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1. OZET

Miyokart infarktiisii (MI), yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip bir
kalp rahatsizligidir (KR). Egzersizin MI iizerinde koruyucu etkileri oldugu
bilinmesine ragmen bu siliregte goérev yapan aract molekiiller tam olarak
bilinmemektedir. Calismamizda kalp ve kas dokuda sentezlendigi bilinen
METRNL nin kalp iskemi hasarindaki roliiniin arastirilmasi amaglanmustir.

Insan kontrol ve MI serum 6rneklerinde (n=200) METRNL diizeyi ELISA
analizi kullanilarak degerlendirildi. Wistar albino siganlar; kontrol, I\R, egzersiz
(E), NR+E, N\R+M ve NR+E+M olmak iizere her grupta 6 si¢an olacak sekilde 6
gruba ayrild1 (n=6). Egzersiz i¢in 6 hafta treadmill kosu uygulamasi yapildi. Si¢an
in vivo iskemi/reperfiizyon modeli olusturuldu. Kalp, kas, beyaz yag (BY) doku
ve damar dokusunda mitokondriyal biyogenez (MB) ile iliskili genlerin
ifadelenme dizeyleri gRT-PCR ile yapildi. Kalp, kas ve serum &rneklerinde
METRNL, IL-4, CK-MB ve ATP diizeyleri ELISA ile degerlendirildi.
METRNL‘nin damar kasilmalari tizerine etkisinin belirlenmesi icin izole organ
banyosu uygulandi.

Kontrol ile karsilagtirildiginda insan serum METRNL duzeylerinin Ml
hastalarinda degismedigi tespit edildi. Kontrol grubuna gore, I/R grubunda kalp
METRNL ifadesinin anlamli olarak azaldigi gozlendi. Kalp METRNL
diizeylerinin egzersiz yapan tiim gruplarda normallestigi belirlendi. Kontrole gore
diger gruplarda, kalp ve kas dokularinda MB ile iliskili gen ifadelerinin anlamli
olarak degisim gosterdigi saptandi. METRNL verilen gruplarda TFAM

diizeylerinin anlamli olarak arttif1 gozlendi. izole organ banyosu deneyinde

Xiv



METRNL’nin 12,5 pg/ml dozunda vaskiiler kontraksiyonlari onemli olgiide
arttirdigi bulundu.

Mevcut ¢alismanin, egzersizin I/R'deki koruyucu 6zelliginin MB ile iliskili
oldugu goézlenmistir. METRNL'in I/R hasarinda azaldigi ve egzersizin bu
azalmay1 normallestirdigi bulundu. METRNL'in sigan kalp I/R modelinde TFAM
seviyelerini artirarak, EKG bulgular1 iyilestirrek ve vaskiiler kontraksiyonlari

artirarak koruyucu 6zelliklere sahip olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Miyokard Infarktiisii, Egzersiz, Iskemi-Reperfiizyon,

Mitokondriyal Biyogenez, Meteorin-benzeri
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2. ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE ROLE IN THE HEART ISCHEMIA AND
REPERFUSION INJURY OF A NEW HORMONE KNOWN AS
METEORIN-LIKE

Myocardial infarction (MI) is a heart disease with a high mortality and
morbidity rate. Although it is known that exercise has protective effects on MI,
the mediating molecules acting in this process are not known precisely. In our
study, it is aimed to investigate the role of METRNL, which is known to be
synthesized in heart and muscle tissue, in cardiac ischemic injury.

METRNL levels in human control (n=200) and MI serum samples (n =
200) were assessed using ELISA assay. Wistar albino rats were divided into six
groups as control, \R, exercise (E), \R + E, \R + M and \R+ E+M as six
animals in each group. A 6-week treadmill running exercise was performed for
the exercise groups. Expression levels of METRNL and MB related genes in heart
and muscle tissues were evaluated by qRT-PCR. METRNL, IL-4, CK-MB and
ATP ELISA levels in heart, muscle and serum samples were performed using
ELISA. The effect of METRNL on vascular contractions was determined by an
isolated organ bath experiment.

Human serum METRNL levels did not change in Ml patients compared to
the control. According to the control group, heart METRNL expression decreased
significantly in the I/R group. Heart METRNL levels were normalized in all
excercise groups. In the other groups according to the control, MB-related gene
expressions in heart and muscle tissues were found to show significant changes.

TFAM levels were significantly increased in the METRNL-treated groups. In the

XVi



isolated organ bath experiment, METRNL significantly increased the vascular
contractions at 12.5 ug / ml dose.

In the present study, it was observed that the protective feature of exercise
in I/R was associated with MB. It was found that METRNL decreased in I/R
damage and that the exercise normalized this decrease. METRNL is thought to
have protective properties by increasing TFAM levels, improving ECG findings
and increasing vascular contractions in the rat cardiac | /R model,

Keywords: Myocardial Infarction, Exercise, Ischemia-Reperfusion,
Mitochondrial Biogenesis, Meteorin-like
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3. GIRIS

3.1. Kardiyovaskuler Sistem

Kalp, atardamar, toplardamar ve kilcal damarlardan olusan
kardiyovaskdiler sistemin temel gorevi dokularin ihtiyact olan maddeleri (oksijeni)
ilgili dokulara ulastirmak ve olusan atik maddeleri (karbondioksit) ise ilgili
dokudan wuzaklastirmaktir. Boylelikle kanin  viicut i¢indeki dolasimini
saglamaktadir (1).

3.1.1. Kalp ve Anatomisi

Kalp, kani ritmik hareketlerle pompalayarak kanin damarlar vasitasiyla
hiicrelere ulagsmasii saglamaktadir. Viicudun ihtiyacina bagli olarak kalp,
dakikada 5-35 litre arasinda kan pompalamaktadir. Yetiskin agirlig1 bir kadinda
ortalama 200-280 gram yetiskin bir erkekte ise 250-390 gram arasindadir. Cizgili
kastan yapili i¢i bos hayati 6Gneme sahip bir organ olan kalp diger ¢izgili kaslardan
farkli olarak istemsiz ¢alismaktadir. Anatomik olarak kalp g6giis boslugunda iki
akciger arasinda gégslimiiziin tam ortasindan gegen kemigin arkasinda diyafram
kasinin iizerinde dordiincii, besinci ve altinci kaburgalarin arka yiizeyinde {icte
ikisi orta ¢izginin solunda {igte biri saginda yer alacak sekilde yerlesmistir.

Kalp anatomisinin i¢ yapis1 dort odaciktan olugmaktadir. Bunlar; sag
kulakeik, sol kulakgik, sag karincik ve sol karinciktir. Kalbin sag ve sol yan1 bir
duvar araciligr ile ayrilir (2). Sagdaki kulak¢ik ve karincigr trikiispit kapak;
soldaki kulak¢ik ve karincigi ise mitral kapak ayirir (3). Sag kulak¢ik ve sag
karmcik beraber sag kalbi, sol kulak¢ik ve sol karmmcik ise sol kalbi
olusturmaktadir. Sol kalpte oksijence zengin temiz kan bulunmaktadir (Sekil 1 ve

2).



Pulmoner Arter

Aort Kapad
Sol Atrium
Sad Pulmoner

Wenler Sol Pulmaner

7 Venler

Mitral kKapak

Sad Atriurn

Trikispit Kapak
Sol Ventrikil

Vena Kava Inferior

Sad Ventrilkdl

Sekil 1. Sol Ventrikiil (karincik), Sag Ventrikiil (sag karmncik) ve Sag Atriumun (sag kulakgik) On
Kisimlar1 Cikarildiktan Sonra Kalbin On Taraftan Goriniimdi.

Aort

Wena Cava Supetior
3 Pulmoner Arter

Sal Atrium
(ol kulakpik)
Sad Pulmoner

Wenler 5ol Pulmaner

Wenler

Sad Akrium
(saq kulakgik)

‘fena Kava Inferior Sol Yentrikil

Sad Yentrikil

Sekil 2. Kalbin On Taraftan Goriinimii.

Bir kalp atimi, kalbin sag kulak¢iginin iist taraflarinda bulunan ve
sinoatrial (veya siniis) diigiim adi verilen 6zellesmis bir hiicre demetinden olusan
bolgenin elektriksel bir uyar1 ¢ikarmasi ile baslamaktadir. Bu bolge kalbin dogal

pili olarak bilinmektedir (Sekil 3).

Insanda en biiyiik atardamar olan aort kalbin sag sistemine tiim viicuttan
gelen kani toplayan damarlara (vena cava inferior ve vena cava superior)
acilmaktadir. Bu kan akciger atardamari (Pulmoner arter) ile sag sistemden
ayrilarak, akcigerlerden akciger toplar damarlar1 (pulmoner venler) ile dénen kan,
sol kulak¢ik ve sol karincigi dolasarak aort damarlar1 ile tim vicuda

pompalanmaktadir.



Kalbin dis ytizeyi perikard denilen bir zar tarafindan kaplanmistir. Bu zar
ile kalp arasinda, kalbin c¢alisirken rahat hareket edebilmesi i¢in ¢ok az miktarda

kayganlastirici sivi bulunmaktadir (Sekil 4) (3).

Perikard

Perikard

SIvIsI

Sekil 3. Kalbin Dis Yzl (3).

Sinoatrial DOgam Sol Atrium

Zaf Atrium

Atrioventrikiler §8
Diidirm

A Sol
;

Sad Ventrikl

Sekil 4. Kalbin Yapist (3).

3.1.2. Kalbin Histolojisi

Kalp histolojik olarak igten disa dogru endokardiyum, miyokardiyum ve
perikardiyum olarak (¢ tabakaya ayrilir.

3.1.2.1. Endokardiyum

Atrium ve ventrikiillerin i¢ini ddseyen ince bir membrandan olugsmaktadir.
Endokard atriumlarda (6zellikle sol atrium) kalin, ventrikiillerde ise incedir.

Endokard; endotel, subendotel ve subendokard olmak (zere {i¢ hiicre tabakasindan



olusmaktadir. Endotel tabaka tek katli yass1 hlicrelerden olusmaktadir. Endotel ve
subendotelde kan damari bulunmaz. Subendokard icinde purkinje demetleri,
sinirler ve kan damarlar1 bulunur (4). Sinir hiicreleri tarafindan taginan elektriksel
uyariy1 iletmek i¢in 6zellesmislerdir.

3.1.2.2. Miyokardiyum

Cizgili kas dokusundan olusan bu tabakadaki hiicreler iki gruba ayrilir.
Bunlar; kontraktil hicreler ve impuls treten ve ileten hiicrelerdir. Myokard
kalinlig1 atriumda en ince ventrikilde ise en kalindir. Elastik fibriller atriumdaki
kas fibrilleri arasinda bol miktarda bulunurken ventrikillerdeki kas fibrilleri
arasinda az miktarda bulunmaktadirlar (4). Ozel yapili ¢izgili kas dokusundan
olustugu i¢in myokardiyum asil kalbin kasilmasindan sorumlu kisimdir.

3.1.2.3. Perikardiyum

Kalbi digtan sarar ve bag dokudan olusur. Epikard perikardin visseral
yapragidir ve ser6z bir membrana sahip olan perikardin dis kismi tek sira epitelle
dOsenmistir. Subepikardiyum kan damarlar1 ve sinirleri iceren bag dokusu
tabakasidan olugsmaktadir. Perikardin pariyetal yapragi da visseral (epikardiyum)

yaprag1 gibi serdz bir membrandir (4).

3.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklar (Kalp-Damar Hastaliklari)
Kardiyovaskiiler hastaliklar icerisinde koroner arter hastaligi, angina
pektoris, aritmi ve akut miyokard infarktiisii yer almaktadir.

3.2.1. Koroner Arter Hastahg (KAH)

Kalbi besleyen atardamarlar koroner arterler olarak adlandirilmaktadir.

Koroner arterler, kalpten ¢ikan aort damarinin ilk dallaridir (5).



Koroner Arter Hastaligi (KAH) kalbi besleyen koroner arterlerin kalbin
ihtiyaci olan yeterli kani tasiyamamasi koroner arterlerin daralmasi veya
tikanmasi ile kan akimimin kismi yada tam kesilmesine bagli olarak ortaya c¢ikan
hastaliklara verilen isimdir. Bu hastaligin en 6nemli 6zelligi ileri evrelerde hayati
tehdit edebilen kalp krizine yol acabilmesidir Ana nedeni halk arasinda damar

sertligi olarak bilinen aterosklerozdur (5).

Damar
duvar

Aterosklerotik
plaklar

Sekil 5. Damarda Aterosklerotik Plaklarin Yarattig1 Darliklar (6).

Aterosikleroz damarlarin i¢inde yag igeren tabakalarin (plaklar) olusumu,
damarin daralmasi1 ve sertlesmesi ile karakterize bir durumdur. Patologlar
tarafindan yapilmis olan morfolojik incelemeler dogrultusunda ¢ tip
aterosklerotik plak tarif edilmistir.

Aterosklerozda bulylk ve orta boy arter koroner tikanikliklarinin agilmasi
icin yaygin olarak kullanilan cerrahi olmayan tedavilerden birisi Perkitan
Transliminal Koroner Anjiyoplasti (PTCA) 'dir. PTCA, bloke koroner arterleri
acmak i¢in minimal invaziv bir islemdir ve kanin kalp kasilmasini engellenmeden

dolagimina izin verir (7).



3.2.1.1. Koroner Arter Hastaligin insidans1 Ve Prevalansi

Koroner arter hastaligi (KAH), diinya ¢apinda kardiyovaskiiler mortaliteye
ve gelismekte olan iilkelerde 4,5 milyonun iizerinde insanin Gliimiine neden
olmaktadir (8, 9). Ulkemizde koroner kalp hastaligiin prevalansi hakkindaki
bilgiler TEKHARF c¢alismasinin 1990 kesit taramasinda, insidansi da 1998 yilina
kadar gecen zamanda arastirilmistir. 1990 yilindaki taramada saglanan veriler
tilkemizde 1.050.000 koroner kalp hastasinin bulundugunu ortaya koymaktadir
(10).

3.2.2. Angina Pektoris (AP)

Koroner kalp akiminin zaman zaman yetersiz bir duruma diismesi
yiiziinden retrosternal bolgede yerlesen ve yeri, karakteri, hareketle olan ilgisi ve
stiresi bakimindan farkli 6zellikler gosteren agrili ve agir prognozlu bir klinik
hastaliktir. Angina, bogulma sikigsma anlamlarina gelir. Angina pektoris (AP)’in
en 6nemi bulgusu agridir. Bu agr sternal bdlgenin ortasinda ve yukarisinda yer
alir. Kolun ve go6gsiin soluna ve c¢ene altina dogru agrimin yayilmasi
gorilmektedir. AP’de gogiis agrist kisa siireli olmakla birlikte 5-10 dk w1
gecmemektedir. Eforla ortaya ¢ikan AP agris1 eforun cinsi ya da siresi hastadan
hastaya ve zamanina gore degiskenlik gostermektedir. Bir yere yetisme cabasi,
aniden soguk havaya g¢ikmak, riizgara karst yokusa tirmanmak ve bolca yemek
yemek en sik rastlanan nedenlerindendir. Efordan sonra en Onemli etken
heyecandir (11).

3.2.3. Konjestif Kalp Yetmezligi

Kalp viicuttaki kan akimini saglamakla gérevlidir. Istirahat halide dahil her

an kan akimimnin devam etmesi gerekmektedir. Kalp debisinin dokularin ihtiyacini



karsilayamamasi kalp yetmezligi olarak bilinmektedir. Konjestif kalp yetmezligi,
farkli nedenlere bagli olarak gelisebilmektedir. Her yasta goriilmekle birlikte daha
cok yaglhlarda rastlanmaktadir. Her iki cinsiyette de aymi siklikta goriilmektedir.
Konjestif kalp yetmezliginin en sik nedeni koroner arter hastaligi ve akut
miyokard infarktlsidir. Viicudun tiim organlarini ilgilendiren bir durumdur (11).

3.2.4. Aritmi

Kalbin ritmik c¢alismasinin bozulmasi sonucu meydana gelen bir
hastaliktir. Dogustan gelen bozukluklara bagli olarak gelisebilecegi gibi sonradan
da olusabilmektedir. Dogustan gelen aritmilerin ¢ogunlugunda bir kulak¢ik ve
karinciktan baska normal iletim sistemine ek olarak baska bir iletim yolunun
bulunmasi sonucunda meydana gelmektedir (11, 12).

3.2.5. Akut Miyokard Infarktistu (AMI )

Kalbi besleyen koroner atardamarlardan birinin ya da birden fazlasinin
pithtiyla tikanmasi sonucunda kalp kasinin (miyokart) bir boliimiiniin
beslenemeyerek 06lmesi olayr iskemi olarak bilinir ve genellikle iskemi
olusumundan hemen sonra AMI gelisir (13). Koroner damarlardan bagka diger
damarlardanda kopan plak pargalari pihti olusturarak damarlari tikayabilir (14).

Iskemi sirasinda miyokardin oksijen ihtiyacinin artmasi ve bu ihtiyacin
karsilanamamasi ile doku beslenmesi bozulmakta ve miyositlerde geri
doniistimsiiz hasar meydana gelmektedir (15,16).

Miyokart infarktust hayat boyunca ilerleyici olarak artmaktadir. 45 ve 54
yaslar arasinda, erkeklerde, kadinlara oranla MI gelisme olasilig1 4-5 kat daha
fazladir. iskemik kalp hastalig riski 80 yasindan sonra her iki cinste esit olarak

gorulmektedir (17).
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Sekil 6. Angina Pektoris ve Miyokard infarktusti (18).

3.2.5.1. Akut Miyokard infarktiisiinde (AMI) Risk Faktorleri

Tirk Eriskinlerinde Koroner Arter Hastaligi Risk Faktorleri (TEKHARF)
calismasi verilerine gore iilke genelinde tiim nedenlere bagl oliimlerin %42’si
KKH (koroner kalp hastaligi)’na baghdir. 2010 yili itibariyle yaklasik olarak 3.5
milyon koroner arter hastasi bulunmaktadir. Ulkemizde her yil yaklasik 65 bin
kisi koroner arter hastaligina bagl ani dliimlerden kaybedilmektedir. ilk kez 1977
yilinda Gruentzig ve arkadaslar tarafindan koroner arter hastaliginin tedavisinde
balon anjioplasti yontemi kullanilmistir.1986 yilinda yilinda Puel ve arkadaglari
girisimsel koroner arter hastalig1 arter hastalig1 tedavisinde en 6nemli ikinci bulus
olan intrakoroner stent implantasyonunu gergeklestirmislerdir (19, 20).

AMI nedenleri arasinda  birgok risk faktorii tanimlanmistir. Bunlar sabit
(degistirilemeyen) faktorler ve major degistirilebilen risk faktorleri olmak lzere

iki baglikta toplanmistir.



3.2.5.1.1. Sabit Faktorler

3.25.1.1.1. Yas

Akut miyokard infarktiisiinlin insidansinin gii¢lii bir sekilde yasa bagiml
oldugu bilinmektedir. Yasin erkeklerde 45 ve lizeri, kadinlarda ise 55 ve iizeri
veya erken menapoz olmasi koroner kalp hastaligi igin risk olusturmaktadir (21).

3.2.5.1.1.2. Cinsiyet

Hastaligin erkeklerde kadinlara gore 10-15 yil daha erken basladigi
goriilmiistiir (21). Cinsiyetin koroner arter hastaligi riski tizerindeki carpici
etkisinin kolesterole bagimli oldugu bildirilmistir (22).

3.2.5.1.1.3. Aile Oykdisu

Birinci derece akrabalarda koroner arter hastaligi yiiksek risk
olusturmaktadir. Ozellikle geng yaslarda baslayan koroner arter hastaligi olan
bireylerin birinci derece akrabalarinda risk fazladir. Aile oykiisii olan kisilerde

daha erken donemde risk arastirmasi yapilmasi gerekmektedir (23).

3.2.5.1.2. Degistirilebilir Major Risk Faktorleri

3.25.1.2.1. Sigara

Sigara en buyuk risk faktorlerden biridir. Sigara icme patogenetik olarak
kolesterole bagl bir risk faktoriidiir ve diger risk faktorleriyle sinerjistik yonde
etki ederek AMI riskini arttirmaktadir. Ulkemizde de sigara aligkanligi oldukga
yaygindir ve birgok hastalikta tetikleyici etkendir (24). Turkiye, Avrupa ulkeleri
arasinda sigara tiiketiminde ii¢lincii, diinya {iilkeleri arasinda ise yedinci siradadir

(25).



3.2.5.1.2.2. Hipertansiyon

Eriskinde sistolik kan basincinin 140 mmHg ve iizeri olmasi, diyastolik
basincin 90 mmHg ve {izeri olmasi hipertansiyon olarak kabul edilmektedir.
Koroner kalp hastaligi hipertansiflerde normotansiflere gore 2-3 kat daha fazladir
(26). Hipertansiyon kadin ve erkeklerde AMI riskini 2-3 kat arttirmaktadir (27).

3.2.5.1.2.3. Obezite

Obezite toplumumuzda sikligi giderek artan bir risk faktoriidiir. Beden
kitle indeksi (BKI) &l¢iitiiyle Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan siiflamada
18.8-24.9 normal, 25-29.9 kilo fazlaligi, >30 obezite, >40 ileri derecede obezite
olarak tamimlanmaktadir. BKI’deki bir birimlik artis koroner kalp hastaliginin
mortalitesinde %4-5 artisa neden olmaktadir (28, 29).

3.2.5.1.2.4. Diyabet (Diabetes Mellitus)

Diyabet, pankreasin yeterli insulin liretememesi veya viicudun iirettigi
instilini etkili bir sekilde kullanamamasi sonucu olusan hayat boyunca devam
eden kronik bir hastaliktir. Yapilan istatistiklere gore diyabetli hastalarda AMI’a
bagli 6liim oran1 diyabetli olmayanlara gore fazladir (30).

3.2.5.1.2.5. Genetik Faktorler

Koroner kalp hastaliklarinda MI’da dahil olmak Gzere genetik risk
faktorleri etkilidir. Yapilan calismalarda elde edilen verilere gore Tiimor Nekroz
Faktor (Tumor Necrosis Factor; TNF), Transforming Biylime Faktori
(Transforming Growth Factor; TGF), Interlokin-1 (Interleukin-1; 1L-1),
farklilasma kiimesi-14 (cell differentiation; CD14) ve adezyon proteinlerinin gen

polimorfizmleri ile MI arasinda arasinda iligki bulunmaktadir (30).
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MI’da ki en glcli genetik etkilerden biri 9p21.3 kromozom kismudir.
Kromozomun ilgili bélgesi protein kodlayan gen icermemesine karsin birgok

calismada etkisi oldugu dogrulanmistir (31).

3.3. Akut Miyokard Infarktiisii’niin Etyopatogenezinde Gorev Alan
Inflamatuar Siirecler

Akut miyokard infarktiisli, akut bir inflamatuar cevap baslatir. Bu cevap
kalbn tamir edilmesi i¢in gereklidir. Bununla beraber, artmis bir inflamatuar cevap
kotii sol ventrikiiler iyilesme ve kalp yetmezligine neden olmaktadir.
Miyokardiyumdaki lokal inflamasyona ilaveten artmis sistemik inflamatuar
cevabin varligi, AMI’li hastalarda rapor edilmistir. Artmis sistemik inflamasyon
dolasimdaki artmis inflamatuar sitokinler, kemokinler, hiicre adezyon molekdlleri,
¢esitli immiin hiicrelerin ve kompleman sistemin aktivasyonuyla karakterizedir.
Sistemik inflamatuar cevapta gorevli molekiiller tekrarlayici kalp krizi, AMI’li
hastalarda kalp yetmezligi ve oliim gibi kotii klinik seyirlerin gostergesidir.
Inflamasyon bircok kardiyovaskiiler hastaligin gelisiminde ve
komplikasyonlarinda merkezi bir role sahiptir. C-Reaktif Protein (CRP) ve Serum
Amiloid A (SAA) kardiyovaskiiler hastaliklarin tanimlanmasinda kullanilabilen
Klinik parametrelerdendir (32, 33).

3.3.1.AMI’y1 Takiben Inflamatuar Siirecin Baslamasi

Akut miyokardiyal nekroz ve hasarla iligkili molekuler matriks (damaged
assaciated molecular patters; DAMP) olarak bilinen endojen alarm sinyalleri
salinir. DAMP’lar kompleman kaskadimi aktive eder ve TLR\IL-1 sinyallerini

uyarirlar. Bu uyarimlar sonucu niikleer faktdr kappa hafif zindir artirict aktif B
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hicreleri (nuklear factor kappa light chain enhancer of activated B cell; NF-
kB)’nin aktivasyonu ve sitokin, kemokin, adezyon molekiilleri sentezi uyarilir.
Damarin endotel hiicreleri {izerinde bulunan kemokinler ve hiicre adezyon
molekiilleri ile l6kositler {izernde bulunan reseptorleri arasinda meydana gelen
etkilesimle notrofil ve mononiikleer hiicrelerin infarktli myocardial bolgede
damarin disina ¢ikmasi ve birikimi gerceklesir. AMI’y1 takip eden inflamatuar
Ccevap yarayr temizlemek, iyilestirmek ve skor olusumunu kolaylagtirmakta
gorevlidir. Ama asir1 inflamatuar cevap Kalp yetersizligine neden olur.

TLR (Toll -Like Receptor)'ler dogustan gelen bagisiklik sistemi de tanima
reseptorleri olarak gorev yaparlar (34). TLR ailesinden olan TLR4 (Toll-Like
Receptor 4), infarktisli kalpteki inflamatuar yanita aracilik etmekte anahtar bir
reseptor olarak rol almaktadir. Infarktiislii miyokarttaki sinyaller toll benzeri
reseptOr sinyalini etkinlestirirken, kompleman aktivasyonu ve reaktif oksijen
tdrlerinin Gretilmesi sitokin ve kemokinin yukari yonlii olarak diizenlenmesini
basglatir. TLR4, gram-negatif patojenlere ait lipopolisakkarit'e dogustan gelen
bagisiklik tepkilerinde bir sinyal reseptoriidiir (35, 36). Aynm1 zamanda non-
infeksiyon doku yaralanmasina cevapta DAMP’s leride tanimakta ve bir stres
faktorii olarak rol oynamaktadir. TLR 4 delesyonunun ayni zamanda TNF-a, IL-
1B ve IL-6 serum dizeylerinde belirgin bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(37). Bu nedenle, TLR4, AMI'de lokal ve sistemik inflamatuvar cevaba aracilik
eden 6nemli bir molekaldur.

AMI'de doku hasartyla tetiklenen inflamatuvar cevapda inflamasomlar
aracilik etmektedir. inflamasomlar, kaspaz-1'i aktiflestirmek ve IL-1p'y1 serbest

birakmak icin molekiiler platformlar olarak goérev yapan birden fazla sitoplazmik
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protein kompleksleridir (38, 39). IL-1p, inflamasyonun bir anahtar1 olarak, MI'da
inflamatuar yanit i¢in erken ve belirgin bir aracidir (40). TNF, MI sonras1 serbest
birakilir ve infarktiis hasarini tesvik edebilir ve infarktisli miyokardda kemokin
ve yapisma molekiilii sentezini uyarabilir (41, 42). TNF, oldukca pleiotropik bir
arabulucu olarak, kardiyomiyositleri apoptozdan da koruyabilmektedir (43). TNF
reseptorleri 1 ve 2 araciligiyla olusan etkiler infarktisli kalbin yeniden
sekillenmesini diizenleyebilmektedir (44).

3.3.2. Sitokinler

Sitokinlerin aktiviteleri ilk kez 1926' da Zinsser ve Tamiya tarafindan
tanimlanmis ve bunlarin 16kositlerden salgilanan ¢oziinebilir iiriinler olduklari,
damar duvar fonksiyonlarini etkiledikleri bildirilmistir (45). Son 20 yilda yapilan
caligmalarda sitokinlerin monosit, makrofaj ve lenfositleri de iceren immin sistem
hiicreleri diginda fibroblastlar, dendritik hiicreler, parietal hiicreler, osteoblastlar,
diiz kas hiicreleri, hepatositler, ¢izgili kas ve sinir hiicresi fonksiyonlarinda da
onemli duzenleyici gorevler iistlendigi ortaya konmustur (46). Peptit ve
glikoprotein yapida olan sitokinler; inflamasyon, hiicre buylmesi, hcre
lyilesmesi ve yaralanmaya karst sistemik yanitida igine alan bagisiklik ve
inflamatuar olaylar1 diizenleyen kimyasal ileti molekiilleridir (47).

Sitokinlerin, gilinlimiizde ¢esitli bozukluklarin  tedavisinde klinik
kullanimlar1 bulunmaktadir (48).

Sitokinlerden lenfosit kokenli olanlara lenfokinler, monosit ve makrofaj
kokenli olanlara monokinler ve I6kosit kdkenli olanlara interlokinler denir (49).
Sitokinler ayrica inflamasyondaki rollerine gore proinflamatuar sitokinler ve

antiinflamatuar sitokinler olmak iizere ikiye ayrilir. Sitokinlerin sentez ve
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fonksiyonunu artiran sitokinlere proinflamatuar, azaltanlara ise antiinflamatuar
sitokinler denir.

3.3.2.1. Proinflamatuar Sitokinler

Kemokinler ve adezyon molekiillerini uyarir ve dogal ve adaptif bagisiklik
sistemini harekete gecirirler (50). Genel olarak interlokin (IL) I1L-4, IL-6, IL-9, IL-
17 ve tumor nekroz faktéri-a'nin (TNF-a) proinflamatuar sitokinler oldugu kabul
edilir.

Son yillarda egzersizde, iskelet kasinin interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-10
(IL-10) gibi, miyokin adi1 da verilen bazi sitokinleri iirettigi saptanmigtir. (IL-6),
ozellikle yanik, travma ve diger doku yaralanmalarinda inflamasyon yanitim
uyaran, makrofaj ve T hiicreleri tarafindan salgilanan bir proinflamatuar sitokindir
(51). IL-4, AMI’U tedavi etmek i¢in potansiyel bir biyolojik maddedir. Etkilerini
Tip 1 ve Tip 2 TNF-a reseptorleri araciligiyla gosteren 26 kDa agirliginda bir
transmembran proteindir. TNFa, tiim akut faz reaksiyonlarini uyaran, sitokinler
grubunun bir {iyesi ve sistemik inflamasyonla iligkili bir sitokindir. TNF-a adipoz
doku tarafindan iiretilen ve salgilanan bir proinflamatuar sitokindir. Ayn1 zamanda
enfeksiyonda, inflamasyon yanitinin baglamasi iginde 6nemlidir (52).

Interlokin-23 (IL-23), inflamatuar yanitlar1 ve oksidatif stres reaksiyonu
artirarak miyokardiyal iskemi/reperfizyon (I/R) hasarin1 desteklemektedir.
Reperfiizyon tedavisi, perkiitan koroner girisim (PCI) tedavisi olarak, miyokard
enfarktisu icin en etkili yontemdir. Ancak reperflizyon, miyokard apoptozu ve
nekroz ile kotiilesebilir. Buda miyokardiyal I/R yaralanmasi olarak adlandirilir

(53).

14



Apoptozis, miyokard I/R 'de kardiyomyosit nekroza yol acan énemli bir
mekanizmadir. IL-23"lin, kardiyomiyosit apoptozisi kotiilestirdigi belirtilmistir.

Proinflamatuar  sitokinler kemokinleri ve adezyon molekillerini
uyarmaktadir ve dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemini aktive etmektedir.
Cesitli ¢alismalarda farkli sitokin ve kemokinlerin plazma diizeylerinin arttigi
rapor edilmistir. (TNF)-o ve IL-6 seviyeleri de AMI hastalarinda mortalite ve
istenmeyen sonuglarin belirleyicisidir. IL-1B, inflamasyonun bir belirleyicisi
olarak, MI'da inflamatuar yanit i¢in erken ve belirgin bir arabulucudur.

IL-6 nakavt farelerdeki deneysel arastirmalar, IL-6 kaybinin, reperfiizyon
uygulanmayan bir infarktis modelinde kardiyak fonksiyonu ve yeniden

modellemeyi etkilemedigini gostermistir (54).
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3.3.3. Kemokinler

Kemokinler, hiuicre adezyon molekdlleri ve immin sistem hicreleridir.
Inflamatuar hiicrelerin AMI’y1 takiben infarktlh myokardial bolgeye gelmesi
inflamatuar cevabin baslamasinda kritik bir asamadir. CC kemokinler ve monosit
kemoatraktan protein-1  (monocyte chemoattractant protein-1; MCP-1)
monondukleer fagositlerin infiltrasyonunu indikler. CXC kemokinlerden olan IL-8
ve C5a ise notrofillerin infarkt alanina infiltrasyonunda aracidir. Selektinler igeren
hicre adezyon molekilleri ve imminoglobin super ailesi (ICAM-1, VCAM-1)
endotel hiicrelerin 16kositlerin ve plateletlerin aktivasyonunun gostergeleridir.

3.3.4. Lokositler

Lokositoz, AMI'lh hastalarda inflamatuar reaksiyonlarin bir ayirici
Ozeligini gosterir (55). 1980 ve 1990'larda deneysel ¢alismalar, reperfiizyonlu
miyokard infarktiisiinde 16kosit aracili inflamasyonun hedeflenmesiyle infarktin
boyutunu belirgin bir sekilde azalttigini ve boylece iskemik kardiyomiyosit
hasarmin uzamasini engelledigini ortaya koymustur.

Lokositler, ~AMI  hastalarinda  inflamatuar  reaksiyonlarin  bir
isaretcisidir. AMI'li hastalarda belirgin olarak ortaya ¢ikmistir. Lokositlerin, ayni
zamanda, MI hastalarinda inflamatuar genlerin transkripsiyonunda daha aktif
oldugu kanitlanmigstir.

AMI'da makrofaj migrasyon inhibe edici faktoriin (macrophage migration
inhibitory factor; MIF) rolii bulunmaktadir. MIF inflamatuar ve bagisiklik
tepkisinin 6dnemli bir diizenleyicisidir (56, 57).

Aktiflestirilmis endotel hiicreleri ve bunlarin iltihapl hiicreler {izerindeki

reseptorleri Gzerinde bulunan kemokinler ve hiicre adezyon molekiilleri arasindaki
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etkilesimlerin aracilik ettigi inflamatuar hiicrelerin alinmast AMI sonrasi
inflamatuar cevabin 6nemli bir adimidir (58).

3.3.5. Monositler

Aterosklerotik plaklarda bulunan en bol immun hicre tipi olan monositler,
ateroskleroz ve akut koroner olayda 6énemli bir rol oynarlar. Monositlerin
infarktiislii kalbe girmesi inflamatuar ve onarici sekilleri diizenler (58).

3.3.6. Lenfositler

AMI'de nétrofiller ve monositlerden farkli olarak daha diisiik bir lenfosit
sayist gbzlenmistir. T hiicreleri adaptif bagisiklik sisteminin 6nemli bir bilesenidir
ve T hiicreleri bagisiklik roliine gore yardimer T hiicrelerine (CD4: Thl, Th2,
Th17, vb.), sitotoksik T hicrelerine (CD8) ve diizenleyici T hiicrelerine ayrilabilir
(58).

3.3.7. Plateletler

Trombositler inflamatuar ve immun hicreler olarak kabul edilmektedir.
Trombositler, 16kosit aktivasyonuna iltihapli dokulara infiltrasyonuna aracilik
eden inflamatuar aracilarin ve trombosit-16kosit etkilesimlerini saglayan
molekdllerin salinmasi yoluyla inflamatuar tepkilere katkida bulunurlar.

Kemik iligi ve dalagin lenfoid organlar olarak aktivasyonu da miyokardiyal
hasara karsi sistemik inflamatuar yanitta anahtar rol oynar. AMl'da sistemik
inflamatuar yanit ¢ok karmasiktir, bir¢ok farkli kan hiicresi tipini ve farkli plazma
enflamatuar aracilar1 igerir (sitokinler, kemokinler, hicre adezyon molekilleri ve

kompleman sistemi) (58).
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Sekil 7. Ml Sonras1 inflamatuar Cevap (Gleeson M. ve arkadaslarmin yayinindan uyarlanmistir)
(58).

Infarktiislii miyokardda olmekte olan kardiyomiyositler ve hasar goren
matris miyokardiyal hiicrelerde TLR sinyalini aktive eden DAMP 'leri salgilar ve
inflamatuvar bir reaksiyon baglatir. Bitiin kademelerin ve ROS (retiminin
aktivasyonu inflamatuar reaksiyonu baslatmaya yardime1 olur. Olen ve sag kalan
kardiyomiyositler, endotel hiicreler, yerlesmis kardiyak fibroblastlar, yerlesmis
mast hicreleri ve yeni gelisen notrofiller, monositler ve plateletler infarktis
sonras1 inflamatuar cevaba katilirlar. Lokositler, ¢ok basamakli bir yapisma
basamaginin harekete gegirilmesiyle ise baslar. Aktive edilmis endotel hiicreleri
tarafindan kanda dolasan l6kositlerin tutulmasinda, selektinleri iceren etkilesimler
aracilik eder. Damar endotel yizeyinde yuvarlanan I6kositler, endotel yiizeyinde
proteoglikanlara (PG) bagli kemokinler tarafindan aktive edilir. Aktive edilmis
Iokositler endotel hiicrelerine yapisir. Lokositler ve endotel hiicreleri arasindaki
yapiskan etkilesimin gii¢lendirilmesi, hicrelerin infarktisli bolgeye goc¢ etmesi

ile devam eder (58).
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Miyokard infarktlisti geciren hastalar patofizyolojik olarak heterojen
yanitlar gosterirler ve bu kismen infarkt boyutundan bagimsizdir. Miyokard
infarktiisiinden sonra bazi hastalarda progresif dilatasyon ve sistolik fonksiyon
bozuklugu gelisirken bazi hastalarda diyastolik kalp yetmezligi gelisir. Asiri
inflamasyonlu hastalar, anti-IL1 veya anti-MCP1’den fayda saglayabilirken,
profibrotik yanitli hastalar TGF-B/smad selalesinin inhibisyonundan fayda
saglayabilir (41).

Sonug olarak inflamatuar yollar, infarktiislii kalpteki hem onarimda hem
de kalbi olumsuz yonde etkilemede kritik 6nem tasimaktadir.

3.4. Inflamasyon Uzerine Egzersizin Etkileri

Hiicresel immiin yanitta egzersiz ilgili degisikliklerin altinda yatan
mekanizma multifaktoriyeldir (59). Agir ve uzun sireli egzersiz, immin sistem
fonksiyonlar1 tizerinde olumsuz etkileri olan sayisiz hormonal ve biyokimyasal
degisiklikler ile iligkilidir (60). Agir ve uzun siireli egzersiz sonrasi artmis
inflamasyon meydana gelmektedir (61). Ancak diizenli yapilan orta ve hafif
yogunluktaki egzersizler bagisiklik sistemini giliglendirmektedir. Genel olarak
egzersizin bagisiklik sistemi {izerine kisa ve uzun siireli etkileri vardir. Siiresi
veya tipi nasil olursa olsun egzersiz lokositlerde hizli bir artisa neden olur. Kisa
siireli egzersizlerde artan daha ¢ok lenfositlerdir. Egzersiz uzadik¢a daha c¢ok
notrofiller artar (62). Klasik yaklasima gore diizenli egzersiz yapmak yararli kabul
edilmekte ve bagisiklik sistemini giiclendirmesinin yani sira, koroner arter
hastalig1 riskini azalttig1, psikolojik streslere karsi direnci arttirdigi, yaslanmay1

geciktirdigi ve yasam siirecini uzattigi goriisii kabul gérmektedir.
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Direng egzersizleri sonrasinda Ozellikle egzersiz yogun ve uzun siireli
oldugunda kaslarda agri ve zedelenme meydana gelir. Yarali bolgeye ve
metabolik olarak aktif olan dokulara plazma proteinleri ve Iokositler giderek bir
inflamasyon yanit1 ortaya ¢ikarirlar. Sitokinler (TNF-a, IL-1a/B, IL-6) ile birlikte
calisan interferonlar inflamasyon durumunun diizenlenmesinde yardimci
olmaktadir (63). TNF-a seviyeleri, egzersiz Oncesine gore, egzersiz sonrasi ilk 5
dakikada diisiis gosterirken egzersiz sonrasi bir saat icerisinde de énemli derecede
azaldig1 tespit edilmistir (62). Egzersizin TLR ekspresyon (zerine etKisini
inceleyen ¢ok az sayida calisma yapilmistir. Yapilan ilk calismada, uzun sure
devam eden aerobik egzersizin yalmizca kisa bir siire sonunda TLR
ekspresyonunun sayisinda ve fonksiyonunda azalmaya neden oldugu gériilmiistiir.
34°C de, %65 maxVO2 de 1,5 saat siireyle yapilan bisiklet egzersizinin TLR
ekspresyonu ve fonksiyonu lizerine etkisi arastirtlmistir. TLR-1, TLR-2 ve TLR—
4 egzersiz sonrasi ve iki saat dinlendikten sonra incelenmis ve egzersiz sonrasinda
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bunun aksine, TLR 9 egzersizden etkilenmemistir.
TLR ‘de gozlemlenen degisimlerin egzersiz yolu ile ortaya ¢ikan fizyolojik
degisimlerin bir sonucu oldugu ya da atesli hastaliklarda gdzlemlenen
degisikliklere kiyasla viicut 1sisinda oldukga biiyiik artigla baglayan fizyolojik
degisiklikler sonucu olup olmadigi kesinlik kazanmamastir (63).

3.5. Egzersizin M1 Patogenezindeki Rolu

Egzersiz sirasinda iskelet kaslarinin artan enerji ihtiyacini karsilamak
amaciyla oksijenin atmosferden alinip mitokondrilere tasinmas: sirasinda olusan
olaylarin koordine bir sekilde birbirini takip etmesiyle egzersiz tamamlanmis olur

(64). Egzersizin insan sagligi icin yararli olmasinin yani sira, asirl egzersiz
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viicutta zararli etkilere neden olabilmektedir. Asir1 egzersiz 6zellikle de kalbe
zarar verebilmektedir. Asir1 egzersiz ile tetiklenen kalp hasari; siddetli aritmi, kalp
yetmezligi ve hatta ani kardiyak oliimlere neden olmaktadir. Yorucu egzersizler
tarafindan uyarilan, kalp hasar1 lizerine yapilan arastirmalar oldukc¢a onemlidir.
Fakat bu kalp hasar1 hakkinda heniiz c¢ok az sayida sistematik caligma
bulunmaktadir. Bunun altinda yatan sinyal yolagi mekanizmalarinin ortaya
¢ikartilmasi gerekmektedir (65).

3.5.1. Egzersiz Cesitleri
3.5.1.1. Aerobik (Endurance) Egzersizleri

Uzun siireli orta yogunlukta, biiyiikk kas gruplarinin is yaptig
egzersizlerdir. Kosma, bisiklet ve kosu bandi egzersizleri bu tipteki
egzersizlerdendir. Programin siiresi 6 ile 8 hafta arasinda degismektedir (66). Orta
ve yiiksek siddette aerobik egzersiz egitimi laktik asidozu azaltarak iskelet
kaslarmin aerobik kapasitesini artirmaktadir. Bizde ¢alismamizda kalp iizerine
olumlu etkileri oldugu bilindiginden dolayr 6 haftalik kosu bandi egzersizinin
koruyucu etkilerini degerlendirdik.

3.5.1.2. Ust Ekstremite ve Omuz Kusag Egzersizleri

Kol ¢arki ile maksimum is kapasitesinin %60 yogunlukta 6 ile 10 hafta
arast siireyle haftada 3-5 kez olmak Uzere 20-30 dk sureyle Ust ekstremite
kaslarmin egitimi yapilmaktadir. Cark bulunmayan durumlarda ise agirlikli
gravite rezistans egzersizler, néromuskuler fasilirasyon egzersizleri, ylizme, kano
gibi veya basitce kollarin anterior elevasyonu gibi egzersizler iist ekstremite

kaslariin enduransini artirmaktadir (66, 67).
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3.5.1.3. Solunum (Ventilatuvar) Kaslar1 Egzersizleri

Solunum kaslarinin kuvvet ve dayamikliligini artiran egzersiz egitimi,
egzersiz kapasitesini ve yasam kalitesini diizenler.

3.6. M1 Etyopatogenezinde Mitokondriyal Biyogenez

Hicrenin metabolik santralleri olan mitokondriler 2-6 mikrometre
buyuklukte olup; ATP dretimi, biyomolekul sentezi, iyonik homeostazis ve
antioksidan savunma da dahil olmak {iizere gesitli islevlere sahiptirler. Hucreler
yaslandikca ve mtDNA hasari biriktikce mitokondri ATP ihtiyaglarim1 daha zor
karsilar ve boylece hiicrelerin fonksiyonu ve rejeneratif kapasitesi azalir.

Mitokondriyal DNA (mtDNA) 16.5 kb buyuklikte olup cift iplikli ve
dairesel bir molekdldir. 22 tRNA (transfer RNA), 2 rRNA (ribozomal RNA) ve
elektron transport zinciri kompleksleri I, 111, 1V ve V'in 13 alt birimini kodlayan
37 gen icermektedir (68). Mitokondriyal biyogenez mitokondrinin biytmesi ve
boliinmesi olarak tanimlanmaktadir. Mitokondriyal biyogenezde gorevli genler
niikleer genom ve mitokondrial genom tarafindan kodlanan ve yaklasik 1000
proteinin es zamanli sentezini gerektirmektedir (68).

Mitokondriyal biyogenezde ©Onemli rol oynayan pek cok gen
tanimlanmistir. Mitokondrial genomda bulunan genlerin ifadesi mitokondriyal
transkripsiyon faktorit A (TFAM), B1 (TFBM1) ve B2 (TFBM2) olmak (zere 3
farkli transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilir (69). Nukleer genom
uzerinde yer alan genlerin ifadesi ise, nukleer solunum yolu faktorleri 1 ve 2
(nukleer respiration factor; NRF-1 ve 2) merkezi olan birkag farkli transkripsiyon
faktorii tarafindan diizenlenir. Bu iki transkripsiyon faktord, sitokrom C, suksinat

dehidrogenaz ve sitokrom oksidaz gibi anahtar mitokondriyal proteinlerin
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sentezini diizenler. Bu proteinlere ek olarak, NRF'ler ayn1 zamanda mitokondriyal

transkripsiyon faktorlerini de diizenler ve dolayisiyla mitokondrial genomun

diizenlenmesinde dolayli olarak gorev alirlar (70).

Tablo 1: Mitokondriyal Biyogenezde Gorevli Genler

Sembol Isim Lokus Ozellik
ATP5B ATPsynthase subunit 12913.3 Bu gen ATP sentazin B altbirimini kodlar.
beta, mitochondrial Mitokondrial ~ ATP  sentaz, oksidatif
fosforilasyon sirasinda i¢ zar boyunca
protonlarin  elektrokimyasal gradyantini
kullanan ATP sentezini katalize eder.
PPARGC1A Peroxisome 12913.3 Enerji metabolizmasinda rol oynayan
Proliferator-Activated genleri dizenleyen bir transkripsiyonel
Receptor Gamma koaktivatordiir. Dis fizyolojik uyaranlarla
Coactivator 1-Alpha mitokondriyal biyogenezin dizenlenmesi
arasinda dogrudan bir baglant: saglar.
PPARGC1B Peroxisome 5932 Ostrojen reseptorii alfa, niikleer solunum

Proliferator-Activated
Receptor Gamma

Coactivator 1-Beta

23

faktdri 1 ve glukokortikoid reseptdri dahil
olmak  Gzere  bircok transkripsiyon
faktérinin ~ ve  nlkleer  reseptorlerin
aktivitesini uyarir. Yag oksidasyonu,
oksidatif olmayan glikoz metabolizmasi ve
enerji harcamalarmin diizenlenmesinde rol

oynamaktadir.



PRKAA2 Protein kinase = AMP- 1p32.2
activated catalytic
subunit alpha 2

NRF1 Nuclear  respiratory 7932.2
factor 1

MNF2 Mitofusin 2 1p36.22

OPA 1 Mitochondrial 3029

dynamin like gtpase

AMP ile aktive olan protein kinazin
(AMPK) katalitik bir altbirimidir. AMPK,
hicresel enerji durumuyla iligkili bir
enzimdir. Hicresel metabolik streslere
yamit olarak aktive edilen AMPK asetil-
CoA Kkarboksilaz (ACC), yag asidi ve
kolesteroliin biyosentezini diizenleyen Kkilit
enzimleri fosforilleyerek onlar1 inaktive
eder.

Solunum, heme biyosentezi, mitokondriyal
DNA transkripsiyonu ve replikasyonu icin
gerekli nukleer genleri diizenler.
Mitokondriyal ~ flizyona  katilan  ve
mitokondriyal agin bakim ve isletilmesine
katkida

bulunan  bir  mitokondriyal

membran proteininidir. Ayrica, vaskiiler

diiz kas hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde rol oynar.
Niikleer olarak kodlanmis bir

mitokondriyal protein olup, dynamine bagh
GTPazlara benzerlik gostermektedir. I
mitokondriyal membrana yerlesmis olup
mitokondriyal stabiliteyi ve enerji ¢ikigim

diizenlemeye yardimci olur.
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HIF-1A Hypoxia inducible 14923.2

factor 1-Alpha

CHRM 1 Cholinergic  receptor 11g12.3

muscarinic 1

TFAM Transcription factor A, 10g21.1

mitochondria 1

NFE2L2 Nuclear factor, 2q31.2

erythroid 2 like 2

METRNL Meteorin-like 10932.3
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Iskemik hastalik patofizyolojisinde dnemli
bir rol oynayan hipoksiyle induklenebilir
faktdr-1'in (HIF-1) alfa alt Gnitesini kodlar.
Transkripsiyon faktdrii olarak is goren
protein enerji metabolizmasi, anjiyogenez,
apoptoz ve protein drunleri  oksijen
dagitimini arttiran genler dahil olmak tzere
bircok genin transkripsiyonunu aktive
ederek diizenleyici olarak islev
gormektedir. oynar.

Adenilat siklaz inhibisyonu,
fosfoinositid dejenerasyonu ve  potasyum
kanallarmin ~ kontrolii  gibi  hicresel
stireclerde gorevlidir.

Bir transkripsiyon faktori olup
mitokondriyal DNA replikasyonu ve
onariminda da islev goriir.

Bir transkripsiyon faktori olarak gorev
yapan protein promoterlerinde antioksidan
yanit elementleri (ARE) iceren genleri
dizenler. ARE elementi iceren genlerin
¢ogu  yaralanma  ve inflamasyon
durumlarinda goérevlidirler.

Egzersiz ya da enerji tiiketimini tesvik eden
soguga maruziyet veya egzersizin ardindan
iskelet kas1 ve yag dokuda sentezi

artamaktadir.



Mitokondriyal biyogenez egzersiz, soguga maruz kalma, kalori kisitlamasi
ve oksidatif stres, hiicre boliinmesi ve yenilenmesi ve farklilasma gibi ¢evresel
faktorler tarafindan etkilenmektedir. Mitokondriyal biyogenez, mitokondriyal say1
degisikliginin yaninda boyut ve kiitle degisiklikleridir. Mitokondriyal DNA
replikasyonu ve mitokondriyal fiizyon ve fisyon mekanizmalar1 da koordineli

olarak ¢alismaktadir (Sekil 8).

Niikleus Mitokondri

Sekil 8. Mitokondriyal Biyogenezin Sematik Gosterimi (Ventura Clapier ve arkadaglarinin
yaymindan uyarlanmustir) (68).

(PGC-1a), niikleer kodlanmis proteinlerin ve mitokondriyal transkripsiyon
faktori TFAM'in transkripsiyonuna neden olan niikleer transkripsiyon faktorlerini
(NTF) aktive eder. TFAM, mitokondriyal genomun transkripsiyonu ve
cogalmasimi aktive eder. Nikleer kodlanmis proteinler, dis veya i¢ zar
hareketleriyle mitokondriye aktarilir. Bu islemlerin tiimii dokunun gerekli
ihtiyaclarimi kargilamak icin diizenlenmektedir. Daha sonra, solunum zincirinin
niikleer ve mitokondri tarafindan kodlanmis alt birimleri toplanir. Dig membran

icin dinaminle iligkili protein 1 (DRP1) ve mitokondriyalin i¢ membrani icin
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OPA1 araciligiyla mitokondrial fisyon ve mitokondriyal boliinmeyi saglarken
mitofusinler (MFN) mitokondriyal flizyonu kontrol eder. Flizyon/fizyon sirecleri
mitokondriyal agin diizgiin bir sekilde diizenlenmesine yardimci islemlerdir.
(OXPHOS: oksidatif fosforilasyon) (68).

3.7. Mitokondriyal Biogenez ve Egzersiz

Dayaniklilik egzersizleri sirasinda olusan metabolik stresin, mitokondriyal
biyogenezi tesvik ettigi gosterilmistir (71, 72). Mitokondriyal biyogenez sireci
egzersiz fizyolojisi arastirmalarinda en ¢ok ilgi goren alanlardan biridir.
Mitokondriyal biyogenez dizeyi mitokondriyal igerigin biyolojik belirteglerinden
ve [/ veya metabolik transkriptlerin  ifadesinden yola  ¢ikilarak
degerlendirilmektedir.

Dayaniklilik egzersizinin dogurdugu metabolik stresin, uzun siireli
egzersizler (yani dayaniklilik antrenmani) ile tekrarlandiginda mitokondriyal
icerigin ve fonksiyonun adaptasyonel degisikliklerine yol agarak mitokondriyal
biyogenezi tesvik ettigi gosterilmistir (72). Mitokondriyal biyogenezdeki
degisikliklerin hipertrofik ya da kalp yetmezligi gibi kardiyak patolojilere katkida
bulundugu da bilinmektedir.

Toksik maddeye veya hiicre strese maruz kaldiktan sonra mitokondri zarar
gorebilir ve artan serbest radikal iiretimi kalict mitokondriyal islev bozukluguna
neden olabilir. ATP'nin azalmasi ve serbest radikallerin artmasi hasara yol acar ve
daha sonra doku ve organlarda fonksiyon kaybina neden olur. Bu sorunu ¢dzmek
icin mitokondriyal biyogenezi ve hiicrelerin onarimini baslatan fonksiyonel

mitokondriyi indiikleyen bazi proteinler bulunmustur. Bunlarin basinda
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Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor-y ortak aktiflestirici-1a (PGC-
lo) yeralmaktadir (73).

Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor-y ortak aktiflestirici-1o
(PGC-1a), mitokondriyal biyogenezin bir ana diizenleyicisidir. Mitokondriyal
proliferasyonunun oraninin kontrol edilmesinde rol oynamaktadir (65).

Spiegelman ve arkadaglari tarafindan kesfedilen PGC-1a, DNA baglanma
aktivitesinden yoksundur, ancak mtTFA'min {lizerinde NRF'ler de dahil olmak
tizere bir¢ok transkripsiyon faktorii ile etkilesir ve onlar1 aktive eder (74).

PGC-la geninin dort farkli mRNA varyanti bulunmaktadir. PGC-1al, 2 ve
3 olarak adlandirilan varyantlari, mitokondriyal kapasite ve fonksiyonda rol
oynayan genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek oksidatif iskelet kasi fenotipini
uyarmaktadir (75). PGC-lo04 varyanti, oksidatif metabolizma degil, kas
blylmesiyle ilgili spesifik gen grubunda degisikliklere neden olmaktadir
(76). PGC-la, zayif enerji metabolizmasimin olusmasina yol acarak kalp
yetmezligine neden olabilmektedir (65). Egzersizden belirgin sekilde etkilenen
molekdller ve iyonlar, homeostazdaki bozulmalara mitokondriyal biyogenez gibi
adaptif siireglere aracilik edebilen, guclu sinyal veren maddelerdir. MEK / ERK
aktivasyonu, ayni zamanda PGC-1a4 ifadesini arttiran bir uyaran olarak direng
egzersizi  sonrasinda  gergeklesmektedir  (76). PGC-la  mitokondriyal
transkripsiyon faktori A (TFAM) 'i aktive eden NRF-1 ile etkilesime girerek
mitokondriyal proteinlerin esgiidiimlii ifadesini aktive eder (77). Egzersiz; hiicre
ici AMP, Ca2 + konsantrasyonlari, serbest fosfat gruplart (Pi) ve reaktif oksijen
tirleri (ROS) artirirken hiicresel enerji talebini artirir (78). Bu maddeler, PGC-1a

ve mitokondriyal biyogenezin transkripsiyon ve aktivasyonunu tetikleyen gucli
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sinyal vericiler olup, kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinazlar1 (CaMK),

AMP ile aktive protein kinaz1 (AMPK) ve p38MAPK aktive eder (79).

Sekil 9. Egzersizi indukleyen PGC-la Ekspresyonunu ve Aktivitesini Diizenleyen Sinyal
Yolaklarmin  Yam Sira Sonraki PGC-lo. fle indiiklenen Mitokondriyal Biyogenezin
Basitlestirilmis Genel Goriiniisii. ROS, reaktif oksijen turleri; Cr, kreatin; Pi, baglanmamig fosfat
grubu; AMP, adenosin monofosfat; p38, p38 mitojen ile aktive olan kinaz; CaMK, kalsiyum /
kalmodulin-bagimli protein kinazlar; AMPK, AMP ile aktive protein kinaz; PGC-1a, peroksizom
proliferatif-aktive reseptor-y koaktivatoric lo; NRF, niikleer solunum faktorleri; Tfam,
mitokondriyal transkripsiyon faktéri A. (Scarpulla RC’ nin ¢alismasindan uyarlanmistir) (80).

PGC-la ayni zamanda PGC-1B ve PGC-1'e baghh koaktivatorii (PRC)
iceren bir protein ailesine aittir. Bu iki aile yesi, PGC-1a'ya kiyasla islevlerinde
benzerlik ve farkliliklara sahiptir ancak bunlarin  kesin rolleri hala
arastirilmaktadir (81).

PGC-1a mitokondriyal biyogenez diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin
cogunlugu ile etkilesir (82, 83). Bu transkripsiyon faktorleri icerisinde PPAR’lar,
NRF, Miyosit Arttirict Faktorler (Myocyte Enhancer Factors; MEF), ERR,

Fordhead Box (FOX)O1 ve yin-yang (YY) bulunmaktadir (84). Protein kalp,
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karaciger, beyin, iskelet kas1 ve adipoz doku gibi ¢ok genis bir doku dagilimina
sahiptir. MB’ de dahil olmak tizere glukoneogenez ve antioksidan defansta gorevli
proteinlerin diizenlenmesinde de gorev almaktadir. Ozellikle iskelet kasinda
egzersizin  PGC-la transkripsiyonunu ve mRNA igerigini diizenledigi
bilinmektedir (84, 85, 86). Insan iskelet kasinda egzersiz sirasinda tekrarlanan
PGC-lo’nin gegici mRNA patlamalarinin mitokondriyal biyogenezden once
gerceklestigi ve mRNA ifadesinin biiyiikliigliniin mitokondriyal biyogenezin
biyiikliigi ile iliskili oldugu gésterilmistir (71).

3.8. Meteorin-Like (METRNL)

Son zamanlarda, genetik ve proteomik yaklasimlar kullanilarak, Rao ve
ark. tarafindan Meteorin-like adi verilen yeni bir protein bulunmustur (86, 87).
Kalori kisitlama modeli kullanan Li ve ark. tarafindan METRNL'in adipogenez ve
obezite tarafindan diizenlenen yeni bir adipokin oldugu kesfedilmistir (89).
METRNL geni farelerde kromozom 11gE2 ve insanlarda 17g25.3 (zerinde
bulunmaktadir (89, 90). Fare ve insan METRNL proteini 293 aminoasitlik (%77)
benzerlik gostermektedir (91).

Cometin, Subfatin veya Interlokin 39 olarak da bilinen METRNL, 45
amino asit sinyal peptidli 311 amino asit iceren bir proteindir. METRNL in
homologu olan METRN, bir protein olarak Nishino ve arkadaslari tarafindan
2004'te kesfedilmistir (92).

Meteorin-like (METRNL) ilk olarak adipoz doku ile iliskili bir gen olarak
tanimlanmistir.  Miao'nun grubu, METRNL'in en yuksek ifadesinin hem
kemirgenler hem de insanlardaki beyaz yag dokusunda bulundugunu

belirtmislerdir (89). Son zamanlarda, METRNL'in soguga maruz kalma ve
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egzersize yanit olarak adipoz ve kas doku tarafindan salgilandigi gosterilmistir
(52). Kalp dahil pek ¢ok organda sentezlendigi tespit edilmistir (92, 93).

METRNL c¢esitli hiicre tipleri tarafindan fiiretilen yaklasik 28 kDa’luk
kiiciik bir protein olup dogustan ve sonradan kazanilmis bagisiklik ile iliskili olup
yeni bir sitokin olarak tanimlanmaktadir. METRNL'nin deride yiksek
ekspresyonu g6z Oniine alindiginda, bazi cilt patolojilerindeki ifadesi
arastirilmaya baslanmistir. Ifadesinin sedef hastaliginda, atopik dermatit (AD),
Prurigo nodiilaris, Aktinik keratoz ve romatoid artritte onemli Ol¢iide arttigi
bulunmustur (52). Bu sonuglar birlikte ele alindiginda METRNL'in inflamatuar
yanitlarda bir rol oynadigin1i ve her ikisi de dogal ve sonradan kazanilmig
bagisiklik  fonksiyonlarinda elde edilebilir yeni bir sitokin oldugunu
gostermektedir (52). METRNL, deri ve mukoza dokularinda ve bununla birlikte
M2- polarize makrofajlarda gucli ifadeye sahiptir. Cesitli makrofaj
popiilasyonlar1 ve bununla birlikte dendritik hiicreleri ve bazi graniilositler
tarafindan da iiretilmektedir. Ancak lenfoid hticreler tarafindan iiretilmemektedir
(T, B, NK (Naturel Killer) veya NKT (Naturel Killer T) hiicreleri) (52). METRNL
ana hiicre kaynaklarinin, M2 makrofajlar ve bariyer dokular (deri ve mukoza)
oldugu bulunmustur. METRNL yara iyilesmesi de dahil olmak {izere M2-polarize
makrofajlar ile iligkilidir (52).

METRNL’nin, eozinofile bagli IL-4 salgisinda bir artig1 uyardigi ve yag
termojenik anti-inflamatuar gen programlarinin artan ifadesi icin gerekli olan
adipoz doku makrofajlari, alternatif aktivasyonunu tesvik ettigi gosterilmistir (92,

93).
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3.9. Sicanda AMI Modeli Olarak Iskemi/Reperfiizyon Modelleri

Arteriyel kan akimi azalmasina bagli organ ve dokularin oksijenden
yoksun kalmas1 olayma iskemi denir. iskemiye ugrayan dokunun belirli bir siire
oksijenden yoksun kalmasi doku hasar1 veya nekroz ile sonuglanir. Reperfiizyon
ise kan akiminin iskemi sonrasinda yeniden saglanmasi olarak tanimlanir.
Reperfiizyon sonucu iskeminin neden oldugu hasarda artis meydana gelir.
Perflizyonun yeterli olmamasi durumunda, toksik metabolitler birikerek hiicre
6lumine neden olur. Hicrenin rejenerasyonu ve toksik metabolitlerin
temizlenmesi icin iskemik dokuya yeniden kan akiminin gelmesi gerekir (94).
Hiicresel yapilar, zar lipitleri, proteinler ve nikleik asit molekilleri reperflizyon
hasarmna en fazla duyarli olan yapilardir (95). Iskemik periyodu takip eden
reperfiizyon siireci 6liimciil aritmilere zemin hazirlayabilmektedir. Meydana gelen
aritmiler genellikle idioventrikilerdir ve en fazla ventrikiiler tasikardi ile
fibrilasyon gézlenir (96).

Iskemi/reperfiizyon(I/R) hasar1 olarak bilinen bu durum miyokard
infarktlisiinde ortaya c¢ikan yiiksek morbidite ve mortalitenin ana nedenidir.
Oksijen paradoksu olarakta bilinen I/R hasarinda gorev alan molekdler streglerin
anlasilmast klinikte doku hasarin1 azaltacak veya Onleyecek tedavilerin
gelistirilmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir (97). /R hasari trombolitik tedavi,
organ nakli, koroner anjioplasti ve kardiyopulmoner bypass gibi ¢esitli tibbi ve
cerrahi girisimler sirasinda goriilen sorunlardandir (98). Kalpte, I/Rhasarina bagl
olarak miyokardiyal sersemleme, reperfizyon aritmileri, miyositlerde nekroz,

koroner endotelyal ve mikrovaskuler disfonksiyon gozlenebilmektedir (99).
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Kalbin normal fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in her daim oksijene ihtiyaci
vardir. Kalp koroner arter kan1 miyokarddan her geg¢isinde i¢inde bulundurdugu
oksijenin %75’ini kullanmaktadir (100). Iskeminin baslangicindan itibaren birkag
saniye i¢cinde miyokardin oksijen rezervi tiikenir ve doku oksijen basincinin
diismesiyle oksidatif fosforilasyon, elektron transportu ve mitokondriyal adenozin
trifosfat (ATP) yapimi durur. Bunun sonucunda mitokondriyal aktivite azalir ve
aerobik metabolizma yerine anaerobik glikolizis temel enerji kaynagi olur.
Glikolizis, glikolitik ara maddelerin birikmesi ve nikotinamid adenin dintkleotid
(NADH)’in azalmasina yol agmaktadir. Glikolitik aktivitenin devam edebilmesi
icin piruvat laktata indirgenerek NAD’1 olusturur. Sonu¢ olarak miyokard
hlcrelerinde laktik asit birikerek kan dolasimina gecer. Laktik asitin miyokardda
birikmesi, glikolitik zincirin anahtar enzimlerinin inhibe olmasina doku pH’min
diismesine ve hiicre ici asidozisin yogun olarak meydana gelmesine sebep olur.
Membran biitiinliigii bozulmasiyla hiicrede potasyum (K*) kaybi hiicre i¢inde agir1
miktarda sodyum (Na*), klor (CI’), kalsiyum (Ca*2) ve su birikimi olusur (101).
Hiicre ici Ca™2 miktarinin artmasi ikincil mesajcilara ve gesitli enzimlere etki
etmektedir. Oncii inflamatuar aracilar1 artirarak, membranlarin islev ve

biitiinliiglinii olumsuz etkiler, ayrica hiicre iskeletinin organizasyonu bozulur

(102).
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Sekil 10. Iskemi/reperfiizyon basamaklar: (97).

L

Calismamizdaki temel ama¢ METRNL’nin kalp iskemi hasarlarindaki

roliiniin aydinlatilmasidir. Calismamizin alt amaclar asagidaki sekildedir.

1. insan MI hastalarindan alinan serum orneklerinde METRNL diizeylerinin bir

belirte¢ olarak kullanilabilirliginin kontrolle karsilastirilarak arastirilmasi,

2. Sigcanlarda egzersiz sonrasi olusturulacak I/R hasarinda METRNL diizeylerinin
serum ve kalp, kas, yag ve damar dokularinda degerlendirilerek egzersizle

degisiminin saptanmasi,

3. METRNL izole organ banyosunda sican damar kasilma ve gevseme cevaplari

Uzerine muhtemel etkilerinin ortaya konmasi,

4. METRNL’nin mitokondriyal biyogenez iliskili gen ifadeleri olan etkisinin kalp,

kas, yag ve damar dokuda degerlendirilmesidir.
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4. GEREC VE YONTEM

Calismamiz insan ve hayvan deneyleri olmak {izere iki ana ¢alisma alani

icermektedir.
4.1. insan Uzerinde Yapilan Calismalar

Calismaya 15.06.2016-27.12.2017 tarihleri arasinda Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali Koroner Yogun Bakim Unitesi (KYBU) ne
Akut MI tanist konulan 200 hasta alindi. Kontrol grubu olarak yas, cinsiyet ve
egitim diizeyi bakimindan hasta grubuna denk 100 saglikli birey kullanildi.
Calismaya alinan tiim hastalara, uygulanan genetik testler ve MI hakkinda s6zli
olarak bilgi verilerek katilmay1 kabul eden 200 hasta ve 100 kontrole aragtirma
detaylarini anlatan hasta bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak izinleri alindi.
Firat {iniversitesi, girisimsel olmayan arastirmalar etik kurulu baskanligindan
14.06.2016 tarihli, 11. toplant1 ve 20. Karar numarasi ile ¢galisma onayi alindi.

4.1.1. Cahsmaya Alinma Kriterleri

Akut MI tanisi, klinik semptom ve bulgularin varliginda yogun bakima
kabul sirasinda elde edilen ylizey EKG’si ve/veya kardiyak biyomarkerlar dikkate
alinarak konuldu. Hastalarda;

1- Akut myokard infarktisu (AMI) kriterleri olarak en az 20 dakika

stiren gogiis agrisi olmast,

2- EKG’ de en az 2 komsu derivasyonda en az >1 mm ST elevasyonu

olmasi,

3- Agrn baslangicindan sonra 12 saat icerisinde Koroner Yogun Bakim

Unitesi (KYBU)’ ne kabul edilmesi arandi.
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4.1.2. Calismadan Dislanma Kriterleri
1- Gogilis agr siiresi 12 saatin {istiinde olan bireyler,
2- 80 yas tistili hastalar,
3- Kronik bobrek yetmezligi (serum kreatinin >2.5) tanis1 konan bireyler,
4- Kronik karaciger yetmezligi tanis1 konan bireyler,
5- Morbid Obez tanis1 konan bireyler,
6- Klinik kalp yetersizligi (Killip II/IIT) veya kardiyogenik sok bulgular
go6zlenen bireyler,
7- Malignitesi ve kalp dis1 sistemik inflamasyon yaratabilecek kronik
inflamatuvar hastalig1 olan bireyler ¢alisma dis1 birakildi.
4.1.3. Elektrokardiyografi (EKG)
Elektrokardiyografi cekimleri, her derivasyon i¢in en az 5 QRS kompleksi
icerecek sekilde, 25mm/sn hizinda standart 12 derivasyonda 3 kanal es zamanli
Nihon Kohden (Tokyo-Japan) marka EKG cihazlar1 ile yapildi.

4.1.4. Kontrol Grubu Secim Kriterleri

Kontrol grubu herhangi bir iskemik kalp hastalig1 olmayan hipertansiyon,
lipit anomalisi, metabolik hastalik (DM), bobrek yetersizligi, karaciger
yetersizligi, ailede bilinen erken baslangicli iskemik kalp hastaligi, lipit
metabolizmasi ve hipertansiyon bulgusu olmayan bireylerden secildi.

4.1.5. Kullanilan Kimyasallar ve Arag¢-Geregler

e Human meteorin-like protein (METRNL) ELISA Kit: SunLong Biotech

Co., Ltd. Cat No:SL2567Hu, CHINA

e -20°C derin dondurucu: Arcelik, Tiirkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika
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Etliv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya

ELISA cihazi: Biotek, ELX800, ABD

Falkon Tlp: Corning® 430766, 15 mL Centriflige Tube, Meksika

Vorteks: Elektro-Mag, Turkiye

4.1.6. insanda ELiSA Analizleri

Hastalardan rutin EDTA’l1 biyokimya tiiplerine alinan 3ml kan 6rnekleri
5000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serum 6rnekleri 100 pl lik
parcalara ayrilarak kullanilincaya kadar -80°C’ de saklandi. Serum 6rneklerinden
Elisa yontemi kullanilarak METRNL diizeylerine bakildi. Calismanin bu kismi
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunan Biotek Epoch mikroplate
(EL X 800, Bio-Tek Instruments, Winooski, USA) spektrofotometre cihazinda
yapildi.

4.1.7. ELISA Testi ile METRNL Seviyesinin Tayini Protokolii

Calismada toplanan hasta tam kan serum 6rneklerinden METRNL seviyesi
tayini icin, Human meteorin-like protein (METRNL) ELISA Kit ( SunLong
Biotech Co.,LTD, Cat No :SL2567Hu, CHINA) kullanildi.

-1A: Kit iginde bulunan Standart soltsyonlar 18 12, 6, 3, 1.5 ng/ml olacak
sekilde hazirlandi Ornek eklenmeyip, sadece kromojen A, kromojen B ve stop
soliisyonu eklendi.

-2-6A Kuyucuklari: 50 pl standart ve 50 pl streptavidin-HRP kuyucuklara
eklendi.

-7A ve sonrasi: Kuyucuklara 40 ul 6rnek, 50 pl streptavidin-HRP eklendi.
Plate koruma membrani yapistirildi. Hafifce sallanarak karistirildiktan sonra plate,

37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi.
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1. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarild1 ve i¢indeki s1vi
bosaltildi. Daha sonra plate distile su ile dilute edilmis (1X) yikama
solisyonu ile yikandi. 30 sn bekledikten sonra sivi bosaltildi ve bu
islem 5 kez tekrarlandi.

2. Her kuyucuga 6nce 50 ul soliisyon A daha sonra 50 pl soliisyon B
eklenip hafifce karistirilip 37 °C de 10 dk inkiibasyona birakildi.

3. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. (mavi rengin sar1 renge
dontstiigii gozlendi.)

4, Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma
yapildi.

5. Konsantrasyon hesaplama igslemi KJ Junior programi ile yapildi.

4.2. Deney Hayvanlari Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Hayvan galismasinda denek olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (FUDAM) temin edilen 230-250 gr agirhiginda Wistar albino cinsi
erkek sicanlar (n=85) kullanildi. Sicanlar standart sartlarda (12 saat glinigigi, 12
saat karanlik, havalandirmali, sabit 1sili odalarda) barindirildi. Deney sonunda
Olciimii yapilacak biyokimyasal parametreler arasindaki farkliliklarin en aza
indirgenmesi amaciyla erkek ve agirlik bakimindan birbirine yakin agirliklara
sahip siganlar kullanildi. Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 28.07.2016 tarihli,
14. toplant1 ve 144.no ile ¢aligma onayi alindu.

4.2.1. Kullanilan Araglar-Gerecler

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye
e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

e Etlv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya
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ELISA cihazi: Biotek, ELX800, ABD

Falkon Tup: Corning® 430766, 15 mL Centriflige Tube, Meksika
Homojenizator: Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm,
Katalog No: BBY24M, ABD

Homojenizatér Boncugu: Next Advance, GB0O5-RNA 0.5mm Dia, RNase-
Free Glass Beads, Katalog No: GB05, ABD

Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, Isvigre

Qubit tapleri (0.6ml): Neptune, Katalog No: 3737.S.X, Biotix Laboratory
Media, Ingiltere

Real Time-PCR cihazi: Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

Santrifj: Sigma 3K30, Almanya

Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V, Kore

Vorteks: Elektro-Mag, Turkiye

4.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

RMMETRNL(Meteorin-like) recombinant Mouse (CHO cell-derived) . Cat
N0:6679-MN, USA

Rat Meteorin-like protein (METRNL) ELISA Kit: Shanghai YL Biotech
Co., Ltd. Cat No: YLA1399RA, CHINA

Rat Interleukin 4 (1L-4) ELISA Kit: Shanghai YL Biotech Co.,Ltd . Cat
No: YLA0220RA, CHINA

Rat Adenosine triphosphate (ATP) ELISA Kit: Shanghai YL Biotech Co.,

Ltd. Cat No: YLAO323RA, CHINA
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Rat Meteorin-like protein (METRNL) ELISA Kit: Shanghai YL Biotech
Co., Ltd. Cat No: YLA1399RA, CHINA

Anti-METRNL antibody: Rabbit Meteorin-like protein Polyclonal
Antibody. Cat No: MBS7004241: MyBioSource, Inc. P.O. Box

153308 San Diego, CA 92195-3308 USA

Rat CK-MB ELISA Kit (Creatine Kinase MB Isoenzyme): Wuhan Fine

Biotech Co., Ltd. Cat No: ER0841, CHINA
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4.2.3. Deney Hayvanlar1 Gruplandirilmasi

IR deneyleri i¢in her bir grupta 6 hayvan olacak sekilde 6 grup
olusturuldu. Egzersiz yapan grubun kosu egzersizleri, elektrikli motor stiriiciilii
dort yollu kosu bandinda (Animal Treadmill) yaptirildi.

4.2.3.1. Kontrol Grubu (K)

Bu gruptaki hayvanlara deney siiresince higbir islem uygulanmadi.

4.2.3.2. Egzersiz Grubu (E)

45 gln boyunca treadmill egzersiz uygulamasi yapildi. Bu gruptaki
sicanlara 6 hafta boyunca haftada bes giin sabah saatlerinde baglayarak her hafta
artan slrelerle Rico ve arkadaslarmin gelistirdigi kosu bandi protokolii orta ve
yuksek diizeyde egzersiz yaptirildi (107).

4.2.3.3. Iskemi/Reperfiizyon Grubu (I/R)

Anestezi altinda her hayvana miyokardiyal I/R yapildi. Siganlar Uretanin
(1,2-1,4 gr/kg) intraperitonel enjeksiyonu ile genel anesteziye alindi. Yapay
solunum ig¢in trakea kaniilasyonu yapildi ve siganlar solunum pompasina baglandi.
Karotid artere yerlestirilen bir kaniilden, transdiiser ve bir kaydedici yardimi ile
kan basinci, kalp hiz1 ve EKG degerleri yazdirildi. G6gsiin sol tarafina 1-1,5 cm
uzunlugunda bir insizyon yapildiktan sonra cilt altt dokular1 ve gogiis kaslar
gecilerek, sternumun hemen solunda dordinct kosta kesilerek sol torakotomi
yapildi. Toraks acildigi anda igerideki negatif basin¢ ortadan kalkacagi igin,
solunumun devami ve pCO2, pO2 ve pH degerlerini korumak amaci ile
ventilasyon cihazi ile 1,5 ml/100gr’lik hacim ve 60 atim/dakika’lik bir hizla oda
havasi verilerek pozitif basingli solunum uygulanmaya baslandi. Perikardiyum

yavasca siyrilarak ve kalp serbest hale getirildi. Gogsiin sag tarafina hafifge
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basilarak kalp disar1 alind1 ve 10 mm’lik yuvarlak ucglu igne ile 6/0 ipek iplik sol
ana koroner arterin altindan miyokard dokusunu da hafifce i¢ine alacak sekilde
hizla gegirildi. 30 dakikalik iskemi sonunda klemp agilarak tiip i¢inden gegen iplik
gevsetildi ve boylece yeniden kanlanma yani reperflizyon saglanmis oldu.
Reperfiizyon siiresi 120 dakika olarak uygulandi. Deneylerde sistolik ve diyastolik
kan basinci karotid artere yerlestirilen bir kaniilden, transdiiser ve bir kaydedici
yardimu ile direkt yontemle O6l¢iildii. Ayrica cerrahi uygulamalar siresince kalp
hiz1 ve EKG bulgular1 kaydedildi.

4.2.3.4. Iskemi/reperfiizyon+Egzersiz (I/R+E) Grubu

I/R oncesi 45 gun (6 hafta) boyunca egzersiz uygulanan gruplara I/R
deneyi yukarida anlatildig: gibi yapildi.

4.2.3.5. Iskemi/reperfiizyon+METRNL (I/R+M) Grubu

Iskemiye baslamadan 10 dk 6ncesinde her hayvana 0,1 mg/kg dozunda
karotid arterden METRNL verildi.

4.2.3.6. Iskemi/reperfiizyon+Egzersiz+METRNL (I/R+E+M) Grubu

45 giinliik egzersiz uygulamasindan sonra her hayvana iki buguk saat
siren iskemi-reperfiizyon islemi uygulandi. Iskemiye baslamadan 10 dk

oncesinde 0,1 mg/kg miktarinda karotid arterden METRNL enjekte edildi.

Tablo 2: Haftalara Gore Treadmill Egzersiz Uygulamalari

Hafta Pazartesi Salh Carsamba Persembe Cuma

1 Hiz\Stire 0,9km\h  0,9km\h 0,9 km\h 0,9 km\h 0,9 km\h
15 dk 15 dk 20 dk 20 dk 20 dk

2 Hiz\Sire 0,11 km\h 0,11 km\h 0,11 km\h 0,11 km\h 0,11 km\h
20 dk 20 dk 25 dk 25 dk 25 dk
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3 Hiz\Sire 0,13 km\h 0,13 km\h 0,13 km\h 0,13 km\h 0,13 km\h

30 dk 30 dk 30 dk 35 dk 35 dk

4 Hiz\Sire 0,15 km\h 0,15 km\h 0,15 km\h 0,15 km\nh 0,15 km\h
35 dk 35 dk 40 dk 40 dk 40 dk

5 Hiz\Sire 0,15 km\h 0,15 km\h 0,15 km\h 0,15 km\nh 0,15 km\h
45 dk 45 dk 45 dk 50 dk 50 dk

6 Hiz\Sire 0,15 km\h 0,15 km\h 0,15 km\h 0,15 km\h 0,15 km\h
50 dk 50 dk 55 dk 55 dk 55 dk

4.2.3.7. Kantitatif Real-Time PCR Analizleri

Tri Reagent ile Kalp, Kas, Yag ve Damar Dokularindan RNA izolasyonu

1. 30-40 mg doku ependorf tlplere konularak Uzerlerine 500 pl Tri Reagent
eklendi.

2. Homojenizasyon boncuklarindan doku miktar1 kadar eklendi.

3. Dokular homojenizatorde 8. hizda 5 dk homojenize edildi.

4. Ornekler 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

5. Tiipler icindeki homojenizatér boncuklart ile birlikte 12.000 x g’de 2 dk
santriftij edildi.

6. Siipernatant kisim yeni tiiplere alindi ve tizerine 100 pl kloroform eklenip
yaklasik 15 sn vortekslendi.

7. Tiipler oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi.

8. 12.000 x g’de 2-4°C’de 15 dk santriftj edildi.

9. Santrifiij isleminden sonra 3 faza ayrilan sivinin en iist faz1 yeni bir tiipe alindi.
10. 250 pl izopropil alkol eklendi.

11. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

12.12.000 x g’de 2-4°C’de 10 dk santrifij edildi.

13. Siipernatant kisim uzaklagtirildi

14. Pellet tizerine 500 pl %75’lik etanol eklendi.
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15. Vortekslendi ve 7500 x g’de 2-4°C’de 5 dk santriftj edildi.

16. Siipernatant atild1 ve etanol yikama iglemi tekrarlandi.

17. Siipernatant atild1 ve tiipler bir miiddet oda sicakliginda bekletilerek etanoliin
ucmast saglandi.

18. Kuruyan tuplerin Gzerine dietilpirokarbonatli (DEPC) su eklendi ve pipetaj
yapildi.

19. Izole edilen RNA’lar kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

4.2.3.8. RNA Olciimii

RNA ol¢limiine baglamadan once distile suyun kor olarak okutulmasiyla
cihaz kalibre edildi. BioSpec-Nano (Shimadzu) cihazinin 6l¢iim alanina 1 pl RNA
konularak RNA miktar1 ng/ul olarak oOl¢iildii. Her 6rnek okumasinin ardindan
cihaz temizlenerek 2 dakika bekletildi.

Komplementer DNA (cDNA) sentezinde esit RNA miktarlarinda ¢alisilabilmesi
icin okunan en diisiik RNA degeri standart olarak alindi. K, E, I/R, /R+E, /R+M
ve I/R+E+M olmak iizere toplamda 6 farklt RNA havuzu olusturuldu.

4.2.3.9. Komplementer DNA Sentezi

RT-PCR’1 i¢in kullanilacak ¢cDNA’larin hazirlanmasinda havuz yapilan
RNA oOrnekleri kullanildi. Bunun i¢in her ornekten 10 pul RNA alindi. cDNA
sentezi toplam 20 ul hacimde gergeklestirildi. Sentez i¢cin The High Capacity
RNA-to-cDNA™ Kiti (Applied Biosystems, Katalog No: 4387406) kullanildi
(Tablo 4). Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de
120 dk, 85°C’de 5 dk ve en son sicaklik 4°C olacak sekilde cihazda bekletildi

(Tablo 4). Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.
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Tablo 3. ¢cDNA karisim miktar1 (20ul’lik reaksiyon) (The High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit,
Applied Biosystems, Katalog No: 4387406).

Bilesik Hacim (ul)
10X RT tamponu 2,0
25X dNTP karisimi (100mM) 0,8

MultiScribe™Revers Transkriptaz (50U/ul) 1

10XRT Random Primer 2

Nikleaz icermeyen H,O 4,2
RNA 6rnegi 10
Reaksiyon toplami 20

Tablo 4. cDNA sentezi PCR programi

PCR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 30 dk 120 dk 5 dk )

4.2.3.10. Ger¢ek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

cDNA Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar dizi spesifik primerlerin
varliginda Kantitatif Ger¢gek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (quantitative
gRT-PCR) yontemi ile ¢ogaltildi. Siganlarin kalp ve kas dokularinda tabloda
belirtilen genlerin  MRNA ifade duzeyleri incelendi. gRT-PCR analizleri

sonucunda gen ifadelerindeki farkliliklarin hesaplanmasinda 224CT yontemi

kullanildi.

Tablo 5. gRT-PCR’da Kullanilan Primerler (Qiagen, Almanya).
Primerler Katalog Numarasi
METRNL PPR51535A
ATP5B PPR53179A
PPARGC1A PPR46783A

45



PRKAA2 PPR51543A

NRF1 PPR48314A
MFN2 PPR44137A
HIF1A PPR45087B
CHRM1 PPRO6806A
TFAM PPR46611A
NFE2L2 PPR45094A
MFN1 PPR46301A
PPARGC1B PPR51585A

gRT-PCR yapilirken pleytin kuyucuklarina cDNA o6rneklerinden 0,5 pl
koyuldu. Her bir 6rnek i¢in 1ul Eva Green Master Mix (Tonk Bio, Katalog No:
TB20003B, Parsippany, USA), 3 ul niikleaz igermeyen su ve 0,5 ul primer
hibridizasyon probu ornek sayisina gore bilesen miktarlar1 hesaplanarak
ependorflara birakildi ve vortekslendi. Pleytteki ¢cDNA Orneklerinin iizerine
hazirlanan karigimdan 4,5 pl pipet ile birakilarak pleytin tizeri optik filmle
kapatildt (Tablo 5). Pleyt orneklerin tamamen dibe c¢okmesi ve olusan
kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini pleyt santrifiij cihazinda 1 dakika

santrifiij islemine tabi tutuldu.

Tablo 6. RT-PCR i¢in Kullanilan Bilesikler

Bilesikler Hacim (ul) X Ornek Sayisi
cDNA 0,5
Primer 0,5
Eva Green Master Mix 1
Nikleaz icermeyen H,O 3
Toplam 5
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Gen ifade seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystem, MA, USA) sistemi ile Olclildii. Calismada GAPDH kontrol gen
(housekeeping) olarak kullanildi. Is1 kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10

dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo

7).

Tablo 7. RT-PCR Progranu

RT-PCR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10 dk 15 sn 1dk

4.2.4. ELISA Analizleri

METRNL, ATP ve IL-4 ELISA analizleri serum, kas ve kalp dokularinda
gerceklestirildi. CK-MB analizleri ise sadece serum 6rneklerinde yapildi.
ELISA i¢in serum érneklerinin hazirlanmast:
1. Yontemin uygulanabilmesi i¢in dekapite edilen si¢anlarin kanlart aprotininli
tiiplerde toplanda.
2. 3500 RPM’de, 5 dk santrifiijleme islemi uygulandiktan sonra supernatant kisim
alinarak ELISA testinde kullanilmak {izere -80°C’de sakland.
ELISA icin doku 6érneklerinin hazirlanmasi:
4.  Her bir hayvanin kalp ve kas dokularindan 50 mg tartilarak ependorf tiiplere
kondu. Uzerine 450 ml PBS eklendi.
5. Ardindan homojenizasyon islemi yapilarak pargalara ayrildi.
6. 4C°’de 4000 devirde 10 dk sanrifiij islemi yapildi.

7. Ustteki siipernatan kisim eliza igin kullamild.

47



4.2.4.1. Sican CK-MB (Creatine Kinase MB Isoenzyme) ELISA Kit

Protokolu

Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

Yikama Tamponu: Kitte bulunan konsantre yikama soliisyonundan 30 ml
alind1 ve tizerine 750 ml deiyonize distile su koyuldu.

Standart SolUsyonu: Her kitin protokoliine bagl kalinarak 6 farkli
konsantrasyonda standart hazirlandi.

Biotin-Etiketli Antikor Calisma Soliisyonu: Her bir numune igin 1 pl
Biotin-etiketli antikor iizerine 99 ul antikor seyreltme tamponu eklendi (Orn:
Numune sayisi*1 pl Biotin-etiketli antikor ve numune sayis1*99 ul antikor
seyreltme tamponu).

HRP-Streptavidin Konjuge (SABC) Calisma Soliisyonu: Her bir numune igin 1
ul SABC iizerine 99 pl SABC seyreltme tamponu eklendi (Orn: Numune sayis1*1
ul SABC ve numune say1s1*99 ul SABC seyreltme tamponu).

Yontem

1. Standartlardan ve numunelerden her bir kuyucuga 50 pl koyuldu. Orneklerin
kuyucuklardaki yerleri kaydedildi.

2. Kuyucuklardaki standart ve numunelerin iizerine 50 pl Biotin-Etiketli Antikor
Calisma Soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile kapatilip 37 °C’de 45 dk
inkiibasyona birakild1.

3. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarildi. Sivi bosaltilarak her
kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile yikandi. Kuyucuklarda yikama tamponu 1 dk

bekletilip dokiildii ve yeniden eklendi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.
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4. Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 ul SABC ¢alisma soliisyonu
eklendi. Plate koruma membran ile kapatilip 37 °C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi.
5. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarildi. Sivi bosaltilarak her
kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile 5 kez yikama yapildi. Tampon kuyucuklarda
her defasinda 1-2 dk bekletildi. Besinci yikama yapilip kuyucuklardaki sivi
bosaltildi.
6. Yikamay1 takiben her bir kuyucuga 90 ul TMB substrat eklendi. Plate koruma
membrani ile kapatilip 37 °C’de 15-20 dk karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.
(Kuyucuklarda renk maviye doniistii.)
7. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. ( Mavi
renk hemen sar1 renge doniistii.)
8. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapildi.
9. Hesaplama iglemi gergeklestirildi.

4.2.4.2. METRNL, IL-4 ve ATP ELIiSA Kitleri Protokolii
1. Tim reaktifleri, 6rnekleri ve standartlar1 hazirlands;
2. Standartlar ve ELISA soliisyonu hazirlanmis 6rneklerin tlizerine eklendi.37 °C
'da 60 dakika boyunca tepkime vermeleri igin beklendi.
3. Bes kez yikama islemi yapildi. Kromojen A ve B soliisyonlar1 eklendi. 37 °C de
10 dakika inkiibe edildi; (renk degisimi igin).
4. Stop solusyonu eklendi.

5. 10 dakika i¢inde optimum degeri okundu.
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4.2.5. Histopatolojik incelemeler
4.2.5.1. Hematoksilen Eozin Boyama

Hematoksilen eozin rutin histopatolojik analizlerde en sik kullanilan
boyadir. Hematoksilen koyu mavi-mor renklidir ve nukleik asitleri hala tam
olarak anlasilamamis bir reaksiyonla boyar. Eozin pembedir ve non-spesifik bir
sekilde proteinleri boyar. Tipik bir dokuda ¢ekirdekler mavi-siyah renkte,
sitoplazma ve hiicre dis1 madde pembenin farkli tonlarmda boyanir. lyi fikse
olmus dokularda intraniikleer detaylar belirgindir. Calismamizda kalp dokularinda
METRNL’nin koruyucu etkisinin belirlenmesi i¢in hematoksilen eosin boyama

yontemi kullanilarak kalp dokusu degerlendirildi.

Tablo 8. Hematoksilen Eozin Boyama Y 6ntemi

1. Preparatlar etlivde 5-6 saat bekletildikten sonra 10-15 dk oda 1sinda sogutulur.

2. Xylolde 1 gece boyunca bekletilir.

3. %100, %95,%80, %70 ve %50 etanol serilerinin her birinden sirasiyla 3, 2,1,1 ve 1 dakika

olacak sekilde gecirildikten sonra distile suda 1 dakika bekletilir.

4. Harris hematoksilen boyasinda 3 dakika bekletildikten sonra 5 dk ¢esme suyunda yikanir.

5. Asit- alkol soliisyonuna 8-10 defa daldirilip ¢ikarildiktan sonra distile suda 30 sn bekletilir.

6. Blueing soliisyonu ile 1 dakika muamele yapilir.

7. Cesme suyu ile 2 dakika yikanur.

8. %80’lik alkolde 30 sn tutulur.

9. Eosin ile 30 sn boyanir.

10. %70 (1dk) , %95 (1dk), %95 (1dk), %100 (30 sn) ve %100 (30 sn) alkol serilerinden

gecirilir.

11. iki ardigik Xylol ve xylol soliisyonlarinin her birinde 5 dk bekletilir.

12. Entellan ile kapatilir.
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4.2.5.2. METRNL immiinohistokimyasal Boyanmasi

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen
retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 12
dakika kaynatildi. Zemin boyasini engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB,
Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer
antikorlar (Anti-METRNL antibody: Rabbit Meteorin-like protein Polyclonal
Antibody. Cat No: MBS7004241: MyBioSource, Inc. P.O. Box 153308 San
Diego, CA 92195-3308, USA) ile 60 dakika inkube edildi. Dokular, primer
antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor (biotinylated anti-rabbit 1gG) ile
30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Sekonder antikor
uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase (TS-060-AP, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildikten sonra distile su igerisine alindi. Dokulara Fast Red Substrate System
(TA-125-AF, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanl olarak distile su ile
yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular distile
sudan gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-
125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Olympus BX 50 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde boyanmanin
siddeti ve yaygmlig1 esas alindi. Immiin boyanmanin siddeti ve yaygimligi 0°dan
+4’e kadar sayi ile semi-kantitatif olarak skorlandi (0: Yok, +1: Cok Az, +2: Az

,+3: Orta, +4: Siddetli).
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4.2.6. izole Organ Banyosu Deneyi

Damar kasilmasi lizerine METRNL proteinin etkilerinin belirlenmesi
amaciyla bu yontem kullanildi. Wistar albino cinsi erkek sicanlar herhangi bir 6n
isleme tabi tutulmadan ve herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamasina dikkat
edilerek aneztezi uygulanmadan dekapite edildi. Yaklasik 4 mm boyutundaki aort
damart kesildi. Aort halkalari, limeninden birbirine paralel iki paslanmaz ¢engel
gecirilerek igerisinde 37°C’ta 1sitilmig ve %95 02 + %5 CO2 karisimi ile
gazlandirilan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan degisken kapasiteli
haznelere (5,10,50 ml’lik) sahip organ banyosuna asild1. Izole organ banyolar1 i¢
ice iki katmandan olusmaktadir. Iki katman arasinda termosirkiilatérde 1sitilmig
su, i¢ katmanin iginde ise Krebs soliisyonu ve ¢alismalarda kullanilan diiz kas
seritlerinin asilacagi diizenek bulunmaktadir. Krebs ¢Ozeltisi in vivo ortamdaki
fizyolojik sartlar1 invitro ortamda da belli Ol¢iilerde saglayan bir ¢ozeltidir. Krebs

solusyonu igerigi mM/L olarak asagidaki tabloda belirtildigi gibidir.

Tablo 9. Krebs Solusyonu Igerigi mM/L

NaCl 118
KCI 4.7
MgSO4 1.2
Glikoz 115
CaCl. 2.4
KH2PO4 1.18
NaHCOs3 15.8
EDTA 0.016
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Alt ¢engel izole organ banyosunun tutma kismina ve (st cengel ise
izometrik kasilma cevaplarin1 kaydetmek i¢in force-displacement transducerlerine
(FT 0.03) baglandi. Kayitlar BIOPAC marka (Model MP36) multirecorder ile
yapildi. Izole organ banyosuna asilan aort halkalar1 2 gramlik istirahat gerimi
altinda 1 saat boyunca dengelenmesi icin bekletildi. izole organ banyosundaki

Krebs-Ringer bikarbonat solisyonu, her 15 dakikada bir taze soliisyonla

degistirildi.

Sekil 11. izole Organ Banyosu Deney Diizenegi.

Fenilefrin (FNP) kasilma cevaplarinin belirlenmesi igin aortik halkalarda
artan konsantrasyonda fenilnefrin (10°-10"* mol/L) kiimiilatif olarak verildi ve her
dozda kasilma platolari net bir sekilde goriilmeden diger doza gecilmedi.

Asetilkolin (ACH) ve sodyum nitroprussid (SNP) gevseme cevaplarinin
belirlenmesi icgin artan dozlarda fenilnefrin uygulamasiyla elde edilen egriden

submaximal doz belirlendi. Sonrasinda submax fenilnefrin dozu ile kasilma
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yapildiktan sonra asetilkolin ve SNP artan konsantrasyonda (10°-10* mol/L)

kiimulatif olarak verildi. Konsantrasyonlar % kasilma cevabi olarak ifade edildi.
METRNL peptid 12,5 pg/ml dozunda uygulandi. Kasilma ve gevseme

cevaplar1 30 dk boyunca kaydedildi. 30dk sonunda yikamalar yapilmadan damar

ornekleri gRT-PCR ig¢in s1v1 azotta donduruldu.
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4.2.8 Istatistiksel Analizler

Tim istatistiksel analizler SPSS 16 (Statistical Package for the Social
Sciences) paket programi kullanilarak yapildi. Insan serumunda METRNL diizeyi
tespiti, qRT-PCR analizleri, ELISA testi degerleri, izole organ banyosu gibi
parametrelerin gruplar arasinda karsilastirilmasi igin Mann Whitney U ve T testi

kullanild1. p<0,05 degeri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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5. SONUCLAR
5.1. MI’h Hastalarda Serum METRNL Analiz Sonuclari
METRNL dizeyleri hasta ve kontrol grubunda cinsiyetlere gore

karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p>0,05)

(Tablo 10).

Tablo 10. Hasta ve Kontrol Grubunda Serum METRNL Konsantrasyonlarmin Cinsiyetlere Gore
Dagilimi

METRNL DUZEYLERI
Gruplar Kadin Erkek P degeri
MI grubu 1,54 £0,23 1,79 £0,19 0,45
Kontrol grubu 1,94 0,62 1,90 +0,46 0,96

Veriler oran (ylizde) ve ortalama * standart sapma veya standart hata olarak sunuldu.
*Eslestirilmis student t, Mann- Whitney U ve ki kare testleri uygulandi.  p<0,05 anlamli olarak

degerlendirildi.

Hasta grubunda METRNL ile yas, boy, kilo, BMI, Troponin-T, CK-MB,
LDH, nabiz, b.tansiyon, k.tansiyon, sol sistolik cap, sol diastolik cap, sol
ventrikiiler kalinlik, sag diastolik c¢ap, sag sistolik cap ve ef degerleri arasinda
korelasyon analizi yapildiginda METRNL ile bu veriler arasinda anlamli bir
korelasyon olmadigi goriildii (p>0,05).

Benzer sekilde kontrol grubunda da METRNL ile yas, boy, kilo, BMI,
Troponin-T, CK-MB, LDH, nabiz, b.tansiyon, k.tansiyon arasinda anlamli bir

korelasyon olmadig belirlendi ( p>0,05) (Tablo 11).
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Tablo 11. Hastalarin Demografik, Klinik ve Biyokimyasal Karakteristikleri

Degiskenler Kontrol Grubu (n=225) AMI Grubu (n=225) P*
(ortalama+SD) (ortalama+SD) degeri

63,83 +12,25 64,11 +12,28 0,834
Yas (y1l)

148/77 156/69 0.421
Cinsiyet (E/K)
Hipertansiyon (%)  —-memmemeeeee- (54,2)122 -

--------------- (44) 99
Diyabet(%0)

24,4 +4,82 26,46 +4,76 0,158
Viicut-Kiitle indeksi (kg/m2)

(47,6) 107 (44,4) 100 0.508
Sigara icme(%b)

--------------- (67,6) 152
Aile 6ykusi(%o)

27,45 + 25,68 69,01 +61,38 0,001
CK-MB (ng/ml)

0,7 £1,74 11,94 + 11,05 0.001
Troponin-T (ng/ml)
Sistolik Kan Basinc1 (mm/Hg) 118,2 £21 117,7 £26 0.72
Diastolik Kan 76 £9 78,16 +16,18 0.13
(mm/Hg)

285,4 +90,57 334,24 £146,1 0,257
LDH (mg/dl)
METRNL (ng/ml) 1,92 £ 0,37 1,68 + 0,13 0,461
Miyokard infarktus Tipi (%) - e
A.inferiyor (48,9) 110
A.anteriyor (36) 81
NSTMI (15,1) 34

Veriler oran (ylizde) ve ortalama + standart sapma veya standart hata olarak sunuldu.

*Eslestirilmis student t, Mann- Whitney U ve ki kare testleri uygulandi. p<0,05 anlamli olarak

degerlendirildi.
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METRNL diizeyleri acisindan HP, diyabet, MI tipi ve aile dykiisii arasinda
anlamli bir iliski olmadig1 gozlendi (Tablo 12).

Tablo 12. Hasta Grubu icinde Biyokimyasal ve Demografik Verilerle Serum METRNL Diizeyleri
Arasindaki Iliski

Gruplar METRNL duzeyleri P* degeri
HP olanlar/ olmayanlar 1.96+0.31-1.57+0.15 0.28 (t=1.09)
Diyabet olanlar/olmayanlar 1.71+0.29-1.84+0.22 0.72 (t=-0.36)
Anterior MI/ inferior Ml 1.97+0.44- 1.73 £0.27 0.63 (t=-0.48)
Aile 6ykusu olanlar/ olmayanlar 1.94 £0.27 - 1.49+0.10 0.27 (t=1.11)

Veriler ortalama * standart sapma veya standart hata olarak sunuldu. * Student t ve Mann-

Whitney U uygulandi. p<0,05 anlamli olarak degerlendirildi.

5.2.dRT-PCR Verilerinin Degerlendirilmesi

52.1.Kalp Dokusunda mRNA Kat Degisimi Verilerinin

Degerlendirilmesi

Kalp dokusunda mRNA kat degisim verileri degerlendirildiginde: kontrol
grubuna gore egzersiz grubunda anlamli bir kat degisimi goriillmemistir. Kontrole
gore I/R grubunda CHRM1’de (p= 0,037) ve METRNL (p=0,049) anlamli azalma
ve ATP5B(p= 0,013)’de anlamli artma saptanmistir. Kontrole goére I/R+M
grubunda ATP5B’de (p=0,03) anlamli artma gozlenmistir. Kontrole gore I/R+E
grubunda PPARGC1B (p= 0,013) ve ATP5B (p= 0,02) genlerinde anlamli artma
belirlenmistir. Kontrole gére I/R+E+M grubunda ATP5B (p= 0,008), MFN2’de
(p= 0,036) ve TFAM (p= 0,045) genlerinde anlamli derecede artma ve
CHRMZ1’de (p= 0,0170) anlamli azalma gozlenmistir (Tablo 13). Sekil 14’ te

kalp dokusunda analiz edilen genlerin clustergram analiz grafigi verilmistir.
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Tablo 13. Kalp Dokusunda Analiz Edilen Genlerin mRNA Kat Degisimleri.
K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon. p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.

Egzersiz I/IR I/R+M I/R+E I/R+E+M
MRNA MRNA MRNA MRNA MRNA
No Sembol kat - kat pdegeri kat  p degeri Kat pdegeri Kat pdegeri
.. . . degeri .. . .. . .. . e .
degisimi degisimi degisimi degisimi degisimi
1 GAPDH 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
2 NFE2L2 1,2 0,476 0,97 0,907 0,98 0,929 1,02 0,94 1,35 0,265
3 MFN-1 1,07 0,78 1,58 0,125 1,44 0,193 1,08 0,76 1,7 0,088
4 PPARGC1B 0,82 0,453 0,85 0,531 0,72 0,246 2,32 0,03 0,82 0,439
5 OPA-1 0,75 0,289 0,87 0,564 0,6 0,112 0,72 0,25 1,14 0,617
6 TFAM 0,98 0,929 1,13 0,636 1,3 0,327 1,33 0,28 2,01 0,045
7 HIF1A 0,81 0,412 0,6 0,109 0,81 0,412 0,66 0,17 0,74 0,271
8 CHRM-1 0,92 0,715 0,43 0,037 0,9 0,656 1,53 0,14 0,29 0,017
9 PPARGC1A 1,26 0,376 1,02 0,935 0,79 0,374 0,61 0,12 0,83 0,468
10 PRKAA2 1,21 0,461 0,75 0,298 0,93 0,756 0,79 0,37 0,93 0,777
11 NRF1 0,92 0,715 0,79 0,362 1,07 0,78 0,96 0,86 1,04 0,89
12 METRNL 0,78 0,35 0,49 0,049 0,65 0,15 1,02 0,94 0,69 0,197
13 ATP5B 1,21 0,461 3,16 0,013 3,1 0,013 2,86 0,02 4,28 0,008
14 MFN2 1,03 0,912 1,54 0,138 0,9 0,656 1,89 0,06 2,14 0,036
o
=51
xniZ§§
| PPARGC18B i
[
METRNL
| MEN2
TFAM
ATPSb
[ NFE2L2
L OPA-1
——PPARGCIA
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Gen Ifadelenme Derecesi
Minimum Ortalama Maksimum

Sekil 12. Kalp Dokuda qRT-PCR ile Analiz Edilen Genlerin Clustergram Haritalamasi. K:
Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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5.2.2. Kas Dokusunda mRNA Kat Degisimi Verilerinin

Degerlendirilmesi

Kas dokusunda mRNA kat degisimi verileri degerlendirildiginde kontrol
grubuna gore egzersiz yapan grupta NRF1 (p=0,029) ve METRNL (p=0,030)
genlerinde anlamli derecede artma go6zlendi. Kontrole goére I/R grubunda
HIF1A(p=0,021), PPARGC1A (p=0,022), PRKAA2(p=0,023) ve ATP5B
(p=0,038) genlerinde anlamli azalma belirlenmistir. Kontrole goére I/R+M
grubunda TFAM (p=0,014) ,CHRM1 (p=0,004), METRNL(p=0,018), ATP5B
(p=0,009) ve MFN2 (p= 0,006) genlerinde anlamli artma saptanmistir.
PPARGC1A (p=0,019), PRKAA2 (p=0,025) ve HIF1A (p=0,049) genlerinde
anlamli azalma goriilmiistiir. Kontrole gore I/R+E grubunda HIF1A (p=0,05),
PPARGC1A (p=0,030) ve PRKAA2 (p=0,02) genlerinde anlamli azalma
belirlenmistir. Kontrole gore I/R+E+M grubunda NFE2L2 (p=0,027), MFN1
(p=0,011), PPARGC1A (p=0,007), PRKAA2 (p=0,01) ve NRF1 (p=0,02)
genlerinde anlamli azalma go6rulirken METRNL (p=0,018), PPARGCI1B
(p=0,034), CHRM1 (p=0,005), ATP5B (p=0,009) ve MFN2 (p=0,004) genlerinde
anlamli derecede artma belirlenmistir (Tablo 14). Sekil 15’te kas dokusunda

analiz edilen genlerin clustergram analiz grafigi verilmistir.
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Tablo 14. Kas Dokusunda Analiz Edilen Genlerin mRNA Kat Degigimleri.

E I/IR I/R+M I/R+E I/R+E+M
No Symbol mRNA P MmRNA p mRNA p mMRNA p mRNA p
kat kat degeri kat degeri kat degeri kat degeri
degisimi degeri degisimi degisimi degisimi degisimi
1 GAPDH 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
2 NFE2L2 1,03 0,912 0,74 0,28 0,5 0,057 0,72 0,25 0,36 0,027
3 MFN-1 0,8 0,386 0,7 0,21 0,56 0,086 0,94 0,8 0,2 0,011
4 PPARGCI1B 0,94 0,798 0,76 0,318 1,71 0,085 0,79 0,36 2,18 0,034
5 OPA-1 0,68 0,185 0,89 0,637 0,68 0,185 0,82 0,45 0,65 0,15
6 TFAM 1,02 0,957 0,84 0,484 3,05 0,014 0,81 0,41 2,84 0,017
7 HIF1A 0,62 0,126 0,33 0,021 0,49 0,049 0,46 0,05 0,58 0,096
8 CHRM-1 0,92 0,735 0,62 0,126 8,22 0,004 0,76 0,32 6,4 0,005
9 PPARGCI1A 0,69 0,197 0,34 0,022 0,31 0,019 0,39 0,03 0,12 0,007
10 PRKAA2 0,66 0,164 0,35 0,023 0,37 0,025 0,28 0,02 0,18 0,01
11 NRF1 2,28 0,029 0,84 0,499 0,79 0,374 1,46 0,18 0,32 0,02
12 METRNL 2,26 0,03 0,98 0,93 2,71 0,018 1,23 0,43 2,73 0,018
13 ATP5B 1,4 0,222 0,43 0,038 3,78 0,009 1,04 0,89 3,86 0,009
14 MFN2 1,43 0,2 0,65 0,159 5,24 0,006 0,96 0,86 8,57 0,004

K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon. p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.
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Sekil 13. Kas Dokuda qRT-PCR ile Analiz Edilen Genlerin Clustergram Haritalamas.
K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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5.2.3.Beyaz Yag Dokuda mRNA Kat Degisimi Verilerinin Degerlendirilmesi

BY dokusunda mRNA kat degisimi verileri degerlendirildiginde kontrol

grubuna gore I/R grubunda ATP5B geninde (p=0,020) azalma gézlenmistir. Diger

gruplardaki gen ifadelerinde herhangi bir degisim goriillmemistir (Tablo 15). Sekil

16’da BY dokusunda analiz edilen genlerin clustergram analiz grafigi verilmistir.

Tablo 15. BY Dokusunda Analiz Edilen Genlerin mRNA Kat Degigimleri.

Egzersiz I/R+M I/R+E I/R+E+M
No Symbol mMRNA p mRNA p mRNA p mMRNA p mRNA p
kat degeri kat degeri kat kat degeri kat

degisimi degisimi degisimi degeri degisimi degisimi value
1  GAPDH 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
2 NFE2L2 1,29 0,34 0,98 0,92 0,779 0,34 0,952 0,81 1,43 0,2
3 MFN-1 1,35 0,27 0,88 0,6 1,049 0,86 1,205 0,47 1,16 0,561
4 PPARGC1B 1,27 0,36 0,97 0,9 1,31 0,31 0,87 0,56 1,02 0,957
5 OPA-1 1,04 0,89 0,61 0,12 1,028 0,93 0,752 0,28 0,85 0,531
6 TFAM 1,25 0,39 0,93 0,77 0,876 0,58 1,021 0,95 0,61 0,116
7 HIF1A 1,03 0,91 1,1 0,71 1,301 0,32 1,292 0,33 1,53 0,142
8 CHRM-1 1,13 0,64 1,15 0,57 1,31 0,31 1,356 0,26 1,38 0,238
9 PPARGCI1A 1,27 0,36 0,74 0,27 1,109 0,69 0,907 0,67 1,01 0,98
10 PRKAA2 0,86 0,55 1,1 0,69 0,92 0,71 1,057 0,84 1,09 0,737
11 NRF1 1,17 0,54 0,72 0,24 0,979 0,9 1,172 0,54 1,8 0,069
12 METRNL 0,85 0,53 1,04 0,86 1,094 0,73 1,189 0,5 1,29 0,338
13 ATP5B 0,87 0,58 0,33 0,02 0,532 0,06 0,543 0,07 0,53 0,07
14 MFN2 1,51 0,15 0,73 0,25 1,283 0,35 1,094 0,73 11 0,696

K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon. p<0.05 anlaml1 olarak degerlendirildi.
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Gen ifadelenme Derecesi

Minimum Ortalama Maksimum

Sekil 14. BY Dokuda qRT-PCR ile Analiz Edilen Genlerin Clustergram Haritalamas.
K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.

5.2.4. Damar Dokuda mMRNA Kat Degisimi Verilerinin

Degerlendirilmesi

FNP kasilmasi olan grupta HIF1IA (p=0,037) ve ATP5B (p=0,014)
genlerinde anlamli artma gdzlenirken, METRNL ile SNP gevseme protokolii
uygulanan grupta ATP5B (p=0,009) geninin anlamli artmasi1 gézlenmistir (Tablo
16). Sekil 17°de damar dokusunda analiz edilen genlerin clustergram analiz

grafigi verilmistir.
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Tablo 16. Damar Dokusunda Analiz Edilen Genlerin mRNA Kat Degigimleri

FNP Kasilma METRNL ile METRNL ile METRNL ile
FNP Kasilma SNP Gevseme ACH Gevseme

No Symbol mMRNA P MmRNA p mMRNA p mMRNA p
kat degeri kat degeri kat degeri kat degeri

degisimi degisimi degisimi degisimi

1 GAPDH 1 0 1 0 1 0 1 0
2 NFE2L2 1,81 0,067 1,39 0,23 1,35 0,265 1,29 0,338
3 MFN-1 1,64 0,103 0,85 0,514 1,15 0,579 1,11 0,675
4 PPARGC1B 1,49 0,163 1,08 0,758 1,14 0,617 1,29 0,338
5 OPA-1 1,15 0,579 1,2 0,476 1,08 0,758 1,13 0,636
6 TFAM 1,44 0,193 1,36 0,256 1,16 0,561 1,14 0,617
7 HIF1A 2,12 0,037 1,11 0,675 1,82 0,066 1,31 0,305
8 CHRM-1 1,09 0,737 1,07 0,78 1,1 0,696 1,16 0,561
9 PPARGCI1A 1,22 0,446 0,88 0,618 0,95 0,841 0,93 0,777
10 PRKAA2 1,07 0,78 1,07 0,801 1,1 0,696 0,99 0,952
11 NRF1 1,33 0,284 0,93 0,756 1 0,974 0,93 0,756
12 METRNL 1,46 0,18 1,19 0,493 1,29 0,338 1,05 0,845
13 ATP5B 3,01 0,014 1,86 0,06 3,94 0,009 1,53 0,142
14 MFN2 1,61 0,113 1,16 0,561 1,13 0,636 1,2 0,476

K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon. METRNL: Meteririn benzeri, FNP: Fenilnefrin,
SNP: Sodyum nitroprussid, ACH: Asetilkolin. p<0.05 anlaml olarak degerlendirildi.
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|: METRNL |
MFN-1
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NRFL
_l__cppanccm |
NFE2L2 | ‘
Gen [fadelenme Derecesi MFNZ|
Minimum Drtalama Maksimum

Sekil 15. Damar Dokuda qRT-PCR ile Analiz Edilen Genlerin Clustergram Haritalamasi.
K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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5.3. ELISA Testi Verilerinin Degerlendirilmesi

5.3.1. ATP’nin Serum, Kalp, Kas Diizeylerinde Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda egzersiz grubunun serum ATP
diizeylerinde (p=0,025) anlamli azalma ve kalp dokusunda (p=0,049) anlamli
artma belirlenmistir. Kontrole gére I/R grubunun serum diizeylerinde (p=0,014)
anlamli azalma, kalp dokusunda (p=0,005) anlamli artma gézlenmistir. Kontrole
gore I/R+M grubunun kas dokusunda (p=0,033) anlamli artma belirlenmistir.
Kontrole gore I/R+E+M grubunun serum (p=0,003) diizeylerinin anlaml1 azaldig1
gozlenirken, kas dokusu (p= 0,00) diizeylerinde anlamli artma oldugu
saptanmistir.

Egzersiz grubu ile karsilastirildiginda; I/R grubunun kalp dokusunda
(p=0,001) anlamli azalma, I/R+E grubunun kalp dokusunda (p=0,013) anlaml
azalma, I/R+E+M grubunun kas dokusunda (p=0,00) anlamli artma ve kalp
dokusunda (p=0,049) anlaml1 azalma g6zlenmistir.

Iskemi-reperfiizyon grubu ile karsilastirildiginda; I/R+M grubunun kas
dokusunda (p=0,002) anlamli artma, I/R+E grubunun kas dokusunda (p=0,003)
anlamli azalma, I/R+E+M grubunun kas dokusunda (p=0,001) anlamli olarak
artma bulunmustur.

I/R+M grubu ile karsilastirildiginda I/R+E+M grubunun kas dokusunda
(p=0,00) anlaml1 artma gozlenmistir.

I/R+E grubu ile karsilastirildiginda I/R+E+M grubunda kas dokusu ATP

diizeyi (p=0,00) anlaml1 olarak artmustir.
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Sekil 16. ATP ELISA Serum, Kalp, Kas Diizeyleri. 2Kontrol grubuna gore grubu
karsilastinildiginda. PE grubuna gore karsilastirildiginda. °I/R grubuna gore karsilastirildiginda.
dI/R+M grubuna gore karsilastirildiginda. ®I/R+E grubuna gore karsilastirildiginda, p<0.05.

K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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53.2.  METRNL’nin  Serum Dduzeylerinde Gruplara Gore

Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda I/R+M ve IR+E+M (p=0,00 ve
p=0.00, sirasiyla) gruplarimin serum METRNL diizeylerinde anlamli derecede
artma gozlenmistir.

Egzersiz ile karsilastirildiginda I/R+M ve IR+E+M (p=0,02 ve p=0,02,
sirastyla) gruplariin serum METRNL diizeylerinde anlamli derecede artma
belirlenmistir.

I/R grubu ile karsilastirildiginda I/R+M ve IR+E+M (p=0,002 ve p=0,002,
sirastyla) gruplarmin serum METRNL diizeylerinde anlamli derecede artma
oldugu goriilmiistiir.

I/R+M ile karsilagtirildiginda I/R+E (p=0,018) grubunun serum METRNL

diizeyinde anlaml1 derecede azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 17. METRNL ELISA Serum Diizeyleri. ®Kontrol grubuna gore grubu karsilastirildiginda. °E
grubuna gore karsilagtirildiginda. °I/R grubuna gore karsilasgtirildiginda. YI/R+M grubuna gore
karsilastirildiginda. ©I/R+E grubuna gore karsilastirildiginda, p<0.05. K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R:
Iskemi/Reperfiizyon.

5.3.3. IL-4’Un Serum, Kalp, Kas Duzeylerinde Gruplara Gore

Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna gore karsilagtinldiginda; egzersiz grubunun kas
dokusunda(p=0,01) ve kalp dokusunda (p= 0,00) anlamli azalma gézlenmistir. /R
grubunun kas dokusunda (p=0,048) ve kalp dokusunda (p= 0,005) anlaml1 azalma
belirlenmigtir. I/R+M grubunun kas dokusunda (p=0,008) anlamli azalma
belirlenmigtir. I/R+E+M grubunun kas dokusunda (p=0,001) anlamli artma
gozlenmistir.

Egzersiz grubuna gore; I/R grubunun kalp dokusunda (p=0,00) ve I/R+M
grubunun kalp dokusunda (p= 0,001) anlaml1 artma gézlenmistir. /R+E grubunun

kalp dokusunda (p=0,00) ve kas dokusunda (p=0,002) anlamli artma
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belirlenmistir. I/R+E+M grubunun kas dokusunda (p=0,00) ve kalp dokusunda
(p=0,00) anlaml1 artma bulunmustur.

I/R grubu ile karsilastirildiginda; I/R+E grubunun kalp dokusunda
(p=0,003) anlaml1 azalma ve kas dokusunda (0,005) anlaml1 artma gozlenmistir.

I/R+M grubu ile karsilastirildiginda; I/R+E grubunun kalp dokusunda (p=
0,03) anlamli azalma go6zlenirken kas dokusunda (p=0,002) anlamli derecede
artma oldugu gozlenmistir.

I/R+E grubu ile karsilastirildiginda; I[/R+E+M grubunun kas dokusunda

(p=0,007) anlaml1 artma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 18. IL-4 ELISA Serum, Kalp, Kas Diizeyleri. °K grubuna gore grubu karsilagtirildiginda. °E
grubuna gore karsilastirildiginda. °I/R grubuna gore karsilastirildiginda. 9I/R+M grubuna gore
karsilastirildiginda. ¢I/R+E grubuna gore karsilastirildiginda, p<0.05. K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R:
Iskemi/Reperfiizyon.
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5.3.4. CK-MB’nin Serumda Gruplara Gore Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; Serumdaki CK-MB diizeyi egzersiz
grubunda (p=0,00), I/R grubunda (p=0,00), I/R+M grubunda (p=0,008) ve
I/R+E+M grubunda (p= 0,044) anlaml1 bir artma gostermistir.

Egzersiz grubu ile karsilastirildiginda; Serumdaki CK-MB dizeyi I/R
grubunda (p=0,001), I/R+M grubunda (p=0,001), I/R+E grubunda (p=0,00) ve
I/R+E+M grubunda (p=0,00) anlamli artma oldugu bulunmustur.

I/R grubu ile karsilastirildiginda; Serumdaki CK-MB diizeyi I/R+M, I/R+E
ve /R+E+M gruplarinda (p=0,00, p=0,00 ve p= 0,49, sirastyla) anlamli azalma
gozlenmistir.

I/R+M grubu ile karsilastirildiginda; Serumdaki CK-MB dizeyi I/R
grubunda (p=0,001) anlamli artma ve I/R+E grubunda (p=0,030) ise anlaml

azalma gostermistir.
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Sekil 19. CK-MB ELISA Serum, Kalp, Kas diizeyleri. Kontrol grubuna gére grubu

karsilastirldiginda. °E grubuna gore karsilastirildiginda. °I/R grubuna gére karsilastirildiginda.
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d/R+M grubuna goére karsilastirildiginda. ®I/R+E grubuna gore karsilastirildiginda.  p<0,05

anlamli olarak kabul edildi. K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.

5.4. Histolojik Bulgular

Yapilan hematoksilen&eozin boyamanin 151k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu;

Kalp dokusu K (A) ve E (B) gruplarinda normal histolojik goriinlimdeydi.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda I/R (C) grubunda kalp dokusunda belirgin
olarak 6demin eslik ettigi ayrilma ve bozulmalar (siyah yildiz) izlendi. I/R grubu
ile kiyaslandiginda bu histopatolojik degisikler I/R+E (E) grubunda daha belirgin

olmak Gzere I/R+M (D) ve I/R+E+M (F) gruplarinda azalmis olarak gézlendi.
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Sekil 20. Kalp Dokularinin Hematoksilen Eozin ile Boyanmasi. Histopatolojik olarak sigan kalp
kesitleri; (A) Normal grup: Normal myokardium morfolojisi ve diizenli hiicre dagilimi gosterdi.
(B) E grubu: Normal myokardium morfolojisi ve diizenli hiicre dagilimi gosterdi. (C) I/R grubu:
Myofibriler kayiplar ve sitoplazmik vakuoller gézlendi. (D) I/R+M: I/R grubuna gore I/R grubuna
gore myokardial lezyonlarda anlamli azalma go6zlendi. (E) I/R+Egzersiz: I/R grubuna gore
myokardial lezyonlarda anlamli azalma goézlendi. (F): I/R+M+E: I/R grubuna gére myokardial
lezyonlarda anlamli azalma gozlendi. K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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5.4.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

5.4.1.1. Kalp Dokusuna Ait Bulgular

METRNL  immiinreaktivitesi i¢in  yapilan immiinohistokimyasal
boyamanin 151tk mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; METRNL
immiinreaktivitesi kalp dokusunda kalp kasi hiicrelerinin ¢evresindeki bag dokuda
(kirmiz1 ok), gozlendi.

Kalp dokusunda Meteorin imminreaktivitesi; Kontrol (A) ve ekzersiz
gruplariyla kiyaslandiginda I/R (C), I/R+E (E) ve I/R+E+M (F) gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis bulundu (p<0.05). I/R+M grubu ile
karsilastirildiginda METRNL imminreaktivitesi I/R+E ve I/R+E+M gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis bulundu (p<0,05).

Tablo 17. Kalp dokuda METRNL histoskorlari.

Gruplar Histoskor
Kontrol 2,4010,51
Egzersiz 2,25+0,49
Iskemi Reperfiizyon 0,42+0,03%
Iskemi- Meteorin 2,20+0,86
Iskemi- Egzersiz 0,452+0,2120d
Iskemi- Egzersiz- Meteorin 0,370,120

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. 2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Egzersiz grubu ile karsilastirildiginda, °© iskemi- Meteorin ile karsilastirildiginda.  p<0,05

anlamli olarak kabul edildi. K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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Sekil 21. Kalp Dokuda METRNL Immiinohistokimyasal Boyanmasi. Gruplar arasinda METRNL
diizeyleri agisindan kontrole gore iskemi meteorin grubu haric METRNL diizeylerinin anlaml
olarak azaldigi gozlendi. K (A), E (B), I/R (C), I/R+M (D), I/R+E (E) ve I/IR+E+M (F). K:
Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.

5.4.1.2. Iskelet Kasina Ait Bulgular

METRNL  immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal
boyamanimn 151tk mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; METRNL
immunreaktivitesi iskelet kaslarinda endomisyum ve perimisyum olarak bilinen

iskelet kas hiicrelerinin gevresindeki bag dokuda (kirmizi ok) gozlendi.
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Iskelet kas1 dokusunda METRNL immiinreaktivitesi; K (A), E (B), IR

(C), IR+M (D), I/R+E (E) ve I/R+E+M (F) gruplarinda benzer sekilde izlendi

(Tablo 18).

Tablo 18. Kas Dokuda METRNL Histoskorlari.
Gruplar Histoskor
Kontrol 1,05+0,21
Egzersiz 1,84+1,272
Iskemi Reperfiizyon 1,73+0,632
Iskemi- Meteorin 1,680,707
Iskemi- Egzersiz 1,700,422
Iskemi- Egzersiz- Meteorin 1,65+1,482

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi. K:
Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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Sekil 22. Kas dokuda METRNL immiinohistokimyasal boyanmasi. Gruplar arasinda METRNL
diizeyleri agisindan kontrole gore diger gruplarda METRNL diizeylerinin anlamli olarak arttigi
gozlendi. K (A), E (B), I/IR (C), I/IR+M (D), I/R+E (E) ve I/R+E+M (F). K: Kontrol, E: Egzersiz,
I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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5.4.1.3. Adipoz Dokuya Ait Bulgular
METRNL  immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal

boyamanin 151tk mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; METRNL
immunreaktivitesi adipoz dokuda yag hiicrelerini ¢evreleyen bag dokuda (kirmizi
ok) gbzlendi (Tablo 19).

Adipoz Dokuda METRNL immunreaktivitesi; K (A), E (B), I/R (C),

I/R+M (D), I/R+E (E) ve I/R+E+M (F) gruplarinda benzer sekilde izlendi.

Tablo 19. Yag Dokuda METRNL Histoskorlar.

Gruplar Histoskor
Kontrol 0,4240,3
Egzersiz 0,45+0,21
Iskemi Reperfiizyon 0,50+0,42
Iskemi- Meteorin 0,52+0,10
Iskemi- Egzersiz 0,75+0,63
Iskemi- Egzersiz- Meteorin 0,50+0,14

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi. K:
Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.

76



Sekil 23. Yag Dokuda METRNL Imminohistokimyasal Boyanmasi. Gruplar arassnda METRNL
diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik izlenmedi. K (A), E (B), I/R (C), I/R+M (D), I/R+E (E) ve
I/R+E+M (F). K: Kontrol, E: Egzersiz, I/R: Iskemi/Reperfiizyon.
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5.5. Elektrokardiyografi (EKG) Bulgulari
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Sekil 24. QT Intervali Elektrokardiyografi Grafigi.

*[skemi 6ncesi I/R grubu ile reperfiizyonun 5.dakikast I/R, I/R+M, I/R+E ve I/R+E+M gruplari
karsilastirldiginda. #Iskemi oncesi I/R+M grubu ile I/R, I/R+E ve I/R+E+M gruplar ile
karsilastirildiginda. &iskemi 6ncesi I/R+E+M ile reperfiizyon 5. dakikast I/R, I/R+E ve I/R+E+M
gruplari ile karsilastirildiginda.

3/R grubu ile karsilastirildiginda.’l/R+M grubu ile Kkargilastirildiginda.l/R+E grubu ile
karsilasgtirldiginda, YI/R+E+M grubu ile karsilastirildiginda.p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

EKG bulgulart agisindan I/R grubunda I/R Oncesi ve reperfiizyon
5.dakikast karsilagtirildiginda QT’nin anlamli olarak arttigi bulundu (p=0,05).
EKG bulgulart agisindan I/R+M grubu I/R oncesi ve I/R grubu reperfiizyon
5.dakikas1 karsilagtirildiginda QT nin anlamli olarak arttig1 bulundu (p=0,003).
EKG bulgulan agisindan I/R+E+M grubu I/R 6ncesi ve I/R grubu reperfiizyon
5.dakikasi karsilastirildiginda QT nin anlamli olarak arttig1 bulundu (p=0,01).

Elektrokardiyografi analizleri egzersiz ve METRNL uygulamasinin
reperfuzyonun 5.dakikasinda istatistiki olarak anlamli diizeyde QT intervalinin

azalmasini sagladig1 gosterilmistir.
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I/R grubu ile karsilastirildiginda; egzersiz ve METRNL uygulamasinin
reperfuzyonun 5. dakikasinda QT intervalini I/R+M (p=0,001), I/R+E (p=0,010)
ve I/R+E+M (p=0,08) gruplarinda anlamli olarak azalttig1 gozlenmistir.

Reperflizyonun 5.dakikasinda I/R+M, I/R+E ve I/R+E+M gruplarinda
istatistiki olarak anlamh farklilik gézlenmemistir. Benzer sekilde reperfiizyonun
S5.dakikasinda I/R+E’ye gore I/R+E+M  grubunda anlamli  farklilik

gozlenmemistir.

IR

40 ST interval . o
€

35 # M IR+E
g e B IRtM+E

-

30

25

20

ms

15

10

iskemi dncesi iskemi 5dk Reperfiizyon 5dk

Sekil 25. ST Intervali Elektrokardiyografi Grafigi.

*[skemi &ncesi I/R grubu ile reperflizyonun 5.dakikas: I/R, I/R+M, I/R+E ve I/R+E+M gruplari
karsilastirildiginda. #iskemi oncesi I/R+M grubu ile reperfiizyon 5. dakikast I/R, I/R+E ve
I/R+E+M gruplar ile karsilastirildiginda. € Iskemi éncesi I/R+E ile reperfiizyon 5. dakikasi I/R,
I/R+E ve I/R+E+M gruplari ile karsilastirildiginda. &Iskemi oncesi I/R+E+M ile reperfiizyon 5.
dakikas1 I/R, I/R+E ve I/R+E+M gruplar ile karsilastirildiginda.

3/R grubuna gore karsilastirildiginda. °I/R+M grubuna gore karsilastirildiginda. °I/R+E grubuna
gore karsilastirildiginda, I/R+E+M grubuna gore karsilastirildiginda. p<0,05 anlamli olarak kabul
edildi.

EKG bulgular agisindan I/R 6ncesi I/R grubu ile iskeminin 5.dakikasi I/R

ve I/R+E gruplarn Karsilastirildiginda ST’nin anlamli olarak arttigi bulundu
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(p=0,002, p=0,016, sirasiyla). EKG bulgular1 agisindan I/R 6ncesi I/R+E grubu
ile iskeminin 5.dakikas1 I/R ve I/R+E grubu karsilastirildiginda ST’nin anlaml
olarak arttig1 bulundu (p=0,08, p=0,043, sirasiyla). EKG bulgular1 a¢isindan I/R
oncesi I/R+M grubu ile iskeminin 5.dakikasi I/R ve I/R+E gruplari
karsilastirildiginda ST’nin anlamli olarak arttigi bulundu (p=0,000, p=0,005,
sirasiyla). EKG bulgular agisindan I/R Oncesi I/R+E+M grubuyla iskeminin
5.dakikasi I/R ve I/R+E gruplariyla karsilastirildiginda ST’nin anlamli olarak
arttig1 bulundu (p=0,000, p=0,005, sirastyla).

EKG bulgular1 agisindan I/R o6ncesi I/R grubu ile reperfiizyonun
5.dakikas1 I/R ve I/R+E gruplar karsilastirildiginda ST nin anlamli olarak arttigi
bulundu (p=0,000, p=0,045, sirasiyla). EKG bulgulari agisindan I/R 6ncesi I/R+E
grubu ile reperflizyonun 5.dakikasinda I/R grubu karsilastirildiginda ST nin
anlamli olarak arttig1 bulundu (p=0,00). EKG bulgular1 ag¢isindan I/R &ncesi
I/R+E+M grubuyla reperflizyonun 5.dakikasi I/R ve I/R+E gruplanyla
karsilastirildiginda ST’nin anlamli olarak arttigi bulundu (p=0,000, p=0,033,
sirasiyla). Yine benzer sekilde ST intervalinin IR ye gore IR+E+M ve IR+M
gruplarinda  anlamli  olarak  kisaldigi  gosterilmistir.  I/R  grubu ile
karsilastirildiginda; egzersiz ve METRNL uygulamasinin reperfiizyonun
5.dakikasinda ST intervalini I/R+M (p=0,002) ve I/R+E+M (p=0,015) gruplarinda
anlamli olarak azalttig1 belirlenmistir.

Kontrole gére I/R+E ve I/R+E+M gruplarinda reperflizyonun
5.dakikasinda ST intervalinin degismedigi belirlenmistir. Kontrole gore I/R+M
grubunda reperflizyonun 5.dakikasinda ST intervalinin anlamli olarak azaldig

belirlenmistir (p=0,049).
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Iskemi Oncesi ile karsilastirildiginda iskemi 5.dakika ve reperfiizyon
5.dakikadaki ST degerlerinin tiim gruplarda anlamli olarak arttig1 belirlendi

(p<0,000).
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Sekil 26. PR Intervali Elektrokardiyografi Grafigi.

*[skemi 6ncesi I/R grubu ile reperfiizyonun 5.dakikast I/R, I/R+M, I/R+E ve I/R+E+M gruplari
karsilastirldiginda. #iskemi 6ncesi I/R+M grubu ile reperfiizyon 5. dakikasi I/R, I/R+E ve
I/R+E+M gruplar ile karsilastirildiginda. € Iskemi éncesi I/R+E ile reperfiizyon 5. dakikasi I/R,
I/R+E ve /R+E+M gruplari ile karsilastirldiginda. &lskemi dncesi I/R+E+M ile reperfiizyon 5.
dakikasi I/R, I/R+E ve I/R+E+M gruplari ile karsilagtirildiginda.

2/R grubuna gore karsilastirildiginda. °I/R+M grubuna gére karsilastirildiginda. °I/R+E grubuna
gore karsilastindiginda, “I/R+E+M grubuna gére karsilastirildiginda. p<0,05 anlamls olarak kabul
o EKG bulgulart agisindan /R o6ncesi /R, I/R+M, I/R+E+M gruplar ile
iskeminin 5.dakikasi I/R+M grubu karsilastirildiginda PR’nin anlamli olarak
arttigi bulundu (p=0,01, p=0,007, P=0,008, sirasiyla). EKG bulgular1 agisindan
I/R Oncesi I/R+E+M grubu ile iskeminin 5.dakikasi I/R+M grubu
karsilastirildiginda PR’nin anlamli olarak arttigi bulundu (p=0,008).

PR intervali agisindan diger grup karsilastirmalarinda anlamli farklilik

bulunmamastir.
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5.6. Izole Organ Banyosu Deneyi Sonuclar

5.6.1. SNP Gevseme Protokoll Sonugclar:
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Sekil 27. SNP Gevseme Grafigi. * p<0.05, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, aort halkalarinin
artan dozlarda SNP ile gevseme yiizdeleri egrisi. Degerler en yiiksek kasilma gerilimi %100
almarak + standart sapma olarak verilmistir.

METRNL’nin 12,5 pg/ml dozunun sekildeki veriler incelendiginde SNP
gevseme protokoliine gore aort kontraksiyonu gerilim azalimmin 10° ve 10°

dozlarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.

5.6.2. ACH Gevseme Protokolii Sonuclari
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Sekil 28. ACH Gevseme Grafigi. * p<0.05, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, aort halkalarinin
artan dozlarda ACH ile gevseme yiizdeleri egrisi. Degerler en yiiksek kasilma gerilimi %100
almarak + standart sapma olarak verilmistir.
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METRNL uygulanan grupla kontrol grubu kiyaslandiginda ACH’1n artan
dozuna karsilik gevseme yiizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamustir. Elde edilen veriler METRNL nin gevseme iizerinde anlamli bir

etki gostermedigini ortaya ¢ikarmistir.

5.6.3. FNP Kasilma Protokolii Sonuclari
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Sekil 29. FNP Kasilma Grafigi. * p<0.05, Fenilnefrinin aort kesiti tizerindeki kasilma yiizde
degerleri. Degerler en yiiksek kasilma gerilimi %100 alinarak + standart sapma olarak verilmistir.
p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

METRNL’nin 12,5 pg/ml dozu kullanildiginda aort kontraksiyonu gerilim

arttminin 10°® dozunda istatistiksel olarak anlamli oldugu gésterilmistir.
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6.TARTISMA

Miyokart infarktiisii (MI), yliksek mortalite ve morbidite oranina sahip bir
koroner kalp rahatsizhigidir. Inflamasyon, infarktiisiin ilk onarimma katkida
bulunan MI sonrasi kardiyak iyilesmede ¢ok oOnemli bir rol oynar (104).
METRNL peptid yakin zamanda yeni bir adipomiyokin olarak bulunmustur. Yeni
kesfedilen bu molekiiliin fizyolojik ve patolojik siireclerde kritik rol oynayip
cesitli hastaliklar i¢in biyobelirte¢ veya tedavi hedefi olarak kullanilabilecegi ifade
edilmektedir. Calismamiz insan MI hastalarinda ve sican I/R modelinde
METRNL’nin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin degerlendirildigi ilk
calisma olma 6zelligini tasimaktadir.

Pek ¢ok farkli hastalikta METRNL nin serum diizeyleri degerlendirilmis
ve hastaliklarla iligkilendirilmistir. Chung ve arkadaslar1 diyabetli hastalarda
METRNL duzeylerinin daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir (105). Lee ve
arkadaglar1 yeni tan1 konan diyabetli hastalarda METRNL diizeylerinin kontrole
gore anlamli diizeyde azaldigini ifade etmislerdir (106). Pellitero ve arkadaslari
obez hastalarin kontrole gore daha diisiik METRNL diizeylerine sahip oldugunu
belirtmislerdir (107). Shivakumar ve arkadaslart METRNL nin mesane kanseri
igin prognostik bir markir olabilecegini ifade etmislerdir (108). Li ve arkadaslar
METRNL’nin insan ve fare gastrointestinal sisteminde ylksek dizeyde
sentezledigini ve METRNL farelerde antimikrobiyal peptid sentezlerinin anlamlt
olarak azaldigini gozlemlemislerdi. METRNL’nin bagirsak antimikrobiyal
peptidlerin diizeylerinin korunmasinda 6nemli roller iistlendigini ifade etmislerdir
(109). Calismamizda insanlar iizerinde yaptigimiz analizlerde METRNL’nin

serum diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda MI hastalarinda istatistiki
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olarak anlamli bir degisime ugramadigr belirlenmistir. Alt grup analizleri
yapildiginda hipertansiyon ve diyabetli hasta gruplarinda da kontrole gore istatiski
olarak anlamli farkliliklar gézlenmemistir. Calismamiz MI hastalarinda METRNL
diizeylerinin degerlendirildigi ilk ¢alisma olup kanimizca MI olusum siirecinde
serum METRNL duzeyleri etkilenmemektedir. Ancak kalp kas dokusunda
analizler yapilamadigindan bu dokuda herhangi bir degisimin olup olmadigi
sOylenemez. Bu sorunun cevabinin bulunmasi adina calismamizda hayvanlar
tizerinde MI olusturulmus ve METRNL diizeyleri degerlendirilmistir. Calismanin
bu kismi asagida ayri olarak tartisilmistir.

Daha oOnce yapilan calismalarda plazma METRNL diizeylerinin akut
egzersizi takiben meydana gelen kas METRNL artisina paralel olarak arttigi
belirlenmistir (110). Kronik yagh diyetin kas dokuda ve yag dokuda METRNL
dizeylerini azalttig1, egzersizin ise arttirdigi gosterilmistir (111). Bae ve ardaglari
8 haftalik egzersiz yapan obez farelerde soleus kast AMP-activated protein kinase
(AMPK), PGC-1a ve plazma METRNL diizeylerini artirdigin1 gdstermislerdir.
(p<0,05). Calismamizda da diger ¢alismalara benzer sekilde 6 haftalik egzersizin
kas dokuda METRNL dizeylerini mRNA ve immunohistokimyasal olarak
artirdigt ancak bu artisin egzersiz sonrast serum Orneklerine yansimadigi
METRNL serum diizeylerinin egzersiz sonrast degismedigi gosterilmistir.
Caligmamizda ayrica kalp dokuda yapilan analizlerde de METRNL diizeylerinin
egzersiz ile degismedigi belirlenmistir. Hem immiinohistokimyasal olarak hem de
gRT-PCR sonucuna gore kontrol grubu ile kiyaslandiginda I/R grubunda mRNA
ifadelerinde anlamli bir azalma oldugu gosterilmistir. qRT-PCR bulgularimiza

gbre METRNL dizeylerinde kontrole gore I/R grubu hari¢ I/R+M, I/R+E ve
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I/R+E+M gruplarinda anlamli bir degisim gbzlenmemis olmasina ragmen
immunohistokimyasal olarak I/R+M hari¢ I/R+E ve I/R+E+M gruplarinda da
METRNL’nin kontrole gore de anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. I/R+M
grubunda ise anlamli bir artis oldugu ortaya konmustur. I/R+M grubunda kalp
dokuda belirlenen bu artisin en 6nemli nedenlerinden birinin dogrudan damar
i¢ine verilen METRNL’nin damar disina ¢ikarak hiicreler aras1 alanda birikimi
olabilecegi diisiiniilmektedir. ilging bir sekilde aym1 anlamli artis I/R+E+M
grubunda gozlenmemistir. Bunun en muhtemel nedenlerinde birinin bu grupta
egzersize bagli olarak bu molekiiliin kullanimindaki artis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak su durumda METRNL’nin muhtemel reseptorleri veya
aktive ettigi hiicre i¢i yolaklar bilinmediginden bu konunun 6&zellikle yeni
yapilacak ¢alismalarla aydimlatilmasi gerekmektedir. Ozellikle calismamizda
serum diizeylerinde artisin tespit edilememesinin birka¢ olasi nedeni vardir.
Bunlar arasinda diger calismalarda egzersiz siiresinin daha uzun tutulmasi ve
farkli egzersizlerin yaptirilmis olmasi sayilabilir.

Kalp yetmezligi azalmis aerobik kapasiteye neden olan mitokondriyal
yogunluk ve oksidatif enzimlerde bir azalma ile iligkili iskelet kasinda degismis
metabolizma ile beraberlik gosterir. Mitokondriyal yogunluktaki azalmanin en
onemli delilleri kronik kalp yetmezliginde fosfokreatinin par¢alanmasindaki artig
intraseliiler asidoz, egzersiz ve dinlenme boyunca ATP sentezinin azalmis orani
belirli oksidatif enzimlerin azalmis aktivitesidir (112). Kronik kalp yetmezliginin
hayvan modellerinde ve insanlarda yapilan ¢aligmalarda fiber tip transformasyon,
fiber atrofi gibi iskelet kasi histolojik anomalileri ve azalmis oksijen enzim

aktiviteleri tanimlanmistir. Fosfokreatinin ve kreatinkinaz kas hiicrelerinde enerji
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tiretimi ve enerji kullanimi arasindaki ana diizenlenmeden sorumludur (113,114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123). Calismamizda hem kalp kasi hem
iskelet kas1 dokularinda mitokondriyal biyogenez yolaklar1 degerlendirilerek
I/IR’ye bagli kas iskelet kasi dokusunda mitokondriyal biyogenez agisindan
meydana gelen degisimlerde ortaya konmustur. Bu baglamda mitokodriyal
biyogenez ile iliskili MFN2, NRF1, ATP5B, TFAM, PPARGCI1A, PPARGCIB,
CHRM1, HIF1A, OPAl, PRKAA2, MFNI1 ve NFE2L2 genlerinin Kkalp, Kas,
beyaz yag ve damar dokuda ekspresyon diizeyleri incelenerek mitokondriyal
biyogenez genlerinin I/R hasarinda ve egzersiz sonrasinda METRNL ile
arasindaki iliski arastirilmistir.

Ilk olarak 1967'de John Holloszy, egzersiz egitiminin iskelet kasinda
mitokondriyal biyogenezi tesvik ettigini kanitlamistir (124). Iskelet kasinda
mitokondri, sarkoplazmin (subsarkommanmal mitokondri) altinda kiimelenmis
birbirine bagli mitokondrilerle ve tek tek z-gizgisinin (intermyofibriler
mitokondri) her bir tarafindaki miyofibrillerin arasina serilmis bir retikiile ag1
olusturur (125). Egzersiz egitimi, fiziksel performansi artirir ve biiyiik Slgiide
iskelet kasindaki adaptasyonlarla saglikli bir yasam i¢in yarar saglar. Nicelik
(icerik) ve kalitedeki (yap1 ve islev) koordineli gelismeleri iceren mitokondriyal
uyarlama, egzersiz egitiminin yararli sonuglarinda énemli bir faktor olarak kabul
edilmektedir. Egzersiz egitiminin mitokondriyal biyogenezi destekledigi uzun
zamandir bilinmektedir, ancak son zamanlarda yapilan ¢aligma, mitokondriyal
dinamikleri (fizyon ve fisyon) ve Klirensi (mitofaji) Uzerinde de derin bir etkiye

sahip oldugunu gostermistir (125).
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Kas dokusuna benzer sekilde kalp kasinda da egzersizin mitokondriyal
biyogenezi artirdigi ifade edilmektedir. Mitokondri, yeterli kalp fonksiyonunu
strddrebilmesi icin 6nemli bir organeldir ve mitokondriyal disfonksiyon,
kardiyovaskiiler hastalikla iligkilidir. Kalp kasinin sabit bir enerji kaynagi
gerektirmesi nedeniyle vyeterli kalp fonksiyonunu sirdirmek igin ©énem
tasimaktadir (125). Duzenli egzersizin kalpteki mitokondriyal biyogenezi ve
dinamigi ig¢eren bir¢ok yolu tetikledigi gosterilmistir (126, 127).

PPARGC1A, metabolik kontrol, transkripsiyonel aktivite, mitokondriyal
solunum fonksiyonu ve mitokondriyal devir gibi hiicresel siiregleri diizenledigi
igcin egzersize bagli mitokondriyal biyogenesisin kilit bir diizenleyicisidir
(128). PPARGCIA ve diger formu PPARGCIB; kalp, bobrek ve kas gibi
oksidatif dokularda yuksek oranda eksprese edilir. PPARGC1A ve PPARGC1B
ekspresyonu sonucu mitokondriyal biyogenesis induklenir ve hicresel solunum
artar. PPARGCI1A’nin mitokondriyal biyogenezi arttirdigi cesitli c¢aligmalarla
ortaya koymustur (129). Aoi ve arkadaglarinin 4 hafta siiren kosu egzersizinde
iskelet kasinda PPARGC1A seviyelerinin arttigin1 bulmuslardir (130). Ikeda ve
arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada disi farelere icinde kosu tekerlegi bulunan
kafeslerde 1, 2, 4, 6 veya 8 hafta boyunca egzersiz yaptirmislardir.
PPARGC1A'nin ekspresyon seviyesi sadece PLA kasinda (Plantaris kas) artmistir.
Tibialis anterior (TA) kasinda PPARGCI1A ifadesinde artis olmamasina ragmen,
mitokondriyal proteinler ve GLUT4 ekspresyon seviyeleri artmistir (131). Jung ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada orta yash erkek sicanlarda 8 hafta boyunca
haftada 3 giin merdiven tirmanma egzersizinin serum PPARGC1A’1 arttirdigini ve

buna bagli olarak mitokondriyal biyogenez gen ifadelerininde arttigini
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bulmuslardir (132). Oliveira ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada orta yash erkek
siganlara treadmill egzersizi uygulanmistir. 0.8 veya 1,2 km/h hizlarda 8 hafta
boyunca haftada 5 giin ve giinde 50 dakikalik egzersiz egitimlerinin serum
PPARGC1A’y1 arttirdigini bulunmustur (133). Poppov ve arkadaslari insanlarda
egzersiz sonrast kas dokuda PPARGCIA’nin ifadesinin degismedigini
gostermislerdir (134). Summermatter ve arkadaslar1 saglikli insanlarda 6 hafta
boyunca haftada 5 giin olacak sekilde giinde 30 dakikalik egzersizini bisiklet
siirerek yapan insanlarin iskelet kasinda PPARGC1A’nin arttigin1 bulmuslardir
(135). Terada ve arkadaslar1 Sprague-Dawley cinsi siganlar1 kullanarak giinde 6
saat boyunca yavas hizda ylizme egzersizi yaptirmislardir ve bunun sonucunda
siganlarin iskelet kasinda PPARGCIA’nin arttigimi  gézlemlemislerdir (136).
Ozetlendigi iizere farkli ¢alismalarda birbiriyle celisen bulgular elde edilmistir.
Calismalarin  bir kisminda egzersizle PPARGCIA arttigi belirlenirken bir
kisminda degismedigi gozlenmistir. Calismamizda soleus kasi alinmig ve qRT-
PCR analizleri bu kasta yapilmistir. Analizlerimizin sonucuna gore treadmill
egzersizinin kas dokuda PPARGCI1A ve B’nin mRNA diizeylerini degistirmedigi
belirlenmistir.

PPARGCI1A’nin, dayaniklilik egzersizine yanit olarak iskelet kasi
mitokondriyal biyogenezinde ©nemli bir rol oynayan NRF-1 ve NRF-2,
transkripsiyon faktorlerini birlikte aktive ettigi bilinmektedir (137).

Psilander ve arkadaslari kisa mesafe egzersizinin PPARGCIA ve alt
hedefi olan mitokondriyal biogenezde gorevli TFAM ifadesini arttirdigini ancak
NRF-2 gen ifadesinin degistirmedigini gostermislerdir (138). Caligmamizda

sicanlarda 45 giinliik treadmill egzersizinin kas dokuda PPARGCIA ve B
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ifadesini degistirmedigi ancak onlarin alt hedefi olan NRF-1 ve METRNL
ifadesini anlamli olarak artirdig1 gdsterilmistir.

Mitokondriyal stabilite kardiyomiyosit sagkalimi ile ilgilidir. MFN2'nin
kardiyomiyositlerde hiicre 6liimiinii tetikleyen bir sinyal mekanizmasina sahip
oldugu bilinmektedir. Mitokondri, MFN2 araciligiyla endoplazmik retikuluma
fiziksel olarak baglanir. Mitokondriyal dinamikleri, dengeyi ve kalsiyum
transportunu korumak icin  MFN2'nin transkripsiyonel dizenlemesi PGC-la
sinyal mekanizmalarina baglidir (139).

I/R hasari veya miyokardiyumdaki diger sitotoksik hasarlardan
kaynaklanan oksidatif stres, NRF1'in nikleer translokasyonuna ve PGC-la'nin
ifadesinde artisa yol acar. NRF1, TFAM'nin transkripsiyonunu dizenler ve
mitokondriyal biyogenez ve onarim mekanizmalarina katkida bulunur (140).

Hamilelik sirasinda anne egzersizinin fetal kalpte mitokondriyal biyogenez
tizerine olan etkileri tam olarak bilinmemektedir. Bu veriden yola ¢ikarak Chung
ve arkadaslari, fetal miyokardda mitokondriyal gen ifadesinin maternal egzersizle
artip artmayacagl hipotezini test etmislerdir. Calismalarinda egzersize tabi
tuttuklar1 gebe siganlara ait fetal kalp 6rneklerinde NRF1, NRF2 ve MFN2 gen
mRNA ifadelerinin kontrol si¢anlarna gore anlamli olarak attigini, PPARGC1A
ve TFAM'da mRNA diizeylerinin degismedigini gostermislerdir. Hamileligin
17.glinlinde fetal kalpler ¢ikarilarak yapilan c¢alisma sonucunda gebeligin 1.
giiniinde baglatilan maternal egzersizin pozitif mitokondriyal fenotipi fetal
kalplere aktarabildigini gostermektedir (125). Emmanuel Mukwevho siganlarda 4,
6, 8, 10, 12 ve 15 saatlik egzersiz sonras1 gastronemius kasinda CPT-1, NRF-1,

MEF2A, GLUT4, CPT2 and PGC-1 gen ifadelerinin anlamli olarak arttigini
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gostermislerdir. Chung ve arkadaglarinin c¢aligmasiin bulgularinin bir kisminm
destekleyecek sekilde galismamizda kalp dokularinda I/R+E+M grubunda MFN2
ve TFAM gen mRNA ifadelerinde 6nemli artmalar oldugu goriilmiistiir. Yine
Emmanuel’in ¢alismasi ile uyumlu sekilde egzersizin kas dokuda NRF-1 ifadesini
artirdig1 gosterilmisti (140).

Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres, I/R hasarinin erken evresine
onemli olgiide katkida bulunur ve inflamatuar yaniti gii¢lendirir. TFAM, major
mitokondriyal gen duzenleyicidir ve transkripsiyon faktéri olarak gen ifadesini
degistirebilir. Cekirdekte iiretilip ve mitokondriye tasinan TFAM, mitokondriyal
stabilite ile dogrudan iliskili bir DNA-baglayict bir proteindir. TUm temel
biyolojik siregler i¢in verimli enerji tiretimi gerekli oldugundan mitokondriyal
DNA (mtDNA) fizyolojik kosullarin olusturulmasinda hayati 6nem tasimaktadir.
TFAM, mtDNA kompleksleri etrafinda sarilarak kalsiyum yanlis kullanim ve
ROS iiretimini azaltmaya calisan bir gen duzenleyicidir. Memeli hucrelerinde
mtDNA kopya sayisinin ana diizenleyicisi TFAM'dir. TFAM’nin serca2a, NFAT
ve Lon proteaz iizerindeki diizenleyici fonksiyonlar1 kardiyomiyosit stabilitesine
katkida bulunur. TFAM'm ROS iiretimi ve kalsiyum yanlis kullanimi tzerindeki
diizenleyici rolii, ekzojen TFAM'nin kardiyoprotektif roliine iliskin daha fazla
arastirmaya yol agmaktadir (139). Ayrica adipoz dokuda (deri alt1 BY dokusunda)
egzersiz sonrasinda TFAM ve NRF1 mRNA ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir
(141). Intestinal /R hasarinda mitokondriyi hedefleyen bir antioksidan olan
MitoQ’nun mitokondrial transkripsiyonun onemli bir aktivatori olan TFAM
stabilitesni korudugu ve ifadesini artirdigi belirlenmistir (142). Mevcut

calismamizda, kalp ve kasta mitokondriyal onarim ve stres hasari ile miicadele

91



icin METRNL peptidin hem kas dokusu hem de kalp dokusunda TFAM
seviyelerini 6nemli dlgiide artirarak mitokondriyal biyogenezin iyilesmesi yoluyla
kardiyoprotektif etki goOsterebilecegi Ongoriilmektedir. Fakat yag dokuda
METRNL peptidin TFAM seviyeleri iizerine anlamli bir etkisinin olmadig
gorilmistir.

ATP5B'min yapist ve islevi mitokondriyal morfolojiyle yakindan
baglantilidir. ATP5B'nin memeli hiicrelerinde mitokondriyal fiizyon ve fisyon i¢in
diizenleme mekanizmasinda yer aldig1 bilinmektedir. Mitokondriyal ATP sentezi
sirasinda, F1-ATPase hiicresel fonksiyon icin ylksek seviyede ATP Uretmek igin
bir dizi yapisal degisiklik gecirir. ATP5B’nin kendisi mitokondri uzamasini
arttirabilir (143). ATP5B’nin egzersiz sirasinda kas ve kalp dokuda artig
gosterdigi  bilinmektedir ve molekiiliin kan akis diizenlenmesine katkida
bulundugu ileri siiriilmektedir (144, 123). Antioksidan bir nanomateryal olan
serum oksit nanozim (cerium oxide nanozyme; (CON)) egzersiz yapan kas igine
enjeksiyonunun kas dokuda ATP5B miktarini artirdigini gostermislerdir (145).
Calismamizda da ATP5B’nin kalp dokuda I/R, I/R+E, I/R+M ve I/R+E+M
gruplarinda kontrole gdre anlamli olarak arttigi, kas dokuda ise I/R grubunda
azaldig1i, ancak METRNL verilen gruplarda kalp dokuya benzer sekilde arttig
belirlenmistir. I/R’nin 6zellikle ATPSB diizeylerini anlamli olarak artmasina
neden oldugu ve 6zellikle METRNL nin ekzojen olarak uygulandigi I/R+E+M
grubunda ATP5B diizeylerinin I/R ve I/R+E gruplarina gore de anlamli olarak
artt1g1 belirlenmistir.

ATP5B diizeylerindeki artigla paralel olarak I/R+M ve I/R+E+M

gruplarinda 6zellikle kas dokuda ATP diizeylerininde arttig1 gosterilmistir. Kalp
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ATPS5B diizeylerinde kas dokudaki kadar yiiksek bir kat artis olmamasina ragmen
kalp dokuda da I/R+M ve I/R+E+M gruplarinda artislar oldugu ve paralel olarak
ATP diizeylerinin kontrole benzer sekilde normallestigi belirlenmistir. Ancak
egzersiz I/R gruplarinda kalp dokuda ATP diizeylerindeki azalmanin devam ettigi
belirlenmistir. Bunun en muhtemel sebebi kalp dokuda gerceklesen I/R boyunca
ATP Uretimindeki azalma ve tiiketimindeki artigtir (146).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrik oksit (NO) egzersiz sirasinda tiretilir
ve iskelet kasinda egzersiz i¢in adaptif cevaba aracilik edebilir. Merry ve
arkadaglarinin yaptigi calismada redoks duyarli transkripsiyon faktorl nukleer
faktor eritroid turevli 2-benzeri 2'nin (NFE2L2) akut egzersiz ve egitim kaynakl
mitokondriyal biyogenez ve antioksidan yanittaki roliiniin belirlenmesi
amaclanmistir. Fare iskelet kas1 ve kas hiicrelerinde NFE2L2 ifadesinin egzersizle
arttigit ve NFE2L2'deki eksikligin, mitokondriyal biyogenez belirteclerinin
mRNA'sindaki normal akut kosu bandi egzersize baghi artislar1 Onledigi
bilinmektedir (147). Bizim g¢alismamizda Merry ve arkadaglarinin bulgularindan
farkli olarak NFE2L2 mRNA diizeylerinde IR+E+M grubunda anlamli derecede
azalma oldugu, IR+M grubunda ise azalmaninin anlamliliga yakm (p=0,057) bir
degerde oldugu gosterilmistir.

OPA1 (Optik atrofi 1) proteini, hicrelerdeki enerji Ureten merkez olan
mitokondrinin i¢ zarinda bulunmaktadir. Protein, organelin intermembran
boslugunda oligomerik kompleksler ile baglantilidir ve fiizyon siirecinde 6nemli
mitokondri seklini diizenlemeye yardimci olur. OPAIl proteini, oksidatif

fosforilasyonda yer alir. Kontrollii hiicre 6liimii (apoptoz) sirasinda mtDNA'nin
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korunmasinda rol oynar (148, 149). Mevcut ¢alismamizda OPA1 gen mRNA
ifadesinde herhangi bir degisim olmadig1 gézlenmistir.

PRKAA2 (protein kinase, AMP-activated, o catalytic subunit)
mitokondriyal biyogenezi, fonksiyonunu, yapim ve yikim olaylart gibi
mitokondriyal dinamikleri dizenlemede onemli bir rol
oynamaktadir. PRKAAL1” VE PRKAA2 " fare endotelyumunda mitokondriyal
fiizyon ve fizyon olaylarinin bozuldugu ve buna baglh olarak bozuk mitokondriyal
fragmentasyonun gergeklestigi bulunmustur. PRKAA2 / AMPKo2 inhibisyonu
mitokondriyal fizyonu arttirdigi gosterilmistir (150). Liu ve arkadaslarinin yaptigi
calismada PRKAA2’nin dolayli olarak kalp hastaligini iyilestirici yonde etki
gosterdigi bulunmustur (151). Calismamizda PRKAA?2 geninin mRNA diizeyinin
kalp dokusunda herhangi bir grupta degisiklife neden olmadigir goriilmiistiir.
Bunun aksine kas dokusunda PRKAA2 geni I/R, I/R+E ,I/R+M ve I/R+E+M
gruplarinda anlamli olarak azalmistir. Bu azalma bize mitokondriyal dengenin
bozuldugunun en 6nemli gostergelerinden biridir.

Calismamizda METRNL ve egzersizin koruyucu etkilerine aracilik eden
mekanizmanin en azindan bir kisminin tanimlanmasi adina HIF1A ifadesi kalp
dokuda degerlendirilmistir. Hipoksi Indiiklenebilir Faktdr (HIF)IA vaskiler
gelisim, redoks homeostazisi ve hiicre donglisii kontroliinde gdrevli genlerin
diizenlenmesinde is goren ve hiicresel oksijen konsantrasyonu tarafindan
diizenlenen bir transkripsiyon faktoriidiir. Iskelet kas fonksiyonu ve
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Egzersiz sonucunda kas ici
oksijen seviyelerinde meydana gelen azalma HIF1A'nin indiiksiyonuna neden

olmaktadir (152). Sican kalp I/R modelinde Astragaloside IV (AstlV) ile post
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iskemik tedavinin HIF1A ekpresyonunu artirark I/R iyilestirebilecegi ifade
edilmektedir (153). Lundby ve arkadaslar1 4 hafta 5 giin olmak iizere insan
deneklerde egzersiz yapan ve yapmayan bacak kasinda HIFLA mRNA dizeylerini
degerlendirmisler ve ifade diizeyinin egzersize bagli olarak degismedigini
gostermislerdir (154). Bizde ¢alismamizda egzersizin kas doku ve kalp dokuda
HIF1A mRNA diizeylerini degistirmedigini belirledik. Calismamizda kalp dokuda
kontrole goére HIF1A ifadesinde higbir grupta anlamli bir degisim olmadigi
gbzlenmistir. Ancak ilging bir sekilde kas dokusunda I/R, I/R+E, I/R+M
gruplarinda kontrole goére HIFLA mRNA dizeylerinde azalma oldugu
belirlenmistir. HIF1A mitokondriyal biyogenezi negatif yonde etkilemektedir. Bu
veri I/R boyunca etkilenen tek dokunun kalp olmadigini ayn1 zamanda kas
dokununda bu durumdan etkilendigini gostermektedir.

Intraselliiler hipoksiden kaynaklanan artmis oksijen kaynagi ile mitokondriyal
biyogenezden sonra artmis oksijen ihtiyacini karsilamak i¢in PGC-la ve HIF
sinyalizasyonu beraberce intraselliiler oksijen mevcudiyetinin diizenlenmesinde
gorev yapmaktadirlar. Fizyolojik oksijen konsantrasyonlarinda HIF hedef
genlerinin PGC-1a bagimli uyarilmas: HIF’in transkripsiyonel koaktivasyonu ve
HIF mRNA artis1 ile degil protein satabilizasyonu ile gerceklesmektedir (155,
156). Calismamizda hem PPARGCI1A hemde HIF1A dizeylerinin kas dokuda
benzer sekilde tiim I/R gruplarinda azaldig1 belirlenmistir. Bu acidan her iki genin
hipoksi durumunda kas dokuda benzer bir ifade profili gosterdikleri séylenebilir.
Daha 6nce yapilan pek ¢ok ¢alismada kalp I/R modellerinde sadece kalp doku gen
analizleri yapildiginda diger dokularda bu siirecin nasil sonuglar1 olduguna dair

cok fazla veri bulunmamaktadir. Abozguia ve arkadaslar1 kronik kalp yetmezligi
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hastalarinin iskelet kas1 dokularinda dinlenme oksijen kullaniminin anlamli olarak
azaldigim gostermislerdir (112). Calismamizda iskelet kas dokusundan hem
PPARGC1A hemde HIF1A diizeylerinin azalmasinin en muhtemel agiklamasi bu
dokularda oksijen kullaniminda azalmis olmasidir.

Subkutan adipoz dokuda METRNL duzeyleri immunohistokimyasal
olarakda  degerlendirildifinde = METRNL’nin  hem  mRNA  hemde
immiinohistokimyasal olarak lokalizasyonunda ve boyanmanin siddeti ve
yayginliginda gruplar arasinda énemli farkliklara bulunmadigi belirlenmistir. Yine
calismamizda subkutan adipoz dokuda mitokondriyal biyogenez gen ifadeleri
degerlendirilmis sadece I/R grubunda ATP5B gen ifadesinde anlamli azalma
oldugu gozlenmistir. Diger gen ifadelerinin higbirinde anlamli bir degisim
olmadig1 gozlenmistir. Chung (2017) ve arkadaslar1 inguinal adipoz dokuda PGC-
la ve NRF-1 ifadesinin degismedigini ifade etmislerdir. Sutherland ve arkadaslar
sican abdominal adipoz dokuda PGC-1a mRNA ifadesinin egzersizi ile arttigin
belirtmislerdir. Calisgmamizda subkutan adipoz doku alinmis olup caligsmalar
arasindaki bu farkli bulgularin en muhtemel nedenlerinden biri alinan beyaz yag
dokunun farkli bolgelerden alinmig olmasidir.

CK-MB’nin CK-MM, CK-MB ve CK-BB olmak uzere 3 sitoplazmik
izoformu bilinmektedir. Dolasimdaki CK-MB akut miyokardiyal infarktlsten
sonra artmaktadir. Benzer sekilde cesitli egzersizlerde dolasimdaki CK-MB
diizeylerinde artisa neden olabilmektedir. Dolasimdaki CK artis1 sarkolemma ve
z-disk hasar1 gergeklestigi zaman meydana gelir. Egzersiz sirasinda artan
membran permeabilitesi CK nin intersitisiyel sivilara sizmasina neden olur. Daha

sonra CK-MB lenfatik sistem yoluyla dolagima gecer. Bilimsel caligmalar 2 ana
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faktoriin egzersiz ile uyarilan kas hasarina neden oldugunu gostermistir. Bunlar
mekanik stres ve metabolik strestir. Mekanik stres egzersiz boyunca kas tzerinede
gergeklesir. Metabolik stres ise egzersiz boyunca kasta serbest radikal olusumu ve
kalsiyum artis1 seklindedir. Egzersizi sirasinda Oz kullanimindaki artis serbest
oksijen radikal Gretiminin ana nedenidir (157).

Apple ve arkadaslar egzersizin siganlarda kas dokuda CK-MB dizeylerini
artirdigin1 gostermislerdir (158). Roshan ve arkadaslari sicanlarda 8 hafta boyunca
haftada 5 giin 1 saat yaptirilan treadmill egzersizinin kontrole gore CK-MB
diizeylerini anlamli olarak artirdig1 gosterilmistir (159). Yapilan 2 farkli galismada
kronik treadmill egzersizinin siganlarda izoproenolle indiiklenen iskemi
modelinde serum CK-MB diizeylerini diisiirdiigiinii belirlemislerdir (160, 161).
DOX ile uyarilan sigan kardiyotoksisite modelinde kronik treadmill egzersizinin
serum CK-MB diizeylerini DOX grubuna gore iyilestirdigi gosterilmistir. Mevcut
calismamizda egzersizin sican I/R modelinde CK-MB diizeylerini anlamli olarak
diistirdiigii belirlenmigtir. Ancak METRNL verilen grupta I/R grubuna gore
azalma yonunde bir meyil olmasina ragmen bu azalmanin anlamli diizeyde
olmadig1 belirlenmistir. Sonu¢ olarak o6zellikle treadmill egzersiz sican I/R
modelinde koruyucu etkilere sahiptir ve bu koruyucu etkinin en Onemli
gostergelerinde biride I/R egzersiz gruplarinda CK-MB’nin azalmis olmasidir.

IL-4 anti-inflamtuar cevapta Onemli olan pleotropik bir sitokindir. T
hicreleri, mast hticreleri ve notrofiller IL-4 iireten ana hiicrelerdir. Ayn1 zamanda
karaciger, fibroblastlar, beyin ve kas dokuda ifadelendigi belirtilmektedir. IL-4’Un

kuvvet egzersizlerinden sonra iskelet kasinda arttig1 ifade edilmektedir. Bu sitokin
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ayni zamanda IL-4 reseptorii araciligiyla kas hiicre flizyonu ve kas gelisiminin
diizenlenmesinde de gorev yapmaktadir (162).

Rosa Neto ve arkadaslar1 egzersiz sonrasi yorgunlugun 6 saatinde IL-4 protein
igeriginin extensor digitorum longus (EDL)’da arttgim1 ve soleus kasinda
azaldigim1 belirmiglerdir.  Salehian ve arkadaglarida orta diizeyde treadmill
egzersizinin serum IL-4 seviyelerini azalttigin1 ancak yiiksek diizeyde treadmill
ekzersizinin ise IL-4’tin serum diizeylerini diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Biz
calismamizda soleus kasinda benzer sekilde IL-4’Un azaldigini ancak egzersiz
grubunda kontrole gore serum IL-4 seviyelerinin degismedigini gosterdik.

Vaskiiler tonus lizerinde yapilan kontraktilite ¢alismalarinda, vaskiiler
tonusun diiz kas ve endotel hicrelerinde bulunan intraselliler Ca*2 depolar
tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (163).

EKG degisimlerinin gbézlenmesi miyokardiyal hastaliklarin altinda yatan
nedenlerin ortaya ¢ikarilmasi agisindan oldukc¢a 6nemlidir. Emeka ve arkadaslari
doksorubusinle  olusturduklar1  sican  iskemi  modelinde  metforminin
elektrokardiyografi bulgular1 iizerine olumlu etkilerinin olup olmadigim
arastirmiglardir. PR ve QT intervallerinde meydana gelen artisgin metformin
tedavisi uygulanan gruplarda anlamli olarak azaldigini gostermislerdir (164).
Damesceno ve arkadaslari tonin uygulamasinin sicanlarda invivo ve invitro
etkilerini degerlendirmislerdir. ECG bulgularina goére tonin uygulamasinin PR
intervalini degistirmedigini ancak QT intervalini azalttigin1 saptamislardir (165).
Toutounchi ve arkadaslar1 izoprotenolle uyardiklar1 sican kalp yetmezligi
modelinde rosmarinik asitin invitro kardiokoruyucu etkileri oldugunu

izoproteoliin neden oldugu ST segment artisin1 normalize ettigini gostermislerdir
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(166). Bizde ¢alismamizda reperfiizyonun 5 dk’sinda I/R’ye gore egzersiz ve
METRNL hem tek tek hemde beraber uygulandiginda QT intervalini anlaml
olarak azaldigin1 gosterdik. I/R grubunda elde edilen uzamis QT intervali
egzersiz, METRNL veya her ikisinin beraber uygulanmasiyla reperfiizyonun
S5dk’sinda azalmistir. Ancak bu iyilesme iskeminin 5dk’sinda gozlenmemistir.
Uzamis QT intervali iskemi kaynakli oksidatif stres ve membran hasarinin neden
oldugu venrikiiler fonksiyonel anomalilerinin bir  gostergesi  olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica ST’deki azalma koroner basingla koreledir (165).
Calismamizda da ST intervalinin reperfiizyonun S5dk’sinda METRNL veya

METRNL nin egzersizle kombinasyonunda azaldig1 belirlenmistir.

Egzersiz son zamanlarda kalp yetmezligi yasayan birelerin tedavisinde
onemli bir yer tutmaya baslamistir. 1980’lerden 6nce kalp yetmezligi yasayan
bireylere kalp krizi gecirme riskinden dolay1r egzersiz tavsiye edilmezken son
yillarda hem aerobik hemde diren¢ egzersizlerinin egzersiz tolerensini ve hayat
kalitesini iyilestirerek kas dekondisyonunu engelleyerek kalp yetmezligi olan
bireylerde yararli ve giivenli oldugunu gostermektedir. Egzersizin kardiyo
koruyucu mekanizmasi bilinmemektedir. Bununla beraber transjenik hayvanlarda
yapilan deneyler PI3K (p110 alfa) aract molekiil oldugunu gostermektedir (167).
Bozi ve arkadaslar1 egzersiz yapan sicanlarda miyokardiyal infartin sedentar
sicanlarla karsilastirildiginda daha kiigiik miyokardiyal infart yayilimi, daha ince
bir infart duvar1 ve daha az kollejen birikimine neden oldugunu gostermislerdir
(168). Calismamizda egzersizinde EKG bulgulari iizerinde 6zellikle I/R grubunda

artmis olan QT intervalini azaltic1 etkilerinin oldugu gézlenmistir.
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Calismamizda egzersiz, METRNL veya bunlarin  kombinasyonunun
ozellikle kalp I/R hasarinin reperflizyon asamasinda gerceklesen konduksiyon
anomalileri ve mekanik disfonksiyonun zararli etkilerinden kalbi korudugunu
diisiindiirtmektedir. Ozellikle verilerimiz miyokardiyal hasarda koruyucu
Ozellikleri oldugu bilinen veya disiliniilen ajanlarla yapilan sican tedavi
yaklasimlarinda EKG gibi kardiyak fonksiyon parametrelerininde gozlenmesi

gerektigini onermekte ve desteklemektedir.

Kas kasilmasi ve gevsemesi olaylar1 birbirini tetikleyen bir¢ok fizyolojik
siirecin yer aldigt ve bunlarin birbirleriyle olan iligkilerinin tam olarak
aydinlatilamadig1 fizyolojik bir siirectir. Yapmis oldugumuz c¢aligmada kaslarin
kasilma ve gevseme mekanizmalari {izerine yeni bir sitokin olan metrnl’nin sigan
aortundaki kasilma ve gevseme mekanizmasi iizerine olan etkilerini literatiire
kazandirmay1 amagladik. SNP damar diiz kaslar1 iizerinde farkli mekanizmalarla
etki ederek hem arter hem de venleri genisleterek kan basincinda azalmaya neden
olur. Gevsetici etkisini potasyum kanallarini agarak ve zarda elektrojenik sodyum
pompasini aktive ederek gosterir. Reseptor aracili kalsiyum kanallarindan Ca2*
girisini inhibe eder (169). SNP’ye bagl gevseme cevaplarinin METRNL’nin 10
vel0™ dozlarinda azaldig1 gosterilmistir.

ACH gevseme yanitlarinda vaskiiler endotel kaynakli endotelyal nitrik
oksid sentaz (eNOS) tarafindan sentezlenen NO o6nemlidir. Bu nedenle ACH
gevseme yanitlar1 endotel tabakasinin zedelenip zedelenmedigini ve NO
biyosentezini gostermesi agisindan 6nemlidir. ACH hicre i¢i Ca™2’u artirarak
eNOS akut stimiilasyonuna ve NO agiga ¢ikisina neden olur (170). ACH’a bagh

gevseme cevaplarinin METRNL tarafindan degistirilmedigi goézlenmistir. Bu
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dogrultuda g¢alismamizda ACH yanitlarinda degisim olmamasi, METRNL nin
endotel aracili yanitlar1 degistirmedigini, endotel tabakasinda bir harabiyete neden
olmadigimi gostermektedir.

FNP’ye bagh kasilma cevaplarmin METRNL’nin 10® dozunda arttig
belirlenmistir. a-adrenerjik reseptor aracili kasilmaya neden olan FNP, sitozolik
Ca"2 konsantrasyonlarini membran depolarizasyonu sonucu direkt ya da indirekt
olarak reseptor ya da voltaj aracili Ca*2 kanallar agarak, fosfolipaz C aktivasyonu
sonucu myosin hafif zincir kinaz aktive ederek ya da inositol-3 fosfat(IP3) Gretimi
ile birlikte IP3 ile indiiklenen endoplazmik retikulumdan Ca*2 aciga ¢ikisin
saglayarak gergeklestirebilir (171). Bilgilerimize gére METRNL’nin damar
hareketlerinde degisiklere sebep olabilecegi, FNP, NSP ve ACH ile uyarim
sonucu kasilma ve gevseme cevaplarini degistirebilecegi ilk kez gosterilmistir.
Sonu¢ olarak METRNL’nin gevsemeyi baskilmasi ve kasilmayr artirmasi
METRNL’nin damar iizerinde koruyucu etkilerinin oldugunun en Onemli
gostergelerindendir. Caligmamizin  bulgular1 literatiir bilgileri ile birlikte
degerlendirilemediginde METRNL’nin damar veya diger kas dokular tizerindeki
kasilma ve gevseme cevaplart iizerine etkilerinin molekiiler diizeyde kullandig1

sinyal yolaklariminda ortaya konacag: yeni arastirmalara ihtiya¢ vardir.

METRNL damar dokuda kasilma gevseme cevaplarini degistirmekle
beraber ayni zamanda mitokondriyal biyogenez iliskili gen ifadelerinide
degistirmektedir. Ozellikle kalp ve kas dokuya benzer sekilde METRNL damar
dokusunda ATP5B’nin SNP kasilma protokolii uygulandiginda kontrole gore

anlaml diizeyde artig1 gosterilmistir. Ancak ayni artis FNP ve ACH uygulandigi

101



kasilma ve gevseme protokollerinde elde edilmemistir. Ayn1 zamanda sadece FNP
uygulanan gruptada ATP5B diizeylerinde artis oldugu gozlenmistir. Bu bulgu
aslinda izole organ banyosunda elde ettifimiz METRNL’nin kontrole gore
SNP+METRNL grubunda goriilen gevsemeyi azaltict ve FNP+METRNL
grubunda kasilmayr artirict etkisiyle tutarhidir. Ciinkii kasilma protokolii

uygulanan damar dokularinda ATP5B artisint METRNL normalize etmistir.
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7. ONERILER

Yaptigimiz calismada ilk kez METRNL’nin insan ve sican I/R
modellerindeki rolii degerlendirilmistir. METRNL’nin 6zellikle sican I/R
modelinde koruyucu o6zelliklerinin oldugu gézlenmis ve bu koruyucu 6zelligini
Ozellikle mitokondriyal DNA’nin  korunmasindan sorumlu olan TFAM
diizeylerini artirarak gergeklestirdigi tespit edilmistir. Ayrica izole organ
banyosunda kasilmayr artirict ve gevsemeyi azaltict Ozelliklerinin de bu
koruyuculukta aracilik edebilecegi gosterilmistir. Yeni planlanacak ¢alismalarda
ozellikle METRNL’in diger I/R modellerinde veya hastaliklardaki rollerinin
belirlenmesine yonelik olarak planlanmasi gerekmektedir. Hala METRNL’nin
kullandig1r bir reseptor olup olmadigi, etki mekanizmasini nasil gosterdigi
bilinmemektedir. Bu baglamda 6zellikle METRNL’ ’nin reseptoriiniin ve hiicre

icinde aktive etttigi ikincil yolaklarin belirlenmesine ihtiyag vardir.
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