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Ozet

Alzheimer hastaliginda beyinde ve kan damarlarinda norotoksik beta
amyloid peptidler birikir ve bunlar hastaligin patogenezinde rol oynar. Beta
amyloid peptidler kardiyovaskiler fonksiyonlarin dizenlenmesinde de bir
rol oynayabilir. Bu peptidlerin noéronlar (zerindeki etkilerinin iyi
bilinmesine karsilik bunlarin kardiyovaskuller fonksiyonlara ve ileum
kasilmasina etkisi hakkinda bilgi azdir. Ayrica beta amyloid 1-42'nin ve
beta amyloid peptid 22-35'in izole sican kalplerinde kardiyovaskduler
fonksiyonlara ve sigan ileum kontraksiyonlarina etkisi calisiimamistir. Bu
nedenle bu peptidlerin izole sican kalbi ve ileumu Uzerindeki etkilerini
arastirdik.

Sicanlardan kalpler ve ileumun uzunlamasina kas seritleri izole edildi.
Kalpler Langendorff ydntemi uygulanarak sabit basing kosullarinda
modifiye Krebs-Henseleit solisyonu (mKHs) ile perfuze edildi. Sol
ventrikilin gelistirdigi basing (SVGB; bir kasilma indeksi), +dP/dtmax
(diger kasilma indeksi), koroner akim, monofazik aksiyon potansiyeli
amplittdd (MAPamp) ve repolarizasyonun % 90’inda MAP suresi (MAPy)
ve ileum diz kasinin spontan kasilmalari 6lguldd.

Beta amyloid peptid 1-42'nin 1, 10 ve 100 nM dozlan, SVGB',
+dP/dtmnaxt ve kalp atim sayisini anlamli olarak azaltti. Bu peptidin 1 nM
dozu koroner akimi etkilemedi fakat 10 ve 100 nM dozlari bu parametreyi
anlamh olarak azaltti. Peptidin 1. 10 ve 100 nM dozlari MAPamp’Unu
degistirmeksizin MAPg'I arttirdi. Beta amyloid peptid 22-35’in 1, 10 ve
100 dozlan SVGB'I ve +dP/dtmax't azaltirken diger kardiyovaskiler
parametreleri degistirmedi. Ayrica beta amyloid peptid 1-42'nin ve beta
amyloid peptid 22-35‘in 1, 10, 100 ve 1000 nM dozlari ileum kasiimalarini
etkilemedi.

Bu bulgular beta amyloid 1-42'nin negatif inotropik ve negatif
kronotropik etkilerle birlikte MAP siiresini arttirabilecegini gostermektedir.
Bu peptidin ylksek dozlar koroner akimi azaltabilir. Bulgular beta amyloid
peptid 22-35'in negatif inotropik etkiler yapabilecegini de géstermektedir.
Ayrica bulgular her iki peptidin ileum diz kaslarinin kasiimasini
etkileyemeyecegdini gosterir.

Anahtar Sozcukler: SVGB, +dP/dtmax, MAPg, Beta amyloid
peptid, Izole kalp kasi, Ileum diz kasi



Summary

The neurotoxic beta amyloid peptides accumulate in brain and blood
vessels of patients with Alzheimer disease and are involved in the
pathogenesis of Alzheimer disease. Beta amyloid peptides may play a role
in the regulation of cardiovascular functions. The effects of beta amyloid
peptides on neurons are well known. However, there is little information
about the actions of these peptides on cardiovascular functions and ileum
contractility. Furthermore, the action of beta amyloid peptide 1-42 and
beta amyloid 22-35 on cardiovascular functions of isolated rat heart and
contractions of rat ileum has not been studied. Therefore, we investigated
the possible effects of these peptides on isolated rat heart and rat ileum.

The rat hearts and longitudinal muscle strips of rat ileum were
isolated. According to Langendorrf’s method, under constant pressure
conditions, the hearts were perfused with modified Krebs-Henseleit
solution. Left ventricular developed pressure (LVDP; an index of
contractility), +dP/dtnax (other index of contractility), coronary flow,
monophasic action potential amplitude (MAPamp) and MAP duration at 90
% repolarization (MAPgy), and spontaneous contractions of ileum smooth
muscle were measured.

Beta amyloid peptide 1-42 in doses of 1, 10 and 100 nM significantly
decreased LVDP, +dP/dtmax and heart rate. This peptide in a dose of 1 nM
did not affect coronary flow, but 10 and 100 nM doses significantly
reduced this parameter. The peptide in doses of 1, 10 and 100 nM did not
alter MAPamp, but increased MAPy,. Beta amyloid peptide 22-35 in doses
1, 10 and 100 nM decreased LVDP and +dP/dtmnax, without affecting other
cardiovascular parameters. In addition, beta amyloid peptide 1-42 and 22-
35 in doses of 1, 10, 100 and 1000 nM also did not affect ileum
contractions.

These results indicate that beta amyloid peptide 1-42 may produce
negative inotropic and negative chronotropic effects with an increase in
MAP duration. Furthermore, this peptide at high doses may decrease
coronary flow. These results also indicate that beta amyloid peptide 22-35
exerts negative inotropic action. In addition, our findings suggest that
both peptide may not affect ileum contractility.

Key Words: LVDP, +dP/dtmax, MAPgg, Beta amyloid peptide, Ileum
smooth muscle
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1- GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi yashlarda demansin en o6nemli nedenlerinden
biridir (Di Carlo, Giacomazza & San Biagio, 2012). Demans beyni
etkileyen bozukluklarin neden oldugu belirtileri tanimlar (Guerchet, Prina,
& Prince 2014, s. 19). Alzheimer hastaligi beyinde bulunan sinapslarin ve
néron hdcrelerinin kaybi ile iligkilidir. Bu hastalikta hafiza, dlstnce,
davranis ve gunllik faaliyetleri yerine getirme yetisi etkilenir (Di Carlo vd.,
2012; Mukhamedyarov vd., 2011). Alzheimer hastalarinda biligsel
degisikliklerin yani sira motor bozuklugu belirtileri de bulunur. Bu motor
bozukluklari denge ve ylriyls bozuklugu, géz hareketlerinin bozulmasi,
hareket yavaslgi, titreme, konusma bozuklugu, anormal yiz ifadesi ve
kasta sertlik gibi belirtileri icerir (Mukhamedyarov vd., 2011; Wirths,
Bayer, 2008). Bu hastalikta ndéron hicrelerin iginde nérofibriler yumaklarin
ve hicre disindaki plaklarda beta amyloid peptidlerin birikmesi gérultr (Di
Carlo vd., 2012). Ayrica beta amyloid peptidler Alzheimer hastaliginda
noritik plaklar disinda, beyin parenkiminde ve serebral damarlarin
duvarlarinda da birikir (Haase vd., 2013).

Beta amyloid peptid ilk olarak 1984 vyilinda Glenner ve Wong
(Glenner, Wong, 2012) tarafindan tanimlanmistir. Bu peptidler aminoasit
dizilisi bakimindan ve icerdikleri aminoasit sayisina gore degisiklik
goOsterirler. Bu peptidler arasinda tam uzunlukta olanlar yani beta amyloid
(1-40) 40 aminoasit ve beta amyloid (1-42) 42 aminoasit icerir. Daha kisa
uzunlukta olanlarin 6érnegin beta amyloid (22-35), (12-28), (25-35) ve (1-
28)'in aminoasit sayilari daha azdir (Haase vd., 2013).

Beta amyloid peptidler yasam boyunca dodal olarak merkezi sinir
sistemin hicrelerinde olusur (Haase vd., 2013). Normal hicresel
metabolizma sirasinda sentezlenen beta amyloid peptidler ekstraseliler
ortama salinip beyin-omurilik sivisina geger (Kumar, Walter, 2011). Bu
peptidler geng ve sadlikh olan kisilerde birikmeden Once yikima ugrar
(Saido, 2013). Beta amyloid peptidler bir transmembran proteini olan
amyloid éncl proteinin (APP) enzimatik bélinmesi sonucunda olusur. Bu
boélinme B- ve y-sekretaz enzimlerinin ardisik etkileri ile olur (Di Carlo vd.,
2012). Monomer halinde olan beta amyloid peptidler en ¢ok a-sarmal
yapilarini icerir. Beta amyloid peptid monomerleri yanlis katlanma
sonucunda ¢OzlUnebilir oligomerler ve onun ardindan c¢o6zunebilir
protofibrillere donltslr. Son olarak bu protofibrillerden olgun beta amyloid
fibriller yapilir. Olgun beta amyloid fibriller fazla miktarda B-yapraklan
icerir ve ¢ozliinmezler (Kumar, Walter, 2011; Klein, Krafft & Finch, 2001).
Son zamanlarda vyapilan calismalar Alzheimer hastaliginda gorilen
norotoksik etkilerin buytk kismindan beta amyloid peptidlerin ¢dzilebilir
formlarinin sorumlu oldugunu gdstermistir (Mukhamedyarov vd., 2011).
Cozulebilir beta amyloid peptidler plazma, beyin-omurilik sivisi ve beyin
dokusunda bulunur (Koudinov, Berezov, 2004). Co6zulebilir beta amyloid
peptidler merkezi sinir sisteminde iyon kanallarin modilasyonu, kinaz
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aktivasyonu, kolesterol transportunun dlzenlemesi, metal kaynakli
oksidatif hasara karsi korunma, 6grenme, hafiza ve Alzheimer hastaligi ile
ilgili genlerin transkripsiyonunun dlzenlenmesi gibi etkiler gosterir
(Kumar, Walter, 2011).

Beta amyloid peptidlerin sinir sistemi disinda da o6nemli etkileri
vardir. Serebral dolasimda vazokonstriksiyonu arttirir ve boylece serebral
kan akimini azaltir (Niwa vd., 2001). Ayrica serebral kortekste vaskdler
direnci ve damar tonusunu arttirmaktan baska endotelin-1 ve serotonin
gibi ajanlarin vaskiler aktivitesini daha da gugclendirir. Bundan baska
endotel hicrelerinde nitrik oksit (NO) Uretimini ve damarlarin asetilkoline
duyarhiligini azaltir (Bolikbasi Hatip, Hatip-Al-Khatib, 2013; Paris vd.,
2000; Thomas, McLendon, Sutton & Thomas, 1997; Dietrich, Xiang, Han,
Zipfel & Holtzman, 2010). Beta amyloid peptidler al-adrenerjik
reseptorleri aktive ederek izole perflize sican kalbinde koroner arterlerde
ve aortta vazokonstriksiyona yol acar ve bdylece koroner akimi azaltir
(Haase vd., 2013). Beta amyloid peptidler pulmoner ven
kardiyomiyositlerinin kalsiyum homeostazini dlzenleyerek aritmogenik
etkiye sebep olur. Dolayisiyla atriyal fibrilasyonun fizyopatolojisinde de
onemli rol oynar (Tsao vd., 2012). Beta amyloid peptidler hem kurbada
hem de sican iskelet kasi liflerinde kuvvetli depolarizasyona yol acar.
Fakat kurbaga iskelet kasinda kontraktiliteyi ve noéromuskiler iletiyi
azaltirken siganlarda bu etkiyi gdéstermezler (Mukhamedyarov vd., 2011).
Bundan baska transgenik farelerde beta amyloid peptidlerin iskelet
kasinda kalsiyum serbestlesmesini ve kontraktiliteyi azalttigi gosterilmistir
(Shtifman vd., 2010). Halbuki bu peptidler domuz ileum diiz kasinda P
maddesi reseptdrlerin agonisti olarak davranip kasiimaya neden olur
(Shimohigashi vd., 1993).

Beta amyloid peptid birikimi Alzheimer hastalarinin deri ve iskelet
kaslarinda  goéralir ve bu hastalarda beta amyloid peptid
konsantrasyonunda anlamh bir artis bulunmustur (Joachim’den aktaran
Mukhamedyarov, 2011; Soininen vd., 1992). Kalp kasI ve duz kaslar da
beta amyloid peptid tarafindan etkilenebilir. Beta amyloid peptid’in beyin
dokusunda ©6nemli toksik etkilere sahip oldugu bilinir. Ancak bu
peptidlerden beta amyloid peptid 1-42'nin ve beta amyloid 22-35'in izole
sican kalplerinde kasilma kuvvetine, koroner akima ve aksiyon
potansiyeline etkisi bilinmemektedir. Bundan baska beta amyloid peptid 1-
42 ve beta amyloid peptid 22-35°'in diz kas gibi baska uyarilabilir
dokularda kontraktiliteye etkisi arastiriilmamistir. Bu nedenle beta amyloid
peptid 1-42'nin ve beta amyloid 22-35'in izole sigan kalplerinde kasiima
kuvvetine, dakikada atim sayisina, koroner akima ve ventrikil kasi
aksiyon potansiyeline etkisinin arastirilmasi amaclanmaktadir. Ayrica beta
amyloid peptid 1-42'nin ve beta amyloid peptid 22-35'in sican barsak diz
kasi kontraktilitesi Uzerine etkisi de calisilacaktir. Bu calismada beta
amyloid peptidlerin izole sican kalp kasinda ve barsak diz kasinda zararl
etkileri saptanirsa bu bulgular bu etkilerin 6nlenebilmesi konusunda
yapilacak calismalara isik tutacaktir.



2-GENEL BILGILER

2.1. Beta Amyloid Peptidler

Beta amyloid peptid 1984 yilinda ilk defa Glenner ve Wong (Glenner,
Wong, 2012) tarafindan tanimlanmistir. Beta amyloid peptidler yasam
boyunca merkezi sinir sisteminin hicrelerinde olusur (Di Carlo vd., 2012;
Haase vd., 2013). Bu peptidler ekstrasellller siviya salinir, geng ve saglikh
olan kisilerde birikmeden 6nce yikima ugrar (Kumar, Walter, 2011; Saido,
2013).

Alzheimer hastaliginda oldugu gibi, patolojik durumlarda hastaliga
sebep olan proteinler normal yapilarini kaybeder ve toksik fibriller seklinde
toplanirlar. Bu fibriller amyloid fibriller olarak adlandirilir (Di Carlo vd.,
2012). Amyloid fibriller boylari ve ultra-yapisal goérinimleri degisen,
blyldk (megadalton) fibriller olup bunlarin yapisi beta-tabakalarindan ok
zengindir. Ayrica beta-tabakalar iki 6nemli sekilde yani paralel ve paralel
olmayan sekilde bulunur (Toyama, Weissman, 2011). 1992 yilinda degisik
raporlar beta amyloid peptidlerin ¢dzlnebilir formlarina sahip oldugunu
gostermistir (Koudinov, Berezov, 2004). Bu c¢o6zinebilen beta amyloid
peptidler plazmada, beyin-omurilik sivisinda ve beyin dokusunda bulunur
ve bunlar plazmada ve beyin-omurilik sivisinda vyluksek dansiteli
lipoproteinin bir pargasi olarak tasinir (Koudinov, Berezov, 2004). Ayrica
c¢ozlinebilir formlar daha ok kticlik oligomerler ve protofibril halindedir.
Son zamanlarda vyapilan calismalar Alzheimer hastaliginda gorilen
norotoksik etkilerin buyuk kismindan beta amyloid peptidlerin ¢dzUllebilir
formlarinin sorumlu oldugunu goéstermistir (Mukhamedyarov vd., 2011;
Klein, 2001). Bundan baska beta amyloid peptid 1-42 kaynakli diftze
olabilen oligomer ligandin sinaptik fonksiyonlarin bozulmasinda ve sonugta
néronal dejenerasyonda roli oldugu gosterilmistir. Bu ligand ¢ozlnebilir
oligomerlerden biridir (Di Carlo vd., 2012). Beta amyloid peptidler iyon
kanallarin modulasyonu, kinaz aktivasyonu, kolesterol transportunun
dizenlemesi, metal kaynakl oksidatif hasara karsi korunma, 6grenme,
hafiza ve Alzheimer hastaldi ile ilgili genlerin transkripsiyonunun
dizenlenmesi gibi etkiler gésterir (Kumar, Walter, 2011).

Alzheimer hastaliinda biriken beta amyloid peptidler aminoasit
dizilisi bakimindan ve igerdikleri aminoasit sayisina gore degisiklik gosterir.
Beta amyloid peptidler arasinda tam uzunlukta olanlar yani beta amyloid
(1-40) ve beta amyloid (1-42) en cok aminoasit sayisini igerir. Beta
amyloid peptid 1-42 diger peptidlere gore kiimelesmeye daha c¢ok egilim
gOsterir ve Alzheimer hastaliginda hiicre disi plaklarda en cok biriken beta
amyloid peptid tlrtdur. Ayrica beta amyloid peptid 1-42, beta amyloid 1-
40’ a gbre daha cok toksik etkiye sahiptir. Beta amyloid peptid 1-42" nin
yapisinda bulunan ve 15-21, 24-32 sirasinda yer alan aminoasitler beta-
tabakalarin olusumunda ve 22 ile 23 pozisyonunda olan aminoasitler ise
bu peptidin kimelesmesinde 6nemli rollere sahiptir. Daha kisa uzunlukta
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olan beta amyloid peptidler 6rnegin beta amyloid peptid (22-35) 14
aminoasit, beta amyloid peptid (12-28) 17 aminoasit, beta amyloid peptid
(1-28) 28 aminoasit ve beta amyloid peptid (25-35) 11 aminoasit icerir
(Di Carlo vd., 2012; Haase vd., 2013).

2.1.1. Beta amyloid peptidlerin biyosentezi

Beta amyloid peptidler bir tip I transmembran proteini olan APP’ nin
enzimatik bdlinmesi sonucunda olusur. Bu enzimatik bélinme B- ve y-
sekretaz enzimlerinin ardisik etkileri seklinde gelisir. APP bircok hicre
tipinde vardir ve beyindeki beta amyloid peptidlerin tek ve 6zel kaynagidir.
Sekil 2.1'de de goruldigu gibi amyloidojenik yolakta dncelikle B-sekretaz
APP’ nin hicre membrani disinda kalan N-terminal ucunu parcalar ve
bunun sonucunda karboksil terminal fragman B (CTF-B) ve c¢o6zunebilir
amyloid dncu protein B (APPsg) ortaya cikar. Daha sonra y-sekretaz enzimi
CTF-B" nin membrani gecen kismina etki ederek monomerik beta amyloid
peptidi ve ayrica amyloid 6ncl proteinin intraselller alani (AICD) olarak
tanimlanan ve hiicre icinde yer alan kismi olusturur. Ugiincii sekretaz yani
a-sekretaz amyloid beta peptid dizisini parcaladigi icin Amyloidojenik
olmayan bir enzim olarak kabul edilir. a-sekretaz APP’ nin membran
disinda kalan kismini parcalayarak c¢6zUnebilir amyloid éncl protein a
(APPsq) ve karboksil terminal fragman a (CTF-a) fragmanlarin olusumuna
neden olur. CTF-a, y-sekretaz tarafindan parcalanip P3 ve AICD ortaya
cikar (Di Carlo vd., 2012; Kumar, Walter, 2011).
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Sekil 2.1. APP'nin proteolitik enzimlerle pargalanmasi ve beta amyloid peptidin
sentezlenmesi (Kumar, Walter, 2011)



2.1.2. Beta amyloid peptidlerin metabolizmasi

Hasta olmayan kisilerde beta amyloid peptidler sirekli sentezlenir
ancak birikmeden 6nce hizlica yikima ugrar. Bu katabolizma fonksiyonu,
beyinin icinde veya beyin disina ve dolasim sistemine tasininca
gerceklesir. Beyin cesitli peptidazlardan zengindir ve bu enzimler beta
amyloid peptidleri proteolize edebilir. Bu peptidler icin anabolizma,
katabolizma ve hicre disina tasinma U¢ ana metabolik streg olarak kabul
edilir. Anabolizmanin azalmasi veya katabolizma ve hicre disina
tasinmanin artmasi beta amyloid peptidlerin beyinde birikmesini azaltir.
Ayrica a-sekretaz’in aktivasyonu anabolizmanin azalmasina yardimci olur.
Alzheimer  hastaliginda beta amyloid peptidlerin birikmesinde
katabolizmanin azalmasinin daha c¢ok etkili oldugu dusltnidlmektedir
(Saido, 2013).

2.1.3. Beta amyloid peptidlerin kiimelesmesi

Alzheimer hastaliinda beta amyloid peptidlerin yanlis katlanmasi
sonucunda kiimelesmeye edilimli olan amyloid fibriller olusur. Monomerik
beta amyloid peptidler a-sarmaldan olusmustur. Halbuki yanlis katlanan
oligomerler ve polimerler B-tabakalarindan daha zengindir. Yapisal
degisiklikler blylk B-tabakalarin olusumuna ve sonugta beta amyloid
peptid oligomerlerin ortaya g¢ikmasini saglar. Bu oligomerler daha sonra
fibrillerin bdyumesini hizlandiran c¢ekirdekler olarak etki eder. Amyloid
fibrillerin yapimi cekirdeklenmeye badli polimerizasyon modeli kabul
edilmektedir. Sekil 2.2'de goruldigu gibi bu modelde fibrilasyon islemi
cekirdeklenme ve uzama fazi olarak ikiye ayirir. Cekirdeklenme fazinda
¢6zUnlr monomerler birbirine baglanir ve bu islem vyavas ilerler.
Cekirdeklenme fazinda beta-tabakalarindan zengin oligomerik gekirdekleri
olusturur. Uzama fazinda buyuk polimerler yani fibriller olusur (Kumar,
Walter, 2011).
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Sekil 2.2. Beta amyloid peptidlerin agregasyonu (Kumar, Walter, 2011)

2.2. Beta Amyloid Peptidlerin Sinir Sistemi Uzerinde

Etkileri
2.2.1. Alzheimer hastaligi

Alzheimer hastaligi demansin en sik nedeni ve kronik ndérodejeneratif
bir hastaliktir. Ilk olarak 1907 yilinda Alman hekim Alois Alzheimer
(Alzheimer'den aktaran Castellani, 2010) tarafindan tanimlanmistir.
Alzheimer hastaligi beyinde bulunan sinapslarin ve sinir hiicrelerinin kaybi
ile iliskilidir. Bu hastalikta hafiza, dlstnce, davranis ve gunlik faaliyetlerin
yerine getirme yetisi etkilenir. Alzheimer hastalarinda biligsel
degisikliklerin yani sira motor bozuklugu belirtileri de bulunur. Bu motor
bozukluklari denge ve yuriyls bozuklugu, géz hareketlerinin bozulmasi,
hareket yavashligi, titreme, konusma bozuklugu, anormal ylz ifadesi ve
kasta sertlik gibi belirtileri icerir (Di Carlo vd., 2012; Mukhamedyarov vd.,
2011; Guerchet vd., 2014; Wirths, Bayer, 2008). Alzheimer hastaliginin
patolojisinde sinir hilicresi disinda senil veya noritik amyloid plaklar, sinir
hicresi icinde noérofibriler yumak olusumu, sinaps-ndéron kaybi ve beyinde
belirgin bir atrofi saptanir. Senil plaklarin olusumu hastalidgin patolojisinde
en dnemli belirti olup ve 6zellikle amigdala, hipokampus ve neokortekste
gorulur. Hiperfosforile tau proteini nérofibriler yumaklarin temel bileseni
olup Alzheimer hastaliginda hiperaktif kinazlar veya hipoaktif fosfatazlar
bu proteininin fosforilizasyonuna yol acar. Fosforilasyondan sonra bu
proteinin mikrotlbullere baglanma yetenedi bozulur. Mikrotlibillere



baglanamayan fosforilize tau proteini aksonal transportun ve ayrica néron
ve sinapslarin bozulmasini saglar. Bu protein néron icinde ¢ozilmeyen
fibriller halinde toplanip yumaklari olusturur. Alzheimer hastaliginda diger
temel noropatolojik dedisiklik noritik plaklarin olusumudur. Bu plaklarin
ana bileseni beta amyloid peptidlerdir. Beta amyloid peptidler ilk diffliz
plaklara ve sonra ndritik plaklara dénlstr. Ayrica beta amyloid peptidler
Alzheimer hastaliginda noritik plaklar disinda, beyin parenkiminde ve
serebral damarlarin duvarlarinda da birikir. Noritik plaklarin olusumu
iltihap, toksisite, oksidatif stres, mitokondri fonksiyon bozuklugu, noritik
dejenerasyon ve hicre 6limune neden olur (Haase vd., 2013; Castellani,
Rolston & Smith, 2010; Blennow, de Leon & Zetterberg, 2006). Son
zamanlarda yapilan calismalar Alzheimer hastaliginda gorilen norotoksik
etkilerin bayuk kismindan beta amyloid peptidlerin ¢ozulebilir formlarinin
sorumlu oldugunu goéstermistir (Mukhamedyarov vd., 2011).

Alzheimer hastaliginda nérotransmitter kaybi da gorinir. Kolinerjik
kayipta hipokampus ve neokortekste kolinerjik sinapslar bozulur.
Alzheimer hastalarinda kolinerjik kayip bilissel performansin azalmasina
neden olur (Baskin vd., 1999). Ayrica kolinerjik kayip hastaligin baslangig
asamalarinda daha az olup, hastaligin ileri evrelerinde gelisme gésterir
(Davis vd., 1999). Asetilkolin sentezi igin kolin asetiltransferaz enzimi
asetil-ko enzim A’dan asetil gurubunu koline tasiyarak asetilkolin sentezini
kataliz eder. Yeni olusan asetilkolin molekdulleri presinaptik terminallerde
vezikilller seklinde depolanir. Presinaptik sinir uyarildiginda vezikillerde
bulunan asetilkolin sinaps bdlgesine salinip postsinaptik sinir membraninda
bulunan reseptorlerine baglanir. Alzheimer hastaliginda hipokampus ve
neokortekste kolin asetiltransferaz enzimin dlizeyi azaldidi igin asetilkolin
sentezlenmesi azalir. Bunun disinda bu hastalikta bazal 6n beyinde
kolinerjik hicrelerin sayilari azaldigindan dolayi asetilkolin diizeyinde de
azalma olur. Boylece Alzheimer hastaliginda asetilkolin dizeyindeki
azalma kolinerjik kayba neden olur (Grutzendler, Morris, 2001).

2.3. Beta Amyloid Peptidlerin diger etkileri

Beta amyloid peptidler daha 6nce de belirtildigi gibi néron disinda da
toksik etkiler gosterir ve bu etkiler asagidaki nedenlerden dolay! ortaya
cikabilir. 1. Insanlarda bircok hiicrede amyloid éncii proteini hem santral
sinir sisteminde hem de periferde eksprese edilir (Selkoe vd., 1988). 2.
Co6zunebilir beta amyloid peptid sistemik kan dolasiminda bulunur (Mehta
vd., 2000). 3. Alzheimer hastalarindan alinan kan htcreleri ve fibroblastlar
kalsiyum homeostazinde anormallikler goésterirler (Palotds vd., 2001). 4.
Alzheimer hastalarinda beta amyloid peptidlerin birikimi sadece beyinde
degil iskelet kaslarinda ve deride gorulir (Soininen vd., 1992). 5.
Alzheimer hastalarinin iskelet kaslarinda beta amyloid peptidlerin
konsantrasyonu belirgin bir sekilde artis goésterir (Roher vd., 2009). 6.
Alzheimer hastalarinda kas kitlesi azalir (Poehlman, Dvorak, 2000). 7.
Alzheimer hastalarinda bilissel degisikliklerden baska kalp-damar ve motor
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bozukluklari artar. Bdylece beyin hucreleri ile birlikte miyositler de beta
amyloid peptidlerin hedefi olabilir (Wirths, Bayer, 2008; Mukhamedyarov
vd., 2011).

2.4. Beta Amyloid Peptidlerin Kardiyovaskiiler Sistem
Uzerinde Etkileri

2.4.1. Beta amyloid peptidlerin vaskller sistem (zerinde etkileri

Beta amyloid peptidler hem beyin parenkiminde hem de kan
dolasiminda bulunurlar. Kan dolagsiminda bulunan beta amyloid peptidlerin
kaynagi beyin veya damar diz kasi hlcreleri ve endotel hicreler gibi
perifer dokular olabilir. Beta amyloid peptidlerin damar iginde birikmesi
kapiller damarlarda bukilmelere, tikanikliga ve endotel hasarina neden
olur. Ayrica kapiller gegirgenliginin, iltihaba neden olan sitokin saliniminin
ve vaskuler adezyon molekdullerinin artmasina yol acar (Bélukbasi Hatip,
Hatip-Al-Khatib, 2013). Beta amyloid peptid 25-35 makrofajlardan ve
mikrogliyalardan interlékin 1B’nin salinimini artirarak beyinde lokal bir
iltihap yanitina neden olur (Lorton, Kocsis, King, Madden & Brunden,
1996). Beta amyloid peptid 1-40 Alzheimer hastaliginda goériinen
serebrovaskiler degisikliklerde cok énemli bir peptid olup bu peptidin kan
dolasimindaki diizeyi normal fizyolojik dederden yiksek olursa vaskiler
fonksiyonun bozulmasina yol acar. Bu peptid serebral damar tonusunu
artinr, kan akimini azaltir ve endotelin-1 ve serotonin gibi ajanlarin
vaskuler aktivitesini daha da guglendirir (Bolikbasi Hatip, Hatip-Al-Khatib,
2013; Paris vd., 2000; Thomas vd., 1997; Dietrich vd., 2010).

Sicanlarda beta amyloid 1-40 amigdala igine enjekte edildikten 14
gun sonra yani bu peptidin yart émrinden daha uzun bir streden sonra
vaskller cevaplarin dedismesini saglar. Bu peptid sadece damar icinde
biriktikten sonra serebrovaskiiler fonksiyonda degisiklige yol acar.
Damarlar icinde beta amyloid peptid birikimi sonucunda ortaya ¢ikan
hicre yikimi damar bitlinligini bozar. Beta amyloid 1-40'In endotelde
prostaglandin E, (PGE,) gibi maddelerin yapimini azaltarak (Paris vd.,
2000) ve glikoz transportunu zayiflatarak endotel fonksiyonun
bozulmasina yol actigi bildirilmistir (Blanc, Toborek, Mark, Hennig &
Mattson, 1997). Ayrica beta amyloid peptidler damar diz kas hucrelerini
etkiler. Bu hlcrelerde iltihap olusumuna ve vazokonstriksiyona neden olur.
Damar dliz kas hiicrelerinde beta amyloid peptid 1-40 birikimi sonucunda
arasidonik asit ve eicosanoid (PGF2,) yapimi artar (Townsend vd., 2002).
Bunlar da peptidin vaskuler etkilerine katkida bulunur. Her ne kadar
damar endoteli ve duz kasi gevresinde beta amyloid peptid 1-40 birikimi
saptansa da dejeneratif degisikliklerin baslica endotel hiicrelerinde oldugu
bildirilmistir (Bolukbasi Hatip, Hatip-Al-Khatib, 2013).

Asetilkolin endoteldeki muskarinik reseptorlere baglanip endotel
kaynakli nitrik oksit sentazi (eNOS) aktiflestirerek NO sentezini saglar. NO,
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guanil siklaz enzimi araciligi ile cGMP olusumuna neden olur ve cGMP de
damarlarda vazodilatasyona neden olur. Ayrica NO, cGMP araciligi
olmadan potasyum kanallarini aktive ederek ve kalsiyum kanallarindan
hicreye kalsiyum girisini azaltarak da damarlarda vazodilatasyon yapar
(Lovren, Triggle, 2000). Beta amyloid peptid 1-40 sican aortinda
asetilkolinden kaynaklanan gevsemeyi azaltir ¢unkl bu peptid damar
endotelinde endoplazmik retikulumun inozitol ¢ fosfat reseptoérlerinden
kalsiyum sizmasina sebep olur. Bdylece sitozolik kalsiyum konsantrasyonu
artar ve bu da protein kinaz C (PKC) enzimini aktiflestirip, eNOS’un
fosforilasyonunu degistirerek bu enzimi inhibe eder. Sonuc¢ olarak beta
amyloid peptid 1-40 endotel hicrelerde nitrik oksit Uretimini, damarlarin
asetilkoline olan duyarhligini azaltir ve endotel fonksiyonun bozulmasina
sebep olur (Bdlikbasi Hatip, Hatip-Al-Khatib, 2013). Bu peptidin
vazokonstriktdér etkileri ROS yapimi sonucunda da ortaya cikabilir. Bu
peptid ya kendisi serbest radikalleri olusturur ya da duz kas ve endotel
hicrelerinde nikotinamid adenin dintkleotit fosfat oksidazi (NAPDH
oksidaz) aktiflestirerek serbest radikalleri Uretir. Bu peptidin fenilefrin ile
tonusu arttirllan sistemik ve serebral damarlarda vazokonstriktor etkisi
gorinmdisttr (Niwa vd., 2001; Mattson, 1997). Diger taraftan beta
amyloid peptid 25-35 sicanlarda deri kapillerlerinde vazokonstriktor etki
goOsterir ve endotel fonksiyon bozukluguna yol acgar. Ayrica bu peptid al-
adrenerjik kardiyovaskduler reseptorleri aktiflestirerek sican aorta’sinda ve
koroner arterlerinde vazokonstriksiyona yol acar (Haase vd., 2013).

2.4.2. Beta amyloid peptidlerin kalp Uzerinde etkileri

Kardiyak amyloidoz ekstraseliler homojen protein fibrillerin yani
amyloidlerin kalpte birikmesi ile karakterize edilen bir hastaliktir. Kardiyak
amyloidoz hastaliinda kalbin normal fonksiyonu bozulur ve amyloidler
ekstraseliler alanda olustuktan sonra miyokarda sizarak interstisyel
alanda, kardiyomiyositler etrafinda ve kalp ileti sistemi bdlgelerinde
birikirler (Dubrey, Falk, 2010; Shah, Inoue & Mehra, 2006). Kardiyak
amyloidoz hastaliinda amyloidler APP’den hiicre disinda olusup birikse de
bunun vyani sira hicre iginde sentezlenen sitoplazmik ¢o6zlnebilir
preamyloid oligomerlerin de bu hastalikta sitotoksik etkileri oldugu
gosterilmistir (Walsh, Tseng, Rydel, Podlisny, & Selkoe 2000). Bu
oligomerler kardiyomiyositlerin icinde endozom-benzeri vakuoller seklinde
birikip kardiyak amyloidoza neden olur. Hilcre icinde bu c¢o6zunebilir
oligomerlerin olusumuna aracilik eden mekanizmalar bilinmemektedir
(Fidzianska, Walczak, Bekta & Chojnowska, 2011).

Amyloidler ventrikll icine sizarsa restriktif kardiyomiyopatiye neden
olur. Restriktif kardiyomiyopatide ventrikil duvarlarinda biriken amyloidler
bu duvarlarin kalinlasmasina, ventriklllerin normal gevsememesi
sonucunda tam olarak kanla dolamamasina ve diyastol sonu basincin
artmasina neden olur. Bu da diyastolik kalp yetmezligine yol acar (Shah
vd., 2006). Kalp kapakciklarinda da amyloidler birikebilir ama nadiren
kapakgciklarin fonksiyon bozukluguna neden olur (Dubrey, Falk, 2010).
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Bundan baska eger amyloidlerin birikimi atriyumda olursa kalbin ileti
sistemini etkiler, atriyumlarin depolarizasyon dalgasi olan P dalgasinin
suresini uzatir ve atriyal aritmiye yol acar. Amyloid birikmesi atriyal
fibrilasyon icin duyarlhihigi da arttinr. Atriyal fibrilasyon sirekli olarak
devam eden bir ritim bozuklugu olup sonugta kalbin fonksiyon
bozukluguna ve inmeye sebep olur. Atriyumda amyloidlerin birikmesi
interstisyumda, damarlarin etrafinda ve endokardde gérianir (Roécken vd.,
2002).

Preamyloid oligomeri olan ve kalpte bulunan beta amyloid peptid 25-
35 tam uzunlukta olan peptidler gibi nérotoksik etkiler gdsterir. Bu peptid
pulmoner ven kardiyomiyositlerinde SERCA2a protein dlizeyini degistirmez
fakat fosforile fosfolamban dizeyini azalttigindan dolayr SERCA2a
aktivitesini azaltir ve bodylece sarkoplazmik retikulumda (SR) kalsiyum
depolanmasi azalir. Bu azalma hucre ici kalsiyum dlzeyini azaltir. Ayrica
bu peptid voltaja bagimh L-tipi kalsiyum kanallarindan kalsiyumun hiicre
icine gecisini azaltir. Bu da hicre ici kalsiyumunu azaltir. BOylece beta
amyloid peptid 25-35 pacemaker aktivitesine sahip pulmoner ven
kardiyomiyositlerinde kalp atimlarini yavaslatir ve kalp kontraktilitesi de
bozulur (Tsao vd., 2012). Ote yandan bu peptid neonatal sicanlarin
kardiyomiyositlerinde a;- adrenerjik reseptorler aracigiyla spontan kalp
atim sayisi Uzerinde etki eder ve pozitif kronotropik etki yaratir (Haase
vd., 2013).

2.5. Beta Amyloid Peptidlerin Kas Uzerinde Etkileri

2.5.1. Beta amyloid peptidlerin iskelet kas Uzerinde etkileri

Beta amyloid peptid 25-35 hem kurbada hem de sican iskelet kasi
liflerinde 20-30 mV gibi kuvvetli depolarizasyona yol acar. Beta amyloid
peptid 25-35’ in kas liflerinde sebep oldugu depolarizasyonun nedeni tam
olarak belli degildir ama hicre membraninin bozulmasi, membranda
bulunan iyon kanallarinin ve pompalarin aktivitesinin dedismesi, segici
olmayan gb6zeneklerin olusumu ve miyofibrillerin membranlarinda sodyum
iyonuna olan gegirgenliginin artmasi bu depolarizasyona sebep olabilir
(Kourie, 2001).

Bu peptid plazma membranindaki direkt etkilerinden baska reaktif
oksijen urlnlerini (ROS) olusturarak ve kalsiyum dengesizligine neden
olarak indirekt yoldan kas fonksiyon bozukluklarina yol acar (Butterfield,
Reed, Newman & Sultana 2007; Crouch vd., 2007). Ayrica beta amyloid
peptid 25-35 kurbaga iskelet kasinda kontraktil fonksiyonun bozulmasina
ve noromduskuler iletinin azalmasina yol acarken siganlarda bu etkiyi
géstermez. Bu peptid uc¢ plak potansiyel amplitidini azaltir, esik
potansiyeli arttirr ve bdylece néromduskiler iletinin fizyolojik ve
patofizyolojik durumlardaki etkinligini azaltir. Dinlenme durumunda bu
peptid fazla bir sekilde kas fonksiyon bozukluguna neden olmaz. Halbuki
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egzersizde oldugu gibi hareket siddeti arttiginda kaslarin motor ndéron
aracigiyla uyarilmasinin artmasi nedeni ile fonksiyon bozuklugu artar
(Mukhamedyarov vd., 2011).

Beta amyloid peptid 1-42 transgenik farelerde iskelet kasinda
kalsiyum serbestlesmesini ve kontraktiliteyi azaltir. Bu peptid SR
membraninda bulunan riyanodin reseptdrlerin (RYR1) membran disindaki
alanini degistirir ve bu kanallardan serbestlesen kalsiyum miktarini azaltir
(Shtifman vd., 2010).

2.5.2. Beta amyloid peptidlerin diz kas lzerinde etkileri

Beta amyloid 21-35 domuz ileum dlz kasinda P maddesi reseptorlerin
veya tasikinin reseptérlerin (NK-1) agonisti olarak davranip kasiimaya
neden olur. Aslinda bu peptid, P maddesi reseptdrlerinin bir peptid ligandi
olarak davranip kasilma etkisini yaratir (Shimohigashi vd., 1993).

2.6. Retrograd Kalp Perfiizyonu: Langendorff Teknigi ile
Izole Kalp Perfiizyonu

Elias Cyon ve Carl Ludwiy (Zimmer, 1998) 1866 yilinda ilk defa izole
kurbaga kalp perfiizyonu ve daha sonra Oscar Langendorff (Bell, Mocanu
& Yellon, 2011) 1895 yilinda ilk defa memelilerde retrograd kalp
perflizyonu yéntemini ortaya koymustur. Bu yontem kardiyovaskiler ve
farmakolojik calismalarda ¢ok yararh bir yontem olup kalp fonksiyonunun
dizenlenmesi, kardiyak metabolizma, ilaglarin kalbe etkileri ve iskemi-
reperfuzyon calismalarinda kullanilmaktadir (Skrzypiec-Spring, Grotthus,
Szelag & Schulz, 2007). Bu yéntemde kalbin izolasyonundan sonra aort
kanile edilir. Bu islemde kalp direkt olarak soguk mKHs’dan, perfiizyon
sistemine bagl olan ve icinden isitilmis ve oksijenlenmis perfiizyon sivisi
yani mKHs akan kanil Gzerine tasinir. Kalp aorttan kanile iplikle baglanir.
Boylece sividan siviya baglanti kurulup hava embolisi riski ve
mikrovaskduler tikanikhklar azaltilir (Bell vd., 2011).

Langendorff ydnteminde perflizyon sivisi vicuttaki normal duruma
ters olarak yani retrograd sekilde aorttan kalbe dogru akar. Belli bir basing
ile verilen perflizyon sivisi aort kapakgigini kapatir ve sivi sol ventrikdl
icine giremez. Ancak perflizyonun baslamasiyla sag ve sol koroner arterler
aort kapakcigin UGst kisminda bulunan valsalva sinlslerinin aracidiyla
perflizyon sivisi ile dolmaya baslar. Perflizyon sivisi damar yatagindan
gecip koroner venlerle sag atriyumun arka duvarinda bulunan koroner
sinlise bosalir. Sag atriyumdan sad ventrikille gecen perfizyon sivisi
kesilmis olan pulmoner arterle disari atilir. Perflizyon ya sabit basing veya
sabit akim seklinde yapilir. Sabit basingla perflizyonda koroner akim ve
sabit akimla yapilan perflizyonda koroner perflizyon basinci dlgulir (Bell
vd., 2011).
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2.7. Monofazik Aksiyon Potansiyeli

Monofazik aksiyon potansiyeli (MAP) ekstraselller olarak kaydedilen
aksiyon potansiyelleridir. Transmembran aksiyon potansiyelinin dlglilmesi
icin cam bir mikroelektrod kalp kasi lifinin icine ve bir referans elektrod
lifin disina konur (Franz, 1994). Bu ylzden bu ydntem in vitro
preparasyonlara sinirlidir.  Halbuki monofazik aksiyon potansiyeli
insanlarda endokard ve epikarddan kaydedilebilir. Monofazik aksiyon
potansiyeli 1-2 mm’lik bir capa sahip olan ekstraselller elektrodlarla
Olctlir bu ylzden tek bir kalp hicresine giremez. MAP kayitlari kalpte
elektrofizyolojik calismalarda ve 6zellikle repolarizasyonun arastiriilmasinda
Onem tasir. Ayrica MAP kayitlan ritim bozukluklarini arastirmak igin de
kullanilir (Franz, 1999).

Schitz’'un hipotezine gére ekstraseliler direncin artmasi sonucunda
ornegin kalp ylzeyinin kuru olmasi ile MAPamp’l daha blyik olur. Tersine
ekstraselller direng azalirsa 6érnegin kalp ylzeyi bir elektrolit soliisyonu ile
Islatiirsa  MAPamp’U azalir (Antzelevitch, Moe, 1981). Ayrica MAP
olusumuna katkida bulunan hucrelerin sayisi da c¢ok 6énemlidir. MAP
elektrodu ve kalp arasindaki temas basinci arttiinda MAPamp’i artar.
Kalpte ventrikiilden ve blylk kalplerden 6&rnegin insan kalbinden
kaydedilen MAP, klguk kalplerden ve atriyumdan kaydedilen MAP’lara
gére daha buyuk amplitide sahiptir (Franz, 1999). Bdylece MAP
elektrodunun altinda bulunan kalp duvarinin kalinhdi ve hicrelerin hacmi
MAPamp’lU Uzerinde etkilidir. MAP kaydi uzun bir sure icinde tek bir
bolgeden yapilirsa MAP ampilitidin azalmasina neden olur (Moore, Franz,
2007).

Repolarizasyon islemi asimptotik olarak biter ve bu da MAP siresinin
tamamini  dlgmeyi guglestirir. Bu yuzden MAP siresi genellikle
repolarizasyon MAPamp’liine goére %90’a ulastijinda belirlenir (Franz,
1999). MAP siresi kalp frekansina gore de degisebilir. Boylece kalp atim
sayisl artarsa MAP slresi azalir (Wang, Chen, Liu, Xiao & Wang, 2014)

2.7.1. Kontakt elektrod yéntemi

Franz (Franz, 1999) tarafindan 1980 ile 1983 vyillari arasinda
tanimlanan ve klinikte kullanilan kontakt elektrod ydnteminde polarize
olamayan bir elektrodla nazikce endokard veya epikarda karsi bir basing
uygulanir ve MAP kaydi yapilir. Kontakt elektrod yéntemi basit ve klinik
bakimdan givenli olup miyokard hasari olmadidi icin bu yéntemle zaman
icinde sabit MAP kayitlari alinir. Bu da ayni bdélgeden uzun bir sirede
MAP’In izlenmesine olanak saglar. Boylece lokal miyokard repolarizasyonu
hakkinda daha fazla arastirma vyapilabilir (Franz, Swerdlow, Liem &
Schaefer, 1988) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Monofazik aksiyon potansiyelinin kaydi. A: Pozitif elektrod (1) epikardiyumla
temas ettiginde pozitif MAP elde edilir. C: Negatif elektrod (2) epikardiyumla temas
ettiginde negatif MAP elde edilir. B: Her iki elektrod epikardiyuma hafifice temas ettiginde
bifazik elektrogram elde edilir (Franz, 1999)

2.8. Kalp Kasinda Kontraktilite

2.8.1. Kardiyak miyositlerin yapisi

Kardiyak miyositler sarkolemma denilen hicre membrani ile gevrilmis
olup sadece bir cekirdek igerir. Adenozin trifosfat'in (ATP) surekli
kaynagini saglamak icin ve boylece kalp kasilmasini slrdlirmek igin
hicrelerde c¢ok sayida mitokondri bulunmaktadir (Barrett, Barman,
Boitano & Brooks, 2010, s. 106). iskelet kaslarinda oldugu gibi kardiyak
miyositler de kasilabilen proteinleri yani aktin (ince filament) ve miyozin
(kalin filament) ve troponin ve tropomiyozin icerir. Kalp kasi cizgili
olmasina ragmen iskelet kasindan farklidir. Kalp kas lifinde transvers
tabdlleri (T-tubdlleri) hucrelerin Z-gizgisinden gecip kas liflerini enine
keserler. T-tubdlleri ekstraselller sivi ile doludur ve sarkolemmada yayilan
aksiyon potansiyelinin hiicre igine iletilmesini saglar. Iki komsu kalp kasi
lifi interkale disk denilen yapilarla birlesir. Bu yapilar Z-gizgisinde gérulir.
Bu noktalarda hiicre membranlari dezmozomlarla birbirine sikica bagl olan
birkag paralel kat olusturur (Pinnell, Turner & Howell 2007). Kalp kasi
lifleri birbirinden zarlar araciliiyla ayrilmistir, ama sinsisyum gibi
davranmalarina olanak sadlayan aralarindaki gap junctionlar nedeniyle
aksiyon potansiyeli bir kas lifinden digerine blylk bir hizla iletilir (Barrett
vd., 2010, s.106) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kalp kasinin yapisi (Barrett vd., 2010, s. 107)

2.8.2. Kalp kasinda monofazik aksiyon potansiyeli

Atriyum ve ventrikllleri olusturan kas lifleri blylk ve sabit bir
dinlenim membran potansiyeline ve platolu uzun bir aksiyon potansiyeline
sahiptir. Kalpteki aksiyon potansiyel uzun plato fazindan dolay! yaklasik
200-300 ms surer. Kardiyak aksiyon potansiyeli sekil 2.5'de de goraldigu
gibi faz 0,faz 1, faz 2, faz 3 ve faz 4 olmak Uzere 5 fazdan olusur. Kalp
kasi liflerinin dinlenim zar potansiyeli yaklagik -90 mV’dir. Tek bir kalp kasi
hicresinin transmembran aksiyon potansiyelinin baslangigtaki hizl
depolarizasyon ve asma fazina Faz 0 denir. Bu fazda hizli sodyum kanallari
acilip bu kanallar yolu ile hlcre igine sodyum girer ve dinlenim zar
potansiyeli +20 mV'a kadar artis gdsterir. Baslangigta repolarizasyon fazi,
faz 1 adini alir ve bu faz sodyum kanallarinin kapanmasi ve potasyum
kanallarinin acilmasi ile olusur (Barrett vd., 2010, s. 106-108; Pinnell vd.,
2007). Bu fazda potasyum iyonlari hicre iginden disina gecger. Boylece
kismi bir repolarizasyon ortaya cikar. Faz 2, plato fazi olup bu faz sirasinda
membranin kalsiyuma olan gegirgenligi artar. Bdylece kalsiyum iyonlari
yavas acllan ve uzun slre acik kalan voltaja bagimh kalsiyum
kanallarindan hucre icine diflizyon gosterir. Ayrica bu kanallardan
kalsiyum disinda sodyum iyonlari da hiicre icine girdigi icin bu kanallara
kalsiyum-sodyum kanallari da denir. Plato fazi depolarizasyonun devam
etmesine ve kardiyak aksiyon potansiyelinin uzamasina neden olur. Final
repolarizasyon fazi (Faz 3) voltaj kapih potasyum kanallarindan hucre
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disina potasyumun net akisi ile ortaya cikar. Bu repolarizasyon sonucunda
goérulen faz 4 dinlenim membran potansiyelidir (Pinnell vd., 2007).
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Sekil 2.5. Kalp kasi aksiyon potansiyel fazlari (http://www.oytunerbas.com.tr/tip-
fizyoloji-ders-notu/14/)

2.8.3. Uyarma ve kasilma arasindaki baglanti ve kalp kasinda kasiima

Kalp kasi aksiyon potansiyeli basladiktan birka¢c milisaniye sonra
kasilmaya baslar, aksiyon potansiyelinin son bulmasindan birkag
milisaniye sonraya kadar kasilmaya devam eder. Kalp kasi membraninda
ilerleyen aksiyon potansiyeli ayni zamanda transvers (T) tubdullerin zarlari
boyunca kalp kasi lifinin icine de yayilir. T tdbdllerinin ucglar hicre
zarindan gegerek kalp kasinin cgevresinde bulunan hicre disi alana
aclldigindan, kalp kasinin interstisyumundaki ayni hicre disi sivi T
tubdllerinde de dolasir. Bu ylzden hicre disi sivisinda bulunan kalsiyum
iyonlarin yodgunlugu kalp kasinin kasilma kuvvetinde c¢ok o6nemlidir. T
tubdllerindeki aksiyon potansiyelleri kalsiyum iyonlarin SR’dan kasin
sarkoplazmasina  serbestlesmesini  sadglar. SR’un  sisternalarindan
sarkoplazmaya serbestlenen kalsiyum iyonlar disinda, aksiyon potansiyeli
sirasinda T tubullerinden de sarkoplazmaya buyldk miktarda kalsiyum
difiizyonu ile kalp kasinin kasilma gucu artar. Cunku kalp kasinda SR az
gelismistir ve tam bir kasilma saglayacak kadar kalsiyum icermez. SR
sisternalarindan sarkoplazmaya serbestlesen kalsiyum iyonlarindan baska
aksiyon potansiyeli sirasinda T tubullerinden sarkoplazmaya kalsiyum
iyonlari salinir. Bu kalsiyum iyonlari daha fazla kalsiyum iyonun SR’da
bulunan riyanodin reseptérlerinden serbestlesmesini tetikler (Guyton, Hall,
2006, s. 106).
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Kalp kasi dinlenim halindeyken troponin I, aktin filamentine sikica
baglanip onu inhibe eder. Ayrica aktin filamentlerin etkin yerleri troponin-
tropomiyozin kompleksi tarafindan ortlilmadstir. Miyozin filamentinin bas
kisminda aktine baglanma bdlgesi ve bunun arkasinda da ATP baglanma
yeri bulunur (Barrett vd., 2010, s. 99-100).

Sekil 2-6'da da goésterildigi gibi kasilma baslamadan 6nce miyozin
baslarindaki ATPaz aktivitesi ile ATP parcalanip ADP ve inorganik fosfat
olusur. Bu yikim drinleri miyozin baslarina bagh kalir. Bu durumda
miyozin baslar aktin filamentine dodru uzanir fakat aktine baglanmamis
olarak kalir. Aksiyon potansiyeli sirasinda sarkoplazmada bulunan serbest
kalsiyum iyonlari troponin C’'ye baglaninca troponin I'nin aktine olan
baglantisi zayiflar. Ayrica tropomiyozin hareket eder. Boylece aktin
Uzerinde miyozin baslarinin baglanacagi vyerler aciga cikar. Kasilma
sirasinda miyozin filamentlerinin bas kisimlari aktin Gzerindeki aktif yerlere
baglanir. Bu badlanma sonucunda inorganik fosfat ayrilir ve miyozin
filamentinde bir bicim dedisikligine neden olur. Bu degisiklik basin kola
dogru egilmesine ve gl¢ darbesinin ortaya cikmasina neden olur. Gig
darbesi aktin filamentlerinin miyozin filamentleri arasinda kaymasini saglar
ve kas kasilmasi ortaya cikar (Barrett vd., 2010, s. 99-100). Daha sonra
ADP, miyozin filamentinin bas kismindan ayrilarak bu kisma yeni ATP
baglanir. ATP'nin baglanmasi miyozin basinin aktin filamentinden
ayrilmasini saglar (Boron, Boulpaep, 2012). Hicre ici kalsiyum yogunlugu
repolarizasyon sirasinda azaldiginda kalsiyum troponin‘den ayrilip kas
dinlenim durumuna girer. Sitozoldeki kalsiyum SR’da bulunan SERCA2a ile
SR’a, sarkolemmada bulunan Na-Ca degistiricisi ve sarkolemmadaki Ca-
ATPaz yoluyla hlicre disina cikarilir. Bundan baska kalsiyum mitokondriye
alinir (Pinnell vd., 2007).
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Sekil 2-6. Kalp kasinda kasiimanin molekuler temeli
(http://higheredbcs.wiley.com/legacy/college/tortora/0470565101/hearthis ill/papl3e c
h10 illustr audio mp3 am/simulations/hear/contraction cycle.html)

2.9. Kalp Kasinda Kasilma Kuvveti

Kasilma kuvveti hicre igindeki kalsiyum konsantrasyonunun artmasi
ile ya da miyofilamentlerin kalsiyuma olan duyarliidinin degismesiyle
degisiklikler gosterebilir. Miyofilamentlerin kalsiyuma olan duyarlihgi
asidoz sirasinda azalir. Yuksek fosfat ve magnezyum konsantrasyonu
kasilma fonksiyonunun bozulmasina neden olur (Hall, Fry, 1992; Van Der
Velden vd., 2001). Diyastol sonu lif uzunlugu ve néro-hormonal sinyaller
ile kontraktilite degisir (Pinnell vd., 2007).

2.9.1. Frank-Starling yasasi

Atim hacmi ve kalp performansi arasindaki iliski Frank ve Starling
(Headley, 2002, s. 6) tarafindan acgiklanmistir. Frank-Starling yasasi kalp
kasi uzunlugu ve kasilma kuvveti arasindaki iliskiyi anlatir. Bu yasaya gore
diyastol sirasinda ventrikul igine dolan kan miktari ne kadar fazla olursa
kas lifleri o kadar cok gerilir ve bir sonraki sistolde kasilma kuvveti daha
fazla artar. Boylece atim hacmi artar. Ama bu olay belirli bir fizyolojik
sinira kadar devam eder ve bu sinira geldikten sonra liflerin daha fazla
gerilmesine ragmen kasilma kuvveti azalmaya baslar (Headley, 2002, s.
6; Guyton, Hall, 2006, s. 111-112).
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2.9.2. Otonom sinir sistemi

Otonom sinir sisteminin adrenerjik ve kolinerjik sinyalleri kalpte
kasilmay! belirleyen o6nemli faktorlerdir. Sempatik uyariilma sonucu
kalsiyumun hlcre igine girisi ve kasilma kuvveti artar. Noradrenalin beta
adrenerjik reseptore baglandiktan sonra G-protein aracigiyla adenil siklaz
enzimini aktiflesir ve ATP’den cAMP olusur. Bir ikinci haberci olan cAMP
protein kinaz A’yi (PKA) aktif eder. PKA, fosfolamban’i, L-tipi kalsiyum
kanallarini ve riyanodin reseptorlerini fosforile eder. Ayrica miyozin
baglayici protein C ve troponin I'yi fosforile eder. Boylece hem
sitoplazmadaki kalsiyum miktarini ve hem capraz koéprilerin olusumunu
arttirip kasilmaya neden olur (Solaro, 2011). Ayrica noradrenalin SERCA2a
yoluyla SR tarafindan kalsiyumun geri alinimini artirarak kas gevsemesine
yardimci olur (Pinnell vd., 2007). Diger taraftan parasempatik uyarinin
asetilkolinin muskarinik reseptérlere baglanmasi sonucunda, atriyum kasi
ve daha az derecede ventrikil kasi Uzerinde negatif inotropik etkisi vardir
(Solaro, 2011; Darcy, 2004, s. 475).

2.10. + dP/dt,,ax

Sol ventrikiler basincinin zamana gore degisimi, (Little, 1985)
dP/dtmnax sol ventrikll basincinin maksimum artis hizi olarak tanimlanir.
Ayrica kalp kasi kontraktilitesinin bir go6stergesi olarak kabul edilir
(Gleason, Braunwald, 1962). Bu parametre kalp kasi kontraktilitesi disinda
ventrikllde diyastol sonu kan basincina ve aorttun diyastol sonu basincina
baglidir (Markert vd., 2012). Boylece dP/dtmax degisiklikleri her zaman
kalp kasindaki kontraktilite degisikliklerini belirlemez. Aort'tun diyastol
sonu basinci ve ventrikllde diyastol sonu kan hacmi sabit kaldiginda
dP/dtmnax kalp kasi kontraktilitesinin bir géstergesi olabilir. Normal sartlarda
dP/dtmax izovolumetrik kasilmanin sonunda aort kapakgigi agilmadan 6nce
olusur. Ancak aort basincinin ¢ok dislk oldugu durumlarda aort kapakgigi
aclldiktan sonra dp/dtmax’'a ulasilir. Bu durumda ventrikdlin gelistirdigi
daha az bir basingla aort kapakcidi acildigindan ventrikllin ylksek bir
basing olusturmasi icin yeterince zamani olmaz. Bu durumda
kontraktilitede bir degisiklik olmamasina ragmen dP/dtmax azalr (Hamlin,
del Rio, 2012).

2.11. Kalp Atim Sayisi

Kalp atimlari 6zellesmis kalp ileti sisteminde olusur ve bu sistemle
kalp kasinin butiin bélumlerine yayilr. ileti sistemini olusturan yapilar
sinoatriyal digim (SA dugum), duagamler arasi atriyal vyollar,
atriyoventrikller digim (AV digim), His demeti ve dallarn ile purkinje
sistemidir (Darcy, 2004; Pinnell vd., 2007) . SA digim normalde en hizh
desarj yapar ve diger boélimler deserjlarini yapmadan, SA diagimden
depolarizasyon kalbin diger bdélimlerine yayilir. SA digim bu nedenle
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kalbin pacemaker’ olarak tanimlanir ve SA digimun desarj hizi kalbin
atim sayisini belirler (Guyton, Hall, 2006).

SA digimde olusan impulslar atriyal yollardan gecerek AV digime,
bu digimden His demetine ve His demeti dallarina ve sonra da purkinje
sistemi yoluyla ventriktl kasina ulasir (Darcy, 2004). Hastalikl olmayan
cogu kalpler dakikada 40-170 atim sayisi degisikliklerini tolere edebilir.
Kalp atim sayisi artarsa 6rnedin 90 atim/dakikadan daha ylksek atim
sayllarinda kalbin oksijen kullanimi artar. Ayrica diyastol slresi kisalir ve
bu da koroner arterlerin kanla perfizyon siresini kisaltir. Ventrikdllerin
kanla dolma sireleri azaldigi icin bir sonraki sistolde pompalanan kan
hacmi azalir. Kalp atim sayisi azaldiginda 6rnegin kalp atim sayisi 50
atim/dakikadan daha az oldugunda (Darcy, 2004, s. 470) ventrikillerin
kanla dolma siresi arttigi icin kalp debisi de artar (Headley, 2002).
Sporcularda normal kisilere goére, kalp istirahat halindeyken daha dusuk
atim hizina, daha buyuk sistol sonu ventrikll hacmine ve daha buylk atim
hacimlerine sahiptir. Bdylece sporcular antrenman yaparken kalp hizini
normal kisiler kadar arttirmadan atim hacmini arttirarak kalp dakika
hacminde artis olustururlar (Barrett vd., 2010, s. 519).

2.11.1. Onderodak dokusu monofazik aksiyon potansiyeli

Pacemaker hicreleri ventrikll kas liflerindekinden daha kiguk ve
degisken dinlenim membran potansiyeline sahip olup kendiliginden
depolarize olabilirler ve bdylece kalp igindeki elektriksel aktiviteyi
olustururlar. Pacemaker hucreleri sinoatriyal (SA) ve atriyoventrikiler
(AV) digimlerde bulunurlar fakat His demetindeki hiicreler ve bazi
parkinje hicreleri de kendiliginden uyari gikarabilirler (Pinnell vd., 2007).

Sekil 2.7'de de gorindigu gibi pacemaker potansiyeli kalp kasi
aksiyon potansiyelinden farkldir. Pacemaker potensiyelinde faz 1 ve faz 2
yoktur. Pacemaker potansiyelin (prepotansiyel) in baslamasi igin
membranin potasyuma olan gecirgenliginin azalmasi ve T-tipi kalsiyum
kanallarindan kalsiyumun yavas bir sekilde hlcre igine girmesi gerekir.
Pacemaker potansiyeli tamamlanip esik potansiyel dlizeyine gelindikten
sonra L-tipi kalsiyum kanallarn acilir ve kalsiyum hucre igine girerek
depolarizasyon olur (faz 0). Kalp kasindan farkh olarak pacemaker
hicrelerinde depolarizasyon asamasinda sodyum iyonlarin hicre igine
girisi daha az olup kalsiyum iyonlarinin hicre igine akmasi
depolarizasyondan sorumludur. Faz 3’de repolarizasyon potasyuma olan
gecirgenligin artmasi ile ortaya cikar (Pinnell vd., 2007, Barrett vd.,
2010).
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Sekil 2.7. Pacemaker zar potansiyeli (http://www.oytunerbas.com.tr/tip-fizyoloji-ders-
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2.12. Koroner Akim

Kalbe kan perikarttaki arterler yoluyla saglanir. Bu arterlerdeki kan
intramdral, vaskiller pleksus ve kollateral damarlar aracidiyla tim kalbe
dagilir. Dinlenim sirasinda normal koroner kan akimi 60-80 ml/dakika/100
gr kalp dokusudur. Halbuki egzersiz sirasinda bu akim, 4-5 kat artma
goOsterir ve 400 ml/dakika/100 gr kalp dokusu olur. Sag ve sol koroner
arterler koroner ostia’dan cikarlar. Ostia normal olarak 1 cm’den daha az
bir ylkseklikte aort kapakgiginin Ustlinde yerlesmistir. Normal insanlarin
% 90" Indan fazlasinda sol koroner arter sol atriyoventrikiler oluk boyunca
seyreder. Bu damar sirkumfleks ve sol anterior descending arter dallarina
bélinmeden 6nce 2-40 mm arasinda ve ortalama 13.5 mm arasinda
degisen boylarda gorinir. Sirkumfleks arter, atriyoventrikiler oluk
boyunca seyrederken sol atriyum, sol ventrikil ve insanlarin %40’inda SA
digume dallar verir. Sol anterior descending arter, anterior
interventrikller oluk boyunca seyrederek iki ventrikili ve interventrikller
septumu kanlandinir. Sag koroner arter sag atriyoventrikiiler olukda
seyreder ve seyri boyunca sag atriyum, sag ventrikliil ve insanlarin
%60 1nda SA dugimi kanlandiran degisik dallar olusturur. Sag ve sol
koroner sistem kollateral damarlar ve onlarin terminal dallarinin
anastamozu ile birbirine baglanir. Intramiral kan kaynad epikardiyal
koroner arterlerden kaynaklanan ve direkt ventrikil duvarina giren
damarlarla saglanir. Bu dallar subepikardiyal ve subendokardiyal kapiller
agi olusturmak Uzere boéluntrler (Green, Hutton, 1999; Darcy, 2004). Sol
ventriklil ve septumun vendz drenajinin bldyuk kismi koroner sinus
aracihgiyla sag atriyuma geri doner. Koroner sinus blytk kardiyak venin
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devami olup ve klicuk ve orta boylu venlerden kan alir. Geri kalan kan ise
anterior kardiyak ven aracigiyla sag atriyuma bosalip uzaklastirilir (Green,
Hutton, 1999; Hood, 1968) (Sekil 2.8).

) Aort kavisi

} = Pulmoner govde
: \ J% _ Sol koroner arter

Semilunar kapak . L

iist anatoplardamar

Sol atriyum

Sag atriyum Sirkumfleks arter

Sol anterior

Sag koroner arter %
9 ’ descending arter

Posterior
interventrikiiler
arter

Sag marginal arter
Sag ventrikiil

Sol ventrikiil

Sekil 2.8. Kalp kasinda koroner dolasim (http://tube.medchrome.com/2011/04/coronary-
circulation-anatomy.html)

2.12.1. Koroner akimin diizenlenmesi
2.12.1.1. Metabolik faktorler

Koroner kan akimini belirleyen en énemli faktér kalp kasinin oksijen
tiketim miktandir (MVO;). MVO,, kalp atim sayisina, kalp duvan
gerginligine ve kalbin kontraktilitesine gére degisir. Dinlenim durumunda
MVO, yaklasik olarak 8-10 ml 0,/100 gr doku/dakikadir. Agir egzersiz
sirasinda 60 ml 0,/100 gr doku/dakikaya kadar yukselebilir. Epikard ve
koroner arterlerde damar diz kasi tonusun dizenlenmesinde vaskiler
endotelyumun c¢ok &nemli roliG vardir. Vaskller endotelyum birgok
vazoaktif maddenin sentezini, sekresyonunu ve indirgemesini saglar.
Metabolik, hormonal veya fiziksel uyariya karsi NO sentezlenip salinir. NO
damar diz kasinda guanil siklazi aktif ederek cGMP yapimini saglar ve
boylece vazodilatasyona neden olur (Green, Hutton, 1999). ATP ve ADP
yikimindan olusan adenozin, koronerlerde guglu bir vazodilatérdir ve lokal
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koroner akimin kontrol edilmesinde c¢ok 6nemlidir. Bu madde kalpte
metabolik aktivitenin artmasi sonucunda artar (Mubagwa, Mullane, &
Flameng, 1996). Prostasiklin ve PGE>'de gucli vazodilatérler olduklarindan
dolayr kan akiminin metabolik kontroliinde rol oynarlar. Bunlarin
vazodilator etkileri cAMP’ nin artmasi sonucu ortaya c¢ikar (Green, Hutton,
1999).

2.12.1.2. Nérojenik faktérler

Artmis sempatik sinir aktivitesi koroner kan akimini iki sekilde
degistirir. 1: Metabolik gereksinimin artmasi sonucu kalp atim sayisini ve
kalp kasi kontraktilitesini artirir. 2: Koroner dolasim boyunca bulunan a ve
B adrenoreseptorlerini aktive eder. a; ve a reseptdrlerin uyariimasi
koroner arter yataginda vazokonstriksiyona neden olur ve damar direncini
artirir. B1 ve B> adrenoreseptorlerin uyarilmasi ise vazodilatasyona yol
acar. Artan sempatik aktivite olgun kollateral damarlarda kan akimini
arttinr.  Cunkd  kollateral damarlar B-adrenoreseptdrlere sahiptir.
Parasempatik uyariya karsi verilen yanit da vazodilatasyondur. Asetilkolin,
NO miktarini artirir ve sonucgta vazodilatasyona neden olur (Green, Hutton,
1999; Guyton, Hall, 2006; Harrison, Simonetti, 1991).

2.13. Duz Kasin Yapisi

Duz kaslar gok klglUk kas liflerinden olusur. DUz kas liflerinin her biri
tek cekirdekli olup caplar 2-5 p ve uzunluklari da 20-500 p arasindadir.
Bu liflerde aktin ve miyozin filamentleri bulunur ama sarkomer yoktur.
Ancak duz kasta aktin ve miyozin filamentleri gizgili bir goérinim
gbstermez. Dlz kaslarda tropomiyozin bulunur fakat troponin bulunmaz.
Troponin vyerine kalsiyum baglayici protein olan kalmodulin bulunur.
Bundan baska diz kaslarda sarkoplazmik retikulum zayif gelismistir ve
mitokondri genel olarak az oldugundan enerji genellikle glikolizden
saglanir. Dlz kaslar ¢ok birimli ve i¢ organ diz kaslar (viseral) olarak
ikiye aynlir. Cok birimli diz kaslar istemli kontrol altinda olmayip, ayri ayri
kas liflerinden olusur ve her bir kas lifi tek bir sinir lifi tarafindan
sinirlendirilir. Ayrica ¢ok birimli diz kas lifleri iskelet kas liflerine blyuk
benzerlik gdsterir (Darcy, 2004). Bunlar baslica sinir sinyalleri ile kontrol
edilir. Bu kas lifleri nadiren kendiliginden kasilma gdsterebilir. Cok birimli
diz kaslara o6rnek olarak gézde silyar kas, irisin duz kasi, piloerektor
kaslar verilebilir (Guyton, Hall, 2006). Ic organ diiz kaslari bircok ic
organin duvarinda bulunur. Bu kaslar 6rnegin barsaklar, safra kanallari,
ureterler, uterus ve birgok kan damarlarinin duvarinda bulunur (Guyton,
Hall, 2006). ic organ diz kaslar tabakalar halinde olup kas lifleri arasinda
gap junctionlar bulunur. Bu kaslar sinsityum seklinde fonksiyon yapar
(Darcy, 2004).
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2.14. Dliz Kasin Kasilmasi

Iskelet kasindaki gibi intraseliiler kalsiyum iyon konsantrasyonundaki
artma diz kaslarda da kasiimay! baslatir. Bu artma duz kas lifin sinir
yoluyla ya da hormonlarla uyarilmasi, diz kas lifinin gerilmesi veya lifin
cevresindeki kimyasal degisikliklerle olur. Viseral diiz kasta sarkoplazmik
retikulum zayif gelismistir ve bu organelden salinan kalsiyum, kasiimanin
ilk kismindan sorumludur. Kasilmanin diger kismindan sorumlu olan
kalsiyum iyonlari, ekstraselller sividan voltaj kapili kalsiyum kanallari
yoluyla hicre icine girer. Ayrica diz kaslarda miyozin ATPaz’in aktive
edilmesi miyozinin fosforilasyonunu gerektirir. DUz kaslarda kalsiyum
kalmodulin’e baglanip kalsiyum-kalmodulin kompleksi olusur. Bu kompleks
miyozin hafif zincir kinazi’'ni aktif duruma getirir. Miyozin hafif zincir kinaz"
da miyozinin fosforilasyonunu saglar. Fosforile miyozin ATPaz"l aktiflestirir.
Bundan sonra ATP vyikilarak enerji serbestlesir ve kasiima gergeklesir.
Kasin gevsemesi icin miyozin hlcrede bulunan fosfataz enzimleri ile
defosforile edilir. DUz kaslarda kilitlenmis koépri mekanizmasi nedeniyle
defosforile miyozin capraz koprileri sitoplazmadaki kalsiyum iyon
konsantrasyonu dlstikten sonra bir sire aktine bagh kalir. Bdylece kas
hemen gevsemez ve daha az ATP yikimina neden olarak kasilmayi daha
uzun sure surdarar. Ayrica duz kasin gevsemesi igin kalsiyum kanallarinin
kapanmasi, sitoplazmada kalsiyum konsantrasyonun dismesi ve
kalsiyumun kalmodulinden ayrilmasi gibi mekanizmalar ise karisir. Ayrica
kalmadolin miyozin hafif zincir kinazdan ayrilir ve bu enzim inhibe olur
(Wilson, Sutherland & Walsh, 2002; Barrett vd., 2010; Guyton, Hall,
2006) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Kalsiyum ve kalmodulin ile diiz kas kasilmasinin aktivasyonu
Cam: Kalmodulin, SR: Sarkoplazmik retikulum, MLCK: Miyozin hafif zincir kinaz. (Wilson
vd., 2002)
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3-GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

NaCl :Carlo Erba, Fransa

KCI :Sigma-Aldrich, ABD

CaCl;.2H,0 :Sigma-Aldrich, ABD

MgS04.7H,0 :Sisco Research Laboratories;
Mumbai, Hindistan

KH,PO4 :Merck KGaA; Darmstadt, Almanya

NaHCOs3 :Sisco Research Laboratories;

Mumbai, Hindistan

Glukoz :Sigma-Aldrich, ABD

MgCl,.6H,0 :E.Merck; Dramstadt, Almanya

NaH,PO4 :E.Merck; Dramstadt, Almanya

Heparin :Kogak farma, Tekirdag

Sodyum pentotal :Ulagay ilag san, Istanbul

Serum fizyolojik :Osel ilag san, Istanbul

3.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Hassas terazi :Model mark 500; Monza, Italy

Veri toplama ve analiz sistemi :Isoheart Software, Almanya

Basing transduseri :Isotec, Hugo Sachs Electronik,
March-Hugstetten, Almanya

Veri toplama ve analiz sistemi :MP 36 Biopac, ABD

Izotonik transduser :FDT 10-A Biopac, ABD

Istatistik programi :versiyon 13.0, SPSS; Sikago,

ABD. R programi, Yeni Zelanda

3.3. Deney Hayvanlan

Deneysel calismalar Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 05.06.2014 tarih ve 378-1 numarali karar
numarasi ile onayh etik kurul karari dogrultusunda yapildi. Deneylerde
250-300 g agirhginda Spraque-Dawley albino cinsi disi sicanlar kullanildi.
Siganlar standart sigan yemi ile beslenmis olup 20-25°C sicaklikta, 12 saat
karanlik ve 12 saat aydinlik dénglsine maruz birakildi.

3.4. Izole Kalbin Hazirlanisi ve Perfiizyon Teknigi

Deneyler baslamadan énce 1000 IU heparin intraperitoneal yoldan
enjekte edilerek kan pihtilagsmasi 6nlendi. Heparin verildikten 30 dakika
sonra 50 mg/kg sodyum tiyopental anestezisi uygulandi. Transvers
insizyonla 6énce batin daha sonra diyafragma acildi. Her iki tarafta kostalar
sagittal olarak kesilerek toraks 6n duvari kaldirildi. Butin bu islemler
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mumkin oldugu kadar hizla tamamlanarak kalp cikarildi ve buz gibi soguk
modifiye Krebs-Henseleit sollisyonuna (mKHs) konularak durduruldu.
Kalplerin vicut disina gikarilmasi ile buz gibi soguk mKHs icine atilmasi
arasinda gecen sirede birkac defadan daha fazla atmamalarina dikkat
edildi. Kalp etrafindaki dokular c¢ikarildiktan sonra aort, Langendorff
sisteminin paslanmaz celik kandilliine ipekle baglandi. Kalpler Langendorff
teknigine gére mKHs ile retrograd olarak perfiize edildi ve kalbi terk eden
mKHs ile kalp tekrar perfiize edilmedi. Ventrikullerdeki koroner drenaji
kolaylastirmak icin pulmoner arter kesildi. Perfizyon sollisyonu olarak
glnlik olarak hazirlanan asagida bilesimi verilmis olan mKHs (mM/I): NaCl
118, KCl 4.7, CaCl, 2.5, MgS04 1.2, KH;PO4 1.2, NaHCO3 25 ve glukoz 11
kullanildi. Bu solisyon devamh olarak % 95 O, ve % 5 CO; ile
oksijenlendirildi. Bundan baska solisyonun pH’si 7.3-7.5 arasinda ve
sicakhgi 37°C ta devam ettirildi. Kalpler sabit basing altinda (60 mmHg)
perflize edildi.

3.4.1. Hemodinamik parametrelerin élgiimesi

Kalplerin kasilma kuvveti He ve Downey (He, Downey, 1998)
tarafindan tanimlanan balon yontemiyle &lguldli. Bu ydnteme gore igi
serum fizyolojik ile doldurulmus bir lateks balon bir basing transduserine
(Isotec, Hugo Sachs Electronik, March-Hugstetten, Almanya) baglandiktan
sonra mitral kapaktan sol ventrikll igine konuldu ve diyastolik balon
basinci 8 mmHg’da tutuldu. Sol ventrikilldeki sistolik basincin tepe degeri
ve diyastol sonu basinci 6lglildi. Bundan sonra sol ventrikllin gelistirdigi
basing (SVGB, kasilma kuvveti indeksi) sistolik ve diyastolik basinglar
arasindaki fark olarak 6lglldd ve bu basing kasilma kuvveti olarak kabul
edildi. Bundan baska sistolik basing bir software tarafindan (Isoheart
Software, Version 1.5, Microsoft Windows NT/2000/XP, Hugo Sachs
Electronik, March-Hugstetten, Almanya) isleme ugratilarak sol ventrikl
basincinda artisin maksimum hizi (+dp/dtmax) belirlendi. Bu parametre
diger kasilma kuvveti indeksi olarak kabul edildi. Dakikada kalp atim sayisi
sol ventrikill basing sinyalinden hesaplandi. Koroner vaskiler tonusun bir
indeksi olan koroner akim bir dakika sure icinde kalbi terkeden mKHs bir
mezilrde toplanarak dlgildid. Tum hemodinamik parametreler veri toplama
ve analiz sistem tarafindan (Isoheart Software, Almanya) belirlendi.
MAPamp ve MAPgy, bir MAP elektrodu (Ag/AgCl) kullanilarak kaydedildi. Bu
elektrod sol ventrikdlin epikardiyumuna yonlendirildi ve epikardiyum ile
MAP elektrodu arasinda sabit bir temas basinci devam ettirildi.

Beta amyloid peptidler verilmeden 6nce kalpler 30 dakika dengelendi.
SVGB'nin 60 mmHg'nin, +dp/dtmaxyin 2800 mmHgs'nin, kalp atim
sayisinin 200 atim/dakika’nin Uzerinde olmasi ve normal sinls ritminin
devam etmesi kalbin dengelendigini gosteren kriterler olarak kabul edildi.
Bu kriterlere uymayan kalpler calismaya alinmadi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Langendorff teknidi ile izole kalp perflizyonu

3.4.2. Calisma protokoli

Beta amyloid peptidler verilmeden hemen once o6lcilen degerler
kontrol dlgumleri olarak kabul edildi. Kontrol &lgimleri kaydedildikten
sonra beta amyloid peptid 1-42 (1 nM- 10 nM- 100 nM), beta amyloid
peptid 22-35 (1 nM- 10 nM- 100 nM) rezervuardaki mKHs’a eklenip kalpler
bu mKHs ile 30 dakika perflize edildi. Her bir doz farkh bir kalp gurubuna
verildi. Kontrol gurubu kalpler ise kalpler dengelendikten sonra herhangi
bir beta amyloid peptid verilmeden 30 dakika boyunca mKHs'la perflize
edildi. Tum deneylerde 30 dakika boyunca her 10 dakikada degerler
kaydedildi.

3.4.3. Kullanilan ilaglar

Beta amyloid peptid 1-42 (H - Asp - Ala - Glu - Phe - Arg - His - Asp -
Ser - Gly - Tyr - Glu - Val - His - His - GIn - Lys - Leu - Val - Phe - Phe -
Ala - Glu - Asp - Val - Gly - Ser - Asn - Lys - Gly - Ala - Ile - Ile - Gly - Leu
- Met - Val - Gly - Gly - Val - Val - Ile - Ala - OH) (Sigma-Aldrich,
Almanya) ve beta amyloid peptid 22-35 (H - Glu - Asp - Val - Gly - Ser -
Asn - Lys - Gly - Ala - Ile - Ile - Gly - Leu - Met - OH) (Abcam;
Cambridge, Ingiltere) kullanildi. Beta amyloid peptidler distile su ile
¢Ozulup stok solisyonlar elde edildi. Ayni zamanda sulandirma isleminde
de distile su kullanildi. Hazirlanan dozlar 1 ml’lik enjekdrlere alinarak -
20°C'ta saklandi.
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3.5. Izole Barsak Diiz Kasin Hazirlanisi ve Izole Organ
Banyosu Teknigi

Deneyler baslamadan 6nce sicanlara 1000 IU heparin intraperitoneal
yoldan enjekte edilerek kan pihtilasmasi dnlendi. Heparin verildikten 30
dakika sonra 50 mg/kg sodyum tiyopental anestezisi uygulandi. Transvers
insizyonla karin bélgesi acilarak ileum cikartildi. Izole ileum fizyolojik
sollisyon olarak kullanilan Tyrode solisyonu (NaCl 8, KCI 0.2, NaHCOs 1,
CaCl; 0.24, MgCl, 0.01, NaH;PO4 0.05, Glukoz 1 (g/It) igine alindi. Ileum
ileogekal valvilden 10-20 cm uzakliktaki segmentlerden 2 cm olacak
sekilde kesilip kullanildi. Izole ileum cevre dokulardan temizlendikten
sonra, izole organ banyosuna yerlestirildi. Organ banyosunun sicakligi
37°C de sabitlendi ve izole organ banyosuna % 95 O,, % 5 CO, gaz
karnisimi verilerek dokularin oksijenlenmesi sadlandi. Ileuma 1g gerim
uygulandi. Izole ileum 1 saat siireyle 15 dakikada bir Tyrode soliisyonu ile
yikanarak dengeye getirildi.

Deney 6ncesi ve sonrasi 10 M asetilkolin cevaplar alinarak organin
calismasi kontrol edildi. Daha sonra beta amyloid peptid 1-42'nin 107°, 10
8 107 ve 10°°® konsantrasyonlari, beta amyloid 22-35'in 10°, 108, 107,
10 konsantrasyonlari kimilatif olarak uygulanarak doz-cevap edrileri
cikarildi. Olclimler izotonik transduser (FDT 10-A Biopac, ABD) aracilidi ile
bilgisayara (MP 36 Biopac, ABD) kaydedildi (Sekil 3.2).

L

Sekil 3.2. Izole organ banyosu
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3.5.1. Kullanilan ilaclar

Beta amyloid peptid 1-42 ve beta amyloid peptid 22-35 kullanildi.
Beta amyloid peptidler distile su icinde co6zilerek stok soltisyonlar elde
edildi. Ayni zamanda sulandirma isleminde de distile su kullanildi.
Hazirlanan dozlar 1 ml'lik enjektérlere alinarak -20°C’ta saklandi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Langendorff calismalarinin istatistiksel analizi SPSS (versiyon 13.0,
SPSS, Sikago, ABD) paket programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigini belirlemek igin Liliefer'in dizeltmesi ile
Kolmogrov-Smirnow ve Shapiro testleri uygulandi. Dederlerin normal
dagilimi gorildikten sonra tek yonli varyans analizi ve Tukey coklu
karsilastirmalar testi uygulandi. Degerler ortalama + standart hata olarak
verildi ve p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

izole organ banyosu diz kas calismasi sonuglarinin istatistiksel
hesaplamalari ve grafik gizimleri, R programlama dili ve ortami (R Core
Team, 2012) ve bu dil altinda calisan drc paketi kullanilarak yapilmistir
(Ritz, Streibig, 2005). Dederlere tek yonll varyans analizi ve Tukey_HSD
coklu karsilastirma testi uygulanmistir.
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4-BULGULAR

4.1.

Beta Amyloid Peptid 1-42'nin Kardiyovaskiiler
Etkileri

Kontrol grubu ve beta amyloid peptid 1-42 dozlan verilen kalplerde
dengeleme periyodundan sonra 30 dakikalik gézlem periyodunun 0. 10.
20. 30. dakikalarinda kaydedilen SVGB, +dP/dtmax ve dakikada kalp atim
sayisl ortalama dederleri Tablo 4.1 de, koroner akim, MAPamp’li ve MAPyq
ortalama dederleri Tablo 4.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol grubu ve beta amyloid peptid 1-42 (1, 10 ve 100 nM) verilen kalplerde
SVGB, +dP/dtn.x ve dakikada kalp atim sayisi ortalama degerleri

SVGB (mmHg)

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
*i‘;lt;‘)" 98.85+3.58 100.28+4.36 100.8+3.76 94.42+4.61
(1n£;") 113.14+5.45 105.14+5.23 95.57+3.75 87.14%4.72
%,?zn%' 122.71+6.45 105.71+3.66 95.14+3.15 88.85+3.15
1(?&;;" 113.7146.93 100.4244.15 87.28+3.6 80+3.75
+dP/dtmax (MmMHgS™)
0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
K(‘r’]r:;‘)" 3625.43+223.46 | 3697.28+211.63 | 3725.57+165.63 | 3410.14+264.16
(1]2;") 3833.71+182.52 | 3610.14+197.95 | 3338.42+113.2 | 3046.71+196.04
%r?=”7'\;' 4028+190.61 | 3687.284213.1 | 3392+194.58 | 3082.71£169.72
)| 3801.71£301.48 | 3421.3£153.67 | 3034£200.85 | 2849.43+193.03
Kalp atim sayisi (Atim/dk)
0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
‘i?\lt;‘)" 306.7£13.7 | 301.42£12.37 | 295.71%9.93 294.14%8.6
(1]2;") 283.14£12.89 | 273.28+12.27 264+15.87 256.14+18.3
%g:;;' 316.1447.92 | 295.57#12.15 | 295.57+13.43 | 287.57+10.93
1(?]‘1;;" 296.57+13.18 | 257.28+17.93 238+17.96 234.85+17.16
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Tablo 4.2. Kontrol grubu ve beta amyloid peptid 1-42 dozlan verilen

akim, MAPamp’li ve MAPy, ortalama dederleri

kalplerde koroner

Koroner akim (ml/dk)

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
K(‘;';t;‘;' 14+1.41 13.31+1.1 13.28+1.49 13+1.41
(}12"7") 16.14+1.05 15.440.89 14.85+1.01 14+1.03
%r(])=n7|\;| 14.28+1.06 13.2+0.88 12.27+0.94 11.5+0.8
1(?]‘192" 14.42+0.6 13.1£1.11 12.28+1.37 11.4%1.23

MAP amp (mV)

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
K(?lnzt;;" 8.64+0.64 7.04+0.62 6.04+0.52 5.24+0.54
(1nz'\7") 9.16%1.06 7.06+0.7 5.52£0.62 4.8+0.5
%,»?:n;;l 10.42+0.88 7.98+0.68 6.28+0.48 5.18+0.38
1(?]‘19;" 9.3£0.5 6.88+0.66 5.24%0.62 4.36+0.44

MAPgo (Ms)

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
K(‘rJ]”:;‘)" 186.28+9.7 19349.79 193.71+6.14 19446.98
(1nz"7") 225.71421.46 | 233.6+20.66 238+24.6 245.71+19.54
%r?=”7";' 211.86+18.39 | 220.3%11.05 | 227.86+12.63 236.3£16.29
1(‘3&;;" 247.71+17.64 266+23.81 268.43£24.91 | 279.86+20.06

Kontrol grubunda dengeleme periyodundan sonra  bitin

parametrelerin 10. 20. 30. dakikalarda olgllen dederlerinin dengeleme
periyodunun bitiminde (0. dakika) olgllen dederlere goére % dedisimi (%
A dederleri) hesaplanmistir. Dengeleme déneminden sonra beta amyloid
peptid 1-42 verilmesinin 10. 20. 30. dakikalarinda ©6lcilen bGtln
parametrelerin dederlerinin de bu peptid verilmesinden 6nceki (0. dakika)
dederlerine gbre % dedisimi (% A dederleri) hesaplanmistir. Beta amyloid
peptid 1-42 dozlarinin verilmesinden sonra 10. 20. 30. dakikalardaki % A
degerleri kontrol grubunda 10. 20. 30. dakikalardaki % A degerleri ile
karsilastiriimistir.

Kalplere 1, 10 ve 100 nM beta amyloid peptid 1-42 verilmesinin 10.,
20. ve 30. dakikalarinda kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda
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SVGB, beta amyloid 1-42 nin bitin dozlarinda doza bagl sekilde anlaml
olarak (p<0.001) azalmistir ve maksimal azalma butin dozlarda 30.
dakikada gorilmustir. Ayrica SVGB dedgerleri 30 dakikalik goézlem
periyodu sirasinda kontrol degerlerinin altinda kalmistir (Sekil 4.1).

10 dk 20 dk 30 dk

m Kontrol (n=7)

m1lnM(n=7)
10 nM (n=7)

m 100 nM (n=7)
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&k
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&k
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Sekil 4.1. Beta amyloid peptid 1-42'nin SVGB (izerinde etkisi.
_ Azalmayi gosterir, *** p<0.001, Dederler ortalama % standart hata olarak
gosterilmistir

Kalplere 1, 10 ve 100 nM beta amyloid peptid 1-42 verilmesinin 10.,
20. ve 30. dakikalarinda +dP/dtmax, bUtlin dozlarda doza bagli sekilde
anlamh olarak (p<0.001) azalmistir. Bu peptidin butlin dozlarinda
maksimal azalmalar 30. dakikada goridlmis olup +dP/dtwax dederleri,
SVGB dederleri gibi 30 dakikalik sirede kontrol dederlerinin altinda
kalmistir (Sekil 4.2).
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Kalp atim sayisi beta amyloid peptid 1-42 nin 1 nM dozunda 20. ve
30. dakikalarda p<0.05 ve p<0.01 dlzeylerinde azalmistir.
dozlarinda kalp atim sayisi 10. dakikada p<0.001 duzeyinde, 20. dakikada
10 nM igin p<0.05, 100nM icgin p<0.001 dlizeyinde azalmistir. Kalp atim
sayisi 30. dakikada 1, 10 ve 100 nM dozlar igin sirasi ile p<0.05, p<0.01
ve p<0.001 dlzeylerinde azalmistir. Kalp atim sayisindaki maksimal

+dP/dt,., (%A)

10 dk 20 dk 30 dk

"5 m Kontrol (n=7)
%k %k %k

-10 1 ®1nM (n=7)
1579 =10 NM (n=7)
-2

0 E100 nM (n=7)
-25 +

******

-30 *

Sekil 4.2. Beta amyloid peptid 1-42'nin +dP/dt.x Uzerinde etkisi

azalmalar butin dozlarda 30. dakikada kaydedilmistir (Sekil 4.3).

Kalp atim sayisi (%A)

—16 -

10 dk 20 dk 30 dk

m Kontrol (n=7)
m1lnM(n=7)
210 nM (n=7)
m 100 nM (n=7)

&k

Sekil 4.3. Beta amyloid peptid 1-42'nin kalp atim sayisi lizerinde etkisi. * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001
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Beta amyloid peptidin 1 nM dozu, 10., 20. ve 30. dakikalarda koroner
akimi degistirmemistir. Buna karsilik peptidin 10 nM ve 100 nM dozlar
koroner akimi 10.dakikada sirasi ile p<0.05 ve p<0.01 dlzeylerinde
belirgin sekilde azaltmistir. Bundan baska 10 nM ve 100 nM dozlan 20. ve
30. dakikalarda p<0.001 dlzeyinde koroner akimda belirgin azalmaya
neden olmustur. Koroner akimdaki maksimal azalma blutin dozlarda 30.
dakikada gérulmaustur (Sekil 4.4).

10 dk 20 dk 30 dk

m Kontrol (n=7)

ml nM (n=7)
10 nM (n=7)

2100 nM (n=7)

Koroner akim (%A)

&k

—25 -

Sekil 4.4. Beta amyloid peptid 1-42'nin koroner akim Uzerinde etkisi

Beta amyloid peptid 1-42 nin cgalistigimiz dozlari 10., 20. ve 30.
dakikalarda MAPamp’Unt etkilememistir. Beta amyloid peptid dozlan
kalplere uygulandiginda kontrol degerlerine gore MAPamp’liinde azalma
edilimi gorilmekle beraber bu azalmalar istatistiksel bakimdan anlamlilida
ulasmamistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Beta amyloid peptid 1-42'nin MAPamp Uzerinde etkisi

Kalplere 1 nM beta amyloid peptid 1-42 verilmesinin 30. dakikasinda
kontrol grubu dedgerleri ile karsilastirildiginda MAPyy artmistir  (p<0.05).
Peptidin 10 nM dozunda MAPgy'daki artma 20. ve 30. dakikalarda
gorilmustiar (sirasi ile p<0.01 ve p<0.001) ve 100 nM dozunda ise 10.,
20. ve 30.dakikalarda MAPgy, da artma kaydedilmistir (p<0.001). Ayrica
maksimal artis buttn dozlarda 30. dakikada gérialmustar (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Beta amyloid peptid 1-42'nin MAPy, Uzerinde etkisi
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4.2. Beta Amyloid Peptid 22-35'in Kardiyovaskiiler

Etkileri

Dengeleme periyodundan sonra kontrol grubu ve beta amyloid peptid

22-35 dozlari verilen gruplarda goézlem periyodunun O.

10. 20. 30.

dakikalarinda kaydedilen SVGB, +dP/dtmax ve dakikada kalp atim sayisi
ortalama degerleri Tablo 4.3 de, koroner akim, MAPamp’l ve MAPyg
ortalama dederleri Tablo 4.4 de verilmistir.

Tablo 4.3. Kontrol grubu ve beta amyloid peptid 22-35 (1,10,100 nM) verilen kalplerde
SVGB, +dP/dtmnax ve dakikada kalp atim sayisi ortalama degerleri

SVGB (mmHg)

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
f‘:}r;t;‘)" 98.85+4.78 100.28+5.39 100.57+4 94.42+4.61
(1n:;") 112.71£7.66 108.71+6.54 106.42+5.87 100.5746.21
%r?z"‘%' 105.28+7.9 100.42+7.53 98.4246.38 93.85+5.22
18&;;" 99.71+6.12 92.71+6.86 91.14%4.9 85.57+5.05
+dP/dtmax (MmMHg®™)
0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
*i‘;lt;‘)" 3625.424223.46 | 3700.62211.61 | 3724.43£202.26 | 3410.14%264.16
(1n:';") 4194%283.32 | 4063.14£292.5 | 4025£290.38 | 3777.14+260.6
%2:7'\;' 4134+185.9 39554£172.69 | 3925.43£194.76 | 3723.71£167.97
1(?1(;;;" 3713.14£199.44 | 3487.43£211.94 | 3438.71+189.67 | 3301+195.1
Kalp atim sayisi (Atim/dk)
0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
K(‘r’]r:;‘)" 306.71£21.15 | 301.42+18.05 | 295.71%15.35 | 294.14+14.13
(1]2;") 312.42+18.74 | 307.85+20.03 | 303.81%£19.77 | 303.71£19.76
%g:;;' 293.85+18.45 | 287.42£12.45 | 284.7+15.52 | 280.9+13.84
1(?&;;" 286+15.13 279.14+14.96 | 276.57+14.31 | 271.42£14.32
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Tablo 4.4. Kontrol grubu ve beta amyloid peptid 22-35 (1,10,100 nM) verilen kalplerde

koroner akim, MAPamp’l ve MAPy, ortalama dederleri

Koroner akim (ml/dk)

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
K(‘r’]';t;‘;' 14+1.02 13.3+1.14 13.28+0.96 13+0.78
(}12"7") 13+0.84 12.42+0.78 12.3+0.81 12.14+0.79
%r?=n7l\;l 15+1.43 14.14%1.18 14+1.17 13.71%1.06
1(?]‘):3;" 14.57+1.11 13.850.76 13.57+0.89 13.3%0.99

MAP amp (mV)

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
K(ﬁ":t;‘)" 8.64%0.66 7.04%0.7 6.04%0.56 5.24+£0.5
(}12'\7") 9.88+0.52 7.96+0.54 7.08+0.58 6.48+0.48
%r?:n%l 8.52%0.74 6.68+0.74 6.04%0.58 5.5£0.56
1(?&;;" 9.52+0.7 7.1£0.44 5.98+0.38 5.58+0.36

MAPgy, (ms

0 Dakika 10 Dakika 20 Dakika 30 Dakika
‘E?\T;‘)" 186.42+13.97 193+12.79 193.71+13.6 194+13.79
(}12'\7") 194.14£13.23 | 200.14£15.05 | 201%15.64 | 202.57+16.04
22;7'\;' 219+13.83 | 226.43+15.91 | 229+15.35 230+14.17
1(‘3&;;" 234£10.93 244+13.68 245.14+12.85 | 246.14%13.04

SVGB, beta amyloid peptid 22-35‘in 1 nM dozunun 10. ve 20.
dakikalarinda p<0.001, dizeyinde ve 30. dakikada p<0.01 dlzeyinde
belirgin sekilde azalmistir. Beta amyloid peptid 22-35‘in 10 ve 100
dozlarinda SVGB, g6zlem periyodunun 10., 20. ve 30. dakikalarinda ise
p<0.001 dizeyinde anlamh sekilde azalmistir. Maksimal azalmalar 30.
dakikada bulunmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Beta amyloid peptid 22-35'in SVGB Uzerinde etkisi. ** p<0.01, *** p<0.001

Beta amyloid peptid 22-35‘in 1, 10 nM dozlar 10. ve 20. dakikalarda
+dP/dtnax da p<0.001 dizeyinde ve 30. dakikada ise p<0.05 dizeyinde
azalmaya neden olmustur. 100 nM dozu 10. ve 20. dakikalarda p<0.001
ve 30. dakikada p<0.01 dizeyinde anlamli olarak +dP/dtmax, 1 azaltmistir.
En fazla azalma 30. dakikada bulunmustur (Sekil 4.8).
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m Kontrol (n=7)
E1nM(n=7)
210 nM (n=7)
® 100 nM (n=7)

Sekil 4.8. Beta amyloid peptid 22-35'in +dP/dt.x Uzerinde etkisi

Beta amyloid peptid 22-35 dozlan 10., 20. ve 30. dakikalarinda kalp
atim sayisini etkilememistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Beta amyloid peptid 22-35'in kalp atim sayisi lzerinde etkisi

Kalplere 1, 10 ve 100 nM beta amyloid peptid 22-35 verilmesinin 10.
20. 30. dakikalarinda koroner akimda anlamh bir degisiklik bulunmamistir
(Sekil 4.10).
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E Kontrol (n=7)
m1nM(n=7)
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Koroner akim (%A)
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Sekil 4.10. Beta amyloid peptid 22-35’in koroner akim Uzerinde etkisi

Beta amyloid peptid 22-35’'in bltin dozlan 10., 20. ve 30.
dakikalarda kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda MAPamp’in{
azaltsa da bu azalma istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Beta amyloid peptid 22-35‘'in MAPamp Uzerinde etkisi

Sekil 4.12 de gosterildigi gibi kalplere 1, 10 ve 100 nM beta amyloid
peptid 22-35 verilmesinin 10. 20. 30. dakikalarinda kontrol grubu
dederlerine gére MAPgy dederlerinde anlamli bir degisiklik bulunmamistir.
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Sekil 4.12. Beta amyloid peptid 22-35'in MAPyy" a etkisi
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4.3. Beta Amyloid Peptid 1-42'nin ve 22-35'in Ileum Diiz
Kasi Uzerindeki Etkileri

ileum segmentlerine sirasiyla 10-°, 10-8, 10-7, 10-® M'lik artan ve
kimdulatif olarak uygulanan beta amyloid peptid 1-42 ve 22-35 dozlar
sonrasinda elde edilen yanitlarin istatistiksel dederlendirmesine ait veriler

tablo 4.5 ve 4.6 da go6sterilmistir.

Tablo 4.5. Beta amyloid peptid 1-42'nin 10-°, 10-8, 10-7, 10-®* M'lik dozlarina ait yanitlarin
istatistiksel degerlerinden elde edilen veriler.

10-° 10-8 10-7 10-°
median 0.000000 -0.2853519 1.490171 0.6024096
mean 1.028676 0.4121750 7.824280 6.2777425
SE.mean 3.417387 3.4490096 6.903247 6.6747424
CI.mean.0.95 7.880509 7.9534305 15.918916 15.3919837
std.dev 10.252162 10.3470289 20.709741 20.0242273

Tablo 4.6. Beta amyloid peptid 22-35'in 10-°, 10-8, 10-7, 10-°* M'lik dozlarina ait yanitlarin
istatistiksel dederlerinden elde edilen veriler.

10-° 10-8 10-7 10-°
median -22.784810 -31.223629 -39.029536 -84.599156
mean -17.088608 -20.253165 -31.909283 -69.040084
SE.mean 20.354941 28.918239 25.484416 29.388998
CI.mean.0.95 48.131786 68.380769 60.261068 69.493937
std.dev 57.572466 81.793131 72.080813 83.124639

Tablo 4.7. Beta amyloid peptid 1-42'nin ve beta amyloid peptid 22-35'in ED50 Dedgerleri

Estimate Std. Error Lower Upper
Beta amyloid 1-42 2.5841e-09 1.2722e-07 -2.5228e-07 0
Beta amyloid 22-35 | 9.1957e-09 3.8836e-09 1.4159e-09 0
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Sekil 4.13. Beta-Amyloid 1-42 ve Beta-Amyloid 22-35 'in izole sican ileumu lzerindeki
etkisi (n=9). Doz cevap edrileri, non-lineer regresyon analizi ile elde edilen dizeltilmis
degerleri ve hata barlari standart sapmay: (SD) ifade etmektedir

Her iki beta amyloid peptidin ileum diz kasi peristaltik kasiimalari
lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunamamistir. 22-35’ In
grafiine ve median degerlerine bakildiginda istatiksel olarak anlamlh
olmasa da gozle gorilen doza bagimli bir inhibisyon gorilmektedir.
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5- TARTISMA

Calismamizda beta amyloid peptid 1-42'nin ve beta amyloid peptid
22-35'in 1, 10, 100 nM dozlari izole perfiize sican kalplerinde doza bagl
sekilde SVGB ve +dP/dtmnax1 anlamli olarak azaltmistir. Beta amyloid peptid
1-42’nin ve beta amyloid peptid 22-35’in 1, 10 ve 100 nM dozlarinin kalp
kasilma gulcl Uuzerindeki etkileri simdiye kadar calisiimamistir. Ancak
bulgularimiz calistigimiz bu peptidlerin kalp kasilma glcind azalttigini
gostermektedir. Tsao ve ark. (Tsao vd., 2012) tavsan pulmoner ven
kardiyomiyositlerinde beta amyloid peptid 25-35‘in 100 nM dozunun
fosforile fosfolamban dlzeyini ve SERCA2a aktivitesini azaltarak SR’da
kalsiyum depolanmasinin azalmasina neden oldugunu bulmuslardir. Bu
arastiricilar beta amyloid peptid 25-35‘in voltaja bagimh L-tipi kalsiyum
kanallarindan kalsiyumun hicre icine gecisini de azalttigini bildirmislerdir
(Tsao vd., 2012). Calismamizda gozledigimiz beta amyloid peptid 1-42 ve
beta amyloid peptid 22-35’in negatif inotropik etkisi SR’da kalsiyum
depolanmasinin azalmasina ve L-tipi kalsiyum kanallarindan kalsiyumun
hiicre icine girisinin azalmasina bagh olabilir.

Calismamizda beta amyloid peptid 1-42'nin dozlar kalp atim sayisini
belirgin sekilde azaltmistir fakat beta amyloid peptid 22-35’in dozlan kalp
atim sayisini etkilememistir. Tsao ve ark. (Tsao vd., 2012) beta amyloid
peptid 25-35‘in 100 nM dozunun pacemaker aktivitesine sahip pulmoner
ven kardiyomiyositlerinde L-tipi kalsiyum kanallarindan hicre igine
kalsiyum gecisini azaltarak kalp atim sayisini  azaltabilecegini
bildirmislerdir. Bdylece beta amyloid peptid 1-42'nin kalp atim sayini
azaltmasi L-tipi kalsiyum kanallarindan kalsiyumun hlcre igine gegisindeki
azalmadan kaynaklanabilir. Bulgularimizin tersine Haase ve ark. (Haase
vd., 2013) ise beta amyloid peptid 25-35’in 100nM dozunun yeni dogan
sicanlarin kardiyomiyositlerinde a;-adrenerjik reseptorler aracigiyla pozitif
kronotropik etki goOsterdigini go6zlemislerdir. Ayrica bu arastiricilar
bulgularimizi destekler sekilde beta amyloid peptid 1-42'nin kalp atim
sayisini azalttigini gostermislerdir. Beta amyloid peptid 1-42 ve beta
amyloid peptid 22-35’in kalp atim sayisina etkisini aciklamak icin bagka
calismalarin yapilmasi gereklidir.

Beta amyloid peptid 1-42'nin 1 nM dozunun koroner akimi
degistirmedigini buna karsilik peptidin 10 nM ve 100 nM dozlarinin koroner
akimda belirgin azalmaya neden oldugunu gozledik. Niwa ve ark. (Niwa
vd., 2001) beta amyloid peptid 1-40'In (10nM-10uM) doza bagh sekilde
serebral kan akimini azalttigini géstermislerdir. Bu arastiricilar bu peptidin
serebral arterlere etki yaparak vazokonstriksiyona neden oldugunu ve
vazokonstriksiyonda ROS’larin  rol oynayabilecegini  bildirmislerdir.
Vazokonstriksiyonun  koroner akimda azalmaya neden oldudu
bilinmektedir (Niwa vd., 2001, Mattson, 1997). Dietrich ve ark. (Dietrich
vd., 2010) beta amyloid peptid 1-42'nin (100 ve 1000 nM) sican serebral
arteriyollerinde vazokonstriksiyona neden oldugunu goéstermislerdir. Bu
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bulgular bizim bulgularimizi desteklemektedir. Bundan baska beta
amyloid peptid 1-40'In serebral damar tonusunu arttirdigi (Dietrich vd.,
2010), kan akimini azalttigi ve endotelin-1 (Paris vd., 2000) ve serotonin
(Thomas vd., 1997) gibi ajanlarin damarlara etkisini glglendirdigi
gosterilmistir. Damar diz kas hucrelerinde beta amyloid peptid 1-40
birikimi sonucunda, vazokonstriktor ajani olan PGF2, yapiminin arttig
bildirilmistir (Townsend vd., 2002). Bu peptid sican aortunda
asetilkolinden kaynaklanan gevsemeyi azaltmistir. Ayrica beta amyloid
peptid 1-40 damar endotelinde endoplazmik retikulumun inozitol tri fosfat
reseptérlerinden kalsiyumun sizmasina, sitozolde kalsiyum
konsantrasyonun artmasina, PKC enziminin aktiflesmesine ve eNOS’un
inhibisyonuna neden olmustur. Bodylece NO dretimi azalarak damar
gevsemesi de azalmistir (BélUkbasi Hatip & Hatip-Al-Khatib, 2013).

Beta amyloid peptid 25-35‘in (100 nM) al-adrenerjik reseptorleri
aktiflestirerek fare aortunda ve koroner arterlerinde vazokonstriksiyona
yol actigi gortlmustir (Haase vd., 2013). Bdylece calismamizda da beta
amyloid peptid 1-42'nin koroner damarlarda vazokonstriksiyona neden
olarak koroner akimi azalttigi kabul edilebilir. Ayrica kasilma kuvvetinde
azalma koroner arterlerin daralmasina ve bodylece koroner akimin
azalmasina géturir. Ornedin vagal stimilasyon kalbin kasilmasini azaltir
ve koroner damarlarda daralma ile koroner akim azalir (Guyton, Hall,
2006, s. 251). Calismamizda gozledigimiz beta amyloid peptid 1-42'in
neden oldugu kalp kasilmasindaki azalma koroner akimin azalmasinda rol
oynayabilir.

Diger taraftan calismamizda kalplere beta amyloid peptid 22-35
verildikten sonra koroner akimda anlamli bir degisiklik bulunmamistir.
Peptidlerin aminoasit sayisi ve dizilisinin onlarin etkisinde degisikliklere
neden olabilecegi bildirilmistir (Shimohigashi vd., 1993). Bulgularimiz beta
amyloid peptid 22-35'in galistigimiz dozlarda (1, 10 ve 100 nM) koroner
akima etkili olmadigini gostermektedir. Bu durum beta amyloid peptid 22-
35'in aminoasit sayisinin ve amino asit sirasinin beta amyloid peptid 1-
42'ninkinden farkh olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica biz beta amyloid
peptid 22-35’in 100 nM’den yuksek dozlarini galisamadik. Bu peptid 100
nM’den yuksek dozlarda koroner akima etkili olabilir.

Beta amyloid peptid 1-42 ve beta amyloid peptid 22-35 kalplere
uygulandiginda MAPamp’liinde azalma edilimi gortlmekle beraber bu
azalmalar istatistiksel bakimdan anlamhliga ulasmamistir. MAP kaydi uzun
bir sire icinde tek bir bolgeden yapildiginda MAPamp azalir (Moore, Franz,
2007). MAPamp’. MAP'In Faz 0 ddéneminde (baslangigtaki hizl
depolarizasyon ve asma fazi) hicre icine sodyum akimina baglidir (Xia, Li,
Dong, Tu & Zeng, 2002).

Beta amyloid peptid 1-42'nin 1, 10 ve 100 nM dozlarinin MAPgy1
arttirdigini gozledik. Potasyum iyonlarinin hiicre disina diflizyonu MAP’In
final repolarizasyon asamasinin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Pinnell
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vd., 2007). Dolayisiyla bu iyonlarin hicre disina akimindaki gecikme, MAP
stiresinin uzamasina yol acar (Charpentier, Mérot, Loussouarn & Bard,
2010). Beta amyloid peptid 1-42'nin dozlarinin MAPgo1 arttirmasi kalp atim
sayisl ile iliskili olabilir. MAP siresinin kalp frekansina gore degistigi, kalp
atim sayisi azaldiginda MAP siresinin arttigi bildirilmistir (Wang vd.,
2014). Boylece bu galismada gozledigimiz MAPgyo'daki artma, beta amyloid
peptid 1-42'nin kalp atim sayisini azaltmasina baglh olabilir. Calismamizda
beta amyloid peptid 22-35 MAPyo dederlerinde anlamli bir dedisiklige
neden olmamistir. Beta amyloid peptid 22-35'in dozlar calismamizda beta
amyloid peptid 1-42'ye gore kalp atim sayisini daha az azaltmistir. Boylece
beta amyloid peptid 22-35'in MAPgy’da anlamli artisa yol agmamasinin
nedeni bu peptidin beta amyloid peptid 1-42'ye gbre kalp atim sayisini
daha az azaltmasina bagli olabilir. Beta amyloid peptid 1-42'nin ve beta
amyloid peptid 22-35'in MAPy, Uzerindeki etkilerini aciklamak icin baska
calismalarin yapilmasi gereklidir.

Bulgularimiz beta amyloid peptid 1-42 ve beta amyloid peptid 22-
35’in ileum diz kaslarinin kasilmasini etkileyemeyecegini gosterdi. Beta
amyloid peptid 22-35'in grafigine ve median dederlerine bakildiginda
istatiksel olarak anlamh olmasa da gobzle goérilen doza bagimh bir
inhibisyon  goralmektedir. Buna karsihik  Shimohigashi ve ark.
(Shimohigashi vd., 1993) beta amyloid peptid 21-35‘in (10 nM- 100 pM)
domuz ileum diz kasinda P maddesi reseptdrlerinin agonisti olarak
davranip kasilmaya neden oldugunu bulmuslardir. Bu arastiricilar beta
amyloid peptid 25-35‘in en ylksek dozunun bile (100 uM) bu etkiyi
gostermedigini gozlemislerdir ve peptidlerin aminoasit sayisinda ve amino
asitlerin dizilis sirasindaki farklihgin farkli etkilere neden oldugunu
bildirmislerdir (Shimohigashi vd., 1993). Calistigimiz peptidlerin ileum diz
kasinin kasilmalarini etkilememis olmasi bu peptidlerin aminoasit sayisinin
ve amino asit sirasinin beta amyloid peptid 21-35’inkinden farkh
olmasindan kaynaklanabilir. Beta amyloid peptid 1-42 ve beta amyloid
peptid 22-35'in barsak diz kasi lzerindeki etkisi arastiriimadigindan bu
konuda daha fazla calismanin yapilmasi gereklidir.
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6- SONUC VE ONERILER

Bulgularimiz beta amyloid 1-42'nin negatif inotropik ve negatif
kronotropik etkilerle birlikte MAP siiresini arttirabilecegini géstermektedir.
Bu peptidin yuksek dozlari koroner akimi azaltabilir. Bulgular beta amyloid
peptid 22-35'in negatif inotropik etkiler yapabilecegini de géstermektedir.
Ayrica bulgular her ki peptidin ileum diz kasinin kasiimasini
etkileyemeyecegini gosterir. Beta amyloid peptid 1-42 ve beta amyloid 22-
35 Alzheimer hastalijinda kalp kasilma kuvvetini azaltabilir.
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Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi Prof.
Dr. Ziya KAYGISIZ’n aragtirma yiiriitiiciisii oldugu 378-1//2014 kayit numarah ve “ Beta amyloid
peptidlerin izole rat kalp kasina ve barsak diiz kasina etkileri " konulu calisma; tarafimizdan
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Caligmada 300400 g agirhginda Wistar veya Spraque Dawley (80 adet disi) kullanilacaktir.
Heparin (1000 IU, intrapertoneal) verildikten 30 dakika sonra sodyum tiyopental anestezisi
uygulanacaktir. Kalp izole edildikten sonra buz gibi soguk Krebs soliisyonuna konulup
durdurulacaktir.

Kalbin durdugu gézlendikten sonra kalp ¢evre dokularindan temizlenip ortadan perfiizyon
sistemine paslanmaz gelik bir kaniil vasitasiyla baglanarak Langerdorff sistemi ile perfiize edilecektir.
Kalpler noncirculating Langendorrf teknigine gore retrograd olarak perfiize edilecektir. Koroner
drenaji kolaylagtirmak igin pulmoner arter kesilecektir. Perflizyon soliisyonu olarak bilegimi asagida
verilmig ve giinlik olarak hazirlanmig modifiye Krebs-Henseleit solusyonu kullanilacaktir. Bu
soliisyonun bilesimi (mM olarak): NaCl 118, KC1 4.7, CaCl2 2.5, MgS04 1.2, KH2PO4 1.2, NaHCO3
25 and glukoz 11 seklindedir. Bu solusyon devamli olarak % 95 O2 ve % 5 CO?2 ile oksijendirilecektir
ve solusyonun pH't 7.3-7.5 arasinda ve sicakhifi 37derece santigrad olarak devam ettirilecektir.
Kalpler sabit basing altinda (70 mmHg) perfiize edilecektir.

Hemodinamik parametrelerin Slgiilmesi Kalplerin kasilma kuvveti balon ile dlgiilecektir. Bir
sivi ile dolu lateks balon bir basing transduserine (Isotec, Hugo Sachs Electronic, March-Hugstetten,
Germany) baglandiktan sonra mitral kapaktan sol ventrikiil i¢ine konulacaktir ve peak sistolik basing
ve sol ventrikiiliin diyastol sonu basinci Slgiilecektir. Diyastolik balon basinci 8 mmHg da tutulacaktir.
Sol ventrikilliin gelistirdigi basing (kalp kasilma kuvvetinin bir indeksi) sistolik ve diyastolik basinglar
arasinda fark olarak &lgiilecektir ve bu basing kasilma kuvveti olarak kabul edilecektir. Bundan bagka
sistolik basinc bir software tarafindan (Isoheart Software, Version 1.5 for Microsoft Windows
NT/2000/XP,Hugo Sachs Elektronic,March-Hugstetten, Germany) isleme ugratilarak +dP/dtmax and -
dP/dtmin belirlenecektir. +dP/dtmax, (sol ventrikiil basincinda artigin maksimum hizi) diger kasilma
kuvveti indeksi olarak kabul edilecektir. Dakikada kalp atim sayisi sol ventrikiil basing sinyalinden
hesaplanacaktir. Koroner akim (koroner vaskiiler tonusun bir indeksi) bir dakika siire iginde bir
mezurde kalbi terkeden sivi toplanarak Slgillecektir. -dP/dtmin, (sol ventrikillde basing azalmasinin
maksimum hizi) kalbin bir gevseme indeksi olarak kullanilacaktir.

Beta amyloid peptid verilmeden &nce kalpler 30 dakika dengelenecektir. Stabilizasyon
doneminden sonra 42 amino asit igeren beta amyloid peptid 42 ve beta amyloid peptid 12-28 (1, 10
and 100 nM) bir infiizyon pompasi (Graseby Medical, Model 3400, Watford Herts) kullanilarak
kalplere 30 dakika infiize edilecektir ve infiizyon hiz1 biitiin deneyler igin 0.2 ml/dakika olacaktir. Her
bir doz farkl: bir kalp grubuna verilecektir.Bundan bagka kolesterol'un beyinde beta amyloid peptid
yapimin arttirmasi nedeni ile kolesterol metil beta siklodekstrin ve metil beta dekstrin (1 mikro M) un
izole rat kalbine etkileri ¢aligilacaktir.

300-400 g agwrhfinda sican bulmak giic olabilir. Anestezi yontemi net olarak
belirtilmelidir (eter?/tiyopental?)

Kullamlan yontemler uluslararas1 standardi olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler
verilmigtir. Caligmamn yapilmasinda, Komisyonumuzun olumsuz goriigii bulunmamaktadir.

Adres: Meselik Kampiisii 26480 Eskisehir
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