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OZET

AKUT M iYOKARD ISKEMISINIiN POSTMORTEM TANISINDA
H-FABP'N IN DEGERI

Dr. Murat Koker, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakési Adli Tip Anabilim Dali,izmir,
Turkiye (murat.koker@deu.edy.tr

Ani ve beklenmedik olimlerin medikolegal yondensarddigl calsmalarda; egkin
yas grubunda akut miyokard infarktistunun, olumlerin enk nedeni oldgu
belirtiimektedir.

Olim miyokard infartstiniin hiperakut fazinda meydageldginde, miyokard
dokusunda iskemik hasarin postmortem tanisindaolifgiyokimyasal, makroskobik,
histokimyasal ve immunohistokimyasal yontem ve rbegi kullanilmaktadir. Ancak bu
donemde tani koydurucu tek bir yontem ya da belioldunmamaktadir.

Bu calsmada; kalp tipi ya asidi b&layan proteinin (H-FABP) miyokard iskemisinin

erken déneminde post- mortem tani koydurucu Ozetlikin argtirilmasi amaclanngtir.

Bu amacla deney hayvaninda (Wistar- Albino sicaskerik kalp modeli
olusturularak erken miyokardiyal iskemide H-FABP’nirrsmdaki artgl ve miyositlerdeki
azalmasi post-mortem biyokimyasal ve immunohistgkisal olarak agariimistir.
Calsmada; deneklerde sol 6n inen koroner arter (LAD3ld&diktan sonra 5, 15, 30, 45
dakika sonra kan ve doku ogfiealinan dort grup okturularak LAD b&lanmayan sham

grubu ve dier gruplar birbirleriyle kamlastirilmistir.

Calsmamizda; LAD'nin bglandigl calsma gruplarinda serum H-FABP dizeyi
normalin Uzerinde duzeylerde o6lculdl, serum H-FAB®zeyleri grup icinde buylk
standart sapmalar gosteriyordu. Gruplar arasintiissksel anlamli farklar bulundu,
ancak bu farkhigin surenin uzamasina paralellik gostermgedionucuna varildi. Bu
calisma; sicanda okurulan iskemik kalp modelinde LAD Bl kalma sdrelerini
yansitmayan nitelikte, dizensiz serum H-FABP dizettsl oldugunu gosternstir. Bu



nedenle bu parametrenin deney modelinde koroner akiminin kisa surelerle kesilmesini

yansitacak bir bulgu olmaglisonucuna varildi.

Miyokard hucrelerinde H-FABP'nin kayip derecesi llAD bagli kalma sireleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bigkli bulunmamgtir. Gruplarin icinde ve gruplar
arasinda H-FABP'nin miyokardda azalmasi ile seruiizeginin artginin iliskisinin
argtirllmasinda; LAD bglanma sirelerine kot miyokardda H-FABP azalmasi ve

serumda H-FABP diizeyinde arizlenmedgi sonucuna varildi.

Bu bulgularimizla miyositlerin iskemi kallarinda hiicre gdina kaybedecgg ve hizla
seruma katilaga beklenen H-FABP’in en azindan bu modelde ve denegge
belirledigimiz koroner arter kgl kalma sirelerinde bir belirte¢ olarak kullaniiayaca

sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Miyokard infarktisl, kardiyakudh, kalp tipi y& asidi bglayan
protein (H-FABP), postmortem, adli tip



SUMMARY

THE VALUE OF HEART TYPE FATTY ACID BINDING PROTEIN FOR
POSTMORTEM DETECTION OF ACUT MYOCARDIAL ISCHEMIA

Dr. Murat Koéker, Dokuz Eylul University Faculty dfledicine Department of Forensic
Medicine,izmir, Turkey (murat.koker@deu.ed.tr

Acute myocardial infarction is found as the mosgfrent cause of death among adults
in studies related to medicolegal aspects of sudderpected deaths.

Multiple biochemical, macroscopic, histochemicadl ammunohistochemical methods
and markers are applied to diagnose postmortenensichinjury in myocardial tissue while
the death is occurred in hyper-acute phase of migi@danfarction. Though these methods,

there is neither a single method nor a markerdiagnostic tool.

In this study, Heart type fatty acid bindingtein (H-FABP) was aimed to be studied as a

postmortem diagnostic tool in early period of myola ischemia.

Therefore an ischemic myocardial model was setnufalboratory animals (Wistar-
Albino rats) and elevation of H-FABP in serum aadlage in myosits in early myocardial
ischemia were researched postmortem biochemicalty immunohistochemically. Left
anterior descending coronary artery (LAD) was kgatfour rat study groups were formed
and blood and tissue samples were taken after ,53A%nd 45 minutes in these groups.
The results of these groups and sham- operategb gvbich the LAD was not ligated were

compared.

In our study, serum H-FABP levels showed diewa upper from normal in all of
ligated LAD study groups and showed greater stahdiviation in groups. Statistical
significances were found between study groups hewdwe differences were not found
parallel to duration. This study results showed fin@gular serum H-FABP levels not
reflecting interval of ligated LAD in this rat isemic myocardial model. For this reason
this parameter could not be accepted as a redl@ttiag blockage of coronary artery flow

for a short while in experimental model.



Statistically significant correlation was not foubdtween the degree of leakage H-
FABP in myosits and interval of ligated LAD. Whemetrelation between leakage of H-
FABP in myosits and increase in serum levels imted in the groups were examined,
leakage of H-FABP in myosits and increase of H-FAdPum levels were not observed in

parallel to interval of ligated LAD.

These findings suggest that expectancy of rapielgasing of H-FABP from cell to
serum under ischemic conditions could not be usednaindicator for interval of ligated

coronary artery in this and our experimental model.

Keywords: Myocardial infarction, cardiac death, heart typ#yf acid binding protein (H-

FABP), postmortem, forensic medicine



1. GIRIS- AMAC

Medikolegal yonden incelenmesi gereken olumlerdgliida verilere dayanilarak
konacak tani ¢ok 6nemlidir. Olen bireylerin, gdb olarak dgerlendirilen bir bicimde
O0lmesi ile dgal olmayan 6lim nedenlerinin ortaya konmasi, élumigdikolegal yonden
daha fazla incelenip incelenmeygre karar vermek anlamina gelmektedir. Yaniltic
bicimde dgal 6lim nedenlerinden birinin 6lim nedeni olarakrolanmasi, bu
gorunamlere gik eden ancak ileri asfirmalarla ortaya konabilecek nitelikteki bir
tablonun atlanmasina neden olabilir. Adli Tip atala calgan tip doktorlarinin 6laman bu
yonunu aydinlatmak amaci ile elde edilen verilesiarumu konusunda bilgi ve
becerilerini gektirmeleri 6nemlidir. Tim bu nedenlerle uzun yillargpostmortem tanida
kullanilan yéntemler icin givenilirlik ve spesifikicalismalari, alanin temel konularindan

olmustur.

Ani  beklenmedik olimlerde 6lim nedeninin  ve Olum kar@zmasinin
aciklanabilmesi her zaman kolay olmamaktadir. K&larda adli sorgturma bilgileri,
Olen kkinin yakinlarindan elde edilen bilgiler, varsagikie ilgili tibbi bilgiler ve klinik
muayene bulgulari, otopsi, postmortem histopatolejilaboratuvar sonuclarinin birlikte
deserlendiriimesinin medikolegal d@erlendirmelerde dnem gaig belirtiimektedir (1)
Ani beklenmedik 6lumlere bircok hasgah neden oldgu bilinmektedir. Ani ve
beklenmedik oOlimlerin medikolegal yonden samaldigl calsmalarda; akut miyokard
infarktiisinin en sik neden olarak gozlgndildiriimektedir (1, 2, 3, 4, 5, 6). Otopside
ani beklenmedik o6lumlerin medikolegal ydnden sardmasinda oldukca guvenilir

olduklarindan rutin makroskobik ve mikroskobikzgdendirmeler kullaniimaktadir (7).

Miyokard infarktisine kg olarak kisa sirede Odlenlerin postmortem taniddic
sinirlihiklar tgimaktadir. Bu niteliklerdeki 6limlerde miyokard dmkindaki hipoksik ve
anoksik dgisikliklerin ortaya konmasindaki zorluklar guvenitianiya engel olmaktadir.
Hipoksik ve anoksik miyokardiyal lezyonlarin ortaygonmasinda; makroskopik
morfolojik, histokimyasal, enzim histokimyasi, efiedn  mikroskopisi ve
immunohistokimyasal yontemler kullanilaraksigle biyolojik belirtecler gosterilmeye
calisiimaktadir. Kullanilan belirteclerin guveniligh, 6zgunlia argtirimaktadir. Bu
belirteclerin bazilari nonspesifik olup, iskemirge¢ doneminde gekbilen lezyonlarin

ayird edilmesinde kullanilabilecek 6zelliklerdeddu 6zellikleri nedeni ile akut miyokard



infarktisinin erken dénemde postmortem tanisind&rkmlarinin yararsiz olaga
bilinmektedir (8).

Medikolegal dgerlendirmede miyokard infarktisunin erken doénemddinr
makroskobik ve  mikroskobik yontemlerle tanisini  kmakta sinirliliklarla
karsilasiimaktadir. Rutin boyama yontemleri ile perfiizyonbozulmasindan itibaren 6
saat ve daha fazla gmyanlarda iskemik lezyonlar ortaya konabilmektedi).
Miyoglobin, desmin, aktin, tropomiyosin, fibronektve terminal kompleman kompleksi
(C5b-9) gibi belirteclerin birlikte kullanimi erkaskemik lezyonlarin ayird edilebilmesine
katkida bulunmaktadir. Ancak yuksek duyaghli ve 6zgullge sahip tek bir
immunohistokimyasal belirte¢ olmag belirtiimektedir (9, 10). Miyokard iskemisi
gelistikten kisa sire sonra 6lenlerde bu iskemiye aydalarin ortaya konabilmesindeki

tani zorluklarina bir de otoliz bulgularinin ekleesnayirici taniyr zorkuirmaktadir (11).

Kalbin fizyolojik kosullarda eneriji ihtiyacinin % 60-70’i gaasidlerinin mitokondrial
oksidasyonu ile karlanmaktadir. Ancak fizyolojik kqullarda kardiyomiyositler uzun
zincirli yag asitlerini sinirh miktarda depolagindan surekli olarak sirkiilasyondan almak
zorundadir. Yg asidleri plazmada albumine veya dmtadaki lipoproteinlerin triagil
gliserolde kovalent W olarak tginmaktadirlar. Yg asidi albumin aysmasi veya
triagilgliserollerin hidrolizi sonrasi yaasidleri kardiyak hicrelere kapiller endotel ve
interstisyel kompartman sayesinde kapiller limentlansfer edilmektedir. Sitoplazmaya
alinan uzun zincirli ya asidleri kalp tipi ya asidi bglayan protein (H-FABP) yardimiyla
mitokondriye tainmaktadir (12).

Yag asidi bglayan proteinler (FABP) rat ve insan dokularind@@%illarin bainda
tanimlanmgtir. Tium FABP’lerin molekuler @rhiklar 14-16 kDa arasindadir ve 127-133
aminoasidden okmaktadirlar. H-FABP miyokardiyal hucrelerin sitoptaalarinda bol
miktarda (% 15-30) bulunan, glik (14-15 kDa) molekuler garlikli bir proteindir.
Kalpteki toplam solubl proteinin yaldk % 5’inin FABP old@gu belirtiimektedir.
Aminoasid birlgimi intestinal tip FABP gibi sistein aminoasidi rpgemektedir. H-FABP
kodlayan genin lokalizasyonunun insanda birincnkoaomda oldgu gosterilmgtir (13).



Yag asidi metabolizmasi bozukluklarindagyasidi seviyesinde artmada, karbonhidrat
metabolizmasi bozukluklarinda, mitokodrial trangigfon enzimleri veya 3 oksidasyon
enzimleri bozukluklarinda, diabetes mellitus, kaipertrofisi, iskemik kalp hastaliklar

gibi bircok hastalikta miyokardiyal karnitin icgmde bozulma gosterilrgtir (14).

H-FABP’nin kiucuk bir molekil olmasi ve suda ¢ozungpisi nedeniyle hicresel
hasarda hizla ekstraselliler alana gecerek kansidoladaki seviyesinin yukselgli
ratlarda yapilan caimalarda gosterilngtir (7). Ratlarda deneysel olarak giurulan sol
koroner arter okliizyonu sonrasi 15 dakika gibi lkisazamanda plazma seviyesinde 4 kat
artis gosterebilecs, dokudaki azalmasinin ise immunohistokimyasalamog ile iskemik
lezyonlarinin olgumundan 30 dakika sonra tanimlanabifgcéelirtimektedir (7).
Iskemiden 60 dakika sonra ve reperflizyonun 60. dakik takiben, H-FABP doku

seviyesi % 50’den daha fazla azgldleri surtlmektedir (15).

Serumda troponin ve H-FABP gibi kardiyak proteimegrken iskemide biyokimyasal
olarak olgulmesinin, kalp tipi kreatin kinaz dl¢inden (CK-MB) daha uygun olgu
ileri strtlmektedir (16,17). H-FABP kalp kasind&eket kasindan daha fazla miktarlarda
bulunmaktadiriskelet kasindaki H-FABP miktarinin kalp kasindakktarin yaklaik %
10-30’u oldgu bildirilmektedir. Miyoglobinin ise iskelet kasiaddaha fazla oldiu, kalp
kasinda bulunan miktarin yakll& iki katindan fazla bulundiu belirtiimektedir. Bu
Ozellik nedeni ile H-FABP’nin miyokardiyal hasarerken dénemde tanimlanmasinda

miyoglobine gore daha duyarl ve 6zgln bir beliégrak ileri strtilmektedir (18).

Bu calsmanin amaci; H-FABP’'nin miyokard iskemisinin erkedbneminde post-
mortem tani koydurucu o6zelliklerini atamaktir. Bu amacla deney hayvani (Wistar-
Albino sican) iskemik kalp modelinde galarak, cok erken miyokardiyal iskemide H-
FABP’nin serumdaki ar§i ve miyositlerdeki azalmasi post-mortem biyokinglase
immunohistokimyasal olarak atailmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oluimiin Medikolegal Yonii

Olen bireylerin, dgal olarak dgerlendirilen bir bicimde 6Imesi ile @al olmayan
Olimun nedenlerinin ortaya konmasi, 6lumiun medg@ley6nden daha fazla incelenip
incelenmeyeagéne karar vermek anlamina da gelmektedir. Yanitticimde dgal 6lum
nedenlerinden birinin 6lim nedeni olarak yorumlasmbu gorinimlereskk eden ancak
ileri arsgtirmalarla ortaya konabilecek nitelikteki bir tablon atlanmasina neden
olabilmektedir. Adli tip alaninda ¢aain tip doktorlarinin dlimin bu yonint aydinlatmak
amaci ile elde edilen verilerin yorumu konusundagilvie becerilerini gefitirmeleri 6nemili

oldugu bilinmektedir.

Kalitsal hastaliklarin gaunun bebeklik ve ¢ocuklukta var olmasingma&n bazen
geng enkin ve yetikin yaslarda ani beklenmedik 6lime neden olabildiklererehektedir.
Bu nedenle, ani beklenmedik 6limlerin nedenleramigtiriimasinda kalitsal hastaliklarin

da aratiriimasi 6nemli bulunmaktadir (1).

2.1.1. Ani BeklenmedikStipheli Oliimler

Diinya Sahk Orguti (WHO) semptomlarin blamasindan sonra 24 saat iginde
meydana gelen olumleri ani 6lum olarak tanimlam@kta(1,3). Guncel adli tip
kaynaklarinda, final semptomlariningtengicindan itibaren 1 saat icinde meydana gelen
dogal ve beklenmedik O6lumlerin ani o6lum olarak gddendiriimesi gerek$i
belirtiimektedir. Fakat bu tanimlamanin sikliklagaiz oldgu, cinkl élimlerin yakkak

% 40'nin ki uykuda veya yalnizken meydana ggidieri surilmektedir (4).

Bilinen bir hastalii olmayan bir kginin 61t bulunmasi, bilinen bir hastgliolmayan
kisinin kisa bir stirede nedeni agillamadan 6lmesi ya da bilinen bir hagtablup da bu
hastalgl 6lime neden olacajekilde bir klinik gostermeyen bir gnin 6lmesi yakinlari
tarafindan genellikle beklenmedik bir 6lum olarakegetlendirilip stpheyle
karsilanmaktadir (19).



Bu kavramlar klasik kaynaklardag# sekillerde tanimlanmaktadir.

- Ani 6lum (sudden death): Var olan hastekendisi ve ¢evresi tarafindan bilinmeyen bir
kisinin cok kisa zamanda 6lmesi.

- Beklenmedik 6lum (unexpected death)glddi gériinen bir k§inin birdenbire hastalanip
daha tanisi konmadan ¢ok kisa strede dlmesi.

- Supheli 6lum (suspected death): Bilinen bir hagtahlmayan ya da bilinen hastl
olduruci nitelikte komplikasyon c¢ikaracak durumdimayan ksginin 6lu bulunmasi olarak

tanimlanmaktadir (19).

2.1.2. Ani BeklenmedikSupheli Olimlerin Siniflandiriimasi

Klasik adli tip kaynaklarinda; ani beklenmedik ralér, otopside karlasilabilecek

bulgulara gore ¢ farkli grupta gerlendirilmektedir (19).

1- Dogal Nedenlerle Meydana Gelen Oltmler

a- Otopside, y@mmla bgdasmayacak dizeyde lezyon saptanan o6lumler (aort
anevrizmasi rupturd, beyin sapl hemorajisi).
b- Otopside, Olime neden olabilecek, ancak haydgwamina da izin verebilecek

agirlikta lezyonlar saptanan 6lumler (koroner atelesiz vb.).

2- Dogal Olmayan Nedenlerle Meydana Gelen Olumler

a- Otopside ywmmla bgdasmayacak dizeyde yaralanma ya da lezyon saptanan
olimler (geng kronik subdural hematom ve bungbderniasyon vb.).

b- Otopside 6lume sebep olabilecek ancak haydéwamina izin verebilecek
agirlikta yaralanma veya lezyon saptanan 6limler (iadpinalis kesileri vb.).



3- Olum Nedeni Belirlenemeyenler

Bu tur 6lumlerde ya hi¢ lezyon yoktur ya da lezyarunsa bile minimaldir.

a- Otopside makroskobik olarak organlarda dikkakecek olciide herhangi lezyon
saptanmayan 6lumler.

b- Otopside nonspesifik bazi lezyon ya da bulgnlgtzlendgi 6lumler olarak
tanimlanmaktadir (19).

Adli tip kaynaklarinda, bu ayirimlarin pratik uygomalarda ¢cgu zaman mumkun
olmadg! ve hizli, beklenmedik ve @al dlumlerin ani 6lim olarak g@erlendiriimesinin

uygun oldgu belirtiimektedir (4).

Ani beklenmedik 6lim nedenleriningknin 6zellikleri, o Ksinin sosyoekonomik ve
sosyokdlturel yapisi, kinin yasadgl tlkenin sglik hizmetlerinin dizeyi ve yaygirg
gibi pek cok faktore bgi olarak farkhliklar gosterdi belirtiimektedir (19).

Kaynaklarda dgal nedenli ani 6lumler iki ana d&ta incelenmektedir. Birinci
grupta, yaamla bgdasmayacak derecedgialezyonu olan dgal nedenli 6lumlerin, ikinci
grupta ise 6lime neden olabilecek, ancak hayatwardea da izin verebilecelgalikta
lezyonlari olan dgal nedenli 6lumlerin yer algh belirtiimektedir (6).

2.1.3. Ani Beklenmedik Oluimlere Yol Acan Etkenler

Ani beklenmedik 6lumlere birgcok hasth neden oldgu bilinmektedir. Ani
beklenmedik 6lime yol acan en sik nedenin kardigkirer sistem hastaliklari olgu ve
tum kardiyovaskuler sistem hastaliklaringlbani beklenmedik 6lum sildinin % 50-80
oraninda oldgu bildiriimektedir (1, 2, 3, 4, 5, 6). Kardiyovadkti sistemde koroner arter
hastalgli, kardiyomiyopatiler, ileti sistemi anomalileri,ipertansif kalp hastall gibi
nedenlerin daha sik gozlegdaktariimaktadir. Oier sistemlere bakilginda; santral sinir
sisteminde beyin kanamalari, beyin timorleri, begipselerinin, solunum sisteminde
astim, pulmoner embolizm, spontan pndmotoraks, mdémn, Urogenital sistemde
nefritler, pyelonefritler, di gebelik ve kriminal abortuslarin, endokrin hagiahdan
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diabetes mellitus ve addison hagadin, sistemik enfeksiyon hastaliklarinin, strrenal

kanamalarin ani beklenmedik 6limlere neden olabilaklirtimektedir (1, 4).

Ani beklenmedik 6limlerin yaksk % 5-10'nda 6lum nedeninin, adli sgturma
bilgileri, otopsi, postmortem toksikolojik ve higtatolojik incelemelere g@nen
saptanamag belirtiimektedir. Fonksiyonel kardiyak patolojileepilepsi, astim, yuksek
dozda uysturucu madde alimi, hipotermi veya hipertermi, kosekmasi gibi nedenlere
baglhi olimlerde genellikle 6limu aciklayabilecek hichezyon bulunmagh ya da

minimal lezyonlar saptanabilegiebelirtiimektedir (1).

Ani  beklenmedik Olumlerde Olium nedeninin  ve 6lim ekanizmasinin
aciklanabilmesi her zaman kolay olmamaktadir. Qigal blyuk bir béliminde 6lum
nedeninin ortaya konmasiyi bir olay yeri incelenmesine, iyi anamnez alinmas
patolojik bulgularin ileri yorumlanmasina, toksikfpk incelemelerin ve dliumu etkileyen
cevresel keullarin gz 6ninde bulundurulmasina gereksinim daktadir. Kaynaklarda
adli sorygturma bilgileri, 6len lginin yakinlarindan elde edilen bilgiler, varsaikie ilgili
tibbi bilgiler ve klinik muayene bulgulari, otopgipstmortem histopatoloji ve laboratuvar
sonugclarinin birlikte dgerlendiriimesinin medikolegal @erlendirmelerde 6nem galig|
belirtiimektedir (1).

2.1.4. Otopsi Cakmalarindan Kardiyovaskiiler Nedenli Oltimlerle Ilgili Veriler

Guney Karolina Universitesinde 1989-2003 yillamasinda yapilan 13227 adli
otopsinin inceleng bir calismada; olgularin % 52.4’'nun 6lim orjininin gl olarak
kabul edildgi bildirilmektedir. Bu élimlerin % 45.5’nin kardiyanedenli hastaliklara, %
17.1'nin  malignitelere, % 9.3'niin enfeksiyonlara gha oldugu belirtiimektedir.
Maligniteler arasinda akger ve kolorektal kanserlerin, enfeksiyonlar aragipdémoni ve
AIDS nedeniyle gedien enfeksiyonlarin en sik gézlenen neden gididade edilmektedir
(20).

Norvecg'te 1972-1992 yillari arasinda yapgnulan 2004 medikolegal otopsinin

incelendgi bir calsmada; olgularin % 27.8'nde O6lum orjininin @d olarak

nitelendirildigi, bunlardan % 87.2’sinde otopsi sonrasi 6lim nadenbelirlendgi
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belirtiimektedir. Olim nedeni belirlenen olgular®a 62.6'sinin kardiyovaskiiler sistem
hastaliklari, % 12.4'ntn akger hastaliklari, % 9.8'nin santral sinir sistemistaiklar
nedeniyle oldgu bildiriimektedir. Kardiyovaskuler sistem haskédri icinde koroner
aterosklerozun, akger hastaliklari icinde pnémoninin, serebrovaskélstem hastaliklari
icinde subaraknoid kanamanin en sik neden goidbildiriimektedir. Olim nedeni
aciklanamayan olgularin buyuk bir kisminda krondkobzm ve epilepsi hikayesi oldiu
belirtiimektedir (21).

Ispanya’da yapilng11991-1998 yillarini kapsayan bir gahada; 1-35 yaarasinda
otopsileri yapilmg 1514 olgunun 107’sinde 6limudn ani 6lim dduani 6lim nedenleri
arasinda kardiyak nedenli 6limlerin ilk sirada gldbelirtiimektedir (22).

Fransa’da 1995-2000 yillari arasinda ani 6lim aiagdezerlendirilen ve otopsisi
yapilms 77 olgunun incelendi bir calismada da; olgularin % 72.7’sinin kardiyovaskuler
sistem, % 10.4'nun norolojik sistem, % 9'nun solomusistemi hastaliklarina pla
nedenlerle oldgl, % 6.5'nde ise 6lim nedeninin saptanargadbelirtimektedir. Bu
calismada, benzer camalarda oldgu gibi ergkinlerde kardiyak kokenli ani 6lum

nedeninin en sik koroner ateroskleroz @dwbildiriimektedir (23).

Kuzey Ispanya’da 1990-1997 yillari arasinda 1-1$ yaas!i ani beklenmedik
olimlerin incelendii bir argtirmada ise; olgularin % 29'nun kardiyovaskuilertesis
hastaliklarl, % 18’inin solunum sistemi hastaliklae % 15'nin norolojik hastaliklar

nedeniyle 6ldgu belirtiimektedir (24).

Japonya’da yapilmi 1989-1995 vyillarini kapsayan bir gahada, 10 dyerinde
calisan kcilerin kayitlari incelendiinde; bu sure icerisinde 264 galnin 6limuindn ani
Olim tanisi aldy Dbelirtiimektedir. Olgularin % 58.6’sinin  kardiyaskiler sistem
hastaliklari, % 30.3'nin serebrovaskiler hastalikl® 5.7’sinin solunum sistemi
hastaliklari nedeniyle Olgii, kardiyovaskiler sistem hastaliklari icinde akalp
yetmezlgi ve akut miyokard infarktisundn, serebrovaskilistesn hastaliklari icinde

subaraknoid ve serebral hemorajinin en sik dlinenedldiu belirtiimektedir (5).
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Japonya’nin Okinawa adasinda 1992-1994 yillasiada 20-75 yaarasi 6lenlerin
hastane kayitlari ve 0zel doktorlar tarafindan diezeen 6lum sertifikalarinin incelergi
bir aragtirmada; tim O6lumlerin %10'nu ani Olimlerin elurdusu belirtiimektedir.
Olgularin % 18.3'nlin kardiyovaskuler sistem haktafi, % 18.3'nlin santral sinir sistemi
hastaliklari nedeniyle oOlgili, % 49.2'sinde ise 6lim nedeninin belirlenengedi
bildiriimektedir (25).

Avustralya’da New South Wales bdlgesinde 1998nwliilk 6 aylik doneminde
otopsisi yapilan 1118 olgunun incelegiddir calismada; olimlerin % 38.4’'nin dal 6lum
oldugu belirtiimektedir. Dgal o6lumlerin % 79.7'sinden kardiyovaskiler sistem
hastaliklarinin sorumlu olgu bildiriimektedir. Calgma grubunun % 61.7'sinde gdrtlen
iskemik kalp hastaginin en sik goézlenen kardiyovaskiler sistem hastaldugu ifade
edilmektedir (26).

Malezya’'da 2000-2004 yillari arasindagdbnedenli ani 6limlerin incelengibir
calismada; bu donemde 2895 medikolegal otopsi yapilailgularin % 18.8’inin dgal
nedenli 6lum oldgu, dazal nedenli ani olimlerin % 64.9’'nun kardiyovaskikstem
hastaliklarina, % 5.5’inin serebrovaskuler haskatds % 13.2’sinin solunum sistemi
hastaliklarina b#i meydana geldi belirtiimektedir. Kardiyovaskiler sistem hastéduk
icinde en sik miyokard infarktusu, iskemik kalp tahg ve hipertansif kalp hastgly
solunum sistemi hastaliklari icinde en sik pnomaidberkiloz ve astimin gozlergdli
bildiriimektedir. Bu sonuclarin énceki caginalar ile benzer oldiu belirtiimektedir. Ani
beklenmedik 6limler cinsiyet ve ygruplarina gore derlendirildiginde; erkek cinsiyetin
¢cok daha fazla risk $edigi, bu calgmada erkek/ kadin oraninin 6.75/1 olarak gozkandi

oltimlerin en sik 41-50 yaarasinda gozlengii bildiriimektedir (6).

Jamaika’'da 1983-1997 yillar arasinda otopsisilgapl640 olgunun incelenglibir
calismada; olumlerin % 51.3'ntn dal 6lum oldgu, dgzal oltimlerin % 24.1'nin santral
sinir sistemi, % 23’nin solunum sistemi, % 18.4’kamdiyovaskuiler sistem hastaliklarina
bagl oldugu belirtiimektedir. Santral sinir sistemi nedenlii@ olgularinin % 56.2’sini
serebrovaskuler nedenlerin giurdugu, bu olgularin % 78.1'nin hipertansiyon 6ykusinin
oldugu Dbildiriimektedir. Solunum sistemi hastaliklari inde en sik pnémonin,

kardiyovaskuler sistem hastaliklarl arasinda isesigrkoroner aterosklerozun gozlegidi
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bildiriimektedir. Bu calgmada o6lumlerin en sik 61-70 syagrubunda goérildgil ifade
edilmektedir (27).

Ulkemizde de medikolegal yonden ggelendirilen ve otopsisi yapilan olgularin

incelendgi bircok calsma old@gu gézlenmektedir.

Istanbul'da 1988-1992 yillari arasinda otopsisi kgapi18700 olgunun otopsi
raporlarinin retrospektif olarak incelegdbir calismada; bu dlimlerin % 20.63'nin g
Olim oldwgu, dgsal 6lumlerin % 54.09'nun kardiyovaskiler sistem thhklarina, %
22.62’inin solunum sistemi hastaliklarina, % 1001 santral sinir sistemi hastaliklarina
bagl oldugu belirtimektedir. Bu capmada kardiyovaskuler sistem hastaliklaringliba
olimlerin % 92.5’nin koroner arter hasgaha b&li oldugu bildirilmektedir (28).

Istanbul’da 1992 yilinda 417 beklenmedik 6lim olgusu otopsi bulgularinin
incelendgi bir argtirmada; % 36.3'nun kardiyovaskuler sistem hastalika, % 28'inin
solunum sistemi hastaliklarina, % 11.3'nin sargnail sistemi hastaliklarina, % 4.3'nin
gastrointestinal sistem hastaliklarinaglbaoldugu, % 9.1'nin ise negatif otopsi olarak
deserlendirildigi belirtiimektedir. Bu cakmada kardiyovaskuler sistem hastaliklaringliba

Olumlerin % 85.9'nun konjestif kalp yetmegie bali oldugu aktariimaktadir (29).

Istanbul’da yapilngi bir diger calsmada 1996 yilinda 6liumin medikolegal yonden
arastinldigi 2069 olguda; olgularin % 14’Gnun g nedenlerle Oldkil, en sik nedenin
koroner arter lezyonlarinin oldu bildirilmektedir (30).

Ankara’da 1987-1993 yillari arasinda otopsisi kapi2213 olgunun dosyalarinin
retrospektif olarak incelengii bir calismada; olimlerin % 18.66’sinin dal nedenli ani
beklenmeyen 06lum olgw, bu O6lumlerin % 61.03'nin kardiyovaskuiler sistem
hastaliklarina, % 7.51'nin solunum sistemi hastatika, % 7.2’sinin santral sinir sistemi
hastaliklarina b#i oldugu, % 5.08'nde ise ©6lum nedeninin belirlenengedi
belirtiimektedir. Kardiyovaskiler sistem hastalrklaicinde en sik koroner arter
hastalginin gozlendii bildiriimektedir (31).
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Ankara’da 1992-2004 yillari arasinda Gazi Univesii Tip Fakiltesi Gazi
Hastanesi’nde duizenlenen 802 Olui muayene tgtamaincelendii bir ¢calismada; 6lim
nedeni olarak olgularin % 4.7’singiipheli 6lum, % 2.3'niin miyokard infarktiist olarak
deserlendirildigi, ancak hastaneye 6l olarak gelen ve miyokardarkbiisi olarak

deserlendirilen olgularin hi¢ birisine otopsi yapiimadbelirtiimektedir (32).

Aydin’da 2000-2003 yillari arasinda Adnan Mendeflep Fakultesi Adli Tip
Anabilim Dal tarafindan dizenlenen 437 6l muayeeeotopsi tutar@nin incelendii
bir calsmada; olgularin % 64.1'ne otopsi yapgdi% 35.9'nun ise sadece 6l0 muayenesi
yapilarak dgerlendirildigi bildirilmektedir. Meydana gelen 6limlerin % 18ain stpheli
dogal 6lum oldgu belirtiimektedir (33).

Sivas’ta 1984-1993 yillar arasinda 6lU muayeresotopsisi yapilan 714 olgunun
O0lim nedenleri incelengiinde; % 14.4'nin patolojik 6lum olarak nitelendiliii
belirtiimektedir (34).

Trakya Universitesi Tip Fakultesi'nde adli otopsigmpilan 384 olgunun o6l
muayene ve kgf tutanaklarinin incelendi bir calismada; 6lim nedeninin gal sebeplere
bagll oldugu distintlen 100 olgu oldiu bildiriimektedir. Dgal oltimlerin tim o6limlerin
% 26’sin1 olgturduzu belirtiimektedir. Bu 6limlerin % 50’sinin kardiyaskuler sistem,
% 19’nun solunum sistemi, % 13'nln santral sinstegini, % 10'nun gastrointestinal
sistem hastaliklarina pl oldugu aktariimaktadir. Bu calnada kardiyavaskiler sistem
hastaliklarina b 6lumlerin % 62’sinin miyokard infarkttisiine, salum sistemine ki

Olimlerin % 78.9’nun pndmoniye pla oldugu gosterilmgtir (35).

Edirne’de 1984-2005 vyillari arasinda otopsisi kapi 1321 olgunun otopsi
raporlarinin retrospektif olarak incelegdbir ¢alismada; 6limlerin % 28.9'nun ani gal
Olim oldyu bildiriimektedir. Bu 6lumlerde; 6lim nedeninin $&’nin kardiyovaskuler
sistem, % 19.1'nin solunum sistemi, % 14.4'nin sAnsinir sistemi, % 10.4'nln
gastrointestinal sistem, % 1.1'nin drogenital sistehastaliklarina kg oldugu
belirtiimektedir. Bu ¢cakmada kardiyovaskuler sistem hastaliklar igcindeseén olarak
iskemik kalp hasta@t ve miyokard infarktistunun gorulga belirtiimektedir (36).

15



Adli Tip Kurumu Adana Grup B&anligi'nda 1983-1988 yillar arasinda otopsisi
yapilan 1000 olgunun retrospektif olarak incelgndir calismada; olimlerin % 36’sinin
dogal 6lum oldgu, bu dlumlerin % 27.7'sinin kardiyovaskuler sistdrastaliklarina, %
26.6’sinin enfeksiyonlara pa oldugu belirtiimektedir (37).

Adli Tip Kurumu Diyarbakir Grup B&anligi'nda 2000-2004 yillan arasinda adli
O0li muayenesi ve otopsisi yapilan 2859 olgununosgeektif olarak incelengi bir
calismada; olgularin % 46.7'sine otopsi yapgich 6lumlerin % 20.9'nun dgal 6lum
oldugu bildirilmektedir (38).

Eskisehir Osmangazi Universitesi Adli Tip Anabilim Dalda 2000-2004 yillari
arasinda duzenlenen adli raporlar ve otopsi raportaretrospektif olarak incelergibir
calismada; 255 olguya otopsi yapgd 6limlerin % 7.1'nin ani beklenmedik 6lim olglu
belirtiimektedir (39).

2.2. Miyokardiyal iskemi

2.2.1. Miyokard Dokusunun Enerji Metabolizmasi

Miyokard dokusunun glukoz, gaasidi, laktat, aminoasitler ve keton cisimleriigib
bir cok endojen veya ekzojen substrati kullanaragrje elde etigi bilinmektedir (40).
Miyokard dokusunda adenozin trifosfat (ATP) seniem gerekli enerjinin % 60-90'nin
mitokondrilerde yg asitlerinin oksidatif fosforilasyonu ile giandgi belirtiimektedir. Geri
kalan enerjinin glikoliz ve laktatin piruvat Uzeden oksidasyonu ile elde edidiyapilan
calismalarda gosterilngtir (41, 42, 43).

Miyokard dokusunda; elde edilen ATP’nin yakla 2/3'GUnin miyokardin
kontraksiyonunda kullanild, kalan 1/3'Uniin ise sarkoplasmik retikulumda GaTPaz
ve diger iyon pompalarinin fonksiyonlarinin surdurdlmegjin  gerekli oldgu
belirtiimektedir (41).
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2.2.2. Miyokardiyal iskemi Nedenleri

Miyokard hucrelerinin enerji ihtiyaci ile korondian akimi ve koroner oksijen
miktarinin yeterlilgi arasinda bulunan dengenin bozulmasinin miyokaldigkemiye
neden oldgu bilinmektedir. Kaynaklarda bu dengenin bozulmdam hemodinamik,
kardiyak ve bazi hematolojik faktorler ile kan akweya oksijen icegini azaltan sistemik
bazi hastaliklar sorumlu tutulmaktadir. Koroneederde rezistansda artma, hipotansiyon,
hemoraji nedeniyle azalgphkan volumi hemodinamik faktorler arasinda siralaksadir.
Kalbin diastolik dolum zamaninin azalmasi, kapald#tr yetersizlik kardiyak faktorler
icinde tanimlanmaktadir. Kanin oksijensitaa kapasitesinde azalmaya neden olan
durumlar hematolojik faktorler icinde gosterilmetite(44,45).

Eriskin yas grubunda miyokardiyal iskeminin en sik nedeninimdaner ateroskleroz
oldugu belirtiimektedir. Koroner arterlerde gednh plak formasyonunun siklikla damar
[Umeninde oklizyona neden olglubilinmektedir. Bu okliizyonun miyokardin oksijee v
nutrisyonel gereksinimlerinin yetmegii ile sonuglandil belirtiimektedir (44,45).
Vaskuler tutulumun cocukluk dénemi ggklikleri ile basladigl, ilerleyen ya ile birlikte
sessizce @rlastigl ve genellikle de ancak orta ya da ilergigada arteryel yetmezge yol
actginda klinik belirtiler verdgi bilinmektedir. Klinik bir bulgunun ortaya c¢ikmasgin
damar l[imeninde % 75 daralmanin olmasi gete&ktariimaktadir (45).

2.2.3. Miyokardiyal iskemide Patofizyoloji

Iskemide hiicrede glukoz azalmasi nedeniyle gerekdin cenerjinin aerobik
metabolizma yerine anaerobik yoldan elde eglildilinmektedir. Glikolizin artmasina
bagll piruvat dehidrogenazin inhibe olmasi nedeniyteyatin Krebs siklusuna girmeij
bunun yerine laktat ve alanine yikgdve hiicrelerde laktatin birilgi belirtiimektedir (40,
41). Miyokard dokusuna gelen kan akiminin kesilmésn 3-5 dakika sonra, miyokardin
iskemi gelgen bolgesinde miyokard kontraksiyonunun dgdugdsterilmgtir. Bu
kontraksiyondaki ani durmanin mitokondrial ATP imehdeki hizli azalmaya ve laktatin
birikmesine bgl oldugu belirtimektedir. Kaynaklarda; iskemide glikolyolu ile elde
edilen enerjinin miyokardin total enerji gereksimm sadece % 65-70'ni katadigl ve

miyokard hcrelerinin iskemik kallar altinda ortalama 20 dakika sggyabildikleri ileri
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surulmektedir. Kan akimi yeniden gsanabilirse hicrelerde aerobik metabolizmanin ve
kontraktilitenin yeniden bdayabilecgi ileri surtlmektedir (44, 45). ger gegcici bir
iskemik donem sonrasi reperfizyon gede bu durumun miyokard hasarina katkida
bulundigu aktariimaktadir. Reperflizyon sonrasi hlcre idigyik miktarlarda giren
kalsiyum ve olgan oksijen radikalleri nedeniyle hicresel hasarthga belirtiimektedir
(46).

Miyokardiyal iskemi sirasinda salinan anjiotenBinin sistemik etki ile periferik
vasokonstriksiyon ve sivi retansiyonuna neden goldbilinmektedir. Bu hemostatik
yanitin miyokardin yukund arttirarak ters yonde gdptigi ve miyosit kontraktilitesinin
kaybinin daha da arttigibelirtimektedir (44).

Iskemi sirasinda salinan katekolaminler nedeniytagempatik ve sempatik sistem
arasindaki denge de bozulmaktadir. Bu bozulmatim bozukluklari ve kalp yetmezii
gelisimini kolaylastirdigi belirtiimektedir. Katekolaminlerin glikojen, glok ve serbest
yag asidi salinimini hizlandirgh bilinmektedir. Yapilan ¢ajmalarda akut miyokard
infarktisinin  bgangicindan sonra gliserol ve serbest g yaasidi plazma
konsantrasyonlarinin bir saat icinde @rtigdsterilmitir. Ayrica serbest yaasitlerindeki
asir artsin  hticre membranlarina deterjan etkisi gostererelkarz verdgi ileri
surtlmektedir (44).

Miyokard infarktist sonrasi anormal miyokardiyalvdr hareketleri nedeniyle
kardiyak kontraktilitede, ejeksiyon fraksiyonundaatim voluminde azalma, sol ventrikll
uyumunda bozulma, sol ventrikilin diastol sonu m@ada artma, sinoatriyal giimde
bozukluk gibi fonksiyonel d#siklikler meydana geldi bilinmektedir. Gelgen kalp

yetmezIgi ve disritmilerin siklikla miyokard infarktistinakip ettgi belirtiimektedir (44).

Miyokard infarktuslerinin tipik olarak transmuraldugu bilinmektedir. Nekrozun
birka¢c saat icinde miyokardin orta ve subepikaddigéanlarina yayildii, zamanla
ventriktlin tim kalingini tutacaksekilde gengledigi ve genellikle infarktlis geliminden

sonra 3-6 saatlik dobnemde en gelis boyutuna ulgtigi ileri sirtlmektedir (45).
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2.3. Miyokard infarktiisinde Goriilen Morfolojik De gisiklikler

Miyokard infarktist gefiminden 0-1/2 saat sonra miyokard dokusunda yapilan
makroskobik ve sik mikroskobik rutin incelemelerde; siklikla herlgarbir desisiklik
gozlenmemektedir. Elektron mikroskobik incelemegeride, miyofibrillerde geseme,

mitokondrial 6dem ve glikojen kaybinin gozlenehildelirtimektedir (45).

Miyokard infarktiist ge$iminden 1/2-4 saat sonra dahi hem makroskobik hem d
Isik mikroskobisinde genellikle herhangi birgigklik gozlenmemektedir. Ancak infarktis
sinirindaki fibrillerde dgisen dizeylerde dalgali gorinim go6zlenebilmektediektton
mikroskobik incelemelerde ise, sarkolemmada bozulea mitokondriyalarda amorf
kristaller gérulebildgi belirtiimektedir (45).

Miyokard infarktiisi gef)iminden 4-12 saat sonra koyu renkli beneklenmeler
seklinde makroskobik dgsiklikler gozlenmeye bgdamaktadir. gik mikroskobik
incelemelerde koagulasyon nekrozununsldhgi, 6dem ve hemorajinin gozlerg
belirtiimektedir (45).

Miyokard infarktist gefiminden 12-24 saat sonra koyu renkli beneklenmeler
makroskobik incelemelerde daha belirgin olarak edebilmektedir. dik mikroskobik
incelemelerde ise koagulasyon nekrozu ile birliktétrofil infiltrasyonun baladigi,
miyositlerde hipereosinofili, nikleusta piknoz veyositlerin kenarlarinda kontraksiyon

band nekrozunun gozlenebigdbelirtiimektedir (45).

Miyokard infarktist gefiminden 1-3 gin sonra makroskobik olarak infarktis
alaninin merkezinde sari-kahverengi beneklenmeaielegmektedir. dik mikroskobisinde
ise koagulasyon nekrozu, hicre nukleuslarinigugan kaybi ve intersitisyel notrofil
infiltrasyonunun gozlenebildi belirtiimektedir (45).

Miyokard infarktist gefiminden 3-7 gin sonra makroskobik olarak infarktis

alaninin  merkezinde sari-kahverengi ygama ve sinirlarda hiperemik bir alan

goOzlenebilmektedir. Bu zaman dilimindesiki mikroskobisinde olt miyofibrillerin
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parcalanmaya Bkmasi, ©6li notrofiller, infarkt sinirnda makrdéajn fagositik

aktivitelerinin gozlenebildi belirtiimektedir (45).

Miyokard infarktist gejiminden 7-10 gun sonra infarktis alaninda makroskob
olarak sari- sari kahverengi renkgdikli gi ve yumugamanin maksimum dizeyde ofgly
alanin cevresinde kirmizi-kahverengi c¢okmelerin irtigdi izlenebilmektedir. gik
mikroskobisinde bu donemde; fagositozun grttkenarlarda fibrovaskiler grantlasyon

dokusunun erken formasyonunursladigi belirtiimektedir (45).

Miyokard infarktiisi gegjiminden 10-14 gin sonra makroskobik olarak infagkti
alaninin kirmizi- gri ¢okik bir gorinime dogdiigdzlenmektedir. Bu bulgularin izleigdi
dokularin g1k mikroskobik incelemesinde; yeni kan damarlari kalajen birikimi ile

granilasyon dokusunun ggigi gozlenebilmektedir (45).

Miyokard infarktist gefjiminden 2-8 hafta sonra ise infarktiis alani, ¢cesmed
merkeze dgru ilerleyen gri-beyaz skar dokusgeklinde makroskopik olarak ayirt
edilebilmektedir. Bu evredeki tamir dokusu, kollagarikimi ve azalmy hiicresel yapisi
ile dikkat cekicidir. Infarktiis geliminden itibaren yakkak iki ay gegctikten sonra
makroskobik olarak skar dokusunun tamamlgndyirt edilebilmektedir.shk mikroskobik
incelemelerde ise skar dokusunun tek komponentiablggzun kollajenin bulundgu
belirtiimektedir (45).

2.4. Akut Miyokard Infarktiisiiniin Postmortem Tanisinda Kullanilan Yonterer

Medikolegal yonden agairilan élimlerde; 6zellikle 6lim miyokard infarldiiniin
hiperakut fazinda meydana ge$se, makroskobik yontemler ve rutin histolojik boysdar
ile miyokard infarktisunun ortaya konmasinin oldukgor oldgu bilinmektedir.
Kaynaklarda miyokard infarktisinin postmortem tauala bircok biyokimyasal,
makroskobik, histokimyasal ve immunohistokimyasaklirkecin kullanilabilecgi
bildiriimektedir (47, 48). Ancak erken iskemik hasa postmortem tanisinda bircok
belirte¢ ve yontem kullanilsa da bu kagmkasorunu ¢ozebilecek tek bir yontem ya da
belirtecin olmadii belirtiimektedir (7, 8, 10, 45, 48).
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2.4.1. Akut Miyokard Infarktiisiinin Postmortem Tanisinda Kullanilan

Biyokimyasal Belirtecler

Akut miyokard infarktisinin postmortem olarak gaakonmasi icin sagida

listelenen belirtecler sik olarak kullaniimaktadir.

Kalp tipi Kreatin Kinaz (CK-MB): iskelet kasl, kalp kasi ve beyin dokusunda
aktivitesi yiksek olan kreatin kinazin dokulardaedin fosfati kullanarak adenozin
difosfattan (ADP) ATP olsumunu katalize etti bilinmektedir (49). Kretin kinazin alt
tiplerinden biri olan CK-MB’nin kalp dokusu ginda iskelet kasinda da az miktarda
bulundwgu belirtiimektedir. Klinik olarak kreatin kinazinigokard infarktlis gesiminden
2- 4 saat sonra serumda yukselmeygdols1, 18-24. saatlerde en yuksek dizeystia
ve 72. saatte normale dorgilibelirtimektedir. Daha spesifik olan CK-MB’nin datin
kinazin yaklalk % 15-45'ini olyturdugu, miyokard infarktiis sonrasi 18. saatte serumda
en yuksek dgerlere ulatigl, 48. saatte normale déngiiibelirtiimektedir (50, 51).

CK-MB'nin saglikhl insanlarda uzun sdreli egzersiz, skp maraton gibi @r
eforlarda serumda yuksegdibilinmektedir. Yapilan ¢cagmalarda multipl yaralanmalarda,
kardiyak cerrahi sonrasi, kardiyopulmoner resusystaa bgl olarak gelgsen iskelet kasi
hasarlarinda yanlipozitif sonucglarin elde edilebilegiegdsterilmitir (51, 52, 53).

Laktat dehidrogenaz (LDH): Bir hidrojen aktarici olan LDH’In laktatin piru\aat
dontsumunu katalizledii bilinmektedir. Bg farkli izoenzimi bulunan LDH'In LDH 1
formunun kalp kasinda yiksek oranda bulyndbelirtimektedir (49). Sitoplazmik bir
enzim olan LDH'In doku hasarina ga olarak gelgen hicre zari hasari nedeniyle
miyokard infarktiisii semptomlariningengicindan sonra 10. saatte serumda yikselmeye
basladigl, 24.-48. saatlerde en yuksek dizeysti@ave serumda | hafta kadar yuksek
kaldigi bilinmektedir (51). Miyokard dokusu gnda iskelet kasi, eritrosit, bobrek,
karacger, akcgerde de bulunmasi nedeniyle 6zggliain az oldgu ileri sturtlmektedir
(50, 51).
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Troponin | (cTnl) ve T (cTnT): Iskelet kasinin kontraksiyonu icin diizenleyici
protein olan troponinin; troponin C, troponin | treponin T olarak isimlendirilen (¢ alt
birimden olytugu bilinmektedir (54, 55). Troponin C’nin yapisal f@nksiyonel olarak
diz kaslarda bulunan kalmodilinin benzeri @ldu kalsiyum bglayarak
kontraksiyonlarin bdamasina yardimci olgu belirtiimektedir. Troponin T’nin troponini
tropomiyozine bgladigl, troponin I'nin ise miyozin kanin aktine bglanmasini inhibe
ettigi gosterilmgtir (55). Kaynaklarda kardiyak miyofibriller spedtfiproteinler olarak
isimlendirilen troponinlerden cTnl'nin yalnizca ké¢ bulundgu belirtiimektedir (56).
cTnT ve cTnl, CK-MB ile benzegekilde semptomlarin Bangicindan 2-12 saat sonra
serumda yukselmeye gadig, 18-24 saat sonra en yuksek dizeystiga 7-10 gin sonra
bile serumda vyiksek olarak saptanalgildibelirtimektedir (51, 57). Kardiyak
miyofibrillerin yaralanmasinin bir belirteci olarad nl ve cTnT’'nin CK-MB’ye gore cok
daha duyarh belirtecler olduklari, cTnl/CK-MB oram miyofibriller yaralanmanin bir

indeksi olarak kullanilabile@ileri stiriimektedir (58).

Miyoglobin: “HEM” grubu taiyan globuler bir protein olan miyoglobinin kas
dokusunda yaygin olarak bulurglu ve kas dokusunda oksijen depolanmasinda rol
oynadg! bilinmektedir. Yapilan ¢cadmalarda dgik molekiler girliga sahip oldgundan
miyokardiyal hasar meydana gdohide serumda cok kisa slrede grtiosterilmitir.
Miyokardiyal hasarin bdamasindan bir saat sonra serumda artmayadig, 12-24 saat
sonra normale dondi belirtiimektedir (51). Ancak iskelet kasinda dal bmiktarda
bulundigundan duyarligi ve 6zgullginin dguk oldysu ileri strdlmektedir (7).
Perikardiyal sividaki miyoglobin  konsantrasyonun lirmesinin ~ miyokard
infarktiisinin postmortem tanisinda 6zgul bir yontédiogu aktariimaktadir (11).

Potasyum/Sodyum (K / Na’) orani: Distile edilen homojenize miyokard
dokusunda potasyum ve sodyum oranlarina bakilayohtemin miyokard infarktistinin
erken dénem tanisinda oldukca kulknoldugu ileri stirtilmektedir. K/ Na" oraninin 0,7

veya daha diilk olmasinin infarktis lehine yorumlagdbelirtimektedir (11).
Bu yontemin oldukga basit oldu ve miyokard infarktiisii sonrasi 6lim meydana

gelen olgularda bir saat icinde gercekl@mesi gerektgi belirtiimektedir. Otoliz gelise

bile K* / Na oraninin dgismemesi nedeniyle givenilir bir kilavuz olgcaileri
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surtlmektedir. Ventrikiler hipertrofi, konjestif lpayetmezIgi, digital kullanimina bgli
olarak miyokardin iyon iceginin desismesine neden olan patolojik «dlarin bu
yontemin guveniriini azalttgl gosterilmgtir (59).

Seruloplazmin: Bir plazma proteini olan seruloplazminin bakirirsloza taiyicisi
oldugu bilinmektedir. Kaynaklarda ghkli eriskinlerde dolaimdaki total bakirin yakkak
% 90’'nin seruloplazmine Bh olarak bulundgu belirtiimektedir (55). Yapilan
calismalarda bsglica sentezlendi yer karacger olan seruloplazminin ayni zamanda
inflamasyon ve doku hasari gibi durumlarda ihmaing gosteren bir akut faz proteini
oldugu goOsterilmgtir. Ateroskleroz, abdominal aort anevrizmasi, ‘tabd” anjina,
vaskiilit ve periferal arter hastaligibi ¢coklu kardiyovaskuler bozulkgu olan hastalarda
ve miyokard infarktiisiinde serumda seruloplazmiregliginin arttg ileri stirtlmektedir
(60).

Kalp Tipi Ya g Asidi Baglayan Protein (H-FABP): Yag asitlerinin mitokondrilere
tasinip B oksidasyonu ile ATP elde edilmesinde rol oynayaniriirasitoplazmik protein
oldugu bilinmektedir (14, 61). Kardiyomiyositlerin sitzmalarinda bol miktarda
bulunan digik molekuler girlikli bu proteinin miyokard infarktliisi semptomian
baslangicindan kisa sire sonra serumda ve idrardarsaptdii belirtimektedir (62).
Yapilan calgmalarda akut miyokard infarktiisiiniin hiperakut fdairserumdaki aginin
miyoglobin ve CK-MB’ye goére cok daha cabuk ofdu duyarlilginin cok daha yiksek
oldugu ileri surtlmektedir (18, 62). Cerrahi olarak migod infarktist olgturulan deney
hayvanlarinda yapilan cginalar, miyokard infarktist gelminden sonra elde edilen H-
FABP plazma konsantrasyonunun, histolojik olaraktgilen infarkt alaninin biyUkgii
ile iliskili oldugunu gostermiir (63).

Bobreklerden dasmeden atilan H-FABP’'nin kronik bébrek yetmgzlgibi bobrek
fonksiyonlarinin  bozuldgu kosullarda plazma konsantrasyonlarinin yitksek olarak
saptanabilega belirtiimektedir (7).

Kaynaklarda postmortem tanida biyokimyasal olateterlendirilecek belirteclerin

perikard sivisinda serumdan daha hizligekilde saptanabildi belirtiimektedir. Ayrica

perikard sivisinin kontaminasyonun sinirli olmasiotopside kolaylikla elde edilebilmesi
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nedeniyle, postmortem biyokimyasal incelemelerdg&ped sivisinin kullaniminin seruma

gore ¢ok daha uygun olgu ileri striilmektedir (64).

2.4.2. Akut Miyokard Infarktiisiinin Postmortem Tanisinda Kullanilan

Makroskopik Belirtecler

Nitro Blue Tetrazolium (NBT) Testi: Miyokard infarktiisiiniin postmortem tanisi
icin yapilan makroskobik incelemelerde kullanilaBNtestinin genel bir dehidrojenaz
reaksiyonuna dayangll bilinmektedir. Yaayan kas hicrelerinde yeterli miktarda ko-
enzim, substrat ve dehidrojenaz aktivitesi bul@uwhdan uygulanan NBT'un formazana
indirgendgi, yasayan miyokard dokusunun koyu lacivert bir renk @ldihasarli miyokard
liflerinde enzim ve substrat kaybi nedeniyle indimghe reaksiyonu olmayaggave infarkt
alanin boyanmadan kalagabelirtimektedir. Bu yontemle makroskopik olarahkfarkt

tanisinin, infarktiisten sonraki 6-8 saat icindeutahbildigi gosterilmitir (59, 65).

Bu yontemin 30 dakika gibi kisa siurede ve otomdorsunda hizli birsekilde
uygulanabilecgi belirtiimektedir. Yaygin olarak kullanilan bu tesiyi ve guvenilir bir
teknik oldyu, 6zgulliginin yuksek olmasina gaen yanlg negatif sonuclar vermesi
nedeniyle duyarhfiinin dgiuk oldusu aktariimaktadir (11). Ayrica otolizin medikolegal
deserlendirmeleri olumsuz olarak etkilemesi nedeniple,yontemin dgerini azalttg ileri
surulmektedir (59).

Trifenil Tetrazolium Klorid (TTC):  Tetrazolium tuzlarinda oksidasyon-
reduksiyon tepkimesine dayanan bir yontem pgidwe erken dénemde miyokard
iskemisini saptamak amaciyla kullangdbilinmektedir (47). Bu yontem kullaniig@inda
dehidrogenaz aktivasyonuna gha olarak ygayan miyokard dokusunun kirmiziya

boyanacgi, hasarli miyokard dokusunun ise boyanmadan kgidssdirtiimektedir (66).

oldugu belirtiimektedir. Postmortem 18 saatten daha ugire ve 4° C de beklegi
cesetlerde miyokardin dehidrogenaz aktivitesindesge deisiklikler ve otoliz nedeniyle
guvenilir olmadgl gosterilmstir (47).
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2.4.3. Akut Miyokard infarktiisiiniin Postmortem Tanisinda Kullanilan Mikroskopik

Belirtecler

Kaynaklarda rutin boyama yontemleri ile miyokarerfizyonunun bozulmasindan
itibaren 6 saat ve daha fazlasgganlarda iskemiye ait bulgularin ortaya konalildi
belirtiimektedir (7, 67).

Hematoksilen Basik Fuksin- Pikrik Asid Metodu: Bu yontemde fuksin pozitif
boyanma alanlarinin iskemiyi ve miyosit diizeyindekkrozu gosterdi belirtiimektedir
(47). Yapilan cabmalarda koroner arter oklizyonundan 30 dakika semnkan iskemik
desisiklikler gelisen alanin pozitif boyanma reaksiyonu vgrdve 36 saate kadar bu
pozitif boyanmanin devam eitigosterilmitir. Hematoksilen eozin floresans yontemi ile
birlikte kullaniminin erken miyokardiyal hasarin sggrilmesinde guvenilir oldiw
belirtiimektedir (68). Uygulamada derlendirme zorluklarinin olmasi nedeniyle yanl
pozitif ve yanls negatif dgerlendirmelerin sik oldgu, bu nedenle guveniginin
tartismali oldigu ileri strilmektedir (69).

Floresan Mikroskopik Akridin Orange Metodu: Bu ydntemde infarkt alaninin,
floresan mikroskopta yé rofle verdigi, sggslam dokunun kahverengi olarak gozlegidi
belirtiimektedir. Floresan mikroskop gerektiren Hlgknik olmasi ve boyanin cabuk
solmasina h#i saklanamamasi nedeniyle rutin uygulanmasinin itlkisoldugu
bildiriimektedir. Kolay ve cabuk uygulanabilen hiobntem olmasina gmen guvenirlgi
tartismalidir. Bazi argtirmacilar miyokard infarktist tanisindasdié duyarhlga sahip
oldugu icin kullangh bir yontem olmadiini aktarmaktadirlar (11). Bazi amamacilara
gore ise miyokard infarktlist tangipheli olan olgularda infarktis tanisiningdgdanmasi
icin hematoksilen eozin boyamaya goére ¢cok dahartiuy@ kullangli bir yéntem oldgu,
bu nedenle miyokard infarktist tanisinda guvetulir yontem olarak kullanilabilege
belirtiimektedir. Ayrica bu yontemin otolize gladegisiklikler gelismemise postmortem

2-3 gun sonra bile guvenilir olarak kullanilabilgcieri striimektedir (70).
Hematoksilen Eozin Otofloresansi: Eozin boyasinin, ultraviole mikroskopta

izlenebilen kendine 6zgu floresan kapasitesinireleemesine dayanmaktadir. Ozellikle

histolojide  eozinofilik  miyositlerin ~ goérilmesi  dumunda  kullanilabilegg
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belirtiimektedir. Bu ydntemle ultraviolede normaliyokard dokusunun zeytin yé,
hasarli miyokard dokusunun sari renkte goziginolelirtiimektedir. Duyarhlginin acridin
orange yonteminesg oldugu bildiriimektedir. Preparatlarin istergilikadar saklanabilmesi
ve parafin bloklarin kullanilabiliyor olmasi yontemavantajli yonleri oldgu ileri
surulmektedir (71).

Van-Gieson ve Masson Trichrome Boyalari Kollajeni boyamalari nedeniyle
infarktiisin daha ge¢ dénemlerinde yararli oldukhal olsmaya balayan fibrozisi

gosterdikleri belirtiimektedir.

Fosfo Tungstik Asid Hematoksilen (PTAH): Ozellikle miyofibrilleri boyamasi
nedeniyle kontraksiyon bant nekrozlarinin goéstegdmde kullanildii belirtiimektedir.
Travmalarda, elektrik yaralanmalarinda, gucli sdrkpgtimilasyona yol acan ani 6lim
olgularinda kontraksiyon band nekrozu gorilebilmesieniyle 6zgullginin az oldgu

ileri surdlmektedir (72).

2.4.4. Akut Miyokard Infarktiisiinin Postmortem Tanisinda Kullanilan

Immunohistokimyasal Belirtecler

Akut miyokard infarktisunin postmortem olarak gaakonmasi igin gagida

bazilari belirtilen ¢cok sayida immunohistokimyaselirte¢ sik olarak kullaniimaktadir.

Enzim immunohistokimyasi: Olen hiicrelerde laktat dehidrogenaz ve siksinat
dehidrogenaz gibi enzimlerin kaybinin immunohistof@sal olarak gosteriimesine

dayanmaktadir.

Fibronektin: Ekstraselltler matrikste major bir glikoproteinaol ve plazmada
¢6zinmi olarak bulunan fibronektinin, biyik molekugidikli, dimer ya da polimer
disalfit bggh, 220-250 kDa’luk bir polipeptit oldgu bilinmektedir. Ekstrasellller matrikse
hicrelerin yapmasinda rol oynamasi nedeniyle 6zellikle yara gyilesinde onemli
oldugu, granulasyon dokusunda bol miktarda bulgndelirtimektedir (8, 55, 73).
Miyokard iskemisi sirasinda fibronektinin hasarlapkler ve miyositlerde biriki,

immunohistokimyasal boyama yontemleri ile glsan miyositlerin sitoplazmalarinin
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boyanmadii, biriken fibronektinin ise gosterilebilgii belirtiimektedir. Medikolegal
deserlendirmelerde fibronektinin postmortem otolizdetkilenmedgi de gosterilmitir.
Miyositlerdeki pozitif boyanmanin erken miyokardfarktisinin dgerlendiriimesinde
deserli bir belirtec oldgu, pratikte fibronektinin erken miyokard infarktimin
postmortem tanisinda guvenilir ve duyarli bir ydmteolarak kullanilabilecg ileri

surtulmektedir (8).

Hucre iskelet proteinleri: Desmin, vinculin ve alfa aktinin hticre iskeletiniig
komponenti old@u bilinmektedir. Hticre iskelet proteinlerinin; h&ain mekanik giclere
direncini sgladigl, hicre zarinin stabilitesinin ve hicre organellar internal
organizyonun gdanmasinda ©Onemli rol oynagh belirtimektedir (55). Miyokard
infarktiis semptomlarinin damasindan bir saat veya daha sonra 6lgitekin miyokard
dokusunda bu proteinlerin immunohistokimyasal datakudaki azalmasi gosterilgtir.
Bu belirtecin kolaylikla yapilabilgi ve laboratuvarlarda sik olarak kullangdi
miyoglobinle kasgilastirildiginda ¢ok daha gucli kontrast gostermesi nedeniyekard
iskemisini ¢cok daha iyi gostegiileri strtlmektedir. Bu (¢ hiicre iskelet protearasinda
alfa aktininin dgerlerine gore cok daha duyarli ve 0©zgul bir befirteldusu
belirtiimektedir (74).

Miyoglobin: Hem grubu ts@yan globiler bir protein olan miyoglobinin kas
dokusunda yaygin olarak bulurglu ve kas dokusunda oksijen depolanmasinda rol
oynadpg! bilinmektedir (55). Ratlarda yapilan gahalarda, koroner arter ligasyonu
sonrasi sol ventrikil 6n duvarinin subendokardilgécrelerindeki lokal miyoglobin
azalmasi ligasyondan 30 dakika sonra goOzlgemmiLigasyon sonrasi donem uzadik¢a
lokal miyoglobin azalmasinin subepikardiyal hlicrelgayildgl, Gc¢ saat sonra miyokardin
tum tabakalarinda go6zlerglibelirtiimektedir (75). Miyoglobinin, miyokard imdrktlsl
sonrasi miyokardiyal hasarli hiicrelerdeki kaybipostmortem tanida negatif bir belirteg
olarak kullanilabilecgine dikkat ¢cekilmektedir (48, 75).

Troponin | (cTnl) ve T (cTnT): cTnT’nin troponini tropomiyozine l@adgi,
cTnl'nin ise miyozin banin aktine bglanmasini inhibe e bilinmektedir (55).
Miyokard infarktisinden cok kisa sure gecse bilepdnin | ve T’nin miyokard

dokusundaki kaybinin immunohistokimyasal olarak tgdebildigi, bu nedenle rutin
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boyama yontemlerine gére cok daha duyarli beliere@ldigu belirtiimektedir (76).
cTnl'nin miyoglobin, miyosin ve @er kas protein komponentleri gibi miyokardiyal
hasarli hicreden kaybolmasinin, negatif bir belirtelarak kullanilabilecg ileri
surtlmektedir (1Q)

Fibrinojen: Bir plazma proteini olan ve pihtgaa faktorlerinden biri olarak
pihtilasmada rol oynayan fibrinojenin hicre hasaringlib@alarak hasarl hicrelerde
birikmesi immunohistokimyasal olarak bircok gatada gdsterilmgtir (75, 77). Hasarli
hicrelerde plazma proteinlerinin miyokard hicrelergirsinin geri déngimsuz hicre
hasarinin bir gostergesi olglu distiniimektedir (75, 77). Ratlarda yapilan galalarda;
sol koroner arter ligasyonu sonrasi subendokardiyalelerde fibrinojen ygunlugunun
artmaya bgladigl, sire uzadikgca bu ganlugun miktarinda ve gegliginde artma
meydana geld gosterilmitir (75). Kopeklerde yapilan bir catnada; sol koroner arter
ligasyonundan 3 saat sonra hasarli hicrelerdendifamin arttgi gosterilmstir (77).
Ancak fibrinojenin erken miyokard infarktisiinin pasrtem tanisinda kullaniminin ¢gok
pratik bir yontem olmasina gmen kan komponentleri ile kontamine olmdilieni

nedeniyle guvenir§inin distik olduzu ileri strtlmektedir (75).

C5b-9 kompleksi: Kompleman sisteminin bir parcasi olan C5b-9'un
immunohistokimyasal ¢aimalar ile hasarli hiicrelerde ve arter duvarlarigtabaklarinda
gosterilebildgi ve erken iskemik hasarin tanisinda da yardinabitgcegi belirtiimektedir
(9, 16, 72, 78, 79). Yapilan immunohistokimyasalisgaalarda C5b-9 kompleksinin
iskemik hiicrelerde ve arter duvarlarinin i¢ tabakaba biriktgi gosterilmitir (79). Eser
miyokardiyal hasar lokal ise veski40 dakikadan daha uzun siuresgmgsa C5b-9'un
hasarli hicrelerdeki agtnin  gosterilebileca  belirtiimektedir (78). C5b-9’un
immunohistokimyasal olarak hasarli hicrelerdekisamn gosteriimesinin curime ve
otoliz gelsse bile infarktis siphesinde tani koymada yardimci olabif@celeri
surtulmektedir (16, 79).

Kalp Tipi Yag Asidi Baglayan Protein (H-FABP): Miyoglobinle
karsilastirildiginda daha kiguk bir molekdl olgu, miyokard infarktiisii sonrasi hasarli
kardiyomiyositlerden hticre gna kacginin daha c¢abuk olgw bilinmektedir (7).
H-FABP’nin miyoglobin gibi iskelet kasinda da butiugu, ancak iskelet kasinin
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miyoglobin icergi H-FABP iceriginin yaklasik 2 kati oldgu belirtiimektedir (7). Yapilan
immunohistokimyasal c¢almalarda miyokard infarktiisi sonrasi 30 dakika disia bir
sure sonra iskemik dokudaki azalmasinin gosteldad bu nedenle erken miyokard
infarktiisinin postmortem tanisinda kullanilabileatdgerli bir belirte¢ oldgu ileri

surtlmektedir (7).

2.5. Yg Asidi Baglayan Proteinler (FABP’s)

Yag asitlerinin albumin veya lipoproteinlerdeki tribgtiseroller seklinde dokulara
tasindiklari  bilinmektedir. Y& asitlerine balanabilen, farkli affinitelere sahip,
ekstraselltler, selltler, intraselluler birgok flarkrotein oldgu belirtiimektedir (80).
Albuminin kanda ya asitlerini tgiyan ana tgayici olduysu, vitamin D bglayan protein,
laktoglobulin, retinol, 1ss0k protein, glutatyon S transferaz ve fetusta tdfaprotein ve

fetuin gibi bircok proteinin yaasitlerine affinitesi oldgu gosterilmgtir (13, 80).

2.5.1. Sitoplazmik Y& Asidi Baglayan Proteinler

IIk olarak 1972 yilinda Ockner ve arkatia tarafindan sitoplazmada tanimlanan
sitoplazmik y& asidi b&layan proteinlerin ¢gtli hiicresel sureclerde direkt veya indirekt
etki gostererek rol aldiklar bilinmektedir (80,,&R).

Elde edilen kaynaklarda FABP’nin yapisal olarakbitinden farkli en az 7 tipi
tanimlanmgtir (80). Tum FABP’lerin molekulerg@rliklarinin 14-16 kDa arasinda olglu
127-133 aminoasitten altugu gosterilmgtir (13, 14, 82, 83). Yapilan camalar kalp, ya
dokusu, miyelin ve epidermal tip FABP’lerinin amasdd diziliminin % 60-70 oraninda
birbirine benzediini, karacger ve intestinal tip FABP’lerde triptofan ve sistei
aminoasidlerinin bulunmagini gostermitir. Insanda karager tipi FABP’ni kodlayan
genin 2. kromozomda, intestinal tip FABP kodlayamig 4. kromozomda, kalp tipi FABP
kodlayan genin 1. kromozomda offlubelirtiimektedir (13, 80).

Kaynaklarda yapisal olarak FABP’lerin uzun zincyag asitleri ve yg acil CoA

esterlerinin tainmasi, hicre iginde esteyieesi ve oksidasyonuna yardimci olabilen ve

albuminin intraselltler bir 6zdeolarak davranan bir molekdl oldu ileri strtlmektedir
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(13, 80, 84). Karager, muhtemelen renal ve intestinal FABP tiplerinipofilik
ligandlarin yaygin olarak ¢mmasinda fonksiyonu olabilegie belirtiimektedir.
FABP’lerinin sadece gdli metabolik yollarda yg asitlerinin sadece kullaniminda
yardimci olmadil, ayni zamanda yaasidi ile ilgili metabolik yollarda farkh y&a

asitlerinin kullaniminda énemli olabilegéleri sturilmektedir (14).

Intraselliiler yg asitlerinin enerji tretimi, membran lipidleri vergstoglandin,
|6kotrienler ve tromboksanlar gibi lipid mediatdgiten sentezi icin ¢cok 6nemli bir
molekidl old@gu bilinmektedir. FABP’lerin direkt veya indirekt letile c¢ssitli hiicresel
surecleri etkileyip kompleks sureclerin regulasyohliyime ve sinyal iletiminde etkili
olabilecei ileri surtlmektedir (13).

Yag acil CoA esterlerinin bir substrat olarak gyanetabolizmasindaki bir¢ok
enzimin aktivasyonun biyokimyasal dlzenleyicisi ralka rol oynayabildii ve
mitokondriyal adenin nukleotid translokaz ve Na-KTRaz gibi enzimlerin inhibe
olmasina neden old@u bilinmektedir. Ayrica ya asitlerinin kalsiyum sekestrasyonu ile
kalbin mekanik fonksiyonlarina etki edebilgcee hiicre zarina deterjan etkisi géstererek
zarar verebilegg belirtiimektedir. FABP’nin yg asitlerinin ve iskemi sirasinda meydana
gelen y& asidi esterlerinin yiksek intraselliler seviyaleri zarar verici etkisine kar
koruyucu etki gosterebilegeileri surtlmektedir (13, 14, 84).

Yapilan immunohistokimyasal ve immunokimyasageitendirmelerde FABP’lerin
fizyolojik kosullarda doku dgiliminin sinirli oldgu gosterilmgtir. Ratlarda karager tipi
FABP ve onun mRNA'sinin sadece kagmsi, mide ve barsaklarda oldgu, kalp tipi
FABP ve mRNA'sinin iskelet kasi, aorta, mide, medokusu, bobrek, adrenaller ve
plasentada bulung@u belirtiimektedir (13, 8Q) Karacger ve kalp FABP tiplerinin
bobreklerde mevcut olgu, ancak farkl lokalizasyonlarda bulurgdy karacger ve
intestinal tip FABP’lerin birlikte jejenum ve ilewtaki enterositlerde bulungu, fakat
kolonositlerde sadece karger tipi FABP bulundgu bir¢cok calgmada gosterilmstir (13).
Kardiyak dokuda kalp tipi FABP ve epidermal tip FRBImak Uzere iki tip sitoplazmik
FABP bulundgu bilinmektedir (85). Kalp tipi FABP'nin kalp ve kelet kasi dynda
bircok dokuda yaygin olarak bulunmasingman, intestinal, y& dokusu, miyelin ve
epidermal tip FABP’lerin doku galimlarinin sinirh oldgu ileri strtlmektedir (13, 80).
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Deney hayvanlarinda yapilan gatalarda FABP’nin kalp, karager, iskelet kaslart,
adrenaller, meme dokusu, beyin ve bobreklerde ditoproteinlerin % 2-5'ni kapsag,
kalp ve karagierde bu oranin daha yuksek gidugdOsterilmgtir. Ayrica FABP icerginin
yava kasilan kaslarda hizli kasilan kaslardan dahagki@ilygu gosterilmgtir (13).

2.5.2. Kalp Tipi Yag Asidi Baglayan Protein (H-FABP)

H-FABP’nin kardiyomiyositlerin sitoplazmalarindaltmiktarda bulunmaktadir. 14-
15 kDa airhkta, 132 aminoasidden alan bu proteinin, sitoplazmadagyasidi ve acil-
CoA’lari baglayarak mitokondriye tanmasinda dnemli bir rol oynagibilinmektedir (83,
85). Ratlarda sitoplazmik proteinlerin yajla% 4-8’ini olusturdugu belirtiimektedir (83).
Immunohistokimyasal ¢amalarda kiiciik miktarda H-FABP’nin mitokondrial matwve
nikleus i¢ yuzeyinde de olgu gosterilmgtir (85). Kardiyomiyositler yaninda, gik
miktarlarda olsa da kalp kapiller endotel hicrelée, kardiyak fibroblastlar, @r aort
dokusunda elde edilen endotel hicre kulturlerirdianar diz kas hicrelerinde de H-
FABP oldygu belirtiimektedir. Dger FABP tiplerinden farkli olarak doku giaminin
daha yaygin oldgu, kalp dsinda kirmizi kas hicreleri, renal korteks, testiske beyinde
de bulundgu ifade edilmektedir (61, 84, 85).

Insanda H-FABP kodlayan genin 1. kromozomda gidhilinmektedir. Farelerde
yapillan cakmalarda, H-FABP kodlayan genin 4. kromozomda gldguancak bircok

kromozomda psédogenlerin tanimlagichelirtiimektedir (85).

2.6. Kalpte Yagg Asidi Oksidasyonu

Kalbin eneriji ihtiyacinin karlanmasinda uzun zincirli gaasitlerinin primer olarak
kullanildigi  bilinmektedir. D@guk karbonhidrat desge olan durumlarda ya asidi
oksidasyonunun gerekli enerji intiyacinin yalka% 75'ini kagiladigi belirtiimektedir. Bu
nedenle kalp dokusunun gasidi oksidasyonu kapasitesinin kaggei kadar ya da daha
yuksek oldgu ileri surtlmektedir. Kardiyomiyositlerin ga asidi depolamasi sinirli

oldugundan strekli olarak dajandan yg asidi almasi gerelgi belirtiimektedir (84, 86).
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Yag asitlerinin diyet ile alingn ya da yg dokusu veya karagerde yeniden
sentezlenerek elde edigli bilinmektedir. Ba&irsaklarda diyetle alinan gaasitlerinin
gliserol ile esterifiye olarak veilomikronlarla birlserek hizla kan dotamina gecti
belirtiimektedir. Karagierde yeniden sentezlenen gyasitlerinin ise, silomikronlarin
hepatik lipolizi ile salinan ¢cok @ik yogunluklu lipoproteinlerin (VLDL) triacil gliserol
ile birlestigi belirtiimektedir. Y& asitlerinin albumine kg, silomikronlar ve VLDL'de
yag esterleriseklinde pasif diftizyon ya dagigici proteinlerle kalp hicrelerinestadigi ve
endotelyal htcrelerin limeninde bulunan lipoprotéipaz yardimiyla ya asitlerinin
serbestlgtigi kabul edilmektedir (12, 14, 84).

Sitoplazmaya alinan gaasitlerinin H-FABP’e bglanip, Acil CoA sentetaz enzimi
ile uzun zincirli Acil CoAseklinde aktive olduklari gosterilstir. Acil kisimlari karnitin
palmitiltransferaz 1 (CPT 1), karnitin acilkarnitiranslokaz ve karnitin palmitiltransferaz
2 (CPT 2) enzim kompleksi yardimi ile mitokondriy@sindigi belirtiimektedir.
Mitokondri matriksinde uzun zincirli acgil CoA’lariasetil CoA uretimi iciry oksidasyonu
gerceklgtiren enzim sisteminden gegitileri surtlmektedir (14, 61).

2.6.1. Y& Asidi Oksidasyonu Bozukluklari

Yag asitlerinin oksidasyonunun miyokardin tim enehtiyiacinin % 60-70'ini
karsiladigl, diabet gibi durumlarda bu oranin % 90%ahildigi belirtiimektedir. Diabetes
mellitus, kalp hipertrofisi, uzun sireli achk, ekik kalp hasta$i, hipertansiyon gibi
bircok hastalikta y& asidi metabolizmasinin bozulglu bilinmektedir. Bu hastaliklarda;
miyokard karnitin iceginin azalmasi, y& asidi seviyesinin artmasi ve karbonhidrat
metabolizmasinin bozulmasi, mitokondride gyasidi metabolizmasi icin gerekli
enzimlerin bozukluklari veya yaasidi oksidasyonunda gorevli enzimlerde eksiklik

nedeniyle yg asidi metabolizmasinin bozulgluileri strtlmektedir (12, 14).

Kalp hipertrofisinde ana metabolik bozugluin yas asidi oksidasyonunda meydana
gelen azalma oldiw belirtiimektedir. Bu ya asidi oksidasyonundaki azalmanin
hipertrofik miyokard dokusunda azalan karnitin ratkba bgli oldugu distintlmektedir.
Hipertrofi gelsen kalp dokusunda Kkarnitin icgmin azalmasinin ya asitlerinin
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oksidasyonunda azalmaya neden qtacamiyokard dokusunun ATP ihtiyacinin

karsilanabilmesi icin glikolizin artg ileri surilmektedir (12, 14).

Ratlarda yapilan camalarda diabette ve uzun sureli aclikta da bene&ilde
miyokardin karnitin iceginin azaldgl, ancak hipertrofik kalpteki gaasidi oksidasyonun
azalmasinin tersine diabetik rat kalbindeg yasidi oksidasyonun azalmayip dttti
belirtiimektedir. Bu artiin sarkolemmaya giren glukoz miktarindaki azalmagaenerji
gereksinmesinin dojamda artmg olan ya& asitleri ile sg@lanmasina b#i oldugu ileri
surulmektedir (14, 86). Ratlarda yapilan bazi sgadlarda yg asidi oksidasyonunun
artmasina paralel olarak sitoplazmik FABP seviyelerarttigi gosterilmgtir (12).

Yag asitlerinin B oksidasyonla yikiminda gorevli enzimlerdeki ekigildrin de
metabolik bozukluklara neden olglu bilinmektedir. Karnitin palmitiltransferaz enzim

eksikliginin en sik gorulen enzim eksiglioldugu belirtiimektedir (14).

Plazma yg asidi seviyesinin akut miyokard infarktisini tanbya da kardiyak
cerrahi sonrasi arf bilinmektedir. Iskemiye maruz kalmi kardiyomiyositlerde
reperflizyon sirasinda artan plazmag yasidi seviyesinin katekolaminlerle birlikte

hiicrelere zarar verici etki gostegdbelirtimektedir (14).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Calsmanin Planlanmasi vesbirli gi Organizasyonu:

Calismanin hipotezi Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakgit¢éDEUTF) Adli Tip Anabilim
Dali'nda olgturulduktan sonra, perflizyon sintigrafisi yapilmagn Nukleer Tip Anabilim
Dalr'nin, biyokimya inceleme basamaklari icin DEUTBiyokimya Anabilim Dali'nin,
histokimya ve immunohistokimya inceleme basamakigin DEUTF Patoloji Anabilim
Dal’'nin laboratuvarlarindan ve damanliklarindan yararlaniimasi, deney hayvanlarinda
olusturulacak model icin DEUTF Kalp Damar Cerrahisi Aiian Dali ve DEUTF
Multidisipliner Laboratuvari ve Laboratuvar Hayvanhin Sglik Bilimlerinde Kullanimi

Anabilim Dali'ndan destek alinmasi planlandi.

28.06.2007 tarihinde anabilim dalimiz akademik kdkarari ile tez projesi 6n hazirlik
calismas! kabul edildi. Hazirlanan gaha projesi, 02.07.2007 tarihinde DEUTF Deney
Hayvani Aratirmalari Etik Kurulu'na gorgl alinmak tzere gonderildi. Adi gecen kurulun
21.09.2007 tarih ve 87 sayil karari ile bu galgnin yapiimasi icin olumlu g&@hndi (Ek
1).

Tez proje teklif ve dgerlendirme formu 28.09.2007 tarihinde DEUTF Dekardiracilg)

Mudurligh 6denginden 2007.KB.SAG.042 numarasi ile desteklendi.

Calsmanin bir parcasini ofturan ve Nukleer Tip Anabilim Dal’'nda yapilmasi
planlanan perflizyon sintigrafisinde kullanilacakazin bozuk olmasi ve tamirinin mimkin
olmadginin belirtiimesi nedeniyle bu basamak galadan cikartildi. DEUTF Deney
Hayvani Aratirmalari Etik Kurulu bilgilendirildi.

Calisma oncesi eksikliklerin saptanmasi, anestezi uygatanin ve uygulanacak cerrahi
yontemin sinanmasi amaciyla iki sican tizerinde 2L20D7 tarihinde DEUTF Kalp Damar
Cerrahisi Anabilim Dali ve DEUTF Multidisipliner lbaratuvari ve Laboratuvar
Hayvanlarinin Sglik Bilimlerinde Kullanimi Anabilim Dali argtiricilar ile birlikte

uygulama salonunda 6n gaha gerceklgtiriidi. On calsma ile planlanan c¢aimada
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Hayvani Aragtirmalari Etik Kurulu’na sunuldu.

Calsmanin deney samasi 30.01.2008- 27.02.2008 tarihleri arasinda TFEU
Multidisipliner Laboratuvari ve Laboratuvar Hayvanhin Sglik Bilimlerinde Kullanimi
Anabilim Dali uygulama salonunda yapildi. Alinannka@rneklerinin analizi DEUTF
Ogrenme Kaynaklari Merkezi Asairma laboratuvarinda ve alinan doku 6rneklerimalii
DEUTF Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda geklestirildi.

Calismada belirlenen gruplar iginde ilk gaha gint sol 6n inen (LAD) koroner arter 6.0-
10 mm.lik atravmatik gneli situr materyeli ile Bgandiktan sonra dnce 30 dakika iskemi
olusturulan gruptan bir denek ve daha sonra 45 dalskeni olyturulan gruptan bir denek
ile calsmaya balandi. Daha sonraki ¢caima glnlerinde 6nce 45 dakika, sonra sirasiyla 30
dakika, 15 dakika, 5 dakika ve sham grubusddi.

Calsmadan elde edilen verilerin ve gbzlemlerin kaydedsi icin argtirma veri kayit
defteri hazirlandi. Caima siiresince ¢allan giinlerde DEUTF Multidisipliner Laboratuvari
ve Laboratuvar Hayvanlarinin 8e Bilimlerinde Kullanimi Anabilim Dali deney hagwi
protokol defterine dizenli olarak kayit yapildi.

3.2 Deney Hayvani Modeli

3.2.1 Kullanilan Deneklerin Sayisi ve Tiri

Bu calsma DEUTF Deney Hayvani Asarmalari Etik Kurulu’ndan izin alindiktan sonra
DEUTF Deney Hayvanlari Agirma Laboratuvari'ndan ganan 35 adetgrliklar 200-250
gram arasinda @esen, ergkin disi Wistar- Albino sican kullanilarak yapildi.

3.2.2 Denek Olarak Sican Secilme Nedeni

DEUTF Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvada Wistar- Albino sican

swunun aratirmalarda kullaniimak tzere bulunmasi ve miyokgatiskemi modellerinde
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miyokardiyal kollateral dokamin bu sicanlarda daha az olmasi (87) nedeniyligntanin

erigskin disi Wistar- Albino sicanlarda yapilmasi planlanlandi.

3.2.3 Deneklerin Bakim Yeri, Suresi ve Kgullari

Sicanlar argirmanin balangicina kadar oda isisinda (20 + 2 santigratcaégree 125er
saatlik zaman dilimlerinde gusigi/karanlik ortamda tutulup, standart pelet sicamiyde
beslendi ve su kisitlanmasi uygulanmadi. Uygulanaearahi §lemden 12 saat 6nce sicanlar

ac birakildi, sadece su icmelerine izin verildi.

3.2.4 Calsma Gruplarinin Belirlenmesi

Wistar- Albino sicanlarda her bir grup yedi sicamddusacak sekilde, dordi cajma
grubu ve biri sham grubu olmak Uzeres lmFup olyturuldu. Ayrica hicbir cerrahisiem
uygulanmayip sadece kuyruk veninden kan gragnan bir kontrol grubu okturuldu. LAD
ilk diagonal dali verdikten sonra glanarak okliizyon okturulmasiyla elde edilen cahna
gruplarinda; iskemi okumundan sonra birinci grupta 5 dakika, ikinci geudt5 dakika,
Ucuncl grupta 30 dakika, dordinci grupta 45 dalik&lendikten sonra deneklerden
kataterden kan alindi. Kan o6rnekleri alindiktanraokalp cikarilarak denekler sakrifiye
edildi. Calsma gruplari icin tanimlanan alandan atravmatikeli situr materyeli gecirilmi
fakat koroner arter Iganmayan sham grubunda ise deneklerden terminaladak(45
dakika) kan alindi. Kan alindiktan sonra kalp qgikaak denekler sakrifiye edildi. Deneklerin
diuz tipe alinan kanlari biyokimyasal incelemelgpilabilmesi icin Biyokimya Anabilim
Dali'na, alinan kalpleri % 10’luk tamponlu formalde soliisyonu iginde histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler icin Patoloji AnahiDali laboratuvarina génderildi.

Calisma gruplarinin 6zelliklerisagida 6zetlendi;

1. Grup (n:7)- LAD bglandiktan 5 dakika sonra kan ve doku @iredinan grup

2. Grup (n:7)- LAD balandiktan 15 dakika sonra kan ve doku @radinan grup

3. Grup (n:7)- LAD balandiktan 30 dakika sonra kan ve doku @radinan grup

4. Grup (n:7)- LAD bglandiktan 45 dakika sonra kan ve doku @rainan grup

5. Grup (Sham grubu) (n:7)- LAD glanmayip, sadece caina alanindan atravmatigneli
sutur materyeli gecirilen grup.

Kontrol grubu (n:7) - Hicbir cerrahglem uygulanmayip sadece kan dgnalinan grup.
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3.2.5. Kullanilan Anestezi ve Analjezi Turu

Deneklerin anestezisi 45 mg/kg ketamin (ketalakdia 50 mg/ml, Eczacibailac ve
Ticaret AS., istanbul) ve 5 mg/kg Ksilazine (Rompun flakon, 23r88/ml, Bayer Tlrk

Kimya San. LtdSti., Istanbul) intraperitoneal yolla verilerek yapildi.

3.2.6Iskemik Kalp Modelinin Olu sturulmasi

3.2.6.1 Hazirlk ve Monitérizasyon

Anestezi altinda olan deneklerin ekstremitelerstifa yardimiyla sabitlendikten sonra
boyun ve g@us 6n duvari tiraedilip cerrahi saha batikonla silindi. Boyun inginu ile
trakeostomi acilarak solunum sayisi 60/dakika, %dk€ljen dest@ ile 10-15 ml/kg tidal
volimde denek hayvan respiratorine (No. 7025 Roditilatér, Ugo Basile,italya)
baglandi. Devamli basing monitdrizasyonu igin sol kigroarterinden 24G branul ile
kateterize edildi. Kalp hizi ve kan basinci denepnuna kadar basing monitéri ekranindan
(Peta KMA 250) surekli olarak takip edildi. Ofturulan aratirma veri kayit defterine elde

edilen veriler (tansiyon arteryel ve nabiz) gala siresince dizenli araliklarla kaydedildi.

Elde edilen verilerin kaydedilme surelesagida 6zetlendi.

1. Grup- a) Kateterizasyondan sonra, b) LAZlaadiktan sonra, c) Kan ve doku drnekleri
alinmadan hemen 6nce.

2. Grup- a) Kateterizasyondan sonra, b) LARlaadiktan sonra, c) Kan ve doku ornekleri
alinana kadar er dakikalik aralarla.

3. Grup- a) Kateterizasyondan sonra, b) LARlaadiktan sonra, c) Kan ve doku ornekleri
alinana kadar ger dakikalik aralarla.

4. Grup- a) Kateterizasyondan sonra, b) LARlaadiktan sonra, ¢) Kan ve doku 6rnekleri
alinana kadar er dakikalik aralarla.

5. Grup (Sham grubu)- a) Kateterizasyondan sonrd, A baglanmayip, sadece csina
alanindan atravmatikgineli sttur materyeli gecirildikten sonra, c¢) Kan deku 6rnekleri
alinana kadar onar dakikalik aralarla.
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3.2.6.2 Uygulanan Yontem

Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali atamacisi tarafindan kalbe ghaak igin
sternotomi yapildi. Perikardiyotomi sonrasi ekattonularak kalp gorinir hale getirildi.
Loop yardimiyla sol ana koroner arterin kalbin oazgndeki interventrikiler septum
boyunca ilerleyen LAD dali gozlendi. LAD ilk diagahyan dalini verdikten sonra mid LAD
bdlgesinden 6.0-10 mm.lik atravmatigneli sttur materyeli ile intramiyokardiyal olarak
gecildi ve cama gruplarinda arter peandi (88, 89). Sham grubunda ise gal grubunda
tanimlanan alandan 6.0-10 mm.lik atravmatikeli sttur materyeli gecirildi. Fakat LAD

baglanmadi.

Sivi uygulamasi;slemler sirasinda tahmini kaybedilen kan voliumungnkéti olacak
bicimde % 0.9 NaCl solisyonu perfizyon aleti ilee@syon suresince karotis arter

kateterizasyonundan verildi.

3.2.6.3 Alinan Tedbirler ve Deneklerin Argtirmadan Cikariima Kriterleri

Calisma sirasinda tum agtaricilar tarafindan eldiven, maske kullanildi.

Calsmanin hazirlik ve monitorizasyonsaanasinda veya uygulanan koroner arter
ligasyonu sonrasi izlens@amasi basamaklarinda gatayl tamamlayamayan denekler kan ya
da doku ornekleri alinmadan gahadan cikartildi. Calma siresince 30.01.2008 tarihinde
yapilan uygulamada iki denek, 18.02.2008 tarihingmpilan uygulamada bir denek
kateterizasyon yapilamagliicin calsmay! tamamlayamadi ve gaha dsi birakildi. Calsma

disi birakilan deneklerin yerine yeni denekler gakya alindi.

3.2.6.4 Deneklerin Yaamini Sonlandirma Yontemi ve Zamani

Calsmaya katilan anestezi altindaki deneklerden hergbiupta belirlenen sirelerin
sonunda biyokimyasal incelemeler icin kan alindistépatolojik ve immunohistokimyasal

incelemeler icin deneklerin kalpleri aorta ve pufrap arterin kalpten cikiseviyesinden
kesilip ¢ikarildi. Doku drng alinmasiyla denekler sakrifiye edilgroldu.
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Gruplarin uygulanan cerralsiem sonrasi sakrifiye edilgiizaman dilimleri;
1. grup 5. dakika

2. grupl5.dakika

3. grup 30. dakika

4. grup 45. dakika

5. grupta 45 dakika olarak belirlendi.

Deneklerin hazirlanmasi hipoksi modelinin girulmasi deneklerin izlenmesi ve

deneyin sonlandiriimasi ile ilgili giimsel basamaklar REB 1-22'de gosterilmitir.
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RESIM 1: Deney hayvaninin operasyona hazirlanmasi.

RESIM 2: Trakeanin serbestlgrilmesi.
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RESIM 3: Trakeanin askiya alinmasi.
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RESIM 5: Arter kateterizasyonu amaciyla sol karotis artegrbestlgtiriimesi.
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RESIM 7: Basing monitoriine lglama.

RESIM 8: Basing monitord.
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RESIM 9: Trakeostomi aciimasi.
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RESIM 11: Mekanik hayvan respiratorii.
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RESIM 13: Sternotomi yapilmasi.

RESIM 14: Sternotomi sonrasi perikardin acilip kalbin ortegamasi.
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RESIM 15: LAD’nin 6.0 atravmatik ipek ile intramuskuler gégesi.

-

RESIM 16: LAD’nin baglanmasi.
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RESIM 17: Sol karotis arterden kan alinmasi.
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RESIM 19: Cikarilan kalbin muayenesi.

RESIM 20: %10 formal icinde fikse edilmikalbin goriinimii.
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RESIM 21: Fikse edilm§ kalbin makroskobik kesitleri.

RESIM 22: Spektrofotometre cihazi.
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3.3. Kullanilan Tani Yontemleri

3.3.1 Biyokimyasalincelemeler

Sakrifiye edilen deneklerin kataterlerinden 2 mhah kan 6rnekleri diiz tipe konuldu.
Alinan kan 6rnekleri numaralandi. Biyokimya AnatnlDali Laboratuvarina warildi. Kisa
zaman i¢inde 3000 devirde 10 dakika santriftj pdirumlari ayrildi. Serumlar -70 santigrat
derecede saklandi. Daha sonraki bir zamanda domduywirnekler oda isisinda ¢ozuldi ve
H-FABP’nin serum diizeyi EISA kiti (Hycult Biotechnology, Hollanda) ile kardiif olarak
degerlendirildi.

Serumda “H-FABP” dlzeyi tayini icin kullanilan kaatif test metodu solid faz enzim
bagiml immunosorbent dlgcim yéntemine dayanmaktadigst 6rngi simultane olarak solid
faz immobilize anti H-FABP antikoru ve antikor- émzkompleksi ile reaksiyona sokularak
H-FABP molekulleri 2 antikor arasinda sandvi¢ stlmuldu. Tetrametil benzidin (TMB)
solusyonu kullanilarak meydana gelen renkgigkli gi 450 nm’de spektrofotometrik olarak
dlguldu (90).

3.3.2 Histopatolojik incelemeler

3.3.2.1 Doku Orneklerinin Alinmasi

Sakrifiye edilen deneklerin agik olan torakslaandkalp aorta ve pulmoner arterin
kalpten ciks seviyesinden ayrilarak cikarldi. Gundn sonundaaal tim kalpler % 10’luk
tamponlu formaldehit soliisyonu icinde Patoloji Aftiab Dali laboratuvarina ukgurildi.
Alinan kalplere apeksten proksimalegdo 0.5 cm.lik kesitler yapildi. Elde edilen kesit
yluzeyleri makroskopik olarak incelendi. Kesitlerdémekleme yapilarak doku 6rnekleri
parafin bloklara gomuldu. Parafin bloklara uygular&5 mikron kalingindaki kesitlere
Hematoksilen eozin (H&E) boyasi uygulandi. Aynikiésdan seri kesitlere devam edildi,
elde edilen kesitlere immunohistokimyasal boyamatei uygulandi. Rat H-FABP igin
monoklonal antikor (Hycult Biotechnology, Holland&)llanilarak diaminobenzidin (DAB)
uygulandi. Boyali preparatlar; birbirinden ve dg@negrubunun hangisi oldundan habersiz
Uc patolog tarafindan iki kez gerlendirildi.
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3.3.2.2 Kesitlerin Hazirlanmasi

Formalin ile fikse edilen doku ornekleri 6zel rutiioku takip makinelerinde 2 saat %
10’luk tamponlu formaldehit icinde tespit edildiktesonra birer saat ylkselen alkol
serilerinde (%80-90-96), daha sonra isopropil ieiXyasamaklari ile parafinize edildi.

3.3.2.3 H&E Boyama Yontemi

Toplamda 12 saatlik bu doku takigemi sonrasi parafin bloklara gomult dokulardan
lam Uzerine 3-5 mikronluk kesitler alinarak rutiaybma icin H&E uygulandi. Bu boyama
islemi sirasinda da Kkesitler sirasiyla xylol, selti alkol serileri (% 96-90-80-70),
hematoksilen, asetil alkol, amonyakli su, eozinsgl&n alkol serileri (% 70-80-90-96) ve
izopropil alkole maruz birakildl ve yakl& 25-30 dakika stiren boyamgeiminden sonra en
son xylolde 10 dakikseffaflanmasi sglanan kesitler entellan ve lamel ile kapatilarak

deserlendirildi.

3.3.2.4immunohistokimyasal Boyama Yontemi
Deneklerin doku orneklerinin immunohistokimyasalgeidendiriimesinde rat H-FABP
icin monoklonal antikor (Hycult Biotechnology, Hafida,) kullanildi. Preparatlarin
hazirlanmasinda uygulanan basamaklar ve surghgida listelendi.
. 2-3 mikron kalingindaki kesitler bir gece 40 derece etuvde bekletild
. 20 dakika ksilolde bekletildi.
. Azalan alkol serileri uygulandi.
. Triss ile yikandi ve %30’luk ¥D,’'de 15 dakika bekletildi.
. Triss ile tekrar yikandi.
. Ultra v blok soltisyonunda 5 dakika bekletildi.
. Primer antikor uygulanip 30- 60 dakika bekletild
. Triss ile yikandi.
. Biotinde 10- 20 dakika bekletildi.
10. Triss ile yikama
11. Streptavidin peroksidazda 10- 20 dakika bdklieti
12. Triss ile yikandi.
13. DAB’de 5- 15 dakika bekletildi.
14. Akan ¢eme suyunda 5 dakika bekletildi.

© 00 N o 0o A WDN P

15. Mayers Hematoksilende 3- 4 saniye zit boyanpaigia
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16. Ceme suyunda bir dakika yikama yapildiktan sonra gi@salkol serileri uygulandi.
17. Ksilolde 5- 10 dakikgeffaflanma yapilarak entellan ile kapatildi.

3.3.2.5 §1k Mikroskobisi Degerlendirme Kriterleri

H&E boyall kesitlerde her bir grubun miyokard dokesitlerinin degerlendirmeleri
yapildi. Tum preparatlar nikleer hiperkromazi, @idamik eozinofili, striasyon kaybl,
polimorf nuveli 16kosit (PNL) infiltrasyonu, hicreksisme, kontraksiyon bandi ve nekroz

olup olmadgl yonindengik mikroskobisi ile incelendi.

Immunohistokimya boyali preparatlarda; H-FABP’in mat miyokard dokusu ile
karsilastirildiginda miyokard dokusundaki kaybi ya da azalmasing@jatif reaksiyon, [1]
zayf reaksiyon, [2] guclu reaksiyon olarak detendirilerek dgerlendirilmesi planlandi
(20). Ancak preparatlarin Patoloji Anabilim Daliraandan yapilan drlendirmesi
sirasinda H-FABP’in miyokard dokusundaki kaybinia ga azalmasinin; [0] negatif
reaksiyon, [1] zayif reaksiyon, [2] orta dizeydaksyon ve [3] gucliu reaksiyon olarak
derecelendirilerek  derlendirildi  ve  immunohistokimyasal incelemeler  bu

derecelendirmeye uygun olarak yapildi.

3.4.1statistik Degerlendirme

Veriler Statistical Package for the Social Scien(®SPS) 15.0 programi kullanilarak
bilgisayara kaydedildi. Veri analizinde gruplarianmodinamik parametrelerinin istatistiksel
deserlendirmesinde Freidman varyans analizi kullani@alsmaya katilan tim deneklerin
kateterizasyon sonrasi, LAD @andiktan sonra, deney sonunda kan ve doku gorne
alinmadan 6nce elde edilen hemodinamik parameatmeleikili karsilastirmalari Wilcoxon
isaretli siralar testi kullanillarak  yapildi.  Gruplan biyokimyasal verilerinin
karsilastirllmasinda nonparametrik bir test olan Kruskal-alW® analizi kullanildi.
Biyokimyasal verilerin ¢ozimlemesinde gruplar amdsi anlamh fark ¢cikmasi durumunda
Mann- Whitney U test kullanilarak ikili ketastirmalar yapildi. Gruplarin histopatolojik
verilerinin birbiriyle iliskisinin deserlendiriimesinde Pearson korelasyon kullanildimTu
deneklerin biyokimyasal ve histopatolojik verilerarasinda ikki olup olmadgl Pearson
korelasyon ve gruplarin biyokimyasal ve histopgtkleerilerin arasinda iéki olup olmadgi
Spearman korelasyon ile gkxlendirildi. P dgerinin 0.05'ten kiguk olmasi anlamli kabul
edildi (91).
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4. BULGULAR:

4.1. Deney Hayvani Modeli

Calsma sirasinda cikabilecek sorunlarin saptanip nedtilemler alinabileganin
planlanabilmesi amaciyla deneylere en uzun slre 'kiADagh kalacak gruplar ile
materyeli ile bglandiktan sonra, 6énce 30 dakika iskemistlwlan gruptan bir denek ve
daha sonra 45 dakika iskemi grulan gruptan bir denek ile cahaya balandi. Daha
sonraki gakma gunlerinde 6nce 45 dakika, sonra sirasiyla 8kaal5 dakika, 5 dakika ve
sham grubu ¢aildi.

Sol karotis arterinden uygulanan kateterizasyondansn kictk bir hayvan olmasi
nedeniyle kanlasilan guclukler ve sorunlarla ancak deneyimli ekigngani ile bsa
cikilabildi.

Fizyolojik kosullarda ratlarin sistolik kan basincinin 88-184 ngnHliastolik kan
basincinin 58-145 mmHg, nabzinin 250-450 atim/deakikiigu bilinmektedir (92). Ratlara
uygulanan kateterizasyon ile basing monitort ekyandimiyla deneklerin tansiyon arteryel
ve nabiz takibi yapildi ve agtarma veri kayit defterine dizenli olarak elde edileriler not
edildi. Ancak bazi deneklerde kateterin tikanmasdemiyle hemodinamik parametreler
duzenli olarak kaydedilemedi. Deneklerin gozlennikesyetinildi. Calsma stresince birinci
calisma gununde iki denek, Gg¢uncl gaia guninde bir denek kateterizasyon yapilagadi
icin calsmay! tamamlayamadi ve gaha dsi birakildi.

4.2. Verilerin Degerlendirmesi

LAD'nin tam basli kalma suresinin hangi parametreleri ne yondenasil etkiledgi
arastinldi. Bu deerlendirmelerde; elde edilen tum verilerin hipotezdorulan soruyu
yanitlamaya yonelik olarak hem grup icinde hem @u@mrasindaki belirleyici nitelikleri
aragstirlldi. Hemodinamik parametreler ile biyokimyasa histopatolojik verilerin birbirleri
ile iligkileri arastirildi. Bu iliskilerin her biri istatistiksel modellerle de sorgad.
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4.3. Tum gruplarin hemodinamik, biyokimya ve immundiistokimya bulgulari

4.3.1 Tum deneklerin hemodinamik parametrelerinin elddnesl zamanlari ve elde

edilen veriler tablo 1 ve tablo 2’de aktarildi.

Tablo 1: Tim deneklerin hemodinamik parametrelerinin eldéregizamanlari.

Calisma ginu Grup-Denek Uygulama saati
Kataterizasyon | Trakeostom] LAD Baglama | Ornek Alma
Birinci Cali sma 2. Grup - 1. Denek 09.50 10.02 10.17
Giinii 4. Grup - 1. Denek 10.20 10.22 10.29 11.14
3. Grup - 1. Denek 10.24 10.1§ 10.40 11.10
3. Grup - 2. Denek 11.05 11.25 11.32 12.02
4. Grup - 2. Denek 13.10 13.15 14.00
ikinci Calisma 4. Grup - 3. Denek 14.01 14.1Q 14.14 14.59
Gunu 4. Grup — 4. Denek 15.18 15.30 16.15
3. Grup — 3. Denek 16.20 16.31 17.01
4. Grup - 5. Denek 09.55 10.04 10.49
4. Grup — 6. Denek 11.05 10.58 11.10 11.55
4. Grup - 7. Denek 12.11 12.05 12.20 13.05
Uctinci 3. Grup — 4. Denek 13.55 13.50 14.00 14.30
Calisma Giinii 3. Grup — 5. Denek 14.42 14.35 14.50 15.20
3. Grup — 6. Denek 16.18 16.15 16.25 16.55
3. Grup — 7. Denek 16.45 17.0d 17.03 17.33
2. Grup — 2. Denek 09.50 09.55 10.00 10.15
2. Grup — 3. Denek 10.33 10.35 10.41 10.56
2. Grup - 4. Denek 11.12 11.15 11.20 11.35
2. Grup — 5. Denek 11.55 11.57 11.59 12.14
1. Grup — 1. Denek 13.30 13.32 13.36 13.41
2. Grup — 6. Denek 13.59 14.0d 14.04 14.19
e 2. Grup — 7. Denek 14.35 14.40 14.55
Dordunci
Calisma Gin( 1. Grup — 2. Denek 15.15 15.18 15.22 15.27
1. Grup — 3. Denek 15.30 15.32 15.34 15.39
1. Grup — 4. Denek 15.47 15.53 15.58
1. Grup — 5. Denek 16.00 16.04 16.09
1. Grup — 6. Denek 16.14 16.25 16.30
1. Grup - 7. Denek 16.29 16.34 16.39
Sham Grubu — 1. Denek 09.22 09.24 09.28 10.13
Sham Grubu — 2. Denek 10.25 10.2) 10.30 11.15
Sham Grubu — 3. Denek 11.30 11.31 11.33 12.18
Besinci calisma Sham Grubu — 4. Denek 13.10 13.13 13.16 14.01
Guni Sham Grubu — 5. Denek 14.00 14.0p 14.06 14.51]
Sham Grubu — 6. Denek 14.50 14.51 14.56 15.41
Sham Grubu — 7. Denek 15.40 15.4p 15.45 16.30Q
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Tablo 2: Tim deneklerin hemodinamik parametreleri.

Grup Denek No Kateterizasyon LAD baglandiktan Kan ve doku 6rnegi
sonrasi sonra alinmadan 6nce
TA Nabiz TA mmHg Nabiz TA mmHg Nabiz
mmHg dk. dk. Dk
1 101/80 180 60/52 - 20/14 -
o 2 65/52 144 60/42 108 57/33 96
g 3 121/70 252 30/08 144 - -
5 4 35/08 228 43/13 180 32/14 204
£ 5 90/28 168 52/16 84 35/05 96
m 6 55/13 192 - - - -
7 88/86 - - - - -
1 72/54 60 61/27 - 39/11 -
o 2 75/61 192 42/13 96 30/15 -
2 3 96/70 192 60/45 96 31/23 132
2 4 80/58 228 66/45 84 82/40 144
£ 5 127/90 204 90/69 84 60/58 84
= 6 112/79 192 24/18 96 - -
7 93/63 - 33/27 108 a47/27 132
1 180/161 60 160/157 - - -
g 2 77/46 - 58/49 - 18/05 -
) 3 84/59 220 57/53 120 18/09 96
3 4 61/41 168 71/54 84 55/41 120
= 5 58/51 - 35/20 204 27124 -
D 6 48/21 216 57/35 132 50/22 192
7 102/66 228 143/101 144 102/77 132
a 1 79/49 - 84/69 - 22/13 -
2 2 63/40 - - - - -
et 3 84/46 - 41/38 - 15/12 -
[ 4 90/88 192 45/30 84 65/38 216
3 5 82/48 240 64/37 72 24/09 96
E 6 84/42 192 73/56 132 45/39 120
7 89/85 - 81/55 84 64/46 168
1 68/47 120 36/28 84 10/07 -
3 2 73/49 180 63/35 120 22/18 108
2 3 106/89 240 80/54 192 57/45 144
‘g 4 107/82 192 79172 120 40/10 144
[ 5 133/80 204 63/29 132 62/19 144
) 6 77/45 168 69/40 168 42/28 -
7 47/23 192 60/46 192 77149 132

4.3.2.Tum gGruplarda yer alan deneklerin deneydeki henamdik parametreleri, serum
H-FABP dizeyinin biyokimyasal kantitatif gerleri ve miyokard dokusunun H-FABP
kaybinin immunohistokimyasal yontemle gosterilmdsirelde edilen dereceleri yansitir

genel 6zellikleri tablo 3'de toplu olarak gosterild
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Tablo 3: Tum gruplarin hemodinamik parametreleri, biyokimygaimmunohistokimya

bulgular
Grup | Denek Kateterizasyor] LAD baglandiktan | Kan ve doku 6rng Postmortem deerlendirme
sonras sonri alinmadan nce
TA Nabiz TA Nabiz TA Nabiz Serum H-FABP kayip
mmHg dk. mmHg dk. mmHg Dk. H-FABP derecesi
1 101/8 180 60/52 - 20/14 - 3,51 2+
o 2 65/52 144 60/42 108 57/38 96 2,62 3+
3 3 121/7| 252 30/08 144 - - 0.70 3+
% 4 35/08 228 43/13 180 32/14 204 2,15 3+
E 5 90/28 168 52/16 84 35/0% 96 3,50 1+
@ 6 55/13| 192 - - - - 3,52 2+
7 88/86 - - - - - 4,98 1+
1 72/54 60 61/27 - 39/11 - 15,25 2+
2 75/61 192 42/13 96 30/1% - 11,83 1+
5’ 3 96/70 192 60/45 96 31/23 132 20,86 1+
o 4 | 80/58| 228 66/45 84 82/40) 144 14,704 1+
é 5 127/9| 204 90/69 84 60/58 84 10,14 1+
— 6 112/7| 192 24/18 96 - - 2,88 1+
7 93/63 - 33/27 108 47/21 132 7,14 3+
1 180/1 60 160/157 - - - 6,74 3+
a 2 77146 - 58/49 - 18/05 - 14,03 2+
% 3 84/59 220 57/53 120 18/09 96 9,9( 1+
3 4 61/41 168 71/54 84 55/41 120 10,76 3+
% 5 58/51 - 35/20 204 27124 - 11,63 2+
= 6 48/21 216 57/35 132 50/22 192 7,81 1+
7 102/6| 228 143/101 144 102/7v 132 3,06 3+
1 79/49 - 84/69 - 22/13 - 13,52 1+
= 2 63/40 - - - - - 18,37 1+
o 3 84/46 - 41/38 - 15/12 - 12,6(Q 3+
:§ 4 90/88 192 45/30 84 65/38 216 7,99 3+
’-g 5 82/48 240 64/37 72 24/09 96 13,6 -
8 6 84/42 192 73/56 132 45/39 120 8,85 1+
7 89/85 - 81/55 84 64/46 168 10,46 2+
1 68/47 120 36/28 84 10/07 - 20.40 3+
5 2 73/49 180 63/35 120 22/18 108 8,02 1+
'5 3 106/8| 240 80/54 192 57/45 144 5,66 2+
2 4 107/8 192 79/72 120 40/10 144 9,37 2+
8 5 133/8| 204 63/29 132 62/19 144 11,89 -
o 6 77/45| 168 69/40 168 42/28 - 1.73 1+
7 47/23 192 60/46 192 77149 132 3.99 2+
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Tablo 3'de deneyler sirasinda basin¢g monitori ekdam alinan hemodinamik
parametreler aktarildi. Ancak kateter tikargklnedeniyle basing monitori ekranindan
bulgu elde edilemeyen ve gozlenerek takip edilerelliere ait hemodinamik parametreler
yansitilamadi. Calma boyunca hemodinamik parametrelerin takibindecek nabiz

sayiminda sikinti gandi.
4.3.3 Gruplarin Hemodinamik Parametrelerinin Karsilastiriimasi

Deney sirasinda deneklerin hemodinamik parametrblklenensekilde etkilendi.
Deney suresince dnceden de belirgidyibi bazi deneklerin nabiz takibi diizenli olarak

yapilamadiindan istatistiksel olarak gerlendirmeye alinmadi.

Her grupta sistolik kan basinci @lerinin ¢@unlukla kateterizasyon sonrasi
fizyolojik sinirlarda kalmadgy go6zlendi. Sistolik kan basinci ortalamageerinin
kateterizasyon sonrasi digl, LAD bgslandiktan sonra da sistolik kan basincinin
distigu, LAD bash kalma siresinden amsiz olarak sistolik kan basinci gelerinin

azaldgi izlendi.

Her bir calsma grubunun sistolik kan basinci ortalamalargediendirildiginde
kateterizasyon sonrasi, LAD gandiktan sonra, deney sonunda kan ve doku gbrne
alinmadan 6nce elde edilen sistolik kan basinalarialar arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldgu belirlendi (Friedman testix 29.443, p=0.000). Gruplarin sistolik
kan basinci ortalamalari ve farkdin istatistiksel dgerlendirmesi gggida tablo 4'de
aktanldi.

Tablo 4: Gruplarin sistolik kan basinci ortalamalarininskastiriimasi.

Gruplar Sistolik Kan Basinci Ortalarrari (mmHg
Kateterizasyon | LAD baglandiktan Kan ve doku 6rng
sonrasl sonra alinmadan 6nce X P
1. Grup | 72.75+29.3 53.75+8.1 36.00 +15.4
2. Grup | 90.50 +20.3 58.66 + 19.8 48.16 +19.9
3.Grup | 71.66 + 19.8 70.16 + 3.51 45.00 + 32.1 29.443) 0.00€
4. Grup 84.66 ¢ 64.66 + 18.2 39.16 + 22.0
Sham 87.28 +£29.2 64.28 + 14.7 44.28 + 23.2

Friedman testi
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Tam deneklerina) Kateterizasyon sonrasi - LAD glandiktan sonra elde edilen
sistolik kan basinci ortalamalah) Kateterizasyon sonrasi - Deney sonunda kan ve doku
ornekleri alinmadan once elde edilen sistolik kaasibci ortalamalari,c) LAD
baglandiktan sonra — Deney sonunda kan ve doku émekiemadan dnce elde edilen
sistolik kan basinci ortalamalar kdastirildi. Yapilan bu ikili kagilastirmalardaa,b,c
gruplarinin birbirinden farkli sistolik kan basinortalamalarinin istatistiksel olarak
anlaml oldgu belirlendi (Wilcoxon garetli siralar testi, p=0.000). Deneklerin sistdan

basinci ortalamalarinin ikili kgitastirmalari @agida tablo 5’de aktarildi.

Tablo 5: Deneklerin sistolik kan basinci ortalamalariniifi karsilastirmalari.

*

Sistolik Kan Basinci Ortalamasi Z p
Kateterizasyon sonrasi - LAD glandiktan sonra - 3.899 0.000
Kateterizasyon sonrasi - Deney sonunda kan ve gdoku 4.373 0.000

Ornekleri alinmadan 6n
LAD baglandiktan sonra - Kan ve doku o6rnekleri - 3.850 0.000

alinmadan 6nc
Wilcoxon isaretli siralar testi

Her grupta diastolik kan basinci glerinin kateterizasyon sonrasi fizyolojik
sinirlarda kalmagh disme eiliminde olduysu gozlendi. Diastolik kan basinci ortalama
degerlerinin kateterizasyon sonrasistigu, LAD baslandiktan sonra da kan basincinin
distigu, LAD bagli kalma suresinden Bansiz olarak diastolik basing gerlerinin

azaldgi izlendi.

Her bir calsma grubunun kateterizasyon sonrasi, LADsl@adiktan sonra, deney
sonunda kan ve doku 6fiiealinmadan 6nce elde edilen diastolik kan basoni@lamalari
arasinda ki farkin istatistiksel olarak anlamliug@d belirlendi (Friedman testi’x 22.439,
p=0.000). Gruplarin diastolik kan basinci ortaleanal ve farkhlgin istatistiksel

deserlendirmesi gagida tablo 6'da aktarildi.
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Tablo 6: Gruplarin diastolik kan basinci ortalamalarininsKastiriimasi.

Gruplar Diastolik kan basinci ortalamalari (mml
Kateterizasyon LAD baglandiktan Kan ve doku 6rng
sonrasl sonra alinmadan 6nce X P

1.Grup| 42.00+31.0 30.75+19.2 16.50 + 11.7
2.Grup| 66.00+12.9 37.66 + 1€62 29.00+17.4
3.Grup | 47.33+15.7 52.00 + 27.3 29.66 + 26.4
4. Grup | 59.66 +20.9 47.50 +14.8 26.16 + 22.0 22.439| 0.000

Sham 59.28 £ 224.5 43.42 +15.6 25.14+16.4

"Friedman testi

Tum deneklerina) Kateterizasyon sonrasi - LAD #andiktan sonra elde edilen
diastolik kan basinci ortalamala), Kateterizasyon sonrasi - Deney sonunda kan ve doku
ornekleri alinmadan ©6nce elde edilen diastolik Waasinci ortalamalaric) LAD
baglandiktan sonra — Deney sonunda kan ve doku émekKiemadan 6nce elde edilen
diastolik kan basinci ortalamalari kdastirildi. Yapilan bu ikili kagilastirmalardaa,b,c
gruplarinin birbirinden farkli diastolik kan basinartalamalarinin oldgu saptandi. Bu
farkin istatistiksel olarak anlamli olgu belirlendi (Wilcoxon garetli siralar testi,
p=0.000). Deneklerin diastolik kan basinci ortallmain ikili karsilastirmalari gagida
tablo 7’de aktarildi.

Tablo 7: Deneklerin diastolik kan basinci ortalamalarikih karsilastirmalari.

*

Diastolik Kan Basinci Ortalamasi Z p
Kateterizasyon sonrasi - LAD glandiktan sonra - 2.964 0.003
Kateterizasyon sonrasi - Deney sonunda kan ve goku 4.236 0.000

ornekleri alinmadan dnce

LAD baglandiktan sonra - Kan ve doku ornekleri -4.259 0.000

alinmadan 6nce

" Wilcoxon karetli siralar testi

Elde edilen bu bulgular; deneklerin hemodinamikapaetrelerinin takibinde kullanilan
kateterizasyon uygulamasinin deneklerde ciddi etreeden oldgunu gdsterdi. Bu
kosullardaki denge LAD baglanmasinin tabloyu daha dagidastirdigl izlendi. LAD
baglanmayan Sham grubunda da hemodinamik parametrelamalarak seyretmesi
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kateterizasyonla hemodinamik parametrelerin moiziastyonunun hipoksik kalp modeli

olusturulmasinda riskli bir izleme modeli olgunu digtindurdu.
4.4. Biyokimyasalinceleme Bulgulari

4.4.1. Deney Gruplarinin Serum H-FABP Dgerleri

Deneklerin serumlarinda BEBA kiti yardimiyla solid faz enzim gamli immunosorbent
yontemi ile H-FABP dizeyinin olcim yontemi tim dklegin orneklerine bgari ile
uygulandi, bir sorunla keifasiimadi.
4.4.1.1. Ratlarin Serum H-FABP Fizyolojik Degeri

Ratlarin serum H-FABP normal gerlerinin belirlenmesi icin hicbir cerrahiglém
uygulanmayan ve deneyin gér basamaklarina alinmayan yedi denekteryapiukontrol
grubunun EISA kiti yardimiyla solid faz enzim gamli immunosorbent 6lgiim yontemi ile

elde edilen serum H-FABP gerleri tablo 8'de aktarildi.

Tablo 8: Kontrol grubunun serum H-FABP gerleri.

Kontrol Grubu H-FABP serum Ortalama Deger | Standart Sapma
duzeyi (ng/ml) (ng/ml)
Denek 1 2.785
Denek 2 2.917
Denek 3 2.443
Denek 4 3.233 2.7967 0.56638
Denek 5 3.760
Denek 6 2.206
Denek 7 2.233

Kontrol grubunda serum H-FABP geri en diguk 2.206 ng/ml, en yuksek 3.760
ng/ml, ortalama 2.7967 ng/ml, standart sapmasi@38ag/ml olarak belirlendi. Elde
edilen bu ortalama ger calsma gruplarinin verilerinin kaastirmalarinda beklenen
normal fizyolojik degger (baseline value) kabul edilerek kullanildi. Serti-FABP’In
istatistiksel dgerlendirmelerinde kolaylik olmasi acisindan bu grddontrol grubu adi
verildi. Asagida bu parametre ile ilgili tablolarda bu tanimlake#laniimsstir.
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4.4.1.2. Sham grubu (LAD hdanmayip sadece catna alanindan atravmatilgrieli

sttur materyeli gegirilen grup) deneklerinin ISIA kiti yardimiyla solid faz enzim igaml

immunosorbent dlcim yontemi ile elde edilen serwiRABP deserleri tablo 9'da aktarildi.

Tablo 9: Sham grubunun serum H-FABPgeleri.

Sham grubu H-FABP serum Ortalama Deger | Standart Sapma
duzeyi (ng/ml) (ng/ml)
Denek 1 20.40
Denek 2 8,02
Denek 3 5,66
Denek 4 9,37 8.7223 6.16554
Denek 5 11,89
Denek 6 1.73
Denek 7 3.99

Sham grubunda serum H-FABPgae en digik 1.73 ng/ml, en yiksek 20.40 ng/ml,

ortalama 8.7223 ng/ml, standart sapmasi 6.1655%Irajarak belirlendi.

Sham grubunda serum H-FABPggeleri baseline desrden (en diuk 2.206 ng/ml, en
yuksek 3.760 ng/ml, ortalama 2.7967 ng/ml) cok lfadkizeylerde bulundu. Grup

ortalamasli ve standart sapmanin yikgektateter uygulamasinin denekte giiurdusu

strese b@i hipoksik bir durum olarak derlendirildi. Kateter uygulamalarinin deneyimli

argstirici tarafindan uygulanmiolmasi bu farkhign uygulamadaki yetersizliklerden ¢ok

deneklerin bu tir streslere hassas olmasigh bkabilecesi distinulda.

4.4.1.3. Birinci grupta (LAD be dakika ba&li kalan grup) deneklerin HBA Kkiti
yardimiyla solid faz enzim gamh immunosorbent dlciim yontemi ile elde edilenuse H-
FABP degerleri tablo 10’da aktarildi.
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Tablo 10: Birinci grubun serum H-FABP gerleri.

1. Grup H-FABP serum Ortalama Deger | Standart Sapma
duzeyi (ng/ml) (ng/ml)

Denek 1 3,51

Denek 2 2,62

Denek 3 0.70

Denek 4 2,15 2.9961 1.34467
Denek 5 3,50

Denek 6 3,52

Denek 7 4,98

Birinci grupta serum H-FABP dgerleri; en dguk 0.70 ng/ml, en yiksek 4.98 ng/ml,
ortalama 2.9961 ng/ml, standart sapmasi 1.3446WIrgéarak belirlendi. Baseline der (en
distk 2.206 ng/ml, en yuksek 3.760 ng/ml, ortalam®@&77ng/ml)

4.4.1.4. 1kinci grupta (LAD 15 dakika kg kalan grup) deneklerin HBA Kiti
yardimiyla solid faz enzim gemlh immunosorbent dlciim yontemi ile elde edilenuse H-
FABP degerleri tablo 11’de aktarild.

Tablo 11: ikinci grubun serum H-FABP derleri.

2. Grup H-FABP serum Ortalama Deger | Standart Sapma
duzeyi (ng/ml) (ng/ml)

Denek 1 15,25

Denek 2 11,83

Denek 3 20,85

Denek 4 14,74 11.8323 5.86610
Denek 5 10,14

Denek 6 2,88

Denek 7 7,14

Ikinci grupta serum H-FABP derleri; en diik 2.88 ng/ml, en yilksek 20.85 ng/ml,
ortalama 11.8323 ng/ml, standart sapmasi 5.8661flngarak belirlendi. Baseline der
(en diguk 2.206 ng/ml, en yiksek 3.760 ng/ml, ortalam®@&77ng/ml)

4.4.1.5. Ucuncu grupta (LAD 30 dakika pl kalan grup) deneklerin HBA Kiti

yardimiyla solid faz enzim gemlh immunosorbent dlciim yontemi ile elde edilenuse H-
FABP degerleri tablo 12’de aktarildi.
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Tablo 12: Uguincii grubun serum H-FABP ghrleri.

3. Grup H-FABP serum Ortalama Deger | Standart Sapma
duzeyi (ng/ml) (ng/ml)

Denek 1 6,74

Denek 2 14,03

Denek 3 9,90

Denek 4 10,76 9.1330 3.60123
Denek 5 11,63

Denek 6 7,81

Denek 7 3,06

Ucuincii grupta serum H-FABP ghi en digik 3.06 ng/ml, en yiiksek 14.03 ng/ml, ortalama
9.1330 ng/ml, standart sapmasi 3.60123 ng/ml olasdklendi. Baseline der (en dguk
2.206 ng/ml, en yuksek 3.760 ng/ml, ortalama 2.78§/l)

4.4.1.6. Dordunci grupta (LAD 45 dakika gla kalan grup) deneklerin HBA Kiti
yardimiyla solid faz enzim gemh immunosorbent dlciim yontemi ile elde edilenuse H-
FABP deerleri tablo 13'de aktarildi.

Tablo 13: Dérduncl grubun serum H-FABP @leri.

4. Grup H-FABP serum Ortalama Deger | Standart Sapma
duzeyi (ng/ml) (ng/ml)

Denek 1 13,52

Denek 2 18,37

Denek 3 12,60

Denek 4 7,99 12.2080 3.51446
Denek 5 13,67

Denek 6 8,85

Denek 7 10,46

Doérdunci grupta serum H-FABP @i en diguk 7.99 ng/ml, en yuksek 18.37 ng/ml,

ortalama 12.2080 ng/ml, standart sapmasi 3.5144@Ingarak belirlendi. Baseline der

(en di3Uk 2.206 ng/ml, en yuksek 3.760 ng/ml, ortalam&®&77ng/ml)
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4.5. Gruplarin Serum H-FABP Degerlerinin istatistiksel Olarak Karsilastiriimasi

Serum H-FABP duzeyi ortalamasinin kontrol grubuaedaliik, dérdinct grupta ise
en yiksek oldgu gozlendi. Gruplarda bulunan deneklerin serum HBPAdUzeyi
ortalamalari istatistiksel yonden glendirildiginde; gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Kruskal- Wallis testf, x 22.547, p= 0.000). Gruplarin serum H-
FABP duzeylerinin ortalamalari ve farkfiin istatistiksel dgerlendirmesi gagida tablo
14’de aktarildi.

Tablo 14: Gruplarin Serum H-FABP Zerlerinin Kagilastiriimasi.

Gruplar H-FABP Serum Diizeyi (ng/ml) Nl p

Ortalama Standart
sapma
1. Grup 2.99 1.34

2. Grup 11.83 5.86 22.547 0.000
3. Grup 9.13 3.60
4. Grup 12.21 3.51
Sham Grubu 8.72 6.16
Kontrol Grubu 2.79 0.56

"Kruskal- Wallis testi

Yukarida belirtilen gruplar arasinda istatistikegarak anlamli bulunan farkigin
nereden kaynaklanginin ortaya konabilmesi icin Mann- Whitney U testigore ikili
grup kasilastirmalari yapildi. Birinci grup ve gmlarin ayri ayri ikinci, tglincu,
dordincu ve sham grubu ile kdastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Mann- Whitney U testi, p<0.05).riB¢i grup ile kontrol grubu
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlafek olmadgl belirlendi
(Mann- Whitney U testi, p > 0.05)ikinci, Ucuncu, dordunci ve aci gruplar
birbirleriyle kaglilastirildiginda; bu gruplarin serum H-FABP dlizeyleri arasindiatin
istatistiksel olarak anlamli olmagli belirlendi (Mann- Whitney U testi, p > 0.08Kili
grup kasllastirmalari @agida tablo 15’de aktarildi.
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Tablo 15: Serum H-FABP Dgerleri yonunderikili Grup Karsilastirmalari.

Grup Kasilastirmalar t p

1. Grup- 2. Gruy 4.00( 0.00¢
1. Grup-3. Gruyy 4.00( 0.00¢
1. Grup—4. Gryg 0.00( 0.00Z
1. Grug- Sham Grub 7.00( 0.02¢
1. Grup- Kontrol grubt 21.00( 0.65¢
2. Grup- 3. Gruy 16.00( 0.271
2. Glup- 4. Gruy 24.00( 0.94¢
2. Grup— Sham Grub 16.00( 0.27
2. Grup— Kontrol Grubt 3.00( 0.00¢
3. Grup- 4. Gruy 14.00( 0.18(
3. Grup— Sham Grub 21.00( 0.65¢
3. Grup-— Kontrol Grubt 2.00( 0.004
4. Grup- Sham Grub 13.00( 0.14:2
4. Grup— Kontrol Grubt 0.00( 0.00z
Sham Grubi— Kontrol Grubt 7.00( 0.02¢

" Mann Whitney U testi

Elde edilen bu bulgular ve istatistikselgddendirmeleri, LAD bglanma siresine kat
deserden yiksek (en dik 2.206 ng/ml, en yiuksek 3.760 ng/ml, ortalam&@77ng/ml)
oldugu anlgildi. Ancak bu yiksekgin LAD baglanma siresinin uzungunu yansitir

nitelikte olmadg distnaldi.
4.6. Histopatolojik incelemeler

Deneklerin histopatolojik incelemeleri birbiriniregerlendirme bulgularindan habersiz g
deneyimli patolog tarafindan #ar kez yapildi. Bu patologlar ayrica incelediklgreparatin
hangi gruptaki derg ait oldgunu da bilmeden derlendirmelerini yapti.iki kez
degerlendirilen preparatlarda benzer bulgularin eldieesi goruldi.

4.6.1. H&E Boyall Preparatlarda Gozlenen Bulgular

Sham grubu ve der deney gruplarindaki deneklerin miyokard dokusueklerinde

miyokard hucrelerinde striasyon kaybi, sitoplazn@&zinofili, kontraksiyon bandi,

nikleer hiperkromazi, hicresgisme, nekroz var§ ve miyokard dokusunda polimorf
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ndveli 16kosit infiltrasyonunun vag hipoksi kriteri olarak H&E boyall preparatlarda

aragstirnldi. Bulgular istatistiksel olarak gerlendirildi.

4.6.1.1. Birinci grubun (LAD bes dakika bali kalan grup) H&E boyal
preparatlarinin dgerlendiriimesi: Bir numarali denekte sol ventrikil duvari lateral
bdlgede ve papiller kaslar igcinde fokal eozinofdiendi. Bu alanlardaki miyositlerin
striasyonlari korunmgtu. iki, ve yedi numarali deneklerde sol ventrikil duviateral
bdlgede, be numarali denekde sol ventrikilde papiller kaslang@ numarali denekde
interventrikiler septumda, gave sol ventriktl papiller kaslarinda fokal eozitipfbu
alanlarda miyositlerde belirgin striasyon kaybi lgodi. Tanimlanan bu desikliklerin
buyidk bolimi subendokardiyal yedilmliydi. Dort ve altt numarali deneklerdaik
mikroskobisinde herhangi bir gigiklik ayirt edilmedi. Bu grubun H&E boyall
preparatlarinin deerlendirme bulgularinin genel dokimu tablo 16’deaald!.

Tablo 16: Birinci grupta (LAD be dakika bglh kalan grup) miyokard kesitlerinin H&E

boyali preparatlarinin gerlendirme bulgulari.

Denek no. 1 2 3 4 5 6 7
Nukleer Hiperkromazi - - - - - - -
Sitoplazmik eozinofili + + + - + - +
Striasyon kaybi - + + - + - +

PNL infiltrasyonu - - - - - - -
Hucresekisme - - - - - _ B
Kontraksiyon bandi - - - - - - -
Nekroz - - - - - - -

4.6.1.2. Ikinci grubun (LAD 15 dakika bgli kalan grup) H&E boyali
preparatlarinin dgerlendiriimesi: iki ve bg numarali deneklerde sol ventrikiil papiller
kaslarinda fokal subendokardiyal eozinofili izlendBu alanlardaki miyositlerin
striasyonlari korunmyiu. Bir, tg¢, dort, alti ve yedi numarali deneklerd&roskobisinde
herhangi bir dgisiklik ayirt edilmedi. Bu grubun H&E boyali prepaatinin

deserlendirme bulgularinin genel dokiimi tablo 17’d&aald.
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Tablo 17: ikinci grupta (LAD 15 dakika kg kalan grup) miyokard kesitlerinin H&E

boyali preparatlarinin gerlendirme bulgulari.

Denek no. 1 2 3 4 5 6 7
Nukleer Hiperkromazi - - - - - - -
Sitoplazmik eozinofili - + - - + - -

Striasyon kaybi - - - - - - -
PNL infiltrasyonu - - - - - - -
Hucresekisme - - - - - - -
Kontraksiyon bandi - - - - - - -
Nekroz - - - - - - -

4.6.1.3. Uclincli grubun (LAD 30 dakika bgli kalan grup) H&E boyali
preparatlarinin dgerlendiriimesi: iki numarali denekte miyokard kesitlerinde sol
ventriktl papiller kaslarinda fokal subendokardiyabzinofili izlendi. Bu alanlarda
miyositlerin striasyonlari korunngtu. U¢ numarali denekte sol ventrikiil duvari latera
bolgede, bge ve yedi numarali deneklerde interventrikiler semta fokal
subendokardiyal eozinofili gozlendi. Bu alanlardgyasitlerde striasyon kaybi da izlendi.
Bir, dort ve alti numarali deneklerdgk mikroskobisinde herhangi bir gigiklik ayirt
edilmedi. Bu grubun H&E boyali preparatlarinin gddendirme bulgularinin genel

dokimu tablo 18'de aktarildi.

Tablo 18: Uglincti grupta (LAD 30 dakika Bl kalan grup) miyokard kesitlerinin H&E

boyali preparatlarinin gerlendirme bulgulari.

Denek no. 1 2 3 4 5 6 7
Nukleer Hiperkromazi - - - - - - -
Sitoplazmik eozinofili - + + - + - +
Striasyon kaybi - - + - + - T

PNL infiltrasyonu - - - - - - -
Hucresekisme - - - - - - -
Kontraksiyon bandi - - - - - - -
Nekroz - - - - - - -

4.6.1.4. Doérdunci grubun (LAD 45 dakika bglh kalan grup) H&E boyal
preparatlarinin dgerlendirilmesi: Bir numarali denekte sol ventrikil papiller kadiar

miyositlerde fokal nukleus kaybi, iki numarali ottpusol ventriktl papiller kaslarda fokal
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subendokardiyal hucrgsmeleri izlendi. Dort ve benumarali deneklerde sol ventrikil
papiller kaslarda subendokardiyal hicrelerdgme, interstisyel ddem ve eozinofili
gOzlendi. Ayrica bg numarali denekte bu bulgulara ek olarak bazi niigode yer yer
nikleer atipi mevcuttu. Alti numarali denekte migakiyal hicrelerde fokal niukleer
dejenerasyon ve hiperkromazi gozlendi. Uc¢ ve yedimarali deneklerde sik
mikroskobisinde herhangi bir ggiklik ayirt edilmedi. Bu grubun H&E preparatlarinin
deserlendirme bulgularinin genel dokimi tablo 19'dtaald.

Tablo 19: Dérduncu grupta (LAD 45 dakika pla kalan grup) miyokard kesitlerinin H&E

boyali preparatlarinin gerlendirme bulgulari.

Denek no. 1 2 3 4 5 6 7
Nukleer Hiperkromazi - - -
Sitoplazmik eozinofili -
Striasyon kaybi - - -
PNL infiltrasyonu - - - - - - -
Hucresekisme - + -
Kontraksiyon bandi - - - - - - -
Nekroz - - - - - - -

1
1
+ |+ [
+
1
1

+
+
1
1

4.6.1.5. Sham grubunun (LAD baglanmayip sadece calma alanindan atravmatik
igneli situr materyeli gecirilen grup) H&E boyal pgaratlarinin deserlendirilmesi:
Bir ve yedi numarali deneklerde sol ventrikil pagilkaslarda, dért numaral denekte sol
ventriktl duvari lateral bolgede ve papiller kagkarfokal subendokardiyal eozinifili
izlendi. Bu alanlarda miyositlerin striasyonlari ykalmustu. iki numarali denekte
interventrikller septumda fokal eozinifili mevcuttérakat bu alanlarda miyositlerin
striasyonlari korunmgiu. Ug, bg ve alti numarali deneklerdaik mikroskobisinde
herhangi bir dgisiklik ayirt edilmedi. Bu grubun H&E boyali prepaatnin

deserlendirme bulgularinin genel dokiimi tablo 20’d&ald.
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Tablo 20: Sham grubunun (LAD k@ganmayip sadece caina alanindan atravmatiggrieli
sutur materyeli gecirilen grup) miyokard kesitlenniH&E boyali preparatlarinin

deserlendirme bulgulari.

Denek no. 1 2 3 4 5 6 7
Nukleer Hiperkromazi - - - - - - -
Sitoplazmik eozinofili + + - + - - +
Striasyon kaybi + - - + - - +

PNL infiltrasyonu - - - - - - -
Hucresekisme - - - - - i _
Kontraksiyon bandi - - - - - - -
Nekroz - - - - - - -

Yukarida aktarilan bulgulardan da amnlacas gibi; hipoksi kriterlerinin izlendii
anatomik bolge ve bu bdlgedeki yarta lokalizasyonu ¢ok gtlilik gosteriyordu.

H&E boyall preparatlarda herhangi bir iskemik gidekli gin var olup olmadii
deserlendirildiginde; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaialk olmadg! belirlendi
(x%2.763, p= 0.598) (Tablo 21).

Tablo 21: incelenen gruplar ile H&E boyali preparatlarda goiele dgisiklikler

arasindaki igki.

2*

Gruplar Herhangi bir Hipoksi Kriteri X p
izlenen Denek SayisH&E
Var Yok

1. Grug 5 2
2. Gruyg 2 5
3. Gruy 4 3 2.763 0.598
4. Grug 4 3
Sham Grub 4 3

Toplan 19 16

* Pearson ki-kare
H&E boyall preparatlarda gozlenen hipoksi kritader gruplara gore dalimi

istatistiksel olarak dgerlendirildiginde; gruplar arasinda anlaml fark olmadoelirlendi
(x%26.500, p= 0.328) (Tablo 22).
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Tablo 22: Incelenen gruplar ile H&E boyall preparatlarda gdete bulgular arasindaki
ili gki.

2*

Gruplar Hipoksi Kriterleri izlenen Denek Sayisi H&E X p
— +
)- g 5 ()] g g
Els |£ 8 SE |1 5% %
=8 S|+ % |Bsls |23
815 |£ 2|59 |£9|lg |5B
~ (o) N D o > @ N Q| D =
prd = N = O : :
h | o B = T | I
W » I
1.Grup | O 1 4 0 0 0 2 | 26.500| 0.328
2.Grup | O 2 0 0 0 0 S
3.Grup | O 1 3 0 0 0 3
4. Grug 1 0 0 1 1 1 3
Shan 0 1 3 0 0 0 3
Toplan | 1 5 1C 1 1 1 16

* Pearson ki-kare

Sham grubunda da hipoksi kriteri olarakzedendirilebilecek bazi bulgular g6zlendi.
Deneyin dger gruplarinda bu kriterlerin izlenmesi ile LAD gdanma sireleri arasinda

kosut bir artma izlenmedi. Bu bulgu istatistikselralada gosterildi.

4.6.2.immunohistokimya Boyali Preparatlarda Gozlenen Bulglar

Immunohistokimya uygulamasinda ileri derecede demiéyatoloji laboratuvarinda,
deneklerin miyokard o6rneklerini bulunduran preparat boyama bari ile uygulandi.
Her bir dengin miyokard dokusunda H-FABP kaybi derecelendkdin, bu dgisikli gin
izlendigi anatomik bolge ve o bolgedeki yejilm lokalizasyonu belirtildi. Ug farkli
patolgzun bulgulari iki kez dgerlendirmede de ayni idi. Gruplarin immunohistokamy

boyali preparatlarinin gerlendirme bulgularisagida aktarildi.

4.6.2.1.Birinci grubun (LAD bes dakika basli kalan grup) immunohistokimya
boyall preparatlarinin dgerlendiriimesi: iki, dort, alti ve yedi numarali deneklerde sol
ventrikil duvari lateralinde, t¢ numarali denekté \&entrikiil duvari laterali, apeks ve
papiller kaslar icinde miyokardiyal hiicrelerde faderecelerde H-FABP kaybi g6zlendi.

Bir numarall denekte sadece apekstg, iugmarali olguda ise interventrikiler septumda
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ve sol ventrikil papiller kaslarda H-FABP boyanmayl izlendi. Bu grubun
immunohistokimya boyali preparatlarininggddendirme bulgularinin genel dokimu tablo
23'de aktarildi.

Tablo 23: Birinci grupta (LAD b dakika bgl kalan grup) immunohistokimya boyal
preparatlarda H-FABP kayip derecesi ve kayip g@&iealanlar.

Denek no.| H-FABP Kayip Gozlendigi Lokalizasyon
Derecesi Anatomik Bolge

Denek 1 2 Sol ventrikul Intramural
Denek 2 3 Sol ventrikul Intramural
Denek 3 3 Sol ventrikil Subendirtramural
Denek 4 3 Sol ventrikil Intramural
Denek 5 1 Intervent. septum Subend.
Denek 6 2 Sol ventrikdl Subendintramural
Denek 7 1 Sol ventrikul Intramural

4.6.2.2. Ikinci grubun (LAD 15 dakika bgl kalan grup) immunohistokimya boyal
preparatlarinin dgerlendirilmesi: iki ve dort numarali denekte sol ventrikil duvari
lateralinde, Ug, alti ve yedi numarali deneklendienventrikiller septumda, bir numarali
olguda sol ventrikul papiller kaslari icinde miyo#teyal hiicrelerde farkli derecelerde H-
FABP kaybi gozlendi. Be numarali denekte sol ventrikil duvar lateralinde,
interventrikler septumda ve apekste H-FABP kaybozlgndi. Bu grubun
immunohistokimya boyali preparatlarininggddendirme bulgularinin genel dokimu tablo
24’de aktarildi.

Tablo 24: ikinci grupta (LAD 15 dakika ki kalan grup) immunohistokimya boyali
preparatlarda H-FABP kayip derecesi ve kayip g@&iealanlar.

Denek no. | H-FABP Kayip Gozlendigi Lokalizasyon
Derecesi Anatomik Bolge

Denek 1 2 Sol ventrikdl Subend.

Denek 2 1 Sol ventrikdl Subend.

Denek 3 1 Intervent. septum Subend.

Denek 4 1 Sol ventrikdl Subend.
Denek 5 1 Sol ventrikil+ Subend.+
Intervent. septum Intramural

Denek 6 1 Intervent. septum Subend.
Denek 7 3 Intervent. septum Intramural
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4.6.2.3. Uguincu grubun (LAD 30 dakika bgh kalan grup) immunohistokimya
boyali preparatlarinin dgerlendirilmesi: Bir ve iki numarali denekte sol ventrikil duvari
lateralinde, g, dort, alti ve yedi numarall deretté hem sol ventrikil duvar lateralinde
hem de interventrikiler septumda farkli dereceleHi&ABP kaybi gozlendi. Yedi
numarali denekte interventrikiler septumda gozlekayip (derece 3), sol ventrikil
duvar lateralinde gozlenen kayiptan (derece 2)ad@zla olarak dgerlendirildi. Be
numaral denekte H-FABP kaybi sol ventrikil papilkaslari icinde izlendi. Bu grubun
immunohistokimya boyali preparatlarininggdendirme bulgularinin genel dokiimi tablo
25'de aktarildi.

Tablo 25: Uglincti grupta (LAD 30 dakika pa kalan grup) immunohistokimya boyali
preparatlarda H-FABP kayip derecesi ve kayip g@ieaanlar.

Denek no. | H-FABP Kayip Gozlendigi Lokalizasyon
Derecesi Anatomik Bolge
Denek 1 3 Sol ventrikil Intramural
Denek 2 2 Sol ventrikdl Subend.
Denek 3 1 Sol ventrikil+ Subend.
Intervent. septum
Denek 4 3 Sol ventrikil+ Intramural
Intervent. septum
Denek 5 2 Sol ventrikdl Subend.
Denek 6 1 Sol ventrikil+ Subend.
Intervent. septum
Denek 7 3 Sol ventrikil+ Subend.+
Intervent. septum Intramural

4.6.2.4.Dérdunci grubun (LAD 45 dakika bgli kalan grup) immunohistokimya
boyali preparatlarinin dgerlendirilmesi: iki, dért, ve yedi numarali deneklerde sol
ventriktl duvari lateralinde, bir ve altt numardenekte interventrikiler septumda farkli
derecelerde H-FABP kaybi gozlendi. U¢ numarali &eneg ve sol ventrikil duvari
lateralinde intramural, interventrikiler septumddoendokardiyal alanda H-FABP kaybi
goOzlendi. B¢ numarali denekte papiller kaslari iceren kesidertdFABP kaybi izlenimi
veren alanlar mevcuttu. Ayni alanlarin H&E boyaiearatlari ile birlikte karlastirmali
olarak vyapilan dgerlendirmelerinde yaygin 6demin izlepdi alanlarda H-FABP
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Ozelliginin azalmasina tgh olarak bdyle bir gorinim izlengli disinuldid. Bu grubun
immunohistokimya boyali preparatlarininggddendirme bulgularinin genel dokimu tablo
26’da aktarldi.

Tablo 26: Dérdunci grupta (LAD 45 dakika pla kalan grup) immunohistokimya boyal
preparatlarda H-FABP kayip derecesi ve kayip g@&ziealanlar.

Denek no.| H-FABP Kayip Gozlendigi Anatomik Bolge Lokalizasyon
Derecesi
Denek 1 1 Intervent. septum Subend.
Denek 2 1 Sol ventrikil Subend.
Denek 3 3 Saventrikil+ Sol Subend.+
ventrikul+ intervent. septum Intramural
Denek 4 3 Sol ventrikal Subend.+
Intramural
Denek 5 0 - -
Denek 6 1 Intervent. septum Subend.
Denek 7 2 Sol ventrikil Subend.

4.6.2.5.Sham grubunun (LAD bglanmayip sadece caima alanindan atravmatik
igneli sutur materyeli gecirilen grup) immunohistokiga boyali preparatlarinin
degerlendirilmesi: Bir, iki, dort ve altt numarali deneklerde sol téil duvar
lateralinde, ¢ numarali olguda interventriktleptsenda farkli derecelerde H-FABP
kaybi gozlendi. Yedi numaral denekte ise sol vkiatrduvar laterali, interventrikiler
septum ve gaventrikilde H-FABP kaybi izlendi. Benumarali denekte kesitlerde H-
FABP boyanmasinda kayip gozlenmedi. Bu grubun inohigstokimya boyal
preparatlarinin derlendirme bulgulari tablo 27°de aktarildi.
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Tablo 27: Sham grubunun (LAD @@anmayip sadece caina alanindan atravmatifgrieli
sutur materyeli gecirilen grup) immunohistokimyaylb preparatlarda H-FABP kayip

derecesi ve kayip gozlenen alanlar.

Denek no. H-FABP Kayip Gozlendigi Anatomik Lokalizasyon
Derecesi Bolge
Denek 1 3 Sol ventrikul Subend.
Denek 2 1 Sol ventrikdl Intramural
Denek 3 2 Intervent. septum Subend.+
Intramural
Denek 4 2 Sol ventrikil Subend.
Denek 5 0 - -
Denek 6 1 Sol ventrikil Subend.
Denek 7 2 Sol ve gaventriktl+ Subend.
Intervent. septum

H-FABP’nin miyokard hticrelerinden kayip derecesib&D baglanma sureleri ile
ili skisi istatistiksel olarak agairildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anliafark
olmadg) belirlendi &= 8.984, p= 0.704) (Tablo 28).

Tablo 28: incelenen gruplar ile gbzlenen H-FABP kayip dereaessindaki iki.

ki

Denek sayisi X p

Kayip Derecesi| Kayip yok Zay|f Orta Yogun
©) 1) 2) 3)

1. Grup 0 2 2 3
2. Grup 0 1 1

3. Grup 0 2 2 3 8.984 0.704

4. Grup 1 3 1 2
Sham 1 2 3 1
Toplam 2 14 9 10

* Pearson ki-kare

Miyokardda H-FABP kaybi gozlenen anatomik bolgelserlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fafknadgl belirlendi &*= 19.827, p=
0.070) (Tablo 29).
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Tablo 29: incelenen gruplar ile kesitlerde H-FABP kaybi goelenanatomik bdlge

arasindaki igki.

Gruplar H-FABP Kaybi G6zlenen Anatomik Bélge X2 p
Sol | Interventr.| Solvent. +| Solvent. + Sa
vent. Septum | intervent. | vent. +intervent.
septum septum
1. Grup 6 1 0 0
2. Grup 3 3 1 0 19.827| 0.070
3. Grup 3 0 4 0
4. Grup 3 2 0 1
5. Grup 4 1 0 1
Toplam 19 7 5 2

* Pearson ki-kare

Miyokard dokusunda H-FABP kaybinin izlegdialanlarda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmaglbelirlendi &*= 8.810, p= 0.359) (Tablo 30).

Tablo 30: Denek Gruplari ile H-FABP kaybinin gozlepidalanlar arasindaki gki.
2*

Gruplar H-FABP Kaybi Gdzlenen Lokalizasyon X p
intramura | Subendokardiyal intramural + Subendokardiyal

1. Grup 4 1 2

2. Grup 1 5 1

3. Grup 2 4 1 8.810| 0.359
4. Grup 0 4 2

5. Grup 1 4 1

Toplam 8 22 5

* Pearson ki-kare

4.6.3. Gruplarin Histopatolojik Verilerinin Kar silastiriimasi

Immunhistokimyasal boyanma yontemi ile gddendirilen miyokard kesitlerinde
farkli derecelerdeki H-FABP kaybi ile ayni alantarH&E boyali preparatlarinda
gOzlenen dgsikler birlikte ele alinarak istatistiksel olaraklaml iligski olup olmadg!
argstinldi.

Grup ayirimi yapilmadan tim deneklergddendirildiginde; miyokard kesitlerinde
farkli derecelerde H-FABP kaybi gozlenen deneklet&E boyall preparatlarda hipoksik
desisikliklerin varligi ya da yoklgu istatistiksel olarak anlamli bulunmadtf<£ 0.141, p=
0.987) (Tablo 31).
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Tablo 31: Deneklerin immunohistokimya ve H&E boyali prepianhin degerlendirme

bulgulari arasindaki gki.

H-FABP Kaybi | Herhangi bir Hipoksi Kriteri Nl p
Immunohistokimya | izlenen Denek Sayisi H&E
Var Yok
Kayip yok (0 1 1
Az (1) 8 6
Orta (2_ 5 4 0.141 0.987
Yogun (3 5 5

* Pearson ki-kare
4.6.4. Gruplarin Histopatolojik Bulgularinin Ornek Fotograflar
Yukarida H&E ve H-FABP boyama bulgulari aktarilanmarin ele alinan bulgularini

yansitacak nitelikteki preparatlarin ilgili alanian mikro fotolarir RESV 23-34'de

orneklendi.
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RESIM 23: Grup 1, Denek no 2. Sol ventrikiil duvari, latdralge, sitoplazmik
eozinofili gozlenen alanlar.( H&Ex20)

RESIM 24: RESM 23'de gosterilen ayni alanda H-FABP kaybi + BABx20)
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RESIM 25: Grup 2, Denek no interventrikiiler septum, herhangi bir hipoksi
kriterine rastlanmayan miyokard dokusu. (H&Ex20)

RESIM 26: RESM 25’de gosterilen ayni alanda H-FABP kaybi + 3AEX20)
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RESIM 27: Grup 3, Denek no 3. Sol ventrikiil duvari, latdralge sitoplazmik
eozinofili gozlenen alanlar. (H&E x20)

RESIM 28: RESM 27'de gosterilen ayni alanda H-FABP kaybi +1. @«®0)
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RESIM 29: Grup 4, Denek no 4. Sol ventrikiil duvari, latdralge, sitoplazmik
eozinofili gbzlenen alanlar. (H&Ex20)

RESIM 30: RESM 29'da gosterilen ayni alanda H-FABP kaybi + 3AEX20)
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RESIM 31: Sham grubu 5, Denek no 5. Sol ventrikiil duvatert bolge,
herhangi bir hipoksi kriterine rastlanmayan miyakedokusu. (H&Ex20)

RESIM 32: RESM 31’'da gosterilen ayni alanda H-FABP kayb
gozlenmedi. (DABx20)
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RESIM 33: Sham grubu, Denek no 7. Sol ventrikiil duvar ridtbolge,
sitoplazmik eozinofili goézlenen alanlar. (H&Ex20)

RESIM 34: RESM 33'de gosterilen ayni alanda H-FABP kaybi + 2.
(DABx20)
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4.7. Miyokardda H-FABP azalmasi ile serumda H-FABPdizeyinin artisinin

arastirilmasi

Gruplarin icinde ve gruplar arasinda miyokardda ABP azalmasi ile serumda H-
FABP dizeyinin arginin iliskisinin aratirilmasi bu caklmanin temel konularindan biri
idi. Bunu aratirmak icin elde edilen immunhistokimyasal H-FABRykp derecesi ile
biyokimyasal olarak serumda Olcilen H-FABP kanfitaliizeyi arasinda gki olup

olmadgi istatistiksel modellerle sorgulandi.

Deneklerin  immunohistokimya bulgulari ile serum KWBP deserleri arasinda
olumsuz yonde ve orta diuzeydeskli oldugu gozlendi. Ancak bu gkinin istatistiksel
olarak anlamli olmagh belirlendi (pearson korelasyon katsayisi r = 6,2¢= 0.155)
(sekil 1)

Sekil 1: Deneklerin serum H-FABP duzeyleri ile miyokarddaFABP kaybi derecesi

arasindaki igki.

25,007

20,007

15,007

Deger

10,007

5,007

0,007

___ Serum H-FABP

Miyokard H-FABP
Kayip Derecesi

I I I I I I I I I I I I I I I I I I
1,00 3,00 5,00 7,00 9,00 11,0013,0015,0017,0019,0021,0023,0025,0027,0029,0031,0033,0035,00

Denek sayisi
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Deney gruplarinin serum H-FABP dizeyi ile immuntdiiénya boyali preparatlarda
izlenen H-FABP kaybi dereceleri arasindakgkiliincelendginde; birinci grubun serum
H-FABP duzeyleri ile miyokardda izlenen H-FABP kayibereceleri arasindaki gki
istatistiksel olarak anlamli bulundu (spearman lemyon katsayisi r = -0.79, p = 0.033).
Ikinci, Gguincu, dordiincli ve sham gruplarinin serufABP diizeyleri ile H-FABP kaybi
dereceleri arasindaki gkinin ise istatistiksel olarak anlamli olmgdibelirlendi (p >
0.05). Bu bulgu ile caggmamizda LAD bglanma sirelerine kot miyokardda H-FABP

azalmasi ve serumda H-FABP diizeyindes déztenmedgi distnaldu.

Serumda H-FABP dizeyi aglarina miyokard dokusundan H-FABP kaybinin etkisi
argstirildi. Iimmunonhistokimya boyali preparatlarda gozlenen H-PARyip derecesine
gére serum H-FABP dizeyi ortalamalari alindiliskileri istatistiksel olarak
deserlendirildiginde gruplar arasindaki fark anlamli bulunmadi @kal- Wallis testix*
3.359, p=0.340) (Tablo 32)

Tablo 32: Deneklerin immunohistokimya boyali preparatlaridegerlendirme bulgulari
ile serum H-FABP dgerleri arasindaki igiki.

H-FABP Kaybi ”
(immunohistokimya) H-FABP Serum Duzeyi (ng/ml) X p
Ortalama Standart sapme
Kayip yok (0) 12.779" 1.2565!
Az (1) 9.793¢ 5.6976.
Orta (2 8.601: 4.5910! 3.359| 0.340
Yogun (3) 7.416( 5.9849:«

"Kruskal- Wallis testi
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5. TARTISMA

Bu calsma gincel kaynaklarsiginda planlanngtir. Calsmada deneyin planlama ve
uygulama evrelerinde deney hayvani gahlarinda ileri diizeyde deneyimli smnacilar
gorev almgtir. Deneklerin timdnin anestezi uygulamalari verate girisime hazirlgl,
fakiltemiz DEUTF Multidisipliner Laboratuvari ve baratuvar Hayvanlarinin gk
Bilimlerinde Kullanimi Anabilim Dali sorumlusu deyieli kidemli 6gretim Uyesi tarafindan
yapiimstir. Kalp damar cerrahisinin kidemligietim Gyesi cerrahi gigimlerin ayrintili
basamaklarini planlagwve ilk uygulamalari bizzat kendisi yapgiwr. Sonraki uygulamalar
bu Geretim Uyesinin gittigi kidemli uzmanlk @rencisi tarafindan DEUTF Multidisipliner
Laboratuvari ve Laboratuvar Hayvanlariningla Bilimlerinde Kullanimi Anabilim Dali
Ogretim tyesinin denetiminde uygulargtm. Deneyler siresince hatam ve durum deneyin

resmi laboratuvar defterine kayit ediktmi.

Calsmanin bu avantajli O0zefiine kagin deney suresince deneklerin hemodinamik
parametrelerinde olumsuzluklar sggmstir. Ayni model uygulanarak ydritilen geir

calismalarda buna ggnilmemesinin nedenlerine wWidamamstir (93, 94).

Calismamizda iskemik kalp ofturma basamaklarinda kdesilan bu sorun kaynaklar
taranarak tekrar ele alingtr. Ratlarda miyokard enfarktlist eturmak icin geltirilen
cerrahi modeller, mortalite oranlari, kdasilan sorunlar ve 6nerilerin ele aligdisinirli
sayida ¢cagmanin makalelerine wdmistir (15, 63, 89, 95, 96, 97, 98).

Samsamshariat ve arkatlinin (96) California Universitesinde yaptikla@alisma ve
yorumlari tekrar go6zden gecirigihde benzer yorumlara onlarin makalesinde de
rastlanmgtir. Arastiricilar miyokard enfarktiist odturmak icin kullanilan tarini modelin ilk
makalelerinde ayrintili bilgilerin bulunmagina dikkatleri ¢cekmektedirler. Bu modelin
gelistirilerek ¢ok yaygin birsekilde kullanildgini ancak deneyin sorunlarina grana
makalelerinde ayrintili olarak gi@ilmedigi vurgulanmaktadir. Cok kuguk bir hayvan olan
ratlarin en kucik bir mantplasyona ¢ok duyarli démain slemlerin mortalite oranlarini

yukselttigi yorumunu yapmaktadirlar.

Bizim calsmamizda; yukarida ele alinan hemodinamik instabilitAD baslama

girisiminden 6nce toplam sekiz denekte izlegtimi Birinci ¢calisma gininde iki, G¢uncu
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calsma gunidnde bir sicanda kateterizasyon uygulanirkemodinamik parametreler
fizyolojik sinirlarin ¢cok altina dimis ve bu denekler ¢gina dgi birakilip yerine yeni
denekler cabmaya alinmgtir. Ayrica; birinci grup 4. ve 6. denek, Uc¢lnciugrs. ve 6.
denekte, sham grubu 7. denekte de sistolik vedliladiasing dgmeleri izlenm§ sonradan
deserler toparlanmtir. Bu bulgularin yalnizca hemodinamik parametieletakibinde
kullanilan basin¢ monitoriinin hassasiyeti ilekili oldugunu digunmuiyoruz. Karotis
arterden kateter uygulamasi gminin gosterilen 6zen ve deneyimegmaen bu kiguk
hayvan icin travmatik oldtunu diiniyoruz. Modelin kullanilgn diger cerrahi argirmalar
ve anestezi calmalarinda bu kadar erken bir donemde c¢ikan hemodingorunlarin o

calismalarda yapilansiemlerle ve tedavilerle bertaraf edigrolabilecei goristindeyiz.

Deneyin ilerleyen basamaklarina bakildda; hemodinamik parametrelerin beklenen
sekilde etkilendgi gbzlenmitir. Tim calsma gruplarinda ve sham grubunda sistolik ve
diastolik kan basinci ortalama gdelerinin kateterizasyon sonrasi stigi, LAD
baglandiktan sonra da kan basinciningrdé eiliminde oldusu, LAD’nin bagh kaldigi
streden bamsiz olarak hem sistolik hem de diastolik kan basdeerlerinin azaldil
izlenmistir. Bu basamaklardaki azalmanin istatistiksel akarda anlaml oldgu
belirlenmitir (sistolik kan basinci icin, Friedman testiz 29.443, p=.000), (diastolik kan
basinci icin, Friedman test?= 22.439, p=.000). Tim gruplarin sistolik ve didist&an
basinci ortalama derleri ile yapilan istatistik modelde de basmalddadfarkliigin
surelere bgli olmadan anlamli oldgu gortlmigtir (Wilcoxon karetli siralar testi,
p=0.000). Daha Once ayni laboratuvarda ayni modelfslan dger calsmalarda buna
benzer bulgular belirtimemiolduzgundan kagilastirilamamstir.

Tam deneklerin altisina laboratuvar ekibininakisindaki kaullar nedeniyle kendi
tercihleri olarak entibasyon kateter uygulamasindace uygulanngtir. Ancak Sham
operasyon grubunun hepsinde kateterizasyonu tak@m @k 2-3 dakikada enttibasyon
tamamlanmygtir. Bu gruptaki deneklerde kateterizasyon sonras€h dakika iginde
LAD’nin altindan iplik gecirilmi ve yontem gegg baglanmamstir. Sasirtici bicimde bu
grupta bile bir denek ginda kisa sirede arteryel kan basincinistigii ve bu dgtstn
istatistiksel olarak ta anlamli dizeyde dldugdzlenmgtir. 45 dakikanin sonunda bu
grubun tim deneklerinde ciddi arteryel basingiétiugl izlenmitir.
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Sicanlarin iskemik kalp modelinde kullaniimasirartigildigi bazi makalelerde; deneyde
kullanilan anestezik ajana ratlarin duyaglilda ele alinan der konulardan biri olmgiur
(99). Bizim calsmamizda guncel kaynaklarda bu deney hayvani icggarbde uygulandii
belirtilerek Onerilen anestezi preparati ve dozumd&kg ketamin ve 5 mg/kg Ksilazine

olarak uygulannstir.

Uzerinde durdgumuz bu konuya dgnen calsmalarin ¢gu deneyin mortalite yiiksekii
ve bu sorunun LAD kdanma seviyesi ile ikisini ele alan nitelikteydi(89, 96, 97, 98).
LAD'nin cikisi seviyesinde kganmasinda mortalitenin ytksek oflu (%10), bunun
sicanlara 6zel anatomik yapidan kaynaklgndiinkt sirkumfleks dalin yeterli olmagiya
da bulunmady belirtiimekteydi (89). Bizim ¢ajmamizda gincel kaynaklarin 6negid{96)
orta seviyeden LAD kG@anmasi planlanmive uygulanmtir.

Bazi calsmalarda ise bu kiguk hayvanin koroner arterininlaupyirt edilmemesi
durumunda karlasilabilecek sorunlar ele alingtir (89, 96). Bizim ¢calmamizda LAD
baglama &sleminde loop kullaniing, arter gorilerek kganmstir. Ele aldgimiz
hemodinamik instabilite buslemlerden 6nce de dikkati cekstir. Kardiyak cerrahi gigim
Ooncesinde de sorunlar ggmdg1 bulgulardan da anjdacasl gibi aciktir. Bu nedenle LAD
baglanmasinin tabloyu garlastirmis olabilecegini dusunduk. Dger taraftan ¢ok kiguk bir
alanda bglama slemi sirasinda koroner artere kammiyokard dokusu, der vaskuler

yapilar ve hatta sinir doku etkilenmelerinin bikergeklemis olabileceini distnduk.

Cerrahi girsimde toraksin agilmasisamasinin neden olgu solunum zorlgunun
tartisildigl genk serili ilk kaynaklardaki sorunun bizim ¢giinamizda da kullanilan modelle
asllabildigi bildirilmektedir (96, 97, 98). Bizim ¢calmamizda kullanilan modelde; deneklere
trakeostomi uygulanarak entibe edidmve denek mekanik ventilatbre gha olarak
solutulmutur. Ayrica toraks negatif basincina yardimci olriakre kaynaklarda da onerilen

sekilde bir suturla kapatiingtir.

Deneklere uygulanan anestezi, kateterizasyon vébagsyonun tim evreleri cgilan
laboratuvarin hemen her deneyde géim kurslarinda rutin olarak kullangh modellerdir.
Bagska duzenekler ve medikasyonla bu birka¢c dakikalikekerde izlenen hemodinamik
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deney sureli kardiyovaskiiler sistem temelli gahlarda sicanlar icin daha az travmatik bir

monitorizasyon modeli galiriimesinin gerekli oldgu kanisina vardik.

Calismamizda kullanilan ve ginimuizde yaygin olarak kuba ve Onerilen sicanda
iskemik kalp modelinin bazi basamaklarinin denékleen azindan hemodinamik
parametrelerini etkileyecek kadar travmatik @donu gérmek bu deneklerden elde edilen
doku ve serum drneklerinde gallan argtirmamizin parametrelerine daha farkli bir gozle

bakmamiza neden olrstur.

Calismamizda; LAD'nin tam bgli kalma siresinin hangi parametreleri ne yonde ve
nasil etkiledginin argtiriimasi temel amacti. Elde edilen tim veriler sarmmamizin
hipotezinde yer alan soruyu “LAD pla kalma siresinin miyokard hiicrelerinde H-FABP

kaybina ve serum H-FABP yiukselmesine etkisi” Jagécak bicimde incelensiir.

Deneklerin serumlarinda HESA kiti yardimiyla solid faz enzim Igamli
immunosorbent yontemi ile H-FABP dizeyinin dlcimnigiminde herhangi bir sorunla
karsilasiimamstir.  Sicanlarin  normal serum H-FABP gdeine kaynaklarda da
rastlanmanstir. Bu degerin bulunabilmesi en azindan bu gadada baseline ger olarak
kullanilabilmesi i¢in hicbir cerrahilem uygulanmayan ve deneyingdr basamaklarina
alinmayan yedi deneklik bir kontrol grubu giurulmustur. Bu grupta kuyruk veninde
serum H-FABP dgeri ortalamasi 2.7967 ng/ml, standart sapmasi @%6®)/ml olarak
belirlenmgtir. Elde edilen bu ortalama ger calsma gruplarinin verilerinin
karsilastirmalarinda beklenen normal fizyolojik gkx (baseline value) kabul edilerek

kullaniimustir.

LAD baglanmayip sadece cgina alanindan atravmatigneli sutur materyeli gecirilen
Sham grubunda; serum H-FABP ggei en dguk 1.73 ng/ml, en yuksek 20.40 ng/ml,
ortalama 8.7223 ng/ml, standart sapmasi 6.1655mInglarak belirlenmitir. Bu grupta
izlenen serum dizeyi agkari ve bir denekte izlenen gk serum diizeyinin deney modelinin
uygulanmasi ve koroner artere sutur geciriimesissnda denekte alan strese kg hipoksi
ile aciklanabilecgini disundik. Dger calsma gruplarinda da serum H-FABP dizeyi
normalin Uzerinde duzeylerde Ol¢uldi. LAD ningtendigi gruplardaki deneklerin serum H-
FABP duzeyleri grup icinde buyidk standart sapmaiésteriyordu. Gruplar arasinda
istatistiksel anlaml farklar bulundu (Kruskal- Waltesti,x’= 22.547, p= 0.000), ancak bu
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farkliigin sdrenin uzamasina paralellik gostermgedanissildi. Bu calsmada; sicanda
olusturulan iskemik kalp modelinde LAD Bha kalma suirelerini yansitmayan nitelikte,
dizensiz serum H-FABP dizeyi artoldugu ortaya konmgtur. Bu nedenle bu parametrenin
deney modelinde koroner arter akiminin kisa sueslkesilmesini yansitacak bir bulgu

olmadgini disinmuyoruz.

Kaynaklarda H-FABP’nin kardiyomiyositler yanindaiisdk miktarlarda olsa da kalp
kapiller endotel hicrelerinde, kardiyak fibroblastlsgir aort dokusunda elde edilen endotel
hicre kultarlerinde, damar diz kas hicrelerindeldegu belirtimektedir (61, 84, 85). Bu
bilgi ile kateterizasyon sirasinda gercgkle karotis duvari travmasinin da bizim
calismamizdaki serum dizeyi agarinin kayngi olabilecgini diusinduk.

Meng ve arkadgdari (7) H-FABP’nin miyokard infarktiisii sonrasi ser duzeyindeki
artisin erken miyokard infarktisinin postmortem tan@idillanilabilecek dgerli bir
belirte¢ oldgunu rapor etmektedirler. Bizim bulgularimiz bunudtélsmuiyordu.

Yapilan birgcok klinik cakma; H-FABP’nin akut miyokard infarktisinin erken
donem tanisinda ger bircok belirtece gére ¢cok daha duyarh @dou belirtmektedir (17,
18, 62, 100, 101).

Insanda ve deney hayvani miyokard dokusunda H&E Ibégsitlerde bu kadar kisa
sureli koroner akim eksilgini yansitacak bir bulgu beklemgthniz halde uygulanacak
immunuhistokimya boyali kesitleri derlendirme kolaylfi agisindan bu kesitlerde hipoksi
kriterleri incelenmgtir. Miyokard hucrelerinde striasyon kaybi, sitaptak eozinofili,
kontraksiyon bandi, nukleer hiperkromazi, hicregeine, nekroz varf§ji ve miyokard
dokusunda polimorf naveli I16kosit infiltrasyonunuarhgi hipoksi kriteri olarak H&E boyali
preparatlarda agariimistir. Bu incelemelerdeki sonuglassirtici olmustur. Cinki; sham
grubunda dahi her U¢ patolog tarafindan da aghkilde degerlendirilen myosit hipoksisi
bulgusu olarak yorumlanabilecek bulgulara rastlghmH&E boyall preparatlarda herhangi
bir hipoksik deisikli gin var olup olmadii degerlendirildiginde; gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmag belirlenmitir (x’= 2.763, p= 0.598) . Qer taraftan H&E boyali
preparatlarda gozlenen hipoksi kriterlerinin grualagore dgilimi da istatistiksel olarak
anlamh bulunmamgtir. Deney gruplarinda hipoksi kriterine rastlaniieaLAD bagh kalma

sureleri arasinda bir $ki gozlenmemitir. izlenen dgisikliklerin deneklerin daha 6nceki
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parametrelerde de yorumlagdigibi deneklerin icinde bulungu stres keullarina bgh
olarak gelgen hipoksi klingini yansittgi distunidlmistir. Bu bulgumuz klasik iskemi
morfolojisi bilgilerimiz ile uyum igindedir. Kaynd&irda bu kadar kisa surede H&E boyali
kesitlere yansiyabilecek bir koroner arter kaynaiemi histomorfolojisi beklenmemektedir
(41, 45, 50).

Calismamizda; immunohistokimya boyalari bu alanda dézeyde deneyimli patoloji
laboratuvarinda uygulangtir. Yanlis pozitif ve negatiflik kontrollerle 6nlenmtir.
Deneklerin boyall preparatlar tg¢ farkli patologatendan ikser kez dgerlendirmi ve
ayni derece dgerlerine ulailmistir. Her bir dengin miyokard dokusunda H-FABP kaybi
derecelendirilirken, bu dggsikli gin izlendigi anatomik boélge ve o bdlgedeki yevila

lokalizasyonu da kayit edilerek bu 6zelliklezgddendirilmistir.

Elde edilen bulgulardan; miyokard hticrelerinde HEFAnin kayip derecesi ile LAD
basli kalma siireleri arasinda istatistiksel olarakaanl bir iliski bulunmamstir (x*=
8.984, p=0.704). Miyokardda H-FABP kaybi interwéitler septum, sol ventriktl duvari
ve bazilarinda gaventrikil duvarinda izlenrglir. Bu yerlsimlerin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark gdsterm@dide anlaiimistir (x*=19.827, p= 0.070).
Miyokard dokusunda H-FABP kaybinin izlegdalanlar incelendiinde beklenmedik bir
sekilde subendokardial alanlardaki kaybin daha gehkedite izlendii anlasilmistir. Oysa
bu lokalizasyon anatomik ve fizyolojik nedenlerlghd kolay kompanzasyon gglierek
hipoksi ve iskemiden daha az etkilenmesi beklenebdigedir. Bu yerlgim farkliliginin
da istatistiksel olarak anlamli olmgdbelirlenmistir (x= 8.810, p= 0.359).

Calismamizda farkh derecelerdeki H-FABP kaybi ile aylanlarin H&E boyali
preparatlarinda gozlenen glgkler birlikte ele alinarak istatistiksel olaraklamli iliski
olup olmadgl argtirimistir. Grup ayirimi yapiimadan gerlendirildiginde; miyokard
kesitlerinde farkli derecelerde H-FABP kaybi gozlendeneklerin H&E boyali
preparatlarinda hipoksik gmikliklerin varligi ya da yoklgu istatistiksel olarak anlamli
bulunmamytir (x°= 0.141, p= 0.987).

Gruplarin icinde ve gruplar arasinda miyokardda ABP azalmasi ile serumda H-
FABP dizeyinin arginin iliskisinin aratirilmasi bu caklmanin temel konularindan biri

idi. Bunu aratirmak icin elde edilen immunhistokimyasal H-FABRykp derecesi ile
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biyokimyasal olarak serumda olcilen H-FABP kanfitaliizeyi arasinda gki olup
olmadg istatistiksel modellerle sorgulandi. Elde edilrigularla; birinci grubun serum
H-FABP duzeyleri ile miyokardda izlenen H-FABP kayibereceleri arasindaki gki
istatistiksel olarak anlamli bulundu (spearman lemyon katsayisi r = -0.79, p = 0.033).
Ikinci, Gguincu, dordiincli ve sham gruplarinin serufABP diizeyleri ile H-FABP kaybi
dereceleri arasindaki gkinin ise istatistiksel olarak anlamli olmgdibelirlendi (p >
0.05). Bu bulgu ile LAD bglanma surelerine kot miyokardda H-FABP azalmasi ve
serumda H-FABP dizeyinde arizlenmedgi goruldi. Bu bulgularimiz erken miyokard
hipoksisi tanisinda guvenilir belirte¢ olarak ilstirilen gorglerle 6rtismemektedir (7).

Deneklerin serum H-FABP duzeyindeki gati miyokard dokusundan H-FABP
kaybinin etkisini argirmak icin yapilan istatistiksel @erlendirmede; deneklerin
immunohistokimya bulgulari ile serum H-FABPggeleri arasinda olumsuz yénde ve orta
duzeyde ilgki oldugu gozlendi. Ancak bu gkinin istatistiksel olarak anlaml olmagi
belirlendi (pearson korelasyon katsayisi r =-.246, 0.155). Dger taraftan gruplar
arasinda da miyokardda izlenen H-FABP kaybi ileusela izlenen H-FABP duzeyi
artisinin LAD basli kalma sureleri ile ifkisinin istatistiksel olarak anlamli olmagl
bulunmutur (Kruskal- Wallis testix?= 3.359, p= 0.340)

Meng ve arkadgdar (7) H-FABP’nin kucuk bir molekil olmasi ve sud:6zinen
yapisi nedeniyle hiicresel hasarda hizla ekstréseliiana gecerek kan delanindaki
seviyesinin yukseldini belirtmektedirler. Ratlarda deneysel olarak sthwduklari sol
koroner arter oklizyonundan 15 dakika sonra H-FAB&ma seviyesinde 4 kat art
izlediklerini, dokudaki azalmanin ise immunohistokasal boyama ile iskemik
lezyonlarin olgumundan 30 dakika sonra tanimlayabildiklerini rapionektedirler.

Brinkman ve arkadd#ari (9) miyokard infarktisiinin postmortem tanisingiksek
duyarliiga ve 6zgullige sahip tek bir immunohistokimyasal belirte¢ olngaal rapor
etmektedirler.

Bu bulgularimizla miyositlerin iskemi kaollarinda hiicre gdina kaybedegg ve hizla
seruma katllaga beklenen H-FABP’in en azindan bu modelde ve deniege
belirledigimiz koroner arter i kalma sirelerinde bir belirte¢ olarak kullanilayacgi
goristine vardik. Bu bulgumuz daha 6nce befimttiiz gibi Brinkmann ve arkag#rinin

yorumu ile ortgmektedir.
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6. SONUC

1. Calsmada deneyin planlama ve uygulama evrelerinde dbagyani ¢cakmalarinda ileri
duzeyde deneyimli agaricilarin gbrev almasina gmen deney siresince deneklerin
hemodinamik parametrelerinde olumsuzluklarsayamstir. Ayni model uygulanarak

yarutulen dger calsmalarda buna ggnilmemesinin nedenlerine widBamamstir.

2. Karotis artere kateter uygulamasi giminin gosterilen 6zen ve deneyimegmaen bu
kicuk hayvan icin travmatik olgu, modelin kullanildii diger cerrahi argirmalar ve
anestezi camalarinda bu kadar erken bir donemde c¢ikan hemodknaorunlarin
calismalarda yapilan siemlerle ve tedavilerle bertaraf ediiniolabilecgi sonucuna

varilmistir.

3. Bu bulgu ve yorumlarimizsiginda; kisa deney sureli kardiyovaskuler sistem teme
calismalarda sicanlar icin daha az travmatik bir modelistiyilerek hemodinamik

parametrelerin monitdrizasyonunurgkssamasinin gerekli oldiw sonucuna vardik.

4. Sicanlarin normal serum H-FABP ggeine kaynaklarda rastlanmagm. Bu calsmada
baseline dger olarak kullanmak icin higbir cerraliem uygulanmayan ve deneyingdr
basamaklarina alinmayan yedi deneklik bir kontrobgnda kuyruk veninden alinan kan
orneklerinden elde edilen serum H-FABPgee ortalamasi 2.7967 ng/ml, standart
sapmasl 0.56638 ng/ml olarak belirlegtini Elde edilen bu ortalama gerin calsmada
kullanilan tur ve girliktaki sicanlar icin beklenen normal fizyolojdeser (baseline value)

oldugu sonucuna varilngtir.

5. Sham grubunda; serum H-FABP dizeyinin egl#il.73 ng/ml, en yuksek 20.40 ng/ml
Olcilmesi ve ortalama 8.7223 ng/ml, standart sap®d$554 ng/ml olarak belirlenmesi
izlenen serum duzeyi aglarinin deney modelinin uygulanmasi ve koronerrart&itlr
geciriimesi sirasinda denekte gin strese kg hipoksi ile aciklanabilegg sonucuna

vardik.

6. LAD'nin baglandgl calsma gruplarinda da serum H-FABP dlzeyi normalin iiiger
duzeylerde olculdli, serum H-FABP duzeyleri grupndg buyidk standart sapmalar
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gosteriyordu. Gruplar arasinda istatistiksel aniaiaklar bulundu, ancak bu farkigin

surenin uzamasina paralellik gosterngedonucuna varildi.

7. Bu calsmada; sicanda ajturulan iskemik kalp modelinde LAD Bl kalma sirelerini
yansitmayan nitelikte, diizensiz serum H-FABP duagt oldugu ortaya konmgtur. Bu
nedenle bu parametrenin deney modelinde koroneer aamkiminin kisa strelerle

kesilmesini yansitacak bir bulgu olmgdsonucuna varildi.

8.Insanda ve deney hayvani miyokard dokusunda H&Elbkgsitlerde bu kadar kisa sureli
koroner akim eksikgini yansitacak bir bulgu beklemgtiz halde sham grubunda dahi
her ¢ patolog tarafindan da agekilde deerlendirilen miyosit hipoksisi bulgusu olarak

yorumlanabilecek bulgulara rastlargm.

9. Diger taraftan H&E boyali preparatlarda gozlenen hgpdkriterlerinin gruplara goére
dagilmi da istatistiksel olarak anlamli bulunmgdigibi deney gruplarinda hipoksi
kriterine rastlanma ile LAD kg kalma sdreleri arasinda da birskdi gozlenmemesi,
izlenen bu dgisikliklerin sicanlarin icinde bulundiw stres keullarina bgli olarak gelgen

hipoksi klinigini yansittgl sonucuna varilngtir.

10. Miyokard hiicrelerinde H-FABP’nin kayip dereciésiLAD bagli kalma stureleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir gki bulunmamgtir.

11. Miyokardda H-FABP kaybi interventrikiler septusol ventrikil duvari ve bazilarinda
sg ventrikil duvarinda izlenrgiir. Bu yerleimlerin gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark géstermegii de anlailmistir.

12. Farkh anatomik bolgelerde miyokard dokusund&ABP kaybinin beklenmedik bir

sekilde subendokardiyal yesgieni sasirtici bulunmuytur.
13. Grup ayinmi yapilmadan; farkli derecelerde HBIPAkaybi gozlenen deneklerin H&E

boyali preparatlarinda hipoksik ggkliklerin varligi ya da yoklgu da istatistiksel olarak

anlamli bulunmangtir.
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14. Gruplarin icinde ve gruplar arasinda miyokarit&t ABP azalmasi ile serumda H-FABP
dizeyinin arginin iliskisinin argtirlmasinda; LAD bglanma sirelerine kot miyokartta
H-FABP azalmasi ve serumda H-FABP diuzeyindeg atenmedgi sonucuna varildi.

15. Bu bulgularimizla miyositlerin iskemi kallarinda hiicre dina kaybedege ve hizla
seruma katilaga beklenen H-FABP'in en azindan bu modelde ve denegge
belirledigimiz koroner arter b#i kalma surelerinde bir belirte¢ olarak kullaniiayacai

sonucuna varildi.
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