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1 GIRIS VE AMAC

Insan ve diger canli organizmalarda hiicrelerin baslica bileseni olan suyun;
Ozellikle de ¢ok hiicreli yasamda membran boyunca hareketi hayati 6neme sahiptir.
Homeostazin devam ettirilebilmesi; suyun viicuttaki dagilimi, pH dengesi ve elektrolit
diizeylerine 6nemli dlgiide bagimlidir (Hall 2010).

Hiicreleri ¢evreleyen biyolojik membranlar; yapisal proteinler, genetik materyal
ile yasam i¢in gerekli metabolit ve molekiilleri muhafaza ederek yapisal biitiinligi
korurlar (Agre, King et al. 2002; Bhattacharjee, Carbrey et al. 2004).

Hiicrelerin dig ortam kosullarina ragmen i¢ ortam biitiinliigiinii nasil muhafaza
ettikleri 1920’lerde c¢ift katmanli lipid membranin tanimlanmasiyla anlagilir hale
gelmistir. Lipid zardan suyun difiizyonu ile ilgili tartismalar devam ederken
1960’larda eritrositler ve deri epiteli gibi su ge¢isinin yiiksek oldugu dokularda suyun
difiizyon disinda bagka yollarla da gecisinin olmas: gerektigi goriisleri dile
getirilmistir. Eritrositlerde ve Xenopus Leavis (X. Leavis) oositlerinde yapilan
caligmalarda ilk kez Glukoporin 1 ad1 verilen proteinin su kanallarina 6rnek oldugu
one stiriilmistiir (Bhattacharjee, Carbrey et al. 2004; Chae, Kang et al. 2008). Yine X.
Leavis oositlerinde yapilan c¢aligmalarda su gegirgenligi ¢cok yiiksek olan kanallar
gosterilmis ve 1997 de Human Genom Organization tarafindan bu kanallar
aquaporinler olarak isimlendirilmistir (Bhattacharjee, Carbrey et al. 2004).

Kalp dokusunda su dengesinin saglanmasi, kardiyak fonksiyonlar agisindan
biiyiik 6nem tasimaktadir. Interstisyel alandaki suyun az miktarda artmasi bile
miyokardiyal kontraktilitede (kasilma giiciinde) belirgin azalmaya yol agmaktadir

(Mehlhorn, Geissler et al. 2001)(Sekil 1).
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(Mehlhorn, Geissler et al. 2001) Modifiye edilmistir.

Sekil 1: Miyokardiyal su diizeyinin kontraktilite {izerine etkisi.

Iskemi ve reperfiizyon hasari da dahil olmak iizere birgok kardiyak patoloji,
kardiyak dokudaki siv1 artisi ile birliktelik gostermektedir (Mehlhorn, Geissler et al.
2001).

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalara bakildiginda insan kalp dokusunda AQPI1,
AQP3, AQP4, AQP5, AQP7, AQP8, AQP9, AQP10 ve AQP11 oldugu rapor edilse de
AQP1, AQP3, AQP4 ve AQP7’ nin varlig1 giivenilir sekilde ortaya konulabilmistir
(Butler, Au et al. 2006). Ozellikle aquaporin 1 ve 4'iin insan kalbinde protein
diizeyinde varlig1 gosterilmis ve ¢alismalar bu iki aquaporin iizerine yogunlagmustir.
Bunlardan kardiak aquaporin 1 en fazla mikro vaskiiler damarlarda bulunurken
aquaporin 4'iin daha ¢ok kas hiicresinde bulundugu bildirilmistir (Rutkovskiy, Valen
et al. 2013).

Fare ve sicanlar {izerinde yapilan kardiyak iskemi-reperfiizyon c¢alismalari
neticesinde AQP1 ve AQP4 ekspresyonlarinin hem mRNA hem de protein diizeyinde
degisiklige ugradigr immunohistokimya, PCR ve Western blot ¢alismalariyla ortaya
konulmustur (Rutkovskiy, Bliksoen et al. 2012). Yine iskelet kas dokusunda da yogun



bulunan aquaporin 4'iin 6zellikle muskiiler distrofiler gibi hastaliklarda yogun olarak
etkilendigi gosterilmistir (Au, Butler et al. 2008).

Yaslanma ile biitiin dokularda sivi kayb1 meydana gelir. Bu kaybin yapilan bazi
calismalarda aquaporin yogunlugunun ya da fonksiyonlarmin degisimi ile iliskili
olabilecegi soylenmektedir. Ozellikle intervertebral diskler, bobrekler ve tiikiiriik
bezleri gibi dokularda yaslanma ile birlikte AQP1, AQP2, AQP3, AQP5
konsantrasyonlarinin  degistigi gosterilmistir (Tas, Cayli et al. 2012). Bu
degisikliklerin yaslanmanin fizyolojik siireci ve yaslanma ile olan fonksiyon
degisiklikleri ile dogrudan iliskili olabilecegi diisliniilmektedir. Bu amagla bu

calismada yaslanmanin kalp dokusunda aquaporin 1 ile aquaporin 4 yogunlugu iizerine

etkisinin arastirilmas1 amaglanmaktadir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Kalp (Cardium, Cor)

2.1.1 Gelisimi

Embriyonal hayatin 19. giiniinde gelisimine baslayan kalp; noral tabakanin
‘kardiyojenik  bolge’ olarak adlandirilan mezodermal boliimiinden — gelisir.
Kardiyojenik bolgede endokardiyal kalp tiipleri denilen vaskiiler yapida bir ¢ift tiip
olusur (Sekil 2) ve 20. giinde bu tiipler birleserek primitif kalp tliptinii meydana getirir.
Embriyo katlanmalariyla torasik bolgeye yerlesen primitif kalp tiipi baslangigta
yalnizca endotelden olusurken 22. giinde kalin bir mezoderm tabakasi bu tiipii sarar ve
miyokardiyum ile kardiyak jel tabakasi denilen iki yeni tabakaya doniisiir. Gelisen
miyokardiyum hiicreleri tarafindan salgilanan kardiyak jel tabakasi, miyokardiyumun
endokardiyal tiipten ayrilmasmi saglar. Sinus venosus ve septum transversum
bolgelerinden kalbin dis ylizeyine dogru go¢ eden mezotelyal hiicreler de

epikardiyumu olustururlar (Junqueira 2006; Ross 2011).

2.1.2 Histolojisi

Kalp yap1 bakimindan anulus fibrosus ve kalp duvari olmak iizere iki esas parga
olarak kabul edilebilir. Anulus fibrosus, kalbin iskeleti denilebilecek bir yap1 olup

atriyumlar ve  ventrikiiller —arasinda  bulunan bag doku tabakasidir.
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(http:/lwww.hdwalls.xyz/ 2015) Modifiye edilmistir.
Sekil 2: Kalbin embriyolojik gelisimi

Kalp duvar ise 3 tabakadan olugsmustur (Sekil 3).

2.1.2.1 Endokard (Endocardium)

Atriyumlarin ve ventrikiillerin i¢ ylizeyini ddseyen aymi zamanda kalp
kapaklarinin olusumuna katilan endotel tabakasidir. Endotel tabakasini miyokarda
baglayan damarlanmasi zengin gevsek bag dokusundan olusan tabakaya ise
subendotelyal tabaka denir. Subendotelyal tabakada ayrica sinirler ve purkinje lifleri
de bulunur. Endokard kalinlig1 genelde miyokardla ters orantili olarak degismektedir
yani atriyumlarda endokard ventrikiillere gore daha kalin bir yapidadir (Junqueira
2006).



Epicardium

Myocardium

Endocardium

(Sobotta 2011) Modifiye edilmistir.
Sekil 3: Kalp duvarinin tabakalari

2.1.2.2 Miyokard (Myocardium)

Ortadaki kas tabakasi olup en kalin olan tabakadir. 3 katmandan olusan kas

tabakasi igte ve dista spiral ortada ise sirkiiler seyreden liflerden olusmustur. Miyokard



en belirgin olarak ventrikiillerde bulunmakla birlikte en kalin oldugu yer sol
ventrikiildiir. Bu kalinlik her odacikta, odaciklarin fonksiyonel ihtiyaclarina gore
degisir. Kalp kas1 hiicreleri yapisal olarak iskelet kasina benzemekle birlikte aralarinda
farkliliklar mevcuttur. Kalp kasi hiicreleri dallanarak birbirleri ile kompleks baglantilar
yaparlar. Bu baglantilar kalbin kas tabakasinin bir ag gibi oriilmiis hiicrelerden
olugmasina ve boylece kasilma esnasinda derinlemesine bir dalga etkisi olusmasina
sebep olurlar. Kalp kasi hiicrelerinin histolojik olarak incelenmesinde, hiicrelerin
olusturdugu zincirleri diizensiz araliklarla enlemesine kesen koyu renkli ¢izgilenmeler
goriilmektedir. Bunlar birbirine komsu kalp kasi hiicrelerinin birlesme yerlerinde
bulunan kompleks baglanti boliimleri olup interkalar diskler (discus intercalaris) (Sekil
4) olarak isimlendirilirler. interkalar diskler her zaman diiz olmay1p basamakli bir yapi
da gosterebilirler. Basamakli yapida enine boliim kas liflerine dik pozisyonda lateral
boliim ise paralel pozisyondadir. Bu disklerde yapisal olarak 3 farkli baglant1 sekli
bulunmaktadir. Fasya adherens, makula adherens (desmozom) ve gap junction
(neksus) olarak siniflanan bu baglanti sekillerinden neksuslar diskin lateral boliimiinde

olup hiicreler arasi iyonik devamliligi saglarlar (Junqueira 2006; Ross 2011).

2.1.2.3 Epikard (Epicardium)

Kalbin en dis yiizeyini saran seréz visseral perikard ve degisen miktarda yag
dokusundan olugmustur. Perikard acildiginda kalbe parlak goriintiisiinii veren bu

tabakadir (Ross 2011).



interkalar disk

o

(https://fembryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/ANAT2511_Muscle_Tissue 2015)
Modifiye edilmistir.

Sekil 4: Kalp kast hiicrelerinin elektron mikroskop goriintiisii.

2.1.3 Anatomisi

Kalp orta mediyastinumda yerlesmis, biiyiik oranda kas dokusundan olusan igi
bos kesik koni seklinde bir organdir (Sekil 5). Kalbin yaklasik olarak 2/3’ii orta hattin
sol tarafinda bulunup gdgiis 6n duvarina arkaya gore daha yakin pozisyonda ve
genellikle saglikli her insanin kendi yumrugu biiyiikliiglindedir. Yetiskin bir insanda
boyutlar1 yaklasik olarak; 12 cm (taban-tepe) — 9cm (yatay eksen) — 6 cm (6n — arka)
olup agirligr erkeklerde 280-340 gr kadinlarda ise 230-280 gr civarindadir.
Ventrikiiller (sag ve sol) ve atriyumlar (sag ve sol) denilen odaciklar ile kalp boslugu
esas olarak dort boliimden olusmaktadir. Kalbin {i¢ ylizii, bir kenari, bir taban1 ve bir
de tepesi vardir (Arinct 2014; Sarsilmaz 2014).

Kalbin tabani (basis cordis) arkaya, biraz yukari, saga dogru bakar ve biiylik

oranda sol atriyum, daha kiigiik bir boliimii ise sag atriyum tarafindan



olusturulmaktadir. Kalbe gelen biiyiikk venlerin tamami kalbin tabanindan girerek
atriyumlara agilirlar (Cumhur 2012).

Koni seklinde tanimlanan kalbin tepesi apex cordis olarak isimlendirilmistir.
Apex’ in yoOnii; One, asagl ve sola dogrudur. Apex cordis’ in gdégiis 6n duvarindaki
izdiisimii 5. ve 6. kostalar arasinda (5. interkostal aralik) ve orta hattan 8-10 cm solda
bulunmaktadir (Williams 2008).

apex cordis

(diaphragma)

(Netter 2014) Modifiye edilmistir.

Sekil 5: Kalp; anatomik yeri ve durusu

Facies sternocostalis 6ne ve yukar1 dogru bakar, bu yiizii biiyiik 6l¢clide sag
ventrikiil kismen de sag atriyum ve sol ventrikiil olusturur. Kalbin bu ylizii; sternum,
4., 5. ve 6. kikirdak kostalarla buna uyan interkostal araliklara komsudur. Sternokostal
yiizde kalp bosluklarini birbirinden ayiran bolmelerin izdiisiimleri seklinde olan ve
icerisinde kalbin kendi dokusunun kanlanmasini saglayan koroner damarlarin
seyrettigi iki oluk dikkat ¢ekmektedir. Bunlardan sag ve sol ventrikiiller arasindaki
bolmenin (septum interventriculare) pozisyonuna uyan ve kalbin tepesine dogru

uzanan oluk sulcus interventricularis anterior olarak isimlendirilir. Diger oluk ise



atriyumlar ile ventrikiilleri ayiran sinirin disaridan anlagilmasini saglayan sulcus
coronarius’ dur. Sulcus coronarius 6n yiizde sag atriyumu sag ventrikiilden ayirir
(Williams 2008).

Facies diaphragmatica, diaphragma iizerine oturmustur ve kalbin alt-arka
yiiziinii olusturur. Bu yiiz biiyiik 6lciide sol ventrikiil olmak tizere her iki ventrikiil
tarafindan olusturulur. Diaphragma aracilig1 ile midenin fundusu ve karaciger ile
komsuluk yapar. Sulcus coronarius’ta seyreden ve biiyiik bir ven olan sinus coronarius
bu yiizii kalbin tabanindan ayirir. Yine bu yiizde ventrikiillerin birlesme yerine uyan
konumda bulunan ve igerisinde koroner damarlarin seyrettigi sulcus interventricularis
posterior denilen oluk bulunur. Sinus coronarius'dan apex'e dogru uzanan bu oluk apex
cordis’in hemen saginda 6n yiizde bulunan olukla (sulcus interventricularis anterior)
birleserek incisura apicis cordis denilen ¢entigi meydana getirirler (Arinci 2014).

Facies pulmonalis sinistra; margo optusus olarak da bilinir ve bu bdliim kalbin
akcigerler ile temasindan dolayr kenardan ¢ok yiizii hatirlattigi i¢in genelde facies
pulmonalis sinistra olarak isimlendirilir. Bu yiizii auricula sinistra, sol atriyum ve sol
ventrikiil meydana getirir. Kalbin sag kenar1; sag akcigere bakar (facies pulmonalis
dextra) direkt grafide keskin bir kenar gibi goriindiigii i¢cin margo acutus denilir. Facies

pulmonalis dextra’yr sag atriyum olusturur (Sarsilmaz 2014).

2.1.3.1 Kalbin Bosluklar:

Fonksiyonel olarak kalp sag kalp (sag atriyum ve sag ventrikiil) ve sol kalpten
(sol atriyum ve sol ventrikiil) olusur (Sekil 6). Sag ve sol kalbi olusturan bosluklardan
kalbin taban kisminda ve anatomik pozisyonda geride olanlar atriyumlardir (atrium
cordis). Sagdaki atrium dextrum, soldaki atrium sinistrum olarak isimlendirilir. Daha
biiyiik olan bosluklar ise kalp ventrikiilleri (ventriculus cordis) olup ventriculus dexter
ve ventriculus sinister olarak isimlendirilirler. Sag ve sol kalp birbirlerinden atriyumlar
arasindaki septum interatriale ve ventrikiiller arasindaki bolme olan septum
interventriculare ile ayrilir (Arinc1 2014).

Sag atriyum (atrium dextrum); kalbin sag iist kenarinda yerlesmis ve kiip

seklinde olup embriyolojik gelisim bakimindan iki bolgeden olusur. Crista terminalis
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(v. cava superior’un 6niindeki endotelyal plika) denilen sinirla ayrilan bu bélgelerden
birincisi esas atriyum (atrium proprium) olarak isimlendirilir. Auricula dextra’ nin da
dahil oldugu bu bélge musculus pectinealis’ler nedeniyle girintili ¢ikintili bir gériiniim
kazanmustir. Ikincisi ise embriyolojik olarak sinus venosus' tan gelisen ve sinus
venarum cavarum olarak isimlendirilen bdlgedir ki sistemik dolagimdaki vendz kani
getiren bliylik damarlar (vena cava superior, vena cava inferior) buraya agilir. Sinus
venarum cavarum’un duvari atriyumlari ayiran septum gibi diizgiindiir. Vena cava
inferior’un agzinin medialinde kalbin ven6z kaninin drene oldugu siniis coronarius’un
agizlanma yeri vardir ve ostium sinus coronarii olarak isimlendirilir. Atriyumlari
ayiran septum tiizerinde intrauterin donemde kanin sag atriyumdan sol atriyuma
gecmesini saglayan foramen ovale isimli delik bulunur. Bu delik dogumdan sonra
solunumun ve aktif pulmoner dolagimin baslamasiyla kapanir ve s1g bir gukura doner.
Bu c¢ukura fossa ovalis denir. Sag ventrikiili (ventriculus dexter) crista
supraventricularis isimli bir diiz kas kabartis1 kismen ikiye boler. Bu sekilde sag
atriyumdan gelen kanin giris yolu ve sag ventrikiilden ¢ikacak kanin ¢ikis yolu ayrilmis
olur. Ventrikiiliin tist kisminda koni seklindeki infundibulum veya conus arteriosus
denilen bolge kanin orificium pulmonale araciligi ile truncus pulmonalis'e gegcmesini
saglar. Conus arteriosus’un duvarlari diizgiin iken, geride kalan ventrikiil yiizeylerinde
trabecula carneae isimli oldukga c¢ikintili kas kabartilar1 vardir. En az bir trabecula
carneae, septum interventriculare ile 6n duvar arasinda koprii olusturacak sekilde
uzanarak trabecula septomarginalis adini alir. Bu trabekiil boyunca His demeti'nin
(fasciculus atrioventricularis) bir dali olan moderatér bant uzanir. Sol atriyum (atrium
sinistrum); boslugu da sag atriyum kadar belirgin olmasa da, iki kisma boliinmiistiir.
Pulmoner venlerin agildig1 arka kisim diizgiin yiizeyli bir duvara sahipken musculus
pectinealis’lere sahip 6n kisim duvari sol auricula ile devam eder. Bu kisim embriyonik
atriyumdan olusmustur. Septumdaki ince bolge valvula foraminis ovalis’dir. Burasi
sag atriyumdan, foramen ovale’nin dosemesi olarak goriilen yapidir. Sol ventrikiil
(ventriculus sinister); koni seklinde bir bosluk olup, sol atriyumun 6niinde yerlesmistir.
Enine kesitte ise neredeyse tam daire seklindedir. Kanin sol ventrikiilde iceri ve disa
dogru akis yollar1 sag ventrikiildeki kadar net belirlenmis degildir. Sistemik dolagima
pompalanan kanin ¢iktig1 yer olan sol ventrikiil en kalin kas (miyokard) katlarina

sahiptir. Sol ventrikiildeki trabecula carnea’lar sagdakinin aksine daha ince ve narin
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yapidadirlar. Septum interventriculare; sag ventrikiiliin biiyiik boliimii sol ventrikiiliin
Oniinde yerlestigi i¢in sol ventrikiiliin 6n sag tarafinda bulunur. Kalin ve ince olan iki
kisimdan olusan septumun kalin kismi1 pars muscularis olarak isimlendirilir. Yukarida,
atriyum ile ventrikiil arasindaki gecis yerinde septum ince ve membrandz yapida olup
buraya da pars membranacea denir. Pars membranaceaenin ufak bir pargasi, sag
atrioventrikiiler kapagin (trikiispit kapak) tutundugu yerin hemen {istiinde uzanir.
Boylelikle sag atriyum ile sol ventrikiil arasinda da uzanmis olur. Sag atriyum ile sol
ventrikiilin komsuluk yaptigi bu kisima septum atrioventriculare denir (Williams
2008; Arinci 2014; Sarsilmaz 2014).

Sag ventrikiil

Sag atriyum

Sol ventrikil

Sol atriyum

(Netter 2014) Modifiye edilmistir.
Sekil 6: Kalp transvers kesit, kalp bosluklar1 (T8 seviyesinden alttan goriiniim)
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2.1.3.2 Atriyum ve Ventrikiiller Arasi Gegitler (Ostia atrioventricularia)

Atriyumlar ile ventrikiiller arasinda iki gecit vardir. Sirasiyla bu gegitlere; sag
atriyum ve sag ventrikiil arasinda ostium atrioventriculare dextrum, sol atriyum ve sol
ventrikiil arasindakine de ostium atrioventriculare sinistrum adi verilir. Bu gegitlerde
atriyumlardan ventrikiillere kanin gegisini kontrol eden kapaklar bulunmaktadir

(Sarsilmaz 2014).

2.1.3.3 Ventrikiillerin Cikisindaki Gegitler (Ostia arteriosa)

Kalpten sistemik ve pulmoner dolasima pompalanan kani tagiyan iki biiyiik
arterin sag ve sol ventrikiilden ¢ikis yaptiklar1 yerlerde iki gegit bulunur. Sol
ventrikiilden aorta’nin ¢iktig1 yer ostium aorta, sag ventrikiilden truncus pulmonalis’in
ciktig1 yer ise ostium trunci pulmonalis olarak isimlendirilir. Yine bu gegitlerin

agizlarinda gegisi kontrol eden kapaklar bulunur (Sarsilmaz 2014).

2.1.3.4 Kalp Kapaklar

Valva atrioventriculare dextra (valva tricuspidalis, Trikiispit kapak); ostium
atrioventriculare dextrum'da bulunan sag atriyum ve sag ventrikiil arasinda kan
gecisini kontrol eden kapaktir (Sekil 7). Cuspis anterior, cuspis posterior ve cuspis
septalis olmak tizere 3 adet liggen seklinde kapak¢iktan meydana gelir. Bu kapakgiklar
yapt1 itibariyle, endokardiyumun fibréz bag dokusu lifleri ile giiclendirilmesiyle
olusmustur. Bu kapakgiklar ostium atrioventriculare dextrum'u saran anulus fibrosus
dexter isimli bag dokusu yapilara tutunur, serbest kenarlar1 ise ventrikiil bosluguna
uzanir. Bu kapakgiklarin ventrikiillere bakan yiizlerindeki ¢ikintilara chorda tendinea
denilen ince bag dokusu lifleri tutunur. Bu lifler de ventrikiillerde bulunan m. papillaris
1simli parmaksi ¢ikintilar seklindeki kaslara tutunurlar.

Valva atrioventriculare sinistra (valva bicuspidalis, Mitral kapak); ostium

atrioventriculare sinistrum'da bulunur ve sagdakine gore biraz daha kiigiik olup cuspis
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anterior ve cuspis posterior olmak {izere iki kapakg¢iktan olusmustur (Sekil 7). Bu
kapakgiklari sol ventrikiil duvarindaki m. papillaris’lere baglayan chorda tendinea’lar
sag tarafa gore daha kalin fakat daha az sayidadirlar.

Valva trunci pulmonalis; ostium trunci pulmonalis’i saran fibroz halkaya
tutunmus ¢ adet semilunar kapakgiktan (valvula semilunaris anterior, valvula
semilunaris dextra ve valvula semilunaris sinistra) olusmustur (Sekil 7). Kapakgiklarin
damar bosluguna dogru uzanan serbest kenarlarinin u¢ kisimlarinda noduli
valvularium semilunarium (corpora arantii) denilen nodiiller bulunmaktadir. Nodiil ile
damar duvari arasinda bulunan kapak¢ik bolimiine ise lunula valvularum
semilunarium denilir.

Valva aorta; yapisal olarak valva trunci pulmonalis’teki kapakg¢iklarin aynisi
fakat daha biiyiik, daha kalin ve daha saglam olan ti¢ adet semilunar kapakgiktan
(valvula semilunaris posterior, valvula semilunaris dextra ve valvula semilunaris
sinistra) olusmustur (Sekil 7). Bu kapakgiklar ile aort duvar1 arasinda cep seklinde
boliimler bulunmakta ve sinus aortae (sinus valsalvae) olarak isimlendirilmektedir. Bu
sinuslarin ikisinden kalp dokusunu besleyen koroner arterler baslar (Arinct 2014;

Sarsilmaz 2014).

Pulmoner kapak

Aort kapag1

Trikiispit kapak

Mitral kapak

(Netter 2014) Modifiye edilmistir.
Sekil 7: Kalp kapaklar1
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2.1.3.5 Kalbin Kan Dolasim (Koroner Arterler ve Venler)

Sag ve sol koroner arterler, aort’un sol ventrikiilden ayrildig1r yerin hemen
tizerinde bulbus aorta’dan koken alirlar (Sekil 8).

Sag koroner arter (a. coronaria dextra); bulbus aorta’dan ¢iktiktan sonra saga
dogru ilerleyerek sag atriyum ve sag ventrikiil arasindaki sulcus coronarius’tan asagiya
dogru iner. Sonra kalbin sag kenarindan arkaya donerek sulcus coronarius’taki seyrine
devam eder. Gidisat1 esnasinda sag atriyum ve sag ventrikiilii besler. Sag koroner
arterin en bliylik dali sulcus interventricularis posterior’dan apex’e dogru ilerleyen
ramus interventricularis posterior’dur. Bu dal her iki ventrikiiliin diyafragmatik
yiizlerini ve septum interventriculare’ nin arka 1/3’iinii besler. Ayrica, kalbin sag
kenar1 hizasinda verdigi diger bir dal ramus marginalis dexter olarak isimlendirilir.

Sol koroner arter (a. coronaria sinistra); bulbus aortadan ¢ikip truncus
pulmonalis'in arkasinda kisa bir seyirden sonra iki dala (ramus interventricularis
anterior ve ramus circumflexus) ayrilir. Ramus interventricularis anterior, sulcus
interventricularis anterior’da seyrederek apex’e dogru iner. Her iki ventrikiiliin
kanlanmasinda da rol oynar. Ayrica septum interventriculare’ nin 2/3 6n kisminin
kanlanmasin1 saglar. Ramus circumflexus, sulcus coronarius ic¢inde sola dogru
ilerlerken once auricula sinistra ve sol ventrikiil i¢indedir. Sonra kalbin arka yiiziinii
cevreler ve genellikle de sulcus interventricularis posterior’a ulasmaz. Bu arterin en
biliylik dali veya devami olan rami ventriculi sinistri posterior, sol ventrikiiliin
diyafragmatik yiiziinii besler (Williams 2008).

Kalp dokusu vendz kaninin ¢ogu arterlere eslik eden venlerle toplanarak sinus
coronarius 'ta sonlanir. Sinus coronarius kalp vendz kanmin yaklasik olarak %60 lik
boliimiinii sag atriuma ulagtirirken vendz kanin kalan 9%40’lik kismi kalbin
bosluklarina dogrudan agilan kii¢iik venlerle drene edilir.

Vena cordis (cardiaca) magna, sulcus interventricularis anterior’da sol koroner
arterin r. interventricularis anterior’una eslik ederek yukari dogru uzanir. Sinus
coronarius'a ulagmak i¢in a. circumflexa’nin yaninda seyretmek iizere sola doner ve

sinus coronarius’a doniisiir.
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a. coronaria sinistra

r. circumflexus
a. coronaria dextra

v. cardiaca magna

r. marginalis dexter

(Netter 2014) Modifiye edilmistir.
Sekil 8: Kalp arter ve venleri (Sternokostal yiizden goriiniim)

sinus coronarius

v. cardiaca parva

r. interventricularis post. v. cardiaca parva

(Netter 2014) Modifiye edilmistir.
Sekil 9: Kalp arter ve venleri (Diyafragmatik yiizden goériiniim)

r. interventricularis ant.
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Sinus coronarius; sulcus coronarius’un arka sol yani tizerinde saga dogru uzanan
ve sag atriyum arka duvarinda sonlanan yaklasik 3 cm uzunlugundaki kalin bir vendir.
Sonlanmasina yakin yerde vena cordis media ve vena cordis parva’yi alir (Sekil 9).

Vena cordis media;  sulcus interventricularis posterior’daki koroner artere

yandas olarak uzanarak sinus coronarius’a drene olur.

Vena cordis parva ise sag koroner arter ile birlikte arkada sag atriyum ve sag
ventrikiil arasinda sulcus coronarius i¢erisinde uzanarak sinus coronarius’a drene olur.

Sinus coronarius’a dokiilen biitiin bu venlere ek olarak iki ven grubu daha vardir;

Vv. cardiacea anteriores; sag ventrikiilin o6n yiiziinden kalkip, sinus
coronarius’un 6n duvarini delerek sag atriyuma dokiiliir.

Vv. cordis minimae; ¢ogu sag atriyuma az bir kism1 da sol ventrikiile agilirlar.
Diseksiyonda goriilemeyecek kadar kiiglik olan bu venler ayni zamanda dogrudan kalp
bosluklarna agilirlar (Williams 2008).

2.1.3.6 Kalbin Lenfatikleri

Endokardiyum ve miyokardiyumdan gelen lenf damarlar1 epikardiyuma komsu
bir ag olustururlar. Sol yariy1 drene eden lenf damarlar1 koroner damarlarin sol dali
boyunca uzanarak trakeanin alt ucundaki lenf diiglimlerine bosalirlar. Sag yar
lenfatikleri; kalbin sag kenari, sag ventrikiil alt yiizii ve sag atriyumu drene ederek

brakiosefalik lenf diiglimlerinde sonlanir (Sarsilmaz 2014).

2.1.3.7 Kalbin iletim Sistemi

Myokardiyumun belli bolgelerinde o6zellesmis kalp kasi hiicreleri oldukga
gelismis duyarlilik ve otomatik ritim olusturma kabiliyetine sahiptir.

Sinoatriyal (SA) diigiim (Nodus sinoatrialis - Keith Flack); sag atriyumda crista
terminalis ve vena cava superior’un agzi arasindadir. Uyarilar her iki atriyuma ve
atriyoventrikiiler (AV) diigime yayilir. Kanlanmasi sag koroner arterin dallarindan

gergeklesir.
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Atriyoventrikiiler digiim (Nodus atrioventricularis-Ashoff Tawara); sag
atriyumun tabaninda, septum interatriale’ye yakin, sinus coronarius’un sag atriyuma
acildig1 agzin medialinde ve trikuspid kapagin septal kuspisinin iizerinde yerlesmistir
(Sekil 10). AV demet (His) buradan kaynaklanir. Kanlanmasi biiyiik oranda sag
koroner arterden saglanir.

AV demet (His demeti); AV diiglimden dogar. Buradan anulus fibrosus ismi
verilen atriyoventrikiiler halka (AV halkasi)’ya gecer. Septum interventriculare’nin
membrandz par¢asinin arka kenarindan asagi inerek septumun muskuler kismina girer.
Burada crus dextrum ve crus sinistrum seklinde iki dala ayrilir. Her iki dal da muskiiler

kismin i¢inden asagi inerek iki ventrikiiliin duvarlarinda dagilirlar (Williams 2008).

sinoatrial diigiim

AV demet

atriyoventrikiiler diigiim
crus sinistrum

crus dextrum

(Sobotta 2011) Modifiye dilmistir.
Sekil 10: Kalbin iletim sistemi

2.1.3.8 Kardiak innervasyon

Kalbe gelen sinirler sempatik ve parasempatik kardiak sinirlerdir. Sempatik

kardiak lifler truncus sympathicus’a ait, iist-orta-alt servikal sempatik ganglionlar ile
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ilk dort (veya bes) torakal sempatik ganglionlardan gelirler. Parasempatik lifler ise n.
vagus tarafindan taginir.

Parasempatik ve sempatik kardiak sinirler arcus aorta’nin altinda bifurcatio
trachea’nin arkasinda sinaps yaparak plexus cardiacus’u olustururlar. Bu plexus’tan
c¢ikan lifler koroner arter dallariyla birlikte kalbe dagilirlar. Parasempatik aktivasyon
kalp hizini azaltir ve atim hacmini disiiriirken, sempatik aktivasyon kalp hizin1 ve atim

hacmini artirir (Williams 2008; Sarsilmaz 2014).

2.1.3.9 Perikard

Kalbi ve biiyiik damarlarin kok kisimlarini saran iki katli serofibroz yapida bir
kesedir.

Fibroz perikard (pericardium fibrosum); en dista bulunan tabaka olup, yogun,
diizensiz yapida bag dokusundan olusmustur. Altta centrum tendineum’a
(diyafragma’ya), 6nde birgok kii¢iik ligamentle sternum’a, arkada da vertebralara
tutunmustur. Aort’un, truncus pulmonalisin, v. cava superior’un, V. cava inferior’un ve
pulmoner venlerin tunica adventitia’si ile devam eder.

Serdz perikard (pericardium serosum); lamina parietalis ve lamina visceralis
denilen iki tabakadan olusur. Lamina parietalis, perikardiyal boslugu déseyen ser6z
mezotelyumdur ve fibroz perikardin i¢ yiiziine yapisiktir. Kalp kasinin tizerini orten
ince katman ise lamina visceralis olup epicardium olarak da isimlendirilmektedir.

Iki serdz tabaka arasindaki bosluk olan cavitas pericardialis igerisinde liquor
pericardii denilen yaklasik 20-30 cc’lik bir s1v1 vardir ve kalbin hareketini kolaylastirir

(Williams 2008; Arinci 2014).
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2.2 Aquaporinler

Spesifik su kanallarinin varligina dair fikirler uzun siiredir 6ne siiriilmekteydi.
Benga ve ark. 1986°da su transferiyle ilgili oldugunu diistindiikleri 28-kDa agirliginda
bir protein tanmimladilar ancak bunun izolasyonunu ya da c¢ogaltilmasini
gerceklestirememislerdir (Benga, Popescu et al. 1986; Benga 2006; Kuchel 2006). Bu
proteinlerin bagimsiz olarak varligi Peter Agre ve grubu tarafindan eritrositlerde
ortaya ¢ikarilip ve membran ge¢is kanallar1 olarak tanimlanmistir (Smith and Agre
1991). Xenopus oositlerinde bu proteinin ekspresyonunda, membran su
gecirgenliginin ciddi sekilde arttirdig1 ve oositlerin hipoozmotik ortamda patladiklar
goriilmiistiir (Agre 2004). Peter Agre bu bulusuyla 2003’ te Nobel Kimya Odiilii’nii
almaya hak kazandi.

Aquaporinlerin memelilerde benzer molekiiler yapiya sahip 13 izoformu
tanimlanmistir. Bunlar yaklasik 320 aminoasit kalintis1 uzunluga sahip ve molekiiler
agirhigi 28 kDa civarinda, membranlar tizerinde bulunan tetramerler seklindedir (Sekil

11) ve her monomerin kendine ait su kanali bulunmaktadir.

Aquaporinler Aquagliseroporinler
(AQP1) (AQP4)

(Rutkovskiy, Valen et al. 2013) Modifiye edilmistir.
Sekil 11: AQP1, AQP4 ve aqualiseroporinlerin sematik gosterimi.
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Monomere ait kanal ayn1 anda sadece bir su ya da gliserol molekiiliiniin ge¢isine
izin verirken katyon, anyon ve protonlarin geg¢isine miisaade etmez. Kanallar
genellikle asparajin-prolin-alanin (NPA) seklinde yiiksek diizeyde korunmus ii¢
aminoasit dizisi igerirler. Aquaporinlerin bazi izoformlarinin gazlarin ve agir metal
iyonlarin da transferini gerceklestirdigi iddia edilse de (Wu and Beitz 2007; Boron
2010) bu heniiz bir varsayimdan ibarettir. Kanallarin st diizey segiciligi porlarin
biiyiikliigii ve yapilanmasi ile ilisilidir. Insan viicudunda aquaporin ekspresyonunun
oldugu en 6nemli yer bobreklerdir. Su reabsorbsiyonunda en 6nemli rol AQP2’ ye ve
buna yardimci olarak AQP1, AQP3, AQP4, AQP6, AQP7 ve AQPS8’ ¢ aittir (King,
Kozono et al. 2004). Diger bir kritik bolge de, esas olarak AQP4’tin bulundugu
beyindir (Amiry-Moghaddam, Otsuka et al. 2003). Muké6z bezler ve tiikiiriik bezleri
de 6zellikle AQP5 olmak iizere aquaporin igerirler. Bu AQP’ler su gecisini saglayarak
solunum epiteli ve goz (Moore, Ma et al. 2000) gibi nemli dokularin korunmasini
saglar. Lens hidrsayonu agirlikli olarak AQPO’a baglidir (Fischbarg 2012). AQP1 ve
AQP4 ekspresyonunun iskelet ve kalp kaslarinda oldugu goriilmiistiir. Aquaporinlerin;
dehidrasyon, enfeksiyon, iskemi gibi stres durumlarinda koruyucu mekanizma

igcerisinde onemli rollerinin oldugu diistiniillmektedir.

2.2.1 Aquaporinler ve Aquagliseroporinler

Memelilerde suya gecirgen olan aquaporinler AQP1, AQP2, AQP4, AQP5,
AQP6, AQP8, AQP12 iken aquagliseroporinler AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10’dur.
Her iki grup da aym biiyiik protein ailesine ait ise de dizi benzerlikleri %30
civarindadir. Aquaporinler por merkezinde iki NPA dizisine sahip olup su i¢in yiiksek
secicilik gosterirken, aquagliseroporinlerde en az bir NPA dizisi asparajin-prolin-
fenilalanin (NPF) veya asparajin-prolin-serin (NPS) ile yer degistirerek por biiyiikliigii
artarak suyun yaninda gliserol, iire ve amonyak gibi bazi kii¢iik soliitlerin de gegisine
izin verilir. Ayrica bu kanallar nispeten hidrofobiktir (Ishibashi, Kondo et al. 2010).
Aquagliseroporinler cogunlukla cilt, yag dokusu ve karacigerde bulunur. Son
caligmalar aquagliseroporinlerin gliserol metabolizmasinda (Kuriyama, Kawamoto et
al. 1997; Skowronski, Lebeck et al. 2007) ve cilt hidrasyonunda (Draelos 2012) rolleri
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oldugunu gostermistir. Sekil 11°de aquaporin ve aquagliseroporinlerin genel
karakteristik 6zellikleri sematize edilmistir. Sarmalin karboksi (C) ve N terminal uglari

sitoplazma igerisinde bulunur.

2.2.2 Aquaporin Molekiiler Y apisi

Aquaporinler membranlar {izerinde tetramerler seklinde organize olmaktadir.
AQP yapisini olugturan monomerlerden her biri yaklasik 28 kDa agirliginda olup, alt1
a-heliks (M1, M2, M4, M7 ve M8), iki yarim heliks (M3 ve M7) sarmali ile bes te
baglayici koldan (a-¢) olugsmaktadir (Sekil 12)(Verkman, Anderson et al. 2014).

b Glycosylation sites  Hg?* binding
in some AQPs site in AQP1

AQP
monomer

N terminus C terminus

c d
{ S’
1192, C191,
el J G190, G189
Conserved | P195
NPA motif

i ' ar/R
residues
H182

(Verkman, Anderson et al. 2014) Modifiye edilmistir.
Sekil 12: Aquaporinlerin molekiiler yapist
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2.2.3 Aquaporin Tipleri ve Fonksiyonlari

Permeabilite 6zelliklerine gore aquaporinler 3 grupta siniflandirilabilir:

Su selektif aquaporinler (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 ve AQP8);
Aquagliseroporinler; su, gliserol, iire ve bazi diger soliitleri gegirebilir (AQP3, AQP7,
AQP9 ve AQP10).Subseliiler aquaporin veya siiper-aquaporinler (AQP11 ve AQP12)
diger aquaporinlerle benzerligi azdir (Murai-Hatano, Kuwagata et al. 2008).

AQPO; onceleri ana intrinsik protein olarak (MIP) bilinmekteydi. AQPO, sigir,
kemirgenler gibi farkli tiirlerde ve insanlarda lens dokusunda bulunabilmektedir.
Gozde lens akommodasyonu 6nemli hacim degisiklikleri ile iliskilidir ki bu da hiicre
membran porlariyla saglanan hizli su akigin1 gerektirir. Ayrica AQPO’in kan
damarlarindan yoksun olan lensin mikrosirkiilasyonunda da muhtemel etkisi
goriilmektedir. Bulgular gostermistir ki AQPO’1n su transferindeki etkisinin disinda
lens fibril bileskelerindeki araliklarda olusan hiicre adhezyonunda da yapisal bir rolii
bulunmaktadir (Harries, Akhavan et al. 2004). Diger aquaporinlerin aksine AQP0’1n
su gegirgenligi oldukea diistiktiir. Lensteki AQP1’e gore AQPO’1n su gecirgenligi 40
kez daha dusiiktiir (Liu, Xu et al. 2010).

AQPI; bu proteinlerden ilkidir ve insan eritrositlerinde tanimlanmistir (Preston,
Jung et al. 1993). Esas olarak kirmizi kan hiicreleri, beyin, akcigerler ve bobreklerde
eksprese edilen AQP1 su reabsorbsiyonu ve sivi sekresyonu ile iligkilidir. Bobrekte
tanimlanmis aquaporinler (AQP1, AQP2, AQP3, AQP4) icerisinde en fazla eksprese
edilen AQP1 6zellikle su resorbsiyonun en fazla yapildigi proksimal tiibiil ve henlenin
inen ince kolunda bulunur (Tradtrantip, Tajima et al. 2009). Bu proteinin ayni zamanda
kapiller endotelinde de eksprese edilmesi insanlarda su transportundaki Onemini
gostermektedir.

AQP2; baslica bobreklerde eksprese edilmektedir ve bu proteinin mutasyonunun
diabetes insipitus ile baglantili oldugu gosterilmistir (Deen, Verdijk et al. 1994). Aym
proteinin insan kulaginda saccus endolymphaticus’da da eksprese edilmesi endolemfa
dengesinin saglanmasinda da aktif rol aldigim1 diisiindiirmektedir (Ishibashi 2009).
AQP2’nin ayn1 zamanda kopeklerde rete testis, epididimis ve ductus deferens’de de

bulundugu bildirilmistir (Domeniconi, Orsi et al. 2007).
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AQP3; bobrekler,(Ishibashi, Sasaki et al. 1994) {iriner sistem, sindirim sistemi,
solunum sistemi (King, Choi et al. 2001), deri ve goz (Hamann, Zeuthen et al. 1998)
gibi bir¢ok degisik organda gosterilmistir. Cogu zaman bu proteinin ekspresyonu
epitelyal hiicreler ve liimen ylizeyinde gergeklesmektedir. X. Leavis oositlerinin
kullanildig: bir¢cok ¢alismada bu proteinin gliserol ile etilen glikol, propilen glikol ve
asetamid gibi bazi maddeleri de gegirdigi gosterilmistir(Yamaji, Valdez et al. 2006).

AQP4; Serebral 6dem vakalarinda (iskemik, travmatik, inflamatuvar, tiimore
bagli vs.) bu proteinin ekspresyonun artmasi beyinde su dengesinin ayarlanmasiyla
iligkili oldugunu gostermistir (King, Choi et al. 2001).

AQP5’in ozellikle alveolar epitel, trakea ve brong agacinin iist boliimlerinde
eksprese edildigi goriilmiistiir (Gomes, Agasse et al. 2009). AQP5’in akcigerlerde su
dengesinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir fonksiyonu bulunmaktadir (Verkman 2005).
Oral mukozada tiikiiriik salinimda (Tsubota, Hirai et al. 2001) ve tiikiiriik bezi ile
gozyas1 salgilarinda da (Steinfeld, Cogan et al. 2001) fonksiyonu oldugu bildirilmistir.
Bu proteinin ayn1 zamanda korneal hiicrelerde de tespit edilmesi epitel ve alttaki
stromanin saydamliginin siirdiiriilmesindeki 6nemini gostermistir.

AQP6; nin yapilan ¢alismalarda intraseliiler vezikiillerde bulundugu ve baslica
nitrat transferinde rol aldig1 ayrica bobrek tiibiillerinde de bulunarak klorid gibi baz
iyonlarin gegisini sagladigi gosterilmistir (Gomes, Agasse et al. 2009). AQP6 ile ilgili
ayirici 0zellik, transmisyon elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda bu proteinin
hiicre ylizeyinde degil bobrek toplayici kanal epitelyal hiicrelerinde intraseliiler
vezikiillerde bulunuyor olmasidir.

AQP7’nin; bazi soliitlerin yaninda su gegirgenligi de bulunmaktadir. Bu protein
baslica yag dokusu, testis, kalp, iskelet kas1 ve bobreklerde eksprese edilmektdir. Yag
dokusunda gliserol sekresyonunun daha kolay olmasinin AQP7 varligiyla baglantili
oldugu gosterilmistir (Rodriguez, Catalan et al. 2006). AQP7 ayrica diisiikk molekiil
agirlikli noniyonik stirfaktanlarin gecisini de saglamaktadir.

AQP8; bir¢cok doku ve organda, 6zellikle de pankreas, karaciger, tiikiiriik bezleri,
bobrekler, testisler, epididimis, duodenum, mide, jejenum, akciger, trakea ve
plasentada eksprese edilmektedir. Insan, rat ve farelerde bu rekombinant proteinin
indiiksiyonu su gecirgenligi gosterirken AQP8 insan ve ratlarda iire ve gliserole

gecirgen degildir. Bununla birlikte insanlarda AQP8’ in formamid ve metilamonyum
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gibi amonyak tlirevlerini gegirgen olmasi, invivo amonyak taginmasinda ve asit-baz
dengesinde fizyolojik bir etkisi oldugunu gostermektedir (Liu, Nagase et al. 2006).

AQP9; karaciger, 10kosit, testis, beyin ve overlerde tanimlanmis olup su ve bazi
kiigiik soliitlerin gegisyle iliskili proteinlerdir. Bu proteinin laktat ve gliserole olan
gecirgenligi enerji metabolizmasinda 6nemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir
(Tait, Saadoun et al. 2008; Gomes, Agasse et al. 2009).

AQP10; insanlarda ince bagirsakta ozellikle de jejenumda bulunmaktadir
(Ishibashi, Morinaga et al. 2002) ve emici epitelyal hiicrelerde de bulunarak
aquagliseroporinlerle benzer fonksiyonlar1 gostermektedir.

AQPI11 ve AQPI12 siiper-aquaporinler olarak isimlendirilen yeni bir alt sinif
aquaporin ailesindendirler (Ishibashi 2009). AQP11 bobrek, beyin, karaciger, testis,
kalp, bagirsak ve yag dokusunda eksprese edilmekteyken, fonksiyonu net olarak
bilinmektedir. AQP12 sadece pankreas asiner hiicrelerinde bulunmustur ancak
lokalizasyonu net olarak gosterilememistir (Gorelick, Praetorius et al. 2006; Buffoli
2010). Bu proteinin pankreasta bulunmasi sindirim enzimlerinin ya da pankreatik
hiicre sivilariin salimiminda bir yolakla iligkili olabilecegini diigiindiirmektedir

(Rojek, Praetorius et al. 2008).

A Kan hiperozmolaritesi
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(Rutkovskiy, Valen et al. 2013) Modifiye edilmistir.
Sekil 13: Gegerli bilgiler ve varsayimlar 1s1ginda AQP1 ve AQP4’ {in kalpteki roli
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Dort panelde (a-d) dort farkli durum gosterilmistir: Kan hiper-hipoozmolaritesi ile
iskemi ve reperfiizyon. Sekilde resmedilen iki hiicre aquaporin ihtiva eden
kardiyomiyositler ve endotelyal hiicrelerdir.

a Kan hiperozmolaritesi. Plazma ozmolaritesinin artmasi (1); interstisyel araliktaki
suyun endotel hiicreleri lizerinden gegisine neden olur. Bu gecis kismen apikal ve
bazolateral membranlarda ve kaveollarda eksprese edilen AQP1 (2) igerisinden
gerceklesir. Hiperozmolarite MAP kinaz cevabini (3) tetikleyerek AQP1 mRNA (4)
ekspresyonunu stimiile eder. Hiperozmolarite ayn1 zamanda AQP1 molekiillerinin
glikozilasyonunun artmasina neden olur (5). Ozmotik gradyenti yiiksek olan
kardiyomiyositler su gegigini plazma membraninda kare diziler halinde bulunan
AQP4’ler (6) tizerinden gergeklestirir. Kardiyomiyositler su kaybederek biiziisiir ve
‘regiilator voliim artis1’ olarak isimlendirilen fizyolojik cevap ortaya ¢ikar (7). Bu
esnada hiicre AQP4 mRNA ve protein transkripsiyonu azaltir (8).

b Kan hipoozmolaritesi. Bu durum fare ve insanlardaki aquaporin ekspresyonu
yoniiyle c¢alistimamistir. Buna ragmen, muhtemelen kan ozmotik basincindaki
diistis(1) interstisiyel araliga AQP1 ftizerinden (2) kismi bir su gegisini stimiile
edecektir. Daha sonra su AQP4 (3) ilizerinden kardiyomiyositlere gegis yapar.
Kardiyomiyositlerin sismesi regiilatér voliim diistisiinii tetikler (4).

¢ Iskemi. Miyokard dokusunda kan akimini durmasi hizli bir oksijen yetmezligine
sebep olur (1) ve kardiyomiyositlerde diger metabolik yol olan glikolizis (2) baslar.
ATP iiretimindeki biiyiik diistis(3) miyofibrillerin kademeli olarak kontraktiiriine (4)
sebep olurken laktat fazlaligi (5) pH’y1 diisiirerek sitoplazma ozmolaritesi yiikselir (6).
Bu durum da difiizyon ve muhtemelen de AQP4 kanallar1 yoluyla su girisine neden
olarak (7), bilinmeyen bir mekanizmayla meydana gelen kontraktiiriin (8) artmasina
katkida bulunur. Hiicre sismesi sonucu mitokondri de siser (9). Kardiyomiyositlerdeki
artmis ozmolarite interstisiyuma yonelerek endotel hiicrelerden interstisiyuma su
gecisine (AQPI ile) neden olur (10). Iskemik hasar sonucu paraselliiler su transferinin
artmastyla endotel bariyer bozulur(11). iskemik kardiyomiyositlerde protein kinaz C’
nin potansiyel etkisiyle AQP4 ekspresyonu azalirken (12), endotel hiicrelerinde MIR-
214 (13) muhtemel etkisiyle AQP1 ekspresyonu azalir ve protein deglikozilasyonu
gerceklesir (14).
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d reperfiizyon. Oksijen dokuya tekrar girer (1) fakat tamami solunumda
kullanilamayarak zararli oksijen tiirevlerinin(2) olusumuna sebep olur. Bunlar da
mitokondriyal permeabilite gecis porlarinin (MPTP) a¢ilmasmna (3) sebep olarak
kalsiyum ve sitokrom C igeren diisiik molekiil agirlikli mitokondri igeriginin
sitoplazmaya salinmasina (4) sebep olur. Sitokrom C apoptozisi tetiklerken kalsiyum
iskemik kontraktiiriin daha da artmasina sebep olur (5). Diisiik pH’daki iskemik
hiicrelerde kan akiminin tekrar baslamast Na*/H* degisimini tetikleyerek
sodyum/kalsiyum pompasinin ters yonde calismasina (6) sebep olur ve hiicre igine
kalsiyum pompalanir. Kalsiyum kontraktiirii arttirken (7) MPTP’ nin de agilmasini
stimiile eder ve sonugta hiicrenin apoptoz ve nekrozunu hizlandirir (8).Reperfiize kan
normo-ozmotikken kardiyomiyositler laktat birikiminden dolay1 hiperozmotiktir. Bu
durum muhtemelen AQP4 (9) yoluyla su girisini fazlaca arttirarak iskemi esnasinda
olusan sitotoksik Odemin ilerlemesine yol acar. Bu asamada ayrica AQP4
hiperkontraktiirin ~ olugmasiyla  iliskili ~ olabilir  (10). Interstisyumdan
kardiyomiyositlere su gegisini kompanse etmek i¢in kapiller limenden AQP1 (11) ve

endotel duvar defektleri (12) yoluyla gegis olur. Bu da vazojenik 6deme yol agar.

2.3 Immunohistokimya

2.3.1 Genel Bilgiler

Immunohistokimya; temel olarak isaretlenmis antikor ile antijen birlesmesi
reaksiyonudur. Cok duyarli ve 6zgilin bir boyama yontemidir. Hiicre veya dokularda
yer alan bir molekiiliin tespit edilmesi igin bu molekiile karsi hazirlanan isaretli
antikorlarin 151k veya elektron mikroskobu diizeyinde gdsterilmesi esasina dayanir.
Belirlenmesi ¢ok zor olan protein ve enzim gibi yapilar, immunohistokimyasal
teknikler sayesinde gosterilebilmektedir. Bu teknigin dezavantaji  kullanilan
maddelerin kisa Omiirlii olmasi1 ve saklama kosullarina dikkat edilmedigi takdirde
bozulmasidir (Osborn 1994; Demir 2001).

Immunohistokimyasal ¢alisma, ilk olarak 1941 yilinda fluoresan boyayla

birlestirilmis antijen-antikor kompleksinin dokuda gosterilmesiyle baglamistir. Cok
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hassas olan bu yontemde, doku ve hiicre elemanlarinin lokalizasyonu kolaylikla
yapilabilmektedir. Ancak spesifik olmayan zemin boyanmasi, g¢apraz reaksiyon
gelismesi, yalanci pozitiflik bu teknigin uygulanmasinda karsilasilan zorluklardir

(Osborn 1994; Demir 2001).

2.3.2 Immunohistokimyada Kullanilan Antikorlar

Immunohistokimyasal boyamanin temel elemani olan antikor molekiilii
karmasik bir yapiya sahiptir. Antikorlar ‘Y’ harfi seklinde iki zincirden olusur. Y nin
kisa bacaklar1 antijene baglanirken, uzun bacagi ise komplemana baglanir. Bu
boyamada poliklonal ve monoklonal olmak tizere iki tiir antikor kullanilir (Polak 1987;
Kohler and Milstein 2005). Poliklonal antikorlar farkli hiicreler tarafindan iiretilir ve
bir antijen ilizerinde farkli bolgelere baglanir. Genellikle tavsanlardan elde edilir. Cok
sayida antikor igerdiklerinden dolayi, dokular igin yeterince spesifik degildirler
(Kohler and Milstein 2005). Monoklonal antikorlar belirli bir klona ait olduklari i¢in
antijen tizerindeki 6zel bir epitop ile reaksiyona girer. Sadece farelerden elde edilir.
Poliklonal antikora gore avantajli yonleri vardir. Bunlar; nonspesik antikorlarin
bulunmayis1, yiikksek homojenlik, parcalar ve biitiin arasinda varyasyonun
olmamasidir. Uretiminde karsilasilan zorluklar, fiksasyon isleminde epitopun
etkilenmesi, monoklonal antikorlar i¢in dezavantajlardir (Demir 2001; Kohler and
Milstein 2005).

2.3.3 Immunohistokimya Metodlar1

Immunenzimatik ve immunfluoresan olmak iizere iki temel boyama metodu

vardir.
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2.3.3.1 Immunenzimatik Boyama Metodlar

Bu yontemde reaksiyon sonucunu gormek igin isaretli enzimler kullanilir.
Enzimlerin  renklendirilmis reaksiyon friinleri, mikroskopta antijen-antikor
kompleksinin immun reaksiyonu sonucu olarak go6zlenir. Alkalen fosfataz,
b-galaktozidaz, glikoz oksidaz, horse-radish peroksidase (HRP) en sik kullanilan
enzimlerdir. Dokuda veya hiicrede bulunan antijen konsantrasyonun fazla olmasi,
boyanmanin daha da koyu olmasina neden olur (Polak 1987; Demir 2001). Direkt ve
indirekt olmak {izere baslica iki immunenzimatik boyama metodu vardir. Alinan
dokunun 6zelligi, arastirmacinin gereksinimi, duyarlilik derecesi, inkiibasyon siiresi
ve maddi olanaklar tercih edilecek yontemi belirleyen kriterlerdir (Polak 1987).

Direkt Yontem: Bu yontemde, bir antijen dogrudan isaretli olan ilgili antikora
baglanir. Tek bir antikor kullanildigi i¢in ¢ok diisiik boyanmalar goriilebilir. Kullanimi
giderek azalmaktadir (Polak 1987).

indirekt Yontem: Bu boyama metodunda, isaretlenmemis primer antikor
antijene baglanir. Isaretlenmis olan sekonder antikor, primer antikor-antijen
kompleksini antijen olarak kabul eder ve bu komplekse baglanir. Daha sonra bu ikili
antikor yapisinin iizerine substrat-kromojen soliisyonu ilave edilir. Primer antikor ve
sekonder antikorun elde edildigi immunglobulin uyumlu olmalidir. Doku ve antikor
uygunsuzlugu, reaksiyonun ger¢eklesmemesi, sonucu olumsuz sekilde etkiler (Polak
1987). indirekt yontem, direkt yonteme gore daha fazla tercih edilir. Duyarliligi daha
fazladir. Birden fazla sekonder antikorla birlesmenin olabilmesi, indirekt yontem igin
avantajdir. Kullanilan maddeye gore bu yontem tice ayrilir:

a- Avidin-Biyotin Yontemi (ABC Metodu): Avidin, yumurta akindan elde
edilen bir glukoproteindir. Karacigerde bulunan vitaminlerden olan biyotine karsi
yiiksek bir afinitesi vardir. ABC Metodu bu afiniteden yararlanilarak yapilan bir
yontemdir. Duyarliligi diger metodlara goére daha fazladir. Biyotinli sekonder
antikorun {izerine peroksidaz enzimiyle isaretli avidin-biyotin kompleksi ilave edilir.
Daha sonra substrat—kromojen soliisyonu eklenerek doku antijeni goriiniir hale getirilir
(Hsu, Raine et al. 1981; Demir 2001).

b- Enzim-Antienzim Kompleks Yontemi (PAP Metodu): Isaretsiz antikor

metodu olarak bilinen bu yontemde, sekonder antikorun {izerine ¢6ziinebilirligi yiiksek
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olan enzim-antienzim immun kompleksi ve substrat-kromojen soliisyonu ilave edilir.
Enzim-antienzim kompleksleri peroksidaz-antiperoksidaz (PAP), alkalin fosfataz-
antialkalin fosfataz (APAP), glikoz oksidaz-antiglikoz oksidaz (GAG) seklinde
olabilir. En sik peroksidaz-antiperoksidaz kompleksi kullanilir (Polak 1987; Demir
2001).

¢c- Indirekt immunoperoksidaz Yontemi: Doku antijenine baglanmis olan
primer antikor {izerine peroksidaz tasiyan sekonder antikor eklenir. Olusan bu yap1

tizerine substrat kromojen bilesigi ilave edilir (Polak 1987; Demir 2001).

2.3.3.2 immunfluoresan Boyama Metodlar1

Bu yontemde, antikorlara baglamak igin fluoresan bir madde (fluorokrom)
kullanilir. Bu madde yiiksek oranda kisa dalga 1sinlarini absorbe edebilme 6zelligine
sahip olmalidir. Fluorokrom icin uygun filtreler kullanilir. Fluoresan mikroskop

altinda ortaya ¢ikan mavi, yesil ve kirmizi renklere gore degerlendirme yapilir (Osborn
1994).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Hayvanlarin Temini

Bu c¢alisma Gaziosmanpasa Universitesi yerel etik kurul izni (HADYEK-78)
alindiktan sonra Gaziosmanpasa Deneysel Tip Arastirma Birimi'nde (DETAB)
gerceklestirildi. Calismada 14 adet Balb/C cinsi beyaz fare (50-80 g) kullanildi.
Hayvanlar yediserli iki esit gruba boliindi. Grup I iki aylik gen¢ hayvanlar grubu
(n=7), Grup II 18 aylik yash hayvanlar grubu (n=7) olarak diizenlendi. Uygulama
oncesinde fareler oda sicakliginda (22+1 °C) ve %40-50 nem oraninda tutuldu. Isik
diizeni ise 12 saat giindiiz, 12 saat gece olacak sekilde ayarlandi. Yeme ve igcmeleri
serbest birakildi. 1 hafta gézlem altinda tutulan siganlarin gilinliik fizik muayeneleri

yapildi.

3.2 Orneklerin Alinmasi

Herhangi bir saglik problemi olmayan fareler ketamin/ ksilazin (50/10 mg/kg)
anestezisi altinda eksanguinasyon yolu ile dldiiriildii. Kalp dokusu ¢ikarilarak yarisi
stv1 azot tankinda hizl bir sekilde sogutularak western blot uygulamasi igin -80 °C’ de
saklandi. Alinan kalp dokusunun diger yarist ise immunohistokimyasal ve
histopatolojik degerlendirmelerde kullanilmak tizere % 10’luk formalin soliisyonuna

alindi.

3.3 Kalp Dokusunun Histolojik Olarak incelenmesi

Kalp dokular ¢ikarilarak % 10’luk formaline alindi. Rutin histolojik takipler
(Tablo 1) yapildiktan sonra dokular parafine gomiildii. Parafine gomiilen dokulardan
4-5 um kalinlhiginda kesitler alinarak hematoxylin-eosin (H&E) yontemi ile boyandi.

Boyanmis kesitler Zeiss Axio Lab A1 151k mikroskobu altinda incelendi.
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Tablo 1: Histolojik takip serileri

Sira No Kullanilan Madde Kimyasal Bekletilme Siiresi
1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1.5 saat

3 %96 Alkol 1 30 dakika
4 %96 Alkol Il 30 dakika
5 %100 Alkol | 30 dakika
6 %100 Alkol 11 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol | 30 dakika
9 Xylol 1 30 dakika
10 Yumusak Parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak Parafin 1 saat

12 Y. Parafin + Sert Parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

3.4 Immunohistokimya

Parafin bloklardan 4-5 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindu.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildikten
sonra, distile suya alinan dokular antigen retrieval igin sitrat tampon soliisyonunda
pH:6’da mikrodalga firinda (600W) 5 dakika kaynatildi. Endojen peroksidaz

aktivitesini onlemek i¢in H202 ile muamele edildi. Zemin boyasini engellemek i¢in
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Ultra V Block (Ultra V Block, TA-125-UB, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
soliisyonu ile muameleden sonra primer antikor (Aquaporin 1 rabbit polyclonal 1gG,
Abcam, ab-15080, California, USA; Aquaporin 4 mouse monoclonal 1gG, Abcam,
ab-9512, Camridge, UK) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasindan
sonra sekonder antikor 30 dakika (biyotinli anti-mouse IgG, Diagnostic BioSystems,
KP 50A, Pleasanton, USA), streptavidin horseradish peroksidaz 30 dakika ve
3-Amino-9-cthyl carbazole kromojeni uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle
zit boyama yapildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine
phosphate buffered saline (PBS) kullanildi, diger basamaklar ayni sekilde uygulandi.
PBS ve distile sudan gegirilen dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatildi (Tablo
3). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Zeiss Axio Lab A1) incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandu.

Aquapoprin 1 ve 4 ekspresyonu immunohistokimyasal olarak daha 6nce Kanter’in
(Kanter 2011) belirledigi yonteme gore degerlendirildi. Bu yontemde her hayvan igin
40x biiyiitmede ki iki kesit de ve her bir kesit i¢in sekiz alan da immunreaktivite

yogunlugu Tablo 2°de gosterildigi sekilde degerlendirildi.

Tablo 2: Aquaporin 1 ve 4 boyanma yogunlugunun degerlendirilmesi

Derece Sembol
yok )
cok az )
az (+)
orta (++)
yliksek (+++)
cok yiiksek (++++)
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Tablo 3: immunohistokimya boyama serileri

Sira  Islem Siiresi

1 Deparafinizasyon 1 saat

2 Distile su 5 dakika
3 Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’de (pH: 7.6) 5 dakika
4 %3’lik H202’de 5 dakika
5 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
6 Primer antikor oda 1sisinda 1 saat

7 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
8 Sekonder antikor 30 dakika
9 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
10 Streptavidin peroksidaz 30 dakika
11 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
12 AEC Kromojen 1-10 dakika
13 Distile su 5 dakika
14 Z1t boya olarak Mayer’s hematoksilen 1 dakika
15 Akarsuda 1 dakika
16 Kurulama

17 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

3.5 Western Blot Teknigi

Yaslt ve geng fare gruplarindan alinan doku 6rnekleri, 6rnek tamponu i¢inde (50
mM Tris-HCI, pH 7.9, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 5 pg/mL Aprotinin, 5 pg/mL
Leupeptin, 5 pg/mL Pepstatin A ) hiicre ekstrati hazirlandi. Hazirlanan hiicre

ekstratlari lizerinde protein dl¢timii yapilip, ayn1 zamanda %7,5 lik SDS jeli hazirlandi.

34



Jelin polimerazyonu tamamlandiktan sonra, hiicre ekstratlar1 Laemli sample buffer ile
diliiye edilip, 95°C de 5 dakika kaynatildi. Elektroforetik yiiriitme i¢in, 6rnekler jele
yiiklenip 100V altinda orneklerin yiiriitiilmesi saglandi. Jelde yiiriitiilen 6rneklerin
semidry transfer yontemini kullanarak proteinlerin membranlara transferi saglandi.
Membrana transfer edilen proteinlerin bloklanmasi amaciyla %5’lik siit tozu ve
%0,1°1ik Tween 20 igeren PBS ¢ozeltisi (bloklama ¢ozeltisi) i¢ine birakildi. 1 saatlik
bloklama sonunda membran primer antikorlar ile gece boyu inkiibe edilecektir. Bu
siire sonunda membran 3 kez %0,1’lik Tween 20 i¢eren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika siire
ile yikanip, sekonder antikor uygulamasi yapildi. 1 saat anti rabbit sekonder antikoru
ile membranin inkiibasyonu sonrasi tekrar 3 kez %0,1’lik Tween 20 iceren PBS
cozeltisi ile 5 dakika siire ile yikandi. Membrandaki proteinlerin goriintiillenmesi
amaciyla ECL ¢ozeltisi kullamildi. Ikincil antikora bagli bulunan horseradish
peroksidaz enzimi, ECL ¢ozeltisi iginde bulunan Lumigen PS-3 substratin1 katalizler.
Bu reaksiyon sonucu agiga ¢ikan luminol 1s1maga yol agacagindan, bu 1sima, 6zel
goriintlileme cihazlari ile saptandi. Elde edilen protein bantlar1 geng ve yasli sicanlarda

karsilastirilip istatiksel analizleri yapildi.

3.6 Ilstatistiksel analiz

Gruplarin dagilimi1 Levene testi ile analiz edildi. Western blot analiz sonuglarinin
normal dagilima uymasi nedeniyle gruplar arasi karsilagtirmada student t-testi
kullanildi. Immunohistokimyasal sonuglar agisindan gruplar aras1 karsilastirmada ise
ki kare testi kullanildi. Istatistiksel analizler IBM-SPSS 21.0 programiyla yapildi.
p<0.05 istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Histolojik Bulgular

Geng yash hayvanlarda kalbin normal histolojik yapist Zeiss Axio Lab Al 151k
mikroskobu ile fotograflanarak resim 1 ve 2 de gosterildi (Resim 1,Resim 2). Geng
farelerde normal kalp dokusu yapisi izlendi. Herhangi bir patolojiye rastlaniimadi.
Yagli farelerde kas liflerinin gevsek bir sekilde diizenlendigi ve interstisyel mesafenin

artmis oldugu goriildii. Kan damarlarinda belirgin konjesyon goriildii.

Resim 1: Geng farede hematoksilen-eozin yontemi ile boyanmis x40’lik biiyiitmedeki kalp dokusu
kesiti.
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Resim 2. Yaslh farede hematoksilen-cozin yontemi ile boyanmis x40’lik biiyiitmedeki kalp dokusu
kesiti.

4.2  immunohistokimyasal Bulgular

Yash ve geng farelerin kalp dokusu kesitlerinde AQP1 ve AQP4 proteinleri
immunohistokimyasal olarak boyanarak gosterildi. Negatif kontrol boyamalarinda her
hangi bir immunreaktivite gozlemlenmedi (Resim 7,Resim 8). Sonuglar semikantitatif
olarak degerlendirilerek Tablo 4’de gosterildi. Yash farelerin kalp dokularinda AQP1
ve AQP4 “iin immun reaktivitesinin anlamli bir sekilde artmis (+++) oldugu
goriiliirken (Resim 4,Resim 6) geng farelerin kalp dokusunda orta diizeyde (++) bir
boyanma izlendi (Resim 3,Resim 5).

AQPI1 ekspresyonu yasl farelerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
yiiksekti (p=0.013). Benzer sekilde AQP4 ekspresyonu da geng farelere kiyasla yash
farelerde belirgin olarak daha yiiksek saptandi (p=0.037).
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Resim 3: Geng farede AQP1 immunohistokimya yontemi ile boyanmis x40’lik biiyitmedeki kalp
dokusu kesiti. Oklarin ucu AQP1 antikoruyla pozitif boyanmis endotel hiicrelerini gostermektedir.

Resim 4: Yagh farede AQP1 immunohistokimya yontemi ile boyanmig x40’lik biiyiitmedeki kalp
dokusu kesiti. Oklarin ucu AQP1 antikoruyla pozitif boyanmis endotel hiicrelerini gostermektedir.
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Resim 5: Geng farede AQP4 immunohistokimya yontemi ile boyanmis x40°lik biiyiitmedeki kalp
dokusu kesiti. Oklarin ucu AQP4 antikoruyla pozitif boyanmis olan kardiyomiyositlere ait hiicre
membranlarini isaret etmektedir.

Resim 6: Yash farede AQP4 immunohistokimya yontemi ile boyanmig x40’lik biiyiitmedeki kalp
dokusu kesiti. Oklarin ucu AQP4 antikoruyla pozitif boyanmis olan kardiyomiyositlere ait hiicre
membranlarini isaret etmektedir.
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Resim 7: Geng farede AQP1 negatif kontrol kalp dokusu kesiti.

Resim 8: Yagli farede AQP1 negatif kontrol kalp dokusu kesiti.
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Tablo 4: Yash ve geng farelerin kalp dokusu kesitlerinde AQP1 ve AQP4
proteinlerinin semikantitatif olarak immunohistokimyasal degerlendirme sonuglari (n:
7 her grup i¢in).

Geng Yash
AQP1 (++) (++++)
AQP4 (+4) (+++)

4.3 Western Blot Bulgular

Yash ve gen¢ farelerin kalp dokularinda AQP1 ve AQP4 proteinlerinin
yogunlugunun gosterilmesi amaci ile Anti- AQP1l ve Anti- AQP4 antikorlari
kullanilarak western blot analizi yapildi. Kalp dokusunda AQP1l ve AQP4
proteinlerinin yogunlugunun yash farelerde genclere oranla istatistiksel olarak anlamli

derecede arttig1 gosterildi (Sekil 14).
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Sekil 14: Yash ve geng farelerde aquaporin diizeylerinin western blot analizi.

A-AQP1, B- AQP4, C-optik dansite analizi. Grup 1. Geng, Grup II Yash fareler.
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5 TARTISMA

Kardiyak fonksiyon biiyilkk oranda su balans1 ile baglantihdir. Hatta su
diizeyindeki minimal bir artis bile kontraksiyon giiciinde zayiflamaya neden olur
(Mehlhorn, Geissler et al. 2001). Su dengesi baslica mikrosirkiilasyonla kontrol
edilirken interstiyel araliktaki bazi sivilar kardiyak lenflere drene olur. Miyokardiyal
hiicreler ozmotik gradyent ve hidrostatik basinca gore plazma membranindan su
transferiyle kendi hacimlerini ayarlayabilirler. Ekstravazasyon esnasinda su,
endotelyal hiicreler arasinda (paraseliiler) ya da diflizyon ile iyon kanallar1 gibi ko-
transport mekanizmalar1 ile ve aquaporinler ile (transseliiler) gegis gosterebilir
(Rutkovskiy, Valen et al. 2013).

Miyokardiyal su dengesi ozmotik kan basinci degisiklikleri ile ayarlanir. Kan
hiperozmolaritesi; su aliminin azalmasi, artmis su kaybi, santral diabetes insipitus ve
intrinsik bobrek hastaliklara bagli gelisir. Diabetik ketoasidozda kan ozmolaritesi
400 mOsm/kg’1 gegebilir. Bu gibi durumlarda ekstravaskiiler alandaki su dolasima
yonelerek hacmin arttirilmasini saglar. Hiperozmolariteye kardiyak cevap kompleks
ve ozmolar ylike bagli gelisir. Hafif hipertonisitenin (320 mOsm) pozitif inotropik
etkisi varken, 400 mOsm {izeri degerlerde konsantrasyona bagli olarak kasilma giicii
azalmaktadir. Ayrica hiperozmolalite rat kalbinde iskemik toleransi arttirmaktadir
(Adler and Verbalis 2006; Rutkovskiy, Valen et al. 2013). Akut koroner yetmezlik
kalic1 hale geldiginde miyokardiyal hiicrelerin liimiine neden olur. Iskemide en etkili
tedavi reperfiizyondur ancak bu da iskeminin {izerine ek olarak bir hasar olusmasina
neden olur ve ‘iskemi-reperfiizyon hasar1’ olarak isimlendirilir. iskemi-reperfiizyon
hasarinda mitokondriyal gecis porlarinin agilmasinin hiicre 6liimiindeki primer sebep
oldugu one siirilmistiir (Argaud, Gateau-Roesch et al. 2008). Bu porlarin mitokondri
i¢ membraninda bulunan ve 1,5 kDa.’a kadar olan bazi molekiillerin gegisine izin
veren protein kompleksleri oldugu varsayilmaktadir. Reperfiizyonda bu porlarin
acilmas1 mitokondri i¢ membraninda depolarizasyona ve muhtemelen tiim organelin
dagilmasina neden olmaktadir. Porlarin agilmasi baglica oksijen radikalleri tarafindan
tetiklenmekte, sodyum-kalsiyum pompasinin ters yonde ¢alismasiyla meydana gelen
kalsiyum ytiklenmesi kardiyomiyosit kontraktiiriine ve aritmilere sebep olmaktadir

(Rutkovskiy, Valen et al. 2013).
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Son zamanlarda aquaporinlerin kardiyak patofizyolojideki muhtemel rollerine
dikkat ¢ekilmektedir. Insan kalbinde eksprese edilen aquaporin izoformlarinin AQP1,
AQP3, AQP4, AQP5, AQP7, AQP8, AQP9, AQP10 ve AQP11 oldugu rapor edilse de
AQP1, AQP3, AQP4 ve AQP7 (Butler, Au et al. 2006) i¢in giivenilebilir protein
sinyali alinabilmistir. Bunlardan da ozellikle AQP1 ve AQP4 6n plana ¢ikarak;
kardiyak 6dem ve iskemi-reperfiizyon hasarinda rolleri olabilecegi diisiiniilmektedir
(Rutkovskiy, Valen et al. 2013).

Yapilan ¢alismalarda AQP1’in; bobrek korteks ve medullasi, koroid pleksus,
kan-beyin bariyerindeki mikrodamarlar, beyin korteksinin bazi boliimleri ve afferent
nosisseptif ndronlar, kornea endoteli, gozyasi bezleri, lens epitel hiicreleri, peritoneal
mezotel, kirmizi dalak pulpasi, pankreatik kanallar, kondrositler, safra kesesi, solunum
sistemi epiteli ile iskelet ve kalp kasi gibi birgok dokuda bulundugu gosterilmistir
(Rutkovskiy, Valen et al. 2013). AQPI’in en 6nemli fonksiyonu transepitelyal su
akisini saglamasidir. AQP1 ekspresyonunun oldugu retina ve gozyasi bezleri gibi
glandiiler dokularda bu akis gereklidir (Ma, Yang et al. 1998; Verkman 2006). Memeli
tiirlerinin kalbinde eksprese edilebilen temel su kanalinin AQP1 oldugu bilinmektedir.
Gen delesyonu yapilan AQP KO modeller AQP’lerin kardiyovaskiiler hastaliklardaki
roliine iliskin 6nemli veriler elde edilmesini saglamistir. AQP1 KO farelerde yapilan
caligmalarda histomorfometrik Ol¢iimlerde aorta ve mezenterik arter duvar
kalinliginda belirgin bir azalma oldugu bildirilmistir. Yine ayn1 ¢alismada AQP1 KO
farelerin 24 saatlik sistolik ve diastolik kan basinci 6l¢iimlerinden elde edilen degerler
sistolik kan basincinin belirgin olarak diistiiglinii fakat diyastolik basincin degismedigi
ve sirkadiyen ritmin bozulmadigini gostermistir. AQP1 delesyonu olan farelerde
AQP4 ve AQP8 ekspresyonunda artma oldugu belirtilmistir (Montiel, Leon Gomez et
al. 2013). Ding ve ark.’nin gergeklestirdigi bir ¢calismada, kardiyopulmoner baypas
(KPB) uygulanan koyunlarda KPB sonrast AQP1 ekspresyonunda mRNA ve protein
diizeyinde belirgin bir artis oldugu ve miyokardiyal 6dem seviyesinin yiikselme
gosterdigi bildirilmigtir. KPB sonrast cGMP inhibitorii olan 1H-(1,2,4) oxadiazolo
(4,3-alpha) quinoxalin-1 -one (ODQ) ile tedavi edilenle sadece KPB uygulanan grup
kiyaslandiginda AQP1 mRNA ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi ve tedavi
grubunda ¢cGMP inibisyonuyla miyokardiyal 6demin kontrol grubuna goére onemli

derecede azalarak kardiyak fonksiyonlar1 gelistirdigi belirtilmistir (Ding, Yan et al.
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2013). Baska bir ¢alisma sonucuna gore de; ana gap junction proteini olan Cx43
ekspresyonuyla AQP1 arasinda yakin bir iligski oldugu ve KPB uygulanan kegilerde
AQPI ekspresyonunda azalma oldugu ifade edilmektedir (Yan, Huang et al. 2013).

Mevcut bilgiler AQP1’in baslica kan ve lenf damarlarinin endotel hiicrelerinde
eksprese edildigini gostermektedir. Fakat AQP1 sadece kardiyak endotel hiicrelerde
olmayip; insan kardiyak damar diiz kas hiicrelerinde ve rat kardiyomiyositlerinin
kaveol ve T-tiibiillerinde de bulunmaktadir (Rutkovskiy, Valen et al. 2013). Bizim
calismamizda da AQP1’in expresyonu geng ve yaslh farelerin kalbinde hem western
blott hem de immunohistokimyasal yontemle  gosterildi.  AQP1’in
immunohistokimyasal olarak kardiyak endotel hiicrelerinde eksprese edildigi
belirlendi.

Kalp dokusunda eksprese edilen bir diger aquaporin olan AQP4, diger
aquaporinler igerisinde su gecirgenligi yoniinden en yiiksek kapasiteye sahip su kanali
olarak bilinmektedir (Warth, Eckle et al. 2007). AQP4’iin molekiiler yapisinin diger
aquaporinlerin aksine kare diziler olusturan tetramer dizileri seklinde oldugu
gosterilmistir. WB ile fare kalbinde AQP4’{in 3 izoformu gosterilmistir. Bunlar daha
once beyinde de gosterilen (Sorbo, Moe et al. 2008) M1, M23 ve MZ izoformlaridir.
MI en yiiksek su gecirgenligine sahipken, M23’iin en diisiik su gecirgenligine sahip
AQP4 izoformu oldugu bildirilmistir (Rojek, Praetorius et al. 2008). Ratlarda yapilan
caligmalarda immunohistokimyasal yontemlerle bobrek, solunum yollari, goz, beyin
ve kalin bagirsakta AQP4 ekspresyonu oldugu goriilmiistiir. Bircok dokuda AQP4
fonksiyonu tam olarak anlagilamamakla birlikte 6zellikle beyin ve kalp dokusunda
olusan 6dem mekanizmasinda 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Fare kalplerinde
iskemi-reperfiizyon hasarinin qPCR’ la yapilan degerlendirilresinde; AQP4 mRNA
seviyesinde azalma goriiliirken protein diizeyinde degisiklik goézlemlenmedigi
bildirilmistir. Diger bir ¢alismada ise AQP4 geni silinmis knock-out (KO) farelerde
iskemi reperfiizyon sonrasi infarkt alaninda vahsi tip farelere gore bariz bir azalma
oldugu bildirilmistir (Rutkovskiy, Stenslokken et al. 2012). Insan, rat ve fare
kalplerinde AQP4 mRNA diizeyinde eksprese edilirken protein diizeyinde ekspresyon
yalniz fare kardiyomiyositlerinde kayda deger diizeyde, insanlarda ise minimal
diizeyde gosterilmistir (Rutkovskiy, Valen et al. 2013). Bizim ¢alismamizda da

AQP4’lin expresyonu geng ve yash farelerin kalbinde hem western blot hemde
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immunohistokimyasal yontemle protein diizeyinde gosterildi. Immunohistokimyasal
boyamalarimizda AQP4’tin kardiyomiyositlerin hiicre membranlarinda yer aldig
gorildi.

Yaslanma biiyiik Ol¢lide geri doniisii olmayan fizyolojik agidan karmasik ve
devamli bir siiregtir. Kardiyovaskiiler sistemde yasa bagli olarak kalp rezervi
azalirken, vaskiiler sertlik ve sol ventrikiil diyastolik fonksiyon bozuklugu meydana
gelir. Kalpte gozlenen anatomik degisiklikler hiicresel diizeyde baglar. Yaslanma ile
artan miyosit apoptozu ve nekroz nedeniyle kalp miyositlerinde bir azalma olusur.
Bunu kompanze etmek ic¢in, kalan miyositlerin boyutunda artma meydana gelir.
Artmis kollajen ve kollajenlerdeki ¢apraz baglanma ile azalmis elastin de miyokard
kalinligindaki artisa katkida bulunur (Gupta, Verma et al. 2015). Yine yaslanma ile
mitokondri fonksiyonlarinda azalma, serbest oksijen radikallerinde artis meydana
gelir. Bu durum ozellikle endotelyal nitrik oksid (eNOS) diizeylerini azaltip
anjiogenezi inhibe etmektedir (Lahteenvuo and Rosenzweig 2012). Yaslanma sonucu
ortaya c¢ikan anjiogenezdeki azalma, c¢alismamizda saptamis oldugumuz yash
farelerdeki AQP1 ekspresyon diizeylerindeki artisa yol agmus olabilir. intersitisyel
ortamdaki su dengesinin saglanmasi ve yasliliga bagli kardiyak disfonksiyonun
azaltilmas1 agisindan anjiogenezdeki azalmaya kars1 kompansatuvar bir cevap olarak
kardiyak damar endotelinde AQP1 ekspresyon diizeyleri artiyor olabilir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda kalp disindaki diger dokularda da yaglanma ile birlikte
meydana gelen degisikler ve bu dokulardaki AQP izoformlarinin ekspresyonundaki
farkliliklar ortaya konulmaya calisilmistir. Ratlarda yapilan bir ¢alismada; yaslanma
ile birlikte intervertebral disklerdeki AQP1 ve AQP3 miktarlarinda belirgin bir azalma
meydana geldigi bildirilmistir (Tas, Cayli et al. 2012). AQP ve yas iliskisini gosteren
diger bir ¢alismada 1 ve 12 haftalik ratlarin retinalarinda AQP1, AQP3, AQP4, AQP6
ve AQP9 miktarlarmin arttigi, 40 haftalik ratlarda ise belirgin bir azalma oldugu
bildirilmistir (Ortak, Cayli et al. 2012). 56464 hastanin BOS ve serumu ile yapilan bir
aragtirmada; AQP4 seropozitifliinin yashlarda belirgin sekilde daha fazla oldugu ve
cinsiyet karsilagtirllmasinda da kadinlarin erkeklere oranla ¢ok daha yiiksek
seropozitiflik gdsterdigi sonucu elde edilmistir (Quek, McKeon et al. 2012). inoue ve
arkadaslar1 parotis bezinde AQPS5 seviyesinin yash siganlarda genglere oranla iki

kattan daha fazla arttigin1 gostermislerdir. Bununla birlikte asetil kolin verilmesiyle
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apikal membrandaki AQPS5 seviyelerinin genglerde yaslilara oranla iki kat daha fazla
arttigin1 gostermislerdir (Inoue, lida et al. 2003). Farelerin beyin ve beyincik dokulari
kullanilarak RT-PCR ve WB ile yapilan bir ¢alismada ise yaglanma ile birilikte AQP4
miktarinda belirgin bir artis oldugu gosterilmistir (Gupta and Kanungo 2011).
Arastirmacilar bu artisin yaslanma ile azalan su ve elektrolit dengesinin devam
ettirilmesi ile iligkili olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Bizim c¢alisgmamizda da kalp
dokusunda artmis olan AQP4 diizeyleri yaslanma ile azalan su ve elektrolit dengesinin
devam ettirilmesi ile iligkili olabilir. Ayrica parotis bezinde yaslanma ile meydana
gelen artisa benzer bir sekilde kardiak dokudaki artmig AQP4 diizeyleri, azalmig AQP4
fonksiyonlarma kars1 kompansatuar bir cevabin sonucu olabilir.

AQP4 geni silinmis knock-out (KO) farelerde iskemi reperfiizyon sonrasi infarkt
alaninda vahsi tip farelere gore bariz bir azalma oldugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda ¢alismamizda gostermis oldugumuz yaslanmayla birlikte artmis
olan AQP4 diizeyleri, yaglilardaki iskemiye olan egilimi artiran faktdrlerden biri
olabilir. Bu artis en diisiik su gecirgenligine sahip olan M23 izoformu olabilecegi gibi
en yiiksek su gecirgenligine sahip M1 izoformuda alabilir. Bu ac¢idan bu konunun
aydmlatilmas1 énemlidir. Ozellikle AQP4 iin 3 izoformu olan M1, M23 ve MZ
izoformlarindan hangisinin yaslanma ile bilrlikte arttigini arastirir ileriye yonelik

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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OZET

Giris ve amac: Kalp dokusunda su dengesinin saglanmasi, kardiyak fonksiyonlar
acisindan biiyiik dnem tasimaktadir. Interstisyel alandaki suyun az miktarda artmasi
bile miyokardiyal kontraktilitede (kasilma giiciinde) belirgin azalmaya yol agmaktadir.
Yaslanma ile biitiin dokularda s1vi kayb1 meydana gelir. Bu sivi kaybi, dokuda suyun
ve baz1 kiiglik kati molekiillerin gecisini kolaylastiran su kanal proteinleri olan
aquporinlerin (AQP) yogunlugunun ya da fonksiyonlariin degisimi ile iliskili olabilir.
Ozellikle AQP1 ve AQP4'iin insan kalbinde varlign gosterilmis ve caligmalar bu iki
aquaporin {izerine yogunlagsmistir. Bunlardan kardiak AQP 1 en fazla mikrovaskiiler
damarlarda bulunurken AQP 4'iin daha ¢ok kas hiicresinde bulundugu bildirilmistir.
Bu amagcla ¢alismamizda yaslanmanin kalp dokusunda AQP1 ve AQP4 yogunlugu
tizerine etkisinin arastirilmasi amaclandi.

Gereg ve Yontem: Calismada 14 adet Balb/C cinsi beyaz fare (50-80 g) kullanild:.
Hayvanlar iki esit gruba boliindii. Grup I iki aylik geng hayvanlar grubu (n=7), Grup
IT 18 aylik yasli hayvanlar grubu (n=7) olarak diizenlendi. Kalp dokusu ¢ikarilarak
yarisi western blot uygulamasi igin diger yarist ise Immunohistokimyasal ve
histopatolojik degerlendirmelerde kullanildi. Western blot yontemi ile AQP1 ve
AQP4’iin yogunlugu belirlendi. Rutin histolojik takipler yapildiktan sonra dokular
parafine gomiildii. Parafine gdmiilen dokulardan 4-5 um kalinliginda kesitler alinarak
immunohistokimyasal olarak AQP1 ve AQP4 boyandi. Ayni zamanda hematoxylin-
eosin (H&E) boyama yapildi. Boyanmis kesitler 151k mikroskobu altinda incelendi.
Bulgular: Bu calismada AQP1 ve AQP4’lin ekspresyonu geng ve yasli farelerin
kalbinde western blot ve immunohistokimyasal yontemle gosterildi. Her iki yontemle
de AQP1 ve AQP4’iin ekspresyonunun yaslanma ile kalp dokusunda arttig1 belirlendi.
Sonug¢: Kalp dokusunda artmis olan AQP 1 ve AQP4 diizeyleri, yaglanma ile azalan

su ve elektrolit dengesinin devam ettirilmesi ile iliskili olabilir.

Anahtar kelimeler; Fare, kalp, yaslanma, aquaporinl ve aquaporin4
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ABSTRACT

Introduction and objective: It is of great importance for cardiac functions to ensure
the water balance of heart tissue. Even a small amount of water increase in the
interstitial space leads to a significant reduction in myocardial contractility (force of
contraction). Fluid loss occurs in all tissues with aging. This fluid loss, may be related
with changes in the intensity and functions of aquaporin (AQP) which are the water
channel proteins facilitating the passage of water and some small rigid moleculesin
tissue. Especially the presence of AQP 1 and AQP 4 has been indicated in human heart
and the studies have been focused on these two aquaporin. It has been reported that
the AQP 4 mostly exist in muscle cells while the cardiac AQP 1 mostly exist in micro-
vascular vessels.

For this purpose, the present study is aimed to research the effects of the aging on AQP
1 and AQP 4 on the heart tissue.

Material and Method: In this study, 14 Balb/C type white mice (50-80 gr) were used.
Animals were divided into two equal groups. Group | was arranged as two months
young animals group (n=7) and Group Il as eighteenmonths old animals group (n=7).
The heart tissue was removed and half of it was used for western blotting application
while the other half was used for immunohistochemical and histopathological
evaluations. Density of AQP1 and AQP4 was determined by western blot
method.Tissues were embedded in paraffin after routine histological procedures. 4-5
um thick sections were taken from the paraffin embedded tissues and AQP1 and AQP4
were stained immunohistochemically. Also hematoxylin-eosin (H&E) were stained
and all sections were examined under the light microscope.

Findings: In this study, the expression of AQP1 and AQP4 were shown with western
blot and immunohistochemistry in hearts of young and old mice. With either method,
increased AQP1 and AQP4 expression was determined in heart tissue with aging.
Conclusion: Increased AQP1 and AQP4 levels in the heart tissue may be correlated

with the maintenance of water and electrolytes balance which decreasing with aging.

Key Words; Mice, heart, aging, aquaporin land aquaporin 4
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