir klip yerlestirilerek
1 saat iskemi gerceklestirilmistir. Abdominal bolgede cerrahi islemler sirasinda
olusturulan kesiler bekleme periyodu oncesinde 4-0 ipek siitur ile dikilmistir.
Sonrasinda ise tiim deney hayvanlari normal yasam kosullarina dondiiriilerek gozlem

altinda 2 saat siire ile reperfiize olmas1 beklenmistir.

3.2. Miyokardiyal Papiller Kas Izolasyonu

Bu ¢alisma kapsaminda izometrik kasilma kayitlar1 ve histolojik incelemeler
amactyla sican kalbi sol ventrikiilden papiller kaslar alinmistir. Hayvanlar anestezi
altinda iken sternotomi ile gogiis kafesleri agilarak kalplerine ulasilmis ve kalpler
hizla ¢ikartilarak icerisinde pH 7.40 olarak ayarlanmis, %95 Oz + %5 CO karigimi
ile gazlanan, taze Krebs sollisyonu (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2.5 mM CaCly, 1
mM MgSO4.7H20, 1 mM NaH2P04.2H,0, 15 mM NaHCO3z, 11 mM Glukoz)
bulunan ve zemin kismi slygard jel ile kapli bir petri kab1 igerisine alinmistir. Bu
soluisyon icerisinde kalpler dorsal bolgeden gorilebilecek pozisyonda kiicuk gelik bir
pin vasitasiyla sag ventrikiilden sabitlenmistir. Kalplere mekanik her tiirlii baskidan
kacginarak mikrocerrahi bir makas ile her iki atriyum da kalplerden ayirilmstir.
Ventrikiil duvarinda atrioventrikiiler valf seviyesinden apex’e dogru bir kesi

olusturulmus ve bu kisimdan ventrikiil agilarak papiller kaslar goriiniir hale

19



getirilmistir. Miimkiin oldugunca ilgili kaslara dokunmadan ventrikil dokusu ile olan
bagi kesilip c¢evre dokulardan arindirilarak miyokardiyal papiller kaslar izole

edilmistir.

3.3. Izometrik Kasilma Kayd:

Temel olarak herhangi bir kas demeti kasildigr zaman boyu kisalir, ardindan
gevseme slirecinde tekrar eski haline doner. Bu aktivitenin degerlendirilmesinde
farkli iki kistas vardir, birincisi kasin kasilma esnasindaki boyunun degisimi, bir
digeri ise kasilma sebebi ile kasin uyguladigi c¢ekme kuvvetidir. Laboratuvar
ortaminda yapilan arastirmalar genellikle bu parametrelerden bir tanesi sabit
tutularak bir digerinin Ol¢limii veya gozlemi seklinde gergeklestirilir. Kasin
uyguladigi kuvvet sabit tutularak boyundaki degisimin Ol¢iilmesi izotonik kasilma
kaydi, boy degisimi sabit tutularak uyguladigi kuvvetin Slgiilmesi ise izometrik
kasilma kaydi olarak adlandirilmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda miyokardiyal
papiller kastan alinan kasilma kayitlar1 boy degisimine miisaade edilmeden
uyguladigi  kuvvetin  Olgiilmesi  (izometrik  kasilma  kaydi)  seklinde

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1.’de goriildiigi gibi, izole edilen papiller kaslar her iki ucundan da,
diger taraflarinda metal kancalar bulunan 6-0 ipek iplikle baglanmistir. Bu sekilde
hazirlanan dokular igerisinde taze Krebs soliisyonu bulunan, 30 mL hacimli, 1s1
ceketli izole organ banyosuna (MAY 10BS 99 Isolated Tissue Bath and Circulator,
Commat Ltd.) alinmstir. Krebs soliisyonunun sicakligi, organ banyosunun etrafinda
bulunan 1s1 ceketinden sicak su devri (MAY WBC 3044 Water Bath and Circulator,
Commat Ltd.) ile 33 °C’de sabit tutulmustur (Yarmohmmadi ve ark., 2017). Papiller
kaslarin bagl bulundugu iplerdeki metal kancalarin bir tanesi manuel olarak kontrol
edilen bir mikromanipiilatére, digeri ise kuvvet c¢evirecine (FT03 Force
Displacement Transducer, Grass Co.) takilmis, kasin gerimi maksimum kasilmay1
gorecek sekilde ayarlanmistir. Supramaksimal kare bigimli uyaranlar, papiller kasin
anot-katot uglar1 arasinda kalacagi sekilde tasarlamis oldugumuz elektrot vasitasiyla
alan uyarist seklinde bir stimilator (S48 Stimulator, Grass Co.) kullanilarak

verilmistir. Kasilmaya ait tiim veriler bir analog-dijital doniistiiriicii (MP45 Two
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channel data acquisiton unit, Biopac System Inc.) araciligi ve kendisine ait yazilim
(BSL PRO 3.7.5, Biopac System Inc.) ile 1 kHz &rnekleme hizinda sabit diskte

toplanmustir.

Sekil 3.1. izole organ banyosu ve ilintili diger mekanizmalarin sematik gosterimi. Figtrtn bir
kisminda Jespersen ve ark. (2015)’nin ¢caligmasindan yararlanilmustir.

Kuvvet Doniistiiriicii

Pyl N tvivad it teringp ol i

Mikromanipilator <
Uyaran
# N

Elektrot

> Sicak Su
Cikisi

Papiller Kas
33°C
Sicak Su #C

Girisi

Taze Soliisyon

Girisi
%95 02 ‘
Atik Soliisyon
%5 CO: Cikist ¥

Kasilma kayitlarinin tamamlanmasinin ardindan papiller kaslar izole organ
banyosundan ¢ikartilip, uglarma bagl ipler ¢oziilmis ve 0,1 mg hassasiyetli bir
terazi (SBA 31, Scaltec) ile agirliklar: tartilmistir.

3.3.1. Izometrik Kasilma Kayit Protokolleri

Papiller kasin organ banyosuna asilmasinin ardindan kasta yorgunluk
olusturmayan 0,2 Hz temel frekansta 10-15 V, 2 ms sireli kare bicimli uyaranlar
verilmis ve bu agsamada Krebs soliisyonu her 15 dakikada bir degistirilerek toplam 1

saat stre ile dokunun fizyolojik kondisyonlarina gelmesi beklenmistir. Bu esnada
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kasilmalar eszamanli olarak izlenmis ve kasilma genliklerinin 1 saatlik stire sonunda

kararl1 hale geldigi gozlenmistir.

Bekleme periyodunun ardindan frekans-bagimli kasilma yanitin1 gérmek igin
sirasiyla 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 Hz frekanslarda 10-15 V, 2 ms sireli kare bicimli
uyaranlar verilmis ve her bir frekans i¢in 20 pik sayildiktan sonra bir iist frekansa
gecilerek kasilma egrileri kaydedilmistir (Uhl ve ark., 2015). Ilgili kayit
tamamlandiktan sonra sollsyon tazelenerek 15 dakika temel uyaran frekansinda

beklemeye alinmustir.

Bir diger protokolde ise 6n beklemeli uyaranlara olan yanitlar kaydedilmistir.
izole edilen sigan miyokardiyal papiller kas hiicrelerinde SR’dan Ca*? alim-salim
mekanizmalarini arastirmak amaciyla 0,2 Hz frekanstaki 10-15 V, 2 ms sireli kare
bicimli uyaranlar ile alinan her 100 saniyelik kayitlar arasinda 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100’er saniye beklenmistir. Bu protokol kapsaminda arastirilan
parametrelerin hesaplanmasi, ilgili bekleme siiresi sonrasi kaydedilen ilk kasilma

egrilerinden yapilmistir (Braveny ve Kruta 1958).

Butlin protokoller, her t¢ deney grubuna (SHAM, IR, MT+IR) da ayr1 ayri

uygulanarak elde edilen veriler karsilastirilmistir.

3.3.2. Izometrik Kasilma Kayitlarinin Analizi

Elde edilen tiim kasilma kayitlarindan Sekil 3.2.’de gorilen kasilma siiresi
(KS), yar1 gevseme siiresi (GS50) ve kasilma kuvveti (KK) parametreleri
Olgtilmiistiir. Bulgularda verilen tim KS ve GS50 parametreleri milisaniye,
normalize edilmis KK verileri ise g.mg? (gram cinsinden kaydedilen kasilma
egrilerinin ulastigi maksimum genligin, kasin miligram cinsinden agirligina orani)

birimindedir.
Kasilma ve gevseme sireclerindeki etkin kuvvetlerin zamana gore birinci
tiirevlerinin maksimum degerleri (+dF/dtmax Ve —dF/dtmax) mg cinsinden o6lcilen kas

agirhigina oranlanarak g.mg™.s™? biriminde verilmistir. +dF/dtmax Ve —dF/dtmax kasilma
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ve gevseme sirasinda uygulanan kuvvetteki degisimin maksimum oldugu ani

gOstermektedir.

Ilgili veriler (KS, GS50, KK, +dF/dtmax, -dF/dtmax) her papiller kas igin
frekans-bagimli kasilma protokoliinde ayr1 ayr1 frekanslarda kaydedilen verilerden
10 tanesinin ortalamasi, 6n beklemeli uyaran protokolinde ise her bekleme suresi

sonunda kaydedilen ilk kasilma egrilerinin ortalamalar1 seklinde olusturulmustur.

Sekil 3.2. Kasilma kayitlarindan elde edilen parametreler.

(KS) (GS50) Kasilma
—

Kuvveti (g.mg)

Kasilma

Siiresi (ms)

Ornek bir kasilma egrisi iizerinde kasilma siiresi (KS, ms), yar1 gevseme siiresi (GS50, ms) ve kasilma
kuvveti (KK, g.mg™?) parametrelerinin 6lgiim metodu sematik olarak gosterilmistir.

3.4. Biyokimyasal Parametrelerin Incelenmesi

Tim deney gruplarindan (SHAM, IR ve MT+IR) kan ornekleri alinmig ve
santrifiij cihazi ile 10 dakika boyunca 40000 devir/dk’da kan serumlar1 ayrilarak -20
°C’de depolanmigtir. Tiim 6rnekler hazir olduktan sonra kan serumlarinin toplam
antioksidan seviyesi (TAS) ve toplam oksidan seviyesi (TOS) degerleri, fotometrik
yontem kullanilarak uygun kitler araciligi (Total Antioxidant Status Assay Kit, Total
Oxidant Status Assay Kit) ile belirlenmistir. TAS degerleri 660 nm, TOS degerleri
ise 530 nm dalga boyundaki absorpsiyon orani kullanilarak belirlenmistir.
Kalibrasyon amaciyla TAS 6l¢iimiinde ticari ad1 Trolox Equivalent, TOS dlgiminde

ise hidrojen peroksit soltisyonu kullanilmistir.
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3.5. Histolojik Parametrelerin Incelenmesi

Cikarilan miyokardiyal papiller kas drnekleri %10°luk formaldehit ile fikse
edildikten sonra alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edilen dokular ksilol ve
ardindan sivi parafinlerden de gecirilerck parafin bloklar olusturulmustur. Bu
bloklardan mikrotomla 5 mikrometre kalinliginda seri kesitler alinarak hematoksilen
eozin ile boyanmistir. Hazirlanan preperatlar Nikon H550S marka mikroskopta
histopatolojik olarak degerlendirilip, X20’lik biiylitmede fotograflari g¢ekilmistir.
Sonug olarak, hicrelerin boyanma 0Ozellikleri, sitoplazma ve cekirdeklerindeki

degisiklikler ve miyofibrillerin durumu degerlendirilmistir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Tim veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi formunda verilmis olup,
verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnow ile test edilmistir. Bu
test sonucu p>0,05 dizeyindeki verilerin normal dagilima uydugu, p<0,05

diizeyindeki verilerin ise normal dagilima uymadigi kabul edilmistir.

Deney hayvanlarinin agirliklarina iligkin verilerde iki grubun karsilastiriimasi
icin bagimsiz t-test (Unpaired Student’s t-test), gruplarin kendi igerisindeKi
degisimlerin karsilagtirllmasinda ise bagimlhi t-test (Paired Student’s t-test)

kullanilmis ve p<0,05 diizeyindeki degisimler anlamli kabul edilmistir.

Kasilma ve biyokimya verilerine iliskin gruplarin tek bir yonden kendi
aralarinda karsilastirilmast icin One-way ANOVA, ardindan farkin hangi gruplar
arasinda oldugunun tespiti igin ise Tukey post test kullanilmis ve p<0,05 diizeyindeki

veriler anlamli olarak nitelendirilmistir.

Istatistiksel testler, GraphPad Prism-5 Demo programi kullanilarak

gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen tim veriler (fizyolojik,

elektrofizyolojik, histolojik, biyokimyasal) bu béliimde sunulmustur.

4.1. Deney Hayvanlarinin VUcut Agiwrliklar

Deney prosediirii geregi 28 giin boyunca yapilan Mito-TEMPO ve ultra saf su
enjeksiyonunun deney hayvanlarinin agirlik degisimlerine etkisi bir haftalik
periyotlar ile takip edilmis, bu kapsamda baslangi¢, birinci, ikinci, liclincli ve
dordiincti hafta sonlari itibariyle agirliklart 6lglilmistiir. Elde edilen degerler Sekil

4.1°de karsilastirmali olarak verilmistir.

Sekil 4.1. Mito-TEMPO ve ultra saf su enjekte edilen gruplardaki deney hayvanlarmin agirlik

degisimleri.
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Mito-TEMPO (n=10) ve ultra saf su (n=20) enjeksiyonu sonucu deney hayvanlarinin bir haftalik
periyotlar ile agirliklarindaki degisimler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *, ultra saf su
enjeksiyonu yapilan ile, # ise her uygulama grubu igerisindeki bir 6nceki 6lguim ile karsilastirildiginda
p<0,05 diizeyindeki anlamlilig1 gdstermektedir.

Baslangi¢ degerleri sonrasinda alinan her ol¢iimde Mito-TEMPO enjekte
edilen gruptaki deney hayvanlarmin agirliklar: ile ultra saf su enjekte edilen grup

arasindaki farkin anlamli oldugu gorulmektedir. Bunun yaninda Mito-TEMPO

25



enjeksiyonunun Gguncl haftadan sonra anlamli agirlik artisi  saglamadigi
anlasilmaktadir (Sekil 4.1).

4.2. Kasilma Kayitlarina Iliskin Veriler

Miyokardiyal papiller kasta yorgunluk olusturmadigi kabul edilen 0,2 Hz
frekanstaki uyaranlarla SHAM, IR ve MT+IR deney gruplarindan alinan kasilma

kayitlarina ait birer 6rnek egri Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. 0,2 Hz frekanstaki uyaranlar ile elde edilen kasilma egrileri.
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Her ¢ deney grubuna ait kasilma egrilerinin niimerik analizlerinden elde
edilen KK, KS, GS50, +dF/dt ve -dF/dt parametreleri, ortalama + standart hata ve
istatistiksel anlamliliklar ile birlikte Tablo 4.1°de verilmistir. iskemi-reperfiizyon
tim kasilma parametrelerinde anlamli degisikliklere neden olurken, Mito-TEMPO
uygulanan grupta ise GS50 haricindeki diger parametreler SHAM seviyelerinde
Ol¢iilmiistr (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. 0,2 Hz frekanstaki uyaranlarla alinan kasilma kayitlarina iliskin veriler.

SHAM IR MT+IR
Kasilma Kuvveti (g.mg'l) 0,15+0,01 0,11+0,01* 0,18+ 0,01 %
Kasilma Siiresi (ms) 132,78 +5,28 154,03 + 5,65 * 143,06 +2,11 7%
Yar1 Gevseme Siiresi (ms) 96,23 + 8,48 124,72 + 3,74 * 122,17 + 5,05
+dF/dtmax (9.mg™.s?) 2,15+ 0,07 1,36 + 0,06 * 2,59+0,13*
—dF/dtmax (9. mg™.s?) -1,31+0,08 -0,91+0,05* -1,56 £0,19%

Tum veriler (KK, KS, GS50, +dF/dt, —dF/dt) ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *, SHAM
(n=6) ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=10) gruplar arasindaki anlamlilig1 gostermektedir.

4.2.1. Uyaran Frekansi — Kasilma Iliskisine Ait Veriler

Izole edilen sican miyokardiyal papiller kaslarin farkli uyaran frekanslarina
ait yanitlarinin belirlenmesi amaci ile 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 4 ve 5 Hz frekansli uyaranlar
verilerek kasilma egrileri kayit edilmistir. Ilgili egrilerden KK, KS, GS50, +dF/dtmax

ve -dF/dtmax parametreleri elde edilmistir.

Iskemi-reperfiizyon, 0,2; 0,5; 1; 2; 3 ve 4 Hz frekansli uyaranlarla elde edilen
kasilma kuvveti yanitlarinda anlaml 6lglide azalmaya neden olmus ve Mito-TEMPO
enjeksiyonunun da bu azalmaya karsi koruyucu etkisi oldugu gorulmektedir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3. Uyaran frekans: — kasilma iligkisine ait KK degerleri.
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KK’nin farkli frekanslardaki uyaranlara olan yanmit degerleri ortalama + standart hata olarak
verilmigtir. *, SHAM (n=6) ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=10) gruplar1 arasindaki anlamlilig

gOstermektedir.
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Iskemi-reperfiizyon uygulamasinin KS’yi anlamli 6lciide uzattigi, Mito-
TEMPO enjeksiyonunun ise kasilma siiresindeki bu kisalmayr engelledigi
gorulmektedir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4, Uyaran frekans: — kasilma iliskisine ait KS degerleri.
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KS’nin farkli frekanslardaki uyaranlara olan yanit degerleri ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. *, SHAM (n=6) ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=10) gruplar1 arasindaki anlamlilig
goOstermektedir.

Iskemi-reperfiizyon uygulamasi, GS50 siiresinde uzamaya neden olurken,
Mito-TEMPO enjeksiyonunun yari gevseme siiresinde 6nemli bir koruyucu etkisinin
olmadig1 gortiilmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Uyaran frekans1 — kasilma iligkisine ait GS50 degerleri.
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GS50’nin farkli frekanslardaki uyaranlara olan yamit degerleri ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. *, SHAM (n=6) ve IR (n=6) gruplar1 arasindaki anlamlilifn gostermektedir. IR ve
MT+IR (n=10) gruplar arasinda ise anlaml fark goriilmemistir.

Iskemi-reperfiizyon uygulamasmin +dF/dtmax Ve —dF/dtmax degerlerinde
anlamli dl¢lide azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (dF/dtmax degerlerindeki tire (=)
isaretleri yon bilgisi vermektedir). Mito-TEMPO enjeksiyonunun iskemi-
reperfuzyonun neden oldugu degisimlere karsi koruyucu etki gosterdigi
anlasilmaktadir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Uyaran frekans: — kasilma iliskisine ait +dF/dtmax ve —dF/dtmax degerleri.
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+dF/dtmax Ve -dF/dtmax parametrelerinin farkl frekanslardaki uyaranlara olan yanit degerleri ortalama +
standart hata olarak gosterilmistir. *, SHAM (n=6) ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=8) gruplari

arasindaki anlamlilig1 gostermektedir.

4.2.2. On Beklemeli Uyaran — Kasilma liskisine Ait Veriler

Ilgili protokol ile alman kayitlara ait KK degerleri her ii¢ grup igin Sekil
4.7.°de goriilmektedir. Degerlerden goriildiigi gibi tim gruplarda 6n bekleme stresi
ile KK arasinda pozitif bir korelasyon oldugu anlasiimaktadir. Iskemi-reperfiizyon
uygulamasi ile 60 saniyelik bekleme suresince KK degerlerinde SHAM grubuna gére
anlaml fark olusurken, sonraki bekleme sirelerinde ise anlamli farkin olugsmadigi

gorulmektedir. Benzer seyir MT+IR grubunda da gortilmektedir.
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Sekil 4.7. On beklemeli uyaran — kasilma iliskisine ait KK degerleri.
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KK parametresinin 6n beklemeli uyanlara olan yanit degerleri ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. *, SHAM (n=6) ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=8) gruplar1 arasindaki anlamlilig1

goOstermektedir.

On beklemeli uyaranlar ile alinan kayitlarda iskemi-reperfiizyon uygulamasi
tim sdreler icin KS degerlerinde uzamaya neden olurken, Mito-TEMPO
enjeksiyonunun olumlu etkisi yalnizca 60 saniyeye kadar olan On bekleme

stirelerinde gorulmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. On beklemeli uyaran — kasilma iliskisine ait KS degerleri.
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KS parametresinin 6n beklemeli uyanlara olan yanit degerleri ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. ¥, SHAM (n=6) ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=8) gruplari arasindaki anlamlilig1

gostermektedir.

Iskemi-reperfiizyon uygulamasinin  +dF/dtmax Ve —dF/dtmax  degerleri
tizerindeki etkisi Sekil 4.9’da verilmistir (dF/dtmax degerlerindeki tire (-) isaretleri
yon bilgisi vermektedir). IR grubunda bu iki degerin SHAM grubuna goére anlaml
azaldigi  goriilmektedir.  Mito-TEMPO  enjeksiyonunun  iskemi-reperfiizyon
uygulamasi ile baskilanan bu degerlerin koruyucu etki gostererek SHAM grubu

diizeyinde kalmasini sagladig1 anlasilmaktadir.
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Sekil 4.9. On beklemeli uyaran — kasilma iliskisine ait +dF/dtmax Ve —dF/dtmax degerleri.

4_
4 #
P b
—_ #
‘En_ 3 # %}‘ FilN %}‘
% I SEEEE
E F s !
% 2 - (I) * * * *
L S A I
S, 8
o SHAM
OIR
0 AMT+IR | | | | | BeklgmeSUresi (s)l

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

- dF/dt . (g.mg.s")
N
'—EEGEH
I—B; o =
—5e B
e =
l—b;@PEH
'—B';B'
|—BEHG|
= evall ST S
n—BFe' =

-3 -
+dF/dtmax Ve -dF/dtmax parametrelerinin farkli siirelerdeki 6n beklemeli uyaranlara olan yanit degerleri

ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *, SHAM (n=6) ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=8)

gruplar arasindaki anlamlilig1 géstermektedir.

4.3. Biyokimyasal Incelemelere Ait Veriler

Deney gruplart i¢in tespit edilen toplam oksidan ve antioksidan seviyelerini
gosteren bar grafikler karsilastirmali olarak Sekil 4.10°da verilmistir. Iskemi-
reperfizyon uygulamasi kan serumlarindaki toplam oksidan seviyesinde anlamli
artisa neden olurken, MT+IR grubunda ise bu deger SHAM grubu degerlerine yakin
Ol¢iilmiistiir. Toplam antioksidan seviyesi degeri ise, IR grubu i¢in anlaml azalirken,
MT+IR grubunda SHAM degerine yakin bulunmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Tim deney gruplarinin kan serumlarina ait TAS — TOS degerleri.
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TAS, TOS parametrelerine ait degerler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *, SHAM (n=6)
ve IR (n=6), # ise IR ve MT+IR (n=6) gruplar1 arasindaki anlamlilig1 gostermektedir.

4.4. Histolojik Incelemelere Ait Veriler

Izole edilen miyokadriyal papiller kaslarin, gere¢ ve yontem kisminda
belirtilen prosediirler sonrasinda elde edilen preparatlara ait gortintiler Sekil 4.10°da
verilmistir. Bu gorintilerin analiz sonucuna gore; IR grubunda miyofibril kayiplar
ve intrasitoplazmik vakuolizasyon gorilurken, MT+IR grubunda miyofibriller
normal goriniminde, IR ve SHAM grubuna gore oldukca duzenli ve
intrasitoplazmik vakuolizasyon bulunmamaktadir. Ayrica IR grubuna gore

cekirdekler daha duizgiin gériinmektedir.
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Sekil 4.11. Miyokardiyal papiller kas dokusuna ait histolojik gérintiler.
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Miyokardiyal papiller kaslardan alinan kesitlerin hematoksilen eozin ile boyanmasi sonrasi alinan
histolojik goruntilerdir. Oklar eozinofilik boyanmis ve piknotik nukleuslu ¢ekirdekler, y1ldiz ise
intrasitoplazmik vakuolizasyonu gdstermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Turkiye Istatistik Kurumu 2017 yil1 verileri tilkemizde gerceklesen dliimlerin
%39,7’sinin dolasim sistemi bozukluklari, bunlarin da %39,7’sinin iskemik kalp
kusurlar1 sebebi ile gerceklestigini gostermektedir. Bu nedenle iskemik durumlar
altinda kalpte gergeklesen fonksiyon bozukluklarina karsi koruyucu-Onleyici ve
tedavi edici uygulamalarin gelistirilmesi daha da Onem kazanmistir. Yapmis
oldugumuz caligmada kalpte 6nemli islevleri olan miyokardiyal papiller kas iizerine
odaklanilmis ve mekaniksel davranislariyla ilgili deneyler, 6lglimler ve analizler
gerceklestirilmistir. Genel olarak abdominal iskemi-reperfiizyon uygulamasi deney
hayvanlarinda oksidan/antioksidan madde miktarlarin1 degistirmekte ve buna baglh
olarak miyokardiyal papiller kasta KK, KS, GS50, +dF/dtmax ve -dF/dtmax gibi
parametreler bundan etkilenmektedir. Koruyucu Mito-TEMPO enjeksiyonu ile bu

durumlarin kismen veya tamamen tolere edilebildigi goriilmiistiir.

Abdominal iskemi-reperfiizyon ile kalp fonksiyonlar1 arasindaki iliskiye dair
literatirde pek ¢ok calisma vardir. Bown ve ark. (2001) iskemi-reperfiizyon
sebebiyle kalp kas1 kasilma kuvvetinde azalma, Shahani ve ark. (2000) sol ventrikdil
maksimal basing degerinde azalma, Kilic ve ark. (2018)’da kalp kusuru gelistigini
gostermiglerdir. Bunun yani sira abdominal iskemi-reperfiizyon ile spesifik olarak
miyokardiyal papiller kas arasindaki iligkiye dair literatiirde bir ¢alismaya

rastlanmamuistir.

Mitokondri; iskemi-reperflizyon, hemoraji, entoksikasyonlar, radyoaktivite
vb. durumlar sonucunda oksidan madde miktarindaki artisin meydana geldigi yer
olmasiyla Ozellikle oksidatif fosforilasyonun merkezi ve hatta hicreleri 6liime
gotiiren bircok surecin de tetikleyicisi olarak gortlmektedir (Valko ve ark., 2006;
Smith ve Murphy 2011). Dolayisiyla oksidan maddelerin olumsuz etkilerinden
kaginmak amaciyla, bu maddelerin olusumunun en ¢ok meydana geldigi yer olan
mitokondride yok edilmesi en etkili secenek olarak gorilmektedir. Literatlrde
ozellikle son yillarda dogrudan mitokondriyi hedef alan antioksidanlar ile ilgili pek

¢ok calisma bulunmaktadir (Teixeira ve ark., 2018; Masi ve Virdis 2018; Rossman
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ve ark., 2018). Bu tez calismasinda mitokondriyi hedef alan ve ticari adi Mito-

TEMPO olarak bilinen bir antioksidanin koruyucu etkisi arastirilmistir.

Intraperitoneal olarak 28 giin siireyle uygulanan Mito-TEMPO ve ultra saf su
enjeksiyonlar1 boyunca deney hayvanlarinin baslangi¢ ve sonrasinda yediser giinliik
periyotlarla vucut agirliklarindaki degisimi belirlemek amaciyla tartimlar yapilarak
kayit altina alinmistir. Liu ve ark. (2018)’nin kronik bobrek yetmezligi {izerine
olusturdugu hayvan modelinde kontrole kiyasla kilo kaybi olusan hasta grubuna
Mito-TEMPO tedavisi uygulanmis ve kilo kaybi anlamli 6l¢iide geri donmiistiir.
Yiiksek yagh diyet ile olusturulan bagka bir ¢alismada ise ilgili diyetin sebep oldugu
kilo artisinin tedavi edici Mito-TEMPO enjeksiyonu ile kontrol seviyesine yaklastig
tespit edilmistir (Jeong ve ark., 2016). Ozetle geg¢miste yapilan ¢aligmalar
gostermektedir ki, Mito-TEMPO uygulamasi deney hayvanlarinin agirliklarinda
degisimlere sebep olmaktadir. Yapmis oldugumuz calismada da viicut agirhig

ortalamalarindaki degisim literatirle uyumluluk gostermektedir (Sekil 4.1).

Izole kastan elde edilen kasilma kayitlari, ¢alisilan kasi olusturan kasilabilir
hucrelerin toplam mekanik aktivitesinin bir sonucu oldugundan bu hicrelerin
miktarinin ilgili 6l¢timler tizerine dogrudan etkisi vardir. Bu durum KK, +dF/dtmax ve
—dF/dtmax parametreleri i¢in farkli metodlar ile bir normalizasyon islemi yapilmasini
zorunlu hale getirmektedir. Bu tezde verilen ilgili parametreler, literatirden
orneklerine benzer sekilde kasin agirligina oranlanarak normalize edilmistir (Avila

ve ark., 2016; Belchior ve ark., 2016).

Kandaki oksijen dagitiminin azalmasi ya da kasin oksijen tiiketiminin daha
fazla olmasimin kaslarda yorgunluk olusturacagi ve kasilma aktivitelerinin bundan
etkilenecegi bilinmektedir (Vecchia ve Bussotti 2018). Benzer sekilde ylksek
frekansli uyaranlar ile kasin uyarilmasi kasta yorgunluk meydana getirmektedir.
Bazal parametreleri degerlendirmek amaciyla yorgunluk olusturmadigi bilinen 0,2
Hz frekansli uyaranlar ile kas uyarilarak kasilma yanitlar1 (sars1) kaydedilmistir. Bu
kasilmalardan hesaplanan parametrelerin ortalamalari, Mito-TEMPO ile yapilan
bircok calismaya benzer sekilde iskemi-reperfizyon uygulamasiyla bozulan kas

fonksiyonlarina karsi koruyucu etkiye sahip olabilecegini gostermektedir (Tablo 4.1).
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Farkli frekansli uyaranlarla izometrik kasilma kayitlarindan kas liflerine ait
hiicrelerin mekanizmalar1 ile ilgili baz1 temel bilgiler elde edilebilmektedir. Kalp
kasinda, kasilma-uyaran frekansi arasindaki iliskiden ilk olarak 1871 yilinda
Amerika’li fizyolog Henry P. Bowditch bahsetmis ve uyaran frekansinin artmasi ile
kalp kasi kasilma kuvvetinin arttigini belirtmistir. Bu prensip Bowditch / treppe /
staircase etkisi, Turkce haliyle ise “merdiven etkisi” olarak adlandirilmaktadir.
Merdiven etkisine, sistolik Ca*? konsantrasyonunun uyaran frekansi ile dogru orantili
olarak artisinin neden oldugu distiniilmektedir (Janssen 2010). Yapilan benzer
calismalarda, kasilma kuvveti-uyaran frekansi arasindaki basamakli pozitif
korelasyonun (merdiven etkisinin), uyaran frekansinin 1 Hz’den daha biiyiik oldugu
frekans artiglarinda goriildiigic  belirtilmektedir (Uhl ve ark., 2015). Bizim
bulgularimizda da bu bilgiler ile uyumlu sekilde merdiven etkisi her i¢ deney
grubunda da goriilmiistiir (1-4 Hz arasi). Ayrica iskemi-reperflizyon uygulamas ile
kasilma kuvveti anlamli Ol¢iide azalmistir (Sekil 4.3). Kasilma kuvvetinin IR
grubundaki bu azalis1 iki olasilikla ayri ayr1 ya da birlikte iligkilendirilebilir.
Bunlardan ilki, [Ca*?i; artisna sebep olan SR’dan kalsiyum-bagimli kalsiyum
salinim mekanizmasinin bozulmus olmasi, digeri ise miyofilamentlerin Ca*2

yanitinin etkilenmis olmasidir.

Henry P. Bowditch kasilma-uyaran frekansi iliskisi ile ilgili ¢aligmasinda
ozellikle kasilma kuvvetine odaklanmis olsa da, kasilma ve gevseme siirelerinde
meydana gelen degisimler bazi patolojik durumlarin merkezinde olmasi agisindan
onemli olabilmektedir (Janssen 2010). Literatirdeki frekans bagimli kasilma
protokollerini iceren arastirma calismalarinda kasilma siirelerine iligkin olglimlere
genelde yer verilmemis olsa da, bizim bulgularimizda uyaran frekansi ile kasilma
siireleri arasinda negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4). Iskemi-
reperfiizyon uygulanan grupta kasilma siirelerinin daha uzun olmasi SR’mn Ca*?

salim mekanizmasinda yavaslama olabilecegini diistindiirmektedir.

Uyarim frekans: artirilarak olusturulan kasilma yanitlarinin gevseme fazinda
ise miyofilamentlerin Ca*? duyarliligmm troponin-l1 (inhibe edici) tarafindan
azaltilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle uyaran frekanslarindaki artigin

GS50 degerlerinin azalmasina yol a¢tigi belirtilmektedir (Varian ve Janssen 2007).
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Yapmis oldugumuz ¢alismada elde edilen veriler bu bilgiler ile uyumluluk
gostermektedir (Sekil 4.5). Mito-TEMPO enjeksiyonunun GS50 degerleri iizerine
herhangi bir etkisi olmazken, iskemi-reperflizyon neticesinde uzayan KS uzerinde

koruyucu etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Kasilma-gevseme siireclerinde gerceklesen kimyasal reaksiyonlar ile kas
hiicrelerindeki kimyasal enerji mekanik enerjiye doniistlrilur ve kasa etkiyen kuvvet
ile hareketlilik gerceklesir. Bu kuvvet kasilma-gevseme aktiviteleri boyunca farkl
anlarda farkli degerler alir ve bu degisimlerin maksimumunun hesaplanmasi ile kasin
mekanik aktiviteleri hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir (Avila ve ark., 2016).
Yaptigimiz ¢alismada kaydedilen kasilma egrileri igin kuvvetteki degisimlerin
maksimum degerleri Sekil 4.6°da verilmistir. Ilgili verilerden hem kasilma hem de
gevseme siiregleri boyunca kayit alman tim frekanslar igin iskemi-reperfiizyon
uygulamasi ile kuvvet degisim hizlar1 yavaslamis, Mito-TEMPO enjeksiyonu ise bu
yavaglamanin SHAM grubu seviyesinde kalmasini saglayacak sekilde koruyucu etki
gostermistir. IR grubu kasilma-gevseme esnasindaki etkin kuvvetin maksimum
degisimindeki bu azalma ayni1 grup i¢in kasilma kuvvetinin azlig1 (Sekil 4.3), kasilma
ve gevseme siirelerinin uzunlugu (Sekil 4.4, Sekil 4.5) verilerimizle de uyum

gOstermektedir.

Kasilma siiresince SR’dan salman Ca*? gevseme siirecinde ise bir sonraki
kasilmada tekrar salinmak {izere SR’a geri toplanir. iki kasilma arasindaki bekleme
stiresinin uzunlugu ile bir sonraki kasilma evresinde salinmak tizere SR’da depolanan
Ca*? miktar1 dogru orantilidir. Bu bilgiler 1s18inda 6n beklemeli uyaranlar ile
caligmalar ilk olarak 1958 yilinda Braveny ve Kruta tarafindan gerceklestirilmistir.
Daha sonra yapilan caligmalarda ise uyaranlar arasi dinlenim durumundaki siirenin
uzamasi ile kasilma kuvvetinin artacagi belirtilmektedir (Wohlfart 1979; Ravens ve
ark., 1995). Deney hayvani olarak sigan kullanilan ¢alismalarda kardiyak hiicrelerin
gevseme siirecinde sitozolik Ca*? geri toplama mekanizmalar1 igerisinde SR’
etkinliginin %92 olarak belirlenmis olmas1 da, SR’1n kasilma-gevseme siireclerindeki
6nemine ayrica dikkat ¢ekmektedir (Bers 2000). Yaptigimiz ¢alismada, uyaranlar
arasinda 10’ar saniyelik artan miktarlarda siireler taninmis ve elde edilen veriler

Sekil 4.7°de gosterilmistir. Buna gore; iskemi-reperfiizyon uygulamasi ile 60
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saniyeye kadar olan siirelerde kasilma kuvveti azalmis ve sonrasindaki siirelerde
degisim olmadig1 gozlenmistir. 60 saniye sonrasinda IR ve SHAM gruplar1 kasilma
kuvvetleri arasinda bir fark gézlenmemis olmasi, iskemi-reperfiizyon uygulamasi ile
SR’da meydana gelen fonksiyon bozuklugunun bekleme siiresinin artis1 ile tolere
edilebildigini diisiindiirmektedir. Genel olarak 6n beklemeli uyaranlar protokoli ile

elde ettigimiz veriler literatlr bilgileri ile uyum géstermektedir.

llgili protokol ile alinan kayitlardan hesaplanan kasilma siirelerinin gruplar
arasindaki farkliligt Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bulgular kasilmanin frekans
bagimliligini test ettigimiz protokoldeki veriler ile paralellik gostermektedir. Ayni
sekilde +dF/dtmax ve —dF/dtmax hesaplamalarimiz da bir 6nceki protokolde elde edilen
veriler ile uyumludur (Sekil 4.9).

Deney hayvanlarinin kan serumlarindaki toplam antioksidan seviyesi iskemi-
reperflizyon ile ya iiretimi baskilanarak ya da oksidan maddeler ile bag kurmasi
neticesinde azalmis, MT+IR grubunda ise bu seviye uygulanan antioksidan
enjeksiyonunun bir sonucu olarak SHAM grubu degerlerinde oSlgiilmiistiir (Sekil
4.10-A). Iskemik durumlar sonrasinda reperfiizyonun sebep oldugu hasarlardan ilk
defa 1965 yilinda Baue ve Mcclerkin tarafindan yapilan arastirmada bahsedilmistir.
Bu calismada reperfiizyon hasarinin sebepleri arasinda sistemik sok, hemorajik
nekroz ve asidozdan bahsedilmektedir. Bu sebepler nedeni ile meydana gelen
kimyasal olaylar sonucunda ise hicrelerin fizyolojik sartlardaki ¢alisma
mekanizmalari i¢in oldukga zararli olan serbest radikaller ortaya ¢ikmaktadir (Tuncer
2013). Bizim bulgularimizda da bu bilgi ile uyumlu sekilde IR grubu toplam oksidan
seviyesi artmigs ve Mito-TEMPO enjeksiyonu bu seviyenin SHAM grubu
degerlerinde kalmasini saglayacak sekilde koruyucu etki gostermistir (Sekil 4.10-B).

Iskemi-reperfiizyon prosediiriiniin mitokondri hasar1 sebebiyle serbest radikal
olusumunu artirarak kalp kusurlarina neden oldugu bilinmektedir (Zhu ve Zuo 2013;
He ve Zuo 2015). Calismamiz kapsaminda miyokardiyal papiller kastan histolojik
boyamalar sonrasi alinan goriintiiler, bu bilgilere paralel sekilde miyofibril kayiplar

ve intrasitoplazmik vakuolizasyonu gostermektedir (Sekil 4.11).
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5.1. Oneriler

Bulgularimiz1 bir biitiin halinde degerlendirince kasilma kayitlarindan elde
edilen veriler abdominal iskemi-reperfiizyon uygulamasmin SR’dan Ca* salim ve
geri alim mekanizmalarini olumsuz yonde etkiledigini, histolojik goruntiler ise
miyofibril kayiplarin1 gostermektedir. Kasilma parametreleri ilizerinde gergeklesen
hem fonksiyonel hem de yapisal degisimlerin hangi oranda SR/miyofibril hasari
sebebiyle olustugu ya da var ise baska hangi mekanizmalarin etkilendigi konusu

gelecekte gerceklestirilecek arastirmalarin konusu olabilir.

Iskemi-reperfiizyona giinliik yasam icerisinde gerceklesen yaralanmalarin
yani sira, bypass ve anevrizma tedavisi operasyonlari ile organ nakilleri gibi pek ¢cok
tedaviye yonelik girisimde maruz kalinabilmektedir. Dolayisiyla yapmis oldugumuz
calisma 1ile elde edilen bulgular, klinikte karsilasilan pek ¢ok ikincil
komplikasyonlarin altinda yatan temel nedenlerin anlasilabilmesi agisindan 6nem

tagimaktadir.
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sunulan “iskemi-Reperfiizyonun Sigcan Miyokardiyal Papiller Kasinda Olusturdugu Fonksiyon ‘
Bozukluklarinda MitoTEMPO’ nun Olasi Koruyucu Etkisinin Arastinimasi” baslkl Yiksek Lisans
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