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1. GIRIS

1.1. Abdominal Aorta Cerrahisi ve iskemi-Reperfiizyon Modeli

1.1.1. Abdominal Aorta Anevrizmasi ve Tedavisi

Abdominal aorta, diyaframin altinda kalan gévdeye ve alt ekstremitelere kan
dagitiminin saglandig: tek ana damardir. Abdominal aortanin alt ekstremitelere giden
iki dala ayrildig1 bifurkasyon bdlgesi ile renal arterlerin arasindaki bolim infrarenal
bolge olarak adlandirilmaktadir. Abdominal aortanin infrarenal bolgesinde meydana
gelen genisleme Abdominal Aorta Anevrizmast (AAA) olarak adlandirilir.
Anevrizma Yunanca genisleme anlamima gelen “aneurusma” kelimesinden kdken
almaktadir. Her ne kadar aortanin diyaframin altinda kalan herhangi bir boliimiinde
meydana gelen genisleme de AAA olarak adlandirilsa da, rastlanma sikligindan 6tiirti
pratikte infrarenal aortada meydana gelen genisleme kastedilmektedir (Sakalihasan

ve ark 2005).

Abdominal aortanin normal capi, yasa, cinsiyete ve viicut agirligina bagh
olarak degisim gostermekte, abdominal kaviteden iliak bifurkasyon boélgesine dogru
gittikce daralmaktadir. Erigkin erkeklerde infrarenal abdominal aorta ¢ap1 15-24 mm
arasindadir (Bengtsson ve ark 1996). Capta ne oranda bir genisleme oldugunda
anevrizma teshisi konulacagi konusunda farkli calisma gruplar1 farkli kriterler
belirlese de genel olarak normal ¢apinin 1,5 katina ¢iktiginda ya da ¢ap 30 mm’yi
gectiginde anevrizma teshisi konulacagi konusunda konsensus saglanmistir (Johnston

ve ark 1991).

Abdominal aorta anevrizmasi Ozellikle gelismis llkelerde O6nemli saglik
sorunlar1 arasinda yer almakta ve 65 yasin iizerindeki erkekleri en ¢ok

etkilemektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde en ¢ok 6liime sebep olan hastaliklar

1



arasinda 13. sirada yer almaktadir (Gillum 1995). Her ne kadar bir ¢ok insanda
semptom gosterse de bircogunda ise aorta ruptiire oluncaya dek asemptomatik
seyretmekte, %65 oraninda dliimle neticelenmektedir (Kniemeyer ve ark 2000). Son
ylizyllda AAA teshisi konan hasta sayisinda ortalama insan Omriiniin uzamasina,
sigara igenlerin sayisinin artmasina ve goriintiileme tekniklerinin gelismesine bagh
olarak artis goriilmiistiir. Her yil bu anevrizmalarin Ingiltere’de 8000’i, Amerika
Birlesik Devletleri’'nde ise 15000°1 ruptiire baglh 6liimle sonuc¢lanmaktadir. Bununla
birlikte AAA’ya erkeklerin 9%1,3-8,9’unda, kadinlarin ise %1,0-2,2’sinde
rastlanmaktadir (Singh ve ark 2001). Tibbi goriintileme yontemleri kullanilarak
tanis1 konan bir¢ok anevrizma kii¢iik ¢apli oldugundan acil bir cerrahi miidahale
gerektirmemektedir. Buna karsin aorta capindaki biiyiime basta yavas ama daha
sonra Ussel olarak meydana gelmekte oldugundan takip edilmesi gerekmektedir.
Abdominal aorta anevrizmasinin olusumu yalnizca aorta duvarindaki bag dokusunda
meydana gelen degisimlerle iligskilendirilmektedir. Aortanin mekanik o6zelliklerini
elastik lifler ve fibrillar kollajenler belirlemektedir. Histolojik ¢aligmalar, elastik
liflerin parcalandigint ve elastin konsantrasyonun azaldigini ortaya koymustur.
Elastik liflerin kaybedilmesi ve kollajenin 6zelligini kaybetmesi ile aorta duvari
esner ve cap genislemeye baglar. Neticede ise anevrizma genisleyecek ve mutlaka
cerrahi miidahaleye ihtiya¢ duyulacaktir. Ilag tedavisi ise yalmzca genislemenin

yavaglatilmasinda ise yaramaktadir (Limet ve ark 1991).

Abdominal aortada meydana gelen anevrizmanin tedavisinde agik cerrahi ya
da endovaskiiler cerrahi yontem uygulanmaktadir. Ag¢ik cerrahi tedavide abdomene
uzunlamasina bir median ya da genis bir transvers insizyonla girilir. Abdominal
kavite acildiktan sonra anevrizmanin bagladigi boyun boélgesi belirlenir. Renal
arterlerin hemen altina klemp yerlestirilerek kan akisi kesilir. Aymi sekilde iliak
arterlere de klemp yerlestirilir. iki klempin arasinda kalan anevrizma olusmus bolge
boylamasina agilarak kollajen ya da albiimin ile sertlestirilmis bir sentetik greft

yerlestirilerek aorta duvarina sikica dikilir (Sekil 1.1).



Sekil 1.1:Abdominal aorta anevrizmasinin agik cerrahi ile tedavisinde
uygulanan yontem.

Aorta duvarindaki boylamasina kesinin de dikilip kapatilmasinin hemen
ardindan Once distal sonra proksimal klempler kaldirilarak abdominal bolgeye kan
akis1 saglanir. Cerrahi iglem abdomendeki kesi bolgesinin de dikilerek kapatilmasiyla

sonlandirilir (Sakalihasan ve ark 2005).

Endovaskiiler cerrahi tedavide ise kasik bolgesinden endovaskiiler yola
girilerek anjiyogram ya da ultrasonografi esliginde renal arterlerin hemen altindan
iliak arterlere kadar uzanan stent-greft yavasga birakilir (Parodi ve ark 1991). Bu
yontemin avantaji, agik cerrahi tedavinin aksine, abdominal kan akisinin
durdurulmasinin gerekmemesidir. Fakat bu yontemin dezavantajlar1 ya da acik
cerrahinin daha avantajli oldugu durumlar mevcuttur. Endovaskiiler cerrahi tedavi
uygulama kolaylig1 acgisindan pratik olmamasiyla birlikte daha ¢ok teknik ekipman
gerektirmektedir ve bu da pahali olmasina sebep olmaktadir. Bunun yam sira kalici
bir tedavi sunmamakta, tekrar anevrizma ile karsilasilabilmektedir. A¢ik cerrahi ile
tedavide tekrar anevrizma ya da ruptiir ile karsilasma siklig1 9%0,3 iken endovaskiiler
cerrahi tedavide ise oran %3’tiir (%1 ruptiir, %2 anevrizma tekrar1). Bununla birlikte,

bu yontem biiyiik ¢apli anevrizmalarda kullanilamamaktadir (Hallett ve ark 1997).



1.1.2. Abdominal Aorta Anevrizmasi Tedavisi Komplikasyonlar:

Abdominal aorta anevrizmasi tedavisinde hem agik hem de endovaskiiler

cerrahi tedavi uygulandiginda operasyon sonrasi komplikasyonlar goriilmektedir

(Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1: Acik ve endovaskiiler cerrahi tedaviye baghh komplikasyonlarin
morbiditeleri. (Katzen ve MacLean 2006).

Komplikasyon Goriilme orani, %

Acik cerrahi tedaviye bagh
Kardiyak 12,0
Pulmoner 8.4
Renal 4.2
Kanama 5,9
Gastrointestinal 4.2
Enfeksiyon 2,2
Serebrovaskiiler 1,9
Emboli 1,8
Impotans 0,2
Hematom 0,2

Endovaskiiler cerrahi tedaviye bagl
Kardiyak 4,9
Pulmoner 2,6
Emboli 7,7
Kanama 5,7
Uygulama hatasi 5,0
Renal 3,0
Enfeksiyon 3,0
Gastrointestinal 1,4

Tedaviye bagli bu komplikasyonlar yasam kalitesini diisiirmekte ve hatta
birgogu Oliimle sonuglanabilmektedir. Cerrahi tedavi kaynakli olan post-operatif
komplikasyonlar %1-15 insidansa sahiptir (Gelman 1995). Bagka bir kaynaga gore
ise bu hastalarin da %8-45’inde solunum fonksiyon bozuklugu goriilmekte ve hatta
kardiyak komplikasyonlar da solunum fonksiyon bozukluguyla iliskilendirilmektedir
(Volta ve ark 2003). Gegmiste yapilan c¢alismalarda solunum fonksiyon
bozuklugunun sebebi olarak viicudun alt béliimiiniin kan akiginin durdurulup yeniden

saglanmasi gosterilmektedir (Volta ve ark 1999).



1.1.3. iskemi ve Reperfiizyon

Bir doku ya da organa dolasim sistemi ile ulastirilan kanin akiginin
durdurulmasi iskemi, kan akisinin tekrar saglanmasi ise reperfiizyon olarak
adlandirilmaktadir. Iskemi doku hasarina sebep olurken beklenenin aksine
reperfiizyon sonucunda meydana gelen hasar daha fazladir. Reperflizyon hasarinin
daha fazla olmasi, iskemide olusan hasarin kiimiilatif etkisinden ziyade
reperfiizyondaki yeniden oksijenlenme ile iligkilidir. Hem iskemi hem de
reperfiizyon 6nemli klinik durumlarda meydana gelmekte, kalp gibi baz1 doku ya da
organlarda iskemi-reperfiizyon oliimle dahi sonuglanabilirken bazilarinda ise kalici
fonksiyonel ya da yapisal hasarlar birakmaktadir. Temel bazi cerrahi islemlerde dahi
doku ya da organlar iskemi-reperfiizyon hasarina ugramaktadir. Iskemi-reperfiizyon
cok biiylik bir viicut bolgesinde meydana geliyorsa hasarin1 sadece kan akisinin
kesildigi dokularda degil, viicudun baska yerlerinde de gdérmek miimkiindiir.
Abdominal aorta anevrizmasinin acik cerrahi yontemle tedavisi gerceklestirilirken,
abdominal bolgeye kan akisinin bir siire durdurulduktan sonra yeniden saglanmasi
iskemi-reperflizyona ve iskemi-reperflizyon kaynakli uzak organ hasarina énemli bir

ornektir (Norwood ve ark 2004).

1.1.4. iskemi ve Reperfiizyon Hasarinda Rol Alan Faktorler

Iskemi ve reperfiizyonda meydana gelen hasar, iskemi esnasinda oksijenden
yoksun kalan dokunun reperfiizyon esnasinda yeniden oksijenlenmesiyle iliskilidir.
Reperfiizyon hasari ilk olarak Baue ve McClerkin tarafindan 1965’te tanimlanmistir
ve hasarin asidoz, sistemik sok ve hemorajik nekrozla iligkili oldugu gosterilmistir
(Baue ve McClerkin 1965). Hasarin olugsmasina dogrudan ya da dolayli yollardan
katkida bulunan bir¢ok kimyasal olay ve madde netice itibariyle serbest oksijen

radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Sasaki ve Joh 2007).



Iskemi, hiicrenin metabolizmasinda ve vyapisal &zelliklerinde bazi
degisikliklere neden olur. Hiicresel oksidatif fosforilasyonun azalmasi, tagidig1 enerji
bakimindan zengin ATP ve fosfokreatin gibi fosfat tiirevlerinin sentezinde azalmaya
neden olur. Buna bagli olarak hiicre zarindaki ATP bagimli iyon kanallarinin
fonksiyonlarinda degisim meydana gelmesi neticesinde hiicre i¢ine sodyum ve
kalsiyum girisinde artis meydana gelir. Yine iskemi siiresince adenin niikleotid
katabolizmas1 sonucu, molekiiler oksijenin yeniden hiicreye ulasmasina bagl olarak
reaktif oksijen tiirlerine doniisebilen hipoksantinin birikmesi meydana gelir.
Dolayisiyla iskemi, dokularda reperfiizyon esnasinda meydana gelen ve doku
hassasiyetini artiran bir proinflamatuvar duruma sebep olur (Collard ve Gelman

2001).

Iskemi-reperfiizyon; kalsiyum sarji, oksidatif stres, metabolit birikimi ve
enerji metabolizmasi1 bozuklugunu iceren kompleks bir olaylar biitiiniidiir. Hasarin
boyutu bahsedilen bu degisimlerin oranina ve biiyiikliigiine baghidir. Iskemide
oksijen kullanilarak gergeklestirilen mitokondriyal ATP iiretimi aniden kesilir ve
kompensatuvar bir mekanizma olan anaerobik glikolizi tetikler. Neticede hidrojen

iyonlar1 ve laktik asit birikimi sonucunda glikoliz inhibe edilir, enerji hizla tiiketilir.

Hiicre icerisindeki sodyum konsantrasyonunda artma iki temel nedenle
meydana gelir. Bunlardan ilki, ATP bagimli sarkolemmal sodyum-potasyum
kanallarmin asidite ve ATP’deki azalma sebebiyle inhibisyonu, ikincisi ise
sarkolemmal sodyum-hidrojen degis tokuscusunun asidik pH sebebiyle inhibe
olmasidir. Kalp kasi hiicrelerinde iskemik hasar konusunda yapilan g¢aligmalarda
belirtilen durumlarin ayni zamanda sarkolemmma ve sarkoplazmik retikulumda
lokalize olan kalsiyum pompalarinin inhibisyonuna neden oldugu, ATP azalmasinin
da hem mitokondriyal hem de sarkolemmal ATP duyarli potasyum kanallarinin
acilmasina neden oldugu gosterilmistir (Sekil 1.2.). (Starnes ve Taylor 2007).
Mitokondriyal ATP duyarli potasyum kanallarinin agilmasinin, reperfiizyon sirasinda
ROS (reactive oxygen species=reaktif oksijen tiirleri) olusumunu azalttig

diisiiniilmektedir (Shinmura ve ark 2005).
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Sekil 1.2: iskemi esnasinda hiicre diizeyinde meydana gelen olaylar (Starnes
ve Taylor 2007).

Reperflizyon gerceklestirildiginde yeniden oksijenlenme sonrasi mitokondri
ve hiicrenin diger bolgelerinde ROS patlamasi meydana gelir. Sodyum-hidrojen
degis tokusgusu ROS tarafindan daha sonra aktive edilecegi icin, reperfiizyonun ilk
sathasinda hiicre i¢i sodyum konsantrasyonu hala yiiksektir. Sodyum-potasyum
pompasinin aktivasyonu ATP’nin diisiik seviyede olmasi nedeniyle gecikir. Kalp
kas1 hiicresinde reperfiizyon konusunda yapilan ¢alismalar, bir siire sonra ylikselen
sodyum konsantrasyonunun sodyum-kalsiyum degis tokuscusunu aktive ederek,
sitozolde ve mitokondride kalsiyum birikimine neden oldugunu gostermistir. (Starnes
ve Taylor 2007). Diyafram kas1 hiicrelerinde de reperfiizyon sebebiyle hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonunda artma meydana gelmektedir (McLaughlin ve ark 2000).
Kalsiyum sarji, daha fazla mitokondriyal ROS iiretimine ve proteazlarin
aktivasyonuna, bu iki durum da kontraktil proteinlerin fonksiyon bozukluguna yol

acar. Neticede sarkoplazmik retikulum kalsiyum taginiminda azalma meydana gelir.
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Sekil 1.3: Reperfiizyon esnasinda hiicre diizeyinde meydana gelen olaylar
(Starnes ve Taylor 2007).

1.1.5. iskemi ve Reperfiizyonda Uzak Organ Hasar1

Yapilan bir¢ok calismada iskemi-reperfiizyonun sebep oldugu hasarin
yalnizca iskemiye maruz kalan dokuyla sinirli kalmayip diger uzak organlarin da
sistemik dolasima katilmis oksijen radikallerinden, sitokinlerden, kompleman
proteinlerinden, prostaglandinlerden ve toksik iirlinlerden etkilendigi gdsterilmistir.
Ekstremitelerde meydana gelen akut arteriyal okliizyon sonrasi reperfiizyon ile
metabolik asidoz, hiperkalemi, myoglobiniiri ve bobrek yetmezliginin gelistigi

gosterilmistir (Haimovici 1979).

Solunum sistemi iskemi-reperfiizyonun hem uzak organ olarak hem de direkt
etkisi altinda kalmaktadir. Dolasimin abdominal aortanin infrarenal hizasindan
durdurulmasi ile solunumda 6nemli igleve sahip diyaframin kan sirkiilasyonu ¢ok
azalmaktadir. Bununla birlikte uzak organ olan akcigerlerin fonksiyonlarmi da

etkilemektedir (Norwood ve ark 2004).



1.1.6. Deneysel Abdominal Aorta Anevrizmasi Tedavi Modeli

Abdominal aorta anevrizmasi tedavisinde kullanilan cerrahi islemlerin
operasyon sonrasinda solunum fonksiyon bozukluguna sebep oldugu klinik olarak
yaygin bir sekilde bilinen bir gergektir. Bu ve benzeri durumlarin mekanizmasinin ve
olas1 tedavi yontemlerinin arastirilmasi amaciyla deneysel hayvan modelleri siklikla
tercih edilmektedir. Bu amacgla McLaughlin ve arkadaslarinin 2000 ve 2001
yillarinda yapmis oldugu c¢alismalarda, abdominal aort anevrizmasi tedavisinin neden
oldugu basta solunum fonksiyon bozuklugu olmak iizere bircok fonksiyon
bozuklugunun benzerinin meydana geldigi bir deneysel hayvan modeli
gelistirilmistir (McLaughlin ve ark 2000, Moneley ve ark 2001). Bu ¢aligsmalara gore
30 dakika infrarenal bolgeden abdominal iskemi olusturularak 2 saat reperfiizyon

stiresi uygulanmasi sonucu klinik bulgularla benzer sonuglar elde edilebilmektedir

1.2. Solunum Sistemi ve Ventilasyon

Atmosfer havasi ile kan arasinda meydana gelen gaz alis verisine solunum,
atmosfer havasiin akcigerlere giris ve ¢ikis siireclerine ise ventilasyon adi verilir.
Solunumda islev goren bircok kasin aktiviteleri ile atmosfer gazlarinin akcigerlere

girigine inspirasyon (soluk alma), ¢ikisina ise ekspirasyon (soluk verme) ad1 verilir.

1.2.1. Ventilasyonda Diyaframin Rolii

Hem inspirasyonda hem de ekspirasyonda bir¢ok kas isleve sahiptir. En ¢ok
rol listlenen kaslar, kaburgalar arasi kaslar, diyafram ve karin kaslaridir. Hem soluk
alma hem de soluk verme esnasinda temel amag¢ akciger i¢i basincin
degistirilmesidir. Diyaframin kasilmasi goéglis boslugunun genislemesine sebep
olarak toraks i¢i ve plevra i¢i basincin -0,4 kPa (-3 mmHg) civarina diismesini saglar.

Kaburgalar arast kaslarin (intercostalis externi) ve karin kaslarmin kasilmalari
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diyaframin islevine katkida bulunur. Hava, akciger i¢i basing atmosfer basincindan
daha diisiik oldugu i¢in alveollere girer. Soluk verme esnasinda ise diyafram
gevseyerek kubbe bigimini alir ve gogiis ici basing yaklasik +0,4 kPa (+3 mmHg)
seviyesine yiikseltilerek akcigerlerin i¢inde bulunan havanin disar1 ¢ikmasi saglanir

(Pehlivan 1997.).

1.2.2. Diyafram Anatomisi

Diyafram kas1 gogiis boslugu ile peritonu birbirinden ayiran gevsemis
haldeyken kubbe bi¢imine sahip, kas ve fibroz zarlardan meydana gelen bir
septumdur. Diyafram toraks alt agikliginin kenarlarina tutunur. Diyaframi1 meydana
getiren kas demetlerinin ¢ikis noktalarina gore 3 boliimden olusur; sternal boliim,

kostal boliim, lumbar bolim.

Lumbar boliim Arcus lumbocostalis lateralis ve arcus lumbocostalis medialis
olmak iizere iki demetten olusur. Bu iki arcus demetine crus adi verilir. Sagda
bulunan crus Ozefagusun gectigi deligin etrafini da sarar. Sag ve sol cruslarin
kenarlar1 tendonumsudur ve orta hatta aortanin 6n yiiziinde birleserek ligamentum
arcuatum mediana’y1 olustururlar. Cruslardan ayrilan lifler yelpazeyi andirirlar. Bu
lifler kubbenin ortasinda centrum tendineum’a yapisirlar. Centrum tendineum fibréz
yapidadir. Buradaki fibroz lifler gozle goriiliir bir ¢apraz yapi olustururlar ve bu
yapiya “St. Andrew Caprazi” adi verilir. Caprazin sag kollar1 arasinda ise vena cava
inferior’un gectigi bir delik bulunur. Diyaframda toplam 3 delik bulunur. Bunlardan

vena cava inferior, hiatus oesophageus ve hiatus aorticus geger.

Diyaframin torakal yiizeyine aa. phrenica inferiores (frenik sinir) dagilir.
Diyafram servikal pleksusun bir dali olan bu sinir tarafindan innerve edilir. Bu sinir
diyaframi c¢alistiran tek motor sinirdir. Diyafram istemli olarak g¢alisan bir kas
olmasina karsin bu istemlilik belirli bir diizeye kadar sinirlidir. Ornegin bir kimse

boguluncaya kadar istemli bir sekilde nefesini tutamaz (Taskinlar 2006).
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Diyafram kasi, kas lifi renk siniflandirmasina gore %20 oraninda beyaz, %60
oraninda kirmizi ve %20 oraninda da orta renk liflerden meydana gelmektedir

(Gauthier 1969).

1.3. Diyafram Kasi ve Hiicre Zan

Diyafram kas1 c¢izgili kaslar arasinda siniflandirilmaktadir. Hiicreleri ince
uzun mekik benzeri bir sekle sahiptir ve kas lifi olarak adlandirilir. Bir kas lifinin
biiylikliigii 10-100 pm arasinda degisim gosterirken, diyafram kas liflerinin
biiylikliigii ise 30-50 um arasindadir. Her bir kas lifi endomisyum, birden fazla kas
lifi ise perimisyum denilen bag dokusu ile ¢evrilidir. Perimisyum ile ¢evrili demetler
ise en distan epimisyum ile sarilmis olarak bulunur. Bu kiliflar kollajen ve elastik
bilesenler bakimindan zengindir. Kas hiicreleri ¢ok niikleuslu olup niikleuslari
sarkoplazmanin altinda yer alir. Tiim iskelet kaslar1 i¢in oldugu gibi diyafram kasi
lifleri i¢in de 06zel bir terminoloji kullanilir. Buna gore; hiicre protoplazmasi
sarkoplazma, mitokondrisi sarkozom, hiicre plazmalemmasi (zar1) sarkolemma ve
endoplazmik retikulumu ise sarkoplazmik retikulum olarak adlandirilir (Sekil 1.4).
Hiicrenin en 6nemli organelleri ise sarkoplazmik retikulum ve sarkozomdur. Enerji
gereksinimi diger hiicrelere oranla oldukga fazla olan hiicrede enerji deposu grantiller
seklinde depolanmis glikojen ve damlacik seklinde bulunan yaglardir. Bu hiicrelerin
sahip olduklari en onemli yapilar ise kasilmayi saglayan ve kasin ¢izgili olarak

isimlendirilmesine sebep olan kalin ve ince filamentlerden olusan miyofibrillerdir.
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Motor sinir
dzh aksonu

(kas hicress)

Hukeus
Sarkolemma

Sarkoplazmik
retiulum

(kas hicress)

Sekil 1.4.: Kasin yapisinin sematik gosterimi

Hiicre zan (sarkolemma) diger hiicrelerdeki gibi temel olarak elektriksel
yalitkan ozellikteki lipid ¢ift tabakadan meydana gelmistir. Uyarilabilen hiicre
0zelliginde olmasindan dolay1 ise hiicre zarinda birgok protein ve 6zellesmis yapilar
icermektedir. Zara bu sebeple akiskan mozaik zar denilmektedir. Bu yapilarin
basinda ise hiicre zarma gomiilii olarak bulunan (intrinsic) protein yapisindaki iyon
kanallar1 gelmektedir. Uyarilabilen hiicreler olarak adlandirilan sinir ve kas
hiicrelerinin ortak 6zelligi olan iyon kanallarindan, hiicrenin i¢i ile dis1 arasinda
iyonlarin gegisi saglanmaktadir (Sekil 1.5). Bu sayede hiicrenin ig¢i ile dis1 arasinda
bir potansiyel fark meydana getirilerek siirdiiriilmekte ve bunun bir sonucu olarak da
hiicrenin uyarilabilirligi miimkiin kilinmaktadir. Kasilmanin tetiklenmesi i¢in gerekli
olan hiicrenin uyarilmasi ve uyarildiginda meydana gelen iyonik degisimler birtakim

karmasik elektriksel olay1 icermektedir.
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Hiicre disi

Kanal proteini
(srekli zgik)

Kzpil kanal proteini
(kapah pozisyonda)

Liptt cift Transport Glikoprotei
filzamanlzn tzbakz proteini P
Sarkoplazma Kolesterol

Sekil 1.5.: Hiicre zarinin akiskan mozaik yapisinin sematik gosterimi
(Marieb1995).

1.4. Diyafram Kasinda Elektriksel Olaylar

Lipid ¢ift tabaka yapisindaki hiicre zari, yapisal bilesenlerinden dolay1
~1pF/em?® diizeyinde bir sigaya sahiptir. Bu yalitkan 6zelligi sebebiyle hiicre i¢ini ve
disin1 hem elektriksel hem de kimyasal olarak iki ayr1 kompartimana ayirir (Wahler
1997). Diyafram kas1 hiicre zarlarinin segici gegirgenlik 6zelliklerinden dolay1 iyon
konsantrasyonlart hiicre ici ile disinda farkli degerlerdedir. Dinlenim durumunda
hiicre i¢i tarafinda negatif yiklii iyonlar fazla iken, hiicre disi1 tarafinda ise pozitif
yiiklii iyonlar daha fazladir. Kanallardan sizint1 seklinde gecgen iyonlar ise pompalar
ile geri atilarak i¢ ve dis iyon konsantrasyonlar1 sabit tutulmaktadir. Bu yiik dagilimi
sebebiyle hiicrenin i¢i ile dis1 arasinda zar potansiyeli ad1 verilen bir potansiyel fark

meydana gelmektedir. Zar potansiyeli tanim geregi;
En= Vi(; - les

seklinde ifade edilmektedir.

Hiicre zarinin i¢i ile dig1 arasindaki potansiyel farkin Olgiilebilmesi igin
kullanilan yontemler 1940’11 yillarda kesfedilmistir. Miirekkep balig1 dev aksonunun
igerisine tel yerlestirilerek hiicre i¢i ile dis1 arasindaki potansiyel farkin 6l¢iildigi

calisma bu konuda giiniimiizdeki ¢aligmalara onciiliik etmektedir (Hodgkinve Katz
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1949). Biri referans digeri aktif elektrot olarak segilen elektrotlardan, aktif olan hiicre
icerisine yerlestirilip referans elektrot hiicre diginda tutularak 6l¢iim yapildiginda -70
ile -90 mV civarinda bir negatif potansiyel fark 6l¢iiliir. Bu potansiyel fark dinlenim
zar potansiyelidir. Uygun bir uyaran ile bu dinlenim zar potansiyeli aksiyon
potansiyeli tetiklenmek iizere pozitif yonde bozulur ve aksiyon potansiyeli ile birlikte

zar potansiyeli degeri +40 mV ile +60 mV degerlerine kadar ulagabilir.

Hiicre zan i¢inde ve disinda dagilmis temel olarak dort tip iyon bulunur.
Bunlardan Na" ve CI hiicre disinda yogunken, K* ve organik anyonlar (A”) ise hiicre
icinde daha yiiksek yogunluktadir. Memeli kas hiicrelerinde, hiicre disinda
(umol/cm’); Na™ 145, K™ 4,1, CI" 118 yogunluga sahipken, hiicre i¢inde (umol/cm?);
Na' 12, K" 150, CI" 3,9 yogunluga sahiptir (Hille 2001). Dinlenim zar potansiyelinin
degeri hiicre i¢i ve disindaki iyonlarin konsantrasyonlarinca belirlenir. Hiicre zari
tarafindan ayrilan hiicre i¢i ve disinda herhangi i’inci bir iyonun dengede olabilmesi

icin mol basina Gibbs serbest enerjilerinin (G) esit olmasi gerekir,

e _ 13
Gt - Gt

Bir iyonun Gibbs serbest enerjisi, o iyonun degerligine (z), elektriksel
mobilitesine (u;), difiizyon katsayisina (D;) ve mutlak sicakliga (T) baglidir. Bir iyon
icin denge potansiyeli hiicre i¢indeki ve digindaki Gibbs serbest enerjilerinin esit

oldugu diisiiniilerek;

RT C‘tm;

Eu =Vig = Vay = g ptn o

seklinde hesaplanir. Bu denklem Nernst denge denklemi olarak da adlandirilir.
Denklemde, F: Faraday sabitini, R: genel gaz sabitini, c¢;; i’inci iyonun
konsantrasyonunu ve T ise Kelvin cinsinden sicakligi gostermektedir (Pehlivan

1997).

Kas hiicreleri i¢in Nernst denge denklemi kullanilarak her bir iyonun denge
potansiyeli hesaplandiginda Ex,=+55 mV, Ex=-75 mV, E¢=-90 mV olarak bulunur.

Bu degerlere bakildiginda dinlenim durumunda CI* iyonlar1 dengedeyken, diger
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iyonlarin dengede olmadig1 goriilmektedir. Na"™ iyonunun denge potansiyeli cok daha
pozitif bir degere sahip oldugundan bu iyonlar biiyiik bir elektrokimyasal gradyent
stirdiirici kuvveti etkisinde hiicre i¢ine girme egilimindedir. Fakat dinlenim
durumunda hiicre zarmm Naa olan permeabilitesi diisiik (agik sodyum kanali
bulunma olasihg diisiik) oldugundan hiicre igine Na' iyon girisi olduk¢a azdir
(Guyton 2005). K iyonlari igin elektrokimyasal gradyent ise i¢ten disa dogrudur ve
bu gradyent K™ iyonlarmi igten disa gecise zorlar. Dinlenimde zarm K’ iyonuna
gecirgenligi yiiksek oldugundan dinlenim zar potansiyeli K~ denge potansiyeline
daha yakindir. Hiicre zarinda pasif Cl* kanallar1 bulundugundan, bu iyon her iki
tarafa da rahatca gecebilmektedir, bu nedenle CI" iyonlar1 dengededir. Tiim bu iyon
gecislerine karsin dinlenim zar potansiyelinin dengede tutulmasi Na—K pompasinin
enerji (ATP) harcayarak bu iyonlar1 hiicre icine ve disina pompalanip

konsantrasyonlarin sabit tutulmasi ile saglanir.

Birden fazla iyona gecirgen bir zarda, zar potansiyeli her iyonun i¢ ve dis
ortamlardaki konsantrasyonlar1 ve zarin her bir iyona olan gecirgenlikleri (P;)
tarafindan belirlenir. Zar potansiyeli Goldman-Hodgkin-Katz esitligine gore,

RT PH[K+]CI1§+PHQ[NGE+]CI1§+PEE[CE_]IF

Ep = Vi — Vi = —
moUE S AT P By[K ]S + Pyg[Nat]t + Py [Clm] @

seklinde verilir. Zarin bir cins iyona gegirgenligi digerleri yaninda ¢ok biiyiik ise, bu
denklem Nernst denge denklemine indirgenir. Bu esitliSe gore zar potansiyeli,
konsantrasyonlar1 yiiksek ve zarin iyi gecirgen oldugu iyon veya iyonlarin denge

potansiyeli yakinlarinda bulunur (Pehlivan 1997).

1.5. Diyafram Kas1 Aksiyon Potansiyeli ve Iyonik Akimlar

Diyafram1 olusturan kas hiicreleri motor 6zellikteki frenik sinir tarafindan
innerve edilmektedir. Merkezi sinir sisteminden kdken alan motor sinir aksonu ile
kas lifi arasinda iletisimi saglayan 6zellesmis bolgeye sinir-kas kavsagi adi verilir.

Frenik sinirin aksonlar1 aracilifiyla motor sinir son plagma kadar iletilen aksiyon

15



potansiyelleri burada Asetilkolin (ACh) vezikiillerinin salinimini tetikler. Kas hiicresi
zar1 Uzerinde bulunan ACh reseptorlerine ACh baglanarak ACh-reseptor
kompleksinin olugmasiyla, zardaki ligand bagimli sodyum kanallar1 agilarak hiicre
icine Na' iyonlarinin girmesi saglanir. Pozitif yiiklii bu iyonlarin kas hiicresinin
igerisine girmesiyle depolarizasyon adi verilen zar potansiyelinin dinlenim
durumundan daha pozitif degerlere kaymasi olayr meydana gelir. Depolarizasyonla
birlikte voltaj bagimli olarak calisan sodyum kanallar1 acilir ve hiicre icerisine daha
fazla Na iyonu girisi olur. Hiicre igine katyon girisi ile hiicre daha fazla depolarize
olur. Eger bu depolarizasyon esik adi verilen kritik bir degere ulasirsa kas hiicresinde
aksiyon potansiyeli tetiklenir. Aksiyon potansiyeli, hiicre zarinda kendi kendini
doguran pozitif geribeslemeli bir siirecin (Hodgkin c¢evrimi) gelismesinin bir
sonucudur. Bu siirecte, hiicre igerisine Na' girisi hiicrenin daha fazla
depolarizasyonuna, hiicre depolarizasyonu ise daha fazla sodyum kanalinin
acilmasina neden olur. Boylece bu pozitif geribeslemeli slire¢ zar potansiyelini hizli
bir sekilde Na" denge potansiyeline (+55 mV) dogru yaklastirir. Fakat bu sirada
potasyum kanallarinin da aktive olmasiyla hiicre disina K™ iyonu akist basladigindan,

bu depolarizasyon +55 mV degerine ulagsamaz (Guyton 2005).

Depolarizasyon siirmesine ragmen Na' kanallarnin inaktive olmaya
baslamasi ile agik sodyum kanal sayisi azalmakta, bir yandan da gecikmis voltaj
bagimli K kanallar1 agilmaktadir. Hiicre zarmin potansiyel farkinin potasyumun
denge potansiyeline (-75 mV) yaklagsma egilimi gostermesi zarin potansiyelinin
yeniden negatif yonde degisim gdstermesine yani repolarizasyona neden olur.
Potasyum kanallarinin inaktivasyonu da gecikmeli oldugundan zar potansiyeli
dinlenim zar potansiyelinden daha da negatif degerlere kayarak zarin
hiperpolarizasyonuna neden olur. Gecikmeli de olsa K' kanallarinin inaktive
olmasiyla ve aktif Na — K pompalarinin da yardimiyla zar potansiyeli yeniden
dinlenim degerine doner (Pehlivan 1997). Sodyum kanallarinin acilip hiicrenin
depolarize olmasi, kasilma igin gerekli olan Ca' iyonlarinin sarkoplazmik
retikulumdan kas hiicresi igerisine girigini tetikler. Diyafram kasi gibi bircok kas
hiicresinde hiicre igerisine Ca' iyonlarmin girisi, K' iyon c¢ikisma bagh

repolarizasyonun ileri fazlarinda da siirdiiglinden hiperpolarizasyon goriilmez.
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Kas hiicresinde bir aksiyon potansiyeli olustugunda, hiicre boyunca bir dalga
seklinde yayilir. Sarkolemma olarak adlandirilan iskelet kasi hiicresinde bu hiicreye
0zel, t-tiibiilii ad1 verilen hiicre yiizeyinden hiicrenin derinliklerine kadar uzanan
girinti seklinde yapilar bulunmaktadir. Bu tiibiiler yapida aksiyon potansiyelinin

olusumu kasin kasilmasini saglayan kimyasal bir dizi olay1 tetikler (Hopkins 2006).

1.5.1. Aksiyon Potansiyeli Kayit Edilmesinde Kullamilan Yontemler

Hayvanlara ait hiicrelerden ilk hiicre i¢i dlgiimler 1949 yilinda Hodgkin ve
Huxley tarafindan Plymouth’da, Curtis ve Cole tarafindan ise Massachusets’de
gerceklestirilmistir  (Curtis ve Cole 1942, Hodgkin ve Huxley 1952). Bu
calismalarda, akson ¢apinin 1 mm civarinda olmasi sebebiyle bu tip ¢aligmalar i¢in
¢ok uygun olan ve heniiz yeni kesfedilmis miirekkep balignin dev aksonu
kullanilmustir. Ince metal ¢ubuk elektrot, aksonun kesilmis olan ucundan hiicre icine
sokularak hiicre i¢i ile aksonun bulundugu dis ortam yani deniz suyu arasindaki

potansiyel fark dl¢tilebilmistir.

Bu caligmalardan birka¢ yil sonra Ling ve Gerard tarafindan hiicre i¢i cam
mikroelektrot icat edilmistir (Ling ve Gerard 1949). Mikropipet erime sicakligi
diisiik sert cam pipetin orta kisminin yiiksek sicaklikta 1sitilip iki ucundan hizli bir
sekilde ¢ekilmesiyle elde edilir ve olduk¢a ince ve diizglin bir uca sahiptir.
Mikropipetin igerisine gii¢lii elektrolitik bir ¢ozelti (3 M KCIl) doldurularak
mikroelektrot elde edilir. Mikroelektrodun igerisine klor ile kaplanmis giimiis
(Ag/AgCl) elektrot yerlestirilerek mikroelektrot bu glimiis tel aracilifi ile giris
empedansi yiiksek bir pre-amplifikatorle irtibatlandirilir. Ug ¢apinin 1 pm’den daha
az olmasi sayesinde hiicre icerisine rahatlikla girilir ve girilen yerde mikroelektrodun
etrafini hiicre zarinin siki sekilde sarmasi ile herhangi bir kacak olmaksizin hiicre i¢i
potansiyel gozlemlenir ve kaydedilebilir. Hiicre i¢i mikroelektrotlar 10-100 MQ

arasinda degisen direnglere sahiptir ve direncin biiylik olmasi mikroelektrodun ug
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capmin kiigiikliigiiniin bir ifadesidir. Mikroelektrot direncinin biiyiik olusu,
irtibatlandirildig1 amplifikatoriin giris empedansinin daha da biiylik olmasini zorunlu
kilar. Aksi takdirde gozlenen potansiyel fark degeri gercek degerden uzaklasir
(Aidley ve Stanfield 1996).

1.6. Diyafram Kasinda Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi ve Kasilma

Mekanizmasi

Uyarilma-kasilma ¢iftlenimi terimi motor sinirler tarafindan sarkolemma
zarinda olusturulan aksiyon potansiyelinin Onciiliik ettigi ve hiicre igerisinde bulunan
kontraktil proteinlerin birbirleriyle etkilesimine kadar siiren bir dizi islemi
icermektedir. T-tiibiillerinin zarlar1 nifedipin gibi dihidropiridin bilesiklerinin
baglanma bolgelerinin viicudumuzda en yiiksek yogunlukta bulundugu yerlerdir.
Gliniimiizde, t-tiibiiler sistemindeki dihidropiridin reseptdrlerinin diger dokularda
bulunan L-tipi voltaj bagimli Ca™" kanallariyla benzer aminoasit dizilimine sahip
oldugu, buna ragmen Ca"™ kanali gibi fonksiyon gdstermedikleri bilinmektedir. Bu
reseptorlerin gorevleri yalnizca voltaj degisimlerini algilamaktir. Aksiyon potansiyeli
t-tiibiillerine ulastiginda zar potansiyelindeki degisim, dihidropiridin reseptoriiniin a-
alt linitesinde yapisal degisim meydana gelmesine neden olur. Bu degisim, ryanodin
reseptorii olarak adlandirilan ve sarkoplazmik retikulumdan Ca™’un salimimin
gergeklestigi kanalin da yapisal degisime ugramasina sebep olur. Dihidropiridin ile
ryanodin reseptdrleri arasindaki etkilesimin sonucu olarak kanal acilir ve Ca’"
sarkoplazmik retikulumdan konsantrasyon gradyenti etkisinde disar1 akmaya baslar.

Sitoplazmaya dogru gerceklesen bu akis ile kasilma tetiklenir.

Kasin kasilmasi aktin ve miyozin adi verilen filament bi¢imli iki proteinin
etkilesimiyle gerceklesmektedir. Bu proteinler arasinda in vitro ortamda gii¢lii bir
bag meydana gelmesine karsin, hiicre igerisinde kasilmanin gergeklestigi iinite olan
sarkomerlerde yiiksek diizeyde organize olmus olarak bulunurlar. Her bir sarkomer
kas lifinde dikey olarak bulunan bitisik Z proteini tabakalar1 arasinda bulunur.

Sarkomer mikroskop altinda kalin ve ince ¢izgili olarak goriiniir. Kalin filamentler
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miyozin, ince filamentler ise aktindir. Aktin ve miyozin filamentlerinin kismen i¢ ice
girmesi sebebiyle koyu ve acik bantlar goriiliir. Ag¢ik bantlar sadece aktin
filamentlerini igerir ve I bandi olarak adlandirilirlar. Koyu bantlar ise miyozin
filamentleri ve bu filamentlerin aralarina giren aktin filamentlerini icerirler ve A
bandi olarak adlandirilirlar. Aktin filamentlerinin bulunmadigi yalnizca miyozin
filamentlerinin orta kismini i¢eren banda ise H bandi, bu bandin ortasindaki ince
cizgiye ise M ¢izgisi adi verilir. Miyozin filamentlerinin yan taraflarindan kiiciik
uzantilar ¢ikar ve bu uzantilara ¢apraz kopriiler adi verilir. Capraz kopriilerle aktin
filamentleri arasindaki etkilesim kasilmaya neden olur. Miyozin ve aktin filamentleri
arasindaki yapisal organizasyonu silirdiirmek zordur ve bunu titin adi verilen

molekiiller saglar (Sekil 1.6).

Miyofibril

Aktin filamenti
Miyozin filamenti

[b%ndl A bandi I bandi M cizgisi
«—— Sarkomer _-E

Z cizgisi M {;'IZQ'S'
Aktin filamenti ]

Titin molekili —<

Miyozin filamenti

.......... 1

Z cizgisi

l

Sekil 1.6: Kas lifinin kasilmayla ilgili elemanlarin1 ve sarkomerin yapisinin
sematik gdsterimi (Marieb 1995).

Miyozin molekiilleri uzun bir kuyruk ile kiiresele benzer yapida bas bolgesi
igerir. Miyozinin bas kisminda aktin i¢in baglanma bdlgeleri bulunur fakat gevsemis
durumda bu baglanma, aktin filamentinde bulunan diizenleyici proteinler tarafindan

engellenir. Aktin monomerlerinin sarmal yapis1i nedeniyle olusan oyukta

19



tropomiyozin molekiilii uzanir. Aktin iizerindeki her bir miyozin baglanma
bolgesinde troponin T (tropomiyozin baglanan), troponin I (inhibe edici) ve troponin
C (Ca"" baglanan) alt iinitelerinden olusan bir troponin kompleksi bulunur. Gevseme
durumunda miyozinin aktine baglanmasi tropomiyozin ve troponin I kombinasyonu

tarafindan engellenir.

Kasilma baslamadan o6nce ¢apraz koprii baslart ATP ile baglanir. Miyozin
basinin ATPaz aktivitesi ile ATP yikilir fakat yikim iiriinleri olan ADP ve inorganik
fosfat (P;) basa bagl kalir. Bu asamada bas, aktin filamentine dogru uzanmakla
birlikte heniiz baglanmamis olarak bulunur. Sarkoplazmik retikulumdan Ca™" hiicre
icerisine salindiginda, Ca"™", troponin C’ye baglanarak diger troponin alt {initelerinde
yapisal degisime sebep olur. Bu yapisal degisim sayesinde miyozinin baglanma
bolgesi agiga c¢ikar ve baglanma gerceklesir. Capraz koprii basinin aktin filamentinin
aktif bolgesine baglanmasi, basin bigcimsel degisiklige ugrayarak egilmesine neden
olur. Bu sayede miyozin filamenti aktin iizerinde kayar gibi hareket eder. Bu
mekanizmaya kayan filamentler teorisi adi verilir (Sekil 1.7). Buna gore, kasilma
strasinda iki Z ¢izgisi birbirine yaklasir, sarkomerin ve I bandinin boyu kisalir fakat
A bandimin boyu degismez. Bas kismi egildiginde, bagli bulunan ADP ve P; salinir
ve buraya yeni bir ATP molekiilii baglanir. Bu baglanma basin aktinden ayrilmasina

neden olur. Kasin gevsemesi ile dongii tamamlanir. Her bir kasilmada bu dongii

tekrarlanir.
~fs Harekeet yOni Baglanma bélgeleri Aktin filamenti
e o o o l/l e o\. e o
¢ Kaydirici
_ kuvvet

Miyozin filamenti

Sekil 1.7: Kayan filamentler teorisine gore kasilma mekanizmasinin sematik
gosterimi (Guyton 2005).

20



Kasilmalarin birleserek kasin kasilma kuvvetini artirmasina sumasyon adi
verilir. Sumasyon iki yolla meydana gelir; eszamanli kasilan motor {initelerin sayisini

artirarak (mutipl lif sumasyonu), kasilma frekansini artirarak (frekans sumasyonu).

Multipl lif sumasyonunda, merkezi sinir sisteminden gelen zayif uyarilarla
once sayica az ve kiiciik kas lifleri uyarilirken sinyalin siddeti arttik¢ca daha biiyiik
motor initeler de uyarilmaya baslar. Tim motor Tnitelerin kasilmalarinin
toplanmasiyla multipl lif sumasyonu gerceklesir. Farkli motor {initelerin asenkron
olarak uyarilmasi kasilma kuvvetinin dereceli olarak artmasii ve diizgiin kasilma

meydana gelmesini saglar.

Frekans sumasyonunda ise uyarim frekansinin artirilmasiyla her yeni
kasilmanin bir Onceki kasilmayla cakismaya ve {iist iiste binmeye basladigi bir
duruma ulasilir. Sonugta ikinci kasilma birinciye eklenir ve toplam kasilma giicii
uyarim frekansinin artmasiyla birlikte artar. Uyarim frekansi belirli bir kritik degere
ulastiginda art arda kasilmalar o kadar hizlidir ki, kasilmalar birbiriyle kaynagsarak
diizgiin ve stirekli bir kasilma meydana getirir. Bu duruma tetanus, kritik degere ise
tetanus frekansi adi verilir. Kasilma giicii en biiyiik degerine ulastiktan sonra uyarim
frekans1 artinlldiginda kasilma giicii artmaz. Birbirini takip eden aksiyon
potansiyelleri arasinda bile sarkoplazmada yeterince Ca’™ bulundugu igin kasilma

hali stirekliligini korur (Guyton 2005).

1.6.1. Kasilmanin Kaydedilmesinde Kullanilan Yontemler

Kas kasildiginda bagli bulundugu cisme ya da sisteme bir kuvvet uygular ve
eger sistem miimkiin kiliyorsa kasin boyunda kisalma meydana gelir. Bir kasilma
olayinda her iki aktivite de olgiilebilir; kuvvet ve boydaki kisalma. Genellikle
Olciimler kasilma esnasinda bu iki degiskenden bir tanesi sabit tutularak
gerceklestirilir. izometrik kasilma olarak adlandirilan kasilmada, kasmn boyunun

kisalmasma izin verilmeyerek (boyu sabit tutularak) kasilma kuvveti Olgiiliir.
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[zotonik kasilma olarak adlandirilan kasilmada ise kasin olusturdugu kuvvet sabit
tutularak boyunda meydana gelen kisalma 6l¢iiliir. Kas uzunlugunun veya kuvvetin
ya da her ikisinin de bir karmasasi olarak kaydedilen degisime sarsi (twitch) adi

verilir.

Izometrik kasilmanin  6lgiildiigii sistem herhangi bir esnek eleman
icermemelidir. Boylece kasin kisalmasi engellenirken kuvvetin dogru Olclilmesi
miimkiin olur. Ge¢miste izometrik kasilma kuvveti Ol¢limlerinde kullanilan
sistemlerde basitce sert bir yaya bagl olan kola kas demetinin bir ucu tutturulup
diger ucu ise hareketsiz bir noktaya sabitlenmekte, yaya bagli olan kola monte
edilmis bir karbon kalemi ile dl¢limler gergeklestirilmekteydi. Fakat glintimiizde ¢ok
daha gelismis kuvvet ceviregleri kullanilmaktadir. Kuvvet, cevire¢ araciligi ile
elektriksel gerilime doniistiiriilerek, hizli yanitlar verebilen elektriksel olgii ve
gozlem araglarina aktarilabilmekte boylece, zamanla degisim grafikleri de

olusturulabilmektedir.

[zotonik kasilmanin 6l¢iildiigii sistemlerde, genellikle hareketi kaydedilen bir
hareketli kol ve bu kola bagli bir karbon kalemi bulunmaktadir. Kasin diger ucu ise
bir noktaya sabitlenmekte ya da kiitlesel 6zelligi bilinen herhangi bir agirlikla
yiiklenmektedir. Fakat giliniimiizde, izometrik kasilma kaydedilmesinde oldugu gibi
hareketli kolun hareketi bir ¢evireg ile elektriksel gerilime doniistiiriilerek elektriksel
Ol¢ii ve gbzlem araclarina aktarilabilmekte, bdylece zamanla degisim grafikleri de

olusturulabilmektedir (Keynes ve Aidley 1981).
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1.7. Calismanin Amaci

Abdominal aorta, diyaframin altinda kalan govdeye ve alt ekstremitelere kan
dagitiminin saglandigi tek ana damardir. Bu damarin ¢apinda 1,5 katlik artma sonucu
anevrizma meydana gelmektedir. Abdominal aorta anevrizmasi (AAA) ad1 verilen bu
durumun tedavisi aortik cerrahi yontemler kullanilmasini zorunlu kilmaktadir.
Cerrahi islemler esnasinda abdominal aort bir siire kapatilarak anevrizma meydana
gelen boliime greft yerlesitirilip dikilmekte, bu islemin sonrasinda ise yeniden kan
akis1 saglanmaktadir (Sakalihasan 2005). Iskemi olarak adlandirilan kan akisinin
durdurulmasi ve ardindan reperfiizyon olarak adlandirilan yeniden kan akisina izin
verilmesi, bu islemin uygulandigi damarin besledigi dokularda bazi fonksiyonel
degisikliklerin meydana gelmesine neden olmaktadir. AAA tedavisindeki cerrahi
islem sonrasinda meydana gelen solunumsal fonksiyon bozuklugunun mortalite ve
morbiditesi oldukca yiiksektir (Katzen ve MacLean 2006). Operasyon gegciren
hastalarin % 60’inda meydana gelen solunum fonksiyon bozuklugu iskemi-
reperfiizyon hasar ile iligkilendirilmektedir. Yapilan ¢alismalar soluk alip vermede
aktif goreve sahip diyafram kasinin bu komplikasyonlarda biiylik Olciide bir role

sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Moneley ve ark 2001).

Insanlarda meydana gelen buna benzer komplikasyonlarm ve bircok
patolojinin aragtirtlmasinda deneysel hayvan modellerinden yararlanilmaktadir.
McLaughlin ve arkadaslarinin 2000 yilinda yapmis oldugu bir c¢alismada, AAA
tedavisinin neden oldugu solunum fonksiyon bozuklugunun benzerinin meydana

geldigi bir deneysel hayvan modeli gelistirilmistir (McLaughlin ve ark 2000).

Yapmis oldugumuz c¢alisma ile siganlarda deneysel AAA tedavi modeli
olusturularak, solunumla ilgili komplikasyonlardan sorumlu tutulan diyafram kasinda
meydana gelebilecegi diisiiniilen elektrofizyolojik degisimlerin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu amagla, saglikli ve deneysel AAA tedavi modeli olusturulan
siganlardan izole edilen diyafram kasindan tek hiicre aksiyon potansiyeli ile

izometrik kasilma kuvveti Olglimleri  gergeklestirilerek — degerlendirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Genel Bilgiler

Yapilan deneylerde 14-16 haftalik eriskin 48 adet Wistar tiirii albino sicanlar
kullanilmustir. Fizyolojik farkliliklardan kaynaklanabilecek varyasyonlar diisiiniilerek
agirliklar1 250-350 g arasinda degisen yalnizca erkek sicanlar kullanilmistir. Deney
hayvanlar1, 12 saat gece 12 saat giindiiz periyodunda su ve yemde herhangi bir

kisitlama olmaksizin kafes basina 5 adet sican olmak kosuluyla barindirilmislardir.

Kullanilan tiim siganlar Konya Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilmistir. Deney hayvanlarina yapilan
tim deneysel ve cerrahi islemler Meram Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’nun 2010-085 sayil1 ve 30/09/2010 tarihli onayina dayanarak, ek deneyler ise
2013-074 sayil1 ve 17/04/2013 tarihli onayina dayanarak gerceklestirilmistir.

Deney gruplar1 her grupta 24’er hayvan olmak iizere iki grup olacak sekilde
organize edilmistir. Bu iki gruptan ilki SHAM grubu olarak adlandirilan, abdominal
iskemi-reperfiizyon modelinin uygulanmadig1 gruptur. Ikinci grup ise IR grubu
olarak adlandirilan ve abdominal iskemi-reperfiizyon modelinin uygulandigi gruptur.
Iskemi-reperfiizyon modelinin uygulandig1 ve Ryanodin varliginda kayit alinan grup
IR+RyR, N-metil-D-glukamin varliginda kayit alman grup IR+NMDG, 4-
aminopiridin varliginda kayit alinan grup ise IR+4AP olarak adlandirilmistir. Iskemi-
reperfiizyon modelinin uygulanmadigi gruplar ise benzer sekilde, SHAM+RyR,
SHAM+NMDG, SHAM+4AP olarak adlandirilmistir. Her bir deney hayvanindan 2
adet hemidiyafram preparati izole edilebilmektedir. SHAM ve IR gruplarinda, izole
edilen hemidiyaframlardan bir tanesi mikroelektrot ile aksiyon potansiyeli

kaydedilmesi deneylerinde, digeri ise izometrik kasilma kuvveti kaydedilmesi
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deneylerinde kullanilmistir. Deneyler sirasinda deneysel iskemi-reperfiizyon
gerceklestirilirken meydana gelen oOliimler nedeniyle 4 adet deney hayvam

elektrofizyolojik kayit deneylerine alinamamamastir.

2.2. Abdominal iskemi-Reperfiizyon Modeli Olusturulmasi

Abdominal iskemi-reperfiizyon modelinin olusturulmas1 i¢in, deney
hayvanlart 8§ mg/100 g ketamin ve 1 mg/100 g ksilazin kombinasyonunun
intraperitoneal enjeksiyonu ile anestetize edilmistir. Anestezi altindaki deney
hayvanlari, viicut sicakliklarinin 37°C’de sabit tutulabilmesi amaciyla, viicut
sicakligimi siirekli olarak bir rektal prop yardimiyla Olgerek bir geribesleme
diizenegine aktaran alttan 1sitmali ameliyat masasi (MAY RTC 9404-A Animal
Rectal Temperature Controller, Commat Ltd., Tiirkiye) {izerine sabitlenmistir.
Abdominal bolge tiiylerden arindirilarak temizlenmis ve burada yaklasik 3 cm’lik
median kesi olusturulmustur. Bir ekartér yardimiyla abdominal aortanin infrarenal
bolgesi gorlinlir hale getirilmistir. Aortaya ulasilabilmesi amaciyla periton zari
acilmis, abdominal aortadan kan akisin1 tamamen bloke edecek sekilde bir vaskiiler
klip yerlestirilmistir (Sekil 2.1). Peritondan su kaybini engellemek amaciyla kesi
bolgesi ortiilerek 30 dakika beklenmistir.
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arterler

Infrarenal
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Sekil 2.1: Abdominal aortaya ifrarenal bolgeden klip yerlestirilmesi.

Bekleme siiresinin ardindan klip kaldirilarak abdominal kan akis
saglanmigtir. Kesi bolgesi 4-0 ipek sutiir ile dikilerek kapatilmis 2 saat boyunca
deney hayvani normal yasam kosullarina dondiiriilerek gézlem altinda tutulmustur.
Bu siirenin ardindan uyanmis olan deney hayvani tekrar 8 mg/100 g ketamin ve 1
mg/100 g ksilazin kombinasyonunun intraperitoneal enjeksiyonu ile anestetize

edilerek diyafram izolasyonu i¢in disseksiyon agamasina gegilmistir.

Iskemi-reperfiizyon modelinin uygulanmadig1 grup olan SHAM grubu deney
hayvanlarina ise IR grubuna uygulanan prosediirden farkli olarak yalnizca abdominal

aortadan kan akiginin klip ile bloke edilmesi islemi uygulanmamastir.
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2.3. Sicandan Diyafram izolasyonu

Diyaframin izolasyonuna baslanmadan once deney hayvanlari anestezi
altindayken oOncelikle kanin toraksta toplanmasini 6nlemek i¢in si¢ana servikal
dislokasyon uygulanip bas, boyun hizasindan kesilerek ayrilmistir Diyafram
izolasyonu Biilbring’in 1946 yilinda tanimlamis oldugu yonteme gore
gergeklestirilmistir (Biilbring, 1946). Gogiis bolgesindeki tiiyli deri tabakasi, gogiis
kafesi goriinecek sekilde temizlenmis, ksifoid c¢ikintinin goriintir hale gelmesi
saglanmigtir. Ksifoid ¢ikintinin kesilmesiyle olusan bosluktan yararlanarak toraks 6n
duvar agildiktan sonra kostalar kesilerek frenik sinirler goriiniir hale getirilmistir.
Ardindan batin agilarak karaciger ile diyafram arasindaki baglar da ayrildiktan sonra
kostalardan destek alinarak diyafram tendon hizasindan omurgaya kadar kesilmistir.
Diyaframin baglantili oldugu dokulardan ayrilmasinin ardindan, 6nce sol frenik sinir
daha sonra da aorta ile paralel seyreden sag frenik sinir timus hizasindan diyaframi
innerve ettigi bolgeye kadar izole edilmistir. Izole edilen diyafram-frenik sinir
dokusu median bdlgede yer alan bag doku hizasindan kesilerek iki adet
hemidiyafram-frenik sinir preparati elde edilmistir. Frenik sinir-hemidiyafram
preparatlar1 kostalarin hemidiyaframi tasiyacagi sekilde hazirlanmistir. Elde edilen
canli doku preparati hizli bir sekilde sicakligi fizyolojik sicaklik olan 37°C’de sabit
tutulan ve taze kalmasi i¢in siirekli perflize edilen Krebs soliisyonu igerisine

alinmustir.

2.4. Kullanilan Kimyasallar

Deneyler esnasinda c¢alisilan  dokunun canli  olmasi gerektiginden
hiicrelerarasi siviy1 taklit edecek ayni ozelliklere ve iyonik konsantrasyonlara sahip
Krebs soliisyonu kullanilmigtir. Kullanilan soliisyon 133 mM NaCl; 4,9 mM KClI;
1,8 mM CaCl,; 11,9 mM NaHCOs;; 0,7 mM NaH;POy4; 11 mM Glukoz igermektedir.
N-metil-D-glukamin (NMDG) eklenen modifiye Krebs soliisyonu ise 127 mM
NMDG; 40 mM NaCl; 4,9 mM KCI; 1,8 mM CaCly; 11,9 mM NaHCOs; 0,7 mM
NaH,POy4; 11 mM Glukoz i¢cermektedir. Ryanodin (RyR) ile yapilan deneylerde 3
nM konsantrasyonda RyR iceren, 4-Aminopiridin (4AP) ile yapilan deneylerde ise
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0,3 mM konsantrasyonda 4AP iceren Krebs soliisyonu kullanilmistir. 4-Aminopiridin
ve N-metil-D-glukamin Sigma Aldrich Chemicals, USA’dan, diger kimyasallar
Merck Chemicals, Germany’den temin edilmistir. Deneyler esnasinda ve Oncesinde
stirekli olarak %95 O, ve %5 CO, karisimi ile gazlanan soliisyonlarin pH’1 7,4 olarak

ayarlanmustir.

2.5. izometrik Kasilmanin Kaydedilmesi

Hemidiyafram preparati izole edildikten sonra kas liflerinin boylamasina
uzandigr eksen uzun kenar olmak iizere 20 mm uzunlugunda 5 mm eninde serit
halinde kesilmistir. Ardindan, igerisi Krebs soliisyonu ile perfiize edilen, dis1 2 mm
sicak su devri saglanan (MAY WBC 3044 Waterbath and Circulator, Commat Ltd.,
Tiirkiye) 1s1 ceketli 20 mL hacimli organ banyosu (MAY IOBS 99 Isolated Tissue
Bath and Circulator, Commat Ltd., Tiirkiye) i¢erisine alinmistir. Diyafram seridinin
tendon ile biten ucu doku klibi ile bir manuel mikromanipiilatore, kostalara bagl
olan ucu ise yine bir doku klibi ile kuvvet ¢evirecine (FT03 Force Displacement
Transducer, Grass Co., USA) baglanmistir. Uyarim, anot ve katot uglar1 diyafram
seridini arasina alacak sekilde tasarlanmig alan uyarisi elektrodundan bir stimiilator

(S88 Stimulator, Grass Co., USA) aracilifiyla gergeklestirilmistir.

Kayit prosediiriiniin baglamasindan 6nce 20 dakikalik dokunun dengelenmesi
icin bekleme periyodunun ardindan mikromaniplatér ile kasin gerimi 2 g olacak
sekilde ayarlanmistir. Ilk olarak 1 Hz frekansta supramaksimal kare bi¢imli uyaranlar
verilerek kasilma yanitlar1 kaydedilmistir. Dinlenme periyodunun ardindan 50 Hz
frekansli supramaksimal kare bi¢imli puls deseni uygulanarak tetanik kasilma yaniti
kaydedilmistir. Tekrar bir dinlenme periyodunun ardindan frekanst 20 Hz’den
baslayarak 70 Hz’e kadar artirilan supramaksimal kare bi¢imli puls deseni
uygulanmistir. Eszamanli olarak stimiilatorden de girdi alan kayit programu ile puls
deseni de kaydedilmistir. Veriler bir analog dijital ¢evirici (MP45 Two channel data
acquisiton unit, Biopac, USA) iizerinden bir kayit programi (BSL PRO 3.7.5, Biopac,
USA) kullanilarak bilgisayarin sabit belleginde saklanmak iizere kaydedilmistir.

28



[zometrik kasilma kayitlar1 tamamlandiktan sonra diyafram seritleri cevreleyen bag
dokudan arindirildiktan sonra 0,1 mg hassasiyetinde bir terazi (SBA 31, Scaltec) ile

agirliklar dlgiilerek not edilmistir.

2.6. izometrik Kasilma Kayitlarinin Analizlenmesi

Frekansi 1 Hz olan supramaksimal kare bi¢cimli uyaranlarla elde edilen
kasilma yanitlarinin analizlenmesi sonucunda genlik (Maksimum Kasilma, MK),
kasilma stiresi (KS) ve yar1 gevseme siiresi (GS50) parametreleri elde edilmistir
(Sekil 2.2).

Maksimum ;
kasilma (MK) S W % MK

Zaman, ms

‘Kasilma |
stiresi (KS) !

Yari gevseme
sliresi (GS50)

Sekil 2.2: Frekanst 1 Hz olan supramaksimal kare big¢imli uyaranlarin
kasilma yanitlarinin analizinden elde edilen parametreler.

Frekans1 50 Hz olan supramaksimal kare bicimli uyaranlarla elde edilen
kasilma yanitlarinin analizlenmesi sonucunda ise tetanik kuvvet (TK) parametresi
elde edilmistir. Frekans1 25-70 Hz arasinda degistirilen supramaksimal kare bigimli
uyaranlarla elde edilen kasilma yanitlarinin analizlenmesi ile kasin hangi frekanstaki

uyaran verildiginde tetanusa girdigi (Tetanus frekansi, TF) belirlenmistir.

Maksimum kasilma (MK) ve tetanik kuvvet (TK) parametreleri kasilma
kuvveti igeren parametreler olup normalize edilen veriler Newton (N) cinsinden
verilmistir. Bu veriler hesaplanirken birim kesit alana karsilik gelen kuvvet degeri ilk
olarak 1972’de Close tarafindan tanimlanan 6zel bir formiilden yararlanilmigtir

(Close, 1972).
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Kuvvet (FXxdxl)

cm? m

Bu formiile gore F, olciilen kuvveti (N), d, iskelet kasinin spesifik
yogunlugunu (1,06 g/cm’), 1, kas seridinin uzunlugunu (cm) ve m ise kas seridinin

agirhigimi (g) ifade etmektedir.
2.7. Aksiyon Potansiyelinin Kaydedilmesi

Hemidiyafram preparati izole edildikten sonra orta kisminda 20x15 mm
ebadinda seffaf pleksiglas bir boliim igeren ve zemini seffaf boliimle ayni hizada
sylgard jel ile kaplanmis organ banyosu igerisine yerlestirilmistir. Organ banyosu
deney siiresince siirekli olarak taze Krebs soliisyonu ile 3 mL/dk hizinda perfiize

edilmis ve 6zel tasarimi sayesinde sicakligi 37°C’de sabit tutulmustur (Sekil 2.3).

Seffaf balim Sylgard jel

/
Soliisyon girisi / I -
Fraparat katman / / & Saliizyon
clLls

-

- /

Sekil 2.3: Aksiyon potansiyeli kayit edilmesi deneylerinde kullanilan organ
banyosunun katmanlar1 demonte (solda) ve monte (sagda) halde sematik olarak
gosterilmistir.

Hemidiyafram preparati yogunluklu olarak kas dokusunu igeren bdliimii
seffaf kisma gelecek sekilde 2-3 mm uzunlugundaki gelik pinler kullanilarak sylgard
jel lizerine tamami soliisyon seviyesinin altinda kalacak sekilde sabitlenmis, 20
dakika dokunun dinlenmesi i¢in beklenmisgtir.
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Diisiik erime sicakligina sahip i¢ filamentli borosilikat pipetler (WPI
Instruments Co., UK) bir mikroelektrot c¢ekici ile (PN-31 Miropipette puller,
Narishige, Japan) cekilerek igleri bir hamilton tipi enjektor yardimiyla 3 M KCl
cozeltisi ile doldurulmustur. Mikropipetin igerisine klor ile kaplanmig Ag/AgCl tel
yerlestirilmis, mikroelektrot direnci 6l¢iilmiistiir. Deneylerde direnci 15-20 MQ olan

mikroelektrotlar kullanilmustir.

Diyafram dokusu bir stimiilatorle (S48 Stimulator, Grass Co., USA)
olusturulan 0,2 ms siireli supramaksimal kare bicimli uyaranlarla bir stimulus
izolasyon Ttnitesi (SIUS, Grass Co., USA) lizerinden 0,1 mm ¢apli tungsten telden
yapilmis uyaran elektrot kullanilarak uyarilmistir. Uyaran elektrot, diyafram
tizerindeki konumunun degistirilebilmesi i¢in 3 aksli bir mikromanipiilatore
(Narishige, Japan) monte edilmistir. Mikroelektrot ise 3 aksli bir motorize
mikromanipiilatore (MP225 3-axis motorized micromanipulator, Sutter Instrument,
USA) monte edilerek kontrol edilmistir. Sinyaller bir hiicre i¢i kayit amplifikatorii
(IE-251A Intracelluler electrometer, Warner Instruments, UK) ile yiikseltilerek bir
analog/dijital ¢evirici (MP100 Data acquisition system, Biopac, USA) iizerinden
bilgisayara aktarilmis, yazilim (AcqKnowledge 4.2.1, Biopac, USA) aracilig: ile ileri
analizler i¢in bilgisayar sabit bellegine kaydedilmistir. Kayitlar 25 kHz 6rnekleme
hizinda baslangict harici olarak stimiilatorle tetiklenen 20 ms siireli sweepler
seklinde alinmistir. Sinyallerde meydana gelen anlik degisimlerin godzlenmesi
amactyla bir osiloskop kullanilmistir. Diizenek sematik olarak Sekil 2.4.°te

gosterilmistir.
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Sekil 2.4: Aksiyon potansiyeli kayit edilmesinde kullanilan deney diizenegi.

Her bir diyafram preparati hipotetik olarak 4 bodlgeye ayrilmis, her bir
bolgeye rastgele 10 dalis gerceklestirilmistir. Diyaframin hangi bolgesinde
calisildiginin goézlenmesi i¢in 10X biiyiitme giiciine sahip bir binokiiler mikroskop
(Nikon SMZ800, Japan) kullanilmistir. Bir hiicreye yalnizca 1 adet dalig
gerceklestirilmis ve yalnizca 1 adet aksiyon potansiyeli kaydedilmistir. Boylece
deneyler sonucunda SHAM grubu i¢in 429 adet, IR grubu i¢in ise 412 adet aksiyon
potansiyeli kaydedilmistir.

Kasilma ile eszamanli olarak AP kaydedilmesi deneylerinde ise farkli olarak
diyaframin kostalara bagli olan ucu bir doku klibi ile kuvvet ¢evirecine (FT03 Force
Displacement Transducer, Grass Co., USA) baglanmistir. Uyarim, anot ve katot
uclar1 diyafram seridini arasina alacak sekilde tasarlanmis alan uyarisi elektrodundan
bir stimiilator (S48 Stimulator, Grass Co., USA) araciligiyla 0,2 ms siireli
supramaksimal kare bi¢imli uyaranlarla bir stimulus izolasyon tinitesi (SIUS, Grass
Co., USA) iizerinden gerceklestirilmistir. Kas sarsilari, bir amfi (DA100C Amplifier
Module, Biopac, USA) ile yiikseltilerek bir analog/dijital ¢evirici (MP100 Data

acquisition system, Biopac, USA) lizerinden AP sinyalleri ile eszamanli ve aym
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ornekleme hizinda alinip bilgisayara aktarilmig, yazilim (AcqKnowledge 4.2.1,
Biopac, USA) araciligi ile ileri analizler ic¢in bilgisayar sabit bellegine

kaydedilmistir.

2.8. Aksiyon Potansiyellerinin Analizlenmesi

Kaydedilen aksiyon potansiyelleri {izerinden hesaplanan parametreler;
Dinlenim Zar Potansiyeli (DZP), Tepe Degeri (TD), Genlik (APG), Alan (APA),
Tepeye Cikis Siiresi (TCS), Yar1 Repolarizasyon Siiresi (APR50), Tiirev Maksimum
(dV/dtpak), Tirev Minimum (dV/dtyi,), Maksimum Tirev Zamani (MTZ) ve
Carpikliktir.

¢
Tepe
de%eri (TD)

L (0 T
A %25 APG
N %50 APG
Genlik (APG) P
P\ %75 APG
| N %90 APG
e

_____________________________________________________________________________________

Tepeye cikis iﬁ—:ﬁvaPDQO

suresi (TCS) i——i> ApD75
—>{ APD50
\—>{ APD25

Sekil 2.5: Kaydedilen aksiyon potansiyelleri {iizerinden hesaplanan
parametreler.

Dinlenim zar potansiyeli (DZP), hiicre icerisine girildikten sonra herhangi bir
uyaran verilmeden kaydedilmis tek bir sweepi olusturan veri noktalarinin
ortalamalar1 alinarak her bir hiicre i¢in hesaplanmistir. Birimi milivolt (mV) olarak

verilmistir.
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Tepe degeri (TD), hiicre zarmin depolarizasyonunun sonucunda aksiyon
potansiyelinin ulastig1 en biiyiik potansiyel fark degeridir (Sekil 2.5). Birimi milivolt

(mV) olarak verilmistir.

Genlik (APG), aksiyon potansiyelinin en biiylik degere ulastigi nokta ile
dinlenim zar potansiyeli arasindaki fark hesaplanarak bulunan degerdir (Sekil 2.5).

Birimi milivolt (mV) olarak verilmistir.

Alan (APA), kaydedilen aksiyon potansiyelinin mutlak degerinin integrali
hesaplanarak elde edilen degerdir (Sekil 2.5). Birimi milivolt ile milisaniyenin

carpimi (mV.ms) olarak verilmistir.

Tepeye c¢ikis siiresi (TCS), aksiyon potansiyelinin baglangici ile zarin
potansiyel fark degerinin en biiylik oldugu an arasinda gegen siiredir (Sekil 2.5).

Birimi milisaniye (ms) olarak verilmistir.

Repolarizasyonda, tepe degerinin %25, %50, %75 ve %90 azalmasi igin
gecen siireler sirastyla APD25, APD50, APD75 ve APD90 olarak adlandirilmigtir

(Sekil 2.5). Birimi milisaniye (ms) olarak verilmistir.

Aksiyon potansiyelinin tiimiiniin tlirevi hesaplatildiginda, bulunan en biiyiik
deger tiirev maksimum degeri (dV/dtm.k), en kiiclik deger ise tliirev minimum degeri
(dV/dtyin)’dir. Her iki parametrenin de birimi milivoltun milisaniyeye bolimi
(mV/ms) olarak verilmistir. Aksiyon potansiyelinin en biylik tlirev degerine
ulagmast i¢in gecen siire ise maksimum tirev zamanidir (MTZ), birimi ise

mikrosaniye (us) olarak verilmistir.
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Aksiyon potansiyeli esnasinda hiicre zarinin her bir 6rnek alinan andaki
potansiyel fark degerine bagl potansiyel farkin degisimi grafigi olusturuldugunda
Sekil 2.6’daki gibi dongiisel bir grafik meydana gelmektedir.

200 -

Zar potansiyeli degisimi (my/ms)

Zar potansiyeli [mV)
— T . . —t
-80 -60 T im0 -20 0 200 40
e -~ A
| =N, P
-100 N T

Sekil 2.6. Hiicre zarinin her bir 6rnek alinan andaki potansiyel fark degerine
bagli potansiyel farkin degisimi grafigi.

Bu grafikte bagimsiz degisken ekseninin (x ekseni) lizerinde kalan kisim
aksiyon potansiyeli tiirevinin pozitif degerler aldigi anlar1 igermektedir. Aksiyon
potansiyeli tiirevi yalmizca ¢ikis fazinda pozitif degerler alacagindan, buradaki
dagilim c¢arpiklik yoniinden incelenmistir. Carpiklik (Skewness), istatistikte
kullanilan bir yontem olmakla beraber bir dagilimin simetrik olmaktan ne kadar ve
ne yonde uzak oldugunun bir Slcisiidiir. Carpiklik degeri pozitif ya da negatif
olabilmektedir (Sekil 2.7.).

+ 0

Pozitif € == — Hegatif

Sekil 2.7. Simetrik dagilim (siyah), pozitif ¢arpikliga (siyah kesikli) ve
negatif carpikliga (gri) sahip dagilimlar.
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Pozitif carpiklikta sagdaki kuyruk, negatif ¢arpiklikta ise soldaki kuyruk
uzundur. Carpikligin mutlak degeri, dagilimin simetri ekseninden ne kadar uzakta
oldugunu gosterir. Buna gore her bir aksiyon potansiyeli i¢in zar potansiyeline bagl
tirevi bulunarak tlirevinin pozitif oldugu bdlge izole edilmis ve bir dagilim
olusturulmustur. Bu dagilimin her birinin kendi maksimum degeri 100 kabul edilmek

tizere ylizde (%) ¢arpiklik degerleri hesaplanmustir. Carpiklik degeri birimsizdir.

Kas sarsilariyla eszamanli AP kayitlarindan, AP’nin bagladigi andan kas
sarsisinin baglamasina kadar gegen siire olarak tanimlanan Latent Donem (LD)

parametresi hesaplanmigtir. Birimi milisaniye (ms) olarak verilmistir.

2.9. istatistiksel Analizler

Tlm veriler ortalama ve ortalamanin standart hatasi (ortalamazst.hata) olarak
verilmigstir. Gruplara ait verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnow
ile test edilmis ve p>0,05 anlamlilik diizeyindeki verilerin normal dagilima uydugu,

p<0,05 anlamlilik diizeyindeki verilerin normal dagilima uymadig1 kabul edilmistir.

Normal dagilima uygunluk gosteren verilerin karsilastirilmasi bagimsiz t testi
(Unpaired Student’s t test) kullanilarak yapilirken, normal dagilima uygunluk
gostermeyen verilerin karsilagtirilmasi1 ise Mann-Whitney U testi kullanilarak
yapilmistir. Bu karsilastirma sonucunda p degeri 0,01°den kiiclik olarak bulunan

veriler arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Verilerin analizi Microsoft Excel 2007 ve MatLab R2010a kullanilarak
yapilirken, istatistiksel testler ise GraphPad Prism 5 Demo for Windows paket

programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Deneylerle Tlgili Genel Veriler

Deneylerde kullanilan hayvanlarin agirliklarinin  ortalamas1 321,1£7,2 g
olarak Olciilmiistiir. Deney hayvanlarindan izole edilen diyaframlarin agirliklar ise
ortalama 96,24+0,43 mg olarak Olciilmiistiir. Deney gruplari arasinda hem viicut hem
de diyafram agirlig1 yoniinden anlamli fark bulunmamistir (p<0,01). Her bir deney
hayvanina ait diyaframdan tiim gruplar i¢in ortalama 32,2+4,0 adet AP

kaydedilmistir.

3.2. Diyaframin Mekanik ve Elektriksel Aktivitesi ile Tlgili Bulgular

Sicandan izole edilen diyafram kasi preparatindan fizyolojik kosullara en
yakin kosullar altinda gesitli 6zelliklerdeki direkt uyaranlarla elde edilen kasilma
yanitlar1 kaydedilmistir. Frekans1 1 Hz olan supramaksimal kare bi¢imli uyaranlarla
elde edilen ve her bir gruba ait ortalamay1 en iyi gdsteren birer 6rnek kasilma yaniti,
altta uyaran pulsu ile eszamanli olarak Sekil 3.1A’da goriilmektedir. Gereg ve
Yontem boliimiinde belirtildigi gibi normalize edilmis Maksimum Kasilma Kuvveti
(MK) degerlerinin ortalamast SHAM grubu i¢in 4,00+0,31 N; IR grubu i¢in ise
3,03+0,20 N olarak bulunmustur (Sekil 3.1B). MK degeri ortalamalar1 arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 3.1: Supramaksimal kare bi¢imli uyaran ve Ornek kasilma yanitlart
eszamanl olarak cizilmistir (A). Maksimum Kasilma Kuvveti (MK) degerlerinin
ortalamast (SHAM i¢in N=10, n=40, IR i¢in N=10, n=40) (B). Veriler
ortalama+tstandart hata olarak gdosterilmistir. * ise gruplarin ortalamalar1 birbiriyle
karsilagtirlldiginda  farkin ~ p<0,01 seviyesindeki istatistiksel —anlamliligini
gostermektedir.

Frekansi 1 Hz olan supramaksimal kare bi¢imli uyaranlarla elde edilen
kasilma yanitlarindan hesaplanan Kasilma Siiresi (KS) ve Yar1 Gevseme Siiresi
(GS50) degerleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Gruplar arasinda bu iki deger i¢in de

istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) fark bulunmamustir.

Cizelge 3.1: Her bir deney grubu icin hesaplanan Kasilma Siiresi (KS) ve Yar
Gevseme Siiresi (GS50) degerleri. Veriler ortalama+standart hata olarak verilmistir.

KS (ms) GS50 (ms)
(N:sigAI'LO) 29,94 +0,46 20,62 + 0,65
(N=1 (;Rn: 40) 28,90 + 0,45 19,10+ 0,72
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Kas sarsilartyla eszamanli olarak AP kaydedilmesi deneylerinden elde edilen
ornek yanitlar Sekil 3.2°de her bir grup i¢in gosterilmistir. Kas sarsisinin AP’ye gore
daha uzun siiren bir olay olmasi nedeniyle Latent Dénem (LD, ms) parametresindeki
degisimin daha iyi gorilebilmesi icin kas sarsilarinin yalnizca kasilmanin

gerceklestigi boliimii verilmistir.
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Sekil 3.2: Kas sarsilartyla eszamanli aksiyon potansiyeli (AP) kayitlarina ait
birer 6rnek kayit. Kas sarsisinin yalnizca kasilma boliimii (siyah ¢izgi) ile AP kaydi
(gri ¢izgi) aynm1 zamansal eksende goriilmekte olup, her ikisinin de bagladigi an
kesikli ¢izgi ile belirtilmistir.
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Her bir deney hayvaninin diyaframindan Sekil 3.2°de goriildiigii gibi
kaydedilen sinyaller {izerinden, AP ile kas sarsisinin baglamasi arasindaki siire olan
Latent Donem (LD, ms) verileri hesaplanmistir. SHAM ve IR gruplan igin ve
bunlara Ryanodine uygulamas: ile elde edilen ortalama LD degerleri (SHAM i¢in
2,55+0,14 ms, IR igin 3,71+£0,12 ms, SHAM+RyR icin 3,09+0,16 ms, IR+RyR i¢in
3,80+0,15 ms) ait grafik Sekil 3.3’te goriilmektedir. Ortalamalar karsilastirildiginda
tim diger gruplara ait de8erler SHAM grubuna gore anlamli olarak artmis
bulunurken, SHAM+RyR ile IR arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Kas sarsilariyla eszamanli AP kayitlarindan her bir deney grubu
icin hesaplanan Latent Donem (LD, ms) degerlerinin ortalamalart (SHAM i¢in N=4,
n=25, IR i¢in N=4, n=31, SHAM+RyR i¢cin N=4, n=25, [IR+RyR i¢cin N=4, n=41).
Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. * SHAM grubu ile
karsilagtirildiginda, # ise IR grubu ile karsilagtirildiginda farkin p<0,01 seviyesindeki
istatistiksel anlamliligin1 gostermektedir.

Frekanst 50 Hz olan supramaksimal kare bicimli uyaranlarla elde edilen
kasilma yanitlarindan her bir gruba ait ortalamayi en iyi gosteren birer Ornek
eszamanli olarak Sekil 3.4A’da goriilmektedir. Gere¢ ve YoOntem boliimiinde
belirtildigi sekilde normalize edilmis Tetanik Kuvvet (TK) degerlerinin ortalamasi
SHAM grubu i¢in 9,57+£0,43 N; IR grubu i¢in ise 7,38+0,53 N olarak bulunmustur
(Sekil 3.4B). Ortalama TK degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 3.4: Supramaksimal 50 Hz kare bi¢imli uyarana kasilma yanitt
ornekleri eszamanli olarak gosterimi (A). Tetanik Kuvvet (TK) degerlerinin
ortalamas1 (SHAM i¢in N=10, n=10, IR i¢in N=10, n=10) (B). Veriler
ortalamatstandart hata olarak gosterilmistir. * ise gruplarin ortalamalar1 birbiriyle
karsilagtirlldiginda  farkin ~ p<0,01  seviyesindeki istatistiksel —anlamliligini
gostermektedir.

Frekanst 25-70 Hz arasinda degistirilen supramaksimal kare bigimli
uyaranlarla elde edilen kasilma yanitlarindan her bir gruba ait ortalamay: en iyi
gosteren birer Ornek eszamanli olarak Sekil 3.5A’da goriilmektedir. Gere¢ ve
Yontem boliimiinde belirtildigi gibi hesaplanan Tetanus Frekansi (TF) degerlerinin
ortalamast SHAM grubu i¢in 49,71£1,64 Hz; IR grubu i¢in ise 47,78+0,94 Hz olarak
bulunurken(Sekil 3.5B), ortalama TF degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

(p<0,01) fark bulunmamistr.
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Sekil 3.5: Supramaksimal ve frekansi 25-70 Hz arasinda degistirilen kare
bicimli uyarana her bir grup icin Ornek kasilma yanitlarinin eszamanli olarak
gosterimi (A). Tetanus Frekansi (TF) ortalamasi (SHAM i¢in N=10, n=10, IR i¢in
N=10, n=10) (B). Veriler ortalama+standart hata olarak gosterilmistir.

Sicandan izole edilen diyafram kasi1 preparatindan fizyolojik kosullara en
yakin kosullar altinda tek hiicre kas aksiyon potansiyelleri ve dinlenim zar
potansiyelleri kaydedilmistir. Kayitlar alinmadan hemen once mikroelektrotlarin
direnci 6lgiilerek degeri 10-15 MQ araliginda olanlar kullanilmis, bu degerler disinda
bulunan mikroelektrotlar kullanilmamigstir. Belirtilen elektrotlarla her bir grup icin
oOl¢iilen Dinlenim Zar Potansiyeli (DZP) degerlerinin ortalamast SHAM ve IR ig¢in
Sekil 3.6A’da verilmistir. AAA tedavi modeli gergeklestirilen sicanlarin diyafram
kas1 hiicrelerinin zarlarmin daha hiperpolarize oldugu bulunmus, dinlenim zar
potansiyelleri ortalamast SHAM grubu icin -71,54+0,19 mV ve IR grubu igin
-74,58+0,17 mV olarak hesaplanmistir. Kaydedilen DZP’lerden her bir gruptan

rastgele secilen 10 deney hayvanina ait 6rnekler Sekil 3.6B’de verilmistir.
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Sekil 3.6: Her bir gruba ait ortalama (SHAM i¢in N=10, n=429, IR igin
N=10, n=412) Dinlenim Zar Potansiyeli (DZP, mV) degerleri (A), her bir gruptan
rastgele secilen 10 deney hayvanina ait dinlenim zar potansiyeli kayit 6rnekleri (B).
Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. * ise gruplarin ortalamalari
birbiriyle karsilastirildiginda farkin p<0,01 seviyesindeki istatistiksel anlamliligini
gostermektedir.

Mikroelektrotla tek hiicre icerisinden supramaksimal bir uyaran sonrasinda
olusan aksiyon potansiyelleri kaydedilmistir. Kaydedilen aksiyon potansiyellerinden
her bir deney grubu i¢in durumu en 1yi gosteren aksiyon potansiyeli 6rnekleri Sekil

3.7°de ayn1 zamansal eksende gdsterilmistir.

Sekil 3.7: Her bir deney grubu i¢in durumu en iyi gosteren aksiyon
potansiyeli 6rnekleri ayn1 zamansal eksende goriilmektedir.
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Mikroelektrotla hiicre igerisine girilerek kaydedilen dinlenim zar potansiyeli
ile supramaksimal uyaran sonrasinda kaydedilen AP’lerden Gere¢ ve Yontem
boliimiinde detayli olarak anlatildig: sekilde hesaplanan Tepe Degeri (TD, mV), AP
Genligi (APG, mV) ve AP Alan1 (APA, mV.ms) degerlerinin ortalamasi her bir

deney grubuna ait hayvan i¢in Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2: Her bir deney grubundan birer deney hayvanina ait Dinlenim Zar
Potansiyeli (DZP, mV), Tepe Degeri (TD, mV), AP Genligi (APG, mV) ve AP Alani
(APA, mV.ms)) verileri ile bu veriler i¢in hesaplanan gruplar arasi farkin anlamlilik
diizeyi verilmistir.

Deney  DZP (mV) D (mV) APG (mV) APA (mV.ms)

M- SHAM IR SHAM IR SHAM IR  SHAM IR
1 71,13 7621 2172 1514 9285 9135 _ 89,95 974l
2 7196 347 2036 2091 9232 9438 89,07 7835
3 002 7356 12,56 1032 82,68 8388 80,71 _ 9041
4 6829 7548 17,72 23,54 8602 9901 _ 68,99 84,71
5 7065 7500 6,69 1225 7733 8725 9,67 915l
6 7272 7577 1478 2487 87,50 100,63 _ 86,68 97,16
7 7308 7278 1322 2604 8629 9882 7880 8528
8 6380 7204 839 1143 7728 8347 8679 87,65
9 7430 7462 12,56 2898 8686 103,60 87,13 91,37
10 7134 7474 2005 1066 91,39 8540 _ 83,18 96,14

Ort. -71,54 -74,58 15,48 18,2 87,01 92,83 85,08 90,24
+SH +0,19 +0,17 +0,30 540,38 +0,38 +0,42 +0,52 +0,56

p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01

Kaydedilen AP’lerin TD ortalamasinin IR grubunda SHAM grubuna gore
arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,01) goriilmiistir (Sekil
3.8A). Ortalama TD degerleri, SHAM grubu i¢in 15,48+0,30 mV iken IR grubu i¢in
18,25+0,38 mV olarak bulunmustur. Ortalama AP Genliginin IR grubunda SHAM
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,01) fazla oldugu goériilmiistiir
(Sekil 3.8B). APG, SHAM grubu i¢in 87,01+0,38 mV, IR grubu i¢in ise 92,83+0,42
mV olarak bulunmustur. Kaydedilen AP egrilerinin integralleri hesaplanarak bulunan
alan degerlerinin ortalamasi ise SHAM grubu i¢in 85,08+0,52 mV.ms, IR grubu i¢in
ise 90,244+0,56 mV.ms olarak bulunmustur. SHAM grubu ile karsilastirildiginda alan
icin de gruplar aras1 farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,01) goriilmiistiir

(Sekil 3.8C
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Sekil 3.8: Her bir deney grubuna ait ortalama (SHAM i¢in N=10, n=429, IR
icin N=10, n=412) Tepe Degeri (TD, mV) (A), AP Genligi (APG, mV) (B) ve AP
alant (APA, mV.ms) (C) verileri. Veriler ortalamatstandart hata olarak
gosterilmistir. * ise gruplarin ortalamalar: birbiriyle karsilagtirildiginda farkin p<0,01
seviyesindeki istatistiksel anlamliligin1 gostermektedir.

Gere¢ ve Yontem boliimiinde belirtildigi sekilde hesaplanan, tepe degerinin
%25, %50, %75 ve %90 azalmasi i¢in gegen siirelerin ortalamasi (APD25, APD50,
APD75 ve APDO90) Sekil 3.9’da verilmistir. IR grubunda SHAM grubuna gore
yalnizca APD50 ve APD75 degerlerinin ortalamasinda istatistiksel olarak anlamli

(p<0,01) kisalma goriilmiistiir.
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Sekil 3.9: Tepe degerinin %25, %50, %75 ve %90 azalmasi i¢in gecen siirelerin (ms)
ortalamasi (SHAM i¢in N=10, n=429 ve IR i¢in N=10, n=412) sirastyla APD25 (A),
APD50 (B), APD75 (C) ve APD90 (D). Veriler ortalama+standart hata olarak
gosterilmistir. * ise gruplarin ortalamalari birbiriyle karsilagtirildiginda farkin p<0,01
seviyesindeki istatistiksel anlamliligin1 gostermektedir.

Repolarizasyonla ilgili bir diger parametre olan, AP egrilerinin tiirevinin
minimum degeri (dV/dty;,) SHAM grubu i¢in ortalama -138,16+1,08 mV/ms olarak
hesaplanirken, IR grubu i¢in bu deger ortalama -151,84+1,35 mV/ms olarak
hesaplanmistir. SHAM grubuyla karsilastirildiginda IR grubunda meydana gelen
dV/dtmin’deki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,01) bulunmustur.
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Sekil 3.10: Depolarizasyon fazinda tepe degerinin yar1 degerine ulasildig
andaki tlirev degeri (Vmak2, mV/ms) (A), tirev maksimum (dV/dtya, mV/ms) (B),
Maksimum Tiirev Zamam1i (MTZ, ps) (C) ve aksiyon potansiyellerinin
depolarizasyon fazina ait zar potansiyeline (mV) bagli zar potansiyeli degisim
miktar1 (mV/ms) egrilerinin Carpiklik degerleri (D) ortalamalari (SHAM i¢in N=10,
n=429 ve IR i¢in N=10, n=412). Veriler ortalama+standart hata olarak gdsterilmistir.
* ise gruplarin ortalamalar1 birbiriyle karsilastirildiginda farkin p<0,01 seviyesindeki
istatistiksel anlamliligin1 gostermektedir.

Kaydedilen AP egrisinin depolarizasyon fazinda, tepe degerinin yar1 degerine
ulasildigi andaki tiirev degeri ortalamasi (Vpan, mV/ms) SHAM grubu igin
479,50+5,60 mV/ms olarak hesaplanirken, IR grubu i¢in bu deger 555,48+6,85

mV/ms olarak hesaplanmis, farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,01)
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bulunmustur (Sekil 3.10A). Yine AP egrisinin tiirevinin maksimum degerinin
ortalamasi (dV/dtma) SHAM grubu i¢in 485,63+5,41 mV/ms olarak hesaplanirken,
IR grubu i¢in bu deger 562,49+6,66 mV/ms olarak hesaplanmistir. SHAM grubuyla
karsilastirildiginda IR grubunda meydana gelen dV/dty.’taki artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0,01) bulunmustur (Sekil 3.10B). Bununla birlikte AP’ nin
baslangicindan itibaren en biiyiik tiirev degerine ulagsmasi i¢in gecen siirenin (MTZ)
ortalamasi ise SHAM grubu i¢in 295,38+3,52 ps, IR grubu icin 278,64+3,58 us
olarak hesaplanmistir. IR grubunun ortalama MTZ degerindeki azalma SHAM grubu
ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) bulunmustur (Sekil
3.10C).
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Sekil 3.11: Her bir deney grubu icin ortalamayi en iyi yansitan AP’nin
depolarizasyon fazina ait zar potansiyeline (mV) bagli zar potansiyeli degisim
(mV/ms) egrisi. Egri lizerindeki ok, IR grubuna ait egrinin sola dogru kaydigim
vurgulamaktadir.

Deney gruplarindaki hayvanlardan kayit edilen aksiyon potansiyellerinin her
birinin Sekil 3.11°deki gibi depolarizasyon fazina ait zar potansiyeline (mV) bagh
zar potansiyeli degisim miktar1 (mV/ms) egrileri olusturulmus, her bir egri i¢in bir
Carpiklik degeri hesaplanmistir. Hesaplanan ortalama Carpiklik degerleri SHAM
grubu i¢in 0,80+0,01; IR grubu i¢in ise 0,89+0,01 olarak bulunmustur (Sekil 3.10E).
Ortalama Carpiklik degerinde deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli

(p<0,01) fark goriilmiistiir.
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3.3.Na' ve K" Akimlar1 Bloke Edilerek Elde Edilen Bulgular

Dinlenim Zar Potansiyeli (DZP) degerlerinin ortalamasi SHAM, IR,
SHAM+NMDG ve IR+NMDG gruplar i¢in Sekil 3.12°de verilmistir. SHAM ile
karsilagtirildiginda  tim  diger gruplarin ortalamalarmin zar potansiyelinin

hiperpolarizasyonu yoniinde degistigi goriilmiis ve bu degisim istatistiksel olarak

anlamli (p<0,01) bulunmustur.

o
s
z 2
X s
s s =
= = :
» b &« -
-66
_70 4
S T
£
[- %
N
[a)
74
_78 4
*’#

-82 -

Sekil 3.12: Gruplara ait ortalama (SHAM i¢in N=10, n=429, IR i¢in N=10,
n=412, SHAM+NMDG i¢in N=4, n=20 ve IR+NMDG i¢in N=4, n=22) Dinlenim
Zar Potansiyeli (DZP, mV) degerleri. Veriler ortalamatstandart hata olarak
gosterilmistir. * SHAM grubu ile karsilagtinldiginda, # ise IR grubu ile
karsilastirildiginda  farkin  p<0,01 seviyesindeki istatistiksel —anlamliligini
gostermektedir.

Diyafram kas1 hiicrelerinin supramaksimal bir uyaran ile uyarilmasi
sonrasinda olusan aksiyon potansiyelleri Na" ve K' akimlar1 bloke edilerek de
kaydedilmistir. Kaydedilen aksiyon potansiyellerinden her bir deney grubu ig¢in

durumu en iyi gosteren aksiyon potansiyeli drnekleri Sekil 3.13’te gosterilmistir.
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Sekil 3.13: Her bir deney grubu i¢in 6rnek aksiyon potansiyeli kayitlari.

Deney gruplarindan kaydedilen AP’lerin Tepe Degeri (TD, mV) ve AP
genligi (APG, mV) ortalamasiin her iki akim da (Na" ve K") bloke edildiginde hem
SHAM grubuna gore hem de IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,01)
degisim gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 3.14A ve 14B). AP altinda kalan alanin (APA,
mV.ms) ise SHAM grubunda NMDG bulunan ortamda yapilan deneylerde
istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) degisim gdstermezken IR grubunda gosterdigi,
4AP uygulamasinin ise hem SHAM hem de IR grubunda APA’da anlamli (p<0,01)
artisa sebep oldugu goriilmistiir (Sekil 3.14B).
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Sekil 3.14: Her bir deney grubuna ait ortalama (SHAM i¢in N=10, n=429,
SHAM+4AP i¢in N=4, n=25, SHAM-+NMDG i¢in N=4, n=20, IR i¢in N=10, n=412,
IR+4AP i¢in N=4, n=19 ve IR+NMDG i¢in N=4, n=22) Tepe Degeri (TD, mV) (A),
AP Genligi (APG, mV) (B) ve AP alam1 (APA, mV.ms) (C) verileri. Veriler
ortalama+tstandart hata olarak gosterilmistir. ¥ SHAM grubu ile karsilastirildiginda, #
ise IR grubu ile karsilastirildiginda farkin p<0,01 seviyesindeki istatistiksel
anlamliligini gostermektedir.

Tepe degerinin %25, %50, %75 ve %90 azalmasi ig¢in gecen siirelerin
ortalamasi (APD25, APD50, APD75 ve APD90) Sekil 3.15’te gosterilmistir. 4AP
uygulamasinin bu degerlerin ortalamasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) fark

meydana getirdigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.15: Tepe degerinin %25, %50, %75 ve %90 azalmasi i¢in gecen
stirelerin (ms) ortalamas1 (SHAM i¢in N=10, n=429, SHAM+4AP i¢in N=4, n=25,
IR i¢in N=10, n=412 ve IR+4AP i¢in N=4, n=19) sirastyla APD25 (A), APD50 (B),
APD75 (C) ve APD90 (D). Veriler ortalama+standart hata olarak gdsterilmistir. *
SHAM grubu ile karsilagtirildiginda, # ise IR grubu ile karsilastirildiginda farkin
p<0,01 seviyesindeki istatistiksel anlamliligin1 gdstermektedir.

Depolarizasyon fazinda, tepe degerinin yar1 degerine ulasildig1 andaki tiirevi
(Vmak2, mV/ms), AP egrisinin tiirevinin maksimum degeri (dV/dty.) ve AP’nin
baslamasindan itibaren en biiyiik tiirev degerine ulagmasi i¢in gecen siirenin (MTZ)
ortalamas her bir deney grubu igin Sekil 3.16°da goriilmektedir. Iyonik akimlarin
bloke edildigi durumlarda bu parametrelerin tiimiinde 6zellikle NMDG bulunan
ortamda alinan AP kayitlarinda hem SHAM hem de IR igin istatistiksel olarak
anlamli (p<0,01) fark meydana gelmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16: Depolarizasyon fazinda tepe degerinin yar1 degerine ulasildig
andaki tlirev degeri (Vmak2, mV/ms) (A), tirev maksimum (dV/dtya, mV/ms) (B),
Maksimum Tiirev Zamant (MTZ, us) (C) ve depolarizasyonda zar potansiyeline
(mV) bagh zar potansiyeli degisim miktar1 (mV/ms) egrilerinin Carpiklik degerleri
(D) ortalamalar1 (SHAM i¢in N=10, n=429, SHAM+4AP icin N=4, n=25,
SHAM+NMDG i¢in N=4, n=20, IR i¢in N=10, n=412, IR+4AP i¢in N=4, n=19 ve
IR+NMDG ig¢in N=4, n=22). Veriler ortalama+tstandart hata olarak gosterilmistir. *
SHAM grubu ile karsilagtirildiginda, # ise IR grubu ile karsilastirildiginda farkin
p<0,01 seviyesindeki istatistiksel anlamliligini gostermektedir.
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4. TARTISMA

Ozellikle vaskiiler cerrahi operasyon gerektiren hastaliklarin tedavisi olmak
lizere birgok cerrahi tedavi islemi, dokulara kan dagitiminin saglandigi vaskiiler
yollarin kapatilmasimi gerektirmektedir. Kan akisinin kesilip yeniden kanlanmanin
saglanmasi, iskemi-reperfiizyon olarak adlandirilmaktadir ve anevrizma tedavilerinde
iskemi-reperfiizyon islemi elzemdir (Norwood ve ark 2004). Abdominal Aorta
Anevrizmast (AAA), toplumda rastlanma siklig1 olduk¢a yiiksek bir anevrizma
tipidir. Bir kiside AAA meydana gelmesi genetik yatkinlik, beslenme ve yasam tarzi
gibi birgok etkene baghdir (Powell ve Brady 2004). AAA, diger anevrizmalardan
hayati éneme sahip olmas1 yoniiyle farklilik gdstermektedir. Insan viicudunun gok
bliyiik bir boliimiiniin kan akisinin saglandigi abdominal aortada meydana gelen
anevrizma, belirgin komplikasyonlara sahip olmadigindan ge¢miste teshisi zor
konulmakta ve c¢ogunlukla ruptiire olarak Oliimlere sebep olmaktaydi. Ancak
giinimiizde goriintiilleme tekniklerinin gelisimi sayesinde c¢ok rahatlikla tespit
edilebilmekte ve tedavi edilebilmektedir (Golledge ve ark 2006). Baslica iki gesit
tedavi yontemi uygulanmaktadir. Bunlarin ikisi de cerrahi olmakla beraber, ilag
uygulanmasi1 ise bir tedaviden ziyade ruptiire olma olasiligmi azaltict ya da
anevrizma c¢apmin artisini  engelleyici islev gosterdiginden tedavi olarak
nitelendirilemez (Sakalihasan ve ark 2005). iki cerrahi yontemden en ¢ok tercih
edileni agik cerrahi yontemdir ve bu yontemin kalicilik ve uygulanabilirlik yoniinden
birgok avantajlar1 vardir. Diger yontem ise endovaskiiler onarimdir (Parodi ve ark
1991) ve hastaya 6zel olusu, kalici olmayisi, uygulamada yiiksek diizey teknik
ekipman gerektirmesi gibi nedenlerle ¢ok sik tercih edilmemektedir (Sakalihasan ve

ark 2005).

Acgik cerrahi yontem kullanilarak gergeklestirilen tedavide iskemi-
reperfiizyon neticesinde, 6zellikle abdominal aortanin besledigi viicut boliimlerinde
ve diger doku ve organlarda hasarlar meydana gelmektedir. Operasyon sonrasinda
hastanin birgok fonksiyonel bozuklukla karsi karsiya kalmasina neden olan bu

durum, tip alaninda birgok arastirmanin konusu olmustur. Fakat hala bazi
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bozukluklarin nedeni tam olarak aydinlatilamamistir. Operasyon sonrasi
komplikasyonlardan en sik rastlanan ve en yaygin olarak bilineni ise solunumla ilgili
fonksiyonel bozukluklardir. Solunum fonksiyonunun yerine getirilmesinde biiyiik
oranda role sahip olan diyafram kas1 bu komplikasyonla iliskilendirilmektedir (Volta
ve ark 2003). Kas dokusundan olusan zar yapisindaki diyafram, frenik sinir
tarafindan innerve edilmektedir. Her iki doku da uyarilabilen hiicrelerden meydana
geldigi icin fonksiyonel degisimin kaynaginin, bu dokularin elektrofizyolojik
ozelliklerindeki farklilagmalardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (McLaughlin ve
ark 2000).

Yapmis oldugumuz ¢aligmada, insanlarda abdominal aortada meydana gelen
anevrizmanin tedavisinde uygulanan agik cerrahi yoOntemle tedavinin, cerrahi
operasyon sonrasinda meydana getirdigi solunumla ilgili komplikasyonlarin altinda
yatan elektrofizyolojik degisimler gosterilmeye ¢alisilmistir. Bu tip bir ¢aligmanin
miimkiin olabilmesi deney hayvanlartyla calismayi1 gerekli kilmaktadir. Ciinkii
hiicresel diizeyde meydana gelen degisimlerin arastirilmasi ancak izole dokularda
miimkiin olabilmektedir. McLaughlin ve arkadaslarinin 2000 yilinda yapmis oldugu
bir caligmada sicanlarin hafif anestezi altinda abdominal aortalarindan kan akist
infrarenal bolgeye bir klip yerlestirilmesi ile durdurulmustur. Klip yerlestirilme
stiresi 60 dakika, klibin kaldirilarak reperfiize edilme siiresi ise 24 saat, 48 saat ve 7
glin olarak belirlenmistir. (McLaughlin ve ark 2000). Bu calismada alt viicutta
gerceklestirilen  iskemi-reperfiizyonun meydana  getirdigi  hasarin  sicaklik
Oonkosullamasi ile azaltilmasi amaglanmig, “Heat shock” protein ekspresyonu
miktarlart Western Blotlama ile tayin edilmistir. Protein ekspresyonunun yani sira
diyafram kasimin tek uyarana verdigi kasilma yanitlarinda da olumlu yonde anlamh
bulgular elde edilmesine karsin saglikli hayvanlardan elde edilen verilere ¢ok yakin
verilere ulagilamamistir. Bu ¢alismay1 dnemli kilan bulgu ise ¢aligsma neticesinde 60
dakika iskemiyi takiben 24 saat reperflizyon isleminde si¢anlarda, klinik bulgulara
benzer bulgularla karsilasilmis olmasidir. Bu c¢alismanin ardindan, 2001 yilinda
Moneley ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska ¢alismada ise yine hafif anestezi
altindaki sicanlarin abdominal aortalarindan kan akisi infrarenal bolgeye bir klip
yerlestirilmesi ile durdurulmus, diyaframda meydana gelebilecek disfonksiyon ve bu

disfonksiyonun rthGH (Recombinant Human Growth Hormone) uygulamasi ile
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Onlenip Onlenemeyecegi arastirilmistir (Moneley ve ark 2001). Klip yerlestirilme
siiresinin 30 dakika, bunu takip eden reperfiizyon siiresinin ise 2 saat olarak
belirlendigi bu calismada ise diyafram kasinda kas yorgunlugu olusturulmasindan
onceki ve sonraki maksimum kasilma yanitlar1 gézlenmistir. Abdominal aortada
iskemi-reperflizyon uygulanmasint igeren bu c¢alismada iskemi-reperfiizyon
grubunda saglikli deney grubuna gore anlamli sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglarin
McLaughlin ve arkadaslarinin 2000 yilinda yapmis oldugu ¢aligmadaki bulgulara ¢cok
yakin oldugu tartisilmistir. thGH nin olumlu sonuglarinin istatistiksel olarak anlaml
bulundugu calismada, iskemi-reperfiizyon modelinin AAA tedavisinde ortaya ¢ikan
solunum disfonksiyonu ile benzerliginden de s6z edilmistir. Deneysel AAA tedavi
modeli olarak kullanilabilecegi gosterilmis olan 30 dakika iskemiyi takip eden 2 saat

reperfiizyon prosediirii yaptigimiz ¢alismada bu nedenlerle tercih edilmistir.

Kasim mekanik aktivitesinde olabilecek bir degisim, bir¢ok mikro diizeydeki
elektrofizyolojik degisimin toplamini gostermesi agisindan Onemlidir. Diyafram
kasinda gergeklestirilen mekanik 6l¢iim ve gézlem calismalar1 Biilbring’in 1946°da
yaptig1 caligmay1 temel almaktadir (Biilbring 1946). Close tarafindan 1972 yilinda
yazilan bir derlemede, baz1 kas 6zelliklerinin de dl¢tim verilerine dahil edilmesinin
daha dogru sonuglar verecegi ile ilgili 6nemli veriler ve bilgiler yer almaktadir (Close
1972). Bu bilgilere dayanarak 6lgiilen kas kuvvetinde diyafram kasi yiizey alani ile
kas yogunlugunu da igeren bir normalizasyon prosediiri Gere¢ ve Yontem

boliimiinde belirtildigi sekilde uygulanmustir.

Her bir deney hayvaninin supramaksimal uyaranla olusturulan en biiyiik
kasilma degerlerinin normalize edilmis ortalamalari (MK) her bir grup igin
hesaplandiginda Sekil 3.1B’deki gibi anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. Elde
edilen bu veriler literatiirdeki abdominal aorta iskemi-reperfiizyon caligmalariyla ¢cok
biiylik benzerlik gostermektedir (McLaughlin ve ark 2000, Moneley ve ark 2001).
Yine literatiirde, iskelet kasinin arastirllmasi icin 1iyi birer preparat olan
Gastrocnemius ve Tibialis anterior kaslarinda da benzer bulgular elde edilmistir

(Ikebe ve ark 2001). Bunun yam sira gegmiste kardiyak kaslar1 da igeren bircok
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farkl1 kasta yapilan iskemi-reperfiizyon c¢aligmalarinda da benzer bulgulara

ulagilmistir (Reimer ve ark 1983).

Mekanik aktivite ile ilgili bulgulardan IR’nin KS ve GS50 degerlerinde
azalma meydana gelmesine karsin bu azalmanin SHAM grubu degerlerine gore
anlamli olmadig1 Cizelge 3.1°de goriilmektedir. Bu azalma MK bulgusu ile birlikte
degerlendirildiginde hiicre i¢i Ca”™ homeostazinda bir degisim olabilecegi akla
gelmektedir. Yapmis oldugumuz ¢alismada, bunu aydinlatmak amaciyla hem SHAM
hem de IR grubuna in vitro Ryanodine uygulanarak Latent Donem (LD) 6l¢ililmiistiir.
Aksiyon potansiyelinin baslamasi ile kasilmanin baslamasi arasindaki siireyi ifade
eden LD parametresi, hiicre i¢i Ca” konsantrasyonu ([Ca''];) degisimleri hakkinda
bilgi vermektedir. Diyafram kasi hiicresinde kasilmada gerekli Ca™’un biiyiik
boliimii sarkoplazmik retikulumdan (SR) saglanmaktadir (Herve ve ark 1988).
Diyafram kas1 hiicrelerinde Ryanodine (RyR) kullanilarak yapilan ¢aligmalarda 3 nM
dozda in vitro uygulamanin kasin bazal gerimini artirdigi gosterilmistir. Bu etkiyi

++s

RyR’nin SR’daki reseptorlerine baglanarak SR’daki Ca’ ’un, dinlenimde hiicre i¢ine
akmasin1 saglayarak gosterdigi belirtilmistir (Zavecz ve Anderson 1992). Kas
sarsilartyla eszamanli AP kayitlarindan hesaplanan ortalama LD degerlerine
bakildiginda, RyR’nin LD’yi uzattig1 fakat bunun IR grubundaki kadar olmadigi
goriilmektedir. Ayrica IR+RyR grubundaki LD’uzamasinin IR grubundaki uzamadan
farkli olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.2 ve 3.3). Bu bulgular ve RyR uygulamasinin

daha fazla uzamaya sebep olmamasi, IR grubunda SR’daki Ca"" stoklarinin biiyiik

dlciide tiiketildigini ve hiicre ici bazal Ca™ miktarinin ise arttigini gostermektedir.

Supramaksimal genlikte 50 Hz frekansa sahip kare bi¢imli uyaran pulslar ile
diyaframin uyarilmasi sonucu elde edilen kasilma yanitlarinin genliginde anlaml
azalma oldugu bulunmustur (Sekil 3.4). Bazi literatiir caligmalarinda, secilen bu
uyarim frekansinin spontan olarak nefes alan sicanlardaki frenik sinir ve diyafram
kasindan olusan motor {initenin uyarim frekansmna yakin oldugundan s6z
edilmektedir (Kong ve Berger 1986). Bazi ¢alismalarda ise 50 Hz frekansa sahip 0,2
ms siireli supramaksimal uyaran pulslart siganin hizli soluk alip verme frekansi

olarak kabul edilmis, diyaframa direkt uygulanarak yorgunluk modeli
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olusturulmustur (Ionno ve ark 2007). Fakat bizim g¢alismamizda bu frekanstaki
uyaranlarla elde ettigimiz kasilma kayitlar1 incelendiginde kasin tetanusa girdigi
goriilmiistiir. Ilging bir sekilde Sekil 3.4A’daki kasilma kayit &rneklerinden de
goriildiigii gibi tim IR grubu deney hayvanlarinin diyaframlari, tetanusa SHAM
grubundakilere gore daha ani girmektedir. Bununla ilgili herhangi bir literatiir bilgisi
bulunmamakla birlikte, bu durumun IR grubunda hiicre igi Ca™" stoklarinin daha hizl
tilkketilmesine bagl olabilecegini diisiindiirmektedir. 3 nM RyR uygulanarak alinan 1
Hz frekansli tek sarsi ile AP kayitlarindan hesaplanan LD bulgular1 ise bu yorumu
destekler niteliktedir. Diyafram kasinin, frekansi 25-70 Hz arasinda degistirilen
uyarima yaniti, uyaran pulslariyla eszamanli olarak kaydedilerek, hangi uyarim
frekansinda tetanusa girdigi Ol¢iilmiistiir. Tetanusa girilen frekansi ifade eden
ortalama TF degerinde gruplar arast anlamli fark bulunmasa da (Sekil 3.5B), IR
grubunda daha disiik frekanstaki uyaranlarda tetanusa daha hizli yaklasarak

ulasildigr goriilmektedir (Sekil 3.5).

Calismamizda elde ettigimiz diyafram kasinin mekanik aktivitesi ile ilgili
bulgular hiicrenin Ca™ homeostazinda degisim meydana geldigini gostermektedir.
ATP duyarli K* kanallar1 (Katp) birgok kas hiicresinde oldugu gibi diyafram kasinda
da bulunmaktadir (Van Lunteren ve ark 1998). Bu kanallar hiicre i¢ci ATP
konsantrasyonu ile kontrol edilmekte ve [ATP]; 1 mM seviyesinin altina diismedigi
siirece kapali olarak bulunmaktadirlar (Bruton 2010). Herhangi bir nedenle ATP
tiketimi hizlandiginda ya da hiicrenin enerji metabolizmast bozuldugunda
[ATP]i’nin azalmasi nedeniyle Krp kanallarinin ag¢ildigi ve hiicre icine SR’dan Ca"™"
girisi meydana geldigi gosterilmistir (Boudreault ve ark 2010). Hiicrenin bazal Ca™
miktarinda artis ve bir miktar depolarizasyonuna neden olan bu durumun kasilma
kuvvetinin azalmasina neden oldugu bilinmektedir (Bruton 2010). Iskemi-
reperfiizyon sonucu hiperemi kaynakli olarak nitrik oksit ve oksijen tiirevi serbest
radikallerin miktarinda artma meydana gelmesi hiicrenin enerji metabolizmasinin
bozulmasina ve hiicre ici ATP miktarinin azalmasina yol agmaktadir (Ikebe ve ark

2001). Bu bilgiler bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.
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Bir kasin elektriksel olarak uyarilmasi ile baslayip kasilma ile sonlanan
olaylar zincirine uyarilma-kasilma ciftlenimi adi verilmektedir. Buna gore bir kasin
fonksiyonel degisimlerinde, AP’nin olustugu uyarilma agamasinin rolii biytiktiir.
Calismamizda diyafram kasi hiicresinin igerisine mikroelektrotla girilerek, dinlenim
durumundaki hiicrenin i¢i ile dis1 arasindaki potansiyel farki ve sonrasinda hiicrenin
kare bi¢imli supramaksimal uyaranla uyarilmasit sonucunda olusan AP yanitlar
kaydedilmistir. Literatiirde diyaframda ya da kalp kasi hari¢ herhangi bir kasta
iskemi reperfiizyon sonucu dinlenim durumundaki ve uyarilma durumundaki

elektriksel degisiklikleri konu edinmis herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda iskemi-reperfiizyon sonucunda ortalama DZP degerinde
hiperpolarizasyon yoniinde anlamli degisim meydana geldigi goriilmiistiir (Sekil
3.6). Bu bulgu, dinlenim durumundaki hiicre i¢i ile dis1 arasindaki iyon dagiliminin
korunmasmi saglayan mekanizmalarin IR grubunda bozulmus oldugunu
gostermektedir. Hiperpolarizasyonla sonuglanan bu degisimi agiklamak igin
ortamdaki Naun bir kism1 NMDG ile degistirilerek gerceklestirilen deneylerde ise
yine NMDG bulunan ortamda SHAM grubu DZP degerlerinde anlamli diizeyde
(p<0,01) hiperpolarizasyon meydana geldigi gorilmiistiir (Sekil 3.12). Ortamda
NMDG bulunan IR grubuna ait diyaframlarin DZP degerlerinin ise ayni ortamdaki
SHAM grubu degerleri ile farkli olmadig1 goriilmistiir. Bu bulgular, IR grubunda
meydana gelen hiperpolarizasyon yoniindeki degisimin, enerji metabolizmasindaki
bozulma nedeniyle dinlenim zar potansiyelini saglamak ve siirdiirmekle gorevli ATP
bagimli Na-K pompasmin ve persistan Na' kanallarimin aktivitesinde azalma
kaynaklandigin1 gostermektedir. Literatiirde diyabetik deney hayvanlarmin iskelet
kaslarinda yapilan ¢alismalarda, oksidatif stres olusumu ve enerji metabolizmasinda
bazi degisimler meydana gelmesi, iskemi-reperfiizyon hasariyla meydana gelen
bozukluk bulgulariyla benzerlik gdstermektedir (McGuire ve MacDermott 1998).
Bununla birlikte geg¢miste yapilan caligmalar, diyaframin bir¢ok patolojik
durumunda, egzersizde ve kas yorgunlugunda DZP degerinin degismedigini
gostermektedir (van Lunteren ve ark 2008, van Lunteren ve Moyer 2006, van
Lunteren ve Moyer 2003a). Yalnizca streptozotosin kullanilarak olusturulmus tipteki
diyabetli sicanlarda DZP degerinin degistigi ve saglikli si¢anlarin diyafram

hiicrelerine gore depolarize oldugu gosterilmistir (van Lunteren ve Moyer 2003b).
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Deneysel diyabet olusturulmus farelerde yapilan baz1 ¢alismalarda ise DZP
degerindeki degisim dinlenim durumunda zarin K iletkenliginde artis (Lin-Shiau ve

ark 1993) ve CI iletkenliginde azalma (Grossie 1982) ile iliskilendirilmektedir.

Calismamizda diyafram hiicrelerinden kaydedilen AP’lerin TD, APG ve APA
degerlerinin ortalamasmin IR grubunda SHAM grubuna gore anlamli olarak arttig1
bulunmustur (Sekil 3.8). Literatiirde, genellikle diyabet basta olmak iizere bir¢ok
hastaliga bagli diyafram kasi patolojilerinde, bu parametrelerin tiimiinde azalma
meydana geldigi gosterilmistir (Grossie 1982, van Lunteren ve Moyer 2003b, van
Lunteren ve Moyer 2003c). Buna karsin bazi ¢aligmalarda ise bizim bulgularimizla
benzer bulgular elde edilmistir (van Lunteren ve Moyer 2006). Yapmis oldugumuz
calismada Na" ve K" akimlarinin bu durumun sekillenmesindeki roliiniin anlasiimasi
icin NMDG ve 4AP uygulanarak AP kayitlar1 alinmistir. SHAM grubuna 4AP
uygulanarak K" akimlar1 bloke edildiginde IR grubundakine benzer sekilde TD, APG
ve APA degerlerinde anlamli artis meydana geldigi goriilmiistiir. Bu bulguyu
destekler sekilde, IR grubuna 4AP uygulandiginda ise SHAM grubundaki uygulama
sonucu hesaplanan TD, APG ve APA ortalamasindan farkli olmadig1 gortilmistiir.
Ayrica, NMDG bulunan ortamda hem SHAM hem de IR grubunun ortalama TD,
APG ve APA degerlerinde anlamli (p<0,01) azalma meydana gelirken IR grubundaki
azalmanin daha az oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.14). Bu bulgular, IR grubundaki TD,
APG ve APA artismin ¢ok biiyiikk oranda K™ kanallarmin aktivasyonlarinin

gecikmesinden kaynaklandigini gdstermektedir.

Repolarizasyon fazinda meydana gelen degisimleri arastirmak amaciyla
hesaplanan tepe degerinin %25, %50, %75 ve %90 azalmasi icin gecen siirelerin
ortalamalarinin (APD25, APD50, APD75 ve APD90) tiimiinde IR grubunda azalma
meydana gelirken, anlamli (p<<0,01) azalma yalnizca APD50 ve APD75 degerlerinde
goriilmiistiir (Sekil 3.9). 4AP uygulamasinin ise SHAM ve IR grubunun ortalama
APD25, APD50, APD75 ve APD90 degerlerini anlamli olarak artirdigi goriilmistiir
(Sekil 3.15). Fakat SHAM+4AP ile IR+4AP arasinda anlamli fark goriilmemistir.

60



SHAM grubuna 4AP uygulamasinin TD, APG ve APA bulgularinda IR
grubundaki degisimle benzer etki gdstermesi ilk olarak akla IR grubunda agilan K
kanallarinin sayisinda azalma olabilecegini akla getirmektedir. Fakat IR grubunda
SHAM’a gore APD50 ve APD75 degerlerindeki degisimin 4AP uygulamas ile
benzer olmamasi ise voltaj bagimli K kanallarmin kinetikleriyle ilgili bir degisim

oldugunu gostermektedir.

van Lunteren ve Moyer’in diyabetik sican diyafram kasinda yapmis olduklari
calismada, bircok tipteki K~ kanalmi bloke ettigi bilinen 3,4-diaminopiridin
uygulanarak AP’nin TD, APG ve APA degerlerinde meydana getirdikleri degisimler
aydinlatilmaya calisilmigtir (van Lunteren ve Moyer 2006). Bu ¢aligsmalara gore hem
saglikli hem de diyabetik siganlar icin 3,4-diaminopiridin  uygulamasi,
depolarizasyonda bir degisime sebep olmaksizin repolarizasyon siiresini uzatmistir.
Yine diyafram kas1 lizerinde yapilan literatiir calismalarinda 3,4-diaminopiridin, 4-
aminopiridin, Tetraetilamonyum, Glibenklamid, Apamid ve Karibdotoksin gibi bazi
bilinen K" kanal blokérlerinin AP iizerine etkileri arastirilmistir (van Lunteren ve ark
2001). Bu caligmalardan elde edilen bulgular yalnizca Tetraetilamonyumun AP’nin
TD degerinde ve TD’nin %10’undan %90’1na ulasilmasi i¢in gecen siirede anlamli
artisa neden oldugunu gostermistir. Calismamizda IR grubunun ortalama TD, APG
ve APA degerlerinin SHAM grubuna gore anlamli artisina benzer bir durum van
Lunteren ve Moyer’in 2006 yilinda yapmis oldugu c¢alismada goriilmiis, Na'
kanallariinin iletkenliginde artisla agiklanmig ve bu artis iki nedene baglanmistir;
acilan kanal sayisinin artmasi, kanal inaktivasyonunun gecikmesi. Bunun yani sira
aymi ¢alismada K kanallarmin daha geg fakat eszamanli ag1ldig1 ve repolarizasyonda

acilan K" kanal1 sayismin da artt1g1 belirtilmistir (van Lunteren ve Moyer 2006).

Diyafram kas hiicresi AP’sinin depolarizasyon fazinin sekillenmesinde en
onemli faktoriin Na® kanallarmin sayis1 ve kinetikleri oldugu fakat K* kanal
kinetiklerinin de katkisinin oldugu ¢ok iyi bilinmektedir (van Lunteren ve Moyer
2003b). Kaydedilen AP’lerin tiirevinin en biiylik degeri (dV/dty.k) hiicrenin
depolarizasyonu sirasinda birim zamanda agilan Na® kanal ¢oklugunun en biiyiik

degerini ve bu ¢oklugun acilma anini veren bir parametredir. Yine benzer sekilde

61



Na’ kanal kinetikleriyle ilgili bilgi saglayan bir diger parametre ise en biiyiik
genligin yarist kadar genlige ulasildig1 andaki tiirev olan Vi, degeridir. Abdominal
iskemi-reperfiizyon olusturulan siganlarda ortalama dV/dtn. ve Vi degerinde
anlaml artis meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 3.10A). NMDG bulunan ortamda
gerceklestirilen deneylerde bu iki degerin ortalamasinda hem SHAM hem de IR
grubu i¢in anlaml azalma goriilmiistiir. Fakat 4AP uygulanarak gergeklestirilen
deneylerde ise SHAM grubunda her iki parametrede de (dV/dtmave Vmakz) IR
grubundakine benzer artisa neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.16A ve 16B). Bu
bulgu, az da olsa K' kanallarinin kinetiklerine bagli olarak sekillenen AP ¢ikis
fazinda IR sonucu meydana gelen degisimin, bu kanallarin daha ge¢ acilmalariyla
aciklanabilecegini gostermektedir. Bunlara ilaveten IR grubunda hiicre zarmnin
depolarizasyon hizinin en biiyiik oldugu degere AP’nin baslangicindan SHAM
grubuna gore daha kisa siire sonra ulasildig1 yani ortalama MTZ degerinin anlamli
olarak daha kiiciik oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.10C). 4AP uygulamasi ve NMDG
bulunan ortamda kayit alinmasi, ortalama MTZ degerinde hem SHAM grubunda
hem de IR grubunda benzer etkiye neden olmustur (Sekil 3.16C).

Bu bulgular ayn1 zamanda, IR grubunda eszamanl acilan Na' kanal1 sayisiin
artmus olabilecegini gosterirken, ortalama MTZ degerindeki azalma ise en cok Na"
kanalinin ayni anda acildigi anin SHAM grubuna gore daha erken gergeklestigini
gostermektedir. Yine depolarizasyonun hizi ile ilgili bir parametre olan TCS
degerinde ise deney gruplart arasinda fark goriilmemistir. Celiski olarak
degerlendirilebilecek bu  bulgunun nedeni, kaydedilen AP  egrilerinin
depolarizasyonlar1 daha detayli incelendiginde anlasilabilmektedir. IR grubuna ait
AP’lerin depolarizasyon evresi daha sigmoidale yakin bicimde iken, SHAM grubuna
ait AP’lerinki sigmoidal olmaktan c¢ok dogrusala daha yakindir. Bu bigimsel
degisiklige ragmen en biiyiikk depolarizasyon degerine ulagmalar1 eszamanl
olmaktadir (Sekil 3.7). Calismamizda bu durumun arastirilmasit ve daha anlagilir
olmast bakimindan daha Once literatiirde Ornegi olmayan bir parametre olan
Carpiklik (Skewness) kullanilmistir. Tiim AP boyunca hiicre zariin potansiyel farki
(mV) bagimsiz degisken secilerek, buna bagl zar potansiyel farki degisimi (mV/ms)
grafigi olusturuldugunda Sekil 2.6’da goriildigi gibi bir kapali dongii ortaya

ctkmaktadir. Bu dongiiniin bagimsiz degisken ekseninin {listiinde kalan kismi
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depolarizasyon fazina, altinda kalan kismi ise repolarizasyon fazina aittir.
Depolarizasyon fazina ait olan egrinin bi¢imi, hiicrenin depolarizasyonunun hizina
gore sola ya da saga yatik olmaktadir. Carpiklik, istatistikte bu tip dagilimlarin
yoniiniin ve ¢arpiklik miktarinin arastirilmasinda siklikla kullanilan bir parametredir
(Sekil 2.7). Bu konuda daha detayli bilgiye Gere¢ ve YoOntem bdliimiinde yer
verilmigtir. Carpiklik parametresi sayesinde depolarizasyonda meydana gelen
Hodgkin gevrimi (Pehlivan 1997) adi verilen pozitif geribeslemeli Na' kanallarmin
acilmasiyla daha cok Na“ kanalmin agilmasinm tetiklenmesi siirecinde meydana
gelen olaylar ile ilgili bilgi elde edilebilmektedir. Daha ¢ok Na" kanalinin agilmasi
zarin depolarizasyonuyla pozitif korelasyona sahip bir olay oldugundan, zar
potansiyeline bagl degisim zamana bagli degisimden daha dogru bilgi vermektedir.
Bu nedenle bu parametre ile depolarizasyon faziyla ilgili pek ¢ok veriyle saglanan
bilgiden ¢ok daha detayli bilgi saglanabilmektedir. Her bir AP’nin depolarizasyon
faz1 i¢in hesaplanan carpiklik degerlerinin ortalamalar1 her iki deney grubu icin de
pozitif bulunmus, IR grubunun Carpiklik degerinin ortalamasinin SHAM grubuna
gore anlamli olarak daha biiyiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.10D). Sekil 3.11°deki,
deney gruplarindan rastgele secilen drnek egrilerden de anlasilabilecegi gibi IR
grubunda egri sola dogru daha carpiktir (sekilde ok ile gosterilmistir). Bu durum
depolarizasyonda ¢ikis hizinin en biiyiik oldugu degere zar potansiyelinin daha diisiik
depolarizasyon degerlerinde ulasildigini gdstermektedir. NMDG bulunan ortamda
kaydedilen AP’lerin Carpiklik degerinin hem SHAM hem de IR grubunda daha kg¢iik
oldugu yani egrinin saga carpik hale geldigi gosterilmistir. Bu bulgu, zarin daha
diisiik depolarizasyon degerlerinde acilan Na™ kanal sayismin IR grubunda SHAM
grubuna gore daha fazla oldugunu gostermektedir. Buna ilaveten SHAM grubuna
4AP uygulamasinin Carpiklik degerinde yarattigi degisim IR grubunun yarattig
degisimle benzer olmakla beraber, IR grubuna 4AP uygulandiginda bir degisime
neden olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.16D). Bu bulgu, abdominal iskemi-reperfiizyon
gerceklestirilen sicanlarin diyafram kas1 hiicresi voltaj bagimli K kanallarinin biiyiik

oranda etkilendigini gdstermektedir.

Iskemi-reperfiizyon kaynakli solunumsal fonksiyon bozuklugunda diyafram
kasinda meydana gelen degisimler hiicresel diizeyde -elektrofizyolojik olarak

arastirilmis, elde edilen mekanik veriler hiicre i¢i Ca”™ homeostazinin degistigini
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gostermistir. Diyafram kasi hiicrelerinin elektriksel 6zelliklerinde ise IR modelinde
bircok degisimin meydana geldigi goriilmiistir. Buna gore hiicre dinlenim
durumunda daha hiperpolarize olmakla beraber, Na’ iyon kanallar1 voltaj
degisimlerine daha erken yanit vermekte ve voltaj bagimli K™ kanallarinin yanitlar:
gecikmektedir. AAA tedavi modelinin dokularda oksidatif stres yarattigi
biyokimyasal olarak da gosterilmistir (Collard ve Gelman 2001). Calismamizda elde
etmis oldugumuz bulgular, yine kas dokusunda oksidatif stres kaynakli hasara sebep
olan diyabetle ilgili ¢aligmalarda elde edilen bulgularla benzerlikler gdstermektedir

(van Lunteren ve Moyer 2003b).
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5. SONUC VE ONERILER

Vaskiiler cerrahi operasyonlar basta olmak lizere bir¢ok cerrahi operasyon
dokulara kan akiginin kesilmesini yani iskemi olusturulmasini zorunlu kilmaktadir.
Iskemi esnasinda ve bunu takip eden reperfiizyon esnasinda ise operasyon bdlgesine
yakin dokularla birlikte uzak dokularda da cesitli yapisal ve fonksiyonel hasarlar
meydana gelmektedir. Toplumda rastlanma sikliginin oldukca ytiksek oldugu rapor
edilen abdominal aortada meydana gelen anevrizma (AAA) tedavisinde tercih edilen
acik cerrahi yontemde abdominal aortadan kan akisi kesilerek olusturulan iskemi-
reperfiizyon prosediirii renal bolgenin altinda kalan dokular basta olmak iizere diger
organlarda da fonksiyonel bozukluklara yok ac¢maktadir. Post-operatif
komplikasyonlar olarak adlandirilan bu bozukluklarin basinda da mortalitesi

digerlerine gore oldukca yiiksek olan solunumsal fonksiyon bozuklugu gelmektedir.

AAA tedavisinden sonra meydana gelen solunumsal fonksiyon
bozuklugunun, frenik sinir tarafindan innerve edilen diyaframin fonksiyonundaki
degisimden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Diyaframin mekanik ve
elektriksel oOzelliklerinin AAA tedavi modelindeki degisimini arasgtirmak igin
deneysel hayvan modeli tercih edilmistir. Bu hayvan modelinde abdominal aortaya
vaskiiler klip konularak 30 dakika iskemi olusturulmus, klip kaldirilarak 2 saat
reperfiizyon gerceklestirilmistir. Izole diyafram preparatindan ¢esitli uyaran
prosediirlerinde olusturulan kas sarsilar1 kaydedilmis, kas sarsilariyla eszamanli AP
kaydedilerek ise latent donem Olgiilmiistiir. Elde edilen bulgular, iskemi-
reperfiizyonun diyafram kas1 sarkoplazmik retikulumundaki Ca™" stoklarinimn
azalmasmna ve hiicre i¢i bazal Ca” miktarinin artmasina neden oldugunu
gostermistir. Mikroelektrot ile diyafram kasi hiicrelerinin igerisine girilerek dinlenim
zar potansiyelleri (DZP) ve aksiyon potansiyelleri (AP) kaydedilmistir. Iskemi
reperfiizyonun hiicrenin dinlenim durumunda daha hiperpolarize olmasina neden
oldugu goriilmiis, bunun persistan Na® akimlarmin azalmasindan kaynaklandig

gosterilmistir. Iskemi-reperfiizyonda, AP depolarizasyon hizinin ve genliginin arttig1
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goriilmiis, bunun nedeninin Na" iyon kanallarmin zar potansiyeli degisimlerine daha
erken yanit vermesinden ve K’ kanallarinin yanitlarinin - gecikmesinden
kaynaklandig1 gosterilmistir. Calismamizda, AP depolarizasyon faziyla ilgili daha
detayli bilgi edinilmesi amaciyla zar potansiyeline bagli, zar potansiyeli degisim
miktar1 egrilerinin depolarizasyondaki Carpiklik degerleri belirlenmistir. Literatiirde
daha once bu tir calismalarda kullanilmayan olduk¢a degerli oldugunu
diisiindiigiimiiz bilgiler saglayan Carpiklik parametresinin de gelecekte bazi zar

ozelliklerinin agiklanmasinda da kullanilabilecegi de gdsterilmistir.

Ozetle ¢aliymamizda elde ettigimiz bulgular AAA tedavisi gibi birgok cerrahi
operasyon sonrasinda meydana gelebilecek solunumla ilgili fonksiyon
bozuklugunun, diyaframin mekanik ve elektriksel oOzelliklerinde degisimlerden
kaynaklanabilecegini gostermistir. Meydana gelen degisimlerin molekiiler diizeydeki

olas1 mekanizmalarinin anlasilmasi daha detayli arastirmalar1 gerektirmektedir.
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Vaskiiler cerrahi operasyonlar basta olmak iizere birgok operasyon dokulara kan akiginin
kesilmesini yani iskemi olusturulmasin1 zorunlu kilmaktadir. Iskemi sonrasinda kan akismin tekrar
saglanmastyla dokularin reperfiizyonu gergeklestirilmektedir. Reperfiizyon basta olmak iizere her iki
asamada da operasyon bolgesine yakin dokularla birlikte uzak dokularda da gesitli yapisal ve
fonksiyonel hasarlar meydana gelmektedir. Toplumda rastlanma siklig1 oldukga fazla olan Abdominal
Aorta Anevrizmasinin (AAA) tedavisinde de abdominal aortanin kan dagitiminin infrarenal bdlgeden
kapatilmasiyla iskemi ve takiben reperfiizyon meydana gelmektedir. Acik cerrahi kullanilarak
gerceklestirilen AAA tedavisinden sonra meydana gelen solunumsal disfonksiyonun sebebi tam
olarak bilinmemekle birlikte, diyaframin fonksiyonel bozukluklarindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Calismamizda, mortalitesi yiiksek olan post-operatif solunum disfonksiyonunun
diyaframin hangi elektrofizyolojik &zelliklerindeki degisimlerden kaynaklaniyor olabilecegi
aragtirtlmistir.

Bunun igin, Wistar Albino tiirii 48 adet sigan her birinde 24’er tane olmak lizere iskemi
reperflizyon grubu (IR) ve kontrol grubu (SHAM) olarak adlandirilan iki gruba ayrilmistir. Hafif
anestezi altinda (8 mg/100 gr ketamin, 1 mg/100 gr ksilazin) IR grubu si¢anlarin abdominal aortadan
kan akis1 infrarenal bdlgeden vaskiiler klip ile kapatilmis, 30 dakika sonra klip kaldirilarak 2 saat kan
akis1 saglanmistir. SHAM grubunda ise yalnizca klip yerlestirme islemi gerceklestirilmemistir.
Bekleme siiresinin ardindan diyaframlar izole edilerek, fizyolojik kosullara en yakin kosullar altinda
kasin mekanik ve elektriksel 6zellikleri arastirilnstir. izole edilen diyaframlara ayrica in vitro 3 nM
Ryanodine uygulamasi ile Na" ve K™ akimlar1 blokasyonu (0,3 mM 4-Aminopiridin ve 127 mM N-
metil-D-glukamin) deneyleri gergeklestirilmistir. Kare bigimli 0,2 ms siireli supramaksimal uyaranlar,
1 Hz, 50 Hz ve 25-70 Hz araliginda degisen frekansta uygulanarak, elde edilen kas sarsilari
kaydedilmistir. Hiicrelerin igerisine 10-20 MQ dirence sahip mikroelektrotlar ile girilerek Dinlenim
Zar Potansiyeli (DZP) ve supramaksimal kare bigimli 0,2 ms siireli uyaranlarla elde edilen hiicre ici
Aksiyon Potansiyeli (AP) yanitlar1 kaydedilmistir.

Calismanin sonucunda, kasilma kuvvetinin (1 Hz ve 50Hz) IR grubunda anlamli azaldig1
(p<0,01) ve tetanusa girme frekansinin diistiigii gozlenmistir. Hiicrenin dinlenim durumundayken IR
grubunda daha hiperpolarize oldugu gozlenmistir. Kaydedilen AP yanitlarindan elde edilen ortalama
tepe degeri, genlik, alan degerlerinin IR grubunda anlamli olarak arttig1, depolarizasyonun ve
repolarizasyonun ise anlamli olarak hizlandig1 bulunmustur (p<0,01).

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, diyafram kasinin mekanik 6zelliklerinin IR
grubunda goriilen degisimine Ca'~ homeostazinin bozulmasinin sebep oldugu gosterilmistir.
Dinlenimde persistan Na" akimmin IR grubunda azaldigi ve AP bicimindeki degisimlerin ise, Na"
iyon kanallarmin kinetiklerindeki degisimden ve voltaj bagimli K" kanallarinin aktivasyonunun
gecikmesinden kaynaklandig gosterilmistir.

Anahtar Sézciikler: Iskemi-reperfiizyon; diyafram; abdominal aorta anevrizmasi; kasilma
kuvveti; hiicre i¢i aksiyon potansiyeli
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Rat Phrenic Nerve-Diaphragma Preparations with Numerical Analysis Techniques

“Seckin TUNCER”
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Cessation of blood flow that is called ischemia is prerequisite for some surgical operations
especially vascular surgery. After ischemia, blood supply to the tissues is provided again and tissues
are reperfused. For each process some structural and functional damages occur in tissues that may be
both close and far to the operation area. In the Abdominal Aorta Aneurysm (AAA) which has a high
prevalence among the human population, by closure of the abdominal aorta’s blood delivery from the
infrarenal area, ischemia and reperfusion occurs. Reason of respiratory dysfunction after open surgical
AAA repair is not known well and thought to be arising from functional changes of diaphragm
muscle. In our study, we investigated the changes in the electrophysiological properties of diaphragm
that is caused post-operative respiratory dysfunction.

For that purpose, 20 Wistar Albino rats were divided into groups that called ischemia-
reperfusion group (IR) and control group (SHAM), by means of 10 rats for each. Under light
anesthesia (8 mg/100 gr ketamine, 1 mg/100 gr xsylazine) in IR group blood delivery is occluded
from the infrarenal area of the abdominal aorta by using a vascular clamp, after 30 minutes the clamp
was removed and blood delivery was alloved for 2 hours. In SHAM group, only clamp was not
placed. Following the waiting period diaphragms are isolated and mechanical and electrical properties
of muscle was investigated under the physiologic conditions. 3 nM Ryanodine application and Na"
and K" current blockage (0.3 mM 4-Aminopiridine and 127 mM N-methyl-D-glukamine) experiments
were carried out on the isolated diaphragms in vitro. Square shaped supramaximal pulses having 0.2
ms duration, 1 Hz, 50 Hz and between 25-70 Hz frequency were applied and muscle twitches were
recorded. Resting Membrane Potentials (DZP) and Action Potential (AP) responses to square shaped
supramaximal pulses having 0,2 ms duration were recorded by entering into the cell by using
microelectrodes that have resistances between 10-20 MQ.

As a result, for IR group the contraction force (1 Hz and 50 Hz) decreased significantly
(p<0.01) and there is also decline in tetanus frequency. It is also found that resting state of cells of IR
group is more hyperpolarized as compared to SHAM group. Average overshoot, amplitude and area of
action potential increased significantly and the rate of depolarization and repolarization found to
become faster significantly in the IR group (p<0.01).

Evaluating the obtained values, the mechanical alterations in IR group are shown to be
caused by deterioration of Ca”™" homeostasis. In the IR group the persistant Na* current is found to be
desreased at the resting state and the alterations of the shape of AP has shown to be arised from the
changed kinetics of Na' ion channels and the delayed activaion of voltage dependent K" ion channels.

Key Words: Ischemia-reperfusion; abdominal aorta aneurysm; contraction force;
intracellular action potential
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