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OZET

Koroner arter bypass cerrahisi sirasinda kullanilan otolog vaskiiler greftlerin iskemi-
reperfiizyon (IR) hasari, cerrahi basariy1 olumsuz etkileyebilmektedir. Bu ¢alismada, yavas
salinan bir hidrojen siilfiir (H>S) donérii olan GYY4137'nin in vitro sigan IR hasart modelinde

vaskiiler doku iizerindeki koruyucu etkileri arastiriimistir.

Yirmi erkek (21-22 ay, 378,2 £ 10,19 g) Sprague-Dawley sicanin torasik aortu 4 halka
preparata boliinerek deney gruplarina randomize edilmistir: Kontrol, IR, IR + GYY4137 100
uM, IR + GYY4137 300 uM. IR modeli igin aort halkas1 azot ile gazlandirilmis %0,9 salinde
4°C’de 24 saat bekletilip, 37°C’de Krebs-Henseleit soliisyonu igceren, %95 0,+%5 CO: ile
gazlandirilan organ banyosuna almmarak 30 dk sodyum hipoklorite (200 uM) maruz
birakilmistir. GYY4137 gruplarinda salin igine GYY4137 eklenmistir. Vaskiiler fonksiyon
izole organ banyosu diizeneginde degerlendirilmis, doku malondialdehidi glutatyon ve kaspaz-
3 aktivitesi biyokimyasal olarak dl¢lilmiistir.

IR hasar1 dokunun KCI (80 mM) yanitin1 azaltmis (Kontrol 1815 + 140 mg, IR 842 + 160 mg,
p = 0,0003), fenilefrin konsantrasyon-cevap egrisinde Emas’1 artrmis (Kontrol %144,1
+ %2,64, IR %202,3 + %4,9, p < 0,0001), asetilkolin konsantrasyon-cevap egrisinde Emaks’1
(Kontrol %78,4 + %1,4, IR %32,6 = 3,4, p < 0,0001) ve pD»’yi diisiirmiis (Kontrol 7,24 + 0,05,
IR 5,18 £ 0,17, p < 0,0001), sodyum nitroprusiyat konsantrasyon-cevap egrisinde ise Emaks’1
artirirken (Kontrol %101,4 £ %1,47, IR %113,6 = %2,3, p = 0,0009), pD,’yi azaltmistir
(Kontrol 8,4 + 0,03, IR 8,23 £ 0,04, p = 0,00025). GYY4137, IR’ye bagh bu fonksiyonel
degisiklikleri diizeltmemistir. Diger taraftan, biyokimyasal analizlerde IR ile artan
malondialdehid seviyesi (Kontrol 8,4 = 0,9 nmol/g, IR 12,6 + 1,0 nmol/g, p = 0,02), 100 uM ve
300 uM GYY4137 ile kontrol diizeyine gerilemistir (sirasiyla 8,7 = 0,9 nmol/g, p = 0,008 ve
7,6 £ 1,1 nmol/g, p = 0,012). Azalan glutatyon seviyesi (Kontrol 785 + 61 nmol/g, IR 506 + 45
nmol/g, p = 0,012) 300 uM GYY4137 varliginda normale donmiis (709 + 45 nmol/g, p =
0,004); artan doku kaspaz-3 seviyesi (Kontrol 2,4 + 1,3 ng/g, iR 8,4 + 1,2 ng/g, p = 0,02), 100
uM ve 300 uM GYY4137 ile diizelmistir (sirastyla 2,3 + 1,3 ng/g, p = 0,004 ve 3,2 + 1,1 ng/g,
p=0,02).

Bu bulgular, GYY4137'nin IR hasarmi takiben olusan oksidatif stres ve apoptoza karsi
hiicresel koruma sagladigini, ancak vaskiiler disfonksiyonu onemli 6lgiide iyilestirmedigini
gostermektedir. Ileri calismalar, sunulan bulgularm mekanizmalarinin anlagilmasma ve IR

hasaria kars1 potansiyel 6nleme ve tedavi stratejileri gelistirilmesine odaklanmalidir.
Anahtar Kelimeler: GYY4137; Hidrojen Siilfiir, In Vitro Teknikler; Sican; Iskemi-reperfiizyon

Calismaya iligkin tiim dokiimanlara, deney kayitlarina, sayisal verilere ve istatistik analiz raporlarina su
adresten acgik erisim saglanabilir: https://osf.io/23sb6.



ABSTRACT

Evaluation of the Effect and Mechanism of Action of Slow Release Hydrogen Sulfide
(H2S) Donor GYY4137 on Vascular Response in In Vitro Ischemia-Reperfusion
Model

Ischemia-reperfusion (IR) injury of autologous vascular grafts used during coronary artery
bypass surgery may adversely affect surgical success. In this study, the protective effects of
GYY4137, a slow-release hydrogen sulfide (H>S) donor, on vascular tissue in an in vitro rat
model of IR injury were investigated.

The thoracic aorta of twenty male (21-22 months, 378.2 + 45.5 g) Sprague-Dawley rats were
divided into 4 ring preparation and randomized into experimental groups: Control, IR, IR +
GYY4137 100 uM, IR + GYY4137 300 uM. For the IR model, the aortic ring was kept in
0.9% saline gassed with nitrogen at 4°C for 24 hours, placed in an organ bath containing
Krebs-Henseleit solution at 37°C, gassed with 95% 0O,+5% CO> and exposed to sodium
hypochlorite (200 uM) for 30 minutes. In GYY4137 groups, GYY4137 was added to saline.
Vascular function was evaluated in the isolated organ bath setup and tissue malondialdehyde,
glutathione and caspase-3 activity were measured biochemically.

IR injury decreased KCI1 (80 mM) response (Control 1815 + 140 mg, IR 842 + 160 mg, p =
0.0003), increased Emax in phenylephrine concentration-response curve (Control 144.1 £+ 2.64%,
IR 202.3% =+ 4.9%, p < 0.0001), increased Emax in acetylcholine concentration-response curve
(Control 78.4% + 1.4%, IR 32.6 + 3.4%, p < 0.0001) and decreased pD> (Control 7.24 + 0.05,
IR 5.18 = 0.17, p < 0.0001), while sodium nitroprusside concentration-response curve
increased Emax (Control 101,4% + 1.47%, IR 113.6% + 2.3%, p = 0.0009) and decreased pD-
(Control 8.4 +£0.03, IR 8.23 + 0.04, p = 0.00025). GYY4137 did not correct these IR-induced
functional changes. On the other hand, in biochemical analysis, malondialdehyde level
(Control 8.4+0.9 nmol/g, IR 12.6 = 1.0 nmol/g, p = 0.02), which increased with IR, decreased
to control level with 100 uM and 300 uM GYY4137 (8.7 £ 0.9 nmol/g, p=0.008 and 7.6 + 1.1
nmol/g, p = 0.012, respectively). Decreased glutathione level (Control 785 + 61 nmol/g, IR 506
+ 45 nmol/g, p = 0.012) returned to normal in the presence of 300 uM GYY4137 (709 + 45
nmol/g, p = 0.004); Increased tissue caspase-3 levels (Control 2.4 + 1.3 ng/g, IR 8.4 £ 1.2 ng/g,
p = 0.02) were recovered by 100 uM and 300 uM GYY4137 (2.3 + 1.3 ng/g, p = 0.004 and 3.2
+ 1.1 ng/g, p = 0.02, respectively).

These findings suggest that GY'Y4137 provides cellular protection against oxidative stress and
apoptosis following IR injury, but does not significantly improve vascular dysfunction. Further
studies should focus on understanding the mechanisms of the presented findings and
developing potential prevention and treatment strategies against IR injury.

Keywords: GYY4137, Hydrogen Sulfide, /n Vitro Techniques; Rat; Ischemia-reperfusion

Project documents, experimental records, raw data, and statistical analysis reports related to the study can

be accessed openly at https://osf.io/23sb6.



GORSEL OZET

AMAG
Yavas salinan bir hidrojen siilfiir (H,S) donérii olan GYY4137'nin sigan in vitro soguk IR hasari
modelinde vaskiiler doku tzerindeki koruyucu etkilerinin arastirilmasi

o = Fiod % ._g Bulgu:
- 7 ) = o mm) thhe — GYY3147 (100-300 pM),
/ 24 Saa +4°C s d A
@ i 3 = tim Bl S IR ile bozulan damar ve endotel
E 0ok soanm * fonksiyonunu etkilemedi
11 erkek 21-22 ayhik in vitro soguk Ex vivo organ
Sprague-Dawley vaskiiler IR modeli banyosu deneyleri

siganin torasik aortasi

= R 100k yigen 'Y Bulgu:
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(p/ - 7 - . X 245aat § +a7C ":[ IR ile bozulan doku MDA, GSH
E 30k Hggg{:; ve kaspaz-3 dlzeylerini dizeltti
9 erkek 21-22 aylik In vitro soguk Dokunun
Sprague-Dawley vaskiiler IR modeli biyokimyasal analizi

siganin torasik aortasi

SONUG
GYY4137, vaskiiler IR hasarina bagl oksidatif stres ve apoptoza kars hiicresel koruma sadlamakla
birlikte, vaskuler disfonksiyonu dizeltmemistir

IR: iskemi-reperfiizyon
MDA: malondialdehit
GSH: glutatyon
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1. GIRIS

Koroner arter bypass greft cerrahisi, koroner arter hastaligi ve miyokard iskemisi nedeniyle
kalbin bozulan kan dolasimimin diizeltilmesi i¢in yaygin olarak uygulanmaktadir (1). Bu
cerrahi sirasinda otolog damar grefti olarak siklikla kullanilan internal meme arterinin ve
safen venin iskemi-reperfiizyon (IR) hasarina maruz kalmasi, hem kisa hem de uzun
donem cerrahi komplikasyonlara neden olmakta, damar-greft hastaligina neden olarak
greftin sagkalimini diisiirmektedir (2,3). Kardiyovaskiiler riskin ve endotel disfonksiyonun
artt1ig1 yash popiilasyon, otolog damar greftinde olusan IR hasarinin en ¢ok etkiledigi hasta
grubunu olusturmaktadir (4-6). Damar dokusunun IR hasari, hiicresel diizeyde ATP
tiilkenmesine bagli olarak sodyum-potasyum pompasinin c¢alisamamasi, hiicre i¢inde
kalsiyum birikimi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) aciga ¢ikmasi ve inflamasyon siirecinin

baslamasi gibi mekanizmalar tizerinden damar diiz kasinda ve endotelde hiicre oliimiine

neden olmaktadir (3,7) (Sekil 1).
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Sekil 1. Damar dokusunun IR hasarmin molekiiler mekanizmast (8).



Damar greftinde IR hasarmin olusmasinda ve siddetinde, cerrahi sirasinda ¢ikarilan greftin
hedef dokuya implante edilene kadar gegen siire boyunca icinde saklandigi soliisyon
belirleyici faktorlerden birisidir (3,9-11). Greftin hasar almamasi i¢in gelisen cerrahi
teknikler yaninda damar saklama (prezervasyon) soliisyonlarinin igeriginin gelistirilmesi

de giincel aragtirma alanlarindandir (Sekil 2).

Damann Cikariimasi SlrgSlnd&l ve Sonrasinda Koroner Arter Bypass Cerrahisinde
Buttinlagunan Korunmasi igin Onerilen Yaklagimlar Kullanilan Damar Tarleri
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Sekil 2. Koroner arter bypass cerrahisinde damar greftinin IR hasar1 ve diger muhtemel hasarlara karsi

korunmasi i¢in, damarin ¢ikarilmasi sirasinda ve sonrasinda onerilen yaklagimlar (3).

Damar greftine 6zel saklama soliisyonu i¢in segenekler sinirli olup pratikte cerrahin
tercihine gore salin, heparinize otolog kan, organ saklama soliisyonlar1 gibi farkli ve
standardize olmayan soliisyonlar kullanilmaktadir (10). Damar IR hasarina kars1 koruyucu
kimyasallarla zenginlestirilmis damar greftine 6zel saklama soliisyonlarinin gelistirilmesi
ihtiyac1 devam etmektedir (11). Farkli mekanizmalar {izerinden etki gdsteren bazi
kimyasallarin damar IR hasarma kars: etkinligi preklinik calismalarla gdsterilmis olsa da
greft saklama soliisyonlarina 6zel potansiyel madde arayisi devam etmektedir (10-16)(10-

15).
1.1. Gerekce

Organ saklama soliisyonlarina eklenen H>S donérlerinin solid organlarin IR hasarina kars:
koruyucu etkisi olabilecegi gosterilmis olmasina karsin (17-19), damar grefti saklama
soliisyonlarma H»S donérii eklenmesinin greft IR hasar1 iizerine etkisi heniiz

degerlendirilmemistir. Bu agidan potansiyel etkisi olabilecek yavas salimli HoS dondrii



GYY4137’nin damar grefti saklama soliisyonlarina eklenmesi ya da GYY4137 igeren ve
damar greftine 6zel bir saklama soliisyonunun gelistirilmesi, bu soliisyonlarin damar
dokusunu IR hasarina kars1 koruyuculugunu ve koroner arter bypass cerrahisinin kisa ve

muhtemelen uzun vadeli basarisini artirabilir.
1.2. Hipotez ve Amac¢

Bu calismanim hipotezi “in vitro sigan damar IR hasar1 modelinde, yavas salimh H,S
dondrii olan GYY4137, oksidatif stresi ve apoptozu azaltarak damar diiz kasinin

kasilabilirligi ve endotel fonksiyonlar1 tizerinde koruyucu etki gosterir” seklindedir.

Calismanin amaci, GYY4137'nin damar dokusunda IR hasarmi 6nleme potansiyelini
ortaya koymak ve damar koruyucu soliisyonlarda GY'Y4137’nin kullanimina yonelik ileri

deneysel ve klinik ¢aligmalara dayanak olusturmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. In Vitro Soguk IR Modeli

Damar greftinin IR hasarinin altinda yatan mekanizmalar1 arastirmak ve bu hasara kars1
etkili farmakolojik kimyasallarin etkisini degerlendirmek amaciyla literatiirde in vitro
damar IR hasar1 modeli siklikla kullanilmaktadir (20-22). Bu modelde IR hasarmnm
olusturulmasi amaciyla sican torasik aortu oksijeni uzaklastirilmis soguk ortamda 24 saat
saklandiktan sonra (in vivo iskemi hasarini taklit etmek igin), sodyum hipoklorite maruz
birakilir (in vivo reperfiizyon ve yeniden oksijenasyon sirasinda olugan serbest radikal
tiretimi ve endotel disfonksiyonunu taklit etmek icin) (Sekil 3). Kendi laboratuvar
kosullarimizda bu modelin uygulanabilirligi ve farkli iskemik kosullarda olusturulan
endotel hasari, ekibimiz tarafindan yakin zamanda degerlendirilmis ve literatiir ile uyumlu
olarak in vitro soguk iskemi ve ardindan uygulanan reperfiizyon protokoliiniin endotelyal

ve kontraktil disfonksiyon olusturmak i¢in uygun model oldugu teyit edilmistir (23).
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Sekil 3. Projede uygulanan in vitro soguk IR protokolii.



2.2. IR Hasar1 ve Hidrojen Siilfiir

Hidrojen siilfiir (H2S), kardiyovaskiiler sistem iizerinde koruyucu etkileri bilinen endojen
bir gazotransmiterdir (24). Vazodilator, antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri olan
H,S’nin, deneysel ¢alismalarda damar ve diger organlarin IR hasarma kars1 koruyucu etki
gosterdigi bildirmistir (18,19,25,26). H»S, sarkolemma, i¢ mitokondriyal membran ve
niikleer membranda bulunan ATP'ye duyarli potasyum kanallarin1 (Katp) aktive edebilir
(27). Bu kanallar glikoz metabolizmasinda rol oynar ve H»S tarafindan uyarilan
vazorelaksasyona katkida bulunur. H,S, ERK1/2/MAPK ve PI-3-kinaz yolaklarini aktive
ederek anti-apoptotik etkiler gosterir ve kaspaz-3 ve sitokrom C gibi pro-apoptotik
proteinlerin inhibisyonuna yol agar. HoS ayrica ROS iiretimini azaltarak ve mitokondriyal
membran potansiyelini (A¥Ym) koruyarak mitokondriyal fonksiyonun korunmasina
yardime1 olur (27,28) (Sekil 4). H,S donérlerinin preklinik soguk IR modellerinde
koruyucu etkilerinin, IR hasarinda rol oynayan ROS kaynakli oksidatif stres, inflamasyon,
mikrovaskiiler disfonksiyon, apoptoz ve diger potansiyel ancak heniiz tanimlanamayan
mekanizmalar1 iceren ¢ok sayida yolun inhibisyonu yoluyla ger¢eklestigi diisiiniilmektedir

(29).
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Sekil 4. Hidrojen siilfiiriin (H>S) vaskiiler iskemi-reperfiizyon (IR) hasarmna karst koruyucu etkisinin

mekanizmasi.

2.3. Saklama Soliisyonlarinda Hidrojen Siilfiir

H,S’in IR hasarina kars1 koruyucu etkisi nedeniyle, organ saklama soliisyonlarma

eklenmesi ile ilgili ¢calismalar 6nem kazanmistir (17,19). Bu calismalarda hizli ve yavas



salimh farkli H>S dondrleri denenmistir. Hizli salimli dondérlerin etkili olabilmesi igin
yiiksek dozda uygunmalar1 gerekmekte, bu durum H>S’in toksik etkilerini ortaya
cikarabilmektedir (27). Bu nedenle organ saklama soliisyonlarina, yavas salimli bir HaS
donériiniin eklenmesinin IR hasarma kars1 diger H.S dondrlerine gore daha etkili ve
giivenli olacagi ongoriilmektedir (17,19). Wang vd. (2016) hiicre kiiltlirli {izerinde
yaptiklar1 caligmada kontrollii ve yavas H>S saliveren nanopartikiillerin damar endotel
hiicrelerini IR hasarina karsi korudugunu gdstermistir (30). GYY4137 koduyla bilinen
“morfolin-4-ium 4-metoksifenil (morfolino) fosfinoditiyoat™” deneysel ¢alismalarda en sik
kullanilan yavas salimli H>S dondriidiir (31). Harper vd. (2023) yakin zamanl
calismalarinda, myeloperoksidaz ve hipoklor6z asite maruz kalan domuz koroner
arterlerinde GYY4137’nin endotel disfonksiyonuna karsi koruma sagladigini gostermis
(32), GYY4137 gibi yavas salimli H>S dondrlerinin, kardiyovaskiiler hastaliklarda asiri
myeloperoksidaz aktivitesini kontrol etmek icin olasi bir terapotik segenek olabilecegini
one siirmiiglerdir. Benzer sekilde GYY4137 nin in vivo kosullarda farelerde kardiyak IR
hasar modelinde yararli etkileri Ravani vd. (2023) tarafindan gosterilmistir (33).
Ekibimizin yakin dénemde gerceklestirdigi, farkli HoS donérlerinin, bébrek IR hasarina
kars1 etkilerinin degerlendirildigi hayvan calismalarinin sistematik derlemesi ve meta-
analizi, bu hasara kars1 etkili olan tek HoS donériiniin GYY4137 oldugunu gdstermistir

(34).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Proje no: DA23/26, Karar no: 22/15, Tarih: 21.04.2022). Hayvan deneyleri
Amerikan Ulusal Saghk Orgiiti (USA-NIH) tarafindan yaymlanan Laboratuvar
Hayvanlarmin Kullanimmna ve Bakimma Iliskin Kilavuza (Sekizinci Baski, The National

Academies Press, Washington DC, USA) uygun olarak yapilmistir.
3.2. In Vitro Soguk iskemi-Reperfiizyon Modeli

Bu proje Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Dahili Tip Bilimleri Béliimii, Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dal1 ve Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri

Boliimii, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali igbirliginde gerceklestirilmistir.

Calismanin yontemi, literatiirdeki in vitro vaskiiler IR hasar1 modellerine (20-22,35,36) ve
kendi laboratuvarimizda ekibimiz tarafindan modelin detayli olarak denendigi ©n
calismaya (23) dayanmaktadir. Ozetle bu model, cerrahi kosullarda ¢ikarilan insan damar
greftinde IR hasarma bagh birkag saat i¢inde olusan endotel disfonksiyonunu taklit etmek
icin, in vitro vaskiiler IR modelinde sican aort dokusunun 24 saat soguk iskemik ya da
hipoksik kosullarda bekletildikten sonra kimyasal olarak reperfiizyon hasari
olusturulmasina dayanmaktadir (20-22,35,36). Reperfiizyon Oncesi iskemik saklama
kosulu ile hipoksik saklama kosulunu karsilastirdigimiz 6n ¢alismamizda, otolog damar
greftinin IR hasarin1 in vitro ortamda taklit edecek maksimum endotelyal ve kontraktil
disfonksiyonu elde etmek icin, reperfiizyon oncesi iskemik ortamin gerektigini gosterdik
(23). Bu proje, 6n ¢alismamiz ile islerligini teyit etti§imiz in vitro vaskiiler IR modeli

tizerinde gergeklestirildi (Sekil 3).
3.3. Hayvanlar ve Deney Gruplan

Damar IR hasarmnin en sik yash popiilasyonda goriilmesi nedeniyle calismamizda yasl
sicanlar kullanildi. Calisma i¢in benzer agirliktaki (ortalama + standart sapma: 378,2 +
45,5 g) 21-22 aylik (21,7 £ 0,4 ay) 20 erkek Sprague-Dawley sigan kullanildi (Tablo 1).
Calismamizda sadece erkek Sprague-Dawley siganlarinin kullanilmasi, hormonal
degiskenleri (6rnegin disilerdeki Osterus dongiisii) minimize etmek ve sonuglarin

tutarliligini artirmak amaciyla tercih edilmistir. Projeye dahil edilen hayvanlarin yasi,



literatiire gore insan yash popiilasyonuna denk gelen sican yas1 dikkate alinarak belirlendi

(37).

Tablo 1. Calismaya dahil edilen 20 erkek Sprague-Dawley sicanin baslangigtaki viicut agirligi ve

yalillayvan Viicut Agirligi Yas Hayvan Viicut Yas
No. () (ay) No. Agirhg (g) (ay)
1. 384 22 11. 380 22
2. 405 22 12. 383 22
3. 412 22 13. 288 22
4. 375 22 14. 272 22
S. 374 22 15. 362 21
6. 370 22 16. 410 21
7. 395 22 17. 320 21
8. 378 22 18. 410 21
9. 420 22 19. 406 21
10. 348 22 20. 471 21

Deney hayvanlar1 Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edildi ve uyumlanma i¢in standart bakim kosullarinda (20-26°C, 40—
70% nem, 12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii, ad libitum) 1 hafta bekletildikten sonra
deneylere baslandi. Calismaya dahil edilen 20 sicandan 11’1 organ banyosu deneyleri i¢in,
9’u ise biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Her bir hayvandan ¢ikarilan torasik aort
halka preparat1 seklinde 4—6 parcaya boliinerek, her bir par¢a dort deney grubundan birine
rastgele atand1 (Tablo 2). Rastgele atamanin nedeni, deney gruplarinin torasik aort boliimii
(segmenti) agisindan birbirine benzer olmasini saglamakti. Dortten fazla aort halkasi
¢ikarilmasi durumunda, kalan aort halkalari, biyokimyasal analizlerde kullanilmak {izere
dort grubundan birine rastgele atanir ve ayni protokol uygulandi. Her bir deney grubu,
izole organ banyosu deneyleri i¢in 11 farkli hayvandan aliman 11 aort dokusundan,

biyokimyasal analizler i¢in ise 9 farkli hayvandan alinan 9 aort dokusundan olustu.



Tablo 2. Deney gruplari

Grup No. Grup Adi Tanim

Grup 1 Kontrol Bekletilmeden izole organ banyosu protokolii
uygulanan aort halkalart

Grup 2 IR %0,9 salin iginde bekledikten sonra izole organ
banyosu protokolii uygulanan aort halkalari

Grup 3 IR + diisik GYY4137 Diisiik konsantrasyon (100 pM) GY' Y4137 igeren salin
icinde bekledikten sonra izole organ banyosu protokolii
uygulanan aort halkalart

Grup 4 IR + yiiksek GYY4137  Yiiksek konsantrasyon (300 uM) GYY4137 igeren
salin i¢inde bekledikten sonra izole organ banyosu
protokolii uygulanan aort halkalari

Kontrol grubundaki aort halkalar1 ¢ikarildiktan hemen sonra izole organ banyosuna
alinarak damar kasilma ve gevseme cevaplar1 alindi. IR gruplarina ait aort halkalar1 ise
¢ikarildiktan sonra, IR hasari olusturmak amaciyla salin veya salin iginde iki farkli
konsantrasyonda GYY4137 iceren tiiplerde 24 saat boyunca 4°C sicakligindaki
buzdolabinda saklandi.

3.4. GYY4137 Konsantrasyonu ve Hazirlanmasi

GYY4137 (Sigma-Aldrich, Katalog No. SML2470; St. Louis, MO, ABD) konsantrasyonu
literatlirdeki hiicre kiiltiirii ve diger in vitro galismalar esas alinarak belirlendi (38—40).
Projede GYY4137’nin suda ¢oziinebilen diklorometan igermeyen sodyum tuzu formu
kullanild1 (Kimyasal formiil: C11HisNNaO2PS2). GYY4137, su ile etkilesime girdiginde
kademeli olarak H>S gaz1 aciga ¢ikaran bir molekiildiir (41):

xxp ,S_ pr ,S_
AN HO A 2 Ho0 o
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Ar = 4-MeQFPh-

Bu siiregte, su molekiilleri GYY4137 yapisindaki siilfiir atomlarint kopararak H2S

olusumuna neden olur (41).



Iskemi siirecinde dokularin saklanacagi 5 mL tiiplerin hacmi, ve deney sayis1 dikkate
almarak 5 mL hacimli 1 mM ve 3 mM'lik GYY4137 ¢ozeltileri hazirlandi. GYY4137'nin
suda 2 mg/mL c¢oziniirliige sahip olmasi sayesinde bu konsantrasyonlar kolaylikla
hazirlanabildi. Bu 10 kat konsantre GYY4137 ¢ozeltisinden 500 pL alinarak ayri ayri
Eppendorf tiiplerinde saklandi. Hazirlanan konsantre ¢ozeltiler -20°C'de saklandi; deney
oncesinde c¢oziindiiriikliikkten sonra, bu cozeltilerden 500 pL, 4,5 mL %0,9 salin ile
karigtirilarak 100 uM ve 300 uM'lik son ¢ozeltiler elde edildi (her Eppendorf tiipii yalnizca

bir kez dondurulup ¢6ziildi).
3.5. Cerrahi Islem ve Aort Halkalarinin Hazirlanmasi

Sicanlar, intraperitoneal yolla uygulanan 60 mg/kg ketamin ve 7 mg/kg ksilazin ile cerrahi
derinlige uygun genel anestezi altindayken, toraks agilarak aort arkindan diyaframa kadar
olan torasik aort ekspoze edildi. Torasik aort, ¢evresindeki yag ve bag dokusundan
ayrilarak gbgiis arka duvarindan diseke edilerek serbestlestirildi. Proksimalde aort arkinin
bitiminden ve distalde diyafram seviyesinden klemp uygulandiktan sonra torasik aort
eksize edilerek bir biitiin halinde soguk serum fizyolojik iceren Petri kabina alindi.
Sonrasinda, endoteli korumaya azami dikkat gosterilerek 4 —5 mm uzunlugunda aort
halkalar1 kesildi. Bir torasik aortadan 4 —6 halka elde edildi. Izole organ banyosunda
izometrik gerim degisikligi deneylerinin yapilacagi kontrol grubundaki aort halkalari,
hemen Krebs-Henseleit soliisyonu ([mM]: NaCl 118,2; KCI 4,7; MgS047H>0 1,2; CaCl»
2,5; KHoPO4 1,2; NaHCO;3 25; glukoz 11,1) igeren, %95 O2 ve %5 CO: ile siirekli
gazlandirilip sicaklig1 37,4°C’de sabit tutulan organ banyolarina asilarak vaskiiler kasilma

ve gevseme cevaplari alindi.
3.6. Iskemi-Reperfiizyon Protokolii

IR ve IR + GYY4137 gruplarindaki halkalar, sirasiyla %0,9 salin, %0,9 salin + diisiik
konsantrasyon GYY4137 ve %0,9 salin + yiiksek konsantrasyon GYY4137 iceren deney
tiiplerine alindi. Soliisyonlardaki oksijeni ¢ikarmak i¢in %100 nitrojen ile 10 dakika
gazlandirildiktan sonra tiiplerin kapaklar1 kapatilarak 24 saat boyunca 4°C'de saklandi. Bu
soguk iskemi siiresinin sonunda, 37,4°C’de Krebs-Henseleit soliisyonu igeren ve %95 O»
gaz karisimi ve %5 COz ile siirekli gazlandirilan organ banyolarina asilan aort halkalarina,

in vivo reperflizyon sirasinda olusan serbest radikalleri ve endotelyal disfonksiyonu taklit
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etmek amaciyla 30 dakika boyunca 200 pM sodyum hipoklorit uygulandi. Sodyum
hipoklorit, su ile birleserek hipoklordz asit olusturur (42):

2NaOCl + H20 — Na.COs + 2HOCl

Hipokloroz asit, hizla hidroklorik asit ve serbest oksijen radikallerine doniistir (42):

2HOCI1 — 2HCI + O2

Hidroklorik asit ve serbest oksijen radikalleri, hiicresel proteinleri bozarak sitotoksik

hasara yol agabilir (42).

Reperfiizyon sonrasinda banyolar bu maddelerden arindirilmak i¢in yikanarak (wash-out)
taze Krebs-Henseleit soliisyonu ile vaskiiler izometrik kasilma ve gevseme cevaplar1 alindi.
Deneysel protokol Sekil 5°de Ozetlenmistir. Biyokimyasal analiz yapilacak dokular

sodyum hipoklorit uygulamasi sonrasi biyokimya laboratuvarina nakledildi.
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Sekil 5. izole organ banyosu deneyleri i¢in deneysel gruplara uygulanan IR protokolii (n = 11).
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3.7. izole Organ Banyosu Protokolii

Tiim preparatlar, izole organ banyosunda 1 g gerim altinda 60 dakika dinlendirildi ve bu
siire boyunca her 15 dakikada bir taze soliisyon ile yikandi. izole organ banyosundaki aort
preparatlarinin banyo icine eklenen maddelere verdigi izometrik kasilma ve gevseme
yanitlari, bilgisayar aracili bir fizyolojik veri toplama ve kaydetme sistemi (BIOPAC
MP100, MAY, Tiirkiye) kullanilarak kaydedildi.

Dinlenme siiresi sonunda sirasiyla asagidaki protokoller uygulandi (Sekil 6):
1. Fenilefrin 3 x 107 M ile 5 kere uyarilma (satasma protokolii)
2. KCI1 (80 mM) kasilma cevab1

3. Fenilefrinin artan konsantrasyonlar1 (10°—10* M) ile olusan kasilma cevabi (KCI
kasilmasinin yiizdesi) ve submaksimal kasilma yanitini (maksimum fenilefrin kasilma

yanitinin en az %80'1) olusturan fenilefrin konsantrasyonunun belirlenmesi

4. Asetilkolinin artan konsantrasyonlari (10°—10* M) ile olusan endotele bagli gevseme
cevabi, —Submaksimal kasilma yanitin1 olusturan fenilefrin konsantrasyonu ile 6n kasilma
sonrasinda, artan asetilkolin konsantrasyonlarigevseme yaniti (submaksimal fenilefrin ile

olusturulan 6n kasilmanin yiizdesi olarak)

5. Sodyum nitroprusiyatin artan konsantrasyonlart (107110 M) ile olusan endotelden
bagimsiz gevseme cevabi Submaksimal kasilma yanitin1 olusturan fenilefrin
konsantrasyonu ile 6n kasilma sonrasinda, artan sodyum nitroprusiyatin
konsantrasyonlarima bagli gevseme yaniti (submaksimal fenilefrin ile olusturulan 6n

kasilmanin yiizdesi olarak)
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Sekil 6. Sican izole aort preparati ile izole organ banyosu diizeneginde gergeklestirilen izometrik gerim
degisikligi deneylerinin protokoliinii gdsteren sikistirilmig trase drnegi (ACh: asetilkolin, KCI: potasyum
kloriir, PE: fenilefrin, SNP: sodyum nitroprusiyat).

izole organ banyosu deneylerine baglamadan dnce, 6n deneylerimize dayanarak dokular
fenilefrin (3 x 107 M) ile bes kez uyarildi. Her bir fenilefrin uygulamasi sonrasinda
dokular en az 3 kez yikandi ve bazal gerilime donmeleri saglandi. Bu uygulamanin amaci,
doku yamitlarinin istikrarli hale gelerek dengelenmesidir. Ciinkii IR hasar1 olusturulan
dokularda, ardisik fenilefrin uygulamalari ile olusturulan kasilma yanitlar1 besinci
uygulama ile plato olusturarak maksimum diizeyine ulasmaktadir. Bu sekilde, aort
halkalarinin yanitlarinin stabil olmas1 ve deneysel sonuglarin giivenilirliginin artirilmast

saglandi.

Fenilefrin ile elde edilen izometrik kasilma cevabi, verilerinin sunumunda standart
saglamak amaciyla yanitlar 80 mM KCI kasilmasinin yiizdesi olarak ifade edildi. Erdogan
vd.’nin (2020) belirttigi gibi (43), damar halkalar1 kullanilarak yapilan izole organ banyosu
deneylerinde kasilma cevabinin KCl’ye gore yiizdelenmesi reseptor duyarliligindaki
degisiklikleri yansitirken;doku uzunlugu, capir veya agirligina gore diizeltilen kasilma
cevabi reseptor duyarliligi ile iliskili degildir. Bu nedenle, elde edilen kasilma cevabi

tizerinde doku miktarina gore herhangi bir diizeltme uygulanmadi.
3.8. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler, 9 sigandan elde edilen aort halkalari iizerinde Baskent Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi. Sekil 7'de
gbsterildigi gibi, bu aort halkalarina calisma gruplarma uygun olarak IR protokolii
uygulandi. izole organ banyosu deneyleri yapilmaksizin, oksidatif stres belirteci olarak
malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) doku diizeyleri ile apoptoz belirteci olarak
kaspaz-3 diizeyi belirlendi.
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Sekil 7. Biyokimyasal analiz i¢in 9 adet sicandan alinan aort halkalarina uygulanan deney protokolii.

Dokular, 0,15 M potasyum kloriir icinde cam-cam homojenizator kullanilarak (1/10; w/v)
homojenize edildi. MDA diizeyleri, Buege ve Aust’un (1978) yontemi ile belirlendi (44);
bu yontem, MDA’ nin tiyobarbitiirik asit ile yaptigi kompleksin kolorimetrik 6l¢limiine
dayanmaktadir. Homojenat ornekleri, 0,13 mM tiyobarbitiirik asit ve %7,5 (v/v)
trikloroasetik asit igeren c¢ozeltiyle kaynar su banyosunda 15 dakika inkiibe edildikten
sonra sogutulup, 1500 g’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlarin absorbansi 535
nm’de Olgiildi. MDA diizeyleri molar ekstinksiyon katsayist (1,56 x 103 M'cm™)

kullanilarak hesaplandi ve nmol/g doku olarak ifade edildi.

GSH diizeyleri, Ellman’in (1959) siilfidril grup analizi ydntemiyle belirlendi (45).
Homojenat 6rnekleri %1,67 metafosforik asit ile deproteinizasyona tabi tutuldu, ardindan
4°C’de 1500g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantin Ellman belirteciyle
olusturdugu renkli kompleksin absorbansi 412 nm’de 6lgiildii. GSH diizeyleri, standart egri
kullanilarak hesaplandi ve nmol/g doku olarak ifade edildi. GYY4137’nin GSH

diizeylerini etkileme potansiyeli dikkate alinarak, ayni hayvan grubunda c¢ikarilan aort
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halkalar1, IR protokolii uygulanmadan 300 uM GYY4137’ye 1 saat maruz birakildi ve
GSH diizeyleri belirlendi.

Kaspaz-3 diizeyleri , ticari olarak temin edilen ELISA kitleri (BT LAB, Zhejiang, Cin;
Katalog No. E1648Ra) kullanilarak 6l¢iildii. Her bir 6rnek i¢in ¢ift calisma yapildi ve

biyokimyasal degerlendirmeyi yapan arastirict deney gruplarina kor birakildi.
3.9. Istatistiksel Analiz

3.9.1. Orneklem Biiyiikliigii

Deneysel birimin “sigan” oldugu ¢alismamizda, literatiire gore gézlenmesi beklenen genis
etki biyiikliginii (Cohen’s d = 1,5), bagimli ¢alisma gruplarinda 0,05 anlamlilik
diizeyinde %80-90 gii¢ ile ¢ift-yonlii test ile belirlemek i¢in gereken orneklem biiytikligi
organ deneyleri i¢in grup basina 11; biyokimyasal analizler i¢in grup basina 9 olarak
belirlenmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in p degeri iizerinde Bonferroni diizeltmesi
yapilmustir. izole organ banyosu deneyleri sirasinda, 300 uM GYY4137 grubundaki bir
aorta halkasi, organ askisina takilirken hasar aldig1 i¢in 6l¢iim yapilamamastir. Bu nedenle,
organ banyosu bulgular1 diger gruplarda 11 6rnek kullanilarak degerlendirilirken, 300 uM
GYY4137 grupta sadece 10 oOrnek iizerinden degerlendirme yapilmustir. Orneklem
biiylikligl,, G*power (Versiyon 3.1.9.6, Almanya) paket programinda hesaplanmaistir (46).

3.9.2. Veri Analizi

Calismada elde edilen veriler, uygun tanimlayici istatistikler (ortalama, standart sapma,
ortalamanin standart hatasi [SEM], aralik, giiven araligi [GA]) ile 6zetlenerek tablo ve
sekillerle sunuldu. Kasilma ve gevseme i¢in konsantrasyon-cevap egrilerinden dogrusal
olmayan regresyon analizi kullanilarak maksimum etki (Emas) ve maksimum etkinin
yarisini olusturan konsantrasyonun negatif logaritmasi (-logECso, pD2) hesaplandi. KCl
cevabi ve konsantrasyon-cevap egrilerinden elde edilen Emas ve pD» degerleri agisindan
gruplar arasindaki farklar, normal dagilima uyan veriler i¢in bagimli gruplar i¢in tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) testi kullanilarak degerlendirildi ve ardindan ¢oklu
kargilastirmalar i¢in Dunnett’in post-koc testi kullanildi. Normal dagilim, Shapiro-Wilk
normallik testi ile degerlendirildi. iki yonli ANOVA testi kullamlarak, gruplar arasinda
tekrarlanan fenilefrin satasmasina ait (faktorler: calisma gruplar1 ve tekrar sayisi);
fenilefrin, asetilkolin ve sodyum nitroprusiyat cevap egrileri (faktorler: calisma gruplart ve

ila¢ konsantrasyonu) karsilastirildi.
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Biyokimyasal analizlerin giivenilir olarak yapilabilmesi i¢in doku miktarini artirmak
amactyla her bir ¢alisma grubunda 9 hayvandan elde edilen dokular birlestirildi. Bu
nedenle her bir biyokimyasal parametre i¢in grup basina 9 hayvana ait tek bir ortalama
ol¢iim sonucu elde edildi. Ongériilen Cohen’s d (1,5) ve &reklem biiyiikligi (n = 9)
dikkate alinarak gruba 6zel ve genel standart sapma hesaplandi. Bu veriler kullanilarak
gruplararas1 karsilastirmalar Friedman’s test, ikili post-hoc karsilagtirmalar1 Wilcoxon
signed-rank testi ile yapildi. Biyokimyasal veriler iizerindeki analizler “reshape2” paketi
(47) kullanilarak R programlama dili (versiyon 4.3.1, R Core Team, 2024) iizerinde yapildi
(48).

Diger analizler GraphPad Prism (versiyon 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, A.B.D.)

yaziliminda yapild1 ve istatistiksel anlamlilik sinir1 p < 0,05 olarak belirlendi.

16



4. BULGULAR

4.1. Sigan Izole Aort Preparatinda izometrik Gerim Degisikligi Yamtlarinin

Optimizasyonu (Fenilefrin Satagsmasi)

izole organ banyosu diizenegindeki izometrik gerim degisikligi yanitlarinin tutarliligini ve
tekrarlanabilirligini saglamak ve varyasyonlar1 minimize etmek amaciyla, submaksimal
dozda (3 x 107 M) fenilefrin5 kez ardigik olarak uygulanmistir (Her uygulama arasinda en
az 3 kez yikama yapildr). Tiim fenilefrin uygulamalarinda IR gruplarinda elde edilen net
kasilmanin Kontrol grubuna gore anlamli olarak daha az oldugu, tiim gruplarda artan
tekrarla fenilefrin kasilma cevabinin arttif1 goriilmiistiir (¢calisma gruplari i¢in p = 0,0022,
tekrar sayist icin p < 0,0001; Sekil 8). Fenilefrin 5 kez uygulandiktan sonra aort
halkalarinin net kasilmasi kontrol grubunda %30,3 (%95 GA: %18,6-%41,9), IR
grubunda %43,6 (%31,2-%56,0), IR + diisik GYY4137 (100 pM) grubunda %48,9
(%35,0-%62,0) ve IR + yiiksek GYY4137 (300 uM) grubunda %35,1 (%24,1-%46,1)
artmistir. Fenilefrin yanitlar1 kontrol grubunda iigiincii uygulamadan sonra, IR gruplarinda

ise dordiincii uygulamadan sonra stabilize olmustur.

2500+
’éi 2000+ T & &
] 1500 Iﬁ == Kontrol (n=10)
= =3 R (n=10)
g 1000 =3 R + diisiik GYY4137 (n=10)
- IR + yiiksek GYY4137 (n=9)
Z 500+ ﬁ

0

1 1 1 1 1
1 2 3 4 5
Fenilefrin Satagmasi Tekrar Sayisi

Sekil 8. Deney gruplarindaki sigan izole aort halkalarinin tekrarlanan fenilefrin (3 x 107 M) satasmasina
verdikleri kasilma cevaplari, her uygulamada IR gruplarindaki cevaplar Kontrol gruplarina gére daha az
olmus, tiim gruplarda artan uygulama sayist ile kasilma cevabi artmigtir (calisma gruplari faktorii i¢in p =
0,0022, tekrar sayisi faktori icin p < 0,0001, iki yonlit ANOVA). Dokular her kasilmadan sonra en az ii¢ kez
yikanarak bazal gerimine geri donmeleri saglanmistir. Veri noktalar1 ve hata ¢ubuklar1 ortalama + SEM'i

temsil etmektedir. IR: Iskemi-reperfiizyon.
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4.2 KCI1 Yanitlan

Sican aort halkalarinin KCIl’e (80 mM) kasilma cevaplar1 gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark gostermistir (p < 0,0001; Tablo 3).

Tablo 3. Calisma gruplarindaki izole aort halkalarinda KC1 (80 mM) ile elde edilen kasilma cevaplari

IR +diisiik IR + yiiksek
‘ GYY4137  GYY4137
Kontrol IR (100 uM) (300 uM)

(n=11) (n=11) (n=11) (n=10) p degeri®

KCrl’e (80 mM) net

1815+ 140 842 £ 160 821 +98 881+ 139 <0,0001
kasilma cevabi (mg)

aTek yonlii ANOVA Degerler ortalama + SEM olarak sunulmustur.

In vitro soguk IR modeli, KCI uygulamasina Kontrol grubuna gére anlamli olarak daha az
net kasilma cevab1 vermis (p = 0,0003), IR modelinde GYY4137’nin diisiik ya da yiiksek
konsantrasyonda uygulanmasi azalan kasilma cevabini diizeltmemistir (sirasiyla p = 0,9971

p =0,9955; Sekil 9).

5

p = 0,9955

p = 0,0002 p =0,9971

3000 =
=B
o)
E'2000 ans
= -
£ ?L'-:_ .
® s i i
< 1000- = . 8 kit
g W
anl n b

| | 1 1 | |
Kontrol IR (n=11) IR + diisiik IR + yiiksek
(n=11) GYY4137 GYY4137
(n=11)  (n=10)

Sekil 9. Sigan izole aort halkalarinin KCI1 (80 mM) uygulamasina verdigi kasilma cevaplari gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gostermistir (p < 0,0001, tek yonlii ANOVA). Deney gruplarinin ikili
karsilagtirmalarina iliskin p degerleri sekil tizerinde verilmistir (Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi). Yatay
cizgi ve hata gubuklar1 ortalama + SEM'i temsil etmektedir; noktalar her bir deneye ait verilerdir. IR: Iskemi-

reperflizyon.
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4.3 Fenilefrin Konsantrasyonuna Bagh Kasilma Cevaplari

Deney gruplarina ait fenilefrin konsantrasyon-cevap egrileri istatistiksel olarak anlamli

fark gostermistir (p < 0,0001, dogrusal olmayan regresyon analizi; Sekil 10).

250 =
200 =
7
£
= 150+
w0
o
x
O 100 :
4
s / —-=— Kontrol (n=11)
50 - - [R(n=11)
- |R +duslk GYY4137 (n = 11)
04 = IR + yuksek GYY4137 (n = 10)
| | 1 || 1 || 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4

log[Fenilefrin], M

Sekil 10. Sican izole aort halkalarinaait fenilefrin konsantrasyona bagli kasilmacevaplar1 egrileri istatistiksel
olarak anlamli fark gostermistir (p < 0,0001, dogrusal olmayan regresyon analizi). Veri noktalar1 ve hata

cubuklar1 ortalama + SEM'i temsil etmektedir. IR: iskemi-reperfiizyon.

Gruplara ait fenilefrin konsantrasyon-cevap egrilerinin Emas ve pD2 degerleri dogrusal
olmayan regresyon analizi ile karsilastirildiginda, pD> degerinin gruplar arasinda anlamli
fark gostermedigi (p = 0,1652), ancak Emaks degeri agisindan gruplarin anlamli olarak farkli
oldugu (p < 0,0001) kaydedilmistir (Sekil 11, Tablo 4). IR hasart Emaks degerini anlamli
olarak artirmis (p < 0.0001, Dunnett’in ¢oklu karsilagtirma testi); diisiik ve yliksek
konsantrasyonda GYY4137 uygulamis olmasi ise artmis Emas degerini etkilememistir

(swrastyla p = 0,8928, p = 0,0639; Sekil 11).
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Tablo 4. Gruplara ait fenilefrin konsantrasyon-cevap egrilerinin dogrusal olmayan regresyon analizinde

hesaplanan pD2 ve Emaxs degerleri

Fenilefrin IR +diisik IR + yiiksek
Konsantrasyon- ; GYY4137 GY Y4137 degeri®
Y Kontrol iR (100 puM) 30ouM) PO

Cevap Egrisi (n=11) (n=11) (n=11) (n=10)
pD2 (-logECso) 7,17 £0,05 7,00 + 0,06 7,06 + 0,06 6,99 + 0,07 0,1652
Emaks (%KCI

144,15 +2,64 202,25+498 206,33 +4,74 217,63+5,83 <0,0001
kasilmasi)
aTek yonlii ANOVA Degerler ortalama + SEM olarak sunulmustur.

20



A p =0,0639

p<0,0001  p=0,8928

| | | | |
Kontrol IR (n=11) IR+ diisiik IR + yilksek
(n=11) GYY4137 GYY4137
(n=11) (n=10)

.""4
~
1

pD; (-logECs)
-‘J
[\%)
[ 1
HEH

H
o
L
i
i

6.8~

|| ] 1 1
Kontrol IR (n=11) IR + diisiik IR + yiiksek
(n=11) GYY4137 GYY4137

(n=11) (n=10)

Sekil 11. Dogrusal olmayan regresyon kullanilarak analiz edilen fenilefrin konsantrasyon-cevap egrilerinden
elde edilen Emas (A) ve pD2 (B) degerleri. Emaks degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gosterirken (p < 0,0001, tek yonliit ANOVA), pD2 degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir
(p = 0,1652, tek yonli ANOVA). Emas degerleri i¢in gruplarin ikili karsilagtirmasi, Dunnett’in ¢oklu
karsilastirma testi ile yapilmis ve elde edilen p degerleri sekil lizerinde verilmistir. Veri noktalar1 ve hata

cubuklar1 ortalama + SEM'i temsil etmektedir. IR: iskemi-reperfiizyon.
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4.4 Asetilkolin Konsantrasyonuna Bagh Gevseme Cevaplari

Asetilkolin ile olusan konsantrasyonuna bagli gevseme cevaplari, deney gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gostermistir (p < 0.0001, dogrusal olmayan regresyon

analizi; Sekil 12).

E 100~
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T
X
c 75+
=
T
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P 50
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m©
b E —=— Kontrol (n = 11)
% 254 = R(n=11)
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a 0- IR + yilksek GYY4137 (n = 10)
=~
<

| | | | | | | | | | 1
-9 -8 o -6 -5 -4

log[Asetilkolin], M

Sekil 12. Sican izole aort halkalarinaait asetilkolin konsantrasyon-cevap egrileri istatistiksel olarak anlamli
fark gostermistir (p < 0,0001, dogrusal olmayan regresyon analizi). Veri noktalar1 ve hata ¢ubuklar1 ortalama

+ SEM'i temsil etmektedir. IR: Iskemi-reperfiizyon.

Gruplara ait asetilkolin konsantrasyon-cevap egrilerinin Emas ve pD2 degerleri gruplar
arasinda anlamli fark gostermistir (her ikisi i¢in p < 0,0001; Tablo 5, Sekil 13). IR hasari,
hem Emas hem de pDa degerlerini anlamli olarak azalmis (her iki parametre i¢in p < 0.0001,
Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi); ancak diisiik ve yliksek konsantrasyonda GYY4137
uygulanmis olmasi, diisen Emas ve pD2 degerlerini etkilememistir (Emaks i¢in sirasiyla p =
0,6822, p = 0,4766; pD: i¢in swrastyla p = 0,9974, p = 0,9999; Dunnett’in ¢oklu
kargilastirma testi; Sekil 13).
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Tablo 5. Asctilkolin konsantrasyon-cevap egrilerinden dogrusal olmayan regresyon analizi ile elde edilen
pD2 ve Emaks degerleri

IR + diisik IR + yiiksek

Asetilkolin GYY4137 GYY4137
Konsantrasyon-Cevap Kontrol IR (100 uM) (300 uM)

Egrisi (n=11) (n=11) (n=11) (n=10) p value?
pD2 (-logECso) 7,24 + 0,05 5,18+ 0,17 521+0,17 5,17+0,14  <0.0001
Emaks

(% fenilefiin kasi] ) 78,40+ 1,46 32,62+340 3643+3,85 2747+£240 <0.0001
o fenilefrin kasilmasi

aTek yonlii ANOVA Degerler ortalama + SEM olarak sunulmustur.
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Sekil 13. Sigan izole aort halkalarina ait dogrusal olmayan regresyon kullanilarak analiz edilen asetilkolin
konsantrasyon-cevap egrilerinden elde edilen Emas (A) ve pD2 (B) degerleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gostermistir (her ikisi i¢in p < 0,0001, tek yonliit ANOVA). Gruplarn ikili karsilastirmast,
Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi ile yapilmis ve elde edilen p degerleri sekil iizerinde verilmistir. Veri

noktalari ve hata gubuklari ortalama + SEM'i temsil etmektedir. iR: Iskemi-reperfiizyon.
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4.5 Sodyum Nitroprusiyat Konsantrasyonuna Bagh Gevseme Cevaplari

Sodyum nitroprusiyat ile olusan konsantrasyona bagli gevseme cevaplari, deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermistir (p < 0,0001, dogrusal olmayan

regresyon analizi; Sekil 14).

100~ p— === Kontrol (n=11)
- R (n=11)
75= -~ R +duslk GYY4137 (n = 11)
IR + yiiksek GYY4137 (n = 10)
g2 50+
Q
o
o
(L] 25+

(% Submaksimal Fenilefrin Kasiimasi)

1 1
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log[Sodyum Nitroprussiyat], M

Sekil 14. Sican izole aort halkalarinaait sodyum nitroprusiyat konsantrasyon-cevap egrileri istatistiksel olarak
anlamli fark gostermistir (p < 0,0001, dogrusal olmayan regresyon analizi). Veri noktalar1 ve hata ¢ubuklar

ortalama + SEM'i temsil etmektedir. IR: Iskemi-reperfiizyon.
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Sodyum nitroprusiyat konsantrasyon-cevap egrilerinden elde edilen Emas ve pD2 degerleri
gruplar arasinda anlamli bir fark gostermistir (her iki grup i¢in p <0,0001; Tablo 6, Sekil
15). IR hasar1 Emaks degerini artirirken (p = 0,0005, Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi),
pD2 degerini anlamli olarak azalmistir (p = 0,0013, Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi)
(Sekil 15). Diisiik ve yiiksek konsantrasyonda GYY4137 On-uygulamasi, artan Emaks
degerini etkilememistir (sirastyla p > 0,9999, p = 0,9999; Sekil 15). Diger taraftan diisiik
konsantrasyonda GYY4137 o6n-uygulamasi, IR hasari sonucu diisen pD. degerini
etkilemezken (p = 0,7879, Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi; Sekil 15), yiiksek doz
GYY4137 6n-uygulamast pD> degerini daha da azalmistir (p = 0,0038, Dunnett’in ¢oklu
karsilastirma testi; Sekil 15).

Tablo 6. Sodyum nitroprusiyat konsantrasyon-cevap egrilerinden dogrusal olmayan regresyon analizi ile elde
edilen pD2 ve Emaks degerleri

IR + diisiik IR + yiiksek

Sodyum Nitroprusiyat GYY4137 GYY4137
Konsantrasyon-Cevap Kontrol IR (100 uM) (300 uM)

Egrisi (n=11) mn=11) (n=11) (n=10) p degeri®
pD2 (-logECso) 8,46 £ 0,03 8,23 +£ 0,04 8,18 £ 0,04 8,01 £0,05 <0,0001
Emaks

(% fenilefrin 101,40+ 1,47 113,60+2,33 113,73 +2,26 113,80+3,08 <0,0001
kasilmasi)

aTek yonli ANOVA Degerler ortalama + SEM olarak sunulmustur.
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Sekil 15. Sican izole aort halkalarina ait dogrusal olmayan regresyon kullanilarak analiz edilen sodyum
nitroprusiyat konsantrasyon-cevap egrilerinden elde edilen Emaks (A) ve pD2 (B) degerleri gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gdstermistir (her ikisi icin p < 0,0001, tek yonlii ANOVA). Gruplarin ikili
karsilagtirmasi, Dunnett’in ¢oklu karsilastirma test ile yapilmis ve elde edilen p degerleri sekil iizerinde

verilmistir. Veri noktalar1 ve hata ¢ubuklari ortalama + SEM'i temsil etmektedir. IR: Iskemi-reperfiizyon.
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4.6 MDA, GSH ve Kaspaz-3 Doku Diizeyleri

MDA diizeyleri, gruplar arasinda anlamli bir fark gostermistir (p = 0,010, Tablo 7, Sekil
16A). IR hasari, kontrol grubuna kiyasla MDA seviyelerini artirmis (p = 0,020);
GYY4137'nin her iki konsantrasyonu da (100 uM ve 300 uM), IR hasarina bagli artmis
MDA diizeylerini azaltmistir (sirasiyla p=0,008 ve p=0,012, Sekil 16A).

Benzer olarak GSH diizeyleri gruplar arasinda fark gdstermistir (p = 0,010, Tablo 7, Sekil
16,). Sam grubu, IR protokolii uygulanmadan 300 pM GYY4137’ye 1 saat maruz birakild
ve GSH diizeyleri kontrol grubuna gore degismemisti (p = 0,203). IR hasar1 GSH
seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaltmistir (p = 0,012). Diisiik doz
GYY4137 IR sonrasi azalan GSH diizeylerini etkilemezken (p = 0,301), yiiksek doz
GYY4137 IR hasarina bagh azalan GSH diizeylerini anlaml olarak diizeltmistir (p=0,004,
Sekil 16B).

Gruplar arasinda kaspaz-3 diizeyleri agisindan da anlamli bir fark bulunmustur (p = 0,003,
Tablo 7, Sekil 16C). IR hasari, kontrol grubuna kiyasla kaspaz-3 seviyelerini anlamli bir
sekilde artirmis (p = 0,020), bu artis diisiik ve yiliksek doz GYY4137 ile geri ¢evrilmistir
(swrastyla p = 0,004 ve p = 0,020, Sekil 16C).

Tablo 7. Deney gruplarindaki torasik aort dokusunda 6l¢iilen malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) ve
kaspaz-3 diizeyleri

IR +diisik IR + yiiksek
GYY4137 GYY4137

Kontrol IR (100 uM) (300 uM) P

(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) degeri®
MDA (nmol/g) 8,4+0,9 12,6 1,0 8,7+0,9 7,6 1,1 0,010
GSH (nmol/g) 785+ 61 506 + 45 633 +£28 709 + 45 0,001
Kaspaz-3 (ng/g) 24+13 84+12 2,3+1,3 32+1,1 0,003
aTek yonlii ANOVA Degerler ortalama + SEM olarak sunulmustur.
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Sekil 16. Dokuz sicandan elde edilen izole torasik aorta preparatlarinin birlestirilmesi (harmanlanmasi) ile
elde edilen homojenatlarda Glgiilen malondialdehit (MDA) (A) glutatyon (GSH) (B) ve kaspaz-3 (C)
diizeyleri deney gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gostermistir (sirastyla p = 0,010, p = 0,001
ve p = 0,003; tek yonli ANOVA). Gruplarin ikili karsilagtirmasi, Dunnett’in ¢oklu karsilagtirma testi ile
yapilmis ve elde edilen p degerleri sekil {izerinde verilmistir. Veri noktalar1 ve hata ¢ubuklari ortalama +

SEM'i temsil etmektedir. IR: Iskemi-reperfiizyon.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, yavas salimli bir H>S dondrii olan GY'Y4137'nin in vitro sican soguk
vaskiiler IR modelinde vaskiiler doku iizerindeki olas1 koruyucu etkileri degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgular, GYY4137'nin oksidatif stresi ve apoptozu azaltabilirken, vaskiiler

diizeyde fonksiyonel bozulmay1 6nlemede smirli etkisi oldugunu géstermektedir.
5.1 IR Hasarinin Damar Diiz Kasi ve Endotel Fonksiyonu Uzerine Etkisi

Calismamizda kullandigimiz  soguk vaskiiler IR hasar1 modeli,insan ve hayvan
damarlarinin islevselligi hakkinda bilgi saglayan in vitro bir modeldir (20,21,23,49-53).
Modelden elde edilen bulgularm klinik vaskiiler iR hasarina translasyonunda kisitliliklar
olmasina ragmen, bu model bu hasara karst koruyucu maddelerin potansiyelini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu in vitro soguk iskemi ve sicak
reperfiizyon modelinde, IR hasarmin si¢an izole torasik aortunun kasilma yanit1 iizerindeki
etkisi, hiicre zarin1 depolarize edici bir madde olan KCl ve ai-adrenerjik reseptor agonisti
fenilefrin tarafindan indiiklenen izometrik kasilmalardaki degisim miktar1 ile
degerlendirilmistir. IR hasarmin endotele bagimli ve endotelden bagimsiz gevseme
yanitlart tizerindeki etkisi, fenilefrin ile submaksimal olarak onkasilma olusturulmus aort
dokusunun sirasiyla asetilkoline ve sodyum nitroprusiyata verdigi konsantrasyona bagimli

gevseme yanitlarindaki degisiklikler incelenerek degerlendirilmistir.

Calismamizda, bu modeli kullanan 6nceki ¢alismalarda oldugu gibi, IR hasar1 KCI yanitini
azaltmistir (20,21,23,49-53). IR hasarmi takiben yiiksek KC1 (80 mM) uyarimina verilen
kasilma yanitinin azalmasi, IR'nin vaskiiler diiz kas hiicrelerine zarar vererek kasilma
mekanizmalarimni, genel uyarilabilirligini ve kasilma islevini bozdugunu diistindiirmektedir.
Yiiksek KCIl normalde voltaj kapili kalsiyum kanallar1 araciligiyla depolarizasyona bagl
kalsiyum akis1 yoluyla kasilmay: tetiklediginden, IR’ye bagl kasilma cevabimin azalmasi
muhtemelen kalsiyum kanal disfonksiyonunu, sarkoplazmik retikulumdan azalmis
kalsiyum Sali verilmesini, membran proteinlerindeki oksidatif hasar1 ve buna bagh

membran depolarizasyonunda bozulmay1 yansitmaktadir (54,55).

IR hasar1 uygulanan dokularda fenilefrinin artan konsantrasyonlarma karst maksimum
kasilma cevabi (Emaks) artis gosterirken, deneylerden once doku cevaplarini stabilize etmek
i¢in tekrarli olarak uyguladigimiz diisiik konsantrasyonda fenilefrine (3 x 1077 M) kars1

kasilma cevabi IR uygulanan dokularda azalmistir. IR uygulanan dokularin daha geg yanit
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vermesi nedeniyle, ilk kasilma yanitinda azalma gozlemlenmis olabilir. Ancak gozlem
stiresi uzatilmig olsaydi, iskemik dokulardaki kasilmalarin kontrol grubu seviyelerine
ulasabilecegi ongoriilebilir. Bu durum, IR hasari sonras: vaskiiler tonus regiilasyonundaki
gecici adaptasyonlar veya endotel disfonksiyonunun neden oldugu yanit gecikmesiyle
iliskili cesitli faktorlerden kaynaklaniyor olabilir. Soguk IR hasari hem vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin kontraktil fonksiyonlarini bozarak hem de endotel hiicre biitiinliiglinti ihlal
ederek gecikmis yanitina yol acabilir. Diger taraftan IR hasari ile sican aort dokusunun
artan fenilefrin konsantrasyonlarina daha duyarli hale gelmesi, iR hasarmin reaktif oksijen
tirlerini artirlp endotele zarar vererek, sitozolik kalsiyum diizeylerini yiikseltmesi veya
kalsiyum kanallarin1 dogrudan etkileyerek diiz kas1 yiiksek fenilefrin konsantrasyonlarina
daha duyarli hale getirmesi ile agiklanabilir (56). Ayrica IR hasari, vaskiiler diiz kas
icindeki kasilma proteinlerinin fosforilasyonunun degigsmesine yol agarak 0&zellikle
reperfiizyon asamasinda kalsiyum duyarliligini artirabilir (57,58). Bu durum, vaskiiler
dokunun daha yiiksek fenilefrin konsantrasyonlari ile uyarilmasi durumunda daha yiiksek
kontraktilite yanitlart ile sonuglanabilir (58). Elde edilen fenilefrin konsantrasyon-cevap
egrisinde IR sonucunda maksimum kasiima yanitinda (Emaks) artis olurken, duyarlilikta
(pD2) bir degisiklik olmamas1 dikkat ¢ekicidir. Bu durum vaskiiler diiz kasin fenilefrine
karsi maksimum kasilma kapasitesinin arttigini, ancak fenilefrine karsi reseptor
duyarliligmin (veya afinitesinin) degismedigini diisiindiirmektedir. Bu bulgu, iR’ye bagh
artan fenilefrinin cevabmin reseptdor duyarliigindaki artistan ziyade kasilma

mekanizmasinda reseptdr sonrasi spesifik degisikliklerle iligkili olduguna isaret etmektedir

(56,58,59).

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular literatiir ile uyumlu olarak vaskiiler IR hasar
sonrasinda hem endotele bagli hem de endotelden bagimsiz vaskiiler gevsemenin
bozuldugunu gdstermektedir (20,21,23,39,50,51,53). IR hasar1 asetilkolin konsantrasyon-
gevseme cevabi egrisinde hem maksimum gevseme yanitini (Emas) hem de asetilkoline
duyarlilig1 (pD2) anlamli olarak azaltmistir. Bu bulgu IR hasarmm endotel fonksiyonunu
bozdugunu gostermektedir. Asetilkolin ile indiiklenen vazorelaksasyon oncelikle nitrik
oksit (NO) gibi endotel kaynakl1 faktorlere bagli oldugundan, hem Emax hem de pD:'deki
azalma; IR hasarmin endotelin bu vazodilatdrleri iiretme veya saliverme yetenegini
azaltmasina, IR sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin NO biyoyararlanimini diisiirmesine

ve endotelyal NO sentaz ekspresyonunda ve fonksiyonunda azalmaya bagli olabilir (13,60).
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Endotelden bagimsiz gevseme olusturan sodyum nitroprusiyata ait konsantrasyon-gevseme
egrisinde IR hasart maksimum gevseme yanitini (Emax) artirirken, duyarliigi (pD2)
azaltmistir. Gevseme mekanizmasinin endotelden bagimsiz olmasi, sodyum nitroprusiyat
kaynakli NO’in dogrudan diiz kas1 gevsetmesine bagli olmasi nedeniyle, bu bulgu iR
hasarinin NO’e kars1 bozulan diiz kas yanitina isaret etmektedir (20,21,23). IR hasarindan
sonra sodyum nitroprusiyata yanit olarak azalan pD; ile birlikte artan Emax, diiz kasin
yiiksek gevseme kapasitesini korumasina ragmen, duyarliligin azaldigin1 gostermektedir.
Duyarliliktaki bu azalma, diiz kas gevseme mekanizmasinda oksidatif stresin neden oldugu
degisikliklerden = kaynaklanirken;  artan  Emax, yliksek  sodyum  nitroprusiyat
konsantrasyonlarinda guanilat siklaz veya ¢cGMP'ye bagimli protein kinaz yolaklarinin

kompansatuar up-regiilasyonuna bagli olabilir (61,62).
5.2 IR Hasarin Oksidatif Stres ve Apoptoz Belirtecleri Uzerine Etkisi

Soguk IR hasar1 protokolii uygulanan ve deneysel gruplari olusturulan ayr bir sigan torasik
aort setinde organ banyosu deneyleri yapilmaksizin dokularda oksidatif stres belirtecleri
olan MDA, ve GSH ile apoptoz belirteci olan kaspaz-3 diizeyleridl¢iilmiistiir. Bu dlgimler
sonucunda IR hasarina maruz birakilan dokularda MDA diizeyi artis gdsterirken, GSH
diizeyi diismiistiir. Elde edilen bu bulgular literatiir ile uyumlu olarak vaskiiler iR hasarinin
oksidatif stresi artirip, antioksidan savunmayi azaltarak dokuda ciddi oksidatif strese
olusturduguna isaret etmektedir (20,21,51,63,64). Ayrica IR hasarina maruz kalan aort
halklarinda belirgin olarak artmis kaspaz-3 diizeyi kaydedilmistir. Bu da artan oksidatif
stres ve tiikkenen antioksidan savunmanin mitokondriyal hasara neden olarak ve apoptotik

sinyal kaskadini aktive ederek apoptotik siireci artirdigini diisiindiirmektedir (65,66).

5.3 GYY4137’nin IR ile liskili Vaskiiler Disfonksiyon, Oksidatif Stres ve Apoptoz

Uzerine Etkisi

Disiik (100 uM) ve yiiksek (300 pM) konsantrasyonda GY Y4137 uygulanmis torasik aort
preparatlarinin izole organ banyosu diizeneginde verdigi yanitlar1 degerlendirildiginde,
soguk IR hasarma bagli endotel ve vaskiiler disfonksiyona karsi koruyucu etki
gostermemistir. Buna karsin biyokimyasal analizler, GYY4137’nin doku diizeyinde artan
oksidatif stres ve apoptozu her iki konsantrasyonda da anlamli olarak azalttigini

gostermistir. GY' Y4137 nin IR hasarma bagl olusan oksidatif stres ve apoptozu azaltirken,
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bozulan vaskiiler fonksiyonu diizeltmede etkisiz kalmasi arasindaki tutarsizlik birkag

faktorle aciklanabilir.

flk olarak biyokimyasal analizler oldukca hassastir ve hemen islevsel iyilesmelere
doniismeyebilecek ince molekiiler degisiklikleri tespit edebilir. GYY4137 apoptozu ve
oksidatif stresi azaltmis olsa da bu degisiklikler deney siiremiz i¢inde fonksiyonel

biitiinliigii yeniden saglamak i¢in yeterli olmayabilir.

Ikinci olarak IR hasarinin mekanizmasi oksidatif stres, apoptoz, inflamasyon ve endotel
disfonksiyonunu iceren karmasik bir yapiya sahiptir (67). Modelimizde GYY4137'nin
vaskiiler inflamasyon {izerindeki etkileri degerlendirilmemistir. GY'Y4137 antioksidatif ve
antiapoptotik etki gdstermesine karsin, antiinflamatuvar etkisi fonksiyonel etki i¢in yetersiz

kalabilir.

Deneylerimizde kullandigimiz hayvan tiirii olan sicana 6zgii olarak fonksiyonel diizelme
goriilmemis olabilir. Harper vd. (2023) domuz koroner arterlerinde GYY4137'nin
miyeloperoksidaz ve hidrojen peroksit ile 4 saatlik bir inkiibasyondan 2 saat sonra
uygulandiginda 1 pM, 10 uM ve 100 pM konsantrasyonlarinda endotelyal koruma
sagladigini géstermistir (32).

Son olarak uyguladigimiz soguk IR modeli, saklama siiresi ve sicakhigi, GYY4137
konsantrasyonu biyokimyasal ve fonksiyonel bulgular arasindaki farka neden olmus
olabilir. GYY4137, sodyum hidrostilfiir (NaHS) ile karsilastirildiginda ¢ok daha diisiik bir
oranda H>S salmaktadir. Oda sicakliginda GYY4137’nin saliverdigi H>S, NaHS'nin
yaklasik %10'u kadardir. Bununla birlikte, GYY4137 yavas ve uzun siire H>S saliverir.
GYY4137'den salman HaS yedi giine kadar baslangi¢ seviyelerinin iizerinde kalmistir (39).
Calismamizda, sigan torasik aortu 4°C'de 24 saat boyunca GYY4137 ile inkiibe edilmistir.
Abramavicius vd. (2021) tarafindan gosterildigi gibi, GYY4137'den HoS saliverilmesi
vaskiiler dokunun varligindan bagimsizdir (68). Ancak GYY4137'den HoS saliverilmesi
sicakliktan etkilenir ve diisiik sicakliklarda (4°C) minimum salinim meydana gelir (70). Bu
nedenle, 24 saatlik soguk iskemi periyodu sirasinda serbestlesen HoS seviyelerinin siirekli
olarak diisiik olmast muhtemeldir. GYY4137’den saliverilen diisiik H>S seviyeleri
apoptozu ve oksidatif stresi azaltmis olsa da, fonksiyonel diizelme icin yetersiz kalmis

olabilir.
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Calismamizda beklemedigimiz bir diger bulgu da sodyum nitroprusiyat konsantrasyon-
gevseme egrisinde IR sonucu azalan duyarliligi (pD2’de azalma) GYY4137'nin yiiksek
konsantrasyonda daha da azaltmasidir. Bu bulgu GYY4137’nin iskemik kosullar altinda
NO sinyalizasyonunun bozulmasini koétiilestirebilecegini diisiindiirmektedir. GYY4137 bu
etkiyi endotelyal nitrik oksit sentaz gibi enzimleri modiile ederek NO iiretimine veya
sinyalizasyonuna miidahale ederek gosterebilir (69,70). GYY4137 ¢oziiniir guanilil siklazi
veya NO vyolunun diger bilesenlerini baskilayarak NO'ya karsi vaskiiler diiz kas
duyarliliginda degisikliklere neden olabilir (68). Abramavicius vd. (2021) GYY4137'nin
guanilil siklaz aktivitesini modiile eden ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde kasilmaya neden
olabilen siilfiir iceren bir bilesik (XSn) olusturdugunu bildirmistir(68). Ayrica
GYY4137'nin kasilmig sigan mezenterik arterlerini gevsettigi gosterilmis olsa da, hidrolize
formu tam tersi bir etkiye sahiptir (68). Hidrolize GY'Y4137'nin diisiik sicakliklarda (4 °C)
daha belirgin olabilen vazokonstriktif etkileri, calismamizda gozlemlenen bozulmus

gevsemede rol oynayabilir.
5.4 Calismanin Kasithhiklar:
Calismanin dikkate alinmasi gereken kisitliliklar su sekilde listelenebilir:

—  Modelin Kapsami: Bu ¢alismada, IR hasarini incelemek igin in vitro bir model
kurulmus ve vaskiiler fonksiyon ex vivo olarak degerlendirilmistir. Bu model gercek
fizyolojik kosullar1 tam olarak yansitmayabilir. Ornegin, bu model, IR hasarmnmn sinir
ve bagisiklik sistemi tepkileriyle baglantisin1 dikkate almamaktadir (71-73). Bu
nedenle, bulgularin daha dogru yorumlanabilmesi i¢in in vivo c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

— Saklama Kosullar1 Farkliliklari: Calismada, vaskiiler IR hasarmi simiile etmek
amaciyla greft dokular1 4°C'de 24 saat saklanmistir. Bu, laboratuvar kosullarinda sikg¢a
kullanilan bir model olmakla birlikte, klinik pratikte greft damarlarin saklanma
stireleri genellikle daha kisadir. Ayrica, klinik uygulamada greft damarlar genellikle
oda sicakliginda saklanir; bu kosullar soguk IR modelinden farklidir. Bu nedenle,
klinik translansyon agisindan elde edilen bulgularin gergek cerrahi kosullarindaki
saklama kosullari ile test edilmesi 6nemlidir.

— Klinik Uygulamaya Translasyon: Deney hayvani caligmalari, insan biyolojisini
modellemek icin degerli bilgiler saglasa da, hayvan dokularinin insan dokulariyla

birebir ayni oOzellikleri tasimamasi, elde edilen bulgularin klinik uygulamalara
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translasyonunu kisitlar (74). Elde edilen bulgular 1siginda insan dokusu {izerinde

caligmalar planlanmalidir.

Mekanizma Bilgisinin Eksikligi: Calismamizda, GYY4137'in IR hasar1 sonrasi

vaskiiler koruyucu etkisine dair bazi biyokimyasal kanitlar sunulmakla birlikte; rol

oynayabilecek diger molekiiler mekanizmalar incelenmemistir (75).

Tek Cinsiyet Kullanimi: Calismada yalnizca erkek sicanlardan elde edilen aorta
dokular1 kullanilmigtir. Bu durum, bulgularin disi bireylerdeki gegerliligini
sorgulamaktadir. Ileriki calismalarda cinsiyetler aras1 karsilastirmalar yapilarak
sonuclarin genellenebilirligi artirilmalidir.

Apoptotik Degerlendirmenin Smirliligi: Apoptotik siireclerin degerlendirilmesinde
yalnizca kaspaz-3 aktivitesi 0l¢lilmiistiir. Oysa TUNEL (terminal deoksiniikleotidil
transferaz dUTP nick ug etiketleme) gibi yontemlerle DNA fragmantasyonunun
direkt gosterilmesi veya Annexin-V boyamasi ile apoptotik hiicre membran
degisikliklerinin ~ incelenmesi, apoptotik hiicre 6limiini daha kapsamh
dogrulayabilirdi. Bu eksiklik, apoptotik indeksin niceligi ve niteligi hakkinda sinirli
bilgi saglamaktadir.

Hiicre I¢i Kalsiyum Dinamiginin Incelenmemesi: IR hasar1 sirasinda hiicre igi
kalsiyum ([Ca?"]i) birikimi, kontraktil disfonksiyon ve hiicre Sliimiine yol agan
onemli bir mekanizmadir. Calismada [Ca*]i seviyelerinin Ol¢iilmemis olmasi,
GYY4137'nin koruyucu etkilerinin kalsiyum homeostazi {izerinden nasil modiile
edildigine dair veri eksikligine neden olmustur. Floresan bazli kalsiyum
indikatorleri (6rn., Fura-2) veya elektrofizyolojik yontemlerle bu dinamiklerin

incelenmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1 Sonug¢

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular GYY4137'nin in vitro damar IR hasarina bagh
oksidatif stres ve apoptozu azaltmakla birlikte, bozulan damar fonksiyonlarini diizeltmede

yetersiz kaldigini géstermistir.
6.2 Ileri Cahsmalar Icin Oneriler

Bu tez caligmasinda elde edilen bulgulara dayanarak ileri galigmalar i¢in Onerilerimiz

asagida siralanmigtir:

— GYY4137'nin potansiyel vaskiiler koruyucu etkileri kardiyovaskiiler cerrahi i¢in klinik
kosullar1 simiile eden hayvan ve insan modelleri tizerinde degerlendirilmelidir.

— GYY4137’nin konsantrasyonu, uygulama siiresi ve ortam sicakligini degistirilerek,
endotel fonksiyonunu modiile etmedeki rolii hakkinda daha fazla bilgi saglanmalidir.

— GYY4137nin inflamasyon ve vaskiiler diiz kas reaktivitesi gibi IR hasarinda kilit rol
oynayan yolaklar {iizerindeki etkileri arastirilmali, etki mekanizmasina yonelik
mekanistik ¢calismalar planlanmalidir.

— GYY4137nin NO sinyalizasyonunu veya antioksidan savunmay: hedefleyen diger
ajanlarla birlikte kullaniminin vaskiiler fonksiyonun korunmasindaki etkinligi
arastiritlmalidir.

— GYY4137 ve diger H,S donérlerinin damar digindaki diiz kas dokularm IR hasarmna
kars1 etkileri arastirilmalidir.

— IR cinsiyete  6zgil bir durum  olmadigi  icin  disiler de  dahil
edilmelidir.Oksidan/antioksidan dengenin kapsamli degerlendirilmesi i¢in siliperoksit
dismutaz, katalaz aktiviteleri ve 8-izoprostan gibi lipid peroksidasyon iiriinleri
6l¢iilmeli, bu veriler hiicresel redoks durumuyla iliskilendirilmelidir.

— Ekstrinsik (Fas/FasL) ve intrinsik (mitokondriyal) apoptotik mekanizmalarin IR
hasaridaki roliinii belirlemek icin TUNEL boyama, Annexin-V/PI akim sitometrisi
gibi yontemlerle niceliksel ve niteliksel analizler yapilmalidir

— IR hasar1 sirasinda hiicre i¢i kalsiyum ([Ca**]i) konsantrasyonlar1 floresan problar
(Fura-2/AM) ile olgiilmeli; vaskiiler diiz kas membran potansiyeli ve iyon kanal

aktivitesi elektrofizyolojik kayit yontemleri (6rn., patch-clamp) ile degerlendirilmelidir.
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GYY4137'nin vaskiiler reseptorler (oi-adrenerjik, AT1) tzerindeki etkileri Schild
analizi (pAz2) ve yedek reseptdor hesaplamalar1 ile karakterize edilmeli;
agonist/antagonist etkilesimleri fonksiyonel deneylerle dogrulanmalidir.

Reperfiizyon siirecinde izole organ banyosu deneyler ile biyokimyasal analizler
arasindaki sicaklik farkinin (~15°C) sonuglara olasi etkisi minimize edilmeli ve tiim

deneylerde termostatik kontrol saglanarak sicaklik stabilitesi garanti altina alinmalidir.
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