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1. GIRIS

Gunumuzde bitkisel kaynakli ila¢c ve ilag hammaddaln kullanimina ilgi
gun gectikce artmaktadir. Ayrica son vyillarda békitizerinde ¢ok sayida biyolojik
aktivite deneyleri yapilarak aktif maddeler belneekte ve aktiviteler bilimsel
olarak kanitlanmaktadir. Ebers papirtslerinden iinbilgilere gére diyabetin
tedavisi amaciyla tibbi bitkilerin kullanimi M.O580 yillarina kadar uzanmaktadir
(Pushparaj ve ark 2000). Dunyanin pek cok yerireglichitkiler, diyabetin tedavisi
icin geleneksel yontemlerle kullaniimaktadir. Kauallan bu geleneksel bitki
tedavilerinin bir kismi bilimsel gevrelerce dikkatenmakta ve Diinya §hk Orgliti
(WHO) bu alandaki cajmalari desteklemektedir (WHO 1986). Modern tipta
diyabetin tedavisinde insilin ve/veya oral antithgbkler kullanilsa da o6zellikle
gelismekte olan ulkelere bu ilaclaringanmasi, saklanmasi, uygulanmasi, ilaglarin
yan etkileri gibi nedenlerden dolay! alternatif rala yeni, dgal veya sentetik
antidiyabetik ila¢ araglarina yonelim bglamistir (Marles ve Farnsworth 1995).
Ulkemizde de cgtli bolgelerde diyabet tedavisi igin bitkisel uylgmalara
basvuruldusu bilinmekte (Bozan ve ark 1997, Erol ve ark 199Zbek 2002), ayrica
tibbi bitkilerin hipoglisemik etkileri tzerinde Imhsel calgsmalar yapilmaktadir
(Akev ve ark 1991, Kavalali ve ark 1998, Ozbek te2002).

1.1.Kalp Kasi

“Kalp, iki ayri pompadan okur: Akcigere kan pompalayan gadaciklar ve
cevre organlara kan pompalayan sol odaciklar. Bacdthrin her biri, bir atriyum ve
bir ventriktlden olgan iki bélmeli bir atim pompasidir. Atriyum, verkii icin zayif
bir hazirlayici pompa (6n-pompaglavi gorur, balica gorevi kanin ventrikillere
tasinmasina yardimci olmaktir. Ventrikil ise kani patrer ya da periferik dojama

gonderen ana pompalama kuvvetirglag’ (Tibbi Fizyoloji, 103, 2006).

“Kalpteki 6zel mekanizmalar, hareket potansiyetietkalp kasinin her yerine

iterek kalbin ritmik atimlarini, kalp kasiimalannidiizenli ve sirekli olarak



tekrarlanmasi anlamina gelen kalbin ritmikti saslarlar” (Tibbi Fizyoloji, 103,
2006).

Kalp balica Uc¢ tip kalp kasindan meydana gelir. Bunlariyam, ventrikdl,
O0zellesmis uyarici ve iletici kas lifleridir. Atriyum ve vernikil kaslar, kasiima
suresinin daha uzun olmassidida, iskelet kasina oldukga benzekilde kasilirlar.
Cok az miktarda kasilabilir fibril iceren 6zedteis uyari ve ileti lifleri ise, yalnizca
belli belirsiz kasilirlar. Bunun yerine ya aksiypotansiyeli biciminde otomatik ve
ritmik elektrik atalemeler sergileyerek ya da aksiyon potansiyellekiaibin her

yerine ileterek kalbin ritmik olarak atmasini dilesien bir uyari sistemi gharlar.

Sekil 1.1 de bdélunen, bir araya gelen ve tekrarilag kalp kasi liflerinin,
dantel sine benzegekilde duzenlengi goérilmektedir. Kalp kasinin tipik bir iskelet
kasi gibi cizgili oldgu da bu gorinimden hemen artaaktadir. Dahasi, kalp
kasinin tipik miyofibrilleri, iskelet kasindakilerihemen hemen ayni olan aktin ve
miyozin filamentleri icerirler. Bu filamentler yagana dizilmglerdir ve kasiima
sirasinda, iskelet kasinda ofdugibi, birbirleri Gzerinde kayarlar.

_&‘M_‘&ﬁ’ﬂ . R T
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Sekil 1.1. Kalp kasinin histolojik gorinima (Tibkifoloji, 103, 2006).

“Sekil 1.1.'de kalp kasi liflerinin enine kegtigorulen koyu alanlara interkale
disk adi verilir. Bunlar aslinda, kalp kasi hicrigle birbirinden ayiran hicre



zarlaridir. Oyle ki, kalp kasi lifleri, birbirineesi ve paralel bglanms ¢ok sayida ayri
hiicrelerden meydana gelirler” (Tibbi Fizyoloji, 1@®06).

Hucre zarlan interkale disklerde birbirleriyle kegarak gecirgen “haberen”
baglantilart (yarik bglanti) olwtururlar ki bu b@lantilar iyonlarin neredeyse
serbestce, diflize olmalarina izin verirler. Dolayes islevsel bir baky acisiyla
iyonlar kalp kasi liflerinin uzun ekseni boyuncactsiici sivida kolaylikla hareket
ederler, dyle ki aksiyon potansiyelleri interkaléskieri gecerek bir kalp kasi
hiicresinden bir sonrakine kolaylikla ilerlerler. kPeok kalp kasi hicresinden
meydana gelen bir sinsityum olan kalp kasinda, élécrbirbirlerine osekilde
baglanmslardir ki, hiicrelerden biri uyarilinca, aksiyon aasiyeli hiicreden hiicreye

gecerek tium ara gantilar boyunca huicrelerin timine yayilir.

“Komsu liflerin hiicre zarlari, kas lifinin disklerin haki yaninda kalan yan
yuzleri boyunca oldukc¢a uzun bir mesafeye kadan&ayak, gap (gedik) kaaklar
olusturur. Bu kagaklar uyarimin bir kas lifinden gerine yayillmasi icin diilk
direncgli kopruler olgturur. Ayrica bu kasaklar, hicreler arasinda protoplazmik
koprilerin bulunmamasina kam, kalp kasinin tek bir parcasiyrgibi (sinsityum)
islev gérmesini sgar. Kalp kasinda T sistemi, memeli iskelet kasiotiugu gibi
A-l kavsagl yerine Z cizgileri hizasina yegli&tir” (Ganong’un Tibbi Fizyolojisi, 29,
1999).

Miyozin aktin filamentlerinin kismen i¢ ice girmesedeniyle miyofibrillersekil
1.2’ de goruldgu gibi birbirini izleyen bantlar okiurur. Bu kirmizi renkli bantlar
aktin filamenti icerir ve | bandi adini alir. Morenkli bantlar ise miyozin
filamentlerini ve aralarina girmiaktin filamentlerinin uclarini igerir ve A bandiia

alir. iki Z cizgisi arasinda kalan miyofibril bélimine lsamer denir.

Kalbin histolojik yapisi incelendinde (¢ tabakadan afwgu gorulir;



1) Endokardium (i¢ katman): Tek kath epitel dokadmeydana gelir, kan
damarlari bulunmaz.

2) Myokardium (orta katman): Kalbi besleyen koromamarlar bulunur ve
dakikada 72 kez kasilgh distnulirse ortalama bir ygkinde ginde 100.000 den
fazla kasilir.

3) Epikardium (s katman):Perikardiyum ya da perikardiyal kese, kalbin etrafi
saran cift tabakali, kapali, kese bicimindeki kar yapidir.Katlar arasinda surtinme
onleyici perikard sivisi vardiPerikard sivisi, yakiak olarak 5-10 ml. duzeylerinde,
berrak ve soluk sari renkte bir sividir. Bu snalpkperikardiyal kese igerisinde hareket
ederken sirtinmenin azaltiilmasina yardimci olmakt&ibroz perikardiyum adi verilen
sert, fibor6z bg dokusundan okan bir ds tabaka ile ser6z perikardiyum olarak

adlandirilan ince, basit skuaméz epiteldersmolus gecirgen (saydam) bir i¢ tabakadan
olusmaktadir.
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Sekil 1.2. Kalp kasi kayan filament modelini giuran aktin ve miyozin
filamentlerinin gosterimi. Kirmizi renkli bantlablandini, mor renkli bantlar ise A
bandini temsil etmektedir.
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Sekil 1.3. Kalbin histolojik yapisi.
1.2.Kalp Kasl Huicre Zari Yapisi ve Fonksiyonlari

Zarlar (sarkolemma, T-sistemi ve SR’de bulunan)giiyokard hiicresinde pek
cok onemli elektriksel ve kimyasal sirecleri kohtedlerler. Kalp kasi hicresinde
sarkolemma adi verilen zar, hicre ici ortami (@itpzdis ortam sivisindan
(intertisiyel sivi) ayirirken, hucre igindekiggir zarlar, hicrenin g#li bdlgelerini
birbirinden ayirirlar. Zarlar kisaca, kendileriragirdiklart bolmeler arasindaki iyon
ve diger molekdillerin gegierini regule ederek kalp icinde hem elektrikseinhde
kimyasal surecleri kontrol eden gkan 6zellginde dinamik ve organize sistemler

olup, kisaca sivi-kristal yapi 6zgiine sahiptirler. (Stryer 1988).

Sekil 1.4.’te goruldigl Gzere butin biyolojik zarlar temel olarak, fogbal,
protein ve karbonhidrat olmak Gzere l¢ ana grup yagndan olygmus lipid cift
tabakasidir (lipid bilayer) (Katz ve ark 1991). Bwlekullerde hidrofilik bir ba ve
hidrofobik bir kuyruk bolgesi vardir. Lipid ¢ift beka birbirine paralel yegeis iki
sira fosfolipidden ibaret olup, hidrofobik etkifeeler sonucu kuyruk bdlgelerinin bu



yapinin i¢ kisimlarinda bir araya gelmesi ve hitifobas bolgelerinin sulu ¢ozeltiye
bakacaksekilde dsariya donuk yerlgmeleri sonucu bu yapi alur (Singer ve

Nicolson 1972). Bu lipid yap! icerisinde integradrzproteinleri olarak adlandirilan
proteinler yerlgmistir. Bu proteinlerde bulunan hidrofobik rezidilerlarin lipid cift

tabakasinin hidrofobik i¢ kismina yembilmelerini sglar. Ayrica membranlara
daha geyek bir sekilde tutunan periferal proteinler, daha hidré&fiiir yapiya sahip
olup, birkac¢ hidrofobik rezidi ya da rezidilereglbmms yag asitleri ile zarlara

tutunurlar.

Hucre butunlginin korunmasinda 6nemli rol oynayan ve farkli kassl
icerikli ortamlar birbirinden ayiran biyolojik hiee zarlari, JtF/cnf gibi oldukca
blyuk bir sgaya sahiptirler ve bu 6zellikleriyle farkl elelsel potansiyellere sahip
bdlgeleri birbirinden ayirabilirler. Elektriksel arak yalitkan 6zelfine sahip olan
biyolojik zarlardaki lipid ¢ift tabakasinin dielektsabiti bglugun dielektrik sabitinin
() yaklagik 2-3 kati kadar olup, kalinlklari ise 2-10 nnasinda dgsir.

Protein

Karbonhidrat—__

Gl iko;?rote n

Sekil 1.4. Sivi mozaik modele gore lipid ¢ift tabakan, membran proteinlerinin ve
membranin yapi gaolan fosfolipid molekiliniin genel yapisi.
1.3.Kontraktil Proteinler



Kimyasal enerjiyi elektrik, 1si ve mekanik enerjiy&lonitiren ve
miyofibrillerden olgan kas dokusu, kasilma mekanizmalarindaki enerji
gereksinimini, ATP’nin ADP’ye hidrolizinden gkar. Miyokardiyal kasiima ve onun
kontroll, farkli yapi vesievdeki kasilma proteinler (miyozin, aktin, tropgmzin,
troponin C, troponinl, troponin T) ile htcre ici rbest kalsiyum iyonu
konsantrasyonu, [C§;, arasindaki etkilémlerle gerceklgmektedir. Bu proteinler,
kardiyak kasilmanin G¢ 6nemli 6zgihi yansitirlar: (1) ATP’yi hidroliz ederek
kimyasal enerji aga cikarirlar, (2) kasin kisalmasini ve kuvvet stitmasini
saglayacak fizikokimyasal d#sikliklere ugrarlar ve (3) hucre yilzeyinde yayilan
uyarti ile ciftlenim yapan C3 tarafindan yonlendirilerek etkilene girerler (Hill
1989, Katz 1992).

Kasin kalin filamentlerini okturan esas protein miyozindir. Uzunlamasina
dizilmis miyozin molekullerinin rijit kuyruklari, bu filam&lerin govdesinde
oralmistir. Buna kagin enzimatik olarak, aktif gdar capraz képriler halinde
tasarlanmytir. Bu molekulin hafif meromiyozin (LMM) olarak kchdirilan kuyruk
kismi rijit ve bir ¢ift a-heliks peptid zincirinden okan sarmal bir yapidadifekil
1.5.’de goruldgu gibi miyozinin globuler konformasyonunu gturan ba kismi ise,
iki agir zincirden olgur ve &ir meromiyozin (HMM) olarak adlandirlir. Kardiyak
miyozinlerin boyun bélgesinde, iki cift hafif zimanevcuttur ve bu zincirler, Caile
baglanabilen proteinler grubundadir. Miyozindeldiiazincirler ATPaz aktivitesini
ve kasilma hizini belirler. &r ve hafif meromiyozinin birlgigi nokta miyozinin
bikulebildigi noktadir. Ayrica hafif zincirlerin takili oldiu boyun kismi ile ba
kismi birbirinden aystirilabilir. Bu noktada, miyozinin bukuilebilgi ve ayni

zamanda esnek olgu bolgedir (Katz 1992).
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Sekil 1.5. Miyozin molekulinin yapisi.

Miyozine gore daha kucuk bir molekil olan aktitafnenti, iki sira G-aktin
(globiler aktin) monomerlerinin sarmal yapilanmésiusan sekil 1.6.” da goérilen
F-aktin (fibroz aktin) polimeri, ince filamentin &s yapisini olgturur. ince
filamentin yapisina katilan gr molekiil ise, tropomiyozindiiki a -heliks peptid
zincirinin, bir disulfid koprisuyle G#ganmasindan olan tropomiyozin (Lehrer
1978), F-aktin sarmali ile yine sarmal bir yapida@iropomiyozin, aktin ve miyozin
arasindaki etkilgmi regule eder (Murray ve ark 1982) ve troponirbelikte
kasilmanin tetiklenmesinden godan sorumludur.ince filamentlerin yapisina
katilan son bilgen ise, troponin kompleksidir ve troponin I, tropo& ve troponin T
olmak Uzere, Uc¢ ayri proteinden g@ln (Ebasfi ve ark 1969). Troponin |,
aktinmiyozin etkilgimini tek baina inhibe ederken, tropomiyozin ile birlikte gucli
bir regulator rolt oynar. Kalp kaslarinda, hizliyaera iskelet kaslarinda birbirinden
farkl bicimlerde bulunan troponin I, kalp hiicrefereki formunda serin icerir. Serin,
protein kinaz A'nin fosforilasyonunun bir ara maddié. Kardiyak troponin I'nin
fosforilasyonu, troponin C’nin C#a ilgisini azaltir, bu da gexeme yararinasieyen
bir mekanizmadir. Troponin C, 9-dénmaeli -heliks ile birbirine bglanms iki

globtler yapi ve bunlarin Gzerinde 4 aminoasiti@masini icerir. Kardiyak troponin



C’nin, birinci aminoasit bélgesi haric her amindasblgesi, C¥ -spesifik bolgeler
olup, 3. ve 4. bolgeler ayni zamanda Klg spesifiktir. Asimetrik bir molekiil olan
troponin T, troponin kompleksini tropomiyozine gkar. Tek baina C&2 ile
baglanmaz, buna kam kas geriminin C&'a basli duyarliligini etkileyerek, kalbin
Ca?a olan yanitini dgistirir (Katz 1992, Putkey ve ark 1989).
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Sekil 1.6. Aktin, miyozin, tropomiyozin ve troponmolekdillerinin birbirleri ile
ili skisini gbsteren model.

1.4. Kalp Kasindaki Elektriksel Olaylar

1.4.1. Ventrikdl Aksiyon Potansiyeli

Kalp kas! hicrelerinin zari, yiksek direncli ligitt tabakasi, icinin gina gore

negatif mili voltlar dizeyinde dinlenim zar potayedi gibi bazi temel elektriksel



Ozelliklere sahiptir. Zarda yer alan voltaj —gbali iyon kanallarinin 6zellikleri ve
cssitlili gi, kalbe kendilginden calgabilme 0Ozellginin - yani sira aksiyon
potansiyellerinin (AP) bicimini de belirler. Bu Aleti sadece hiicrede kasiimayi
tetiklemekle kalmaz ayni zamanda pek cok hicrerasilknasini koordine edip,

kalbin bir pompa gibi cagmasini da garanti altina alir (Katz 1992).

Diger kas hucrelerine gore daha hizli bir iletim Ggele sahip olan
kardiyomiyositlerdeki AP’leri,sekil 1.7.’de de goruldgl gibi yaklgik -80 mV
dinlenim zar potansiyelinden kiicik depolarizasylenbiglayip, akabinde hizl bir
depolarizasyonla zar potansiyelinin yakka+30 mV’ a kadar ¢ikmasi ile ajur.
Diger kalp hticreleri ile karastiriinca ventrikullerdeki AP siresi atriyumunkinde
uzun, His Purkinje’ninkinden ise kisadir. Ayricantgkiller AP’e 6zgl erken bir

repolarizasyon fazi da gorulur (Katz 1992).

Ventriktl htcrelerinin dinlenim zar potansiyeliniBlusumunda da, sinir ve
iskelet kasinda oldiu gibi, K belirleyici rol oynar. Kalp dokularinda TI
iletkenliginin katkisi bgil olarak kicuktir. Bunun yaninda, zamandapiimsiz Nd
gecirgenlginin de dinlenim zar potansiyeline kiguk bir katkrardir. Kalp kasinda,
birkac farkh tiirden K kanali bulunur ve dinlenim zar potansiyeliniglsgan K
iletkenlikleri ile (inward rectifier; &1), repolarizasyonu Rhtan K (transient
outward; o) iletkenlikleri birbirinden farklidir. Ayrica bu dnallar icin dgisik alt
tipler de tanimlanngtir (Wahler 1997).

Kalp kaslarinda Na ve K’ icin konsantrasyon gradiyentleri aktif (ATP
gerektiren) elektrojenik N&K™* pompasi ile kurulur ve sirduriliir. @@ir dokularda
oldugu gibi bu pompa, dariya ¢ikardil her 3 N& a kawlilik, 2 K u hiicre igine
tasir (Gadsby 1984) ve boylece kucik bir akimstlwarak zari polarize etmeye
yonelik calsir. Nispeten uzun bir kardiyak AP’ ye nazaran, sadgava bir
repolarizasyonun vagi, bir elektrojenik pompanin, repolarizasyonun ya
kontroliinde, ya da kemasinda énemli bir rol oynayabilgoei gosteren ¢cagmalar
mevcuttur (Gadsby 1984, Wahler 1997). Pek cok oaliudg kalp htcreleri, icerideki
protonlari hiicre gina cikaran N&H" desis — tokus mekanizmasina (N&H'-
exchange) sahiptir. Tipki N&Ca™ desis — tokws mekanizmasinda (N&Ca™
exchanger, NCX) oldiu gibi, bu mekanizma da RNagradiyentine bgi olarak
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calisir. Bu mekanizma hem hiicre ici serbest sodyum kmmsantrasyonu ([N#%),
hem de hiicre ici pH’ nin regulasyonunda rol oyrkatt 1992, Wahler 1997, Bers
2002).

Ventrikuller i¢in oOlgulen toplam AP siresi 200 il400 ms arasinda
degismektedir. Ayrica ¢cagmalar ¢aitli iyon kanallarinin 6zellikleri dgistigi zaman
AP siresinin dgsebildigini gostermektedir (Magyar ve ark 1992, Shimoniar&
1998, Ayaz ve ark 2004).

1.4.2. Ventrikiler Aksiyon Potansiyelinde Rol Alaniyonik Akimlar

Ventrikdl hicreleri icin kaydedilen AP ve altingatan iyonik mekanizma
sekil 1.7.'deki gibi ©zetlenebilir. Zar uzerinde yedan hizli N& kanallarinin
aktivasyonu ile olgan hizli Na akimlart (ks), AP’nin balangicindaki hizli
depolarizasyon fazindarfag 0) sorumludur. Bu hizh aktive olan kanallar ayni

zamanda hizl inaktive olma 6zgline de sahiptirler.

Kalbin farkl bolgelerinde farkli ygunluklarda gekien baka bir K" kanali ise
fazl (hizli repolarizasyon) den sorumlu olan gecigadi dgzru K* — akimidir ().
Bu K" — kanallar depolarizasyonun hemen arkasindan eakdlmakta ve gegcici

akimlar olgturmaktadir.

Faz 2 olarak nitelendirilen plato evresinde, L-tipi €akanallarinin
olusturdusu depolarize edici C& akimi (ka), Na kanallarina gore daha yava
aktive ve inaktive olurlar. Depolarizasyon, faz i®'tbagglamasinda dnemli rolt olan

iceriye-d@grultucu K’ iletkenliginin (gk1) azalmasina neden olmaktadir.

Faz 3 de (repolarizasyonun sonlanmasi) birkac¢ olayilkigl gercekigir.
Kisaca; (i) L tipi C& kanall iletkenlginin (gca) zamana bali olarak azalmasi
sonucu depolarize edici yavakim azalmasi, (i) depolarizasyonla aktive olzagka
bir K" kanali populasyonunun{) yava inaktivasyonu, (iii) repolizasyonun ati
sonucu iceriye dgrultucu K iletkenliginin (gk1) yeniden aktive olmasi bu fazin

olusumunda 6nemli katkiya sahiptir.
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Ventrikill hiicrelerindet. faz dinlenim potansiyelinin sganmasidir. Zar K
iyonlarina yuksek gecirgenlik gostegdiden potasyum denge potansiyeline yakin
bir deger almaktadir. Dinlenim potansiyeli blyuk orandg; |tarafindan

belirlenmektedir.

Depolarizasyon

“‘—x_\_hhﬂh

0 mV—

li

@

ar Potansiye

Vi

E- O

L Tipi Ca? Kanal Alam

Laman

Lo (4-AP Hassas) —
In (Ca? ile Aktive Olan) —/SS—
I

Iceri Dogrultucu

Sekil 1.7. Ventrikul aksiyon potansiyelinin evrelee onlara kaunlik gelen
iyonik akimlar. Daire icinde yer alan rakamlar gksi potansiyelinin farkl
fazlarini simgelemektedir. Zar potansiyelinin buidugu deserden daha pozitif
desere hareketi depolarizasyon, bu noktadan dinlernpntansiyeline geri
donisU ise repolarizasyon olarak adlandiriimaktadir.kdgimda ventrikil AP’e
olusumunda rol alan iyonik akimlar (kisaltmalar ve géthilgi icin metine

bakiniz) (Ravens ve ark 1996).

1.5. Kalp Kasinda Kasilma Mekanizmasi
1.5.1. Kayan Filamentler Modeli

Kalp kasi hicrelerinin ggek (relaxed) konumdan aktif konuma ge¢cmelerine
kasilma (contraction) adi verilir. Kasiima, kastsakmanin olgup olsmadgina
veya mekanik birsin yapilip yapiimadiina bakilmaksizin kullanilan bir terimdir ve
prensipte kasilma, hiicre icindeki serbest kalsiyjyon konsantrasyonu, [CF;, ile
yonetilir. Kasilma cevriminde énce [ yiikselir ve bu miyofilamentlerin mekanik

kasilma cevrimini tetikler, sonra ([&) seviyesi dier ve kas geser. Tek bir
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kasilma — geseme cevrimine, bir atim veya sarsi (twitch) adiiliveHibberd ve
Trentham 1986).

Uyarilma, kas lifi ylzey zarinda yayllan depolasgonun transvers
tubulusler (T-sistem) aracgiiile kisa sirede i¢ bdlgelere yaylimasiylalaa(Spach
ve Kootsey 1983). Voltaj-iamli Ca™ kanallarindan hiicre icine giren €a
salinimini tetikler (>500 nM). Her bir kalp qitsirasinda, [CA]; 6nce hizla yukselir
ve sonra ilk durumuna yayayavag geri doner. Hicre ici serbest kalsiyum iyon
konsantrasyonu dik oldyu zaman (dinlenimde), miyozinin aktine kuvvetli
baglanma gilimi, ince filamentlere bgl durumda bulunan troponin ve tropomiyozin

proteinleri tarafindan inhibe ediljmdurumdadir.

Depolarizasyonu takiben artan [Ea(>10° M) ile Ca™ troponine bglanir
ve hem troponin, hem de tropomiyozin konformasyagigkli gine neden olur.
Bdylece konformasyonel inhibisyon ortadan kalkamakén tzerindeki aktif bolgeler
acga cikar. Sonucta, ince filamentler aktive olur &k filamentlerin ¢capraz kdpru
adi verilen lateral uzantilariyla etkjlme girerler. Tum bu konformasyonel
degisiklik ve ince filamentlerin aktivasyonu zaman alfgir stre¢ (milisaniyenin

onda biri) oldgundan, mekanik aktivasyon [&} artisindan sonra bar.

Aktin ve miyozin proteinlerinden ofan aktomiyozinler ise, ATP’ nin
hidrolizinden elde edilen kimyasal enerjiyi mekar@kerjiye dongturtr. Boylece
kasilma sirecinin aktin, miyozin ve ATP arasindatkilesimlerin sonucu gejecesi

aciktir.

Kayan filamentler modeli, bir kasin boyu kisalmkdilamentlerin boylarinin
sabit kalmasina dayali olarak ortaya atshmi(Huxley 1957). Sarkomer kisaldik¢a
ince filamentler kalin filamentlerin icinde kayarlédu da A-bandinin sabit kalmasina
ragmen, I-bandinin kisalmasina yol acar. Kasiima mdasince filamentler kalin
filamentlerden uzanan capraz-koprulerin hareketiséirkomerin ortasina cekilirler.
Mekanik ve kimyasal siralamasi birbiriyleskili olarak gosterilmg olan kasilma
cevrimi, 4 gamada ele alinrgtir (Katz 1992, Katz 1970, Stryer 1988).
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1) Asama - Miyozin bglh ATP’nin hidrolizi: Kasilma sonunda aktinden
ayrilip ATP ile bglanan miyozin (miyozin-ATP), katalitik etkisi ile PP’yi hizla
hidroliz eder. Hidroliz sonucu ojan ADP ve P; ile bagli kalan miyozin, ylksek
enerjili konuma gecer. Miyozinin Ba ince filamente dik konumdadir. Ancak, aktin
molekiiliindeki aktif noktayr 6rten troponin C, ‘€dle baslamamssa, miyozin
yuksek enerjili olmasina ganen aktinle etkilgemez ve bu durumda kas gektir.

Miyozin-ATP > Miyozin ADP +R
(Gevsek) (Gevsek ve Enerjili)

2) Asama - Aktinle aktif kompleksin olumu: Aktin molekili Uzerindeki
aktif bolgeleri érten tropomiyozin-troponin aktibkpleksinin ortamda artan ale
etkilesmesiyle (yani troponin C ile Ca un ba@lanmasiyla), aktin izerindeki aktif
bblge agta cikar ve miyozinin ¢apraz gari ile etkilsim balar. Bunun sonucunda,
aktin ve miyozin arasindaki aktif kompleks (aktoomyn) olwur. Ancak, henlz

capraz bglar hareketine bgdamadgl icin ATP’nin hidrolizinden gelen eneriji

Miyozin + ADP + R+ Aktin —  Miyozin + 6 ADP +P
(Gevsek ve Enerjili) (Aktif ve Kompleks)

3) Asama - ATP hidrolizi Grtnlerinin awmasi: Kimyasal enerjinin mekanik
enerjiye aktarildii durumdur. Aktif komplekste tutulan enerji, komigéen
ayrisarak capraz kigara aktarilir ve mekanokimyasalgilgm gerceklgir. ADP ve R
nin ayrsmasindan sonra aktin ve ¢capraz kopri kompleksiiger‘kompleks” denir.
Bu komplekste, miyozin molekill p&ismi oriyantasyonunu dastirerek bukualtr
ve capraz bdarin, ince filamenti sarkomerin ortasina cekel@gec sekilde
konumlanir. Bu reaksiyon, c¢apraz-kopri c¢evriminim dazla zaman alic
reaksiyonudur. Bu yizden, ADP vérh salindgl bu 3. aama reaksiyon, kasin hiz
limitleyici reaksiyonudur. Aktif kompleks yuksek enli konumda iken, rigor
kompleks dguk enerjilidir. Kuskusuz bu enerji farki, capraz kopri hareketinde
harcanmaktadir. Son derece kararli (stable) olaorrikompleks, rigor ba
ayirabilecek ATP yok ise cevrime yeniden gireniskelet kasindaki sertlikten (rigor
mortis) veya kalbin iskemik kasilmasindan (stonart)e kasin bu diilk enerjili

konumu sorumludur.
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Aktomiyozin + ADP + P —  Aktomiyozin + ADP +P
(Aktif kompleks) (Rigor kompleks)

4) Asama - Aktin ve Miyozinin Aygmasi: Capraz kopruler cevrimlerini
tamamlayarak b#angic konumuna doner ve ATP miyozineglaamir ve miyozine
ATP baglanirken aktin ayrilir. Boylece ATP nin vati) rigor kompleksini ¢ézerek
kasi geyetir.

Aktomiyozin + ATP ——»  Miyozin + ATP Aktin
(Rigor kompleks) (Gevsek)

Hiicre ici serbest CA& konsantrasyonu dftiigli zaman, filamentlerin
etkilesimleri zayiflar, kuvvet azalir ve kisalma sona er&ger hiicre geswek
durumdaki uzunlguna dénemezse, pasif kuvvetler ile yenidegldmgic uzunlguna
getirilir. Hiicre ici serbest Cakonsantrasyonu gthesine rgmen kasiimanin biraz
daha devam etmesi, capraz koprilerin ayrilmasiraagsy bir islem oldwgunu
disindurmektedir (Katz 1992).

Sonug¢ olarak ATP ve ATP’nin hidrolizinin, hem Kasada ve hem de
gewemede mutlaka gerekli olgu acik olarak ankmaktadir.

1.5.2. Kalp Kasinin Mekanik Ozellikleri

Dogrudan uyarilan kalp kasi, #la oldugu bolgeler Gzerinde, geén
gerilmeye it bir kuvvet uygular. Kasilma sirasinda kasin baabit tutulursa
(izometrik kasilma), kas zamanla gileen bir kuvvet olgturur. Kasa uygulanan

kuvvet sabit tutulursa, kas boyunda zamansal Igisahe (izotonik kasiima) gozlenir.

Sekil 1.8." de sarkomer boyu ve miyozin — aktin ffilantinin tst Gste binme
derecesinin, kasilan kas lifi tarafindan glwulan aktif gerime etkisini
gostermektedir. S@la aktin ve miyozin filamentlerinin farkli sarkomieoylarindaki
ust uste binme dereceleri siyah renkte goriulmekt&ekildeki D noktasinda aktin

filamenti Ust Uste binmeden miyozin filamentininlargna kadar cekilngtir. Bu
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noktada aktif kas tarafindan eturulan gerim sifirdir. Daha sonra sarkomer
kisaldik¢a ve aktin filamenti miyozin filamentiylest Uste bindikgce, sarkomer boyu
yaklasik 2,2 mikrometreye digne kadar gerim giderek artar. Bu noktada, aktin
filamenti miyozin filamentinin batin capraz kopriijde Ust Uste binmgtir fakat
henliz miyozin filamentinin ortasina ghaamstir. Daha ileriki kisalmalarda,
sarkomer boyu 2 mikrometre olana kadar (B noktdary gerim devam eder. Bu
noktada iki aktin filamentinin uclari birbirinin veniyozin filamentlerinin Ustine
binmeye bglar. Sarkomer boyu 2 mikrometreden 1,65 mikrometreygru
distikce, A noktasinda, kasilma gucusei Bu noktada sarkomerin iki Z diski
miyozin filamentlerinin uglarina dayanir. Daha smnsarkomer boyunu kisaltan
kasilma devam ettikce, miyozin filamentlerinin uclatkiltr vesekilde goruldigi

gibi kasilma gticu sifira yakla ve kas en kisa uzurgunda kasilir.

HHH—HHHH

— —D
LT g}
[
(A, A

B C

100 A

Olusan gerim (%)
wn
o
|

0 T T T |
0 1 2 3 4

Sarkomer boyu (mikrometre)

Sekil 1.8. Boyu 2,0 — 2,2 mikrometre iken en Ustedede kasilma gucu gosteren bir
sarkomer icirsekli.

Saglam butin bir kasta kas boyunun kasilma giclunesiegkekil 1.9' da
gorulmektedir. Butun halindeki kasin icinde ¢ok taikla bg dokusu vardir; ayrica
kasin dgisik kisimlarindaki sarkomerlerin birlikte kasilmalargerekmez.
Dolayisiyla, gri, tek kas lifi icin gosterilenden farkli boyutkasahip olmakla birlikte

bicimi normal kasiima araindaki &ri ile ayni genekekli sergiler.
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Sekil 1.9' da kas dinlenim boyunda iken yani sarkorbeyu yaklaik 2
mikrometre iken, uyaril@ginda en yiiksek kasilma guctu ile kasilir. Aktif genlarak
adlandirllan kasilma esnasindasalu gerim art, kas normal boyutunun Ustiinde
gerildigi zaman (sarkomer boyu 2,2 mikrometreden buytk g@idda) diger. Bu

durumsekil 1.9’ da ok boyunda kasilma ile gosteritii

Normal kasilma aralig

—

é gfsgilr?daaki gerim Kasilma sirasindaki

'E gerim artisi

: l

=

7

o

e

Kasilma 6ncesindeki gerim
0
1/2 Normal Normal 2x Normal
Uzunluk

Sekil 1.9. Kas kasilmasi 6ncesinde ve kasilma sidaskas boyunun kasilma guci
ile ili skisi.
Diyastol sirasinda ventrikil ne kadar kan ile dajmse, kalp ¢capi artmakta
(yani kas boyu uzamakta) gln aktif gerim de o olcide artmaktadir (Starling
yasasl). Pasif gerim, kalp kasinin kararl dururedeady-state) sahip olgu gerim
olup, diyostolik geyekligi, yani kalbin kan ile dolabiliriini gosterir (Katz ve Tada
1972, Mirsky 1973).

Kisaca kalp kasinda kasilma mekanizmasi iskeletin&asbenzerlik
gostermesine ganen, kalp aksiyon potansiyelinin siresinin iské@sina gore daha
uzun olmasindan ve kasiimayi kontrol altinda tutndem dolayi, kalp kasinda
iskelet kasindan farkli bazi sonucglar ortaya ciftéatz 1992, Katz ve Weisfeldtr
1991). Orngin, AP siresi uzun olan kalp kasinda, uyari frekansartmasi se
mekanik toplama ve tetanik kasilma gozlenemez. cddyrsarkomer boyu, buyuk
Olciide 6n yukleme (preload) tarafindan, yani diglastrasinda kalbe dénen kan bir
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onceki sistol sirasinda ventrikilde kalan kan haiéenbelirlenir. Bunlara ek olarak,
kalp kasinda, hiucre gdiortamin kollajenden zengin olmasi ve hicre igamellerin
iskelet kasi hicrelerine gore farkh yapi vegidianda olmasi, kalp kasini iskelet
kasina gore daha sert yapar. Bu sertlik sonucyn, kasi uzamaya karbuyuk bir
pasif gerilme ile direnir. Aynisekilde goruld@u gibi, aktif gerinim maksimum
oldugu referans uzungunun (L) her iki yaninda, aktif gerim azalirken, pasifiger
iskelet kasindan farkli olarak jdan c¢ok kicik uzunluklarda da kendini

gostermektedir.
1.5.3. Uyarilma Kasilma Ciftlenimi

Kalp kas! hicresini saran sarkolemmanin elektrikdafak eksitasyonu ile
baslayip kalbin kasilmasi ile sonlanan olaylar zinogriuyariima-kasiima ciftlenimi
(excitation-contraction coupling) adi verilir. Bikincil mesajci olan C% hem
kardiyak elektriksel aktivite hem de miyofilamantardgsrudan aktivatorii olmasi
nedeniyle kasilma icin gereklidir (Bers 2002). Hiicici Cd&%un miyositler
tarafindan normal kontrol edilememesi kasilma foytes bozukluklarina neden
olabildigi gibi pek c¢ok patofizyolojik durumun sebebi olardik gosterilmektedir
(Pogwizd ve ark 2001).

Kardiyak AP sirasinda, L tipi Cakanallarindan hiicre icine giren @SR’
dan daha fazla Casalinmasini tetiklemektedir (Canduced C# release) Sekil
1.10. de goruldgu Uzere salinan ve hiicresiidan iceriye giren C4 sitoplazmada
serbest C# deriimini ([Ca*?;) yaklasik 100nM’dan 1M seviyesine yiikselginde
troponin C’ye b@lanmakta ve kasilma mekanizmasini tetiklemektéldioponin C-
Ca? kompleksi tropomiyozin ile etkiferek aktin ve miyozin miyofilamentleri
arasindaki aktif bolgelerin g@ c¢ikmasini ve capraz koprulerin ghasini
sgilamaktadir. Boylece, sarkomer boyu kisalmakta veilike gerceklgnektedir.
Miyositler icin geweme sirecinin bdamasi ise [CH]’ un azalmasi ve g
bulunan C& un ayriimasi ile gercekimektedir. Uyariima ile artrgiolan [Cd?)’
un azaltilmasi dort farkl yolakla gecefteektedir. Bunlar; SR G&ATPaz, NCX,

sarkolemmal CZ-ATPaz ve mitokondriyal C&un tek yonlii (uniport) tanimidir.
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Sekil 1.10. Ventrikull hiicrelerinde ¢adiizenlenmesi. Cerceve icindeki kuigiakil
AP, gecici C& dersimi (Catransient) ve kasiimanin zamansagigienlerini
gostermektedir. Kisaltmalar; NCX, NaCa™ desis-tokusu; ATP, ATPaz; PLB,

fosfolamban; SR, sarkoplazmik retikulum (Bers 2002)

1.6. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), insulin saliniminda kismga da tamamen bir
yetersizlik velveya dasik derecelerde insulin reseptdor duyaghin azalmasi ile

olusan metabolik bozuklgu anlatir.

DM tim dinya populasyonlarinda yaygin olan biikaproblemidir. Avrupa’da
nifusun yaklak %1-2’ si diyabetlidir. Amerika Birlgk Devletleri’ nde bu oran %
3-8 dir. Dunyadaki prevalansi yakla 100 milyon iken gelecek 10-15 yilda bu
sayinin ikiye katlana@a tahmin edilmektedir (Grover ve ark 2000). Hagall
primer belirtisi, glikoziri, polidipsi ve politrie seyreden hiperglisemidir (Sailaja ve
ark 2003).

Diyabetes mellitus, insilin gamli (IDDM) olan tip | diyabet ve instlin igamh
olmayan (NIDDM) tip Il diyabet olarak farklgekillerde gorilebilmektedir. Tip |
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diyabet otoimmun bir hastaliktir ve insilinin salmadgl diyabet sekli olarak
bilinirken, tip Il diyabet pankreasifi hiicrelerinin yetmeziine ve insulinin hedef
aldigi karacger, kas ve ya doku gibi dokulardaki reseptor direncineghaolarak
gelisir (Buren 2002, Quinn 2002).

Diyabetes mellitus’ ta glikoz seviyesi kanda krobik sekilde yiiksek seyreder.
Kan insulin seviyesi, tip Il diyabetin klangicinda ytksek, ilerisamadaki tip Il
diyabet icin ve ayrica tip | diyabette dik seviyelerdedir. Deneysel olarak
olusturulan hiperinsilinemi modellerinde, insulin dicgme neden oldgu in vitro
(Garvey ve ark 1986, Henry ve ark 1996) ve in (iRizza ve ark 1985, Bonadonna
1993, lozzo ve ark 2001) olarak tespit edslini Hiperglisemi, insilin saliniminin ve
etkisinin bozulmasinda tek faa etkili olabilmektedir (Unger ve Grundy 1985u B
durum glikoz toksisitesi olarak da ifadelendiriinetir (Rossetti ve ark 1990).
Hiperglisemik durumdaki tip Il diyabetli hastalarikaslarinda, insulin-uyaricili
glikoz transportunun zayiflagh gozlenmgtir (Zierath ve ark 1994). Fizyolojik glikoz
konsantrasyonuna maruz kalan ve izole edilkaslarin in vitro olarak glikoz ile
inkiibe edilmesinde, glikoz transport kapasitesigani dongumli olarak dgistigi
gosterilmitir (Zierath ve ark 1994).

1.6.1. Sicanlarda Deneysel Diyabet Modelleri

Metabolik bir hastalik olan DM’ nin gaca iki tipi olup bu hastagin insanlar
arasinda yaygingi giderek artmaktadir. Tip | ve Il olarak adlanim bu iki tip
diyabetten ikincisi daha yaygin olarak gtzlenmektdder iki tip diyabet, hiicre ici
glukoz dengesinin (homeostasis) bozulmasi sorurartak olarak paylkanalarina
kargin aralarinda dnemli bazi farklar vardir. DM’ nintipinde sorun kayra yeterli
miktarda insulin salinmamasi iken ikincisinde imsél kagl bir diren¢ olgtugu

gozlemlenmektedir (Haris ve Zimmet 1992).

Diyabetin neden oldiu komplikasyonlarin incelenmesinde ve bunlarin veda

orneklerinde deneysel olarak gercgklden diyabet modelleri 6nemli yer
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tutmaktadir. Ayrica DM ile elde edilen avantajlae wygulama o6rneklerine
bakildginda bu modellerin ¢cok daha 6nemli ogidugorilmektedir.

Deneysel diyabet blaca dort ayri yolla gercekdarilmektedir: (1) cerrahi
diyabet, (2) kimyasal diyabet, (3) kendinden diyabet, (4) viral diyabet. Bunlar
arasinda en yaygin olani kimyasal ajanlarla (stagibcin ve alloxan gibi) diyabet
yapilmasidir. Bunlardan alloxan (ALL) secici olarpknkreastaki beta hiicrelerine
dogrudan toksik etki yapmaktadir (Dunn ve ark 1943y ®ksisitenin huicresel
gecirgenlgin artmasindan kaynaklargiileri sturtlmektedir (Watkins ve ark 1964,
Idahl ve ark 1976, Weaver ve ark 1978). Alloxan dkisturulan diyabetlerde

diyabetin hemen hemen tim komplikasyonlari gozlémelktedir.

Rakieten ve arkadlari ilk kez 1963 yilinda streptozotocin (STZ) aen6z
olarak verdiklerinde diyabet aftugunu gozlemglerdir. Streptozotocin de ALL gibi
diyabeti, direk olarak pankteastaki beta hicreiegtkileyerek olgturmaktadir.
Bilinenler wiginda ileri sdrulen olaylar zinciri sagidaki sekilde 6zetlenebilir:
Streptozotocin karbonyum iyonu ®lnasina, bu ise DNA alkilasyonuna sebep
olmaktadir. DNA tamiri poly-ADP-ribose aktivasyoraysa&lanmakta ve reaksiyon
cok miktarda NAD’ye ihtiyac duymaktadir. Streptoacin enjeksiyonu hiicrede ayni
zamanda hizli bir NAD diiisiine, bu ise sonuc olarak hicrenin 6liumine neden
olmaktadir. Streptozotocin insulineghadiabetus mellitus (IDDM) olgturmak icin,
en cok kullanilan kimyasal ajandir. Streptozotodla diyabet olgturulmus
hayvanlarda (kobay hari¢) gozlenenslbm komplikasyonlar; kardiyomiyopati,
gastroenteropati, otonomik noropati, arterial pgt@r koroner arter patolojileri,
hepatik patolojiler, trakea patolojileri ve pdokusu hasarlaridir. Streptozotocin ile

olusturulan diyabette insulin tedavisine gerek yokBoriner-Weir ve ark 1981).

1.6.2. Deneysel Diyabetik Kardiyomiyopati

Diyabetik kardiyomiyopati olarak tanimlanan ve Iz tip kardiyomiyopati
olan hastalik, diyabetes mellituslu insanlarda geckomplikasyon olarak ortaya
ctkmaktadir. Deneysel metodlarla diyabet yaplsicanlarda bu patolojinin primer
olarak kalp hicrelerindeki mekanik, biyokimyasal weorfolojik desisimlerden

kaynaklandg ve bunlarda aterosklerotik gigikliklerin rolinin olmadg
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gosterilmitir (Fein ve ark 1980). Esas olarak kardiyomiyoplkdirdiyak aritmi
olusmadan beliren ventrikiler fonksiyon bozuglyla kendini belli eder. Bu
bozukluklar, ventrikiler kasilma kuvvetinde azalmgams geweme evresi ve
ventrikllere yeteri kadar kanin dolamamasi olagairhlanmaktadir. Deneysel yolla
diyabet yapilmy sicanlarda, bu bulgular kalbe yiklenim sirasindaadda belirgin
olmaktadir (6rngin; egzersiz sirasinda) (Ayaz M, 9, 2004).

Streptozotocin enjeksiyonu sonrasi gorilen olurkéanjestif kalp yetmezgi
ile orantili olmaktadir. Sicanlar ateroskleroz geline goreceli olarak dayanikh
olduklarindan STZ kombinasyonu ile yapilan diyalsenunda olgan kardiyak
patolojinin diyabetik kardiyomiyopatiye benzgufie inaniimasina kamn (Oztirk ve
ark 1996) altinda yatan biyokimyasal olaylar tamrak aydinlatilamargtir. Yapilan
calismalar siginda kardiyomiyositlerde gozlenengidgmlerin mekanizmasina gkin
bilgiler su sekilde 6zetlenebilir;

Elektrofizyolojik Degisiklikler: STZ ile yapilan deneysel diyabetik hayvan
model calgmalari ile ilk kez 1980 yilinda Fein ve arkaldai, toplam AP slresinin
uzamasl, kasilma ve g@me hizlarinin (zdT/dty) azalmasi ve ventrikiller AP
genliginin azaldgini rapor etmilerdir. Ancak dger aratirmacilar diyabetik sican
ventriktl hicrelerinin dinlenim zar potansiyelinde maksimum depolarizasyon
hizinda bir dgisme gosteremezken, AP suresindeki uzamayi goglerdir (Magyar
ve ark 1992).

Diyabetli hayvan kalbi ventrikil bdlgesinden iz&dilen hiicrelerden yapilan
kayitlarda da AP surelerinin uzgdive dinlenim zar potansiyelinin gemedii
gozlenmgtir (Shimoni ve ark 1994, Ayaz ve ark 2004). Repaksyon evresindeki
bu uzamadan zari repolarize edicl Kkimlarinin sorumlu oldiu gosterilmgtir.
Degisik tipleri bulunan bu K- akimlarindan d;’da hicbir deisiklik gézlenmezken,
Ito ve Iss akim ygunluklarinin azaldy gézlenmgtir (Shimoni ve ark 1998, 1999).

Hiicre ici Serbest CaAHomeostazindaki @gsiklikler: Diyabet olgumundan
sonra miyokardiyal C& metabolizmasinin bozuldu, SR tarafindan C&un geri
aliniminin ise azald@ gérualmistir (Ganguly ve ark 1983, Lopaschuk ve ark 1983).

Buna bgll olarak diyabetik sicanlarda [ florometrik boyalarla yapilan
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dlciimlerinde [CH]/daki desisme suresinin (transientlerin cglari ve ingleri)
uzadgl bildirilmistir (Choi ve ark 2002). Bu uzamanin altinda yatagkamizmayi
aciklamaya yonelik caimalardan elde edilen sonuclar: (1) ryanodin resgpmiditein
miktarinda azalma (Netticadan ve ark 2001), (2)&@&-ATPaz protein miktarinda
ve Cd? geri alinim aktivitesinde azalma (Choi ve ark 20Ganguly ve ark 1983,
Lopaschuk ve ark 1983), (3) fosfolamban protein tarikda ary ama
fosforilizasyon yetisinde azalma (Choi ve ark 20G2) SR C& depolama yetisinde
azalma (Choi ve ark 2002), (5) neul ne de kanal protein miktarinda birgggm
olmamasi (Choi ve ark 200g¢klinde 6zetlenebilir.

1.7. Nerium Oleander

Zambakagiller (Apocynaceae) familyasinda yer alakkmm (lat. Nerium
oleander), batida, giiney Portekiz’ delagarak bitiin Akdeniz sahilleri boyunca
Suriye’de, Bati ve Gluney Anadolu’'nun dere yatakidal yetsir. Yazin ciceklenen ve
uzun bir c¢iceklenme devresine sahip olan zakkumwayvesi baklaseklindedir.
Dozuna bgli olarak zehirli oldgundan insan ve hayvanlar icin tehlikelidir. Yajla
15 yil 6nce Dr. Ziya Ozel tarafindan kanser tedadis kullanimi ile giindeme gelen
Nerium oleander’in halen ABD’ de Faz | klinik denel@ri strdurtlmektedir (Smith
ve ark 2001, Erdengu ve ark 2003).

Ulkemizde “zakkum, @& cicesi, kan gaci zikkim gaci” olarak da bilinen
Nerium oleander’ in farkli kisimlari Akdeniz haveas farkli kesimlerinde halk
arasinda ddem, lepra, goz ve deri hastaliklarindiarklmaktadir. Yapraklarinda
bulunan kardiyotonik icegin antibakteriyel, antikanser, kanama-pilsb@a zamani
ve merkezi sinir sistemi Uzerindeki etkileri gikgk arsstirmalara konu olmgiur
(Manjunath 1966, Nadkarni 1976, Nasir ve Ali 19B2gum ve ark 1999, Zia ve ark
1995).

Bitkinin farkli kisimlarinin incelenmesi sonucundaesisik glikozitler,
triterpenler ve uzun zincirli bikklerin varligi ortaya konmgtur (Siddiqui ve ark
1995, Begum ve ark 1999, Zia ve ark 1995).
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Nerium oleander’ in pargalangnyapraklarinin su ekstresinde % 2.3 oraninda
polisakkarit bulunur, bilgme giren polisakkaritlerin % 67’ si galakturonilsig
ramnoz, arabinoz ve galaktoz’ dan @lu (Muller ve ark 1991, Zia ve ark 1995).
NO’in taze ve kurutulmg yapraklarinin metanol ekstraksiyonu ile elde &dtik

fraksiyonlarinin analjezik etkilerinin bulungunu belirtmglerdir.

1.7.1. Nerium Oleander’ in Biyolojik SistemlerdekiOnemi

Nerium oleander’ in insan ve hayvan kalbi Uzerinmbitif inotropik etki
potansiyeli bulunmaktadir. Oleander kardenolidldyin etkisi fizyolojik etki kalibi
acisindan klasik dijital glikozitlerde olgu gibi plazmalemmadaki N&* ATPaz
inhibisyonuna benzer. Ancak oleander ve dijital deswolidler, toksisiteleri ve
ekstrakardiyak etkileri acisindan farklidir (Langfove Boor 1996).

Nerium oleander yapraklarinda metanol ekstraksiy@onrasinda izole
ettikleri kardenolid grubu maddelerin farelerde m@/kg dozdaki kullanimlari ile
merkezi sinir sistemi (MSS) depresyonu sphigunu ifade etnglerdir (Siddiqui ve
ark 1997, Begum ve ark 1999). Anamacilar, taze Nerium oleander yapraklarinin
metanol ekstresinde belirledikleri kardenolid grubumaddenin (neridiginoside,
nerizoside, neritaloside ve odoroside-H) farele2emg/kg dozda MSS depresyonu
olusturdusunu belirtmgtir. Nerium oleander’ in koklerinde ise proceragenie
neridienone gibi steroid yapili maddeler bulunuagtve ark 1999).

Nerium oleander yapraklarinda bulunagedibir madde grubu triterpenlerdir.
Genellikle etilasetat ekstraksiyonu ile elde edilem maddeler tarakasterane ve
ursane tiptedir. Nerium oleander RBilmine giren triterpen grubu maddelerin
identifikasyonu ve biyolojik etkinliklerine yoOnelik calsmalarda in vitro

antiinflamatuvar ve antikanser etkilerinin mevcuatiydezerlendirilmistir.

Oleandrin Nerium oleander yapraklarinda bulunametemaddelerden biridir.
in vivo kosullarda gerceklgirilen bir argtirmada (Afaq ve ark 2004),
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antiinflamatuvar ve tumor hicresi g@hni Gzerindeki etkileri dgerlendirilmistir.
Arastirmacilar, 2 mg oleandrinin proflaktik amac¢ ilekéd uygulamasinin, deri
tumord olgumunda yaygin olarak kullanilan bir madde olan TRIR-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate)’ nin etkisineskatumlu sonuclar elde edilgini

ifade etmglerdir.

Ulkemizde Nerium oleander’in alkolde uzun surelbtknesi ile elde edilen
formu alt ekstemite@ilarinda ve paraliz olgularinda kullaniimaktadgrica yazda
bekletiimesi sonrasinda elde edilen formunun isenattk eklem @&rilarinda
kullanildigina iliskin veriler vardir (Yesilada 2002). Yaprak veyaatiterin arili
durumlarda ve egzemada, taze yapraklardan eldenebitki 6zsuyunun ise apse ve
romatizmal olgularda kullanimina gkin kayitlar mevcuttur (Erdemoglu ve ark
2003). Suudi Arabistan’ da ise Nerium oleandermeyveleri ve bitkinin 6zsuyu
antiromatizmal olarak ve deri hastaliklarinda kullaaktadir (Adam ve ark 2001).

Nerium oleander’ in su ve etanol ekstresinin fend® p-benzokuinon ile
olusturulan abdominal kasilmalari 6énemli oranda azalttantinosiseptiv etki) ve
karrageenan ile arka ayakta gluwulan 6dem modelinde ©Onemli dizeyde
antiinflamatuvar etkisinin oldiu belirtilmistir. Agri denemelerinde bitkinin taze ve
kurutulmus cicekleri ile yapilan uygulamalarda deneklerdetmjadilserayonlarin

gorulmemesi dikkati ¢ceken bir bulgu olarak izlegtmi(Erdemglu ve ark 2003).

Nerium oleander in alkol, su ve Kkloroform ekstraden 10
mikroorganizmaya kar (8 farkli bakteri ve 2 maya) antimikrobiyal akteleri
arastinlimis; alkol fazi Uriinleri sadece Bacillus cereus ved@stanas aeroginosa’ya
kargi antimikrobiyal aktivite gosterirken, su ve kloooi fazi trtnlerinde c¢alilan
bakteri ve mayalara kgrantimikrobiyal aktiviteye rastlaniimagtir (Cete ve ark
2005).

™
|

Anvirze (Nerium oleander’in steril filtre edilrgj liyofilize sicak su

ekstresi)’ in yapisinda bulunan temel kardiyak afikier oleandrin, odorsid,
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neritalosid ve aglikon oleandrigenin’ dir. Farelerdnvirzel™in oral (80 pg/kg)
uygulamasi sonrasinda oleandrin hizla absorbe @4gx 20 dk), eliminasyon
donemi yarilanma omrl (3 B) 2.3+0.5 saat, oral absorbsiyon orani ise % 30
dizeyindedir. Oleandrinin IV uygulamasi sonrasindaacger diuzeyi, kalp ve
bobrek dokusuna goére yakik iki kattir. Oleandrinin aglikon formu olan
oleandrigeninde uygulama sonrasinda dokularda dfgadtzeyinin ortalama %2’ si
dizeyinde bulunur. Oleandrinin % 1.9’ u, oleandnigen % 4.4’ (i 24 saat icerisinde
idrar ile atilir, dgki ile atim diizeyi ise daha yuksektir (her iki aole icin % 66) (Ni

ve ark 2002).

Temelde zehirli bir bitki olan Nerium oleander’rdsu ekstresi ile elde edilen
Anvirzel™" in solid timérlerde kullanimina yonelik olarak rgekletirilen Faz |
calismalarinda 1.2 mg/m2/gin dozunda IM yolla uygulamagiivenli oldgu ifade
edilmektedir. Uygulamalar sirasinda enjeksiyon esigde &r1 ve ayrica yorgunluk,
mide bulantisi ve dispne gibi belirtilerin izlegdibildirilmi stir (Mekhail ve ark
2006).

Nerium oleander in kurutulmgu yapraklarinin alkoldeki letal olmayan
dozunun (1000 mg/kg vicutgaligl) 9 hafta boyunca (haftada 1)sidve erkek
farelere SC yol ile uygulanmasi sonrasindarl& kazancinin (bgangictaki
agirhklarina gore % orani) baskilanmaileni belirlenmistir. Belirlenen dozun
birden fazla uygulanmasi miyokardiumda ve kan patesterinde (WBC, RBC, Hb,
HCT, PLT) anlamli dgisime neden olmargtir. Diger yandan letal doz (4000 mg/kg
BW) kalp durmasi ile sonuclanan miyokardiyal elidsel aktivitelere neden
olmustur (Haeba ve ark 2002). KurutulgiulNO yapraklarinin akut toksisitesi
belirlemek amaci ile bir defalik (1 ve 0.25 mg/lkg)bve ginlik (0.06 g/kg bw) NO
uygulanan Nadji koyunlarinda tek dozluk ile yerirdlegamama, gneme hareketleri,
dispne, rumende gaz toplanmasi, hareketlerde kwasgon bozuklgu ve kaslarda
paresi; 4-24 saat sonra 6lum belirlgieridir (Ada ve ark 2001). Olen hayvanlarin
otopsilerinde hemoraji, siyanotik akerler, amfizem, kataral abomasitis ve enteritis
dikkati cekmgtir. Gunluk uygulanan NO’ in ise daha hafif semplara neden

oldugu ve oOlumlerin 3-14. ginlerde gorUfll ifade edilmgtir. Otopside
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hepatonefropati, renal pelvis ve mezenterde jetatgyon izlenmitir. Biyokimyasal
analizlerde ise AST ve LDH aktivitelerinde, bilump kolesterol ve dre
yogunluklarinda arty ve total protein ve albumin seviyelerinde ile azal anemi ve

|6kopeni ile goraldgu bildirilmistir.

1.7.2 Nerium Oleander ve Diabetes Mellitu$li skisi

Yetistigi bolgelerde ve ulkemizde farklh amaclar ile kullan zakkumun
antidiyabetik etkinkgine iliskin yayinlar ¢ok sinirli diizeydedir. Astiarmacilar Fas’ ta
halk arasinda kullanilan bitkisel maddelerin samélirlmasinda zakkumu
antidiyabetik unsurlar arasindagagelendirmglerdir (Bellakhdar ve ark 1991). Ayni
bolgede farkll argirmaci gruplar tarafindan yapilan incelemelerdékaeun
antidiyabetik amaclh kullanimina gkin bulgular yer almaktadir (Jouad ve ark 2001,
Bnouham ve ark 2002, Eddouks ve ark 2002, Tahnamark 2006).

Diyetin dizenlenmesi, oral hipoglisemiklerin kuwlieni ve insulin gibi
NIDDM (non-insulin dependent diabetes mellitus)aedinde ginimuzde kullanilan
terapotik uygulamalar, kendi @arina sinirh bir etkiye sahiptirler. Birgok gal Griin
ve bitkisel ilag uygulamalari diyabetin tedavisiiniconerilmektedir. Yapilan
calismalar Tip Il diyabetik insan ve hayvanlarda bazkibel 6zttlerin hipoglisemik
etkilerini gostermektedir. Bitkilerden ganan bu urinler glikoz metabolizmasini
yeniden duzenlemek yolu ile hipoglisemik etki Uretm yani sira lipid

metabolizmasini ve antioksidan durumu igtilene seklinde de olabilmektedir.

Insilin direncine neden olan bir veya daha fazlaofik uzaklatiriimasi
ve/veya engellenmesi bu konuda yapilansgaiarin ana konusudur. Tip Il diyabette
tedavi ile ilgili argtirmalar bu agidan 6nem arzetmektedir. sirenacilar ve
duzeltme, karagerdeki glikoz Uretiminin azaltilmasi, mide giesak kanalindan
glikoz emiliminin geciktiriimesi, metabolik dengeyliizeltme ve diyabetin geimi
ile neden oldgu komplikasyonlari 6nleyebilmek icin ¢ginalar yapmaktadirlar.
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in sicak su distilatinin liyofilize formda uygulataanin diyabetik kardiyomiyopatik
bulgular Gzerinde olumlu etkilerinin elektrofizygilo yontemler ile arstirilmasi

amaclanmytir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Zakkum Ekstraktinin Hazirlanmasi

Zakkum vyapraklari, Nisan-Eylul déneminde Mersinigedinden toplandi.
Taze toplanan zakkum yapraklari yikandiktan somgaayici ile dg@randi ve sicak
suda (100 g/1000 mL) kaynatilarak distilasyonu ihpElde edilen sicak su distilati
liyofilizatorle (FDT-8618 Freeze Dreyer, Operon,rka) liyofilize edildi.

2.2. Deney Hayvanlari

Arastirmada 40 adet Sprague-Dawley sican (9-12 hattigrkldi. Arastirma
Etik kurul tarafindan onaylandi (Necmettin Erbakémiversitesi Kombassan
Deneysel Tip Argtirma ve Uygulama Merkezi Etik Kurul Komisyonu, Kax rapor
no: 2013-143). Hayvanlar polisulfon yapidaki birglykafeslerde, (%60 atmosferik
nem, 22+2°C, 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik) barindir®icanlar argirmaya
dahil edilmeden Once iki hafta suresince ortamamigu s&landi. Yem ve su
ihtiyaclari ad libitum sglandi. Rasyon bikgmi ise kuru madde: % 89, ham protein:
% 21, seluloz: en ¢cok % 5, kil: en ¢ok % 10, Cal-9a, P: % 0,5-1, NaCl: % 0,5,
ME: 2850 kcal/kgseklinde olgturuldu. Intibak gamasini tamamlayan deneklerden
bir hafta ara ile iki kez kan orgealindi; aglik karsekeri, total kolesterol, trigliserid,
HDL ve LDL duzeyleri belirlenerek bazal lipid pridéri ortaya konuldu ve genel

ortalamaya uygunluk géstermeyen hayvanlagtaraadan cikarildi.

2.3. Tedavi Edici Uygulamalar

40 adet sican rastgele ditegruba ayrildi. Tip Il diyabet modeli gdturmak
icin (3 gruba) iki hafta boyunca bgieni cizelge 2.1.” de belirtilen ve metabolik
enerjinin % 58’inin hayvansal yaiceriginden sglandigl yuksek y&l diyet ile
beslendikten 2 hafta sonra streptozotosin sitrdfelda c¢ozdartuldi (pH 4.5),
intraperitonal olarak STZ 35 mg/kg dozunda uygulai®IZ injeksiyonundan bir
hafta sonra tokluk kamgekeri seviyesi> 300 mg/dl olanlar tip 1l diyabet olarak
degerlendirildi (Srinivasan ve ark 2005). Kontol grutgaki sicanlar ad-libitum

beslendi ve sadece sitrat buffer sollisyonu uygulaNdgatif kontrol grubu olan
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diyabetik sicanlar (DM) yuksek gh diyet ile beslendi ve STZ uygulandi. Bu gruba
NO’ ya esdeger oral serum fizyolojik icirildi. NO ile tedavi ddn diyabetik gruptaki
(O2) sicanlar yuksek gh diyet ile beslendi ve STZ uygulandi. Ayni zamardO
distilati 375ug / 0.5 ml. distile su formilasyonun da diyabetuidn sonra 30.
giinden sonra 30 gin boyunca oral gavaj yontemgitddi. Profilaktik NO tip 2
diyabet grubundaki (POZ) sicanlar yukseklyaliyetle beslendi ve STZ uygulandi.
375ug / 0.5 ml. distile su formilasyonu diyabetighisinden hemen sonra deney

sonuna kadar NO oral gavaklinde uygulandi.

Cizelge 2.1. Deney hayvanlari icin kullanilan yeg@risi.

YEM iCERIGi %O0ran BESIiN MAD. RASYON
BITKISEL YAG 3,00 KM, % 94,4
BUGDAY UNU, BONKAL iTE - HP,% 22,3
HAYVANSAL YA G 37,00 ME kcal/kg 5387
MISIR, SARI 30,50 Ca,% 1,16
KAZE iN, KURUTULMU $ 20,00 P.% 0,62
SOYA KUSPES, %48 4,50 Na,% 0,21
DIiKALS iYUM FOSFAT 1,70 Met+Sis, % 0,94
DL-METH fONiN 0,20 Lizin, % 1,81
KIREC TASI 1,60 HS,% 0,89
TUZ 0,50 HY,% 40,34
VITAM iN-MINERAL KARMASI 1,00 Linoleik a.% 3,40

2.4. Deney Gruplarinin Olwturulmasi

Her bir grupta 10 hayvan olacakkilde agagida belirtilen deney gruplari
olusturuldu. Hayvanlarin barindiriigh ortamin ¢ik, 1s1 ve nem duizeyleri kontrol
altinda tutuldu (12 / 12 saatk/karanlik—7:30/19:30, 22+, % 55+5 nem).

Saglikli Kontrol-Normal Diyet (KON): Lipid profili uygun olan ve

herhangi bir uygulama yapilmayan 10 adegligka sicandan olgturuldu. Deney

suresince normal diyet ile beslenmeleglaadi.
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Diyabetik Negatif Kontrol (DM): Yukaridaki acgiklandgy sekliyle deneysel
tip 1l diyabet modeli olgturulan 10 adet sicandan gturuldu. Hayvanlara deney
suresince herhangi bir uygulama yapiimadi. Denegssiice yuksek ygi diyet ile

beslenmeleri sgandi.

Diyabetik Zakkum 10 mL (OZ): Deneysel tip Il diyabet modeli aiturulan
10 adet sicandan ahuruldu. Diyabet olgumu teyit edildikten sonra ki 30 gin
boyunca deneklere herhangi bir uygulama yapiimaksmikro/makrovaskiler
bozukluklarin olgumu icin beklendi. Takip eden 30 gunlik donemdehsgvanlara
orijinal NO distilatinin 10 mL’ sine karik gelen ygunlastiriimis 0.5 mL distilat
gavaj ile gunde bir kez uygulandi. Boylece, NO ugsquaesinin diyabete Bha

sekonder unsurlar tzerindeki tedavi edici etiinin belirlenmesi amaclandi.

Diyabetik Zakkum 10 mL (POZ): Deneysel tip Il diyabet modeli
olusturulan 10 adet sicandan giuruldu. Diyabet olgumu teyit edildgi andan
itibaren iki ay boyunca hayvanlara orijinal NO datnin 10 mL’ sine kanlik gelen
yogunlastiriimigs 0.5 mL distilat gavaj ile ginde bir kez uygulan&8btylece, NO
uygulamasinin diyabete gla sekonder unsurlar Uzerindeki proflaktik etkgntin

belirlenmesi amaclandi.

2.5. Sol Ventrikul Papiller Kas Aksiyon Potansiyelive Kasilma Kayitlarinin

Alinmasi

Deney siresinin sonunda sicanlar, heparinli pembotal ile (30 mg/kg)
anestezi altinda iken (35 mg/kg ketamin, 5 mg/ &dgkin) kalpler hizli bigekilde
cikarilarak énceden gazlanmn{2695 Q ve % 5 CQile), sguk ve digiik Cd? iceren
icerigi (mM: 119 NacCl, 4,8 KCl, 1,0 Cagll,2 MgSQ, 1,2 KH,PO,, 20 NaHCQ,
10 glikoz ve pH = 7,4) olan modifiye Krebs ¢oOzeltigserisine alindi. Yine ayni
cOzeltiyi bulunduran tabani mum kapli petri Uzerikenan kalpler aort tabana
gelecek sekilde igne yardimiyla hem aorttan hem de kalbin apeksinchema
sabitlendi. Sol atriyum kesilerek, sol ventriktilvdu hilal seklinde acildi. Herhangi
bir fiziksel hasar verilmeden tek ucundan 6/0 iggile baglanan papiller kas 6zel
yapilan organ banyosu icine yatlaldi ( Sekil 2.1). Kas serbest olan ucundgne

elektrotla banyo tabanindaki muma sabitlenirkegediu¢ bir kuvvet cevirecine
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(Grass FT03) hdandi ve organ banyosu icinde surekli dolanan (%85ve % 5
CO,) gazlanmy Krebs soliisyonu (mM: 119 NacCl, 4,8 KCI, 1,8 Cal,2 MgSQ,
1,2 KH,PO,, 20 NaHCQ, 10 glikoz ve pH = 7,4) ile surekli perfuze edil(87
°C’de). Kas orneklerinin dengeye gelmesi icin 20 ikiakoeklendi ve daha sonra
maksimum gerilme (kasilma) elde edilinceye kadaileye drnekler kayit sistemimiz
icinde entegre olan bir stimulator (MP150) ar&ceilie kare bicimli gik uyaranin 2
kat genlikli, 3 ms sureli ve 0,2 Hz frekansa sadligktriksel uyaranlarla kasiimalar
elde edildi. Sol ventrikil papiller kasindan bircéki paragrafta aciklanagekilde
kasilmalar kaydedilirken, semi-floating cam mikmdlot (15-20 M2 dirence sahip,
3M KClI ile doldurulmy) ile Aksiyon Potansiyelleri (AP) kaydedildi. Miketektrot
cam kapiller tupler kullanilarak (P-1000 micropigePuller Sutter Instrument USA)
pipet cekicide hazirlandi. Kasilma ve tek hiicreyas potansiyelleri konvansiyonel
MP150 kayit ve analiz sistemi ile gozlem yapilirkenzamanl bilgisayarin hard
diskine ileri analizler icin kayit edildi. Daha dela deneyimlerimize kg olarak
doku icine her bir dadi neticesinde ard arda elde edilen AP kayitlari 1adss bir
farkhilik gostermediinden, bu kayitlarin ortalamalari kullanildi. Her balis icin
elde edilen ortalama AP kayitlari, tarafimizdan itazan bir excel sayfasi
aracilglyla analiz edilerek, maksimum depolarizasyon (Miggeri, dinlenim zar
potansiyelinin (RMP) dgeri ve repolarizasyonun %25 (APD25), 50 (APD50), 75
(APD75) ve 90 (APD90)’a dimesi icin gecen sure gibi AP ile ilgili parametrele
hesaplandi. Kasilmagelerinin ise, baka bir Excel sayfasi kullanilarak maksimum
gerim (PT), maksimum kasiimanin gitoasi igin gegen (TP) ve tepegaein %50'ine
ve %90'Ina diémesi (RT50 ve RT90) ve cikmasi (CT50) icin gecene sgibi

parametreler 6lculdd.
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2.6. Kan Biyokimyasal Parametrelerinin Dgerlendirilmesi

Her hayvanin haftalik vicutgaliklari not edildi. Deney boyunca 30 gln
araliklarla butiin sicanlarin kuyruk veninden kanedteri alindi. Kanlar santrifdj
(3000g, 10 dk) edilip serumlari ayrildi. Serum d&teenden kan glikoz,
aminotransferaz (AST), kolesterol (KOLE) ve trighig (TG) ticari kitlerle (ILAB

TestTM, Instrumentation Laboratory, Milano, Itanaliz edildi.

2.7. Histopatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Kalp kesitleri serum fizyolojik ile yikanarak kare pihtidan arindirihp %10
luk formaldehide konuldu. Kalbin 4 bolimi de sagkesitler yapilarak incelendi.
Ornekler gece boyunca parafinde birakildi. 4 mikkahnligindaki bolumler halinde
kesitler alindi ve rutindesik mikroskobunda morfolojik deerlendirilmesi igin
hematoksilen eozin ile boyandi. Morfolojik gglendirme kriterlerine goére ekstra

histokimyasal ve imminohistokimyasal boyamalar cpi

Baslica morfolojik kriterler ve dgerlendirme:

Miyosit temas kaybi: Bu aslinda kardiyomiyosit capinin azalmasindan
dolay! ve bireysel kardiyomiyosit fibrillerin arasiaki iletsim azalmasi gozlenir.
Patolojik degisikler +1, +2, +3 olarak derecelendirildigér bu morfolojik dgisiklik
batin doku yizeyinin % 10 olgunda +1, %11-25 arasinda ise +2, %26 ve daha

fazla ise +3 olarak gerlendirildi.

Miyosit nekrozu: Bu parametre koagulasyon nekrozu ya da polimotéeik
|0kositler ve lenfositler ile gevrili alanlar oldeganimlanir. Bir 6nceki bolimdeki
parametreler benzegekilde skorlama yapilngtir. Patolojinin durumuna gore bir
odak var ise fokal (F) ve birden fazla odak varmadtifokal (MF) olarak kisaltmalar

kullaniimistir.

Miyokardiyal skar: Bu parametre 500 mikron capindan buyik
miyokardiyumdaki fibrozis alanlarini tanimlar veorfbzisin varlgl ya da yoklgu

olarak belirtilmitir.
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Fibrozisin yer degistirmesi: Oli miyozis alanlarinin yeni fibrotik doku ile
yer deistirmesini belirtmektedir. Bu alanlar var/yok ve #dknultifokal diye

degerlendirilir.

Interstisiyel fibrozis: Masson Trichrome boyasiyla gériilen fibril kardiyak
miyosit arasindaki incgeritlerin kollajen birikmesidir. Bir bélgede gozlem odak
hafifce boyanan kollajenin ince iplikleri ise +lachk tayin edildi; daha koyu

boyanan kollajen lifler, +2 olarak belirtilgtir.

Z cizgisi bozulmasi:Bu parametre miyofibril dejenerasyonaghalarak Z
hattinin d@rusallginin bozulmasi olarak tanimlanir. Patolojikgg@ni gostermek
icin toluidine blue boyasi ve connexin imminohistokasal boyamaya yapildilk
asamada ayni yuzey alani ka¢ patolojik odak gldyiizde orani ile dgrlendirildi.

Sitoplazmik vakuolizasyon: Intrasitoplazmik olarak mikro veya makro
vakuollerin varlg olarak dgerlendirildi. ilk asamada ayni yiizey alani icinde kag

tane vakuolin oldgu deserlendirildi.

2.8.istatistiksel Analiz

Olgulen parametrelerin verileri ortalama + standetaseklinde yazilmgtir.
Belirlenen parametreler arasindaki istatistikseklfaklar SPSS 10.0 (SPSS for
Windows, SPSS Inc., Chicago, Il., USA) istatistikkpt programi kullanilarak tek
yonlu varyans analizi yapildi. Aksi belirtiimedikgstatistiksel anlamda 6nemlilik
siniri olarak P<0.05 kabul edildi.

35



3. BULGULAR
3.1. Deney Hayvanlarinin Genel ve Biyokimyasal Paraetrelerinin incelenmesi

Deney gruplarinin vicutgaliklari ve kan glikoz seviyeleri gizelge 3.1." de
Ozetlenmgtir. Butiin calgyma grubu hayvanlar deney siresingelk kazanmgtir.
Diyabetik gruplarin (DM, OZ ve POZ) kan glikoz sgeferi kontrol (Kon) grubu
hayvanlarina gore kayda gk bir arty gostermgtir. Ancak cizelge 3.1." de
goruldigu gibi, NO ile diyabetik gruplarin tedavisinde, kgltkoz seviyesi tzerinde
herhangi bir pozitif etki meydana gelmetm Deney siresi sonunda olgimlenen
biyokimyasal sonuclar cizelge 3.2." de 6zetlegtmi Diyabet suresince anlamli grti
gosteren AST, KOLE, TG gerleri, OZ ve POZ uygulamalari sonucunda kontrol

seviyesine yakin gerler aldgi cizelge 3.2." de 6zetlenstir.

Cizelge 3.1. Deney hayvanlarina ait genel karattirdeserleri. Cizelgede, Kontrol
(KON), tip II diyabetik (DM), oral Nerium oleand€OZ) ve profilaktik Nerium
oleander uygulanan (POZ) deney grubu hayvanlaweniteri gortlmektedir. Cizelge
icerisinde yer alan V. A. ve KS. kisaltmalari sirasi ile vicug@li gl ve kansekeri
deserlerini temsil etmektedir.” balangic grubu verilerine goére istatistiksel
anlamhlgl gostermektedir (P<0.05Y. kontrol grubu verilerine gore istatistiksel
anlamhlgr gostermektedir (P<0.05). Rerler ortalama + SEM olarak verilgtir.

V. A. (9) K. S. (mg/dL)
Baslangic Son Balangic Son
KON
231,1745,85 353,83+7,98 99,33£3,63 100,17+4,39
(N=10)
DM
(N=10) 229,31+5,56 331,00+6,72 443,00+35,38% 435,00+23,87

(N=10) 232,86+7,24 346,86+9,55 497,50+32,48 393,67+26,56

POZ
(N=10) 240,85+9,39 340,83+12,56 466,45+25,60 385,33+24,2%3
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Cizgelge 3.2.Deney hayvanlarina ait biyokimyasal olcim sonucl&izelgede,
Kontrol (KON), tip Il diyabetik (DM), oral Nerium leander (OZ) ve profilaktik
Nerium oleander uygulanan (POZ) deney grubu hawranh verileri gérilmektedir.
Cizelge icerisinde yer alan AST, KOLE ve TG Kkisaltamn sirasi ile aspartat
aminotransferaz, kolesterol ve trigliserit géderini temsil etmektedir® kontrol
grubu verilerine gore istatistiksel anlangiligdstermektedir (P<0.05%. diyabetik
grubu verilerine gore istatistiksel anlangiligostermektedir (P<0.05). Berler
ortalama = SEM olarak verilrtir.

AST KOLE TG
KON

117,67+2,92 102,67+3,30 43,17+2,45
(N=10)

153,60+6,26 129,29+8,98 246,14+97,10
(N=10)

90,29+4 58 9971+7.4% 124,43+19,2%°
(N=10)
POZ

88,67+56% 9983+288 09217+15,18°
(N=10)

3.2. Histopatolojik Parametrelerin incelenmesi

Histopatolojik bulgular cizelge 3.3." de belirtiigtir. Diyabetik grupta
interstisiyel fibrozis, Z c¢izgisinde bozulma ve ogtazmik vakuolizasyon
parametreleri ginda 7 denekte de butiin patolojik morfolojik kréergozlenmtir.
Kontrol gruplariyla kagilastiriidiginda, bu parametrelerde +1 seviyesinde skorlgnmi
desisiklik ve bozukluklar gozlenmstir. Interstisiyel fibrozis ve sitoplazmik
vakuolizasyon alanlarinda dagigklik gozlenmg fakat ylzey boyutu kugulngtur.
Diyabetik gruplarla kaulastirildiginda, OZ grubundaki bitin siganlardan elde edilen
verilerde Z cizgisinde desiklik gorulmis fakat deisiklikler yaygin deil sadece
odaksal olmstur. Sitoplazmik vakuolizasyon parametreleri OZlgrada 2 denekte
en kicuk boyutta ve ayrica 1 denekte miyosit tekeagol, 4 tanesinde miyosit
nekrozu, 1 denekte ise fibrozis alanlarindgigklik géralmasttr. POZ grubu, OZ
ve DM gruplanyla kanlastirildiginda sitoplazmik vakuolizasyon, miyosit temas
kaybi, miyosit nekrozu, Z cizgisinde bozulma veeistisiyel fibrozis alanlarinda
dizelme gorulmgitr. Z cizgilerindeki degiklikler POZ ve OZ gruplarinda ayni ve
bu parametre diyabetik grupla kdastirildiginda OZ grubunda iyikgnenin oldgu
gozlenmitir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3Deney hayvanlari kalp dokularinin morfolojik karedstigi. Cizelgede,
Kontrol (KON), tip Il diyabetik (DM), oral Nerium leander (OZ) ve profilaktik
Nerium oleander uygulanan (POZ) deney grubu hayranh verileri gérilmektedir.
Cizelge icerisindeki + ve —saretler ilgili parametrenin vagi veya yoklgunu
temsilen kullanilmgtir.  Cizelge icerisindeki rakamlar toplam deney Vaay
sayisinda ka¢ deney hayvani icin ogelen goruldigini ifade etmek Uzere
kullaniimistir. Ek olarak cizelge icerisindeki f ve mf kisalitari tek veya coklu
odakta belirlenmeyi temsilen kullanilgtr.

KON DM 0z POZ
(N=6) (N=7) (N=7) (N=7)
Parametreler 1+ 2+ 1+ 2+ 1+ 2+ 1+ 2+
2
Miyosit temas kaybr - - 7 - 1 - ) -
2 7 3 1 2
Miyosit nekrozu - - -
() (mf) ) (mf) (f, mf)
Fibrozisin yer 7
o . - - - Q) - - -
degistirmesi (+)
. 2
Interstisiyel fibrozis - - 3 - - - -
V)
7
Vaskuler skleroz - - - - - - -
(+)
Perivaskuler ;
fibrozis
7 7
Z cizgisi bozulmasi - - - 7 - -
(f) ()
Sitoplazmik 3 3(mf) ) 2 1
vakuolizasyon () 2(f) (f,mf) (mf)

Resim 3.1." de konneksin boyamasiyla patolojigetendirmeler hafif, orta ve
siddetli olarak dgerlendirilmistir. Kontrol grubunda bitik miyofibriller arasinda
yaygin ve y@un sekilde birlsik dislere benzeyen yatay ve dikey konneksin
boyanmalari gozlenmtir. DM grubunda interkalat disklerde soluk ve sskyr
konneksin ekspresyonlari gozlegmie bitisik kalp miyofibriller arasinda yatay

boyanma gozlenmestir. OZ ve POZ gruplari kogu miyofibriller arasinda ve NO’
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dan kaynaklanan onemli bir dizelme goOzlegtimi NO’ ya basl olarak interkalat
disklerde hafif ve orta derecede yatay konneksyahmasi gozlenmiancak POZ ve
OZ gruplar arasinda boyanma acisindan bir fakkiéizlenmeniitir (Resim 3.1).

Resim 3.1. Cagma grubundan alinan érneklerin immunohistokimya ile
boyanma sonuglari - A sttunundaki drneklerin h&psaneksin ile boyanrgiir. - B
sutunundaki 6rneklerin hepsi Hematoxylin Eosinbidganmstir.

3.3. Nerium oleander Tedavisinin Aksiyon PotansiyelParametreleri Uzerine
Etkisi

Deney sireci sonunda, hizla alinan papiller kaslayarimla ilgili dezerleri
AP’ lerin tepeye cilg sureleri (TP) $ekil 3.1A) ve ortalama dinlenim zar potansiyeli
(RMP) (Sekil 3.1B) arasinda ggsiklik gozlenmemstir. TP deserlerinin ortalamalari
Olguldiginde (ms): KON= 4.90+0.07; DM= 4.89+0.16; OZ= 4.0(¥; POZ=
4.90+0.09 bulunmgve RMP dgerlerinin ortalamalari élctldiiinde (mV): KON= -
84.39+2.24; DM= -88.58+1.51; POZ= -85.35+1.60; POZB82.68+2.18 olarak
bulunmugtur.
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Sekil 3.1. Deney hayvanlarindan elde edilen aksiyotansiyellerinin parametreleri.
Sekilde Kontrol (KON), tip Il diyabetik (DM), oral Brium oleander (OZ) ve
profilaktik Nerium oleander uygulanan (POZ) deneytm hayvanlarinin verileri
gorulmektedir. Panel A’ da deney grubu hayvanlagowe AP’lerin tepeye ciki
sureleri (TP) gorulmektedir. Panel B’ de ise omadadinlenim zar potansiyelleri
(RMP) deserleri verilmistir. * kontrol grubu verilerine gore istatistiksel anlangi

gostermektedir (P<0.05) diyabetik grubu verilerine gore istatistiksel anldi g
gostermektedir (P<0.05). Rerler ortalama + SEM olarak verilgtir.

Hem diyabetik gruplarda hem de NO uygulamalarindgd zamaninda olasi
repolarizasyon safhalagekil 3.2." de gdsterilngtir. Diyabetin hem koruyucu (POZ)
hem de tedavi edici uygulamalarinda (OZ) APD 255k degerleri eski haline

donmigtir. OZ grubunun APD90 dgerleri haric, APD75 ve 90 derleri NO
uygulamalaryla kayda @er olarak kisaldy gosterilmgtir (Sekil 3.2B).
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Sekil 3.2. Deney hayvanlarindan elde edilen aksiyotansiyellerinin parametreleri.
Sekilde Kontrol (KON), tip Il diyabetik (DM), oral Brium oleander (OZ) ve

profilaktik Nerium oleander uygulanan (POZ) deneytm hayvanlarinin verileri
gorulmektedir. Panel A’ da deney grubu hayvanlaaihdirer ornek AP’ler ayni
zaman ekseni tzerinde gorilmektedir. Panel B’ déefiR repolarizasyonun %25,
50, 75 ve 90’ Ina dimesi icin gerekli olan zamanlar (APD25, 50, 75 0¢ @eney
gruplari icin ortalama olarak verilgtir. * kontrol grubu verilerine gore istatistiksel
anlamlilg gostermektedir (P<0.09) diyabetik grubu verilerine gore istatistiksel
anlamhlg gostermektedir (P<0.05). Rerler ortalama + SEM olarak verilgtir.

3.4. Kasilma Parametreleri Uzerine Nerium oleandefledavisinin Etkisi

Sekil 3.3.” de papiller kasin mekanik aktiviteledarine NO tedavisinin etkisi
gosterilmitir. Sekil 3.3B’ de ise kasiimalarin tepe gde (PT) ortalamalarini
gostermektedir. Sonu¢ olarak, papiller keaeritlerinin kasilma performanslari
diyabetik gruplarda kayda ger olarak azalngive NO ile tedavi edilen diyabetik
gruplarin ortalama dgerleri, kontrol grup dgerleriyle benzer oldgu goérulmitar.
Kasilma tepe deerlerinin azalmasi ile birlikte, PT diyabetik grapdaha buytk ve
NO ile tedavi edilen diyabetik grupta kontrol gruu yakin dgerler aldg
gozlemlenmytir.
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Sekil 3.3. Deney hayvanlarindan elde edilen kaskmatlarinin parametreleri.
Sekilde Kontrol (KON), Tip 2 diyabetik (DM), oral Nieim oleander (OZ) ve
profilaktik Nerium oleander uygulanan (POZ) deneytm hayvanlarinin verileri
gorulmektedir. Panel A’ da deney grubu hayvanlaaihdirer drnek kasiima
kayitlari ayni zaman ekseni Gizerinde gorulmektdthnel B’ de kasilmalarin tepe
deger (PT) ortalamalari verilrgiir. * kontrol grubu verilerine gore istatistiksel
anlamhlg) géstermektedir (P<0.09) diyabetik grubu verilerine gére istatistiksel

anlamhlg géstermektedir (P<0.05). Rerler ortalama + SEM olarak verilgtir.

Diyabetik grubun kasilma kinginde (CT50) 6nemli bir agi gbzlenmg
(Sekil 3.4A) ve her iki NO uygulamasi ile diyabeteghadegisiklikler kontrol
grubuna benzegekilde diuzeltigi gozlenmitir. Geweme Kkinetgi parametreleri
(RT50 ve RT90) isaekil 3.4B' de 6zetlenngiir. Kasilma periyodunda olgu gibi
geweme periyodunda da diyabetik grupta sagozlenmg ve NO uygulamasi bu
olumsuz etkiyi tersine cevirgtir. Fakat RT50 Uzerine etkisi RT90' dan daha

belirgin oldyzu bulunmuytur.
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Sekil 3.4. Deney hayvanlarindan elde edilen kaskanatlarinin parametreleri.
Sekilde Kontrol (KON), tip Il diyabetik (DM), oral Brium oleander (OZ) ve
profilaktik Nerium oleander uygulanan (POZ) deneyty hayvanlarinin verileri
gorulmektedir. Panel A’ da kasiima fazinagkin ortalama tepeye ciksureleri (TP)
ve tepe dgerin % 50’sindeki tlirev ortalamalari (CT50) verigtin. Panel B’ de ise
gewseme fazinin % 50’ si ve 90’ 1 i¢in tlrev ortalanegetleri verilmistir. * kontrol
grubu verilerine gore istatistiksel anlangilgéstermektedir (P<0.09) diyabetik
grubu verilerine gore istatistiksel anlangilgostermektedir (P<0.05). Rerler
ortalama + SEM olarak verilrtir.
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4. TARTISMA

Diyabetik kardiyomiyopati, diyabetin tipinden $msiz olarak, diyabette
gorulen sekonder bir komplikasyondur. Hastanin loy@a maruz kalma siresi
arttiginda, hastanin mortalite ve morbidite insidansiadmaktadir. Kisa zamanda
diyabetin sekonder komplikasyonlari gélii icin ve de uygulama kolayi nedeni
ile deneysel diyabet modelleri siklikla tercih edkktedir. Elektrofizyolojik acidan
bakildginda diyabetik kardiyomiyopati, daha uzun aksiyatapsiyeli ve bozulmyu
kasilma fonksiyonlari ile karakterizedir. Tek mitagksiyon potansiyeli kayitlarinin
alinmasi, tedavi stratejileri ve patolojik mekanaarin altinda yatan iyon

kanallarinin dgerlendiriimesi acisindan énemli ve faydalidir.

Mevcut calgmada, NO uygulamasinin (koruyucu ve tedavi edicaga) tip
Il diyabetin indukledii kardiyomiyosit disfonksiyonu ve lipid profilindek
degisiklikleri onledigi ilk defa gosterilmgtir. Trigliserid ve kolesterol seviyesindeki
artis gibi birbirini destekleyen faktorler hastada ksadiaskiler komplikasyon
riskini arttirmaktadir. Klasik tedavi icerisindead tedavisi siklikla tercih edilen bir
yontemdir. Diyabetik kardiyak disfonksiyon tzeringd profili diizelmesi Gzerinden
sglanan bu olumlu gelmenin altinda yatan mekanizma tam olarak
anlagilamamstir. ancak azaltiingidisuk trigliserid seviyesinin kalp tzerinde pozitif

inotropik etkisinin oldgu bilinmektedir (Howarth ve ark 2011).

Nerium oleander ekstrakti guclu bir terapotik ajan@@Z grubunda) ve
diyabetteki aksiyon potansiyelinin uzanrepolarizasyon fazinin (RP) kisalmasina
neden olmstur. (APD25;50;75 ve 90). Bu etkinin repolarizasyonerken fazinda
daha belirgin (APD25 and 50) olglu belirlenmitir.

APD25 ve ADP50’ de aksiyon potansiyeli fazlari siyga kardiyak , ve L
tipi kalsiyum kanal akimlarinin miktarina @aolarak deisir. Bu fazlardaki uzama
kardiyak |, da baskilanma ve/veya L tipi kalsiyum kanal aknnida artma oldgu
zaman gorulur. Deneysel diyabeteglaolarak kardiyomiyositlerdeki digsikli gi
gosteren bircok calma bulunmaktadir (Nayler ve ark 1973, Shimoni Ve 2006,
Pereira ve ark 2006, Howarth ve ark 2011).
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Salikli kardiyomiyositlere kardiyak glikozitlerin ugdanmasi sadece APD’
nin kisalmasina @ ayrica kalsiyum kanal aknin da azalmasina neden aidu
bilinmektedir (McDonald ve ark 1975, Ruch ve arl03)

Insan ve model ¢amalarinda diyabet modellerinde kalsiyumun hiicradgi
girisinin azalmasi kasilmasinin da bozulmasina nedemigoldyi bilinen bir
durumdur (Belke ve ark 2004, Shimoni ve ark 200aAve ark 2006).

Diyabet calymamizdaki kasilma gicunun azalmasi, tepgedee ulamasi
icin gecgen surenin uzamasi, hem kasilma hem dgegev kinetginin artmasi bize
diyabetik kardiyomiyopati modelimizin gouluguna olan inancimizi arttirmaktadir.
NO’in tedavi ve koruyucu uygulanmasi gruplarda kaal gici ve kasiima
kinetiginin tamamen normale donmesine neden toru Bu uygulama ile
kasilmanin gegeme periyodunda olumlu etkiler ve diyabetirgiderdigi kalsiyum
salinim ve alinim mekanizmasini tersine ¢egirde gozlenmitir. Kalp glikozitleri
ile tedavi boyunca dstirilebilir kalsiyum dailimindaki arts hicre ici kalsiyumun
yeniden dagilimina, dger bir deysle basli kalsiyumun mobilizasyonuna neden
olmustur (Lee ve ark 1971). NO uygulamasinin diyabetglibzlusan deisiklikleri
dizeltmesindeki bir der olasilik da miyokardiyal kalsiyum icgmi azaltmasi
aracilgl ile yapilabilecgini dusindtrmigtir (Holland ve ark1954, Nayler ve ark
1973).

Diyabetin indukledii degisiklikler Gzerine NO tedavisinin pozitif etkisi
nikleer faktor kappa B (NkB) aktivasyonu ile de aciklanabilir. Tip 1l diyabet
boyunca, NR¢B gen ve protein ekspresyonu mitokontride agtwe buna bgi
kardiyomiyositlerde oksidatif stres arggnr. NF«B blokori tedavisiyle
mitokondriyel oksidatif stres azaltilgve kardiyak NF<B aktivitesini diizenleyerek

kardiyak disfonksiyona karkorumutur (Mariappan ve ark 2010).

Oleandrin doku tirtinden pansiz olarak NReB aktivasyonunu baskilagl
bildirilmistir (Sreenivasan ve ark 2003Ymmiinohistokimyasal sonuglarimizla
uyumlu bir sekilde diger etkilerin yani sira (antikarsinojenik, antiinflatuvar),

diyabetin indUkledii degisiklikler Gzerine yapisal diizelmelere de neden ghonu
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Fizyolojik hticre hasari durumlarinda transaminazlgslazma seviyesinin
artmasi temel bir gostergedir. Transaminazlar adasiyer alan AST seviyesinin
artmasi kalp hasarinin bir belirteci olabilir. BiIziAST sonuclarimizda buna paralel
olarak diyabette kalp hasari durumundasagibstermgtir. Immunohistokimyasal
sonuglarimizla uyumlu olarak NO uygulanan gruplafdail seviyesinin dgttgu

goralmdstar.
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5. SONUC ve ONEHLER

Mevcut aratirma sonuclart NO distilatinin hem tedavi hemdeulacu
amaclarla uygulanmasinin diyabetin indukfgdiegatif dgisiklikler Gzerine pozitif
etkili oldugu gosterilmgti. Bu olumlu etkilerin molektler mekanizmasini
aciklamaya yonelik Gc¢ farkh yoa aydinlatici nitelikteki argirmalara ihtiyag
vardir. ilk defa tarafimizdan gosterilgiiolan Nerium oleander tetikli bu olumlu
etkilerin sadece elektrofizyolojik yonu ile gleayni zamanda yapisal yoni ile de

onemli oldgu kanaatindeyiz.
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“Nilufer AKGUN”

Biyofizik Anabilim Dali

YUKSEK L ISANS TEZI / KONYA-2014

Diyapatik kardiyomiyopati olarak bilinen ve go zaman 6limle sonuclanan patoloji, uzun
sureli diyabete maruz kalan hastalarda gézlengaldor sonuctur. Uzun yillardan beri streptozorocin
(STZ) deneysel yolla hayvanlarda diyabet yapmakn igullaniimaktadir. Kimyasal vyolla
gerceklgtirilen bu deneysel diyabetin olmasini takip ededit chafta icinde diyabete 6zel bir tir
patoloji olan diyabetik kardiyomiyopati almaktadir.

Gelisen miyopati sonrasinda, kalbin hem elektriksel lemmekaniksel 6zelliklerinde bazi
degisimler olmaktadir. Kalp aksiyon potansiyeli siresinizamasi ve kasilma gicindeki azalma 6n
plana cikan en temel belirtilerdir.

Nerium oleander’in deneysel diyabetik si¢anlaralwvesi sonucunda kagekeri degerinin
kontrol degerlerine yaklatigi gozlenmitir. Bu calsmada uygulanan NO diyabetin neden @lalu
kasilma gicindeki bozulmayi duzelterek uzaA® repolarizasyon evresinde de bir kisalmaya neden
olmustur. NO uygulamasi sonrasinda bu diizelme, NO’ ineaykardiyak glikozitler gibi N#K*
pompasinin inhibisyonu ara@iiile kalp kasi hicrelerinde oncelikle depolarizagg balayan bir
pozitif inotropik etkiye neden olgw gorilmigtir.

Sonug olarak bu ¢gimada, hem tedavi hem de koruyucu amagli NO uyguamaiyabete
bagli degisiklikler Gizerine pozitif etkisinin umut verici olg gosterilmgtir.

Anahtar S6zcukler: Aksiyon potansiyeli; diyabet; zakkum.
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7. SUMMARY

Investigation of the of Oleanderine on the Rat HearPreparations with
Electrophysiological Techniques

Diabetic cardiomyopathy is the natural secondamlaxation of the long term explosure to
diabets and usually ends up with the mortalities. IBng being streptozotocine (STZ) is the well
known chemical for the induction of experimental daes of diabetes. This diabetes specific
myopathy’s symtoms can be seen within four weeksviing the chemical administration in model
studies.

There have been some changes in the mechanicatl¢lotrical activities of the heart
following the myopathy. Among these changes in@daction potentail duration and the decreased
contratile forece are the major ones.

It has been shown that administration of Neriumantter to diabetic rats restores the
increased blood glucose levels. Current studyHerfirst time have shown that the application & th
NO to diabetic rats restores the diabetes induadthges both in the action potential and the
contration parameters. Positive effect seen in karebe attributed to the inotrophic effect of NO
through the N&K™ pump inhibition.

In summary, with this study it was shown that thethbfor the therapeutic and the
prophylactic purposes administrations of NO havenesopromissing results on the diabetic
cardiomyopathy.

Key Words: Action potential; diabetes mellitus; nerium oleand
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Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik A.D.'den Doc.Dr.Murat AYAZ ve Niliifer AKGUN
tarafindan sunulan “Oleandrin‘nin izole Sican Kardiyomiyositlerinde Hiicre ici Serbest Ca*? ve
Zn? Regiilasyonu Uzerine in-Vitro Etkileri” bashkli Tez Projesi 8 iyenin katihmi ile
degerlendirildi.

Projede 2 grupta toplam 30 adet sican (Wistar Albino) kullanilacad, sicanlarin anestezi
altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edilecedi bildirilmistir.

Projenin deney hayvaniarina iliskin yonlerinin Necmettin Erbakan Universitesi Kombassan
‘Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlan Etik Kurul Yonergesinin 6nc
'maddesinde belirtilen “Etik Kurallara Uygunluk Esasi” dikkate alinarak hazirlandign belirlenmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi Kombassan Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi
‘Deney Hayvanian Etik Kurul Yénergesinde "Bagvuru Sahibinin Sorumluluklan” bashgi altinda yer
alan kurallar ve madde 6'da belirtilen "Hayvan Deneyleri ile Iigili Etik [ikeler” sakli kalmak kosulu ile
projenin hazirlanmasinda "Etik Kurul Yonergesi flkelerine Uyulduguna”, calismanin deneysel kisramni
iyapacak calismacinin "Deney Hayvanlan Kullamm Sertifikasina” sahip oldugu dikkate alinarak
projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
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