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Biyoloji Anabilim Dah

Tez Damismani: Dog¢. Dr. Ersoz GONCA
Haziran 2019, 43 sayfa

Kannabidiol (KBD) psikolojik etkileri bulunmayan bir bitkisel kannabinoiddir. Klinik
uygulamada huntington hastalig1 ve mutipl skleroz tedavisinde kullanilmaktadir. Onceki
caliymamizda siganlarda ligasyon &ncesi verilen KBD’nin iskemi reperfiizyon (I/R) ile
uyarilan aritmilere karsi koruyucu etkili oldugu bildirilmistir. ila¢ ve etken maddelerin
reperfiizyon aritmilerinin klinik tedaviye uyarlanabilmesi igin iskemi sirasinda veya
reperfiizyonda verildiginde de etkili oldugu gosterilmelidir. KBD’nin bir ¢alismada iskemi
periyodunun sonunda reperfiizyondan hemen 6nce verildiginde I/R sonucu meydana gelen
miyokardiyal hasar1 azalttigi gosterilmistir. Bu calismanin amaci siganlarda iskemi ve
reperfiizyon periyotlart boyunca infiizyon yoluyla uygulanan KBD tedavisinin reperfiizyon

aritmilerine olan etkisini arastirmaktir.

Miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon anestezi altindaki erkek sicanlarda sirasiyla sol ana

koroner arter 6 dk siireyle baglanarak ve baglanan damar ¢oziildiikten sonra 6 dk siire



OZET (devam ediyor)

boyunca serbest birakilarak gerceklestirildi. KBD infiizyon pompasiyla sirasiyla ligasyon ve
reperfiizyon boyunca 9 pug/90uL/dk/kg dozda verildi. Calismanin deney gruplari: (1) Kontrol
(n=6), (2) Ligasyon KBD (n=6), (3) Reperfiizyon KBD (n=6) olarak belirlendi. Aritmi
stireleri, kalp atim1 ve kan basinci degerleri her bir denek i¢in belirlendi. Verilerin analizinde
Tek Yonlii Varyans analizi ve Dunnet post-hok testi kullanildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak verildi. Ligasyon boyunca verilen KBD, ventrikiiler prematiire kasilma (VPK)
stiresini kontrol grubuna goére anlamli azaltt1 (P<0.05). Reperfiizyon boyunca verilen KBD ise
VPK, ventrikiiler tasikardi (VT) ve toplam aritmi siirelerini kontrol grubuna gére anlamli
azaltt1 (Toplam aritmi stiresi: kontrol; 39 = 10 sn, KBD-Lig; 14 + 7 sn, KBD-Rep; 8 + 4 sn,
P<0.05).

Calismanin  sonuglar1 reperfiizyon periyodu boyunca verilen KBD’nin I/R ile uyarilan
aritmilere kars1 giiclii antiaritmik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonu¢ KBD’nin
reperfiizyon aritmilerinin klinik tedavisinde kullanilabilme potansiyelini giiglendirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kannabidiol, Iskemi/reperfiizyon aritmileri, sican, infiizyon

Bilim Kodu: 401.04.02
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Cannabidiol (CBD) is a non-psychoactive plant cannabinoid. In clinical practice, it has been
used in the treatment of huntington's disease and multiple sclerosis. In our previous study
CBD given before the ligation has been reported to be protective against ischemia-reperfusion
(I/R)-induced arrhythmia in rats. However, It should also be demonstrated that drugs and
agents are effective against ventricular arrhythmias during ischemia or reperfusion in order to
be adapted to the clinical treatment of reperfusion arrhythmias. Therefore the aim of this
study is to investigate the effects of CBD applied by infusion during both ischemia and

reperfusion periods on reperfusion-induced arrhythmias in rats.

Myocardial ischemia and reperfusion were accomplished by ligation of the left main coronary
artery for 6 min and release of the tie on the vessel for 6 min in male anesthetized rats,
respectively. CBD was administered by infusion pump at a dose of 9 ug/90ul/min/kg during
the ligation and reperfusion, respectively. Experimental groups of the study were: (1) Control
(n=6), (2) Ligation CBD (n=6), and (3) Reperfusion CBD (n=6). Arrhythmia durations, heart

rate and blood pressure values were determined for each rats. One-way analysis of variance



ABSTRACT (continued)

and Dunnet post-hoc test were used in the analysis of the data. The data were given as mean =+

standard error.

CBD treatment during the ligation significantly decreased the duration of ventricular
premature contraction (VPC) compared to the control group (P <0.05). CBD that was given
during the reperfusion period significantly decreased the VPC, ventricular tachycardia (VT)
and total length of arrhythmias compared to the control group (total length of arrhythmias:
control: 39 &+ 10 sec, CBD-Lig: 14 + 7 sec, CBD-Rep: 8 + 4 sec, P < 0.05).

The results of the study indicate that CBD given during the reperfusion period has a strong
antiarrhythmic effect on I/R-induced arrhythmia. These results strengthen the potential use of
CBD in the clinical treatment of reperfusion arrhythmias.

Keywords: Cannabidiol, Ischemia/reperfusion arrhythmias, rat, infusion

Science Code: 401.04.02

Vi



TESEKKUR

Bu ¢aligmanin gergeklestirilmesinde, yiiksek lisans 6gretimim boyunca degerli bilgilerini
bizlerle paysalasan, kullandig1 her kelimenin hayatima katti§1 6nemini asla unutmayacagim
saygideger danisman hocam, Sayin Dog¢. Dr. Ersoz GONCA’ya tesekkiir eder, saygilarimi

sunarim.
Tezin diizeltilerek son haline getirilmesinde degerli katkilarimi esirgemeyen tez komitesi
tiyeleri Saymnm Dog. Dr. Muhammet OREN ve Saymn Dog. Dr. Fatma KARAKAS’a

tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim boyunca yardimini hi¢ esirgemeyen degerli arkadasim Burak GOKYUREK ’e

tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatimin her asamasinda yanimda olan aldigim her tiirlii kararlarin arkasinda duran, benden

maddi ve manevi destegini esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirler ederim.

Bu calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii (Proje no: 2016-84906727-04) tarafindan desteklenmistir.

vii






ICINDEKILER

Sayfa

KABUL ..o I
OZET oottt ettt bbb bbbt bbbt iii
ABSTRACT ettt ettt b e a bt e b e e Rb e e bt e Rt e e b e e nbe e nae e nbeenree s v
TESEKKUR ..ottt ettt ettt sttt sttt vii
ICINDEKILER........cuiiititieiit ettt ettt ettt sttt et sttt en st s et n st iX
SEKILLER DIZINI......oiiiiiiiieiieteees ettt sttt en sttt st anensnenens Xi
CIZELGELER DIZINT w...oviieiieee ettt en et Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cooooiiiiiiiiniiniiisincseseseessssiseeees XV
1210) L0\ B T 128 £ 1
1.1 MIYOKARDIYAL DOKUDA ISKEMI REPERFUZYON.........ccovvmiiniiierirnieniineinenns 2
1.1.1 Miyokardiyal Iskemiden Sonra Meydana Gelen Hiicresel Degisiklikler .................. 3
1.1.2 Miyokardiyal Reperfiizyondan Sonra Meydana Gelen Hiicresel Degisiklikler ........ 4
1.1.2.1 Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) .....cc.coviiiiiiiiice e 5
1.1.2.2 Kalsiyum YUKIEMESI .....ccoeiviiiiiiiiiiiisic i 6
1.1.2.3 Renin AnjiotenSin SISTEMIEIT .....cceviiiiiiiieci e 7
1.1.2.4 NOtrofil AKEIVASYONU. ......oiiiiiiiiiiciicciee e 7
1.1.2.5 TrOMBOSITIEN ...t 8

1.2 KALP ARITMILERI. ..ottt 8
1.2.1 Aritmi MeKaniZmast ..........coiuiiiiiiiiiiiie ettt 9
1.2.1.1 Anormal Uyar1 Odaklarinin OIUSUMU..........cceriiiiiniiiieeeese e 9
1.2.1.2 TetiKleme AKEVITESI ..ot 9
1.2.1.3 Re-entry DONGUSTL ....ccvveviiiiiiiiiiiiieiic s 10

1.2.2 Deneysel iskemi /Reperfiizyon Aritmi Modelinde Meydana Gelen Aritmiler........ 12

1.3 KANNABINOIDLER .....cocoiuititititctcieicececeeeceeeeeeeeseeesesseeeessssssassssssessssessssssssssssssssnssssassnas 14
1.3.1 Kannabinoid ReseptOrleri .........ccvvviiiiiiiiiiiiiiiicicc e 14



ICINDEKILER (devam ediyor)

Sayfa

1.3.1.1 Tip 1 Kannabinoid RESEPLOTT .......cvvrveriiiiiiieiiiieiierecie e 14
1.3.1.2 Tip 2 Kannabinoid RESEPLOTT ......ccvvrvveriiiiiiieiiiiieiicresie e 14

1.3.2 FitoKannN@abiNOIGIEE .........oviiiieie i 15
1.3.2.1 Kannabidiol (KBD) ......ccviiieiieie et 15
1.3.2.2 KBD’nin Hemodinamik EtKiSi...........ccoveiiiiiiiieiiiiiec et 15

1.3.2.3 KBD’nin Kalp Koruyucu EtKisi........cccccvriiiiiiiiiiiiciccc e 16
BOLUM 2 MATERYAL METOD ..ottt ettt 17
2.1 KULLANILAN HAYVANLAR ...ttt 17
2.2 CERRAHI ISLEMLER .....c.cooviiiieiiiitesecisieieses e s tss st sesensess e sesesesssassn s snssessnsnsnas 17
2.3 RISK ALANININ OLCULMESI......c.coiiiiiiieiieteiees e s es s en s 18
2.4 DENEY GRUPLARI VE ILACLARIN UYGULANMASI ......coovoiiiiiicisssennnns 20
2.5 ARITMI ANALIZI. ..ottt 20
2.6 ISTATISTIKSEL ANALIZ.......ciiiiiieieisieee e 21
BOLUM 3 BULGULAR.......cootititecteese ettt 23
BOLUM 4 TARTISMA .....ooieitseeesee ettt 29
BOLUM 5 SONUCLAR .......oouivitieseeeeeeeee et 33
KAYNAKLAR . .ttt et st e bbb e e se e s e s et et e nbeabeebeebeeneaneeneas 35
(0746 ) 16)1Y 1 15 43



SEKILLER DiZiNi

No Sayfa
Sekil 1.1 Miyokardiyal iskemiden sonra meydana gelen hiicresel degisiklikler. ...................... 3
Sekil 1.2 Miyokardiyal reperflizyondan sonra meydana gelen hiicresel degisiklikler............... 5
Sekil 1.3 Serbest oksijen radikalleri. ........cocviieiiiiiiiiii e 6
Sekil 1.4 Notrofillerin hiicre 1GETISING ITTST. .uvvvivvreiieieiiiieiiieesieessieessreessreessressnireesnsreeseeeens 8
Sekil 1.5 Tetikleme aktivitesi, a. erken art depolarizasyon b. ge¢ art ~ depolarizasyon......... 10
Sekil 1.6 Aksiyon potansiyelinin normal iletimi...........ccceeiiieiiiiiiiiicieeee e 11
Sekil 1.7 Deney sirasinda kayit edilen orjinal EKG kayitlar1 ve kan basinglart ...................... 13
Sekil 1.8 Kannabidiol moleKUler Yapis1. ......cccueiiuieiiiiiieiiciiiesie e 15
Sekil 2.1 Cerrahi operasyondan sonra ligasyon islemi uygulanmadan dnce anestezi

AltINAAKIT DIT SICAN. ....uviiiiiiiii et e e e e e e e e e e e erraee e 18
Sekil 2.2 Alkolle perfiize edildikten sonra goriintiilenen bir kalp dokusu...........ccccoovervrnnne. 19
Sekil 2.3 Risk bolgesi ve perfiize olan bolgenin ayrilmis gorintlsii. ........occvvvvvviiiiiiiiinnenn, 19
Sekil 2.4 Deney gruplarinda ilag ve ¢oziicii uygulama protokolleri .........cccovvveiiiiiicniinnenne 20

Sekil 3.1 Kannabidiol’iin reperfiizyonla uyarilan ventrikiiler aritmi siireleri lizerine etkileri..24

Xi






CIZELGELER DIiZiNi
No Sayfa

Cizelge 3.1 ilag uygulamalarinin ligasyon dncesi ve iskemi reperfiizyon periyotlarinda
Olclilen ortalama arteriyal kan basinc1 (mmHg) degerlerine etkisi. ...........ccoeeueee. 25

Cizelge 3.2 ilag uygulamalarinin ligasyon dncesi ve iskemi reperfiizyon periyotlarinda
Olctilen kalp atimi (atim/dakika) degerlerine etkisi. ........cccocvvviiieriiiiniiiieiiiiennn, 26

Cizelge 3.3 ilag tedavilerinin iskemi periyodu boyunca gériilen aritmiler iizerine etkisi........ 27

Cizelge 3.4 Ilag tedavilerinin reperfiizyon periyodu boyunca gériilen aritmiler iizerine
BEKISE. ot 28

Xiii






SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

% : yiizde+

°C : santigrad derece
ug : mikrogram

um : mikrometre

g : gram

kg : kilogram

mg : miligram

ml : mililitre

mm : milimetre

mmHg  : milimetre — civa

mV : milivolt

KISALTMALAR

A9-THC : Tetrahidrokannabinol
AEA : Anandamid

ADP : Adenozin di fosfat

AMP : Adenozin mono fosfat

ATP : Adenozin tri fosfat
AV : Atriyoventrikiiler
Ca™* : Kalsiyum

CI : Klor

COX-2 : Siklooksijenaz-2

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DPCPX : 8-Siklopentill-1,3-dipropylxanthine
EKG : Elektrokardiyogram

XV



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi (devam ediyor)

GPR55 : G-protein reseptdrii 55
H202 : Hidrojen peroksit

INOS : Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
ip : Intraperitonal

0\ : Intravendz

K* : Potasyum

Katp : ATP bagiml potasyum kanali
KBD : Kannabidiol

KB1 : Tip 1 kannabinoid reseptorii
KB> : Tip 2 kannabinoid reseptorii
KBN : Kannabinol

KP : Keretininfosfat

Na* : Sodyum

NADA : N-arasidonin dopamin

NO - Nitrik oksit

OAE . O-arasidonil ethanolamin
SA - Sinoatrial

SF : Serum fizyolojik

SOR : Stiper oksit radikalleri

SK : Sentetik kannabinoid

VT : Ventrikiiler tagikardi

VF : Ventrikiiler fibrilasyon
VES : Ventrikiiler ekstrasistol

XVi



BOLUM 1

GIRIS

Koroner arter hastalarinda iskemi sonucu meydana gelen ventrikiiler aritmiler miyokart
enfarktiisiin (Kalp krizi) akut fazi sirasinda ani hasta dliimlerine neden olmaktadir. Iskemik
miyokardin reperflizyonu, hastanede yatan bir hastada miyokardi nekrozdan korumak
amaciyla tikali arterlerden kan akigini tekrar saglamak i¢in uygulanmaktadir. Ancak
reperfiizyon tek basina 6limciil ventrikiiler aritmilere yol agar (Bonnemeier vd. 2003, Tath

vd. 2013).

Kannabidiol (KBD) Cannabis sativa L. bitkisinden elde edilen psikoaktif olmayan bir bitkisel
kannabinoiddir (Pertwee 2005). KBD’nin farmakolojik etkilerine kannabinoid reseptorii 1
(KB1), kanabinoid reseptorii 2 (KB2) ve bir kannabinoid reseptorii olmayan G protein-bagl
reseptor 55 modiilasyonunun aracilik ettigi bilinmektedir (Bisogno vd. 2001, Ryberg vd.
2007, Zhong vd. 2009).

KBD'nin kronik kullanimmin insanlarda yan etki gostermeksizin iyi tolere edildigi
bildirilmistir (Bergamaschi vd. 2011). Klinik pratikte multipl skleroz (MS) ve huntington
hastaliklarinda, agr1 ve inflamasyon tedavisinde kullanilmaktadir (Peat 2010, Valdeolivas vd.
2012, Lorente Ferna'ndez vd. 2013, Naftali vd. 2013). KBD, antioksidan, anti-inflamatuar ve
anti-nekrotik etkileri de igeren ¢ok ¢esitli farmakolojik etkilere sahiptir (Stanley vd. 2013).
Tiim bu farmakolojik etkiler, potansiyel olarak doku koruyucu ve antiaritmik bir ajan olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

KBD'nin miyokardiyal iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinda kalbi koruyucu bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Durst vd. 2007, Walsh vd. 2010). Walsh ve ark. (2010) siganlarda
yapmis olduklari ¢alismada KBD'nin iskemi ile uyarilan ventrikiiler aritmilerin toplam
sayisint azalttigini ilk kez gostermistir. Gonca ve Daric1 (2015) ise siganlarda KBD’nin

reperfiizyon sirasinda meydana gelen toplam aritmi siiresini, ventrikiiler tasikardi (VT) siire



ve sikligimmi azaltarak reperflizyon aritmilerine karsit koruyucu etki gosterdigini ilk kez

gostermislerdir.

Deneysel c¢alismalarda farmakolojik olarak etken maddelerin reperfiizyon ile uyarilan
aritmilere olan etkileri ¢ogunlukla iskemik periyod Oncesi tedavi uygulanarak
arastirtlmaktadir (Vajda vd. 2007, Abdel-Kawy 2015, Perdicaro vd. 2017). Klinik
uygulamada ise reperfiizyon aritmilerinin tedavisi, hastaneye kaldirilan korener hastalarinda
anjio ve antitrombolitik tedavi Oncesi veya damar agildiktan sonra reperfiizyon asamasinda
gerceklestirilebilir (Tatli vd. 2013). Bu nedenle bu tiir etken maddelerin reperfiizyon
aritmilerinin klinik tedavisinde kullanilabilmeleri i¢in iskemi ve reperfiizyon periyotlarindaki

uygulamalarinin tedaviye olan etkisi aragtirilmalidir.

Onceki ¢alismamizda iskemiden once tek doz verilen KBD’nin reperfiizyon aritmilerini
azalttig1 gosterilmistir (Gonca ve Darict 2015). Ancak elde edilen bu sonuglar, tedavi
reperfiizyon periyodunda ya da reperfiizyon periyodundan hemen dnce uygulanmadigi igin
klinik uygulamaya uygun degildir. KBD’nin reperflizyon aritmilerine olan etkisi farkl

zamanlarda tedavi uygulamalari ile aragtiritlmamustir.

Walsh vd. (2010) iskemi periyodunun sonunda ve reperfiizyondan hemen once tek doz
uygulanan KBD tedavisinin I/R hasarina karst koruyucu etkili oldugunu gostermislerdir.
KBD’nin farkli uygulama zamanlarinda iskemi reperfiizyon aritmilerine olan etkisi
arastirilmamistir. Tez calismamizin amaci siganlarda iskemi ve reperfiizyon periyotlari
boyunca infiizyon yolu ile uygulanan KBD tedavisinin reperfiizyon aritmilerine olan etkisini
gostermistir. Boylece bu ¢alisma ile KBD’nin reperfiizyon ile uyarilan aritmilerin tedavisinde

klinik kullanim olanag arastirilicaktir.

1.1 MiYOKARDIYAL DOKUDA iSKEMi REPERFUZYON

Koroner arterlerin tikanmasi ile miyokardiyuma olan kan akimi kesilmektedir. Bu durum
miyokardiyumun gereksinim duydugu besin maddeleri ve oksijenin saglanamamasina yol
acmaktadir. Miyokardiyal iskemi olarak adlandirilan bu durum ani 6liimlere ve doku hasarina
neden olmaktadir (Ytrehus 2000). Miyokardiyal iskeminin yol agtig1 ventrikiiler aritmiler

sonucunda doku hasari ve ani 6liimler gelisebilmektedir (Black 2000, Boerma vd. 2003).



Koroner arterde tikanikligin ortadan kaldirilmasiyla iskemiye maruz kalan organ ya da
dokuya kan akis1 yeniden saglanmakta, besin ve oksijen gereksinimi giderilebilmektedir. Bu

durum da miyokardiyal reperflizyon olarak adlandirilmaktadir (Buja 1991, Akkog 2008).

1.1.1 Miyokardiyal Iskemiden Sonra Meydana Gelen Hiicresel Degisiklikler

Miyokardiyal iskemiden sonra hiicrelerde birtakim metabolik ve biyokimyasal degisiklikler
goriilmektedir. Bu hiicresel degisiklikler genel olarak vaskiiler endoteliyal ve miyokardiyal
fonksiyon bozukluklari, serbest oksijen radikallerinin olusumu, hiicre i¢inde kalsiyum

birikimi seklinde 6zetlenebilir. Bu degisimler Sekil 1.1°de 6zetlenmistir.

J/ I Koroner Kan Akim1 I
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l )
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Sekil 1.1 Miyokardiyal iskemiden sonra meydana gelen hiicresel degisiklikler. [Kreatinin
fosfat (KP)] (Cizen: Giilselin Bagoglu 2019).




Miyokardiyal iskemi ile birlikte hiicre i¢inde bulunan Kreatin fosfat (KP) ve ATP gibi yiiksek
enerjili fosfat igeren bilesikler yikilmaktadir. Oksijenin yetersiz olmasi, mitokondriyal aerobik
solunum yerine anaerobik solunumu baslatmaktadir (Depre and Taegtmeyer 2000, Reimer vd.
1987). Anaerobik solunumun sonucu olusan katabolik triinler kademeli olarak hiicre dist ve
icinde asidoz gelisimine neden olmaktadir. Bu iiriinler ile birlikte hiicre homeostazisi
bozulmakta ve membran hasar1 goriilmektedir. iskemiyle birlikte adenozin mono fosfat
(AMP), Adenozin difosfat (ADP) ve Adenozin trifosfat (ATP) gibi yiiksek enerjili fosfatlarin
hidroliz edilmesiyle ortamdaki adenozin artmakta ATP azaldigi i¢cin ATP’ye bagli olan
Na*/K* pompasinin calismasi Onlenmektedir (Stanley 2000, Lugman vd. 2007). Na*/K*
pompasinin ¢alismasi Onlendigi i¢in miyokardiyal hiicrelerde Na* birikimi goriilmektedir
(Moensa vd. 2005). Boylece sodyum iyonlarin hiicre igerisinde birikimi ile birlikte Na*/Ca*™
pompasi devreye girmektedir. Bu kanalin galismasi ile hiicre i¢i Na* disar1 atilirken Ca™
hiicre igine alinmaktadir ve hiicre iginde bu kez Ca*™" birikimi olmaktadir. Kalsiyum
miktarinin artmasi ile sitoplazmada bazi enzimler de aktive olmaktadir. Bu enzimlerden
ozellikle proteaz ve fosfolipaz hiicre iskeleti ve hiicre membrani hasarina neden olarak hiicre
Oliimiinii hizlandirmaktadir. Proteazlar o6zellikle hiicre iskeletine etki ederken, fosfolipaz

enzimi membran fosfolipitlerini yikarak hiicre hasarina neden olmaktadir.

Miyokardiyal iskemi ile birlikte adrenarjik aktivasyon artmakta ve arteriyal adrenalin
konsantrasyonu  yiikselmektedir. ~ Adrenalin  siklik adenozin  monofosfat (SAMP)
konsantrasyonun hiicre i¢inde yiikselmesine, dolayisiyla hiicre i¢i kalsiyum miktarinin
artmasina ve hiicre hasarina neden olmaktadir. Katekolaminler ise koroner arterlerin
kasilmasina neden olmaktadir. Bu durum koroner kan akisini azaltmaktadir (Godin vd. 1984,

Fosfar vd. 1985, Drummond ve Severson 1979).

1.1.2 Miyokardiyal Reperfiizyondan Sonra Meydana Gelen Hiicresel Degisiklikler

Miyokardiyal reperfiizyonu takiben iskemi siiresince iskemik dokuda biriken elektrolit ve
metabolitlerin uzaklastirilmasi iskemik ve iskemik olmayan doku alani arasinda elektriksel
diizenin bozulmasina yol agmaktadir. Bu durum da reperflizyon aritmilerine sebep olmaktadir
(Buja 1991). Reperfiizyon hasarindan serbest oksijen radikalleri, kalsiyum, renin anjiotensin
sistemi, notrofil ve trombosit birikim ve aktivasyonlari sorumlu tutulmaktadir (Kramer vd. 1994).

Reperfiizyon periyodunda gozlemlenen hiicresel degisiklikler Sekil 1.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.2 Miyokardiyal reperfiizyondan sonra meydana gelen hiicresel degisiklikler. [SOR
(Stiper Oksit Radikalleri)] (Cizen: Giilselin Basoglu 2019).

1.1.2.1 Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Son orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron igeren molekiiller serbest radikaller
olarak adlandirilir. Hiicre icerisinde meydana gelen disiik konsantrasyonlardaki reaktif
oksijen tiirleri hiicrenin fizyolojik proseslerinde ortaya ¢ikar ve zararsizdir. Ancak yiiksek
konsantrasyonlara ulastiginda yaglar, proteinler ve DNA gibi hiicre bilesenlerinde hasara yol
acar (Birben vd. 2012).

Reperfiizyon ile hiicre igerisine yeniden giren Oz, Serbest Oksijen radikallerinin (SOR)
olusumuna neden olmaktadir. Bu durum hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH) ve
stiperoksit anyonu (O2) gibi SOR iiretiminin artarak hiicrede asir1 birikimine sebep
olmaktadir (Schnockenberg 2002).
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Sekil 1.3 Serbest oksijen radikalleri. [O2™ (Siiperoksit anyon), H2O> (Hidrojen Peroksit), OH
(Hidroksil radikali)] (Schnockenberg 2002).

Reperfiizyonda SOR olusumu; ksantin oksidaz enzim aktivitesi, reperfiizyonla beraber

bolgeye tasinan ndotrofillerin aktivasyonu ve mitokondriyal ETS (Elektron Transport Sistemi)

mekanizmalar ile artis gostermektedir.

Hiicre fizyolojik kosullarda iiretilen SOR’u etkisiz hale getirmek i¢in antioksidan enzimleri
kullanir. Ancak iskemi ve reperfiizyonda antioksidan enzim aktivitesi azalir. Reperfiizyonun
erken asamalarinda olusan serbest radikallerinin yami sira antioksidan enzim aktivitesinde
diisiis de miyokardiyum hiicre hasarma sebep olabilmektedir. SOR miyokardiyal hiicre
membraninda lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. Bu durum hiicre biitiinliigiiniin

bozulmasina yol agarak nekroza neden olmaktadir (Lazzarino vd. 1994).

1.1.2.2 Kalsiyum Yiiklemesi

Reperfiizyonla beraber hiicre i¢in pH degeri fizyolojik sinirlarina geri donmektedir. Bu durum
proteaz ve fosfolipaz enzimlerini aktive etmektedir. Hiicre i¢i pH’m fizyolojik sinirlarina
donmesi hiicre i¢i Na*/H" iyon kanallar1 da aktiflestirmektedir. Na*/H" iyonlarinin ¢alismasi
hiicre i¢i Na* miktarin arttirir. Hiicre igerisinde Na* konsantrasyonu artisi sonucunda iyon
konsantrasyonun dengelenmesi igin Na*/Ca™ degis tokus pompasi ¢alismaktadir. Hiicre igi

Ca'* girisi artarken Na® disar1 atilmaktadir. Bu durum Ca*™ hiicre igerisinde birikmesine yol



acar. Kalsiyum dengesinin hiicre igerisindeki bu degisimi, reperfiizyon hasarinin olusumunda

onemli rol oynamaktadir (Gros vd. 1999).

Kalsiyumun hiicre igerisinde asir1 artmasi, miyokardiyal hiicrelerin kasilmasini artirmakta,
kasilma ise hiicre hasarini artirict etki gostermektedir (Jordan vd. 1999). Sitoplazmik
kalsiyum miktarmin artmasi, mitokondriyal kalsiyumun da artmasina yol agmakta bu durum
Bax ve Bcl> adi verilen pro-apoptoik proteinlerin mitokondriden c¢ikisina sebep olarak

hiicrede apoptotik 6liim siirecine yol agmaktadir (Eefting vd. 2004).

1.1.2.3 Renin Anjiotensin Sistemleri

Renin—anjiotensin sisteminin iriinii olan anjiotensin II reperflizyon periyodunda artis
gostermektedir. Bu iiriiniin artis1 koroner damarlarda kasilmaya ve hiicre igerisinde kalsiyum
iyonlarmin artisina neden olmaktadir. Bu durum miyokardiyal hasarin olusmasina katkida

bulunur.

1.1.2.4 Notrofil Aktivasyonu

Kanin temel graniilosit hiicrelerinden birisi olan nétrofiller, insan bagisiklik sisteminde
viicuda giren yabanci organizmalar ve bakterilerle savagmaktadir. Notrofiller kemik iligi
tarafindan Uretilmektedir. Yabanci organizmalar ve bakterilere karsi inflamatuar cevabin
gelismesi ve notrofilin aktivasyonu, nétrofilin vaskiiler endotele adezyonu, kemotaktik
sinyallere dogru ekstravazasyonu ve mikroorganizmalarin eliminasyonu Ssiire¢lerini igerir

(Sekil 1.4).

Referfiizyon sonrasinda nétrofillerin aktive olmasi ve iskemik dokuya gd¢ etmesi, hiicre
hasarinda olduk¢a 6nemli rol oynar. Damar endotelinde bulunan trombosit aktive edici
faktorler, kompleman sistem aktivasyonu ve pro-inflamatuar mediyatorler gibi etmenler,
iskemik miyokardiyuma ndtrofil hareketini artirmaktadir. Aktif notrofiller, proteaz ve serbest
radikallerin olusumuna sebep olarak iskemik dokuda hasar olusturmaktadir. Bunun yan1 sira
noétrofillerin olusturdugu proinflamatuar maddeler de nétrofil aktivasyonu ve artan notrofil
gocii yoluyla, koroner damarlarda tikanmaya neden olmaktadir. Bu durum I/R sonucu

mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu olarak adlandirilmaktadir (Shen ve Jennings 1972).
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Sekil 1.4 Notrofillerin hiicre igerisine girisi. [SOR: Siiper Oksit Radikalleri, PAF: Platalet
Aktive edici Faktor, CS5a: Anafilotoksin, NO: Nitrik Oksit, ICAN-1: Hiicre Ici
Adezyon Molekiilii-1, PECAM-1: Platelet-endotel adezyon molekiilii, VDHK:
Vaskiiler diiz kas hiicreleri] (Baxter 2002).

1.1.2.5 Trombositler

Trombositler, kemik illigindeki megakaryositlerin parcalanmasi ile olusurlar. Kanamay1
durdurmakla gorevli olup, insan kaninda sayica az oldugunda kanama, ¢ok oldugunda pihti

riski olusmaktadir (Williams vd. 2016).

Trombositlerin aktivasyonu iskemi/reperfiizyon periyodunda da ger¢eklesmektedir. Bu
aktivasyon ile hasarli bolgeye go¢ baslamaktadir. Trombosit {irlinii olan serotonin,

tromboksan A, koroner spazma neden olarak koroner akimi azaltmaktadir (Ozgen vd. 2007).

1.2 KALP ARITMILERI

Sinoatriyal (SA) diigiimde diizenli zaman araliklarinda iiretilerek tiim kalbe yayilan aksiyon

potansiyelleri kalbin normal ritmini olusturmaktadir (Escande ve Coraboeuf 1985).

Aritmilerin olusum mekanizmalar1 arasinda SA diigiimde anormal ritm, kalbin herhangi bir
kisminda kendiliginden olusan anormal uyarilarin meydana gelmesi, uyarilarin anormal yollar
izlemesi, uyari iletiminin farkli yerlerinde blokaj olusumu ve uyari odaginin kalpte SA

diigiimden bagka yere kaymasi sayilabilir (Escande ve Coraboeuf 1985).



1.2.1 Aritmi Mekanizmasi

Aritmi mekanizmalar1 genel olarak anormal uyar1 odaklarinin olusumu, tetikleme aktivitesi ve

re-entry (tekrar girig) dongiisii olmak lizere lige ayrilmaktadir.

1.2.1.1 Anormal Uyar1 Odaklarimin Olusumu

SA diiglim haricinde olusan uyar1 odaklar1 ektopik odak olarak adlandirilmaktadir. SA
diigiimiinden bagka purkinje lifleri, atrioventrikiiler (A-V) demet ve A-V diglimlerinde

intrinsik ritimler meydana gelebilmektedir.

SA diigiimiinde meydana gelen intrinsik ritim purkinje lifleri ve A-V digim liflerinden daha
fazla ve dakikada ortalama 70-80 kadardir. Bu uyar1 purkinje liflerinde 15-40 arasindayken,
A-V diigiimde 40-60 arasinda goriilmektedir. SA diiglimiiniin hiz1 purkinje, A-V demet ve A-
V diiglim liflerinden ¢ok oldugu i¢in kalbin ritmini bu diigiim saglamaktadir. SA diigiimii en
hizli atesleme hizina sahip oldugundan, AV diigiimii ve Purkinje sistemi, SA diigimii
tarafindan bastirilmaktadir. Iskemi uyar1 odagma neden olabilmekte ve uyar: odagimi

degistirebilmektedir (Phibbs 1963).

Anormal uyar1 odaklarinin olusumu anormal otomatisite seklinde meydana gelebilir. SA
diigiim ritminin bastirilmasi aritmilere yol agabilecek anormal bir bagka odaga zemin hazirlar.
Iskemi reperfiizyonda otomatisite atriyal tasikardi ve ventrikiiler tasikardi gibi ritim

bozukluklarina neden olur (Gaztanaga 2011).
1.2.1.2 Tetikleme Aktivitesi
Tetikleme aktivitesi Cranefield ve Wit (1979) tarafindan aksiyon potansiyeli tamamlanmadan

olusan yeni bir aksiyon potansiyeli seklinde ifade edilmektedir. Tetikleme aktivitesi ile erken

ve geg art depolarizasyon olmak tizere iki tip depolarizasyon olusmaktadir (Ferrier 1973).
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Sekil 1.5 Tetikleme aktivitesi, a. erken art depolarizasyon b. gec¢ art depolarizasyon
(Klabunde 2011).

Erken artdepolarizasyon aksiyon potansiyelinin reperfiizyon fazinda (aksiyon potansiyelinin 2
veya 3. fazinda ) meydana gelebilir. iskemik hiicrelerde aksiyon potansiyeli siiresinin uzamasi

bu mekanizmanin olugsmasina zemin hazirlar.

Geg¢ artdepolarizasyon, repolarizasyon tamamladiktan sonra (aksiyon potansiyelinin 4.
fazinda) meydana gelmektedir. iskemi ve reperfiizyonda artan hiicre i¢i Ca** konsantrasyonu
ve arteriyal katekolamin seviyesi, bu mekanizmay1 harekete gecirerek siddetli ventrikiiler

aritmilerin olusumuna neden olmaktadir (Cranefield ve Wit 1979, Spear ve More 1985).

1.2.1.3 Re-entry Dongiisii

Normal kalp dongiisiinde, SA diigiimii tarafindan baglatilan bir uyari, ventrikiillerin iginden
ge¢mekte ve tiim kas hiicrelerini uyardiktan sonra ortadan kalkmaktadir. Tiim kas hiicreleri
refrakter donemdeyken, uyari sinyali hiicrelerin higbirini uyaramamaktir. Ancak, bazi
durumlarda, 6rnegin iskemi sirasinda, bir uyari sinyali gecikebilmekte veya kalbin iskemik

bolgesinde impulslarin iletimi yavaslayabilmektedir. Bu durumda iskemik boélgeden gelen
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impuls, komsu hiicreleri yeniden uyarmaktadir. Bu durum yeniden giris adin1 alir. Yeniden

giris (re-entry), dairesel bir bolgede yeniden uyar1 olustugunda ortaya ¢ikmaktadir.

Yeniden giris devresinin gergeklesmesi farkli elektrofizyolojik 6zelliklere sahip miyokardiyal
doku alanlarin1 gerektirir. Bir blok (anatomik veya fonksiyonel) tek yonlii bir iletim blogu

icinde meydana gelir (Sekil 1.6).

a. Normal b. Reentry

/N

‘\ 3 A\ 3
Sekil 1.6 Aksiyon potansiyelinin normal iletimi (a); impuls, 2 dal (1 ve 2) boyunca ilerler ve
dal 3’te birbirlerini soniimler. Yeniden giris (b); Dal 2’deki kismi iletim blogu ileri

yonlii impulslart bloke etmekte ancak geri yonde impulslari iletmektedir (Klabunde
2011).

Partial
Conduction
Block

2

Diger bir ifadeyle saglikli bir kalpte siniis diiglimiinde baslayan impuls iletimi (elektriksel iletim),
tim ventrikiiler kas kitlesini purkinje sistemi yoluyla depolarize etmektedir. Depolarizasyon
dalgas1 es zamanlh sekilde kas kitlesini depolarize etmekte bu da koordineli bicimde ventrikiil
kasilmasma neden olmaktadir. Ventrikiiliin tamamina ulasan depolarizasyon dalgasi refraktor
dénemde olan hiicreleri uyaramamakta, iskemide hiicreler yeniden uyarabildigi igin yeniden giris

devresi (dongiisii) olusmaktadir.

Re-entry mekanizmas1 ilk defa Schmiit ve Enlarger (1928) tarafindan tanimlanmustir. Iskemi
gergeklestiginde impuls iletim hizi yavaslamakta ve miyokardiyal kas Kkitlesinin gesitli
kisimlarinda refraktér doneme gegen hiicre gruplari olusmaktadir. Kalbin dilatasyonu sonucu
impulsun izleyecegi yol uzar ve bazi hiicreler refraktdr donemden ¢ikar boylece hiicreler yeniden

uyarilarak re-entry mekanizmasi aktive olur. Re-entry kalbin ¢esitli kisimlarinda sira dist uyarilar
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ile ventrikiilleri uyarmakta, pompalama giicii azaldigr i¢in Oliimle sonlanabilen Oliimciil

ventrikiiler aritmiler olusabilmektedir (Hoffman ve Rosen 1981, Lionel ve Dphil 1998).

1.2.2 Deneysel iskemi /Reperfiizyon Aritmi Modelinde Meydana Gelen Aritmiler

Deney hayvanlarinda iki tip (erken ve ge¢ donem) aritmi periyodu goriilmektedir. Bliyiik
hayvanlar olan kopek ve domuzlarda erken dénem ligasyonun ilk yarim saatini kapsamakta ve
bu faz1 sessiz periyot olarak adlandirilan higbir aritminin olmadig1 devre takip etmektedir.
Ligasyondan sonra dort ila sekiz saat igerisinde aritmiler yeniden baslamakta, iki-dort giin
sonunda bitmektedir. Bu periyoda ise, ge¢c donem adi verilmektedir (Bozdogan ve Boliikbasi

1994, iskit ve Gii¢ 1996).

Kiiciik hayvanlar olan fare ve siganlarda ise ligasyonun ilk {i¢g-dort dakikalik kisminda erken
donem, alti-on iki dakika sonraki kisminda ise ge¢ dénem aritmileri goriilmektedir (iskit ve

Gii¢ 1996, Bozdogan vd. 2004).

Deneysel miyokardiyal iskemi reperflizyon aritmi modelinde genel olarak ii¢ aritmi meydana

gelmektedir:
1. Ventrikiiler fibrilasyon (VF)

2. Ventrikiiler tasikardi (VT)
3. Ventrikiiler ekstrasistol (VE).

12
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Sekil 1.7 Deney sirasinda kayit edilen orjinal EKG kayitlar1 ve kan basinglar1 A) Normal
siniizal atim, B) Ventrikiiler prematiire kasilma (VPK), C) Ventrikiiler tasikardi
(VT), D) Ventrikiiler fibrilasyon (VP).

Iskeminin erken asamalarinda miyokardiyal hiicrelerde elektrofizyolojik ~degisimler
gozlemlenmektedir. Bu durum elektriksel homojenite bozuldugu i¢in re-entry aritmilerinin
olugmasina neden olmaktadir (Hoffman ve Rosen 1981). Reperfiizyon aritmileri genellikle
reperfiizyonun ilk saniyelerinde olugmaktadir. Renin anjiotensin sistemi, notrofil aktivasyonu,
serbest radikal olusumu ve hiicre iginde kalsiyum birikimi aritmilerin olusumunda olduk¢a
onemli rol oynamaktadir (Bolli vd. 1989). Tetikleme aktivitesi reperfiizyon aritmilerinin

olusumunda diger mekanizmalardan daha 6nemli goriilmektedir (Hoffmann ve Rosen 1981).
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1.3 KANNABINOIDLER

Kannabinoidler, Cannabis sativa L. (hint keneviri) bitkisinden elde edilen fitokannabinoidler,
kimyasal yollarla iiretilen sentetik kannabinoidler, hayvan ve insanlarin viicudunda dogal
olarak iiretilen endojen kannabinoidler olmak {izere iige ayrilmaktadir. Kannabinoidler

farmakolojik olarak aktif ajanlardir (Pertwee 2005).

1.3.1 Kannabinoid Reseptorleri

Kannabinoidlerin davranissal ve fizyolojik etkilerinin kannabinoidlerin reseptdrler aracilifiyla
etkisini gosterdigi ortaya koyulmus ve ilk reseptor olan kannabinoid reseptor 1 kesfedilmistir.
Bu reseptor siiriingen, kus ve baliklarda bulunmaktadir (Herkenham vd. 1990). Giiniimiizde
kannabinoid reseptorii tip 1 ve tip 2 olarak ikiye ayrilmakta ve kannabinoidlerin farmakolojik
etkilerini bu iki reseptor ustiinden sagladiklart disiiniilmektedir (Begg vd. 2005, Pacher vd.
2006).

1.3.1.1 Tip 1 Kannabinoid Reseptorii

Tip 1 Kannabinoid reseptorleri ilk kez limbik sistem ve bazal gangliyonda kesfedilmistir
(Herkenham vd. 1990). G protein bagh reseptorler olan tip 1 kannabinoid reseptorleri,
beyinde oldukga yiiksek oranlarda bulunmakta, glutamat ve gamma-aminobiitirik asit
(GAMA) norotransmitter saglanmasinda gorev yapmaktadir. Ayrica periferik ve santral
noronlarda sinir sistemi igerisinde de salgilanmaktadir. Tip 1 kannabinoid reseptoriiniin
aktivitesi norotransmitter salgilanmasini baskilamaktadir. Endokannabionid sistem isitsel ve
gorsel algi ve hafiza iglemlerini etkilenmektedir. Kannabinoid reseptorleri ayrica yag

dokulari, sindirim sistemi ve kas dokularinda bulunmaktadir (Herkenkam vd. 1990).

1.3.1.2 Tip 2 Kannabinoid Reseptorii

Tip 2 kannabinoid reseptorleri dalakta, lenfositlerde, monosit ve immun sistemde oldukca
yogun bulunmaktadir (Mechoulam ve Parker 2013). Bu reseptorlerin 6zellikle enerji ve besin
alimi ve homeostazinda 6nemli rolii oldugu o6ne siiriilmektedir (Cota ve Woods 2005).
Endojen kannabinoidler yapilan ¢alismalarda glikoz, hepatik lipogeneze ve yeme davranisi
homeostazinda oldukga etkili bulunmustur (Cota vd. 2003, Mattes vd. 2007).
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1.3.2 Fitokannabinoidler

Cannabis sativa L. (hint keneviri) bitkisinden elde edilen fitokannabinoidlerin toplamda 85
farkl tiirii oldugu diistiniilmektedir. Kannibidiol, kannabinol ve tetrahidrokannibol {istiinde en

¢ok calisilan bitkisel kannabinoidleri olusturmaktadir (E1-Alfy vd. 2010).
1.3.2.1 Kannabidiol (KBD)
Cannabis sativa L.bitkisinden elde edilen kannabidiol (KBD), psikolojik etkileri olmayan bir

bitkisel kannabionidtir (Pertwee 2005). Halkali yapiya sahip bu organik bilesik, tip 1 ve tip 2
kannabidiol reseptorlerine karsi zayif affinite gostermektedir (Thomas vd. 2007).

CH,
OH
HcP - CHs
HO

CH,
Sekil 1.8 Kannabidiol molekiiler yapisi.

Yapilan ¢alismalar KBD’nin gastrointestinal bozukluk, diyabet, kanser, oksidatif stres ve

inflamasyona kars1 tedavi edici etkisi oldugunu ortaya koymaktadir (Booz 2011, Russo and

Guy 2006). Ticari olarak satisa sunulan bu bitkisel kannabinoid 6zellikle inflamasyon, agri,

huntington hastaligi ve skleroz tedavisinde kullanilmaktadir (Peat 2010, Valdeolivas vd.
2012, Lorente Fernandez vd. 2013, Naftali vd. 2013).

1.3.2.2 KBD’nin Hemodinamik Etkisi

KBD’nin hemodinamik etkisiyle ilgili literatiirde ¢ok az calismaya rastlanmaktadir. Walsh
vd. (2010), gergeklestirdikleri arastirmada hayvanlari pentoharbital (60 mg/kp ip.) ile anestezi
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etmis ve iskemi reperflizyon aritmi modelinde KBD uygulayarak (50 pg/kg), hipotansif etki

gosterdigini ortaya koymuslardir.

KBD’nin insanda kan basmci ve kalp atimi istlinde herhangi bir hemodinamik etkisi
olmadigmi gosteren caligmalar da bulunmaktadir (Bergamaschi vd. 2011). Bu calismalarin
yani sira KBD’nin korku ve stresin etkisini azalttigin1 kanitlayan (Resstell vd. 2006, 2009) ve
stres durumunda KBD’nin kardiyovaskiiler yaniti azaltabilecegi, hipertansiyon ve
ateroskleroz gelisimini Onleyebilecegini One siiren galismalar da bulunmaktadir (Fouad ve

Jresat 2011).

1.3.2.3 KBD’nin Kalp Koruyucu Etkisi

KBD’nin I/R sonrasi meydana gelen miyokardiyal hasar iizerine olan etkisi iki ¢aligma ile
arastirtlmistir. Durst vd. (2007) anestezi altindaki siganlarda kronik KBD tedavisinin
iskemi/reperflizyon hasarmi azalttigimi  gostermislerdir. Durst vd. (2007) KBD’nin
kardiyovaskiiler etkisinin kalp Ttizerine olan direkt etkisine bagli olmadigini sistemik
antiinflamatuar etkisi sonucu meydana geldigini ileri siirmiislerdir. Zira bu ¢alismada KBD

tedavisi izole si¢an kalbinde koruyucu etkili bulunmamustir.

Walsh vd. (2010) ise KBD tedavisinin akut uygulanmasi halinde de anestezi altindaki
siganlarda iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkili oldugunu gostermislerdir. Ayrica
bu calismada KBD tedavisinin iskemi periyodunda meydana gelen ventrikiiler aritmileri
azalttig ilk kez gosterilmistir. Rajesh vd. (2010) farelerde yaptiklari ¢alismada KBD’nin
diyabetik kardiyomiyopatide goriilen kardiyak fonksiyon bozuklugunu onledigini

gostermislerdir.
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BOLUM 2

MATERYAL METOD

2.1 KULLANILAN HAYVANLAR

Bu calismada 250-300 gr. agirliginda 38 adet Wistar albino tiirii sican kullanildi. Deney
hayvanlar1 Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvart Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi’nden
(Ankara/Tiirkiye) satin alind1. Hayvanlar sicakligr 21 + 2 °C, nem oran1 %40 -%65 ve 12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii olan bir odada tutuldu. Standart pelet yem ile beslenerek istedikleri
kadar sebeke suyu verildi. Bu galismada uygulanan tim deneysel operasyonlar Zonguldak
BEU Yerel Etik Kurulu tarafindan onayland: (protokol no: 2016-84906727-04).

2.2 CERRAHI iSLEMLER

Cerrahi islemler Bozdogan ve ark. (2004) tanimladig1 gibi yapildi. Uretan (1,5 g/kg, ip) ile
anestezi edilen hayvanlar iskemi ve reperfiizyon sirasinda rektal sicaklik kontrollii 1s1 tablasi
tizerine yerlestirildi ve viicut sicakliklar1 37 = 1 °C’de sabit tutuldu (Deney hayvani operasyon
masasi, model 9404-A; Commat Ltd, Ankara, Tiirkiye). Suni solunum ve arteriyal kan basinci
6l¢iimii i¢in trake ve sag karotid arter kaniilasyonu yapildi (kan basing dl¢tim cihazi, SS 13 L;
Biopac Sistemleri, Kaliforniya, ABD). Deney siiresince elektrokardiyogram (EKG)
(derivasyon II) ve arteriyal kan basinci monitorize edilerek deney sonunda kayit edildi (Veri
Olclim ve analiz sistemi MP 35; Biopac sistemleri, Kaliforniya, ABD). Gogiisiin sol tarafinda
dort ve besinci kaburgalar kesilerek torakotomi yapildi. Suni solunumu saglamak igin
hayvanlar si¢can solunum cihazina baglandi (Life Science, Kaliforniya, ABD, hiz: 60 atim/dk,
hacim: 1,5 ml/100 g;). Perikard agildiktan sonra kalp nazik¢e disar1 alindi. Aort kokiine
yaklasik 2-3 mm uzakliktan sol koroner arter (LAD) altindan 5/0’lik ipek sutur gegirildi. Kalp
tekrar yerine konulduktan sonra stabil olmasi i¢in 10 dakika beklenildi. Bu periyot sirasinda
ortalama arteriyal kan basinct 70 mmHg’nin altinda olan veya ligasyon Oncesi ventrikiiler

aritmisi olan hayvanlar deney dis1 birakildi. Kalp hiz1 ve kan basinci stabilizasyonundan sonra
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LAD c¢evresinden gecirilen ipek suturun serbest olan uglar1 fiyonk yapilarak baglandi. 6

dakika iskemi sonras1 fiyonk gevsetilerek 6 dakika reperfiizyon yapildi.
L T =18 -

Sekil 2.1 Cerrahi operasyondan sonra ligasyon islemi uygulanmadan 6nce anestezi altindaki
bir sican.

2.3 RISK ALANININ OLCULMESI

Reperfiizyon periyodu sonunda kalp ¢ikarildi ve aort kaniile edildi. Koroner damarlar 37 C°
de 10 mL serum fizyolojik (SF) ¢ozeltisi ile yikandi. Risk alanini belirlemek i¢in sol koroner
arter tekrar baglandi ve %96°lik 2 mL etanol ile kalp perfiize edildi. Kalbin iskemik olmayan
bolgesi etanol ile tamamen perflize oldu ve beyaz bir renk aldi. Etanol ile perfiize olmayan
bolge kirmizi (orijinal doku rengi) renkte kaldr ve risk alani olarak belirlendi. Bu iki bolge
arasindaki siur kesilerek risk alani kalbin geri kalan diger kismindan ayrildi. Risk alani ve
toplam ventrikiil agirliklar: tartildi. Risk alaninin toplam ventrikiil agirligma orani yilizde
olarak hesaplandi (Vajda vd. 2007). Koroner arter okliizyonunun basariyla yapildigi tim
siganlarda, EKG iizerinde ST-segmentinde yiikselme ve QRS boyunda artis ile birlikte
arteriyel kan basincinda pre-iskemik degerlerle karsilastirildiginda %20 - %40°lik bir azalma
goriildii. Risk alan1 %40’dan daha az olan denekler degerlendirme dis1 birakildi. Basarili
reperfiizyon islemi sonrasi ise tiim sicanlarda ST-segment ylikselmesi ortadan kalkti ve
ortalama arteriyal kan basincinda (OAKB) tekrar bir artis oldugu gozlendi. Buna gore 11
hayvan degerlendirme dis1 birakildi.
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Sekil 2.2 Alkolle perfiize edildikten sonra goriintiilenen bir kalp dokusu. Doku renginde olan
bolge risk alanidir. Beyaz bolge alkolle perfiize olan doku.

Sekil 2.3 Risk bolgesi ve perfiize olan bolgenin ayrilmis goriintiisii. Alkol perfiizyonundan
sonra doku renginde goriinen bolge (A) ile beyaz renkte kalan bdlgenin
(B) birbirinden ayrildiktan sonraki goriintiisii.
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2.4 DENEY GRUPLARI VE iILACLARIN UYGULANMASI

Rastgele segilen si¢anlar li¢ gruba ayrildi: (1) Kontrol, (2) Ligasyon KBD (9 nug/90 uL/dk/kg),
(3) Reperfiizyon KBD (9 pg/90 uL/dk/kg) (Sekil 1). KBD Enzo-Life Sciences firmasindan
satin alind1 (No: ALX-430-152, Farmingdale, New York). Ilag iceren ¢ozeltiler giinliik olarak
hazirlandi. KBD ve ¢6ziiciisii olan SF ¢6zeltisi femoral venden infiizyon pompasi (Enzo-Life
Sciences; ALX-430-152, Farmingdale, New York) kullanilarak verildi. Kontrol grubuna SF
¢ozeltisi (90 uL/dk/kg), iskemi ve reperfiizyon boyunca verildi. Ligasyon KBD ve
reperfiizyon KBD gruplarinda ise sirasiyla reperfiizyon ve ligasyon periyotlarinda verildi.
KBD, 9 ng/90ulL/dk/kg dozda Ligasyon KBD ve reperfiizyon KBD gruplarinda sirasiyla
ligasyon ve reperfiizyon periyotlarinda alt1 dakika boyunca verildi. Bu ¢aligmada uygulanan
KBD dozu (6 dk’lik periyot i¢in infiizyon ile 9 pg/90uL/dk/kg) toplamda 50 pg/kg olacak
sekilde hesaplandi. Bu doz (50 ug/kg) ise 6nceki ¢alismalar temel alinarak segildi (Walsh vd.
2010, Gonca ve Daric1 2015). (Sekil 2.4).

Zaman (dk) r -----------------------------------------------------------------------------------------
6 dk 12 dk
¢———  SF (90 pL/dk/kg,iy)  ——pe———  SF (90 pL/dk/kg, iv) —_—
IKontrol (n=6) { fskemi [ Reperfiizyon 1
——— KBD (9ng/90 uL/dk/ke, iv) —»4———  SF (90 pL/dk/kg, iv) —
II.Ligasyon (n=6) f iskemi Reperfiizyon

<— SF (90 pL/dk/kg, iv) ———><4—— KBD (9ng/90 pL/dk/kg, iv) —>

III.Reperfiizyon (n=6) | Iskemi [ Reperfiizyon |

Sekil 2.4 Deney gruplarinda ilag ve ¢oziicli uygulama protokolleri. [(KBD: Kannabidiol, SF:
Serum fizyolojik)] (Cizen: Giilselin Basoglu 2019).

2.5 ARITMI ANALIZi

EKG ve kan basinct kayitlarindan iskemi ve reperfiizyon periyotlart boyunca ortalama
arteriyal kan basinct (OAKB) ve kalp atim hizi parametreleri analiz edildi (Veri 6l¢iim ve
analiz sistemi MP35; Biopac sistemleri, Kaliforniya, ABD). Aritmiler her iki periyottada

Lambeth Anlagmasma goére ventrikiiler fibrilasyon (VF), ventrikiiler tasikardi (VT) ve
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ventrikiiler prematiire kasilma (VPK) olarak belirlendi (Walker vd. 1988). Aritmi siddetinin
bir gostergesi olarak (aritmi skoru) asagidaki skalaya gore her hayvana bir derece verildi

(Lepran vd. 1983).

Buna gore: 0) aritmi yok; 1) 10 saniyeden daha az siireli VPK ve/veya VT, VF yok; 2) 11-30
saniye arasinda VPK ve/veya VT, VF yok; 3) 31-90 saniye arasinda VPK ve/veya VT, VF
yok; 4) 91-180 saniye arasinda VPK ve/veya VT yada 10 saniyeden daha az siireli VF; 5) 180
saniyeden daha uzun siireli VPK ve/veya VT yada 10 saniyeden uzun siireli VF; 6)
Doniisiimsiiz VF. Tiim gruplarda aritmik ataklarin sikligi, aritmi tiplerinin siiresi, toplam

aritmi siiresi ve 6liim oran1 hesaplandi.

2.6 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler GraphPad Prism 5 kullanilarak analiz edildi (GraphPad yazilimi, versiyon II, La Jolla,
Kaliforniya). Aritmi siklig1 ve 6lim oraninin istatistiksel analizi i¢cin Fisher kesinlik testi
kullanildi. Diger tiim veriler ortalama + standart hata olarak verildi. Kalp atimi, kan basinci,
aritmi siireleri, aritmi skoru gibi parametrik verilerin analizinde Tek Yonlii Varyans analizi ve
Dunnet post-hok testi kullanildi. P degerleri 0.05’ten kii¢lik olan karsilastirmalar istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM 3

BULGULAR

Ilag uygulamalar1 ligasyon &ncesi, iskemi ve reperfiizyon periyotlarinda 6lgiilen ortalama
arteriyal kan basinct (OAKB) degerleri tizerine anlamli bir etki gostermemistir (Cizelge 3.1).
Benzer sekilde ila¢ uygulamalar1 ligasyon Oncesi, iskemi ve reperflizyon periyotlarinda

Olciilen kalp atim1 degerlerini de degistirmemistir (Cizelge 3.2).

Deneklerde oOlgiilen risk alanlar1 gruplar arasinda farklilik gdstermemistir (Kontrol: 49+3,
KBD-LG: 50+3, KBD-REP: 52+2). Ligasyon periyodunda perfiizyonla KBD verilen grupta,
Olim orani kontrole gore farklilik gostermemistir. Ligasyon periyodunda perfiizyonla KBD
verilen grupta, ligasyon boyunca kayit edilen aritmi tiplerinin goriilme siklig1 kontrol grubuna
gore anlamli bir farklilik gostermemistir. Benzer sekilde ligasyonda KBD verilen grupta;
ligasyon periyodunda olgiilen aritmi tiplerinin siireleri kontrole gore farklilik gostermemistir

(Cizelge 3.3).

Ligasyon periyodunda infiizyon ile verilen KBD aritmi siirelerini kontrole gore degistirmez
iken, reperfiizyon periyodu boyunca 0Olciilen VPC siiresini kontrole gore anlamli azaltmistir.
Ligasyon ve reperflizyonda verilen KBD reperfiizyon periyodunda gozlenen aritmi tip ve
stirelerine gore belirlenen aritmi skorunu kontrole gore azaltmistir. Ancak bu azalma anlaml
ol¢iide gerceklesmemistir. Reperfiizyon periyodu sonunda gergeklesen 6liim oranlari gruplar
arasinda farklilik gostermemistir. Ligasyon boyunca verilen KBD reperfiizyonda olgiilen
aritmi siklig1 ve 6liim oraninmi kontrole gore degistirmemistir. Reperfiizyonda verilen KBD
reperfiizyon boyunca 6lgiilen VT, VPK ve toplam aritmi siirelerini kontrole gore anlaml

azaltmistir (Cizelge 3.4).
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Sekil 3.1 Kannabidiol’lin reperfiizyonla uyarilan ventrikiiler aritmi siireleri tizerine etkileri.
VT: Ventrikiiler tasikardi, VPK: Ventrikiiler prematiire kasilma. Lig KBD:
Ligasyon boyunca kannabidiol verilen grup. Rep KBD: Reperfiizyon boyunca
kannabidiol verilen grup.
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Cizelge 3.1 Ila¢ uygulamalarmin ligasyon oncesi ve iskemi reperfiizyon periyotlarinda olgiilen ortalama arteriyal kan basinci (mmHg)
degerlerine etkisi.

Ortalama Arteriyel Kan

Basinc1 (mmHg) |. Kontrol I1. KBD-LG I11. KBD-REP
Zaman(dk.)

0 (bazal) 79+5 81+5 79+6

1 (lig 1dk.) 62+8 7345 65+4

3 (lig 3 dk.) 61+7 67+7 56+7

5 (lig 5 dk.) 56+6 63+7 58+6

1 (rep 1 dk.) 65+5 65+6 5548

3 (rep 3 dk.) 62+5 61+7 55+7

5 (rep 5 dk.) 58+5 60+8 54+7

Lig: Ligasyon, Rep: Reperfiizyon, KBD: Kannabidiol.
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Cizelge 3.2 Ila¢ uygulamalarinin ligasyon dncesi ve iskemi reperfiizyon periyotlarinda 6lgiilen kalp atimi (atim/dakika) degerlerine etkisi.

Kalp Atim I. Kontrol Il. KBD-LG 111. KBD-REP
Zaman (dk.)

0 Bazal 393425 388+27 400+20

1 (lig 1dk) 362+33 401428 386422

3 (lig 3 dk.) 358433 380+34 336447

5 (lig5 dk.) 350438 370434 352448
1(rep1 dk.) 403+13 386425 332436

3 (rep3dk.) 387+17 368+29 346+23
5(rep5 dk.) 383+18 363426 354418

Lig: Ligasyon, Rep: Reperfiizyon, KBD: Kannabidiol, KBD-LG: Ligasyonda verilen KBD, KBD-REP: Reperfiizyonda verilen KBD.



Le

Cizelge 3.3 Ilag tedavilerinin iskemi periyodu boyunca goriilen aritmiler iizerine etkisi.

Risk Oliim Oram A, W 5 Aritmi Siireleri (sn)
Gruplar N Bilgesi Aritmilerin goriilme sikhigi (N/%0)
(N/%0)
(%)
VF VT VPK VF VT VPK Toplam
Kontrol 9 49+3 3/33 0/0 1/11 8/89 0 0 2+1 2+1
KBD-LG 9 50+3 3/33 2/25 3/38 8/100 6+5 1+1 3+1 10+£5

n: Ligasyon Oncesi hayvan sayisi
N: Ligasyon periyodundan sonra 6len hayvan sayisi. N: Aritmilerin goriilme sayis1 VF: ventrikiiler fibrilasyon; VT: ventrikiiler tagikardi; VPK:

Ventrikiiler prematiire kasilma, ekstra sistol, salvos, bigemini; Toplam: VF, VT ve diger tip aritmilerin toplam uzunlugu. "P<0.05 kontrole gore.
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Cizelge 3.4 Ilac tedavilerinin reperfiizyon periyodu boyunca goriilen aritmiler {izerine etkisi.

Rlsk y . . . o e - . . Qs .

e \ > M Oliim Orant Aritmilerin goriilme sikhg: Aritmi Siireleri (sn)

ruplar olgesi 0,
P 8 (N/%) (N/%) Aritmi Skoru
(%)
VF VT VPK VF VT VPK Total
Kontrol 9 4643 3/33 0/0 5/56 9/100 1+1 2747 11+6 39+10 2.8+£0.4
KBD-LG 9 5043 3/33 0/0 4/50 6/67 0.1+0.1 13+7 0.7+0.3* 14+7 1.6+0.6
KBD-REP 9 4843 3/33 0/0 3/33 9/100 0.1+01 S5+4%* 0.4+0.1* 8+4* 1.8+0.4

n: Ligasyon Oncesi hayvan sayisi
N: Ligasyon periyodundan sonra 6len hayvan sayist. N: Aritmilerin goriilme sayis1 VF: Ventrikiiler fibrilasyon; VT: Ventrikiiler tagikardi; VPK:
Ventrikiiler prematiir kasilma, ekstra sistol, salvos, bigemini; Toplam: VF, VT ve diger tip aritmilerin toplam uzunlugu.

“P<0.05 kontrole gore. Degerler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir.



BOLUM 4

TARTISMA

Calismamizdan elde edilen bulgular 50 pg/kg toplam dozda KBD’nin reperfiizyonla uyarilan
ventrikiiler aritmileri baskiladigini1 gostermektedir. Bu sonuglar Gonca ve Darici (2015)’nin
yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarini dogrulamaktadir. Gonca ve Daric1 (2015) 50 pg/kg dozda
iskemiden Once bolus olarak verdikleri KBD’nin reperfiizyon periyodunda kayit edilen
ventrikiiler aritmileri azalttigin1 gostermislerdir. Bu c¢alismada kannabidiol’in antiaritmik

etkisi adenozin Az reseptor aktivasyonuna bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Walsh vd. (2010) anestezi altindaki siganlarda yaptiklari ¢alismada iskemiden once verilen 50
ug/kg dozda KBD’nin iskemi aritmilerini azalttigimi goéstermistir. Bu etki KBD’nin
antiplatelet etkinligine baglanmistir. Bununla birlikte tez sonu¢larimizdan farkli olarak Walsh
vd. (2010) KBD’nin reperflizyon aritmilerinin azaltmadigini bildirmislerdir. Bizim
calismamiz ile Walsh vd. (2010) yaptiklari ¢alismadan elde edilen bulgulardaki farklilik
reperfiizyon periyodundan once uygulanan iskemi periyodunun uzunlugunun farkli olmasina
bagli olabilir. Walsh vd. (2010) ¢aligmasinda uygulanan 30 dk’lik iskemi periyodu kontrol
hayvanlarinda yeterli sayida ventrikiiler aritmi olusumuna neden olmadigindan KBD’nin
reperfiizyon aritmilerine olan etkisini test etmek i¢in uygun olmayabilir. Siganlarda etken
maddelerin reperflizyon ile uyarilan aritmiler iizerine etkisinin arastirildigi caligmalarda
reperfiizyondan 6nce uygulanan iskemi periyodunun uzunlugu genellikle 5, 6 ve 7 dk olarak
uygulanmistir (Vajda vd. 2007, Ek vd. 2008, Otani vd. 2013). Calismamizda KBD’nin
ozellikle reperfiizyon ile uyarilan aritmilere olan etkisi arastirilmistir. Bu nedenle iskemi
periyodunun uzunlugu o6nceki calismalarimizda kontrol gruplarinda siddetli reperfiizyon

aritmilerine neden olan 6 dk olarak se¢ilmistir (Gonca ve Bozdogan 2010, Gonca 2013).
Calismamizda toplam 50 pg/kg olmak tizere 9 pg/90ul/dk/kg dozda inflizyonla KBD

uygulamasi iskemi reperfiizyonda kayit edilen kap atimi ve OAKB’mi {iretan ile anestezi

edilen sicanlarda (1,5 g/kg, ip) etkilememistir. Walsh vd. (2010) ise yaptiklar1 ¢aligmada
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pentobarbitol ile anestezi edilen siganlarda (60 mg/kg) bolus olarak 50 ug/kg dozda verilen
KBD’nin iskemi oOncesi ve iskemik periyotta kalp atimi ve OAKB’yi azalttigim
gostermislerdir. Sonuglardaki farkliligin olasi nedenleri kullanilan farkli anestezik maddeler

ve/veya KBD’nin verilis yoluyla agiklanabilir.

Bu calismada ilk kez iskemiden sonra reperfiizyon boyunca infiizyonla 9 ng/90uL/dk/kg
(toplam doz 50 pg/kg) dozda verilen KBD’nin antiaritmik etkili oldugunu gosterilmistir.
Benzer sekilde Walsh vd. (2010) iskemi sonrasi reperfiizyondan hemen Once bolus olarak
verilen KBD’nin iskemi/reperfiizyon hasarimi azalttigini bildirmislerdir. Serbest oksijen
radikal (SOR) olusumu reperfiizyon aritmilerinin meydana gelmesinde baslica rolii
oynamaktadir (Birben vd. 2012). Reperfiizyon sonucu iskemik dokuda oksijen
konsantrasyonundaki artis ve yogun polimorf ¢ekirdekli ndtrofil infiltrasyonuna bagli olarak
serbest oksijen radikal tiretimi gergeklesir (Rao vd. 1983). Dokudan salinan sitokininler
inflamatuar reaksiyonlart ve SOR iretimini arttirip oksidatif strese neden olur ve aritmi
artisinda rol oynayan sitotoksik mekanizmalar1 aktive eder (Hausenloy ve Yellon 2013,
Brown ve Griendling 2015). KBD’nin antioksidan ve antiiflamatuar etkilere sahip oldugu
bilinmektedir (Bergamaschi vd. 2011). Calismamizda iskemi sonrasi reperfiizyonda verilen
KBD’nin reperfiizyon aritmilerine kars1 gosterdigi antiaritmik etki KBD’nin antiinflamatuar
ve antioksidan etkilerine bagli olabilir (Rajan vd. 2016). Benzer sekilde, Durst vd. (2007)
kronik KBD tedavisinin miyokardiyal hasari azaltici etkisinin, KBD’nin miyokardiyumda
inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve serum interlokin-6 seviyelerini azaltarak antiinflamatuar
etki gostermesine bagl oldugunu ileri siirmiiglerdir. Antiiflamatuar antioksidan ve serbest
radikal siipliriicii etkileri iyi bilinen bir¢ok farkli molekiilin reperfiizyon ile uyarilan
aritmilere kars1 koruyucu etkili oldugu bildirilmistir (Gonca ve Kurt 2015, Tada vd. 1990,
Diez vd. 2013).

Calismamizda iskemi boyunca infiizyonla 50 pg/kg dozda verilen KBD, VPK siiresini azaltti.
Ancak toplam aritmi siiresi ve VT siiresini degistirmedi. KBD iskemi boyunca verildiginde
reperfiizyon periyodu boyunca verildiginde gostermis oldugu giiclii antiaritmik etkiyi
gostermedi. Bu sonug¢ iskemi ve reperflizyon aritmilerinin olusum mekanizmalarindaki
farklilikla agiklanabilir. Serbest oksijen radikal olusumu ve inflamasyona bagl oksitadif stres
reperfiizyon aritmilerinin olusumunda baslica rol oynarken iskemi aritmilerinin olusumunda

daha az etkindir (Sedlis 1992). Calismamizda KBD’nin olas1 antiaritmik mekanizmasi sahip
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oldugu antioksidan ve antiinflamatuar etkilerine bagli olabilir. Bu nedenle KBD aritmi
olusumunda oksidatif stresin daha fazla rol oynadigi reperfiizyon periyodunda daha giiclii bir

antiaritmik etki gostermis olabilir.
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BOLUM 5

SONUCLAR

Kalp krizi gegirerek hastaneye kaldirilan hastalarda anjio ve antitrambolitik tedavi sonrasinda
iskemik dokuda gerceklestirilen reperflizyon oliimciil ventrikiiler aritmilere neden olarak
hasta 6liimlerine yol agmaktadir. Bu nedenle reperfiizyon aritmilerinin etkili tedavisi hasta
Olimlerini azaltmak icin biliyllkk Onem arz etmektedir. Ancak klinik uygulamaya
aktarilabilmesi i¢in aday ilaclarin iskemiden hemen sonra reperfiizyondan 6nce verildiginde
de ventrikiiler aritmilere karsi koruyucu etkili olmalidir. Onceki ¢alismamizda KBD
iskemiden 6nce verildiginde reperfiizyon aritmilerini azalttigi gosterilmistir. Bu ¢calismada ise
sicanlarda reperfiizyon boyunca infiizyon ile verilen KBD’nin giiclii antiaritmik etkili
bulunmas: klinik uygulamada reperfiizyon aritmilerinin tedavisinde kullanilabilecegini
gostermektedir. KBD klinikte tedavide kullaniliyor olmasi, antiaritmik bir ila¢ olarak
reperfiizyon aritmilerinin tedavisinde de kullanilabilecegini diisiindirmektedir. Ancak bu
sonuclarin klinik uygulamaya aktarilabilmesi i¢in farkli deney hayvanlarinda tekrarlanarak

klinik 6n ¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir.
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