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DIYAFRAMIN FARKLI PERIYODIK UYARIM
YANITLARINDA ABDOMINAL iSKEMI-
REPERFUZYONUN YARATTIGI DEGIiSIMLER

Changes in Different Periodic Stimulation Responses of
Diaphragma

Seckin TUNCER

OZET

Amag: Abdominal aort anevrizmasi tedavisinin deneysel bir modeli olan abdominal iskemi-reperfiizyon kar-
diyolojik, solunumsal, renal ve tiremeyle ilgili ikincil fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir. Yapmis oldu-
gumuz ¢alisma ile ikincil bir komplikasyon olarak gelisen solunumsal fonksiyon bozuklugunun altinda yatan
diyafram kasi mekanik 6zelliklerinde meydana gelen olasi degisimlerin aragtiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontemler: Bu amagla gergeklestirilen deneylerde 16 adet wistar albino tiird sigan kullaniimigtir. Ab-
dominal aortanin infrarenal bolgesinden vaskdler klip ile 30 dakika iskemi, klip kaldirilarak 2 saat reperfiizyon
gerceklestirilen grup I/R olarak adlandirilirken, yalnizca insizyon gerceklestirilen kontrol grubu ise KON olarak
adlandiriimistir. Siganlarin diyafram kaslari frenik sinirleriyle birlikte izole edilerek in vitro kasilma 6lgim de-
neyleri gergeklestirildi. Uyarim 25 Hz sabit ve frekansi 25-50 Hz araliginda degisen supramaksimal uyaranlarla
yapildi.

Bulgular: Tepe Degeri (TD, N), Alt Deger (AD, N), Gevseme Miktari (GM, N) verileri I/R grubunda anlamli olarak
azalmis bulunurken, Kasilma Suresinde (KS, ms) anlamli (p<0,05) bir fark gortilmedi. Uyarim frekansi artirilarak
yapilan 6lgimlerde ise TD her frekansta azalmis bulunurken, AD 35 Hz'den yiksek, GM ise 40 Hz’'den dustik
uyarim frekanslarinda anlamli olarak azalmis bulundu (p<0,05).

Sonug: Gergeklestirdigimiz calisma ile abdominal iskemi-reperflizyon sonucunda olusan solunumsal fonksiyon
bozuklugunun diyaframin mekanik 6zelliklerinin degisiminden kaynaklandigini gosterilmistir. Bu durum ise
hiicre metabolizmasindaki bozulmalardan ve dolayisiyla Ca** homeostazinda meydana gelen degisimlerden
kaynaklanmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Abdominal aort anevrizmasi; Abdominal iskemi-reperfiizyon,; Diyafram; Kasilma; Sigan

ABSTRACT

Objectives: Abdominal ischemia-reperfusion, which is an experimental model of abdominal aortic aneurysm
treatment, causes secondary cardiological, respiratory, renal and reproductive dysfunctions. With this
study, we aimed to investigate possible changes in the mechanical properties of the diaphragm underlying
respiratory dysfunction.

Materials and Methods: For this purpose, 16 wistar albino rats were used in the experiments. Ischemia was
induced by using vascular clips from the infrarenal region of the abdominal aorta for 30 minutes. Then clip
was removed for 2 hours reperfusion in I/R group. Only incision was made in control group which is named
as KON group. Diaphragm muscles of rats were isolated together with phrenic nerves and in vitro contraction
measurement experiments were performed. The stimulation was performed with 25 Hz constant and varying
between 25-50 Hz supramaximal stimuli.

Results: While Maximum Tension (MT, N), Basal Tension (BT, N), Relaxation (R, N) values decreased significantly
in I/R group, Contraction Time (CT, ms) did not change significantly (p<0.05). In the measurements made by
increasing the stimulus frequency, significant decrement were found for MT in every frequency while for BT in
higher frequencieas than 35 Hz and for GM lower frequencies than 40 Hz (p<0.05).

Conclusion: Our study has shown that respiratory dysfunction secondary to abdominal ischemia-reperfusion
results from the change of mechanical properties of the diaphragm muscle. This is due to impairments in cell
metabolism and therefore changes in Ca** homeostasis.

Keywords: Abdominal aorta aneurysm; Abdominal ischemia-reperfusion; Diaphragm; Contraction; Rat
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GIRIS

Basta aort cerrahisi olmak Uzere vaskiiler cerrahi
operasyonlarin pek ¢ogu, kan akisinin durdurulmasini
gerektirmektedir. Vaskiller yolun besledigi dokulara
kan akisinin durdurulmasi, dokuda iskemi meydana
gelmesine neden olmakta, belirli bir stirenin ardindan
kan akisinin yeniden saglanmasi ile reperfiizyon
olarak adlandirilan olay gerceklesmektedir. iskemi
ve reperflizyon gerek yakin dokularda, gerekse de
uzak dokularda bircok yapisal ve fonksiyonel hasara
neden olmaktadir (1). Ozellikle reperfiizyon esnasinda
dokulardameydanagelen oksidatif stres kaynaklioldugu
bildirilen bu hasarlar (2), cerrahi islem sonrasinda
farkh doku ve organlarda fonksiyonel bozukluklara
yol agmaktadir. Post-operatif komplikasyonlar olarak
adlandirilan bu bozukluklar hastanin olimine dahi
sebebiyet verebilmektedir (3).

Basta abdominal aortada meydana gelen anevrizmanin
acitk cerrahi ile tedavisinde olmak Uzere pek ¢ok
cerrahi islemde, abdominal aorta infrarenal bélgeden
bir stre klipe edilmektedir (4). Abdominal iskemi-
reperfliizyon olarak adlandirilan bu isleme bagh
post-operatif komplikasyonlarin basinda solunumsal
fonksiyon bozuklugu gelmektedir. Abdominal iskemi-
reperflizyon sonrasi solunumsal fonksiyon bozuklugu
gorilme orani % 8,4 iken, bu vakalarin ¢ogu olimle
neticelenmektedir (5). Yiksek morbidite ve mortaliteye
sahip solunumsal fonksiyon bozuklugu solunum
islevinin gercgeklestiriimesinde olduk¢a 6nemli role
sahip diyafram kasi ile iliskilendirilmektedir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada, deneysel yoldan
infrarenal bdlgeden abdominal aorta klipe edilerek
gerceklestirilen iskemi reperflizyon sonrasi diyaframda
meydana gelen mekanik degisimler arastiriimistir.

MATERYAL VE METOD

Yapilan deneylerde 14-16 haftalik eriskin 16 adet Wistar
Albino tirl agirhklari 250-350 g arasinda degisen erkek
sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlari, 12 saat gece
12 saat gilindliz periyodunda su ve yemde herhangi
bir kisitlama olmaksizin kafes basina 5 adet olmak
kosuluyla barindiriimislardir. Kullanilan tim siganlar
Konya Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilmis,
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tim deneysel ve cerrahi islemler Meram Tip Fakiltesi
Deney Hayvanlari Etik Kurulu’'nun 2017-012 sayili ve
31/03/2017 tarihli onayina dayanarak NEU Meram Tip
Fak. Biyofizik AD’ da gerceklestirilmistir.

Her bir grupta 8 hayvan olacak sekilde iki deney grubu
olusturulmustur.  Abdominal iskemi reperflizyon
modelinin uygulandig grup I/R grubu, uygulanmadig
kontrol grubu ise KON grubu olarak adlandiriimistir.
Tum hayvanlar 8 mg/100 g ketamin ve 1 mg/100 g
ksilazin kombinasyonunun intraperitoneal enjeksiyonu
ile anestetize edilmistir.

Abdominal iskemi reperflizyon modeli olusturulan
hayvanlarin abdominal bolgesi vyaklasik 3 cm’lik
median kesi olusturulmus, bir ekartdér yardimiyla
abdominal aortanin infrarenal bolgesi gorinir hale
getirilmistir. Abdominal aortadan kan akisini tamamen
bloke edecek sekilde bir vaskuler klip yerlestirilerek
30 dakika beklenmistir. Beklemenin ardindan klip
kaldirllarak abdominal kan akisi saglanmistir. Kesi
bolgesi 4-0 ipek sutiir ile dikilerek kapatilmis ve 2 saat
gbzlem altinda tutulan deney hayvani tekrar anestetize
edilerek diyaframin izolasyonu gerceklestirilmistir.
KON grubundaki hayvanlara ise yalnizca abdominal
aortanin klip ile kapatilmasi islemi haricinde tim
islemler aynen uygulanmistir. Tum cerrahi islemler
esnasinda deney hayvanlarinin viicut sicakhgi bir rektal
prop ile geribeslemeli olarak calisan isitici ameliyat
masasi (MAY RTC 9404-A Animal Rectal Temperature
Controller, Commat Ltd.) ile 37°C’de sabit tutulmustur.
Diyafram izolasyonu Bulbring’in 1946 yilinda
tanimlamis oldugu yonteme goére gerceklestirilmistir
(6). izole edilen diyaframlar 20 mm uzunlugunda 5
mm eninde serit halinde kesilmistir. Ardindan hizl
bir sekilde sicakligi perfiize bir i1si ceketi ile 370C’de
sabit tutulup %95 O, ve %5 CO, ile gazlanan taze
Krebs sollisyonu (133 mM NacCl; 4,9 mM KCI; 1,8 mM
CaCl,; 11,9 mM NaHCO,; 0,7 mM NaH2PO,; 11 mM
Glukoz, pH:7,4) iceren organ banyosu (MAY IOBS 99
Isolated Tissue Bath and Circulator, Commat Ltd.)
icerisine alinmistir. Diyafram seridinin bir ucu manuel
mikromanipulatore, diger ucuise yine kuvvet gevirecine
(FTO3 Force Displacement Transducer, Grass Co., USA)
baglanmistir. Uyarim, diyafram seridini arasina alacak
sekilde tasarlanmis alan uyarisi elektrodundan bir
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stimilator (S88 Stimulator, Grass Co., USA) araciligiyla
gerceklestirilmistir.

Kayitlara baslamadan o6nce 20 dakika dokunun
dengelenmesi icin beklenmis, ardindan
mikromaniplator ile kasin gerimi 2 g olacak sekilde
ayarlanmistir. Uyarim supramaksimal genlikli ve 0,2
ms sireli sirasiyla 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 Hz frekansa
sahip puls desenleri ile gerceklestiriimistir. Kasilma
yanitlari bir analog dijital ¢evirici (MP45 Two channel
data acquisiton unit, Biopac, USA) tizerinden bir kayit
programi (BSL PRO 3.7.5, Biopac, USA) kullanilarak
bilgisayarin sabit bellegine kaydedilmistir. izometrik
kasilma kayitlari tamamlandiktan sonra diyafram
seritleri cevreleyen bag dokudan arindiriimis, bir
hassas terazi (SBA 31, Scaltec) ile agirliklari olgulerek
not edilmistir.

Kaydedilen kasilma yanitlarindan maksimum kasiima
blyukligi olan Tepe Degeri (TD, N), iki maksimum
kasilma arasinda kalan gevseme degeri olan Alt Deger
(AD, N), bu iki deger arasindaki fark olan Gevseme
Miktari (GM, N) ile gevsemis kasin tekrar en blylk
kasilmaya ulasmasi icin gecen zaman Kasilma Siiresi
(KS, ms) hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerler
gram (g) cinsinden olup birim kesit alana karsilik
gelen kuvvete (Newton, N) cevrilmistir. Bunun igin, ilk
olarak 1972'de Close tarafindan tanimlanan 6zel bir
formdilden yararlanilmistir (7).
Kuvvet (FxdXxl)
cm: m

Bu formiile gore F, 6lgllen kuvveti (N), d, iskelet kasinin
spesifik yogunlugunu (1,06 g/cm3), |, kas seridinin
uzunlugunu (cm) ve m ise kas seridinin agirlhigini (g)
ifade etmektedir.

Gruplara ait verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnow ile test edilmis, normal dagilim
gosteren verilerin karsilastirilmasi bagimsiz t testi
(Unpaired Student’s t test) kullanilarak vyapilirken,
normal dagilima uygunluk gostermeyen verilerin
karsilastirilmasi ise Mann-Whitney U testi kullanilarak
yapiimistir. Bu karsilastirma sonucunda p degeri
0,05’ten kiicik olarak bulunan veriler arasindaki
farklihk istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Verilerin analizi BSL PRO 3.7.5, Biopac, USA kullanilarak
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yapilirken, istatistiksel testler ise GraphPad Prism
5 Demo for Windows paket programi kullanilarak
gerceklestirilmisti. ~ Tim  veriler ortalama ve
ortalamanin standart hatasi (Ort+SH) olarak verilmistir.

BULGULAR

izole diyafram seritlerinin cevreleyen bag dokudan
arindirildiktan sonraki agirhgi KON grubu igin ortalama
92,70+5,53 mg, I/R grubu icin ise 97,30+5,07 mg olarak
dlcilmistir. Olclilen Tepe Degeri (TD, N), Alt Deger
(AD, N), Gevseme Miktari (GM, N) verileri I/R grubunda
anlamli olarak azalmis bulunurken, Kasilma Siresinde
(KS, ms) anlamli (p<0,05) bir fark gorGlmemistir
(Tablo 1). Bununla birlikte uyarim frekansina bagh
TD korelasyonu katsayilarinin (R2) ortalamasi azalmis
ancak gruplar arasinda anlamh (p<0,05) bir fark
gorilmemistir (Tablo 1).

Tablo 1: Kaydedilen kasilma yanitlarindan hesaplanan
ortalama (KON igin n=8, I/R igin n=8) Tepe Degeri (TD), Alt
Deger (AD), Gevseme Miktari (GM), Kasilma Siresi (KS) ve TD
korelasyon katsayisi (R2) degerleri. Veriler ortalamaztstandart
hata olarak verilmistir. * ise KON ile karsilastirildiginda p<0,05
seviyesindeki istatististiksel anlamli farki géstermektedir.

KON I/R
TD (25 Hz, N) 5,01+0,22 4,46+0,22 *
AD (25 Hz, N) 2,99+0,24 2,70£0,21 *
GM (25 Hz, N) 2,02+0,08 1,76£0,07 *
KS (25 Hz, ms) 20,25+0,08 20,40+0,09
R? 0,60+0,05 0,51+0,04

Uyarim frekansi 25-50 Hz araliginda artirildiginda Tepe
Degerinin (TD) degisimi her bir grup icin Sekil 1’'de
gorilmektedir. Olgiilen degerlerin ortalamalarinda her
bir frekans degeri icin gruplar arasinda anlamli fark
bulunmustur (p<0,05). Uyarim frekansi arttikca bu
farkin artma egilimi gosterdigi goriilmektedir (Sekil 1).

Uyarimin yine 25-50 Hz arahginda degistiriimesi
esnasinda 6lcllen Alt Deger (AD) verilerinin ortalamalari
25 ve 30 Hz igin gruplar arasinda anlamli olarak farkh
bulunmazken, daha ylksek frekanstaki uyarimlarda
bu farkin anlamh (p<0,05) oldugu ve frekansla beraber
arttigi gortlmastir (Sekil 2).
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Sekil 1: Kaydedilen kasilma
yanitlarindan hesaplanan orta-
lama (KON igin n=8, I/R i¢in n=8)
Tepe Degeri’nin (TD) uyarim
frekansina bagli degisim grafigi.
Veriler ortalamazstandart hata
olarak verilmistir. * ise KON ile
karsilastirildiginda p<0,05 sevi-
yesindeki istatistiksel anlamh farki
gostermektedir.

Sekil 2: Kaydedilen kasilma
yanitlarindan hesaplanan or-
talama (KON i¢in n=8, I/R igin
n=8) Alt Deger’in (AD) uyarim
frekansina bagli degisim grafigi.
Veriler ortalamazstandart hata
olarak verilmistir. * ise KON ile
karsilastirildiginda p<0,05 sevi-
yesindeki istatistiksel anlamh farki
gostermektedir.

Sekil 3: Kaydedilen kasilma
yanitlarindan hesaplanan orta-
lama (KON igin n=8, I/R igin n=8)
Gevseme Miktar’’nin (GM) uyarim
frekansina bagli degisim grafigi.
Veriler ortalamazstandart hata
olarak verilmistir. * ise KON ile
karsilastirildiginda p<0,05 sevi-
yesindeki istatistiksel anlamh farki
gostermektedir.
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izole diyafram seritlerinin Gevseme Miktarlarinin (GM)
uyarim frekansina bagl degisimi Sekil 3’te verilmistir.
Buna gore, 40 Hz ve daha dusik frekanstaki uyarimlarda
gruplar arasinda anlaml fark bulunmustur (p<0,05).

TARTISMA

Abdominal iskemi-reperflizyon modeli, abdominal
aort anevrizmasi (AAA) tedavisinde agik cerrahi
uygulamasinin yarattigina benzer bulgulara sahip
bir deneysel hayvan modelidir (8). Bu modelde
meydana gelen ikincil komplikasyonlarin en 6nemlisi
sayllabilecek  solunumsal fonksiyon  bozuklugu,
diyafram kasindaki mekanik yeniden modellenmeler
ile agiklanmaktadir (3). Yapilan model galismalarinda,
hafif anestezi altindaki siganlarin abdominal aortasina
infrarenal bolgeden insizyonla ulasilmistir. Ardindan
vaskiler klemp konularak 60 dakika kan akisinin
kesilmesini (iskemi) takiben 24 saat, 48 saat ve 7 gin
sireyle reperfuzyon islemi gerceklestirilmistir (8).
Ayni g¢alisma grubunun ilerleyen zamanda yapmis
oldugu calismada ise 30 dakika klemp yerlestirilerek
iskemi olusturulmasi islemini takiben yalnizca 2 saat
reperfiizyon gercgeklestirilmistir (9). Bu ¢alismada
ikincil komplikasyonlar, protein ifade miktarlarindaki
degisim ve kanda oksidatif stres belirtegleri
yoninden ayni sonuglara ulasilmistir. Bu ¢alismalar
deneysel AAA tedavi modeli olarak abdominal
aortada gerceklestirilen 30 dakika iskemi ve 2 saat
reperflizyonun kullanilabilecegini gostermistir.

Diyafram kasinin bazi uyarim desenlerinde olusturacagi
mekanik yanitin degisimi hiicresel diizeydeki pek
¢ok mikro degisime dair ipucu tasimasi yoniinden
onem arz etmektedir. Bu kastaki mekanik oOlgi ve
gbzlem calismalari, sicanlarda Bilbring tarafindan ilk
olarak 1946’da gerceklestirilmistir (6). Ancak kasilma
kuvveti 6lcimiinde diyafram kasi ylzey alaninin ve
kas yogunlugunun da 6nemli bir degisken oldugu ve
buna gore verilerin normalize edilmesi gerektigi Close
tarafindan 1972’de ortaya konulmustur (7).

Calismamizda olusturdugumuz deneysel abdominal
iskemi-reperflizyon modelinde diyafram kasinin
mekanik olarak etkilendigi gorulmustir. Bu etkinin
varhigl temel olarak, supramaksimal kare bigimli
uyaranlarin uygulanmasi ile elde edilen Tepe Degeri
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(TD, N) verilerinin ortalamasinda bulunan anlamli
degisime dayanarak soylenebilir (Tablo 1). Bu veri
literatlrdeki benzer calismalarla ortismektedir (8,
9). Ayrica ge¢miste yapilan calismalarda yine iskelet
kasinin arastirilmasi icin iyi birer preparat olan
Gastrocnemius ve Tibialis anterior kaslari kullanilimis
ve ¢alismamizdaki ile benzer bulgular elde edilmistir
(10). Ayrica kalp kaslarinin da iskemi-reperfiizyondan
etkilenmeleri gergek hayattaki karsiliginin  6nemi
disunuldGgiinde ciddi bir ¢calisma konusudur. Kardiyak
kaslarla yapilan iskemi-reperflizyon c¢alismalarinda
da yapmis oldugumuz calismadaki bulgulara benzer
kasilma degisimleri goralmustir (11).

Calismamizda Alt Deger (AD, N) ve Gevseme Miktari
(GM, N) verilerinde de meydana gelen anlamli degisim,
hiicre ici Ca™ homeostazinda degisim meydana gelmis
olabilecegini  dlsindlirmektedir. Ancak Kasilma
Stiresinde (KS, ms) herhangi bir degisim gorilmemis
olmasi, diyafram kasinin  dinamik  mekaniksel
ozelliklerinin  daha  derinlemesine  arastiriimasi
gerektigini géstermektedir (Tablo 1). Bu agidan yapmis
oldugumuz c¢alismada farkli frekanslarda uyaran
desenleri uygulamasi ile hiicre i¢i Ca** dinamiklerinin
degisimi arastirilmak istenmistir. Diyafram kasi
hiicrelerinde kasilma i¢in ihtiyag duyulan Ca*’un
blylk bir boéliminin sarkoplazmik retikulumdan
(SR) saglandigi bilinmektedir (12). Bu konunun
arastirilmasinda Ryanodin’in 3nM konsantrasyonunun
bazal kas gerimini artirdigi ve bu etkiyi de SR’daki
Ca*”un dinlenimdeki hiicrenin stoplazmasina akmasini
saglayarak meydana getirdigi gosterilmistir (13). Bu
bilgi 1siginda, ylksek ancak tetanus olusturmayacak
frekanstaki uyarim desenleriyle elde edilen kasiima
yanitlarinin  aydinlatict  olacagi  soylenebilir. Bu
amacgla, yapmis oldugumuz c¢alismada uyarim
frekansi 25 Hz'den baglanarak 50 Hz’e kadar g¢ikarilan
supramaksimal kare bigimli uyaranlar diyafram kasi
seritlerine fizyolojik kosullara en uygun in vitro ortamda
uygulanmis ve yanitlar ol¢ilmustir. Bazi ¢alismalarda
50 Hz uyaranlarin spontan nefes alan sicanin frenik
sinir-diyafram kasi motor Unitesinin dogal kasilma
frekansina yakin oldugundan soz edilmektedir (14).
Ancak baska calismalarda ise bu frekans, sicanin hizl
soluk alip verme frekansi kabul edilmis, yorgunluk
modeli deneyleri gerceklestirilmistir (15).
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Diyafram kasinda da birgok diger iskelet kasinda
oldugu gibi ATP duyarh K* kanallari bulunmaktadir (16).
Sitoplazmadaki ATP ile kontrol edilen bu kanallar, hiicre
ici ATP yogunlugu 1mM’in altina dismedigi sirece
kapal olarak bulunmaktadir (17). ATP tiketiminin
hizlanmasi ya da enerji metabolizmasindaki bir
degisimin bu kanallarin agilmasina ve SR’dan hiicre
icine Ca™ iyonu girisine neden oldugu gosterilmistir
(18). Bazal Ca* miktarinda artmaya neden olan bu
durum, I/R grubunda Tepe Degerinin (TD, N) ve Alt
Degerin (AD, N) ve buna bagh olarak da Gevseme
Miktarinin (GM, N) anlamli azalmasini agiklamaktadir
(Sekil 1,2 ve 3). Cunki iskemi-reperflizyonun hiicrenin
enerji metabolizmasini bozarak hicre igi ATP miktarinin
azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Bu durum ise
hiperemi kaynakli nitrik oksit ve oksijen tiirevi serbest
radikallerin miktarindaki artistan yani oksidatif stresten
kaynaklanmaktadir (10). Yine c¢alisma grubumuz
tarafindan gergeklestirilen ve abdominal iskemi-
reperflizyon modelinin diyafram kasi hiicrelerinde
yarattigi elektriksel degisimin arastirildigi calismamizda,
persistan Na* kanallarinin aktivitesinin azalmasi sonucu
hiicre zarinin hiperpolarizasyonu ile K* kanallarinin
yanitlarinin gecikmesi nedeniyle aksiyon potansiyeli
deseninin degistigi gosterilmistir (19).

Abdominal iskemi-reperflizyon gerektiren abdominal
aort anevrizmasi (AAA) tedavi modeli kullanilan
calismamizda, ikincil bir komplikasyon olarak ortaya
¢ikan solunumsal fonksiyon bozuklugunun diyaframin
mekanik 06zelliklerinin degisiminden kaynaklandigini
gostermistir.
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