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Langendorff-Perfiize Sican Kalbinde
Iskemi Siiresi ile Iskemi/Reperfiizyon
Hasar1 Arasindaki Iliski: Degerlendirme
Kriterleri Neler Olmali?

How to Interpret Relationship Between
Ischemic Time and Ischemia/Reperfusion Injury
in Langendorff Perfused Rat Hearts

OZET Amag: Langendorff izole perfiize kalp modelinde yapilan caligmalarda, iskemi siirelerinin ve hasar de-
gerlendirme kriterlerinin gesitliligi, sonuglarin yorumlanmasini zorlagtirmaktadir. Bu ¢aligmada, izole sigan
kalplerinde farkli iskemi siireleri ile iskemi sonras1 miyokardiyal fonksiyonel iyilesme, doku canlilig1 ve ult-
rastritktiirel degisiklikler arasindaki iligkinin aragtirilmas: ve sonuglarin dogru yorumlanabilmesi i¢in kulla-
nilmas: gereken kriterlerin belirlenmesi amaglanmistir. Gereg ve Yéntemler: Sabit akimli Langendorff
diizeneginde kalpler, siirekli perfiizyon (kontrol), 15 (Iskemi15), 30 (Iskemi30) veya 45 (iskemi45) dakika glo-
bal iskemi sonrasinda 30 dakika reperfiizyon uygulanan gruplara ayrilmistir. izole kalplerde LVDP,
+dP/dtmaks, -dP/dtmaks, kalbin dakikadaki atim hizi, aritmi insidans: ve siiresi 6l¢tilmiistiir. Koroner akim 6r-
neklerinden kreatin kinaz-MB (CK-MB) tayini, kalp dokusu kesitlerinde trifeniltetrazolyum boyama ve elek-
tron mikroskobu ile morfolojik degerlendirmeler yapilmistir (LVDP; LVDP = LV sistolik basing — LV diyastolik
basing). Bulgular: Kontrol ve Iskemil5 gruplarinda fonksiyonel parametrelerin tiimii deney siiresince degis-
memistir. Iskemi30 grubunda sol ventrikiil basing gelisimi, kasilmanin maksimum hizi ve gevsemenin maksi-
mum hizi erken reperfiizyon déneminde azalmis, zamana bagli maksimum kasilma degeri reperfiizyon sonunda
bazal degere donmiis, kalp hiz1 azalmustir. Iskemi45 grubunda biitiin fonksiyonel parametreler erken reperfiiz-
yon déneminde azalmis ve reperfiizyon sonunda bazal degerlere dsnmiis, kalp hiz1 degismemistir. Iskemi uygu-
lanan biitiin kalplerde aritmi skorlar1 artmistir. Kontrol, Iskemil5 ve Iskemi30 gruplarinda CK-MB diizeyi
artmamus, trifeniltetrazolyum boyama sonuglar: bu gruplarda geri doniigtimsiiz doku hasar1 meydana gelmedi-
gini gostermistir. Iskemi45 grubunda hem CK-MB diizeyi artmis hem de nekrotik alan varli1 gézlenmistir. Mor-
folojik ¢aligmalarda miyofibril skorlar1 yiiksek olmamakla birlikte en belirgin ultrastriiktiirel degisiklikler
Iskemil5 grubunda goriilmiistiir. Iskemi siiresi arttikga 6dem, glikojen, mitokondri ve niikleus skorlar1 olarak
ifade edilen ultrastriiktiirel degisiklikler azalmistir. Sonug: Caligmamizin sonuglari, Langendorff izole perfiize
sigan kalplerinde yapilan iskemi reperfiizyon galigmalarinda sonuglarin dogru yorumlanabilmesi i¢in fonksi-
yonel parametrelerin morfolojik ve biyokimyasal verilerle birlikte degerlendirilmesi gerektigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi; reperfiizyon hasari; kalp; ultrastriiktiir; sicanlar

ABSTRACT Objective: Diversities in ischemia time and injury assessment criteria used in Langendorff perfused
isolated heart models complicate evaluation of the results. In this study, relationship between myocardial func-
tional recovery, tissue viability and ultrastructural changes following ischemia were investigated in order to de-
termine criteria which should be used to make precise interpretations. Material and Methods: Hearts were
perfused in the constant flow Langendorff mode and were subjected to either continuous perfusion (Control), or
to 15 (Ischemial5), 30 (Ischemia30) or 45 (Ischemia45) minutes ischemia followed by 30 minutes reperfusion. Left
ventricular developed pressure, maximum contraction and relaxation rates, heart rate, arrhythmia incidence and
duration were evaluated. Coronary effluent and heart cross-sections were used for creatine kinase-MB (CK-MB)
measurements and morphological studies, respectively. Results: All functional parameters remained unchanged
in Control and Ischemial5 groups. In Ischemia30 group, LVDP, +dP/dtmax and -dP/dtmax declined in early
reperfusion, +dP/dtmax returned to basal values and heart rate declined at the end of reperfusion. In Ischemia45
group, all functional parameters except for heart rate declined in early reperfusion and returned to basal values
at the end of reperfusion. Arrhythmia scores increased in all hearts subjected to ischemia. CK-MB was not elevated
and triphenyltetrasolium staining showed that tissues were viable in Control, Ischemial5 and Ischemia30 groups.
Necrotic fields were found and CK-MB increased in Ischemia45 group. Despite low myofibril scores, most marked
ultrastructural pathological changes were found in Ischemial5 group. As ischemia time increased, the ultrastruc-
tural changes expressed as edema, glycogen, mitochondria and nuclei scores decreased. Conclusion: Our findings
show that functional parameters should be evaluated in conjunction with morphological and biochemical data to
make precise interpretation in ischemia reperfusion studies in isolated Langendorff perfused rat hearts.

Key Words: Ischemia; reperfusion injury; heart; ultrastructure; rats
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alp ameliyatlari, perkiitan koroner girisim-
B ler veya anjina ataklari esnasinda global
veya bolgesel miyokard iskemisi meydana
gelebilmektedir. Iskemiye ve iskemik miyokardin
yeniden perfiize olmasina bagli olarak miyokardiyal
sersemleme veya kalic1 miyokard hasan gelisebildigi
i¢in, iskemi/reperfiizyon hasarinin incelenmesine
yo6nelik bir¢ok arastirma yapilmaktadir.! Akut mi-
yokardiyal iskeminin neden oldugu olaylarin ve kar-
diyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilacak
ilaglarin etkilerinin incelenmesinde, Langendorff
izole perfiize kalp sistemi in situ kalp modellerin-
den daha iyi kontrol edilebilir deney sartlar1 sagla-
maktadir.? Ancak fare, sican, tavsan ve kobay gibi
farkh tiirler kullanilarak yapilan, iskemi/reperfiiz-
yon hasarinin etkilerinin incelendigi caligmalar
arasinda, miyokard iskemisi siireleri ve post-iske-
mik hasar dereceleri arasindaki farkliliklar, elde
edilen sonuglarin karsilastirilmasinda giiglitk olus-
turmaktadir.®> Bu nedenle ¢aligmamizda Langen-
dorff izole perfiize sican kalbinde iskemi siiresine
bagli olarak meydana gelen yapisal degisiklikler ile
fonksiyonel degisikliklerin birlikte degerlendirile-
rek, aralarindaki olasi baglantinin belirlenmesi
amaclanmigtir. Iskemi siiresi ile miyokardiyal hasar
arasindaki iligkinin kurulabilmesi, miyokardiyal is-
kemi ve infarktiis tedavisi i¢in diisiiniilen farmako-
lojik stratejiler i¢in 6nemli veriler saglayacaktir.

I GEREC VE YONTEMLER

Calismada 200-300 g agirhigindaki erkek Wistar si-
canlar kullamildi. Bu calisma Ege Universitesi Ecza-
cilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (onay no: 04-49/216) ve ca-
lismada kullanilan hayvanlar “Laboratuar Hayvan-
larinin Bakimi ve Kullanimi Hakkinda Rehber”
(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)
prensipleri dogrultusunda bakilarak, deneye alin-
mustir. Sicanlar anestezi uygulanmaksizin giyotin ile
dekapite edildi. Toraks acilarak izole edilen kalpler
soguk perfiizyon soliisyonuna (Tyrode (g/1): NaCl,
7,5; KCI, 0,35; MgCl,, 0,1; CaCl,, 0,15; NaH,PO,,
0,05; NaHCOs3, 1,7; Glukoz, 2,0) koyularak durdu-
ruldu. Kalpler Langendorff diizeneginde (Commat
Ltd., Ankara, Tiirkiye) hazir bekletilen kandile taki-
larak aort aracilig1 ile retrograd olarak ve hayvanla-
rin agirhklarina gore dakikada 7-10 ml olacak
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sekilde sabit akim uygulanarak perfiizyona baglanda.
Perfiizat 37 °C’de sabit tutularak %95 O,, %5 CO,
karisimn ile siirekli gazlandirildi. Kalpler diizenege
takildiktan sonra fonksiyonel parametrelerin 6l-
¢limti i¢in sol ventrikiil igerisine 0-10 mmHg'lik bir
6n yiik olusturacak sekilde bir kateter araciligiyla
basing transdusirina bagl olan ici s1v1 dolu lateks bir
balon yerlestirildi ve sol ventrikiil basing gelisimi
(LVDP; LVDP = LV sistolik basing — LV diyastolik
basing), zamana bagli maksimum kasilma ve gev-
seme degerleri (+dp/dt, 1 -dp/dt, i), perfiizyon
basinci ve kalp hizi kaydedildi (Biopac MP35, Bio-
pac Student Lab PRO 3.7.0, CA, ABD). Fonksiyonel
parametrelere iliskin dl¢iimler reperfiizyonun 10.
dakikasinda, erken reperfiizyon doneminde yapildi.
Kalbe yerlestirilen igne elektrotlar ile bipolar elek-
trogram kayd: yapildi ve deney sonrasinda erken re-
perflizyon donemi (reperfiizyonun ilk 10 dakikasi)
bipolar EKG kayitlar1 incelenerek, Lambeth Con-
ventions’a gore aritmi insidansi ve siiresi saptana-
rak skorlandi.*> Stabilizasyon periyodu sonunda
LVDP’si 60 mmHg'nin, aort perfiizyon basinc: 70
mmHg'nin altinda olan kalpler deney dis1 birakilda.
Siganlar kontrol grubu (siirekli perfiizyon), 15, 30
ve 45 dakika global iskemi gruplari olmak {izere 4
gruba (sirastyla Kontrol, iskemil5, Iskemi30 ve Is-
kemi45) ayrildi (Sekil 1). Biitiin deney gruplarinda
30 dakikalik stabilizasyon siiresi sonundaki deger-
ler; bazal deger, 90. dakika reperfiizyon baslangici,
100. dakika erken reperfiizyon dénemi ve 120. da-
kika reperfiizyon sonu olarak kabul edildi.

Kardiyak hiicrelerde geri doniisiimsiiz hasar
olusumunun tespit edilebilmesi amaciyla deneyin
30 ve 90. dakikalarinda toplanan koroner akim 6r-
neklerinden CK-MB tayini yapildi (BioDPC Turbo
CK-MB - Immulite 1000, BioDPC). Biitiin grup-

At
B fiskemi k
C+ iskemi  b———
D—mm—— iskemi _
Zaman
(dakika) 0 30 60 90 120

$EKiL 1: Sabit akim ile Langendorff modunda perfiize edilen kalplere uygu-
lanan perfiizyon protokolleri. Kontrol (A; normal perfiizyon, n=5); iskemi15
(B; 15 dakika iskemi, n=4); iskemi30 (C; 30 dakika iskemi, n=5); iskemi45
(D; 45 dakika iskemi, n=5).
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larda alinan 6rnekler enzim tayini yapilacak giine
kadar -20 “C’de bekletildi.

Deney sonunda diizenekten ¢ikarilan kalpler-
den apekse komsu iki adet 1 mm’lik kesit alinarak
elektron mikroskobik ¢aligmalar i¢in ayrildi. Ali-
nan 6rnekler %2,5 gluteraldehit solusyonu iginde
24-48 saat siire ile bekletildi. Daha sonra %1’lik
osmiyum tetroksit ile 1 saatlik postfiksasyon uy-
gulandi. Sorenson fosfat tamponu ile yikanan 6r-
nekler alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildi, propilen oksit ile muamele edildikten sonra,
propilen oksit ile araldit karisimi ile muamele
edildi, araldit CY 212 i¢inde plastik bloklara go-
miildi. Elde edilen araldit bloklardan LKB ultra-
tom ile alinan 2 mikronluk yar1 ince kesitlerde ince
kesitler i¢cin kullanilacak sahalar tespit edildi. Daha
sonra 60-90 nm kalinlikta ince kesitler alindi; ura-
nil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandiktan
sonra (boyama) JEOL JEM 1200 EX transmisyon
elektron mikroskobu (Tokyo, Japoya) ile degerlen-
dirildi, skorlama yapildi ve fotograflandi. Skorlama
i¢in her gruptan dorder 6rnek degerlendirmeye
alindi. Her 6rnek i¢in intraseliiler dem ve kapiller
skoru icin 20 farkl saha, glikojen, nukleus ve mi-
yofibril skorlamasi i¢in 20 hiicre incelemeye alina-
rak skorlandi. Mitokondri skoru igin ise her
ornekte 100 mitokondri degerlendirildi. Tablo 1’de
gosterilen skorlama kriterleri olusturulurken lite-
ratiirde yer alan tablolardan yararlanildi.® Bu kri-
terlerin belirlenmesi i¢in bir 6n inceleme yapildi
ve bu ¢alisma i¢in uygun olan kriterler se¢ildi.

Ultrastriiktiirel caligmalar i¢in ayrilan iki kesit
disindaki biitiin kalp kesitlerinde geri doniistimsiiz
hasar olusumunun tespit edilebilmesi amaciyla ke-
sitler, 37 °C’de 20 dakika %1’lik 2,3,5-trifeniltetra-
zolyum kloriir ¢ozeltisi (0.1M fosfat tampon
¢ozeltisi, pH=7,4) ile inkiibe edildi. Daha sonra
%10’luk formalin ¢ozeltisi ile fikse edilen kesitlerde
kirmiziya boyanmamis infarktl alan olup olmadig:
gorsel olarak degerlendirildi.”

VERILERIN ANALIZI

Biitiin veriler medyan (minimum ve maksimum
deger) olarak verildi. “n” kalplerin izole edildigi hay-
van say1sint gostermektedir. Verilerin analizi SPSS
9.05 (Chicago, IL, ABD) programinda yapildi. Ayni
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TABLO 1: Elektron mikroskobik ¢alismada kullanilan
skorlama kriterleri.

intraseliiler 5dem Yok
Hafif 6dem az vakuol
Belirgin 6dem ve gok sayida vakuol
Sarkolemmada yirtiima
Glikojen Normal
Hafif azalma
Orta derecede azalma
Belirgin azalma veya yoklugu

Mitokondri Normal

- O W N = O W = O

Kristalarin zigzag profili veya

bal petegi gérintisu

Kristalarin destriksiyonu

Mitokondrinin tam destriiksiyonu
Kapillerler Normal endotel hiicreleri

Pinositotik vezikillerin azligi

N = O W N

Lokalize endoteliyal sisme
interseliiler birleskelerde ayrima ve
dejenerasyon

Nukleus Normal

Homojen dagilimli kromatin

Topaklasma ve marjinasyon

Blziisme

Miyofibriller Normal | bandlari

Kontraksiyon bandlarinin varligi

ileri derecede gevsek sarkomer

W DD =2 O W N = O W

Miyofibrillerde lizis

hayvandan elde edilen veriler i¢in “Wilcoxon matc-
hed-pairs signed rank test” ve farkli hayvandan elde
edilen veriler i¢in “Mann-Whitney U testi” kulla-
nildi. Aritmi skorlarinin degerlendirilmesinde
“Mann-Whitney U-testi” kullanildi. Elektron mik-
roskobu skorlarinin degerlendirilmesi “Kruskal Wal-
lis Testi” sonrasinda “Mann-Whitney U testi” ve
“Jonckheere Test for Ordered Alternatives” kullani-
larak yapildi. p degerleri 0,05°den kii¢iik bulundu-
gunda fark istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

I BULGULAR

IZOLE KALPLERDE OLCULEN
FONKSIYONEL PARAMETRELER

Sol Ventrikiil Basing Geligimi (LVDP)

Kontrol ve Iskemil5 gruplarinda LVDP deney sii-
resince degismemistir. Iskemi30 ve Iskemi45 grup-
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larinda LVDP iskemi sonrasinda anlamli sekilde
azalmistir (p=0,043) ve bu azalma Iskemi30 gru-
bunda deney sonuna kadar devam etmis (p=0,043),
Iskemi45 grubunda ise bazal degerlere geri donm-
ustlir (Tablo 2).

Kasilmanin Maksimum Hizi (+dP/dt,,,)

Kontrol, Iskemil5 ve Iskemi30 gruplarinda
+dP/dt
ve Iskemi45 gruplarinda +dP/dt

aks deney sonunda degismemistir. iskemi30

maks iskemiden
sonra anlamli sekilde azalmigtir (p=0,043) ve her iki
grupta bu azalma deney sonunda bazal degerlere

donmistiir (Tablo 2).

Gevsemenin Maksimum Hizi (-dP/dt, )

Kontrol ve Iskemil5 gruplarinda -dP/dt ;.  deney
siiresince degismemistir. Iskemi30 ve Iskemi45

laml sekilde azalmistir (p=0,043). Bu azalma Is-
kemi30 grubunda deney sonunda da devam etmis
(p=0,043), iskemi45 grubunda ise deney sonunda
bazal degerlere geri donmdistiir (Tablo 2).

Kalbin Dakikadaki Atim Hizi

Kontrol ve Iskemil5 gruplarinda dakikadaki atim
hiz1 deney siiresince degismemistir. iskemi30 ve Is-
kemi45 gruplarinda kalbin dakikadaki atim hizi
deney sonunda anlamli gekilde azalmistir
(p=0,043), (Tablo 2).

Aritmi insidansi ve Siiresi

Sigan kalplerinde Kontrol grubu ile kargilastirildi-
ginda iskemi uygulanan biitiin gruplarda aritmi in-
sidans1 ve siiresini ifade eden aritmi skorlarinin
[medyan (min-maks)] istatistiksel olarak anlaml bir

gruplarinda -dP/dt

maks

iskemi stiresi sonrasinda an-

sekilde arttig1 gozlemlenmistir (Kontrole kars: Is-

TABLO 2: Fonksiyonel Parametreler, Stabilizasyon sonrasi (Bazal, 30, dk), reperfiizyonun 10, dakikasi
(Erken reperfiizyon, 100, dk) ve reperflizyon sonunda (120, dk) él¢tilen kalbin fonksiyonel parametreleri,
degerler [medyan (min-maks)] olarak verilmistir.

Kontrol (n=5)

LVDP {mmHg)

Bazal 91 (72-135)
Erken reperfiizyon 100 (84-109)

p degeri 0,686
Reperflizyon sonu 98 (83-107)

p degeri 0,893
+dP/dt maks {(mmHg/sh)

Bazal 2774 (2372-4125)
Erken reperfiizyon 2959 (2800-3329)
p degeri 0,500
Reperfiizyon sonu 2909 (2713-3193)
p degeri 0,500
-dP/dt maks {(mmHg/sh)

Bazal 1751 (1247-2438)
Erken reperfizyon 1705 (1476-2011)
p degeri 0,500
Reperfiizyon sonu 1618 (1435-1844)
p degeri 0,345
Kalbin dakikadaki atim hizi {atim/dk)

Bazal 270 (252-298)
Erken reperfizyon 267 (238-306)

p degeri 0,686
Reperfiizyon sonu 262 (244-290)
p degeri 0,104

iskemi15 (n=4) iskemi30 (n=5) iskemi4s (n=5)
87 (85-120) 96 (78-115) 98 (79-110)
67 (54-98) 57 (45-83) 81 (70-102)
0,068 0,043 0,043
77 (72-100) 91 (76-110) 100 (88-109)
0,068 0,043 0,345
3009 (2879-3461) 3091 (2539-3799) 3060 (2617-3463)
1995 (1586-2849) 1672 (1417-2570) 2478 (1836-3051)
0,068 0,043 0,043
2597 (2489-3223) 3049 (2618-3513) 3093 (2727-3534)
0,068 0,138 0,225
1757 (1675-1922) 1884 (1460-2220) 1737 (1368-1946)
1080 (807-1769) 846 (713-1280) 1429 (1034-1796)
0,068 0,043 0,043
1304 (1189-1841) 1648 (1304-1761) 1656 (1359-1916)
0,068 0,043 0,500
242 (240-279) 249 (224-258) 269 (237-280)
247 (228-270) 247 (221-267) 273 (220-287)
1,000 0,893 0,500
235 (232-243) 221 (190-251) 232 (214-253)
0,144 0,043 0,043
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+dP/dts: Kasilmanin maksimum hizi; -dP/dt,..s: Gevsemenin maksimum hizi.
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kemi 15, Iskemi30 ve Iskemi45 gruplari i¢in sira-
siyla p=0,016, p=0,008, p=0,008) olmustur (Tablo 3).

KORONER AKIMDA CK-MB DEGERLERI

Tiim gruplarda deneyin 90. dakikasinda koroner
akim Ornekleri alinarak CK-MB degerleri 6l¢iilmiis
ve sadece Iskemi45 grubunda CK-MB degerinin
bazal degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel ola-
rak anlamli oldugu belirlenmistir (p=0,043), (Tablo
4).

iZOLE KALPLERDE INFARKT ALANI

Kontrol, Iskemil5 ve Iskemi30 gruplarindaki kalp-
lerden alinan kesitlerde trifeniltetrazolyum kloriir
boyama sonrasinda belirgin infarkt alanina rast-
lanmamistir. Iskemi45 grubunda az sayida drnekte
infarktl: bolge gozlemlenmistir (Veriler gosteril-
memisgtir).

iZOLE KALPLERDE iSKEMi SURESINE BAGLI OLARAK
OLUSAN ULTRASTRUKTUREL DEGiSIKLIKLER

Skorlama i¢in her gruptan doérder 6rnek degerlen-
dirmeye alindi. Her 6rnek i¢in intraseliiler 6dem
ve kapiller skoru i¢in 20 farkli saha; glikojen, nuk-
leus ve miyofibril skorlamasi i¢in 20 hiicre incele-
meye alinarak skorlandi. Mitokondri skoru igin ise
her 6rnekte 100 mitokondri degerlendirildi. Her
ornek icin degerlendirilen 20 hiicre veya alan ve

TABLO 3: Reperfiizyon baslangicinda (90, ile 100,
dakikalar arasinda) gézlenen aritmi insidansi ve siresi.

Aritmi skoru [medyan (min-maks)]  p degeri
Kontrol (n=5) 1(1-1)
iskemi15 (n=4) 3(2-4) 0,016
iskemi30 (n=5) 4 (2-5) 0,008
iskemi45 (n=5) 4(3-5) 0,008

TABLO 4: Koroner akimda éI¢tlen CK-MB degerleri.

CK-MB (ng/mL) [medyan (min-maks)]

Bazal (30. dk)  iskemi sonu (90.dk) p degeri
1,79 (1,66-1,96) 1,96 (1,44-2,08) 0,500
1,63 (1,43-1,88) 2,05 (1,61-2,37) 0,273
1,94 (1,60-2,34) 1,76 (1,58-1,94) 0,138
1,55 (1,14-1,84) 1,92 (1,54-2,17) 0,043

Kontrol (n=5)

iskemi15 (n=4)
iskemi30 (n=5)
iskemi45 (n=5)
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RESIM 1: A) Kontrol Kalplerinde Ultrastriiktirel Griiniim. Normal bir kalp
kas! hticresi; mitokondri (M), miyofibriller (My) ve nukleus(N) (x6000). B) 15
Dakika iskemi Uygulanan Kalplerde Ultrastriikttirel Goriinim. Oklar miyofib-
riler ayniimalar ve lizisi gostermektedir, mitokondri (M), glikojen miktarinda
azalma, hiicre igi vakuol (V) mevcuttur, (x10000). C) 30 Dakika iskemi Uygu-
lanan Kalplerde Ultrastrikturel Gortintim. Belirgin 6dem (*) ve miyofibrillerde
(My) hafif ayrilma, hticre ici glikojen miktarinda hafif azalma ve ¢ogu normal
gérinimlii mitokondri (M) izlenmektedir, (x6000). D) 45 Dakika iskemi Uygu-
lanan Kalplerde Ultrastriktiirel Gortiniim. Perinikleer 6dem (*), mitokondri
(M) ve miyofibriller (My), (x6000). Ultrastriikttirel gériinim deney sonunda
duzenekten cikarilan kalplerden apekse komsu iki adet 1 mm’lik kesit ali-
narak JEOL JEM 1200 EX transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak
degerlendirildi, skorlama yapildi ve fotografland.

100 mitokondri i¢in verilen skorlar toplanmis, her
ornekte ultrastriiktiirel degisiklikleri ifade eden bir
total skor intraseliller 6dem, glikojen, mitokondri,
nukleus, kapiller ve miyofibriller i¢in ayr1 ayr1 he-
saplanarak istatistik yapilmigtir. Iskemi siiresinin
hiicrelere etkileri degerlendirildiginde 0 dakika
(kontrol grubu) ile 45 dakika arasinda degisen is-
kemi siiresinin hiicresel 6dem, glikojen, mitokon-
dri ve nukleus iizerinde anlamli etkileri oldugu
belirlenmistir (sirasiyla; p=0,003, p=0,002, p=0,003,
p=0,003) (Resim 1). Bu degisikliklerin 15 dakika is-
kemi uygulamas: sonrasinda pik yaptig: gosteril-
mistir (p=0,029). On bes dakikay: asan siirelerdeki
iskemi uygulamalarinda, iskemi siiresi arttikca ha-
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sarin azalma yoniinde egilim goésterdigi saptanmis-
tir [6dem (p<0,001), glikojen (p<0,001), mitokon-
dri (p=0,001) ve nukleus (p=0,001)]. Kapiller ve
miyofibril skorlar: biitiin gruplardaki 6rneklerde O
olarak bulunmustur. Tablo 5’te iskemi hasarinin in-
celendigi gruplarda hiicrelerdeki intraseliiler 6dem
ile glikojen, mitokondri ve nukleuslarda meydana
gelen degisikliklerin total skorlarinin medyan
(min-maks) degerleri verilmektedir.

I TARTISMA

Bu calismada Langendorff izole perfiize sican kal-
binde iskemi siiresine bagli olarak meydana gelen
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler birlikte deger-
lendirilerek, aralarindaki olas1 baglantinin gosteri-
lebilmesi ve deney sonuglarinin yorumlanmasinda
kullanilacak parametrelerin belirlenmesi hedef-
lenmistir. Ol¢iilen biitiin fonksiyonel parametre-
ler Kontrol ve Iskemil5 gruplarinda deney
siiresince degismemistir. Iskemi30 grubunda
LVDP, +dP/dt ., ve -dP/dt
erken doneminde azalmais, kalbin dakikadaki atim

reperfiizyonun

hizinda ise sadece deney sonunda bir azalma goz-
lenmistir. +dP/dt ,,,, reperfiizyon sonunda bazal
degerlere donerken LVDP ve -dP/dt
deney sonunda da diisiik olarak belirlenmistir.

maks degerleri
Lochner ve ark. da 30 dakika global iskemi uygu-
lanan sican kalplerinde reperfiizyon sonunda
LVDP’nin azaldigini gostermislerdir.® izole sigan
kalplerinde farkli iskemi siireleri uygulanarak ya-
pilan bir diger ¢alismada da, 30 dakika iskemi uy-
gulandiginda belirgin bir fonksiyonel bozukluk
olustugu ancak bizim ¢alismamizdan farkl olarak
15 dakika iskemi uygulamasinin da sol ventrikiiliin

kontraktil fonksiyonlarinda orta siddette bir azal-
maya neden oldugu bildirilmistir.” Bizim ¢aligma-
mizda Iskemi45 grubunda kalp hiz: harig dl¢iilen
biitiin fonksiyonel parametrelerin reperfiizyonun
erken doneminde azaldi8i, reperfiizyon sonunda
bazal degerlere yakinlastig1 g6zlenmigtir. Bu grupta
sadece kalbin dakikadaki atim hizi deney sonunda
azalmigtir. Wang ve ark.nin farelerde yaptiklar: bir
caligmanin sonuclar1 kalp hizi ile iligkili olarak
bizim bulgularimizi destekler niteliktedir.? Bu arag-
tirmacilar, 25 dakikadan daha az siiren iskeminin
kalbin fonksiyonlarinda gegici ve hafif bir bozuk-
luga neden oldugunu, fakat reperfiizyon sonunda
mekanik iglevin diizeldigini, uzun siiren iskemi
periyodlarinda ise kalp fonksiyonlarinda daha be-
lirgin ve kalic1 bozukluklar olustugunu belirt-
miglerdir. Bizim calisgmamizda 45 dakika iskemi
sonrasinda gozlenen hasar ise kalici olmamistir.
Farkliligin nedeni bu iki arastirmada farkli hayvan
tlrlerinin kullanilmas: olabilir. Ayrica Wang ve
ark. fare kalplerinde yapilan iskemi reperfiizyon
caligmalarinda elde edilen sonuglarin istikrarl ol-
madigini da belirtmiglerdir.?

Iskemil5, Iskemi30 ve iskemi45 gruplarinda
iskemi uygulanmasi sonucunda izole kalplerde
Kontrol grubuna gore aritmi insidansi ve siiresi art-
mugtir. Iskemi reperfiizyon hasarinin aritmojenik
etkisi bilinmektedir ve ¢alismamizin bulgular lite-

ratiir ile uyumludur."'°

Kalp hiicrelerinde yapisal hasar olustugu
zaman kardiyak enzimler hiicrelerden disari sizar.
Serumda normal degerlerin {izerinde kardiyak
enzim bulunmasi miyokard infarktiisii ile iligkili is-
kemiyi de kapsayan ¢esitli patolojik durumlarin kli-

TABLO 5: Hiicrelerde meydana gelen yapisal degisikliklerin total skorlari.
Hiicrelerde meydana gelen yapisal degisiklikler [medyan (min-maks)]
Odem Glikojen Mitokondri Nukleus
Kontrol (n=4) 1(1-1) 1(0-1) 15,5 (13-16) 1(1-2)
iskemi15 (n=4) 28,5 (27-31) 20 (20-20) 69 (67-71) 32 (31-32)
p degeri (MW) 0,029 0,029 0,029 0,029
iskemi30 (n=4) 19 (17-21) 14 (13-15) 45 (39-54) 24 (23-26)
iskemi45 (n=4) 15 (13-16) 7,5 (5-10) 34 (28-43) 20,5 (20-24)
p degeri (KW, JT) 0,003, <0,001 0,002, <0,001 0,003, 0,001 0,003, 0,001

KW, Kruskal-Wallis test; JT, Jonckheere Test for Ordered Alternatives; MW, Mann-Whitney U-test.
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nik tanisi i¢in genis 6l¢tide kullanilmaktadir. Ay-
rica iskemi-reperfiizyon hasarini da iceren farkh
deney sartlar altindaki izole kalplerden enzim sa-
liverilisini gosteren bircok calisma da yapilmig-
tir.21113 Kisa siireli iskemi periyodlarinda CK
degerlerinde yiikselme olmamakta, ancak hiicrede
geri doniisiimsiiz bir hasar meydana geldiginde CK
degerleri yiikselmektedir.” Calismamizda 15 ve 30
dakika iskemi uygulanan kalplerde CK-MB diizey-
lerinin artmamasi, bu gruplardaki kalplerde hiicre
6limlerinin gergeklesmedigini gostermektedir.
Trifeniltetrazolyum boyama sonrasinda bu grup-
lardaki kalplerde nekrotik bolgelere rastlanmamig
olmasi da 15 ve 30 dakika iskemi uygulamasinin
sican kalplerinde geri dontisiimsiiz hasar olustur-
madig1 yoniindeki bulgularimizi desteklemektedir.
Kirk bes dakika iskemi uygulamasi reperfiizyonun
ilk dakikalarinda kalplerden saliverilen CK-MB
miktarinda bir artisa neden olmustur. Trifeniltet-
razolyum boyama ile bu grupta az miktarda nekro-
tik alana rastlanmig olmasi, 45 dakika iskeminin
kardiyomiyositlerin bir boliimiinde geri doniisiim-
stiz hasar olusturdugunu diistindiirmektedir.

Morfolojik degisikliklerin saptanabilmesi ama-
ciyla yaptigimiz elektron mikroskobu inceleme-
lerinde, ¢aligma gruplar: igerisinde en belirgin
ultrastriiktiirel degisikliklerin saptandig grup, Is-
kemil5 grubudur. Miyofibrillerin dizilisi ve lizis
oran1 bu grup i¢in digerlerine gore daha belirgin
olsa da, hiicrelerin ¢ogunda ¢ok yiiksek skor de-
gerlerine ulasmamigtir. On dakika siiren iskeminin
intraseliiler ozmotik etkili partikiil miktarini artir-
d181, hiicrenin sismesine neden oldugu ve meydana
gelen bu degisikliklerin elektron mikroskobunda
goriilebildigi bilinmektedir." Bununla birlikte
hiicre ve hiicre membranindaki geri doniistimsiiz
hasarin 15 dakika gibi kisa siireli iskemi sonucunda
olusmadigy, tersinir iskemiye neden olan daha uzun
stireli iskemik periyodlar sonucunda olustugu ileri
stiriilmektedir.'*!® Hiicre i¢i 6dem dikkate alindi-
ginda Iskemi30 ve Iskemi45 gruplarinin skorlari-
nin Iskemil5 grubundakilere oranla daha diisiik
oldugu gériilmiistiir. Iskemil5 grubunda miyofib-
rillerin ayrilmis goriilmesi ve yer yer lizise rastlan-
masinin nedeni hiicre i¢i 6dem olabilir. On bes
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dakika iskemi uygulanan 6rneklerde miyofibril
skorunun diisitk olusu bu kalplerde belirgin bir
fonksiyonel bozulma olusmamasini agiklamaktadir.
Mankad ve ark.nin yaptiklari bir aragtirmada 15 da-
kika iskemi sonrasinda koroner arterlerde endotel
fonksiyon bozuklugu olustugu; bununla birlikte,
endotel hasarina iligkin elektron mikroskobik bul-
gularin sadece 60 dakika iskemi sonrasinda belir-
gin oldugu bildirilmistir.'® Aragtirmacilar, hasarl
bolgelerin homojen olarak dagilmamas: nedeniyle
fonksiyonel bozukluga lokal elektron mikroskobik
bulgularin eglik etmeyebilecegini ve bizim ¢alig-
mamizdakine benzer sekilde, lokalize yapisal degi-
siklikler ile global fonksiyon arasinda korelasyon
olmadig i¢in birbirlerinin belirteci olarak kulla-
nilamayacaklarini belirtmiglerdir.'® Ayrica, kara-
cigerde yapilan iskemi/reperfiizyon hasarinin
incelendigi bagka bir caligmada da 151k mikrosko-
bik, elektron mikroskobik, immunohistokimyasal
ve biyokimyasal verilerin birlikte degerlendirile-
rek yorumlandig gérillmistiir."”

[ SONUC

Sonug olarak ¢alismamizda, 15 dakika global iskemi
uygulamas: sonrasinda belirgin ultrastriiktiirel de-
gisiklikler meydana gelen kalplerde fonksiyonel
bozulma olmamig ve geri doniistimsiiz hasar belir-
tecleri yoniinden negatif sonuglar alinmigtir. Otuz
dakikanin tizerindeki siirelerde global iskemi uy-
gulamas geri doniisiimsiiz doku hasarina neden
olmus, fakat bu gruplarin elektron mikroskobik
bulgulari, kalbin fonksiyonel islevlerindeki bozul-
may1 bire bir yansitmamistir. Bu nedenle, iskemik
hasar derecesine karar verilirken fonksiyon ve ult-
rastriiktiirel hasar korelasyonunun dogru bir se-
kilde yapilabilmesi i¢in, elektron mikroskobik
tekniklerle birlikte daha genel ve dokunun biitiinii
hakkinda bilgi veren bagka incelemelerin de ¢alis-
maya dahil edilmesi gerekmektedir.
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