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OZET

Uzun yillardir toksik etkileri bilinen ve bu dogrultuda arastirilan karbon
monoksit (CO), nitrik oksit (NO), hidrojen siilfiir (H2S) ve kiikiirt dioksit (SO,)
molekiillerinin, son yillarda insan viicudu tarafindan da dretildigi ve fizyolojik
stireglerde gorevli molekiiller oldugu anlasilmistir. Ayni1 zamanda bu molekiillerin
fizyolojik kosullarin disinda, patofizyolojik kosullarda da etkili olduklar1 fark
edilmistir. Bu ¢alismamizda siganlarda olusturulan hipertrofik patolojinin etiyolojisi
tizerine SO, molekiiliiniin roliintin elektrofizyolojik yontemlerle incelenmesi ve
islevinin anlagilmasina yonelik bilgilerin ortaya konmasi1 amaglanmigtir. Bu amacla
bir haftalik isoproterenol uygulamasi sonucunda kardiyak hasar olusturularak SO,
donorii etkileri kardiomyosit diizeyinde gozlemlenmistir. Bununla birlikte
antioksidan karisim uygulamasiyla da, SO, molekiiliiniin olasi etkilerinin antioksidan
mekanizmayla iligkisi agikliga kavusturulmustur.

Oncelikle kalp agirhigi/tibia uzunlugu oram incelenerek, izoproterenol
uygulamasi sonucunda hipertrofinin olustugu ve uygulanan molekiillerin bu siireci
durdurmadi@i tespit edilmistir. Bu hastalik modelinin aksiyon potansiyeli
depolarizasyon siiresinde bir uzamaya neden oldugu ve SO, uygulamasinin bu
uzamay1 geri dondiirdiigii tespit edilmistir. Ayrica bu uzamaya antioksidan karigimin
paralel bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu uzamanin nedeninin bagka
calismalarda gosterildigi tizere ge¢ sodyum akimlarindan (Ina ) dolayr gergeklestigi
sdylenebilir. Bununla birlikte izoproterenoliin Ca®* akimlarimi azalttigi ancak SO
uygulamasiyla birlikte Ca®* akimlarmin kontrol seviyelerine geri déndiigi
goriilmiistiir. Antioksidan karisimin ise hipertrofik modelde gozlenen Ca?*
akimlarinin azalisina her hangi bir etkisinin olmadig1 fark edilmistir. Bu bilgilerin
disinda SO;’nin elektriksel parametrelerde diizelmelere sebep olsa da mekanik
parametrelerde olumsuz degisikliklere neden oldugu fark edilmistir. Bunun
nedeninin ise yapilan diger ¢aligmalarin da gosterdigi iizere Ca?* duyarliliginda
gozlenen artisa bagh olarak diyastolik fonksiyon bozukluklarinin gerceklesmesidir.
SO, molekiiliiniin bu etkisinin antioksidan sistemle her hangi bir iliskisinin bulunup
bulunmadigini anlayabilmek i¢in biyokimyasal parametreler de incelenmistir. Bu
incelemenin  sonucunda kardiyak hasarin  protein oksidasyonu ve lipit
peroksidasyonuna neden olmadigi saptanmis ve SO, molekiiliiniin etkilerinin bu
sistem {izerinden olamayacagi sonucuna ulasilmistir. Bununla birlikte tek basina SO,
uygulamasinin protein karbonil degerlerini arttirarak oksidatif hasara neden oldugu
belirlenmistir. Bu ¢ergevede SO, molekiiliiniin fizyolojik kosullarda oksidatif bir etki
yaratirken, kosullarin degismesine bagli olarak sistem iizerinde farkli etkilerin
olabilecegi yorumu yapilmstir.

Sonug olarak SO, molekiiliiniin patolojik durumlarda kardiyovaskiiler sistem
lizerine olumlu etkilerinin oldugu konusunda verilere ulasilmistir. Bu etki
mekanizmasinin net bir sekilde anlasilabilmesi amaciyla daha detayli ¢aligmalarin
yapilmas1 gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kalp, izoproterenol, Antioksidan Sistem, SO,, Elektrofizyoloji



ABSTRACT

Cardiac hypertrophy is an initial adaptive response to several types of cardiovascular
stress and can precede the decompensatory phase of heart failure. Excitation-contraction
coupling in cardiac muscle of hypertrophic cardiomyopathy (HCM) remains poorly
understood, despite the fact that the genetic alterations are well defined. In this sense, many
intracellular signaling molecules and pathways has been tested. Among these, the most
interesting ones are gasotransmitters referred to as the carbon monoxide (CO), nitrogen
monoxide (NO) and hydrogen sulfide (H,S) respectively. These molecules have been
identified as primary contaminants of the environment, but the understanding of the
production pathways and mechanisms physiological role draw the attention. In addition to
these substances, sulfur dioxide (SO,) is the one that still investigated in the same way. SO,
is toxic and allergic agent and metabolic removal processes is also known for a long time.
Recent studies regarding the heart muscle beside other organs, SO, is endogenously
produced and possible intercellular signaling molecule. However, several articles were
discussing that subsidence of SO is histologically effective in the formation of hypertrophic
signal. However, the influence on heart's electrical and mechanical functions is unknown.
Based on these reasoning, the study designed to investigate the effect of SO, on
cardiomyocytes’ excitation-contraction coupling in HCM model.

This study was designed to uncover the potential role of SO, in rat model of HCM
generated by excessive B-adrenergic stimulation was used. Single cells have been obtained
by enzimatically from hearts of rats given B-adrenergic agonist isoproterenol subcutaneously
to generate HCM and/or SO, donor sodium metabisulfite (i.p) for 7 days.

It has been found that SO, and antioxidant mixture do not effect that isoprotenol
application caused hypertrophy by examining heart weight/tibia length ratio. It is observed
that appeared pathology model caused lengthening at repolarization phase of action potential
and SO, application reversed this process. Moreover, antioxidant mixture does have an
parallel effect on this lengthening. In other studies, this lengthening explained as it took
place due to the Iy, currents. Although isoprotenol reduced Ca®* current, Ca®* current was
lessened to control levels with application of SO,. It have been noticed that antioxidant
mixture does not have any effect on the Ca®* currents. Apart from this information, it is
noticed that leads to adverse changes in mechanical parameters, even though SO, causes
improvement in the electrophysiological parameters. A number of studies showed that
diastolic dysfunction appeared because of occurred Ca** sensitivity. The main reason of this
interpretation is that shortening in the resting sarcomere length along with decreasing
contraction amplitude. In order to understand that the relation between antioxidant system
and effects of SO, molecule mentioned above, biochemical parameters are also studied. As a
result of this study, it is found that cardiac damage did not caused protein oxidation and lipid
peroxidation and it is emphasized that possible effects of SO, molecules cannot be out of this
system. However, it is determined that SO, application does not increase protein carbonyl
values. In this context, while SO, molecule creates oxidative stress in physiological
conditions, different effects on the system can be revealed depending on the changing
conditions

Consequently, the obtained data have implications for the understanding of
cardiovascular system pathology and positive effect of SO, molecule. In order to fully
understand of this effect, detailed studies should required

Key words; Heart, Isoproterenol, Antioxidant System, SO,, Electrophysiology
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GIRIS

Miyokardiyal hipertrofi birgok kardiyak rahatsizlikta gozlenen yaygin bir
durumdur [1]. Bu mekanizma igerisinde miyokardiyal hiperaktiviteden ve koroner
hipotansiyondan dolay1 hipoksi, asir1 kalsiyum yiiklenmesi, enerji kaynaklarinin
tikketilmesi ve katekolaminlerin oksidatif metabolizmasindan kaynaklanan asir1
serbest oksijen radikali iretiminin oldugu Ongoriilmektedir. Katekolaminlerin
oksidatif triinleri mitokondri, sarkotubuler sistem ve kasilma elemanlar1 iizerinde
hasar yaratmasini takiben kardiyak miyosit membranlarina etki etmekte ve kardiyak
kasilma aktivitesini baskilamaktadir. Ge¢mis ¢alismalar izoproterenol ile indiiklenen
kardiyotoksisitenin, serbest oksijen radikallerinin formasyonu ve cesitli oksidatif
tirlinlerin vasitasiyla olusan siilfidril reaktivitesiyle iligkili oldugunu sunmustur [2].
Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonunu arttirarak membran
gecirgenliginin artmasina neden olmaktadir. Bu durumun da kardiyak hasarin
olusmasma yol agtigi diisiiniilmektedir [3]. Ancak oksijen radikallerinin, hasarin
olusumunda ne kadar pay1 oldugu kesin bir sekilde aydinlatilamamaistir.

Kiikiirt Dioksit (SO2) uzun yillardir sadece ¢evre kirletici bir molekiil olarak
diistinilmiistir. Bu nedenle yakin zamana kadar SO,’nin biyolojik rolii ayrintili
olarak incelenmemistir. Cevresel kirletici etkisini agiklamak i¢in yapilan ¢aligmalar
bu molekiiliin miktar1 ile kardiyovaskiiler nedenli morbidite ve mortalite arasinda
pozitif bir iliski oldugunu gostermistir [4]. Bu durum SO; gazinin insan sagligi
acisindan tehlikeli bir molekiil oldugunu isaret etmis ve daha detayl arastirmalarin
yapilmasma yol a¢cmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda endojen kaynakli
SO2’nin olast bir hiicrei¢i sinyal molekiilii olarak fizyolojik siireclerde modiilator
etkiye sahip oldugu vurgulanmistir [5, 6]. Ekzojen ve endojen kaynakli SO,’nin
hayati etkilerini kardiyovaskiiler sistem {izerine gosterdigi, epidemiyolojik ve
deneysel c¢aligmalarla ortaya konmustur [7-10]. Ancak metabolik siire¢lerin
karmagsikligi ve kikiirt igerikli diger molekiillerin (H,S vb.) fizyolojik siireglerde
etkin role sahip olmalari, SO;’nin olast modiilatér etkilerinin aydinlatilmasini
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, yapilan ¢aligmalar SO, nin fizyolojik etkilerini kesin
bir bi¢imde ortaya koymak icin yeterli olmasa da bu olguyu aydinlatmaya yoénelik
ipuclarini saglamaktadir. Dolayisiyla endojen SO2’nin olasi etkilerini ortaya koymak
kardiyovaskiiler rahatsizliklarin mekanizmasini agiklayabilmek i¢in énemli bilgiler
saglayacaktir.

Bu bilgiler 1s18inda c¢alismamiz, B-adrenerjik reseptor agonisti olan
izoproterenol ile olusturulacak Kkardiyak hasar tizerine SO, molekiiniin etkisini,
mekanik ve elektrofizyolojik veriler yardimiyla aciklamayr hedeflemektedir.
Bununla birlikte bu etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmanin antioksidan
kapasiteyle iliskisini irdeleyerek, SO, nin ventrikiil hiicrelerinin islevi lizerine olasi
modiilator etkilerinin mekanizmasini aydinlatmay1 planlamaktadir.



GENEL BiLGILER

2.1. Kalp Kasinin Yapisi

Kalp dolasim sisteminin merkezi organi olup, kendisine gelen kani1 kasilarak
damarlar vasitastyla dokulara pompalayan bir organdir. Gogiis boslugu igerisinde iki
akciger arasinda mediastinum medius denilen boslukta, pericardium adi verilen
fibroserdz bir kesenin igerisinde yer alir. Kalp duvari epikardiyum, miyokardiyum ve
endokardiyum olmak iizere 3 ana tabakadan meydana gelmektedir. Kalp kasinin 3
ana tipi olan atriyum kasi, ventrikiil kas1 ve 6zellesmis uyarici ve iletici kas lifleri
miyokardiyum tabakasinda bulunur. Miyokardiyumun kalp-kasi hiicreleri birbirine
sikica baglanmis tabakalar halinde diizenlenmis olup, kanin bulundugu odaciklar
biitiiniiyle sararlar. Bu tabakayr meydana getiren hiicreler birbirlerine interkale
diskler araciligiyla baglanmislardir. Bunlarin iginde hiicreleri bir arada tutan ve
miyofibrillerin de baglandigi desmozomlar vardir. Kalp kasinda uyari sinoatriyal
diigiim denilen 6zellesmis atriyal miyositlerde baslar ve atriyoventrikiiler diigiime
iletilir. Bu durumu takiben sinyal, atriyoventrikiiler diigiim araciligiyla purkinje
liflerine ve his demetlerine iletilerek ventrikiiller uyarilmis olur. Uyarinin iletimi gap
junction denilen hiicreler aras1 baglantilar yoluyla hizli bir sekilde gerceklesir. Bu
sayede kalp, atriyumlar ve ventrikiiller birbirlerini takip edecek sekilde miyositlerin
senkronize olarak kisalmasi sonucunda kasilir.

2.2. Kalp Kasmn Elektrofizyolojik Diizenlenmesi

2.2.1. Kalpte Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

Kardiyak dokuda gergeklesen uyarilma-kasilma ¢iftlenimi elektriksel uyariy1
mekanik yanita doniistiiren fizyolojik stireci tarif etmektedir. Bu siireg
kardiyomiyositleri saran hiicre zarmin elektriksel uyarilmasi sonucu olusan
depolarizayonla baglayan ve akabinde miyositin dolayisiyla kalbin kasilmasiyla
sonuglanan olaylar dizisidir. Hiicreler aras1 siki baglantilar (gap junction) sayesinde
aksiyon potansiyeli (AP) ve iyon icerigi hizli bir sekilde bir hiicreden diger hiicreye
aktarilabilmektedir. Bu yap1 ve aktarim sayesinde kasilma senkronize bir sekilde
gerceklesmektedir.

2.2.2. Kalpte Aksiyon Potansiyelinin Olusmasi

Kalbin uyarilma-kasilma ¢iftlenimi kalpte 6zellesmis bir hiicre toplulugu olan
sinoatriyal nodda bulunan hiicrelerde baslar. Kalbin kasilmasiyla sonuglanan siirecin
baslamasimi saglayan ilk AP bu bolgelerde bulunan hiicrelerin depolarizasyonu
sonucu olusmaktadir. Daha sonra tiim kalp hiicrelerine 6zellesmis iletim sistemiyle
yayilan AP, kalbin senkronize bir sekilde kasilmasini saglamaktadir [11].

AP’nin olusmasi1 kardiyomiyositleri saran sarkolemmanin iyonlara karsi
gecirgenligindeki degisimlerden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2.1. Kardiyak dokuda ventrikiiler aksiyon potansiyelinin fazlar1 ve bu fazlardan sorumlu
iyon akimlari [12].

Kardiyak dokuda ventrikiilde bulunan kardiyomiyositlerin AP’1 5 fazda
incelenmektedir ve her bir fazdan sorumlu iyonlar Sekil 2.1°de goriildiigii tizere
birbirlerinden farklidir. Bu temel 5 fazi1 su sekilde siniflandirabiliriz;

1) Faz 0; AP’nin sigrama fazi

2) Faz 1; AP’nin erken repolarizasyon fazi
3) Faz 2; AP’nin plato fazi

4) Faz 3; AP’nin asil repolarizasyon fazi
5) Faz 4; Dinlenim potansiyeli fazi

Faz 0 evresi olarak adlandirilan AP olusumunun baslangict sodyum iyon
(Na") akimlarina baglidir ve AP’nin sigrama fazi olarak da adlandirilmaktadir. Na*
iyonunun aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri oldukca hizlidir. Bu iyon birka¢ ms
icersinde tepe degerine ulasabilmektedir. Sonrasinda olusan kendiliginden azalisida
aktivasyonu kadar hizhidir. Hiicre zarinin dinlenim durumuna gore c¢ok kiigiik bir
depolarizan etkiye maruz kalmasiyla birlikte zarda bulunan Na® kanallar1 agilmaya
baslar. Bu kanallarin acilmasmi takiben elektrokimyasal gradiyente bagli olarak



hiicre icerisine Na® gecisinde artis gozlenir. Bu artis hiicre zarini daha fazla
depolarize edecek ve bu duruma bagli olarak da daha fazla Na* kanalinin a¢ilmasina
ve igeriye daha da fazla Na* iyonunun girmesine yol agacaktir.

Na® akimlarinin sayesinde AP’nin hizli ¢ikisim1 olusturan faz 0 evresinin
ardindan erken repolarizasyon evresi olarak adlandirilan faz 1 evresi gelmektedir.
Depolarizasyon sonucunda agilan potasyum iyonu (K") kanallarma ve bu kanallardan
gegici bir sekilde disa dogru iyon gecisiyle meydana gelen akimlara (ly) bagli olarak
meydana gelen bir evredir.

Faz 2 ya da plato evresi olarak bilinen kisim erken repolarizasyon evresini
takiben olusmakta ve membran potansiyelinin goreceli olarak degismedigi siireci
kapsamaktadir. Kalp kasinda gézlenen uzun AP’nin nedenidir. Bu durum iceri dogru
pozitif akimlarin (L-tipi Ca kanallarindan igeri dogru Ca** girisi), disar1 dogru pozitif
akimlar (gecikmis dogrultucu K* akimlari) gorece olarak dengelemisi sonucunda
gerceklesmektedir. Bunun disinda normalde yokus yukari olarak calisan ve hiicre
digina attign her Ca®* icin hiicre i¢ine 3 adet Na* alan sodyum-kalsiyum
degistokuscusu (NCX), bu evrede ileri yonde ¢alisarak hiicre icerisine daha fazla
Ca’" iyon gecisi saglamakta ve plato safhasina katkida bulunmaktadir [13].

Platoyu takip eden faz 3 asil repolarizasyondan sorumlu evredir. Ca** iyon
kanallarinin inaktivasyon siirecine girmelerinden dolayr zamana bagli olarak Ca?*
iyon akimlarinda bir azalma s6z konusudur. Ca®" akimimnin azalisiyla birlikte yavas
aktive olan K® akimlar1 artar ve zar potansiyelini K™’ nun dinlenim membran
potansiyeline dogru yaklastirir [11].

AP’nin son fazi dinlenim evresidir. Hiicre membram1 K kars1 yeniden daha
fazla gecirgenlik gostermeye baslar ve dinlenim membran potansiyeli bu iyonun
degerligine yakin bir potansiyele ulasir. Sekil 2.1°de de goziiktiigii {izere bu fazdan 3
akim sorumlu iken baskin olan akim igeri dogrultucu akim olarak adlandirilan lg; dir
[11].

AP’nin olusmasma hiicre zarinda bulunan kanallarin disinda yine zarda
bulunan bagka yapilarda katki saglamaktadir. Bu katkiy1 saglayan yapilar icerisinde
en fazla etkiye sahip iki yap1 dikkati ¢ekmektedir. Bunlar; Sodyum-potasyum ATPaz
(Na'/K*-ATPaz) ve (NCX)dir. Elektrojenik olarak ¢alisan Na'/K* pompasiin islevi
iyonik gradiyentin korunmasini saglayarak AP’nin meydana gelmesine olanak
saglamaktir. NCX ise AP’nin plato sathasinda ileri (forward) yonde ¢alisarak hiicre
icerisine daha fazla Ca** iyonunun girmesini saglayarak platonun olusmasina yardimi
olmaktadir [13].

2.2.3. Hiicreici Ca®* Diizenlenmesi

Sarkolemmanin iyon gegirgenliginin degismesine bagli olarak gergeklesen
depolarizasyon sonucunda hiicre igerisine dogru Ca* iyon gecisinde artma
gozlenmektedir. Ca®* izyonlarl bu gecisi L-tipi Ca?* kanallar araciligiyla
gerceklestirir. L-tipi Ca“" kanallarindan gbrece olarak az giren Ca®* iyonlar1
kardiyomiyosit sitoplazmasinda bulunan sarkoplazmik retikulum (SR)’dan Sekil
2.2°de goriildiigii iizere Ca®* salinmasina yol acar. Sarkoplazmik retikulumdan Ca**



salmmmin1 organelin membraninda bulunan riyanodin reseptorleri (RYR) saglar.
Gergeklesen bu olaya kalsiyum indiiklii kalsiyum salinimi1 (CICR) denilmektedir [14].
Depolarizayonun meydana gelmesiyle beraber L-tipi Ca** kanallarindan giren Ca®",
hiicrenin diyastolik serbest Ca®" konsantrasyonunda ([Ca®*]i) 6nemli bir degisime
sebep olmaz (~100nM). Kalsiyum indiikli kalsiyum salinimi araciligiyla 1puM
diizeylerine hizli ve ciddi bir artis goézlenir ve bu artis sayesinde kasilma
mekanizmasinin istenilen diizeyde ¢alismasini saglayacak olan Ca®* elde edilmis olur

[11, 15].
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Sekil 2.2. Kardiyak dokuda ventrikiil miyosit hiicrelerinin Ca®* diizenlenmesi [11].

2.2.4. Kasilma Mekanizmasi

Kalp kasilmasi, kalp kasinin kisalmasi ve tekrar eski haline geri donmesidir.
Kasin kisalmasini sekil 2.3°de goriildiigii tizere en kiiciik kontraksiyon tinitesi olan
miyofibriller ger¢eklestirmektedir.
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Sekil 2.3. En temel kasilma iinitesi olarak miyofibrillerin sematik ifadesi [16].



Kalsiyum indiiklii kalsiyum salinimi sayesinde sitoplazmada yeterli diizeyde
[Ca2+]i bulunmasiyla birlikte kasilma isinin gergeklesmesi adina uygun ortam
saglanmis demektir. Ortamda konsantrasyonu artan Ca?* dinlenim halindeki kasda
Sekil 2.3’de de goriildiigii lizere troponini olusturan ve 3 alt birimden biri olan
troponin ¢ (Tn-C) ile etkilesime geger. Ca?* ile etkilesime gegen (Tn-C) troponin ile
tropomiyozin kompleksini belli bir bolgede sabit bir sekilde tutan troponin | (Tn-1)
da konformasyonel degisime neden olur. Bdylece aktinlerde bulunan miyozin
baglayic1 bolgeler aciga c¢ikmis olur. Daha sonra miyozin baslar1 bu aktin
filamentlerinde kayarak ilerlerler ve aktin filamentlerini birbirlerine dogru
cekistirerek | bandini olusturan mesafeyi azaltirlar. Boylece miyofilament boyu
kisalmig olur. Bu kisalmanin ayni anda ve tim miyofilamentlerde senkronize bir
sekilde gergeklesmesiylede kalp kasilir [16].

Kasilma mekanizmas1 iki evreden olusmaktadir. Birincisi yukarida da
anlatildig1 iizere kasin kisalmasiyla alakalidir. Ikinci basamak ise kasin gevsemesi ya
da dinlenim durumundaki haline geri donmesidir. Kisalma igleminin hemen
arkasindan Tn-C ve Ca®*’nin birlesmesiyle olusan kompleksden Ca?* ayrilir. Bu
ayrilmanin nedeni sitoplazmada bulunan serbest [Ca®']; azalmadir. [Ca*"]; azalma
hem SR yiizeyinde bulunan ve bir Ca®* pompasi olan sarkoplazmik retikulum Ca®*-
ATPaz (SERCA) hem de sarkolemmada bulunan NCX pompasinin ¢aligsmasi
sonucunda ger¢eklesmektedir. Ca?*’un ayrilmasi troponin ve tropomiyozin
kompleksinin eski konformasyonel durumuna geri donmesini saglar. Bu durumu
takiben aktin bdlgelerinde bulunan miyozin baglayici bolgelerde inaktif duruma
gecer. Boylece miyofibriller dinlenim durumuna geri dénmiis olur. Boylece Ca?*
konsantrasyonu diyastolik diizeye indirilmis olur ve gevseme gerceklesir [11, 15].

2.3. Kiikirt dioksit

Hava kirliligi insan sagligim1 tiim diinyada giderek artan boyutlarda tehdit
eden bir sorun olmaya devam etmektedir [17, 18]. Bu sorunun tanimlanmasi i¢in
birgok calisma yapilmigtir. Bu ¢alismalar igerisinde kirlilige neden olan birgok
molekiille birlikte karbon monoksit (CO), azot monoksit (NO), hidrojen siilfiir (H,S)
ve kiikiirt dioksit (SO,) gibi gaz molekiillerde bulunmaktadir. Bu molekiillerin insan
saglig1 iizerine olan olumsuz etkilerinin 6grenilmesi i¢in ¢aligsmalar yapilirken ilging
verilerle karsilasilagilmistir. Bu gaz molekiillerinin insan viicudu tarafindan tiretildigi
de gozlenmistir [19-22]. Ilerleyen ¢alismalarda bu gaz molekiillerinin, fizyolojik
kosullarda hiicresel faaliyetlerin gergeklesmesi ve siirdiiriilebilmesi i¢in gerekliligi
anlasilmistir [21, 23, 24]. Gazotransmitter olarak adlandirilan CO, NO ve H,S
molekiillerinin fizyolojik durumlarin yaninda patofizyolojik durumlarda da varligini
gosterdigi belirlenmistir [25, 26]. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar dahilinde
SO2’nin de diger molekiiller gibi etkilerinin olabilecegine dair diisiincelerin
olugsmasini saglayan veriler elde edilmistir [6, 7, 27].
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Sekil 2.4. Kiikiirt icerikli gaz molekiillerinin metabolik siireclerini 6zetleyen sematik anlatim. Sistein
a.a. sistein dioksijenaz enzimi ile sisteinsiilfinata doniisiir. Sistein siilfinattan, aspartat/amino asit
transferaz yolag ile B-siilfinilpiirivat iiretilir. B-siilfinilpiirivat enzimatik olmayan bir reaksiyon ile
SO2 ve piirivata pargalanir. Bu yolak metabolizma tarafindan SO2’nin en fazla iiretildigi yolak olarak
bilinmektedir.[5]

2.3.1. Kiikiirt Dioksitin Endojen Olarak Uretimi ve Metabolizmasi

SO; hazir gidalar ve ilaglar vasitasiyla disaridan alinabildigi gibi metabolik
stiregler icersinde endojen olarak da iiretilebilmektedir [28, 29]. Endojen olarak SO,
molekiiliin {iretiminde en dénemli yolak sistein amino asitinin katabolizmasidir [29,
30]. Sistein amino asiti sitoplazmada bulunan sistein dioksijenaz enzimi ile sistein
stilfinik asite donisiir. Sistein siilfinik asit mitokondri dis zarinda bulunan aspartat
tastyicisi araciliiyla mitokondri igerisine alinir. Ardindan sistein siilfinik asid sistein
stilfinik asid transaminaz enzimi araciligiyla o-ketoglutarat veya oksaloasetat ile
transaminasyon reaksiyonuna girerek beta-siilfinil piruvata doniisiir. 3-siilfinil
piruvat kendiliginden desiilfinasyona ugrayarak piruvat ve SO;’ye pargalanir [8, 29].
Sekil 2.4’de goriildiigii iizere viicutta SO, nin iireteminin birden ¢ok yolagi olmasina
ragmen Uretilen SO, nin yaklasik % 80’1 bu temel yolak tarafindan karsilanmaktadir

[5].

Endojen ve ekzojen yollarla alinan siilfitin metabolizmas1 mitokondriyel bir
enzim olan siilfit oksidaz (SOX) ile olur. SO,’nin katabolik siireci asagidaki
reaksiyon iizerinden gerceklestirilir. Siilfit (SO3%) SOX ile SO5 ve 2e” olarak ayrisir.
Olusan SO3? su ile reaksiyona girer ve sonucunda SO,? ve 2 protona ayrilir. Bu
reaksiyon sirasinda kazang olarak bir ATP molekiilii elde edilir ve olusan S0,
idrarla atilir. Giinde ortalama 20 pmol inorganik siilfat (SO4?) bulunur ve bunun
biliyiik bir kismi bu yolakla iiretilir. Her bir dokuda bulunan SOX miktar1 ve
verimliligi farklidir. Ozellikle karaciger ve kalp dokusunda SOX enzimin aktivitesi
cok fazla iken, diger dokularda bu deger ¢ok diisiikk olarak bulunmaktadir [31].



2.3.2. Kiikiirt Dioksitin Toksisitesi

Ekzojen olarak da alinsa endojen olarak da iiretilse SO», SO3? ve bisiilfit
(HSO3) olarak metabolize olmaktadir. Olusan 803'2 viicutta asir1 miktarda
bulundugu takdirde toksik etki gostermektedir [32, 33]. Bu toksik etkinin
olusmamasi i¢in mitokondriyal bir enzim olan SOX devreye girer ve SO,?
dénistiiriilerek SOs?’nin  detoksifikasyonu gergeklestirilir [32, 34]. Ancak bazi
durumlarda bu reaksiyon ¢ok verimli olarak ¢alisamaz. Enzim eksikliginde ve asiri
SO3? birikiminde molekiiliin toksik etkisi yogun bir sekilde gdzlenmeye baslar.
Biriken SOs? diisiik molekiil agirlikli bir tiyol olan okside glutatyon (GSSG) ile
stilfitoliziz reaksiyonuna girer ve s-siilfonatlari meydana getirir [32, 35]. Bir s-
siilffonat olan s-siilfoglutatyon, karacigerde detoksifikasyon islerinde aktif bir
molekiil olarak gorev yapan glutatyon s-transferaz enzimini inhibe eder ve bu sekilde
viicutta toksik madde birikimini arttirir [36]. Asir1 birikme ve enzim eksikliginde
karsilasacak bir diger tehlikeli durumda SO3?’nin H,0, ile reaksiyona girmesidir
[37]. Bu reaksiyon sonucunda siilfit (‘SO3) radikali meydana gelir. Bu molekiil
toksik etkisi ¢ok fazla olan peroksil radikalini (O3SOQ) olusturacak olan reaksiyonu
tetikler [37]. Bunun sonucunda basta metiyonin ve triptofan olmak iizere amino asit
ve dolayistyla protein kaybi, B-karoten tahribati, lipid peroksidasyonunda artma ve
membranlarda hasarlar olusur. Bu derece 6nemli ve zarar verici etkinin disinda en
onemli toksik etkisini ‘O, radikalinin detoksifikasyonu sirasinda gergeklestirir.
Siiper oksit anyon radikali (‘O;") siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla
H.0,’ye doniisiir. Olusan H,0, glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) enzimi
sayesinde suya doniisiir. Ancak bu reaksiyon sirasinda bir e alig verisinin olmasi
gerekir. Bu e kaynagint da GSH’in GSSG’ye doniigiimii sirasinda serbest kalan e
olusturur. Iste asir1 biriken 803'2 GSH’in GSSG’ye doniisiimiinii baskilar ve
H,02’nun doniisiimii i¢in gerekli olan e kaynagini yoke der ve viicutta once H,O;
birikimi, ardindan da *O;" birikimi artar [37-40].

2.3.3. Kiikiirt Dioksitin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

SO; ister ekzojen yollarla alinsin isterse de endojen olarak {iretilsin sistemik
bir ajandir [4]. Kolay bir sekilde kana gegebildigi i¢in biitin dokularda
bulunabilmekte ve etkisini gostermektedir. SO, nin vaskiiler sistem {izerine etkileri
akut ve subkronik olarak incelenmistir. Akut etkisi tizerine yapilan ¢alismada doz
bagimli olarak kan basinci iizerine bir etkisinin oldugu goézlenmemistir. Ancak
yiiksek doz kullanimlarinda diger sonuglarin disinda kan basincim diisiirticii etkisi
oldugu bilgisine ulasilmistir. Subkronik etkileri agiklayabilmek igin yapilan
calismada ise diisiik ve orta dozlarda 2. ve 3. giinden sonra kan basinci iizerine
diisiiriicti etkisi gozlenirken, yiiksek dozda uygulamanin gergeklestigi andan itibaren
diistis fark edilmistir. Bu verilerin 1518inda SO; doz bagiml olarak ve siire¢ bagimli
olarak kan basinci1 seviyesinin diigiirebildigi gosterilmistir [41].

Kan basincin diisiirebildigi tespit edilen SO, molekiiliiniin nemli bir hastalik
olan ve birgok oOnemli kardiyovaskiiler sistem rahatsizligiin da patogenezinde
onemli rol alan hipertansiyona nasil bir etki yapabilecegi arastirilmistir. Yapilan
caligmalarda monokrotalin (MCT) ile hipertansiyon olusturulmus ve molekiiliin
etkilerinin bu durum iizerine olan etkileri incelenmistir. Hipertansiyonun en onemli
belirtilerinden biri damar hiicrelerinin yeniden modellenmesidir. Bu modellenme
sonucunda damar liimeni normal boyuta nazaran daralmis ve bu daralma sonucunda



damar direnci artmis ve hipertansiyon gelismistir. SO, uygulandiginda ise yeniden
modellemenin azaldig1 ve damar direncinde artma olmadig tespit edilmistir. Mevcut
azalmaninda antioksidan kapasitenin artmasiyla gergeklestigi ileri siiriilmiistiir [42].

Bir bagka hipertansiyon ¢alismasinda spontan hipertansiyon modeli tizerinde
yapilmistir. Spontan hipertansiyonun patogenezi igerisinde kan basincinin artmasi ve
arteriyel damar duvarinda anormal kollajen birikmesidir. SO, verildiginde ise bu
patogenezlerde azalma goézlenmistir. Bu durumla ilgili bir baska patolojide serum
SO, diizeylerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. SO, verildiginde serum
konsantrasyonu bu duruma bagli olarak artmis ve akabinde de antioksidan diizeyinde
arttig1 gbézlenmistir. Sonug olarak SO» etkisinin antioksidan kapasitenin artmasiyla
iliskili oldugu diistiniilmektedir [43].

Giiniimiizde hala en 6nemli 6liim sebebi olarak miyokardiyal infaktiis (MI)
gosterilmektedir. iskemik durumlarda lipid peroksidasyonu artar, GSH diizeyi azalir,
dokudaki siilfit miktart artar, sol ventrikiil i¢i basinci diiser. SO, verildiginde ise
patolojik durumlarin siddetli bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Bu sonug SO»
molekiiliiniin MI da toksik bir etki yarattigini isaret etmektedir [10]. Ancak son
yapilan c¢alismalarda, SO;’nin Onden verilmesiyle birlikte olusturulan MI
modellerinde beklenen hasarlarin meydana gelmedigi, bu durumunda antioksidan
kapasitenin artmas1 ve ER’de olusacak stresin baskilanmasi sayesinde gerceklestigi
bilgisine ulasilmigtir [44, 45].

2.3.4. Kiikiirt Dioksitin Kalp Elektrofizyolojisi Uzerine Etkileri

SO, ile ilgili elektrofizyolojik ¢alismalar yeterli olmasa da temel etkileri
hakkinda bilgi edinebilecegimiz bazi verileri sunmaktadir. K* iyon akimlari iizerine
yapilan c¢alismada SO, verilen grupta ly ve Ix; degerleri kontrol grubuna nazaran
artarken, lss degerinde bir degisiklik goriilmemistir. Aktivasyon kinetigini daha
negatife, inaktivasyon kinetigini ise daha pozitife kaydirmistir. Bu durum kanallarin
daha uzun siire agik kalmasini saglamaktadir. Inaktivasyondan déniis kinetiginin ise
stiresini kisaltmigtir. Bu da bize kanalin kapali kaldig: siirenin kisaldigii ve bunu
takiben hiicrenin daha uzun siire uyarilara maruz kaldigin1 gostermektedir [46, 47].
Na" iyon akimlari iizerine yapilan ¢alismada SO, doz bagimli olarak uygulanmis ve
doz artisma baglhh olarak In; akimlarmin artti@i  bulgusuna ulasilmistir.
Inaktivasyonun daha pozitiflere dogru kaydigi, aktivasyonun ise daha negatif
potansiyellere dogru c¢ekildigi belirtilmistir. Bu durum kanalin daha uzun siire agik
kaldigin1 gostermektedir. Akim voltaj iligkisinin karakteristigini anlatan duruma
gorede doz bagimli olarak kontrole nazaran sodyum akimlarinin tepe noktasi degeri
artmistir [48]. Kalsiyum akimlar1 incelendiginde ise tam bir fikir birliginin olmadig1
goriilmektedir. Iki farkli calisma iki farkli sonuca isaret etmektedir. 2006 yilinda Nie
ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada SO;’nin lc; akimlarimi uyardigimi bulmusken,
2011 yilinda ise Zhang ve arkadaslarmin yaptigi c¢alismada SO;’nin lc, iizerine
baskilayici bir etkiye sahip oldugu sonucuna ulagmistir [49, 50]. Hiicre zarinda
bulunan bir pompa olan sodyum kalsiyum degistokuscusu sodium gradiyentini
kullanarak hiicre i¢i kalsiyum miktarmin kontroliinii saglayan bir mekanizma
olusturmaktadir. SO, bu proteinin diizgiin ¢alismasin1 engelleyerek kanal aktivitesini
inhibe edip hiicre i¢i kalsiyum birikmesine neden oldugu bilinmektedir [51]. Bu



durumunda kasilmanin artmasi ve organin hipertrofiye dogru gitmesinin
nedenlerinden biri oldugu diistiniilmektedir.

2.4.  Adrenerjik Sistem

Primer adrenal medullar hormon ve merkezil nérotransmitter olan epinefrin
(adrenalin) ve primer sempatik ndrotransmitter olan norepinefrin (noradrenalin) igi
Ozellesmis reseptdr grubunun olusturdugu sistemdir. Bu reseptorler kan basincinin
kontroliinde, miyokardiyal kasilma hizinda (chronotropy), miyokardiyal kuvvet
(inotropy), miyokardiyal gevseme (lusitropy), hava yolu reaktivasyonu ve lipolizis
gibi c¢esitli anahtar hiicresel fonksiyonlara aracilik yapmaktadirlar. Bu reseptdrlere
adrenerjik (ARs) reseptorler denir ve integral transmembran proteinlerinin bir
parcasidir. Adrenerjik reseptorler etkilerini hiicre igerisine, siki bir iliski igerisinde
olduklart guanin niikleotid diizenleyici proteinler (G-proteini) araciligiyla iletirler.

Bu reseptorlerin temel amact ekstraseliiler ortamdaki uyaricilarin tanimlanmasidir
[11, 52, 53].

Molekiiler biyoloji tekniklerinin (agonist ve antagonistlerin radyoaktif
etiketleme yontemi ile isaretlenmesi vb.) gelismesiyle birlikte farmakolojik olarak 3
alt tipe siniflandirilmistir. Bunlar al, o2 ve B’dir. Sekil 2.5.’de gosterildigi iizere
herbir 3 alt tipte kendi igerisinde 3’er alt tipe ayrilmistir [54, 55].

adrenoceptors
o -adrenoceptors op-adrenoceptors [B-adrenoceptors
Qip Qg Qyp Qpp  Ogg Oy Br Bz Ba

Sekil 2.5. Adrenerjik reseptorlerin siniflandirilmast

Adrenerjik reseptorler hiicre igerisine etkilerini G-proteini araciliiyla
gostermektedirler. G-proteinleri heterotrimerik yapida bulunan ve hiicrei¢i sinyal
yolaklarinda ikincil haberci olarak gorev yapan 3 alt birimden meydana gelen bir
yapidir. Bu alt birimler; a alt birimi (39-46 kDa), B alt birimi (37 kDa) ve Y alt
birimi (8 kDa)’dir. Giiniimiizde 10 farkili a alt birimi, 5 B alt birimi ve 10 Y alt
birimi tespit edilebilmistir(ref). Bu denli farkli alt birimin bulunmasindan dolay1 ¢ok
fazla c¢esitte ve farkli islevleri yerine getirebilecek G-proteinleri meydana
gelmektedir. G-proteinini olusturan bu ¢ alt tipten o alt tipi esas katalitik etkiyi
gosteren alt birimdir. Buna karsilik B ve Y alt birimleri birbirlerine yapisik olarak
bulunmakta ve ¢ok nadir de olsa katalitik etki gosterebilmektedirler [56, 57].

Ga alt birimi 4 farkli alt {initeden meydana gelmektedir. Bunlar; Gas,Gai,
Gaq ve Gayp alt tiniteleridir. Ga alt birimi guanin niikleotidine baglanir ve kendi
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icerisindeki GTPaz aktivitesi araciligiyla guanozin trifosfat1 (GTP) guanozin
difosfata (GDP) hidrolize eder. GDP molekiilii heterotrimerik G-proteinine
baglandiginda protein inaktif hale geger ve sinyal iletimi durur. Ancak GDP ile GTP
yer degistirdiginde protein tekrardan aktif hale gecer ve sinyal iletimi gerceklesir.
GTP ile bag kuran Ga alt iinitesi bagli oldugu [3 ve Y alt iinitelerinden ayrilir ve iki
pargada birbirlerinden bagimsiz olarak katalitik etkilerini gosterebilmektedirler [57-
59].

Kardiyak dokuda adrenerjik reseptorlerin 3 alt tipi bulunmaktadir. Her bir alt
tipi kardiyak doku tizerine farkli etkileri mevcuttur. Farkli etkilerine paralel olarak
farkli G-protein sinyal yolaklarin1 kullanmalar1 beklenmedik bir durum degildir. al-
ARs Gaq ile etkilesime gecerek efektor fosfolipaz c¢’yi aktive eder. Gergeklesen bu
doniisim membran inozitol fosfolipitlerinin (PIP2; fosfotidil inozitol difosfat)
hidrolize olmasinin Oniinii a¢ar. PIP’nin hidrolize olmasi sonucunda birer ikincil
mesajct olan inozitol-3-fosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) meydana gelir. 1P3
SR’dan kalsiyum salinmasina neden olarak hiicrei¢i kalsiyum konsantrasyonunu
etkileyebilen en Onemli faktorlerden biridir. DAG ise protein kinaz C’nin
izoformlarini aktive ederek hiicresel hedeflerin fosforillenmesini ve diizenlenmesinin
kuvvetlenmesini saglar. al ARs’ler ayrica fosfalipaz A2 (PLA2), fosfolipaz D (PLD)
ve kalsiyum kanallarini igeren 3 farkli sinyal yolaginida etkileyebilmektedir [60-62].

a2-ARs’in temel gorevi Gai proteini ile etkileserek adenilat siklazi (AS)
inhibe etmektir. Adenilat siklaz hiicrei¢i sinyal yolaklarinin biiyiik bir kisminda
baglatici rolii oynayan cAMP’yi tiretmektedir [52].

B,AR B,AR fAR
\ GRK BArr /
Gs c;s/:"_“,.: Gi \\«‘ Gi
N AC Bz / \ s ’

T — iPoE4 PIIK NOS

Sekil 2.6. B-ARs’lerin sinyal yolaklari.

Beta adrenerjik reseptorlerin 3 alt tipide Sekil 2.6’da goriildigi tizere Gas
proteini iizerinden etkisini gostermektedir. Gas AS’yi uyararak cAMP diizeyinin
artmasini saglamaktadir. Artan cAMP diizeyide cAMP bagimli protein kinaz olan
protein kinaz A’y1 (PKA) aktive ederek, fosfolamban, kalsiyum kanallar1 ve kasilma
porteinlerini igeren protein gruplarinin fosforillenmesine yol agmaktadir. Baz1 6zel
durumlarda B2 ve B3 alt tipleri Gai’yi aktive ederek AC’nin inhibisyonunuda
saglamaktadir. Bu paradoksal durum konjestif kalp rahatsizligi (KKY) gibi patolojik
durumlarin meydana gelmesini saglayabilmektedir [52, 63, 64].
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Agonistlerin  kendi reseptorleriyle etkilesime gegmelerinin  sonucunda
birbirine zit iki fizyolojik siire¢ gelismektedir. Bu durum 1) reseptor aktivasyonu ve
2) reseptor desensitizasyon (duyarsizlasma) olarak adlandirilabilmektedir. Reseptor
duyarsizlagsmasi fizyolojik siiregler igerisinde olmasi gereken bir diizenleyici siiregtir.
Ayni tip uyaranin etkisiyle aymi tip hiicresel cevabin birikmesini engelleyerek
hiicrenin fizyolojik kosullarin disarisina ¢ikmasi engellenmektedir. Bunun yaninda
ileriki zamanlarda da aymi tip uyaranin hiicresel cevabinin ayni diizeyde
olusabilmesini saglamak i¢in olmasi gereken bir siirectir. Reseptor duyarsizlagsmasi 3
bashik altinda toplanabilmektedir; 1) uncoupling (birbirinden ayrilma) 2)
sequestration (ayrilma) ve 3) down regulation (reseptor sayisini azaltarak diizenleme)
[65-68]. Birbirinden ayrilma olarak adlandirilan durum G-protein aktivasyonunun
kaybolmasiyla karakterizedir. Bu olgu cok hizli bir sekilde gerceklesmekte ve
spesifik diizenleyici kinazlarin reseptorii fosforillemesi sonucunda gerceklesmektedir

[65, 68].

Ayrilma hiicre yiizeyinde bulunan reseptor proteinlerinin ortadan kalmasiyla
tanimlanmaktadir. Ilgili reseptorlerin bulundugu plazma membraninin hiicre igine
dogru invaginasyonda bulunmasi ve bu durumu takiben bir vezikiile dontiserek hiicre
yiizeyinden uzaklastirilmasi seklinde ger¢eklesmektedir. Daha sonra vezikiil hizli bir
sekilde dongiiye girerek tekrardan fonksiyonunu gosterebilmesi ig¢in plazma
membraniyla birleserek ilgili reseptorlerin  hiicre ylizeyinde bulunmasini
saglamaktadir [65, 68].

Reseptor sayisinin azalmasi birbirinden ayrilamaya nazaran ¢ok daha yavas
gergeklesen ve duyarsizlasma olgusu igeriSinde en yiiksek yiizdeyle gozlenen
durumdur. Bu durum proteolizis tarafindan reseptér parcalanmasini ve mRNA
sentezinin azalmasina bagh olarak reseptor sentezinin diismesini kapsamaktadir [65,
68].

Tiim bu ARSs’ler igerisinde belirgin bir sekilde kardiyak doku {izerine en etkili
olan tip B-ARs’lerdir. Fizyolojik kosullarda kardiyak dokuda gerceklesen uyarilma-
kasilma ciftlenimine -ARs’lerde katk: saglamaktadir [11]. Sekil 2.7°de goriildigi
tizere P-ARs’ler (0zellikle P1) G-proteini iizerinden hiicrei¢i sinyal yolagim
tetiklemekte, Gas’in AC’yi aktiflestirilmesiyle siire¢ islemeye devam etmektedir. AS
ATP’den cAMP sentezini gergeklestirir. Konsantrasyonu artan cAMP PKA’nin
aktiflesmesini saglayarak oOzelliklede RYR ve SERCA’nin fosforillenmesini
gerceklestirerek, Ca®"’min SR’dan salmimini saglarken ayn1 zamanda da SR igerisine
alimmi engelleyerek [Ca?]; arttirmaktadir. Kalbin uyarilma-kasilma giftleniminde
onemli bir yere sahip olan bu sistemdeki degisikliklerde haliyle isleyisin fizyolojik
kosullarin disarisina ¢ikmasina neden olabilir. PKA’nin sentezinde degisikliklere
neden olup RYR, fosfolamban, Ca®" kanal proteinlerine etki ederek uyarilma-kasilma
ciftlenimine etki edebilecegi gibi, Ca?* kanal kinetiklerinde farkliliklara neden olarak
hiicreici Ca?* homeostazisine ve bu duruma bagl diger fizyolojik siireclerede
miidahalede  bulunabilmektedir. Bu degisikliklerin  sonucunda hipertrofik
kardiyomiyopatiden, aritmilere kadar uzanan genis bir yelpazede Kkalp
rahatsizliklarinin meydana gelmesinde etkili rol oynayabilmektedir [11, 59, 69].
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Bu yolaklarin aktivasyonu yardimiyla hipertrofik hasar olusturulan hayvan
modeli uzun siiredir kullanilmaktadir [70-72]. Bu hasar1 yaratmak amaciyla genel j3-
ARs agonisti olarak isoproterenol siklikla kullanilmaktadir. Litaretiir, uygulanan
izoproterenoliin dozuna bagli olarak etkisini 3 smifa ayirmistir [73]. 1) diisiik doz
(0,3-6 mg/kg/giin) 1soporoterenol uygulamasi kan basincini diisiirmezken [74], fibroz
ve nekrotik alan olusumunu ve artisin1 saglayarak hipertrofinin gergeklesmesine [75-
77], EKG sinyalinde degisikliklere neden olarak etkisini gosterebilmektedir [78]. 2)
Orta doz (10-85 mg/kg/giin) izoproterenol uygulamasi gegici de olsa sistolik ve
diyastolik kan basmcini disiirirken uzun siireli uygulamada kan basinci tizerine
etkisi gozlenmemistir [79, 80]. Ayrica mitokondri matriksinin homojenliginin
artigina, krista sayisinin azalmasina ve organelin sismesine neden olmustur [81-83].
Ek olarak SR T-tiibiillerinin dilatasyonuna, enerji ihtiyacinin artmasina ve oksijen
iceriginin azalmasma neden olmustur [81]. Yiiksek doz (85-300 mg/kg/giin)
izoproterenol uygulamasi ise akut miyokardiyal iskemiye [84], sol ventrikiil
dilatasyonu ile birlikte hipertrofiye, ventrikiil duvar kalinliginin artmasina ve fibréz
doku miktarinin artisina [71, 85, 86], sistolik ve diyastolik fonksiyon bozukluklarina
neden oldugu gosterilmistir [87].

2.5. Kalbin Oksidatif Mekanizmasi

Normal fizyolojik kosullar icerisinde metabolik siire¢lerin sonunda birer yan
tiriin olarak elde edilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan molekiiller
bu fizyolojik siireclerin isleyisinde ve devamliliginda Sekil 2.7°de gosterildigi gibi
gorev alan molekiiller olarak da bilinmektedir. Bu molekiiller i¢in bir denge
durumunun olmasi gerekmektedir. Dengenin bozulmasi durumunda pozitif geri
besleme mekanizmasi gibi ¢alisarak patofizyolojik etkinin artmasina katkida bulunur.
Bu siire¢ s6z konusu oldugunda devreye ROS’larin etkisini ortadan kaldirmakla
gorevli olan antioksidan savunma sistemi devreye girmektedir. Antioksidan savunma
sistemini siiperoksit dismutaz (SOD), yagda ¢oziinen vitaminlerden A ve E, suda
¢ozlinen vitaminlerden C, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
(GSH) gibi molekiiller olusturmaktadir [88-91].

Hiicresel redoks dengesi kardiyomiyositlerin de igerisinde bulundugu birgok
hiicre grubunun kok hiicrelerden farklilagsmasina ve biiyiimesine katki saglamaktadir
[92-95]. NADPH’dan elektron transferi sonucu siiperoksit anyon radikali olusruran
(NADPH-oksidaz)’in eksikliginde embriyonik kok hiicrelerden cardiyomiyosit
olusumunda azalma oldugu gozlenmistir [94, 96, 97]. Bu durumla iliskin bir baska
calismada ise akut olarak gerim indiikli NADPH-oksidaz aktivasyonunun normal
uyarilma-kasilma iftlenimi (ECC)’de Ca®" salimmini saglayarak kardiyomiyositte
kasilma kuvvetinin olusmasinda katkist oldugu gozlenmistir [98]. Dengenin
bozulmasiyla birliktede fonksiyon tersine donmektedir. Fonksiyon bozuklugu olan
RYR’ler araciligiyla SR’dan diyastolik safhada Ca®* sizmasi, SR Ca?* iceriginin ve
Ca?* transientlerinin azalmasina neden olmaktadir. Bu durumun sonucunda da
diyastolik Ca*"’da artma, aritmi ve sistolik kuvvette azalmaya neden olmaktadir [99,
100]. Bu bozukluga neden olan durum RYR’nin asir1 fosforillenmesinin sonucunda
olugmustur. Oksidasyonun artmasi PKA/kalmodulin kinaz (CAMKII) aktivasyonun
artmasina, bu durumda fosforillenmenin artmasina neden olmustur [101-103].
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Sekil 2.7. Kardiyomiyositlerde ROS kaynaklari ve etkileri

Hiicrelerde metabolik olaylar sirasinda yada sonrasinda meydana gelen
ROS’larin toksik etkisini ortadan kaldirabilmek i¢in antioksidan kapasite devreye
girmektedir. Bu enzimler yada vitaminler sitoplazmik, mitokondriyal veya hiicre dis1
kaynakl1 olabilirler [104].

Stiperoksit dismutaz  oksidatif strese karst1 en Onemli savunma
mekanizmalarindan bir tanesidir. Aktivitesi ¢ok fazla olan bu enzim hem kendi
basina ¢ok etkili bir reaktif olan hem de radikal iiretiminde 6nemli bir yere sahip olan
Oy" zararsiz H;0,’ye ve molekiiler Oz’ye doniistirmektedir. Bu sayede radikal
tiretimi kontrol altina almaktadir [105, 106]. Bir peroksidaz olan CAT H,0;’yi H,O
ve molekiiler O,’ye donistiirerek hiicresel diizeyde peroksit konsantrasyonunu
kontrol altinda tutmaktadir.[106, 107] Peroksitlere karsi etkili bir baska enzimde
GPx’dir. GPx 6zellikle hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayarak reaktif tiirlerin
tiretimini kontrol etmektedir. Sistein, glutamik asit ve glisin amino asitlerinden
meydana gelen GSH sistein amino asitinde bulunan tiyol grubu sayesinde anti
oksidan ozellik gosterir. GSH O,°, ‘OH ve H;0,’yi indirgeyerek oksidatif hasarin
gerceklesmesini engeller. Bunun diginda yiikseltgenmis olarak bulunan vitamin
tiirevlerinin indirgenmesini ve Fe?*’nin bu diizeyde bulunmasini saglayarak protein
ve enzimlerin gereksiz yere inaktivasyona ugramasini engellemektedir [108, 109].
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MATERYAL VE METOD

3.1.  Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi ve Gruplarin Olusturulmasi

Deneylerde 250-350 gr arasinda viicut agirliklar1 olan 3 aylik 100 adet erkek
Wistar sican kullanilmistir. Deneylerin gergeklestirildigi siire boyunca hayvanlar bir
kafes igerisinde 4 tane bulunacak sekilde yerlestirilmis ve bu siire zarfinda su ve yem
kisitlamas1 olmaksizin beslenmeleri saglanmaistir.

Bu calismada hipotez dogrultusunda 5 adet deney grubu tasarlanmistir. Bu
gruplar;

1) Kontrol grubu (K)

2) 1zoproterenol grubu (1SO)

3) Izoproterenol ve kiikiirt dioksit grubu (ISO+S02)
4) Kiikiirt dioksit grubu (SO2)

5) Izoproterenol ve vitamin grubu (ISO+VIT)

Kontrol gruplarinda bulunan hayvanlara her hangi bir madde uygulamasi
yapilmamis ve plan dahilinde deneye alinarak gerekli islemler gergeklestirilmistir.
Hipertrofik kardiyomiyopati modelini olusturmak igin sempatik sistem agonisti olan
izoproterenol 7 giin boyunca 20 mg/kg/giin seklinde subkutan olarak enjeksiyonla
verilmis ve ISO, 1SO+S0O2 ve ISO+VIT gruplarinda hipertrofik kardiyomiyopati
modeli olusturulmugtur. ISO+SO2 ve SO2 gruplarinda kiikiirt dioksitin etkisini
gozlemleyebilmek igin bir kiikiirt dioksit donorii olan sodyum meta-bisiilfit (NaHSO3)
7 giin boyunca giinde 85 mg/kg dozda gavajla verilmistir. ISO+VIT grubunda ise
hipertrofik kardiyomiyopati modeline antioksidan sistemin etkisini gozleyebilmek
icin quercetin giinde 10 mg/kg ve alfa-tokoferol giinde 10 mg/kg olacak sekilde
stispansiyon halinde 7 giin boyunca gavaj yoluyla uygulanmistir. Vitamin E
molekiilii genel bir antioksidan olarak sitoplazmik siipiiriicii seklinde islev gosterdigi
bilinmektedir ve bu dogrultuda kullanilmistir. Quercetin ise mitokondri 6zelinde
islevi bulunan ve burada iiretilen ROS’lar1 siipliren bir antioksidan molekiiliidiir.
Calismada bu dogrultuda kullanilmistir.

Tiim calismalar Akdeniz Universitesi Etik Kurulu ilkeleri dogrultusunda
gergeklestirilmis ve uygulamalar siiresince deney hayvanlari 12 saat karanlik, 12 saat
aydinlik dongiistine tutulmus ve 23+1 °C sicaklifinda yasamalar1 saglanmigtir.

3.2.  Kardiyak Miyositlerin izolasyonu

Bu deneysel c¢alismada kardiyomiyosit eldesi kollajenaz ve proteaz
karisimindan olusan bir enzimatik soliisyonla gergeklestirilmistir. Sekil 3.1°de
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goriildiigli bicimde deneyin baslangicinda hayvanlar 50 mg/kg sodyum pento barbital
uygulamasiyla hafif anestezi altina alinmistir. Bu islemi takiben hayvanin gogiis
kafesi agilmis ve kalbi hizli bir sekilde cikarilmistir. Cikarilan kalp g¢evresinde
bulanabilecek olan fazla dokulardan temizlenmis ve dikkatli bir sekilde Langendorff
sistemine aorttan baglanarak perfiize olmasi saglanmistir.

Langendorff sistemine asilmis kalbi perfiize eden soliisyon laboratuvarimizda
rutin bir sekilde uzun zamandan beri kullanilan, 137 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 1,2
mM MgSO4; 1,2 mM KH,POy; 5,8 mM HEPES ve 20 mM glukoz ihtiva eden
hidrojenin giicii 7,2 de sabitlenmis kalsiyum icermeyen bir soliisyondur. Bu dengenin
saglanabilmesi i¢in soliisyon % 100 O; ile kalp perfiizyon sistemine takilmadan 10
dakika Onceden gazlanmistir. Kardiyak dokudan ilk 6nce 5 dakika boyunca bu
soliisyon ters perfiizyon yardimiyla gegirilmis ve kalp tiim kan ve doku sivisindan
armdirilmstir.

Bu islemin arkasindan kalp 15-30 dakika arasinda bir siireyle kollajenaz (0,7-
1 mg/ml) ve proteazdan (0,03-0,06 mg/ml) olusan enzim soliisyonuna maruz
birakilmigtir. Enzimatik soliisyonla kollajen dokusunun pargalanmasi saglandiktan
sonra kalp atriumlar uzaklastirilarak kalsiyum igermeyen soliisyonun bulundugu
uygun bir kaba alinmistir. Burada sag ventrikiiliin uzaklastiritlmasindan sonra makas
yardimiyla mekanik pargalanmaya tabi tutulmus ince ve kiigiik parcalara ayrilmistir.
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3.3. Voltaj Kenetleme Teknigi

Biitiin akimlar voltaj kenetleme tekniginin tam hiicre konfigiirasyonunda
kaydedilmistir. Bunun i¢in hiicrenin gigaohm (G€2) diizeyinde bir diren¢ olusturacak
sekilde elektrot ucuna yapismasi (gigaseal) saglandiktan sonra 900 mV’ luk bir puls
uygulanarak yada agiz yoluyla uygun basing degisiminin olugmasi saglanarak hiicre zart
kirilmistir.  Her potansiyel icin elde edilen akim degerleri hiicrelerin biiytikliik
degisimlerinden kaynaklanabilecek sapmalari 6nlemek amaciyla 6l¢tim yapilan hiicrenin
Olgiilen sigasina (kapasitans) boliinerek degerlendirilmistir. Tiim akim degerleri akim
yogunlugunun voltaja (pA/pF) gore degisimi olarak verilmistir.

3.3.1. L-tipi Ca** Kanal Akim Ol¢iimii

L-tipi Ca?* kanal akimlar (lca) 1,5-2,0 MQ’luk elektrotlar kullanilarak
aliacaktir. Bu 6l¢limlerde kullanilan pipet soliisyonun igerigi 110 mM Cs-aspartat;
120 mM CsCl; 5mM MgATP; 120mM L-aspartat 10mM NaCl;  Kanallarin
inaktivasyon 10 mM HEPES; 04 mM GTP’den meydana gelmektedir. Kayit
protokoliinde -70 mV diizeyinde kenetlenen hiicrelere 500 ms’lik -45 mV’luk egimli
bir puls uygulamasi yapilarak Na* akimlarinin inaktivasyonu saglanmistir. Bu sayede
elde edilen kayitin yalmzca Ca®" iyonlari tarafindan olusturuldugu diisiiniilmektedir.
Egimli voltaj uygulamasindan sonra -50 mV’tan 10 mV’luk ve 300ms’lik artislarla
+80 mV’a depolarize edici pulslar uygulanarak 14 farkli voltaj seviyesinde Ca?*
akimlar kaydedilmistir. Bilgisayara aktarilan akim kayitlar1 clampfit programinca
analiz edilmistir. Negatif tepe degerleri Olgiiliip sonundaki kuyruk akimlar
cikarilarak lca elde edilmistir. Sonrasinda hiicre kapasitansina bolerek akim
yogunluguna ulasilmis ve akim-voltaj karakteristigine gore degerlendirmeler
yapilmustir.

3.3.2. K" Kanal Akimlar Ol¢iimii

K" kanal akimlart 1,5-2 MQ’luk elektrotlar kullanilarak almmustir. Bu
Ol¢timlerde kullanilan pipet soliisyonu 120mM K-aspartat; 20 mM KCI; 10 mM
NaCl; 5 mM MgATP; 10 mM Na-HEPES’den olusmaktadir. Hiicrelerin galigildigi
banyo soliisyonunda da izolasyonda da ‘’tyrode’’ olarak adlandirilan soliisyon
kullanilmustir. Yalmz Ca®* akimlarim engelleyebilmek icin soliisyona 250 uM’lik
CdCl, eklenmistir. Voltaj kenetleme yontemiyle tam hiicre diizeyinde GQ diizeyine
getirilen hiicrenin zar potansiyeli — 70 mV seviyesine getirildi. 200 ms boyunca
egimli bir puls uygulanarak hiicrenin diizeyi — 45 mV seviyesine getirilir. Bu gecis
Na akimlarmin inaktivasyonunu gergeklestirmis, Sonra 1000 ms’lik pulslar 10
mV’luk basamaklar halinde -120 mv’dan 70 mV diizeyine kadar 20 defa
uygulanmistir. Bilgisayara aktarilan akim kayitlart clampfit programinda analiz
edilmistir. Akim kayitlarinin sonunda bulunan kuyruk akumlari(lss), pozitif tepe
noktalarindan ¢ikarilmis ve gegici disa dogrultucu potasyum akimlart (ly) elde
edilmistir. Kuyruk akimlarmin igerisinde bulunan igeriye dogrultucu potasyum
akimlar1 olarak adlandirilan bir bagka potasyum akimida -120mV ile -50 mV
arasindaki degerlere karsilik gelen akimlar olarak analiz edilmistir. Biitiin potasyum
akimlar1 sonunda hiicre kapasitansina boliinerek akim yogunluklar1 hesaplanmis ve
akim-voltaj karakteristigine gore degerlendirmeler yapilmistir.
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3.4.  Aksiyon Potansiyeli 6l¢iimii (Akim Kenetleme Yontemi)

Ilk 6nce voltaj kenetleme teknigi kullanilarak hiicrenin GQ diizeyinde bir
diren¢ olusturacak sekilde elektrota yapismasi saglanmistir. Siki bir sekilde
yapismanin olusturulmasindan sonra diisiikk potansiyellerde puls uygulayarak ya da
agizla uygun basing degisimlerini saglayarak hiicre zarinin kirilmasi saglanmistir.
Hiicre zar1 kirildiktan sonra akim kenetleme moduna gegcilerek hiicreler esik degerin
tizerinde akim uygulanilarak uyarilistir.

3.5.  Gegici Hiicrei¢i Ca®* Degisimi (Ca®* Transient) Ol¢iimii

Izole edilen kardiyomiyositler, 4 pM fura 2-AM ile 60 dakika boyunca
inkiibe edildikten sonra 340 ve 380 nm’de uyarilarak edilerek 510 nm’de floresan
emisyonlar1 alnmustir. Gegici hiicreici Ca®* degisiminin &l¢ciilmesinde banyo
soliisyonu olarak izolasyonda da kullamlan tyrode soliisyonu kullanilmgtir. Olgiime
baslamadan 6nce banyonun hiicre bulunmayan bir bolgesine odaklanilmis ve burada
belli bir siire kayit alinmistir. Sonra iki ucuna elektrot yerlestirilmis banyo igerisine
alinan hiicrelerden uyarilabilir olanlar secilerek kayit ekrani icerisine alinmigtir. 30-
60 ms boyunca bazal Ca** seviyesi Olclilmiistiir. Sonrasinda hiicrelere 5-30 V’luk
pulslar uygulanarak hiicrei¢i Ca®* degisimleri elde edilmistir. Ilk once hiicre
bulunmayan ortamdan alinan sinyaller sonradan alinan sinyallerden ¢ikarilmistir.
Boylece banyo ortaminin floresansindan kaynaklanan giiriiltii ortadan kaldirilmistir.
Bilgisayara kaydedilen bu sinyaller ion wizard programinda analiz edilmistir.

3.6. Kontraktil Parametre Ol¢iimii

Izole edilen kardiyomiyositler iki ucuna elektro yerlestirilen banyoda tyrode
sollisyonu icerinde 1 Hz frekansinda 5-30 V arasinda bir potansiyelde uyarilarak
sarkomerik kisalma kayitlar1 alinmistir. Alman sinyaller ion wizard programinda
analize edilmistir.

3.7. Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

Bu c¢alismada olusturulan hipotez  dogrultusunda elektrofizyolojik
parametreler dl¢iilmiistiir. Olgiilen bu parametreler olusturulan patolojik model ve
uygulanan kimyasallarin  hiicre  diizeyinde elektrofizyolojik degisikliklerini
gostermistir. Hiicre diizeyindeki bu degisiklikleri daha iyi aciklayabilmek ve
uygulanan maddelerin doku ve akabinde canli sistem iizerine etkilerini
aydinlatabilmek i¢in biyokimyasal yontemlere de basvurulmustur. Biyokimyasal
dlciimler bu calisma cercevesinde iki sekilde siniflandirilabilmektedir. Ik smif her
izolasyon sonrasinda direkt canli hiicre ortamindan Sl¢iilen siiper oksit anyon radikali
salmmmidir. Diger biitiin parametreler ise kalp dokusunun canli sistemden
¢ikarilmasindan sonra sivi nitrojenle muamele edilip dondurulan dokulardan 6lgiilen
parametrelerdir. Bu parametreler; ksantin oksidaz miktar1 6l¢iimii, protein karbonil
gruplarinin  dl¢limii, rediikte glutatyon (GSH) miktarinin o6lglimii, glutatyon
peroksidaz enzim (GPx) aktivite tayini, siiperoksit dizmutaz (SOD) enzim aktivite
tayini ve lipid peroksidasyon seviyelerinin dl¢timiidiir.

3.7.1. Miyositlerde Siiperoksit Anyon Radikali Ol¢iimii

Stiperoksit anyon salimimi, CuZn SOD ile inhibe edilebilen sitokrom c
rediiksiyon ile spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. Salinan ‘O,  miktar1 rediikte
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sitokrom c'nin 550 nm'deki extinction coefficienti (2.1x10*M™*cm™) kullamlarak
hesaplanmustir.

3.7.2. Protein Karbonil Gruplarinn Ol¢iimii

Protein oksidasyonunun en yaygin ve genel goOstergesi protein karbonil
miktaridir. Demir ve bakir gibi kolay indirgenen ve oksitlenen iyonlar proteinlerde
katyon baglayici bolgelere baglanip, hidrojen peroksit (H,02) ve superoksit anyonu
(Oy) ile reaksiyona girebilirler. Bu reaksiyon sonucunda lizin, arginin, prolin ve
histidin gibi aminoasitlerin amin yan zincirlerini karbonillere doéniistiirmektedir.
Doku oOrneklerinde karbonil miktarini belirleyip 6lgmek i¢in en uygun yontem,
protein karbonilleri ile 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) arasinda reaksiyon
olusturmaktir. Son {iriin olarak gosterilen protein hidrazon 360-385 nm'de absorbans
vererek spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

3.7.3. Rediikte Glutatyon (GSH) Miktarmn Olciimii

Doku orneklerinde bulunan rediikte glutatyon (GSH) 2-vinylpyridine ile
konjuge edilmistir. Daha sonra ortalama glutatyon rediiktaz enzimi ilave edilip
okside glutatyon (GSSG) GSH'ya doniistiiriilmiistiir. GSH'da bulunan siilfidril grubu
5',5'-dithiobis-2-nitrobenzoic aid ile (DTNB-Ellman reaktifi ) reaksiyona sokularak
sart renkli 5-thio-2-nitrobenzoic asid (TNB) olusturulmus ve bu reaksiyonun
timiinde TNB'nin olusum miktarindan GSSG'nun total miktari tayin edilmistir.

3.7.4. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz enzimi, H;O, dahil tim hidroperoksitlerin
rediiksiyonunu saglar. Bu islevi sirasinda da rediikte glutatyonu kullanir. Olusan
okside glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar indirgenir. Bu indirgenme
sirasinda NADPH kullanilir ve NADP" olusur. NADPH nin reaksiyon ortamindan
kayb1 340nm’de absorbans azalmasina neden olur ve bu azalmanin miktarmdan GPx
enzim aktivitesi tayin edilir. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi,
NADPH’nin 340 nm’deki extinction coefficient (0,00622 ;,LM'l) degerinden
yapilmistir. Bir iinite GPx aktivitesi, 1 dakikada kullanilan pmol NADPH olarak
hesap edilmistir.

3.7.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Siiperoksit dismutaz enzim aktivite tayini, kompetetif inhibisyon yontemine
dayanmaktadir. Bu yontemde reaksiyon ortaminda, siirekli olarak siiperoksit anyonu
olusturan ksantin oksidaz-hipoksantin sistemi mevcuttur. Bu sistemin agiga ¢ikardig
siiperoksit anyonlari, reaksiyon ortamina ilave edilen kromojeni indirger ve 450
nm’de Olgiilebilen renk olusumuna neden olur. Alinan 6rneklerde ne kadar SOD
enzimi varsa, renk olusumu o kadar az olur.

3.7.6. Lipid Peroksidasyon Seviyelerinin Ol¢iimii

Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonun son iriinleri, 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin butanol fazina
ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boyunda
spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.
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1 ml distile su igeren tiipe 350 ul doku siipernatanti konduktan sonra 1 ml
thiobarbitiirik asit eklenmistir. Tiip yeterli derecede vortkslendikten sonra 25 pl
HClve 3.5 ml n-biitanol eklenerek faz ayrimi saglanmistir. Biitanol ekstratinin
floresansi, eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547 nm olarak
spektrofotometrede okunmustur.

3.7.7. Ksantin Oksidaz Miktar1 Ol¢iimii

Ksantin dehidrogenaz enzimi (XDH) proteolitik parcalanma veya molekiiller
arast distilfid bagi olusumu ile ksantin oksidaz formuna doniismektedir. Bu
calismada XDH/XO aktivite oranina bakilmistir. XDH/XO 6l¢timleri i¢in alinan
miyositler soguk homojenizasyon tamponu [SOmM K;HPO4, 80 mMleupeptin, 2,1
mM pefabloc SC, ImM fenilmetilsiilfonil florid, 1pg/ml aprotinin (pH: 7,4)]
icerisinde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar 23000 g’de 40 dk +4
°C’de santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatantlar da ksantin oksidaz aktiviteleri
sekilde florometre kullanilarak kinetik olarak belirlenmistir. Protein konsantrasyonu
ise 595 nm’de Coomassie reaktifi kullanilarak belirlenmis ve standart olarak da
serum albumin kullanilmistir.

3.8. Istatistiksel Yontem

Yapilan deneysel caligmalar sonucunda elde edilen veriler ONE WAY
ANOVA ile analiz edilmis ve posthoc olarak da TUKEY ydntemi uygulanmustir.
Istatistiksel anlamlilik p<<0.05 olarak se¢ilmistir.
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BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Genel Durumlari

Calismada kullanilan hayvanlar ortalama 300-400 gr agirligindaki Wistar
ratlarda gergeklestirilmistir. Deneye dahil edildiklerindeki ilk kilolar1 ve uygulamalar
bitimindeki son kilolar1 degerlendirmeye tabi tutulmustur. Bu durumun disinda
izoproterenol ile olusturulan kardiyak hasar sonucunda gozlenmesi beklenen
hipertrofinin gelisip gelismedigini anlayabilmek i¢in kalp agirliklar1 ve tibia
uzunluklarininda Olgiilmesini takiben kalp agirligi/son viicut agirhigr ile kalp

agirh@i/tibia uzunlugu oranlar1 Olgiilmis ve deney gruplart birbirleri ile
kiyaslanmistir. Bahsedilen bu veriler Tablo 4.1°de gosterilmektedir.
Tablo 4.1. Hayvanlarla ilgili genel parametreler; *p<0.05vs K, #p<0.05 ve ISO
Viicut Agirhg
Deney Bl (9) Kalp Tibia Boyu VKa!.p Kalp
Gruplar , Agrhg(g) | cm)  [PEVICUC o Tibia
1k Son ag.
*;?2;';)" 3123484 | 3242+86 [134+0.03 | 3.91+0.02 [4.1+0.07 | 3431065
Iso (n=32) |338.5+11.4 | 2982+6.7 |1.73+0.05 | 3.86+0.04 | 5.8+0.1 | 4523 +1.08
* *
1504502 | 5500484 | 3019489 |1.67£004 | 3.840.03 |55+008 | 4431 +092
(n=31) * *
SO, (n=30) |{315.0+11.1 |3245+10.8 |1.33+0.05 | 3.84+0.04 | 4.1+0.06 | 34.91+1.03
# #
ISO*VIt 137944 11.5 |338.9410.6 | 1.80+0.06 | 3.98+0.04 | 5.3+0.07 | 45.0+1.13
(n_17) * # *
Yukaridaki tabloda da goriildiigli iizere deney gruplart arasindan

izoproterenol uygulamasi yapilan gruplarda bariz bir kilo kaybmin s6z konusu
oldugu goézlenmektedir. Ozellikle ISO ve ISO+VIT gruplarinda bu fark daha
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belirgindir. Beslenme ve uygun ortamda barinma kosullariin ayni diizeyde
tutuldugunu diisiiniirsek bu degisimin nedeninin iso uygulamast oldugu yorumu
yapilabilmektedir.
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Sekil 4.1. Deney gruplarinin kalp agirhgi/viicut agirligi ve kalp agirligi/tibia uzunlugu oranlari. A)
Kalp agirligi/viicut agirligi, B) Kalp agirligi/tibia uzunlugu. *p<0.05 vs K, #p<0.05 vs
I1SO.

Izoproterenol uygulamasmin beklenen hipertrofi durumunun olusup
olugsmadigin1 gozlemlemek i¢in kalp agirligi son viicut agirlig ile oranlanmis ve
gruplar birbirleri ile kiyaslanmigtir. Sekil 4.1A’da goriildigi iizere izoproterenol
uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla bu oran artmistir. Buna karsin SO2
grubunda hipertrofik indekste artis gdzlenmemektedir. Izoproterenol uygulanan
gruplardaki bu artis kalp agirligini arttirdigi ve buna bagl olarak da hipertrofinin
gelistigi yoniinde bir yorum yapilmasina olanak saglamaktadir. Ancak ISO+VIT
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grubunda ise hem iso hem de ISO+SO2 grubuna gore anlamli bir azalis
goriilmektedir. Ancak Tablo 4.1°de de goriildiigi tizere asir1 kilo kaybi bu yorumun
dogruluguyla ilgili sorular olusturmaktadir. Ciinkii bu oranlardaki degisimlerin
beslenme fazlaligindan m1 yoksa biiylimeyle mi alakali oldugu sonucuna direkt
yonlenilememektedir. Bu yorumun daha saglikli yapilanbilmesi i¢in hayvanlardan
elde edilen kalp agirliklar1 hayvanlarin yaslarina paralel olarak degisen ve hemen
hemen her hayvanda ayni oranda farklilasan tibia uzunluguyla oranlanmis ve
sonuclar degerlendirmeye alinmistir. Sekil 4.1B’de de goriildigi ilizere gruplar
arasindaki degisimlerde ISO+VIT grubu disinda bir farkliik gozlenmemistir.
ISO+VIT grubunda ise 1SO grubuna goére olan farklilik ortadan kalkmustir. Bu
parametrede kullanilan hayvan sayisina ve uygulanan diger maddelerin etkileri goz
ontinde tutuldugunda iso uygulamasini takiben hipertrofinin gelistigi ve uygulanan
diger molekiillerin bu duruma herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

4.2.  Aksiyon Potansiyeli ile lgili Bulgular

Uyarilma-kasilma c¢iftlenimini baglatan, hem bir¢cok hiicresel olaylar
etkileyen hem de bircok hiicre alti olaydan etkilenebilen aksiyon potansiyeli
agisindan izoproterenol uygulamasmin yarattigi durumlara, SO, dondrii olarak
diisiiniilen bistilfit molekiilliiniin etkisi incelenmis ve Sekil 4.2°de gosterilmisitir.
Zarin dinlenim durumu membranin uyarilabilirligini belirlerken ayn1 zamanda
degisen fizyolojik durumlara gorede modifiye olabilen bir yapidadir. Deneysel
uygulamalarin sonucunda ISO+SO2’nin dinlenim membran potansiyelinin kontrole
nazaran azaldig1 yani daha repolarize bir hal aldigi goriilmiistiir. Diger izoproterenol
uygulanan gruplarda kontrole gore bir farklilik olugsmamistir. Sadece SO, verilen
deney grbunda ise ISO+SO2 grubunda gozlenen artisa nazaran zar potansiyelinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gergeklestigi fark edilmistir. Na+ kanallarinin
onciliiglinde meydana gelen Faz 0 evresi ayn1 zamanda AP’nin genligi hakkinda da
bilgi vermektedir. AP genlik agisindan analiz edildiginde biitiin izoproterenol verilen
gruplarda az da olsa birer artis soz konusu iken sadece ISO+VIT grubunda bu
farklilik anlamlidir. ISO+SO2 grubunda kontrole gore anlamli bir artis gézlenmesede
SO2 grubunda genlik, ISO+SO2’ye kiyasla azalim gostermistir. Dinlenim zar
potansiyelinde ve genlikte gerceklesen bu degisimlere karsin depolarizasyon
stiresinde 5 deney grubu iginde herhangi bir degisim meydana gelmemistir. Ancak
as1l dikkat cekici degisimler AP’ nin repolarizasyon fazinda goriilmektedir. APD 90
acisindan ISO kontrole gore uzamistir. Buna ilaveten ISO+SO; ve SO2 de ise ISO’da
gerceklesen bu artis anlamli bir seklide azalmistir. Diger isoproterenol uygulamasina
tabi olan I1SO+VIT de ise kontrol grubuna gore bir farklililk mevcut degildir.
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Sekil 4.2. Akim kenetleme yontemiyle kardiyomiyositlerden elde edilen aksiyon potansiyeli parametreleri ve 6rnek veriler. A) Dinlenim zar potansiyeli, B) AP nin
genligi, C) AP nin depolarizasyon siiresi (Sol eksen) ve AP’nin repolarizasyon siiresi (sag eksen) ve D) 6rnek AP kayitlari. *p<0.05 vs K, #p<0.05 vs ISO.
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4.3. Potasyum Akimlariyla ile Tlgili Bulgular

Iyon kanallarinda iyonlarin gegisine bagli olarak meydana gelen akimlar uyarilma-kasilma
ciftlenmi lizerine aksiyon potansiyelinden, kontraktil makinenin ¢alismasina kadar ¢ok genis bir
yelpazede katki saglamaktadir. Hiicre diizeyinde bu etkilere sahip iyon akimlarindan bir tanesi K*
iyon akimlaridir. Sekil 4.3’de de goriildiigii iizere K™ iyon akimlar1 temel 3 ana baslik altinda
toplanmistir. Bunlar gegici disa dogru akimlar (ly), ice dogrultucu akimlar (lx;) ve kararli durum
akimlar1 (lss) olarak adlandirilmaktadir. Bu baglamda lyp akimlari incelendiginde SO2 ve ISO’da
gozlenen azalmalarin anlamlilik ifade etmedigi, 6zellikle 20 mV’da ki akimdan itibaren ISO+SO2
grubunda bir azalma oldugu gozlenmistir. ISO+VIT grubunda ise biitiin gruplara nazaran akim
yogunlugunda belirgin bir diisiis fark edilmistir. Aksiyon potansiyelinin plato ve asil
repolarizasyon evrelerinde etkin bir role sahip olan Iy; akimi 8lgiimlerinde ISO+VIT grubunda
biitiin gruplara kars1 azalis gozlenmistir.
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Sekil 4.3. Voltaj kenetleme yontemiyle kardiyomiyositlerden elde edilen ve membran potansiyellerine baglh olarak
degisen A) |y akim yogunluklari, B) lx; akim yogunluklari, C) I akim yogunluklari ve D) 6rnek veriler.*;
p<0.05 vs K, #; p<0.05 vs ISO
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4.4. Kalsiyum Akimlariyla Ilgili Bulgular

Uyarilma-kasilma ¢iftleniminin baglangicindaki AP’nin olusumuna katkisindan, CICR
mekanizmasiyla kontraktil makinanin islevini yerine getirmesine ve bir¢cok hiicre i¢i sinyal
yolaginda en 6nemli ikinicil habercilerden biri olan Ca*" akimlari iizerine, deneysel uygulamalarin
etkisi incelenmistir. Deney gruplarmin Ca®* akim-volgtaj karakteristikleri Sekil 4.4’de
gosterilmistir. ISO ve ISO+VIT gruplarmm OmV’da gdzlenen maksimum akim yogunluklari
kontrol grubuna gore ciddi bir azalma gostermektedir. Diger izoproterenol uygulamasina tabi
tutulan grup olan ISO+S0O, grubunda ise kontrol verilerine gore anlamli bir farklilik
bulunmamistir. SO, verilen grubunda 0 mV’da gozlenen maksimum akim yogunlugu kontrole
gore anlamli olarak artmustir.
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karekteristikleri ve B) 6rnek veriler. *; p<0.05 vs K, #; p<0.05 vs ISO
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45, Hiicreici Gecici Kalsiyum Degisimi Ile Tlgili Bulgular

Kardiyomiyositlerde [Ca**]; degisimi hem kalbin mekanik aktivitesini diizenleyen hem de
hiicreigi sinyal yolaklarinda ikincil haberci olarak 6nemli bir yere sahiptir. Bu baglamda hiicreigi
[Ca®']; degisiminin incelenmesi kasiima ve hiicre i¢i sinyal iletimiyle iligili bilgmizi arttirmakla
beraber karsilagilan problemlere karsida ¢6zliim liretmemizi de kolaylagtirmaktadir. SR’dan CICR
vasitasiyla salman ve Ca®" transienti olarak adlandirilan bu gegici Ca®* miktarnm 6l¢iimii, hem
[Ca®*]; hakkinda hem de SR’in yapisi ve fonksiyonu hakkinda bilgi vermektedir. Diyastolik
durumdaki serbest Ca** agisindan deney gruplari arasinda bir farklilik bulunmamaktadir. Ca®*’un
genligi yani uyartyla birlikte SR’dan ddkiilen Ca®*" miktar1 agisindan olaya bakildiginda, sekil
4.6’da gorildigi tizere sadece 1SO+SO2 grubundaki artis kontrol grubuna gore anlamli
bulunmustur. % genlik olarak bakildiginda ise yine kontrole gore tek anlamli artis ISO+SO2
grubunda gozlenirken, bu drumla birlikte yine bu grupta ISO grubuna gore de istatistiksel olarak
kayda deger bir artis oldugu fark edilmistir. Uyarimin bitmesiyle birlikte ortamdan depoya Ca?*
alinimini ifade eden ve zaman sabiti olarak adlandirilan parametre nazarinda transientler analiz
edildiginde 4 grupta da kontrole gore bir azalis oldugu gozlenmistir. Ancak ISO+SO2 ve
ISO+VIT grubunda karsilasilan degisiklikler anlamlidir. Uyarinin gelmesiyle birlikte RyR’den
Ca** salimmi ve bunu takiben olusan tranzientin ¢ikis evresinin alansal degerlendirmesi
yapildiginda kontrole gore anlamli degisim sadece ISO+SO2 grubunda gozlenmistir. Uyarinin
sonlanmasiyla olusan ve Ca®*"’un geri alinimini ifade eden diisiisiin altinda kalan alan acisindan ise
gruplar arasinda higbir farklilik bulunmamistir. ISO+S02’de bir artis mevcuttur ancak istatistiksel
olarak anlamli degildir.

4.6. Mekanik (Kontraktil) Parametreleri

Izoproterenol uygulamasimin ve izoproterenoliin olusturdugu durumlara, uygulanan diger
molekiillerin sican kardiyomiyositlerinde uyarilma-kasilma ¢iftleniminin bir parcasi olan
kontraktil parametreler iizerine etkilerini incelemek admna tek hiicre sarkomer boyu kisalma
yanitlarina bakilmistir. Herhangi bir uyar1 olmadan sarkomerin dinlenim durmundaki boyu goz
oniine alindiginda izoproterenol uygulanan gruplardan ISO ve ISO+VIT gruplarinda kontrole
nazaran istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gériilmemistir. Bu verilerin aksine izoproterenolle
birlikte SO, uygulamasi yapilan grupta hem kontrole gére hem de ISO grubuna gore sarkomer
boyunda bir kisalma saptanmaktadir. Tek basina SO, uygulanan deney grubunda ise 1SO+SO2
grubuna gore sarkomer boyunda bir uzama goézlenmistir. Uyarmmin gelmesiyle baslayan
kontraksiyon islemi sarkomer boyunda kisalma ve bu durumu takiben olusan gevseme olgusuyla
ifade edilmektedir. Kisalmanin ne kadar kuvvetli olabilecegini sarkomerin ilk boyu/son boyu (1/1p)
olarak nitelendirilen % genlik parametreleriyle agiklamak miimkiindiir. Bu cergevede yapilan
analizlerde hicbir deney grubunda farklilik gozlenmezken, ISO+SO2 grubunda kontrole gore bir
azalma dikkat ¢ekmektedir.

Sars1 islemi yukarida da bahsedildigi gibi kasilma ve gevseme siiregleri arasinda dinamik
olaydir. Bu da her iki siirecin belirli zaman araliginda ve buna baglh olarak da belirli bir hizda
gergeklestigini vurgular. Kisalma hizi agisindan durum degerlendirildiginde, ISO+SO2 grubunun
kontrol grubuna gore kasilma hiznin yavasladigi ancak diger deney gruplarinda farklilik
gbozlenmedigi Sekil 4.5’de goriilmektedir. Hizdaki bu degisimin ardindan kisalmalarin siireleri
karsilastirildiginda izoproterenoliin ve SO;’nin birlikte uygulandigi ISO+SO2 grubunda % 90
kisalma siirelerinde kontrole kiyasla bir artma s6z konusuyken, diger izoproterenol uygulanan
deney gruplarinda bir degisim olmamistir. Buna ilaveten ISO+SO2 grubunun % 90 kisalma
stiresinde ISO grubuna gore bir artis da gozlenmistir.
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Kasilmayi takiben gerceklesen gevseme olgusu dinamik olan bu dongiiniin devamlilig1 ve
kontraksiyonun verimliligi acisindan onemlidir. Gevseme hizi karakteristiginde deney gruplari
incelendiginde kontrole gore 4 deney grubunda da hizda azalma gézlenmistir. Bu durumun yant
sira izoproterenol uygulanmis gruplar igerisinden ISO+SO2 ve ISO+VIT, gevseme hizlarinda ISO
grubuna gorede azalma gozlenmis ancak sadece ISO+SO2 grubundaki azalma istatistiksel olarak
anlamlilik yaratmistir. Gevseme hizindaki bu degisimin siki bir etkilesim igersinde oldugu zaman
sabiti iizerinede bir etkisinin olup olmadig1 arastirllmis ve Sekil 4.5C°de gosterilmistir. ISO
grubunda bir artisinin oldugu ancak istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi gézlenirken diger
izoproterenol uygulamasi olan gruplarda kontrol ve ISO grubuna nazaran artislari oldugu tespit
edilmistir. SO2’in tek basma uygulandigi grubun kontrol ve ISO grubundan bir farlhilig
bulunmamaktadir.

Gevseme olgusunun zamansal Ozellikleri gbéz Oniine alindiginda izoproterenol
uygulamasinin tek basina bir farklihk yaratmadigi anlagilmistir. Ancak hem %50°de hem
de %90°da ISO+S0O2 ve ISO+VIT gruplari, kontrol ve ISO grubuna kiyasla artis gostermistir.
Ayn tutarlilik sadece SO, uygulanan deney grubunda gdzlenmemistir. %50 gevseme siiresini
ISO’ya gore arttirirken, %90 gevseme siiresinde kontrole gore siireyi uzatmanin yaninda,
ISO+S02’ye gore de siirede bir azalmaya sebep olmustur. Bu verilere ek olarak kisalma ve
gevseme alanlarida hesaplanmistir. Gevseme alaninda deney gruplart arasinda herhangi bir
farklihik gozlenmezken, kisalma alaninda SO, uygulamas1 yapilan grupta hem ISO’ya hem de
ISO+S02’ye gore bir artig séz konusudur.
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Sekil 4.5. Elektriksel alan ile uyarilan kardiyomiyosit hiicrelerinden elde edilen sarkomer boyu kisalma 6l¢iimi analiz sonuglar1. Deney gruplarindan elde edilen sonuglarin A)
Dinlenim durumu sarkomer boyu, B) % kasilma genligi, C) kasilma siiresi (sol eksen) ve gevseme siiresi (sag eksen) Verilerin grafik gosterimleri ve D) 6rnek kayitlar.
*p<0.05 vs K, #p<0.05 vs I1SO.
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Sekil 4.6. Fura-2 AM yiiklemesi ve elektriksel alan uyarimi sonucunda fluorometrik olarak 6l¢iilen ve kardsyomiyosit hiicrelerinden elde edilen hiicreigi gegici Ca®
(transient) degisimleri. A) Dinlenim durumundaki serbest Ca®* konsantrasyonu, B) % genlik C) Transientin inis siiresi ve D) Ornek kayitlar. *p<0.05 vs K,
#p<0.05 vs I1SO.
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4.7.  Biyokimyasal Bulgular

Yapilan deneysel uygulamalar sonucunda oksidatif stresde herhangi bir degisikligin
olup olmadigini, eger olduysa bu degisikliklerin ¢esitli oksidatif ve antioksidan
parametreleri nasil etkiledigine dair biyokimyasal incelemer yapilmistir. Hiicre diizeyinde
oksidan hasarin en anlamli belirleyecilerinden olan lipit peroksidasyonunda gruplar arasinda
her hangi bir farklilik gozlenmemistir. Diger onemli bir belirleyici olan ve protein
oksidasyonunu ifade eden protein karbonil datasi dahilinde biitiin gruplarda kontrole nazaran
goziiken artis sadece SO2 grubunda anlamlidir.

Hiicredeki bir¢cok oksidatif yolagin baslamasim tetikleyen ve kendi basinada belirli
bir etki giicline sahip olan O, acisindan deney gruplar1 arasinda anlamli bir degisiklik
bulunmamustir. O,” radikalini su ve molekiiler oksijene doniistiirerek hiicrenin 6nemli
korunma mekanizmalarindan olan SOD enziminde ise degisiklikler gozlenmistir. ISO,
ISO+S02 ve SO2 gruplarinda enzim aktivitesi kontrole nazaran azalmistir. ISO+VIT de ise
azaligin istatistiksel anlamliligi bulunmamistir. Oksidatif stres ve antioksidan kapasite
stirekli birbirini tetikleyen ve kontrol eden dinamik bir dongliye sahiptir. Az miktarda
bulunmasi, hiicrenin fizyolojik siiregler icin gerekli olan ksantin oksidaz, eger
konsantrasyonunda bir artis yasarsa bu sefer oksidatif stresi artiran bir isleve dontismektedir.
ksantin oksidazin onciilii olan ve hipoksantinden ksantin olusumu sirasinda ksantin oksidaza
doniisen enzim olan ksantin dehidrogenaz enzimi, hiicresel diizeyde ksantin oksidaz
konsantrasyonunu belirlemede 6nemli bir yere sahiptir. Bu baglamda gergeklestirilen
olgtimler dahilinde izoproterenol uygulanan gruplarda kontrole gore olusan artiglar anlamli
farklilik olusturmamaktadir. Ancak SO, grubunda kontrole gére XO enzim aktivitesinde
gozlenen azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Buna karsin XDG enzim aktivitesinde ISO
ve ISO+SO2 gruplarinda, kontrole gore bir artis fark edilmistir. Buna ilaveten SO2’de, bu
artiglarin tam tersi yonde bir degisiklik mevcuttur.

Yapisinda bulunan tiyol grubu sayesinde antioksidan 6zelligi bulunan glutatyon
molekiilii, hiicrenin ROS kontroliiniin 6nemli adimlarindan biridir. Bu molekiiliin okside
(GSSG) ve rediikkte (GSH) formlarida antioksidan etkinin devamliligini saglamaktadir.
Yapilan dl¢iimlerde GSH diizeyinin, ISO grubunda kontrole gore anlamli olmayan bir artig
bulunmustur. Ancak SO2 ve ISO+VIT gruplarinda kontrole gore degil ama ISO grubuna
gbre anlamli bir azalis gozlenmistir. GSH/GSSG oraninda ise ISO+SO2 ve ISO+VIT
gruplarinda kontrole gore belirgin bir azalis gozlenirken, bunun yaninda ISO+VIT grubu
icin bir azalisgda ISO’ya kiyasla gerceklesmistir. Hiicreyi oksidatif hasardan, GSH’1,
glutatyon disiilfid ve suya doniisebilen H,O,’ye doniistiirerek koruyan ve antioksidan
enzimlerden bir tanesi olan GPx molekiiliinde ise hi¢bir grupta farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.7. Oksidasyon parametreleri-1. Biyokimyasal yontemlerle deney gruplarindan élgiilen A) Protein karbonil degerleri, B) TBARS degerleri, C) Rediikte

glutatyon/okside glutatyon orani, D) GPx enzim aktivitesi sonuglar1.*p<0.05 vs K ve #p<0.05 vs ISO
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Sekil 4.8. Oksidasyon parametreleri-2. Biyokimyasal yontemlerle deney gruplarindan 6lgiilen A)siiperoksit anyon salinimi, B) SOD enzim aktivitesi, C) XO ve D)
XDG enzim aktiviteleri sonuglar1. *p<0.05 vs K, #p<0.05 vs I1SO
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TARTISMA

SO, atmosferde dogal olarak ¢ok kii¢iik miktarlarda bulunan keskin, tahris edici ve
¢iiriik kokusu veren toksik bir gazdir. Ozellikle sanayinin yogun oldugu bolgelerde gevre
kirliligine olan etkisiyle dikkat ¢eken ve yapilan ¢alismalar sonucunda 6nemli derecede
toksik etkisi oldugu tespit edilen bir molekiildiir [17, 32, 33, 110-112]. SO, ’nin 6zellikle
solunum sisteminde, astim ve alerjik reaksiyonlarin gelismesinde ciddi etkilerinin oldugu
birgok calismayla gosterilmistir [32, 110, 113-115]. Bu nedenle SO, molekiilii insan
saglhigimi dogrudan etkileyebilen bir molekiil olarak algilanabilmektedir. Bu algi kapsaminda
molekiiliin etkilerinin, sistem {izerine zararli olduguna dair bir kabullenme olusmustur.
Ancak bu molekiille yapilan ¢alismalarin ilerleyen siireglerinde SO, ’nin canli organizmalar
tarafindan metabolik siiregler igerisinde iretildigi tespit edilmistir [5, 7, 116]. SO;’nin
yanisira zamaninda toksik etkisi oldugu diisiiniilen ve iizerlerinde yapilan g¢alismalar
sonucunda fizyolojik siireclerin devamliliginda ve belirli yolaklarin diizgiin bir sekilde
islevini yerine getirebilmesinde CO, NO ve H,S molekiillerinin gerekli oldugu sonucuna
ulagilmustir [5, 19-22, 117, 118]. Su anda literatiir bu 3 molekiilii gazotransmitter olarak bir
baglik altinda toplamakta [5, 119, 120] ve hem hiicresel diizeyde hem de doku diizeyinde
onemli fizyolojik siireglere katki saglamaktadir. Bu nedenle SO, molekiiliiniin de canli
organizmalar iizerine bu tip etkilerinin olup olmadigi merak edilmis ve yapilan ¢alismalar
sonucunda ¢eliskili sonuglara ulasgilmistir. Fizyolojik kosullarda sistemik bir ajan olan SO,
uygulamasinin oksidatif stresi arttirdig1 ve organizma i¢in zarar verici bir molekiil oldugu
gosterilmistir [121, 122]. Bununla birlikte SO, damarlar1 vazodilatasyona ugratarak
hipotansiyona neden olurken [41, 123, 124], kardiyak dokuda da koroner kan akisinda
bozukluklarla birlikte ciddi negatif inotropik (kasilma kuvveti) etkilere sebep olmustur [9].
Fizyolojik durumlar dahilinde yukarida bahsedilen olumsuz etkilere sahip olmasina ragmen,
patofizyolojik durumlarda ise tam tersi etkilerinin s6z konusu oldugu fark edilmistir [8, 42,
125-129]. Ogzellikle kardiyovaskiiler sistem iizerinde yapilan ¢alismalarda patoloji sonucu
olusan damarsal yeniden modellemeleri geri dondiirebildigi, antioksidan kapasiteyi arttirarak
oksidan molekiillerine karst bir savunma mekanizmasi seklinde gorev yapabildigi
gosterilmistir [42, 127]. Bu bilgilere ilaveten sistolik kan basincini ve ortalama pulmoner
arter basincini diistirerek anti hipertansif [8, 125], endotelyal hiicrelerde NF-kB ve hiicreler
aras1 yapigsma molekiilii-1’in konsantrasyonunu azaltarak anti inflamatuvar [8, 126] ve
damar tikanikliginda olusan lezyon alaninda azalmaya sebep olup, diisen GPx ve SOD
aktivitelerini arttirarak damar tikanikligi tizerine olumlu etkileri [127] goriilen bir ajan
olarak islevinin bulundugu vurgulanmaktadir.

Hipertrofik kardiyomiyopati biiylimiis bir kalple karakteristiktir. Bu durum tek
basina da ciddi problemlere yol acabilecek bir patolojiyken, ayn1 zamanda bircok kardiyak
hasarin gelismesine elverigli bir ortam hazirlayabilen bir ara basamak olarak da islev
gosterebilmektedir [130-132]. Hipertrofik hasarin etiyolojisi ¢ok farkli nedenlere
dayanmakla birlikte basat rolii adrenerjik sistemin istlendigi yapilan calismalarla
gosterilmistir [133-135]. Sempatik-adrenerjik sistem fizyolojik kosullarda hiicresel diizeyde
fonksiyonel olgularin diizenlenmesinde etkin gorev alan bir sistemdir. Kardiyomiyositlerde
bu sistem ozellikle B-adrenerjik reseptorler araciligiyla varligini gostermektedir. Ventrikiil
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miyosit hiicrelerinde uyarilma-kasilma ¢iftleniminde anahtar ve Ca®* homeostazisinin
diizenlenmesinde etkin bir rol oynamaktadir [11]. Bu etkisini agirlikli olarak G-proteini ve
PKA araciligiyla SR iizerinde bulunan RYR ve SERCA kanal proteinlerini fosforilleyerek
gosterir [11, 69, 136]. Kalp kasmin islevini yerine getirmesinde bu denli 6nemli bir role
sahip olan bir yapmin bozulmasi, beraberinde ciddi problemler getirmektedir. Kardiyak
dokuda hasar olusturabilmek i¢in uzun zamandir kullanilan ve genel bir B-AR agonisti olan
izoproterenol molekiilii deney hayvanlarina uygulanmistir [1, 76, 79, 137-143]. Yapilan
caligmalarda uygulanan izoproterenoliin dozuna ve siiresine bagli olarak islevsel ve
elektrofizyolojik etkisinin degistigi gozlenmistir. Isoproterenol ile olusturulan miyokardiyal
rahatsizliklarin sonucunda, hiicre diizeyinde sarkolemma, kasilma, mitokondri ve diyadik
bolgelerde degisimin olusabilecegi bilinmektedir. Bu degisimlerin kalsiyum, kasilma ve
mitokondriyal enerji liretimlerinin sinyal yolaklarindaki degisimlerle yakin iliski igerisinde
bulundugu, olusabilecek degisikliklerin de bu durumlarda anormalliklere neden olabilecegi
anlamina gelmektedir. Degisikliklerin meydana gelmesi sonucunda morfolojik farkliliklarin
yaninda kardiyak fonksiyonlarinda farklilasacagi ve miyokardiyal hipertrofinin kalp
yetmezligine dogru bir yonlenimde bulunacagi net bir sekilde anlagilmaktadir [73]. Bu
calismada kullandigimiz 20 mg/kg/gilin’liik doz orta diizeydeki siniflandirmanin igerisinde
bulunmaktadir. Litaretiirde bu dozla yapilan c¢alismalarda, izoproterenol uygulamasi
sonucunda olusturulan kardiyak hasarda SO; iceriginin diistiigii sonucuna ulasilmistir.
Ulasilan bu sonuca dayanarak, ekzojen SO, donorii uygulamasinin SO, igeriginin artmasina
paralel olarak hasarda gerilemenin olustugu bilgisine ulasilmistir [1, 144]. Bu siniflandirma
icerisinde yukarida sayilan bu degisikliklere neden olmasinin yaninda oksidatif stresin
artmasina sebep oldugu bilgileri mevcuttur [1, 145, 146]. Bu verilerden yola ¢ikilarak
planlanan ¢alisma iki temel hipotezin aydinlatilmasini amaglamaktadir: 1) SO, molekiiliiniin
izoproterenol yardimiyla olusan hipertrofik hasarda elektrofiyolojik ve fonksiyonel
degisikliklerin mekanizmas1 tlizerine etkili olup olamadigi. 2) Litaretiirde siirekli olarak
antioksidan sistemle iliskisi kurulan bu molekiiliin, etkilerini bu sistem aracili olusturup
olusturmadig;.

Birgok c¢alismayla uyumlu olarak izoproterenol uygulamasi yapilan deney
gruplarinda kalp agirliginin hem viicut agirligina oran1 hem de tibia uzunluguna oraninda ki
artisla olusturmak istedigimiz hipertrofik hasarin meydana geldigi anlagilmaktadir (Tablo.1
ve Sekil 4.1). Ancak izoproterenol uygulamasma tabi tutulan deney gruplarinda viicut
agirliginda deney siirecinde azalma gozlenmistir. Bu azalisin deney gruplar1 arasinda farkl
diizeylerde olmasi nedeniyle viicut agirligi kullanilarak olusturulan indeksin hatali
yorumlara neden olacagi izlenimi uyandirmistir. Bu sorunun ortadan kaldirabilmesi ic¢in
deney hayvanmin yasiyla uyumlu olarak degistigi ve kisa siireli kronik etkilerden
etkilenmedigi bilinen tibia uzunlugunun, kalp agirligiyla oranlanmasi sonucu ortaya ¢ikan
veriler degerlendirilmistir. Ortaya ¢ikan verilerle, kullanilan benzer model ve SO, tiirevi
uygulamasi yapilan ii¢ farkli calismanin verileri karsilastirildigin da celiskili sonuglara
ulagilmaktadir. Bu yaymlarda ekokardiyografik verilere dayanarak kalbin yapilar
incelenmis olup wulasilan sonuglar birbirlerinden farklidir. Bu ¢alismalarin ikisinde
izoproterenol uygulamasi ile sol ventrikiiliin arka yiiziinlin hem sistol hem de diyastol
durumlarinda kalinlastigi, ancak SO, verildiginde kalinlasmanin engellendigi gozlenirken,
diyastol durumunda o6n yiizde duvar kalinliginin arka yilizdeki gibi geri gelebilecegi
bulgusuna ulasilmasina ragmen sistol durumunda SO, nin 6n yiizde olusan kalinliga her
hangi bir etkisinin olmadig1 saptanmistir [1, 147, 148]. Bunun yaninda uygulanan SO; ve
antioksidan olarak diisiiniilen maddelerin ise olusan hipertrofiyi geriletecek her hangi bir
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etkisinin olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.1B). Biitiin olarak incelendiginde ne antioksidan
uygulamasinin ne de SO, uygulamasinin hipertrofinin gelisimine engel olabilecek bir etkisi
bulunmamaktadir.

Ventrikiil miyositlerinin fonksiyonu, uyarilma-kasilma ciftleniminin
ger¢eklesmesiyle birlikte kanin sistemik dolasima pompalanmasidir. Bu pompalamayi
saglayan kasilma islevi sarkomerik kisalma-gevseme ve [Ca”"]; parametrelerine baghdir
[149, 150]. Subkronik olarak diisiiniilen isoproterenol uygulamasi sonucunda olusan
kardiyak hasarin kisalma ve [Ca*"]; cevaplarinda her hangi bir degisiklige neden olmadig
gozlenmistir. Degisik hipertrofik yetmezlik modellerinde yapilan ¢alismalarda kontraktilite
ve [Ca*]i gecici cevaplarinda hasarin safhasma gore farkli bulgularm olabilecegi
vurgulanmistir. Hasarin ilk safhalarinda bu cevaplarin arttigi, hipertrofinin ileri safhalarinda
ise kasilma ve Ca”" diizenlenmesinde bozukluklarin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Ancak bu
uygulamanin [Ca*]; de bir degisiklie neden olmamasina ragmen lco azalmaya sebep
olmustur. Akim yogunlugunda gozlenen azalisa karsi tranzient genliginde anlamli olmasa da
artisin olmasi kalsiyum aracili kalsiyum salinim kazancinin arttigini dolayisiyla hasara karsi
kompansatif bir mekanizmanin devreye girdigini gostermektedir. Bunlarla birlikte
Olusturulan hipertrofik modelde APD’nin islevsel mekanizmay1 etkileyecek derecede
uzadigina dair bulgularimizi, Toischer ve arkadaslarinin farkli modelde yaptigi ¢alismay1
desteklemektedir [151]. AP siirecinde etkin olan lcy ’nin diismesi ve Ix’da degisim
gozlenmemesi artan repolarizasyon siliresinin  farkli akimlardan kaynaklandigini
diistindirmektedir. Tim bu verilerin 1s18inda izoproterenol uygulamasinin yarattigi patolojik
durumun elektrofizyolojik stireclerde degisiklik meydana getirdigi ve bu degisiklige paralel
olarak homeostazisin bozuldugu sdylenebilmektedir.

Metabolik siirecler sonucunda viicudun iiretebildigi SO, molekiiliiniin hiicresel
fonksiyonlarin isleyisine etki ettigi, bu etkinin ise fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda
farklilik gosterebilecegine dair literatiirde geligkili bulgular bulunmaktadir [8, 32, 33, 42, 43,
121, 122, 129]. SO, molekiiliiniin mekanik parametreler agisindan kisalma ile ilgili verilerle
anlamli degisiklige neden olmadigi saptanmistir. Ancak gevseme hizinda ve siiresinde
kontrole gore farkliliklar olusturmustur. Bunun nedeninin Ca®" transientlerinin geri donlis
hizinin yavaglamasi ve genlikte meydana gelebilecek artigla bir iliskisi olabilecegi
distiniilmekle birlikte bu parametrede istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir.
Relaksasyonda gozlenen bu uzamanin kasilma mekanizmasinda rol alan protein yapilarin
fosforilasyon durumlarinda olusan degisikliklere bagli oldugu vyapilan c¢alismalarda
gosterilmistir [152, 153].

Hypertrofi kosullarinin gelisimine bagli olarak SO, molekiiliiniin etkisini ortaya
koymak i¢in olusturulan ISO+SO2 grubunda diger gruplarda goézlenmeyen kasilma
mekanizmas1 iizerine olumsuz etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Dinlenim durumu
sarkomer boyu, kasilmanin genligi ve hiz1 azalmistir. Bu bulguyla ¢eliskili olarak ISO+S0O2
grubunda diastolik [Ca®']; fark gozlenmezken, gegici cevaplarin genliginin ISO ve SO2
grubuna gore arttig1 dikkati ¢cekmektedir. Mekanik parametreler iizerine bu degisiklikleri
gerceklestirse de izoproterenol uygulamasi sonucu artan AP siiresini ve azalan lc, i kontrol
seviyelerine geri dondiirmiistiir. ISO+SO2 grubunda tranzient genligininin artmasinin
altinda yatan mekanizma olarak kazancin izoproterenol uygulamasiyla artmasinin yaninda
SOz ’nin lca 'yl normalize etmesinin sinerjetik etkisinin oldugu sdylenebilir. Diger yandan,
aritmik durumlara neden olabilecek AP siiresindeki degisimlerin SO, tarafindan fizyolojik
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siirlar igerisine ¢ekilmesi, bu molekiiliiniin patolojik durumlarda olumlu bir etkisinin
olabilecegini gostermektedir.

Elektrofizyolojik parametrelerde gozlenen olumlu sonuglar ve gegici Ca*
cevaplarinda ki artiga ragmen (Sekil 4.3, 4.6), patolojik durumda SO, uygulamasi kasilmay1
bozan bir etki gostermistir (Sekil 4.5). Bunun nedeninin kasilma islevinin ger¢eklesmesini
saglayan TnC’nin Ca®" duyarliligindaki artis ile beraber diyastolik sarkomer uzunlugunun
kisalmasi oldugu bazi ¢aligmalar ile gosterilmistir. Bu durumun sonucunda tam anlamiyla
bir gevsemenin olugsmayacagi ve akabinde diyastolik fonksiyon bozukluklarinin meydana
gelecegi soylenebilir [152]. Sistol durumunda ISO+SO2’nin transientlerinin artmasi
RYR’lerin aktivitesinde yada acik kalma siirelerinde bir artisa neden oldugunu isaret
etmektedir. Bu artisa ragmen ylizde kisalma genligindeki azalis Ca*”’un TnC ile etkilesime
gecemedigini belirtmektedir. Bu durumun kinazlar aracilifiyla yapilan fosforilleme
isleminde bir farklilik oldugunu ve Ca®* artigina ragmen kisalma genliginin artmadiginm
gosterebilmektedir. Nitekim hipertrofik myopati ¢alismalarinda farkli kinaz sistemlerinin
bagimsiz veya birbirlerini tetikleyen sekilde aktivasyonu sonucunda diastolik islev
bozuklugunun gergeklestigini bildirilmistir [154-156]. 1SO ve SO, uygulamalarinin ayri
ayr1 yapildig1 gruplarda boyle bir etki gozlenmezken, beraber uygulandiklarinda farkli yada
ayni1 yollardan kinazlar lizerine etki ederek bu etkiyi meyadana getirdikleri diistiniilmektedir.

Simdiye kadar yapilan bir¢cok calismada, SO;’nin patolojik durumlardaki olumlu
etkilerinin antioksidan sistem araciligiyla ilgili olduguna dair yorumlar yapilmis ancak
durum net bir sekilde ifade edilememistir. Bu belirsizligin ortadan kalkabilmesi igin
calismamiz dahilinde SO,’nin gergeklestirdigi bu olasi etkilerin antioksidan sistemle bir
alakasinin bulunup bulunmadiginin anlasilmasi da hedeflenmistir. Bunun i¢inse olusturulan
patoloji modeli lizerine antioksidan bir karigim olan genel bir oksidan siipiiriicii vitamin E
(a-tokoferol) ve mitokondri oksidan siipliriicii olarak etki gosteren quercetin karsimi
verilmistir. Bir¢ok parametrede farkliliga neden olmazken, gegici [Ca2+]i cevaplarinin hiicre
ici depolara alinim siiresinde azalisa ve gevseme verilerinde ISO+SO2 ile ayn1 yonde ve
paralel etkilere neden olmustur (Sekil 4.6). Ayrica kanal akimlari tizerine de etkileri tespit
edilmis lca. akimlarinda ISO ile esit diizeyde azalisa neden olurken, AP ’nin repolarizasyon
sliresini gorece olarak azaltmistir. Bunun yaninda Ik tizerinede ciddi baskilayici etkilerinin
oldugu gozlenmistir. Antioksidan olarak diisiiniilen quercetinin 6zellikle K* ve Ca?* kanal
blokorii olarak etki gostermesi nedeniyle antioksidan etkisi ile ilgili elektrofizyolojik etkileri
yorumlanamamustir. Ancak etkinin mekanizmasini belirleyebilmek i¢in biyokimyasal
parametrelerde incelenmesi SO,’nin oksidan sistem ile iligkisini ortaya ¢ikarmada 6nemli
bilgiler sunmustur. Izoproterenol uygulamasmin temel oksidatif gdstergelere (lipid ve
protein oksidasyonu) degisiklige neden olmamasi (Sekil 4.8) olusan kardiyak hasarin
oksidatif bir stres meydana getirmedigini gostermektedir. SOz’nin tek basina
uygulanmasiyla protein karbonil artis1 fizyolojik durumlarda negatif bir etkisinin oldugu
oldugu yoniinde bulgularimiz literatiirde bulunan yayinlari desteklerken [157], olusan
patolojik durumda olumsuz bir davranisinin olmamasi dikkatten kagmamalidir.

Ulagilan bulgular biitiin olarak degerlendirildigin de SO; dondriiniin fizyolojik
durumlarda bazi parametreler iizerine olumsuz etkilerinin oldugunu ancak kosullarin
farklilasmasina bagl olarak etki kapsaminin da degistigini vurgulamaktadir. Ayrica bu
kapsamin degisimininde antioksidan sistemle sik1 bir iligki igerisinde olmadigi gozlenmistir.
Bu yorumun daha net yapilabilmesi i¢in oksidatif stres parametreleri biyokimyasal olarak
incelenmistir. Incelemeler sonucunda olusturulan kardiyak hasarin oksidatif stres kaynagi
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olmadig1 ancak SO, molekiiliinlin normal kosullarda protein oksidasyonunu arttirdigi
gozlenmistir. Bu baglamda olusan patoloji kapsaminda oksidatif stresde her hangi bir artig
olmamasina ve patolojinin olusturdugu elektrofizyolojik parametrelerin SO, uygulamasiyla
birlikte diizelmesinde antioksidan sistemin bir etkisinin olmadigi, SO, molekiiliiniin bu
etkisinin farkli yollarla gergeklestirebildigi diistiniilmektedir. SO, molekiiliiniin bu etkisini
de kanal aktivasyonunu etkileyen hiicreigi sinyal yolaklariyla ya da dogrudan kanallar
iizerine gosterdigi tahmin edilmektedir. Bu olgunun netlestirilebilmesi i¢in yapilan tahminler
iizerine ¢aligmalarin yogunlastirilmasi gerekmektedir.

38



SONUCLAR

Izoproterenol uygulamas: sonucunda hipertrofinin olustugu ancak ne SO,’nin ne de
antioksidan karisimin uygulanmasinin hipertrofiyi geriletecek bir etkisinin olmadigi
bulunmustur.

Izoproterenol ile SO, molekiiliiniin birlikte uygulanmasi sonucunda dinlenim
durumundaki sarkomer boyunda ve kasilma genliginde azalma gozlenirken, %90 kasilma ve
gevseme siiresinde de artig goriilmiistiir. Gevseme parametresi agisinda incelendiginde ise
SO; ve antioksidan uygulamasinin paralellik gosterdigi bulunmustur.

Uyarilma-kasilma ciftleniminin atesleyicisi olan AP’nin izoproterenol uygulamasi
sonucunda APD90 parametresinde uzatict etkisi oldugu goézlenmistir. SO, uygulamasiyla
birlikte bu siiredeki uzamanin kontrol seviyelerine ¢ekildigi bilgisine ulagilmistir.

Diyastolik [Ca*"]; seviyesinde deney gruplari arasinda higbir farkhilik bulunmazken,
sistolik [Ca?"]; diizeyinde ISO+SO2 grubunda bir artis bulunmustur. Zaman sabitinde ise
hem ISO+S02’de hem de ISO+VIT’de kontrole nazaran bir azalis gdzlenmistir.

K" akimlar1 agisindan antioksidan olarak diisiiniilen maddeler verildiginde diger
gruplara gore bir azalma gdzlenmistir. Ancak bu azalisin quercetin’in K* kanallar1 iizerine
olan inhibitér etkisinden oldugu diistiniilmektedir.

Ca?* akimlari incelendiginde izoproterenol uygulamasimin Ca®* akim yogunlugunu
azalttig1 antioksidan uygulamasmin hicbir etkisinin olmadigi ancak SO, uygulamasiyla
birlikte Ca** akim yogunlugunun kontrol seviyelerine ¢ekildigi gozlenmistir.

[zoproterenol uygulamasinin ne protein oksidasyonuna ne de lipit peroksidasyonuna

her hangi bir etkisinin olmadigi gozlenmistir. SO, uygulamasinin ise prooksidan olarak
davranarak protein oksidasyonunu arttirdigi bilgisine ulagilmstir.
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