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OZET

Son yillarda yapilan ¢alismalarda fenolik yapilarin bir¢ok biyolojik etkisinin
oldugu gosterilmistir. Bu fenolik bilesiklerden biri olan ellagik asidin (EA)
kardiyoprotektif etkisi oldugu ileri siirlilmektedir. Bu cergcevede c¢alismamizda
EA’nin ventrikiil miyositlerinin Ca’* akimlarma etkisi ve bu etkinin altinda yatan
mekanizmalarin arastirilmasi amaglanmustir.

Deneyler sican kalbinden izole edilen ventrikiill —miyositlerinde
gerceklestirilmistir. Akut EA uygulamasimin L-tipi Ca*" akimlarini anlamh olarak
azalttigi, ancak aktivasyon ve inaktivasyon Kinetiklerine ait parametreleri
etkilemedigi goriilmiistiir. Ellagik asidin Ca“" akimlarini baskilayici etkisinin doz
bagimli oldugu tespit edilmis ve ECsp degeri 23 nM olarak hesaplanmistir. Adenilil
siklaz inhibitori (SQ 22536, 10 uM) ve antioksidan (probucol, 5 pM) varligina
ragmen EA’min Ca?* akimlarini azaltic1 etkisi devam etmistir. Ancak Nitrik oksit
sentaz (NOS) inhibitorii (L-NAME,500 uM) ve guanilil siklaz (GS) inhibitérii (ODQ),
1 uM) varhiginda ise ilging bir sekilde EA’nin azaltic1 etkisinin ortadan kalktigi
goriilmustiir. Ayrica, EA konsantrasyonla orantili bir sekilde fraksiyonel kisalmay1
azaltmus, aksiyon potansiyelinin repolarizasyon siiresini ise anlamli olarak uzatmustir.

Sonu¢ olarak, EA nanomolar konsantrasyonlarda bile kardiyomiyositlerin
iyonik ve mekanik 6zelliklerini etkilemektedir. Bu veriler EA’nin Ca** akimlarma
olan azaltic1 etkisinin NOS-GS-cGMP araciligiyla gergeklestigini gdstermektedir.
EA’nin fraksiyonel kisalmayr azaltmasi negatif inotropik etkisinin oldugunu
gostermekte, aksiyon potansiyeli repolarizasyon siiresini uzatmasi ise potasyum
akimlari lizerinde de etkili olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Ellagik Asit, Ca? Akimlari, Fraksiyonel Kisalma,

Aksiyon Potansiyeli.



ABSTRACT

Recent evidences have shown that phenolic structures exert many biological
functions. Ellagic acid (EA), a phenolic compound, has been suggested to have
cardioprotective effects. In this study we aimed to investigate the effect of EA on
cardiac Ca®* currents and contractility in rat ventricular myocytes and to elucidate the
underlying mechanisms of these changes.

All records measured from the freshly isolated ventricular myocytes of rat
heart. We found that EA dose dependently reduced Ca?* currents with ECs5p=23 nM.
EA decreased voltage dependent L-type Ca®* current density (Ica) but it didn’t affect
the inactivation and reactivation parameters. Inhibition of adenylate cyclase (AC)
with SQ 22536(10 uM) and using antioxidant (probucol) had no effect on EA
modulation of lIc, . Interestingly, blockage of nitric oxide synthase (NOS) with L-
NAME and guanylate cyclase (GC) with ODQ (1 uM) abolished inhibitory effect of
EA on Ica. Moreover, EA dose dependently blunted fractional shorthening of
ventricular myocytes. Besides, EA application revealed a significant prolongation in
action potential duration (APD) in ventricular myocytes.

In conclusion, EA affects ionic and mechanical properties of ventricular
myocytes even at nanomolar concentrations. It reduces Ic,. and fractional
shorthening and prolongs APD significantly. These findings indicated that EA
supresses Ica and exerts negative inotropic effects through activation of NOS-GC-
cGMP pathway. On the other hand, AP prolongation implies that EA might also have
effect on potassium currents.

Key Words: Ellagic Acid, Ca?* Currents, Fractional Shorthening,

Action Potential.
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GIRIS

Son zamanlarda polifenoller, flavon ve flavonoid gibi yapilarin 6nemi giderek
artmaktadir. Giincel galismalar meyvelerde bolca bulunan bu yapilarin tat ve lezzet
ozellikleri disinda gesitli biyolojik etkilerinin oldugunu da gdstermektedir. Ozellikle
fenolik yapidaki bilesiklerin gerek giiglii bir antioksidan ozellige sahip olmast,
gerekse meyvelerde yliksek miktarda bulunmasi sebebiyle saglik acisindan 6nemi
giin gectikce daha da deger kazanmakta ve bu nedenle aragtirmacilarin ilgisini
¢ekmektedir [1, 2].

1990’1 yillardan baglayarak giiniimiize kadar yapilan galismalarda diyetle
alman ve tibbi acgidan faydalar saglayabilen bitkilerin “nutraceutical” veya
“functional foods” olarak tamimlandig1 gozlenmektedir. Ozellikle ¢ilek, ahududu,
bogiirtlen gibi iizlimsii meyveler fenolik yapilar yoniinden zengin olmalar1 nedeniyle
bu ¢aligmalarda 6nemli yer tutmaktadirlar [3, 4]. Nitekim mevcut ¢alismalar fenolik
yapilarin  antikarsinojen, antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, ve
antiaterosklerotik gibi bir¢ok etkilerinin oldugunu da gostermektedir [2, 5-8].

Fenolik bir yap1 olan ellagik asit (EA) bircok bitki tiirinde dogal olarak
sentezlenen bir bilesiktir. Bitkilerde hidrolizlenebilir formu olan ellagitannin (ET)
seklinde bulunan bu bilesik, bitki hiicre duvari ve hiicre membran yapisinda da yer
almaktadir. ET nin hidrolizi sonucunda olusan EA, 6zellikle tiziimsii meyvelerden
cilek, kiraz, ahududu, kusburnu tiirlerinde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir.
Ote yandan yabanmersini, boysen iiziimii ve bogiirtlende de yiiksek oranda ET ve EA
tirevleri bulunmaktadir. Bunun disinda sarap ve meyve bazli icecekler de EA ve
tiirevlerini 6nemli miktarda barindirmaktadir.

EA’nin kimyasal 6zelliklerine bakildiginda hidroksil gruplari sayesinde giiclii
bir antioksidan etkisinin oldugu belirtilmistir. Bu etkisi sayesinde hiicresel
antioksidanlar1 aktive ederek oksidatif stresin hasarim1 ortadan kaldirmakta, diger
yandan oksidatif stresle iligkili genleri baskilayarak reaktif oksidan tiirlerinin
olusumunu engellemektedir [9, 10]. Bunun yaninda kansere yol agan g¢evresel
toksinlere dogrudan etki ederek kanserin baslama fazini1 engelleyebildigi gibi,
karsinojen ajanlarin DNA’ya baglanmasini onleyerek kanser proliferasyonunu da
baskilamaktadir [11, 12].

Kalpte gerceklesen iyonik ve elektriksel temeller kalbin tiim fizyolojisini
belirlemektedir. Kalpte bu iyonik ve elektriksel biitiinliigiin bozulmas: ciddi
kardiyovaskiiler hastaliklara yol a¢maktadir. Bu nedenle iyonik ve elektriksel
homeostazis oldukca Onem arz etmektedir. Son yillarda cesitli kalp hastalig



modellerinde yapilan ¢alismalarda EA’nin kardiyoprotektif etkisinin de oldugu ileri
striilmistiir. Ellagik asidin isoproterenol (ISO) indiiklenmis aritmileri diizelttigi,
hipertrofiyi baskiladigi, kasilmada yer alan proteinlerin fosforilasyonunu degistirdigi
ve lipid peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir [13-15]. Ancak EA’nmn kalbin
kasilma kuvvetini etkileyen iyonik mekanizmalar1 ve bu iyonik mekanizmalarin
altinda yer alan molekiiler yolaklari nasil etkileyebilecegi hala aydinlatilmasi gereken
bir soru olarak karsimiza cikmaktadir. Ozellikle, ventrikiil miyositlerinde hem
elektriksel uyarmin, hem de mekanik aktivitenin diizenlenmesinde basat rol oynayan
Ca®* kanallarina EA’nin etkisinin acikliga kavusturulmasi bu baglamda biiyiik 6nem
arz etmektedir. Bu bilgilerden hareketle EA’nin kalbin uyarilma-kasilma ¢iftlenimine
etkisinin mekanizmalariyla birlikte genis bir sekilde ortaya konulmasi, diyetle alinan
bu yapilarin kalp iizerine etkisinin anlasilmasini, dolayisiyla tedavi edici
potansiyelinin dogru bir sekilde degerlendirilmesini saglayacaktir. Bu nedenle
calismamizin amaci, EA’nin kalbin kontraktilitesi ve Ca”" akimlarma etkisini
belirlemek ve olusacak degisimlerin hangi yolaklar iizerinden gergeklestigini
aydinlatmaya ¢aligmaktir.



GENEL BILGILER

2.1.  Polifenoller ve Genel Ozellikleri

Diinyada ve iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklarin goriilme sikliginin hizla
artt1g1 ve bu hastaliklara bagli 6liimlerin genel 6liim nedenleri igerisindeki paymin
ciddi sekilde yiikseldigi bildirilmistir[16]. Bu nedenle, kardiovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecek, 6zellikle de bitki orijinli, terapotik ajanlar konusunda
son yillarda pek ¢ok arastirma yiiriitilmektedir. Saglikli beslenme ve bu olguya bagh
olarak fonksiyonel gidalarda bulunan ve 0zellikle antioksidan ozellik gdsteren
bilesikler hakkindaki arastirma ve uygulamalarin sayis1 artmakta ve konu gittikce
giincellik kazanmaktadir. Bu baglamda, fonksiyonel gidalar olarak bilinen tibbi
onemi ve etkileri kanitlanmis olan ve organik gida iirlinlerinin dogal yapisinda yer
alan bilesikler olmalar1 nedeniyle polifenoller 6zellikle dikkat ¢ekmektedir. Fenolik
bilesiklerin insan sagligi lizerine olan olumlu etkileri yapilan deneysel ¢calismalardan
elde edilen bulgularla da desteklenmektedir. Nitekim mevcut ¢alismalar bu yapilarin
antikarsinojen, antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, ve antiaterosklerotik gibi
birgok yararli etkilerinin oldugunu gostermektedir [2, 5-8].

Fenolik bilesikler veya daha yaygin olarak kullanilan ismi ile polifenoller
“benzen” halkasi iceren, bitki orijinli yapilardir (Sekil 2.1). Bitkilerde bolca bulunan
bu bilesikler sahip olduklari kimyasal yapilari sayesinde diger bilesiklerle kolaylikla
etkilesime girebilmektedirler [1]. Fenolik fitokimyasallarin bu 6zellikleri nedeniyle
cok genis biyolojik etkilere sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Oksidatif stres artisiyla
iligkili hastaliklara kars1 koruyuculuk 6zelligi gostermeleri en iyi bilinen etkilerinin
basinda yer almaktadir [9, 10]. Bu etkilerini, biyolojik sistemlerde olusan serbest
radikalleri ortadan kaldirmak suretiyle gerceklestirmektedirler. Bilindigi gibi serbest
radikaller hiicrenin yapitaglari olan niikleik asitleri, proteinleri ve lipidleri oksidatif
hasara ugratmaktadirlar [17, 18]. Biyolojik makromolekiillerin oksidasyonu da pek
¢ok fizyolojik siirecin aksamasmma neden olmakta; boylece birgok hastaligin
olusumuna yol agmaktadir. Fenolik fitokimyasallarin antioksidan 6zelliginin sahip
olduklari fenolik halka yapilar1 ve barindirdiklar: hidroksil gruplariyla iliskili oldugu
diigiiniilmektedir. Boylece bu yapilart sayesinde oksidatif strese karsi koruyucu etki
gosterdikleri gibi, cesitli faktorlere bagli olarak gelisen oksidatif stresin yol agtigi
hasar1 azaltabilmektedirler [19].

Fenolik fitokimyasallarin bilinen diger 6nemli bir 6zelligi de, hiicrenin
fizyolojik siireglerini hem biyokimyasal, hem de molekiiler seviyede modiile
edebilmeleridir. Cesitli uyaricilar veya sinyal molekiilleriyle (DNA topoizomeraz
gibi) yapisal benzerlikleri sayesinde ¢ok sayida metabolik ve fizyolojik yolagi
uyarma/baskilama yetenegine sahip olduklar ileri siiriilmektedir. Bu 06zellikleri



sayesinde gen ekspresyonunun uyarilmasi/baskilanmasi, protein aktivasyonu, enzim
ve transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu/baskilanmasi gibi ¢ok onemli fizyolojik
stireclere aracilik etmektedirler [20]. Ayrica, karakteristik 6zellikleri (biiytkliik,
agirlik, hidrofobiklik) ile biyolojik pH’1 diizenlemekte ve hiicresel homeostazisin
stirdiiriilmesinde 6nemli derecede katki saglamaktadirlar [21-23]. Baz1 ¢alismalarda
fenolik fitokimyasallarin anti-karsinojen etkilerinin oldugu gosterilmistir [21]. Bu
yapilarin ¢esitli yolaklar1 etkileyerek malignant tiimor olusumunu tetikledigi,
karsinojenleri inaktive ettigi ve mutant genlerin ekspresyonlarini baskiladigi
bildirilmistir [24]. Bu yapilar ayrica pro-karsinojenlerin aktivasyonunu saglayan bazi
enzimlerin (sitokrom P450 vb.) aktivitelerini baskilamaktadirlar [23, 25]. Anti-
karsinojen Ozellikleri benzer sekilde mutagenlerin karakterizasyonunda kullanilan
Ames testi ile de gosterilmistir [22, 23].

Fenolik fitokimyasallarin bilinen diger bir 6zelligi de kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 koruyuculuk 6zelligi tasimalaridir. Nitekim sarap tiiketimi yiiksek
toplumlarda kardiyovaskiiler hastaliklarin = goériilme sikliginin ~ diisik  oldugu
bilinmektedir. Hatta bu olguya ironik olarak “Fransiz paradoksu” denilmektedir [26].
Fenolikler, platelet agregasyonunu baskilayarak ve LDL oksidasyonunu inhibe
ederek kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunu engellemektedirler [27]. Bu
yapilarin ayrica kan basincini diizenleyerek anti-hipertansif, anti-trombotik ve anti-
enflamatuvar etkilerinin de oldugu bildirilmistir [28, 29].

OH

Sekil 2.1. Ellagik asidin molekiiler yapisi. Ellagik asit laktonik bir bilesik olup 4 hidroksil grubu
icermektedir.

Fenolik bilesiklerin diyabetin yol agtigi komplikasyonlarda da etkili oldugu
diistiniilmektedir [30]. Diyabet hastalarinda yemek sonrasindaki kan glukoz degerini
temsil eden postprandiyal degeri etkilemektedirler. Oyle ki, bu yapilar yemekten
sonra kan glukoz seviyesinde postprandial artisa neden olan a-amilaz ve a-
glukoronidaz enzimlerini inhibe ederek bu degeri diisirmekte ve bdylece tip-2



diyabette de giiglii bir tedavi edici potansiyele sahip olduklarini géstermektedirler
[31].

2.2.  Ellagitaninler ve Ellagik Asit

Tanin terimi bitkilerde sekonder metabolit adi verilen ve sayisiz
fonksiyonlara sahip olan yapilar i¢in kullanilmaktadir [32, 33]. Bu yapilar bitkileri
haserelerden ve dig etkenlerden koruyabildigi gibi bazi metabolik siireglere de
aracilik etmektedirler. Bitkilerde bulunan taninler suda c¢oOziinebilen fenolik
bilesiklerdir. Bu yapilar FeClz (demir-3-Kkloriir) ile reaksiyona girdiklerinde mavi bir
renk olusumu gézlenmesiyle karakterize edilirler [34]. Taninler; yaygin bir kabule
gore hidrolizlenebilir taninler ve kondanse taninler olarak 2 ana gruba ayrilmaktadir
[35, 36]. Ornegin; sicak su, asit, baz ve tannaz (taninleri sindirime ugratan enzim)
gibi yapilarla sindirime ugrayan taninler hidrolize olabilen taninler smifina
girmektedir. Hidrolizlenmeyen polimerik ve oligomerik taninler ise kondanse
taninler sinifina girmektedirler [1]. Kondanse taninlere diyette daha sik rastlanmakta
ve saglik acisindan Onemli olduklarinin  disiiniilmesi nedeniyle olusumlari,
metabolizmalar1 gibi siiregler hakkindaki arastirmalar gogalmakta ve literatiir bilgisi
giin gegtikge artmaktadir [33]. Taninler i¢erdikleri yeterli sayidaki hidroksil gruplar
sayesinde proteinlerle ¢apraz baglar olusturabilmektedirler. Bu ¢apraz baglanma
sayesinde pek ¢ok gidanin da tat agisindan zenginlesmesine yardimci olurlar [37].
Taninler ayrica gida isleme sektoriinde, meyvelerin olgunlastirilmasinda c¢ay ve
kahve gibi i¢eceklerin fabrikasyonunda da 6nemli yer tutmaktadirlar [1].
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intestinal pH
kolon mikrobiyota

Ellagik Asit

Sekil 2.2. Ellagitaninlerin Ellagik aside dontsmesi. Ellagitaninler fizyolojik ortamda kararli bir
duruma sahip degillerdir. Bu nedenle fizyolojik pH ve/veya intestinal mikrobiyota
tarafindan daha kararli yapilar1 olan ellagik asit formuna doniistiiriiliirler.



Son zamanlarda tibbi 6nemi oldukca fazla olan hidrolizlenebilir taninler
hakkinda da c¢aligmalar artmakta ve bu yapilarin olusumu, giinlik alimi,
metabolizmas: gibi konular aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir. Hidrolizlenebilir
taninlerde kendi icinde gallotaninler ve ET’ler olarak ikiye ayrilmaktadir.
Gallotaninlere gore ET’ler dogada daha bol bulunmaktadir ve bugiine kadar 500
civarinda dogal ET iiriiniiniin karakterize edildigi bildirilmistir [1, 33, 35].

Ellagitaninler bir ya da daha fazla hegza-hidroksi-difenol (HHDP) grubuyla
karakterize olan ve genellikle glukoz ile esterefiye olan kompleks bir polifenol
smifidir [38]. Elagitanin bilesikleri HHDP’lerin ve glukoz gruplarmin ¢ok sayida
baglanma olasilig1 ve 6zellikle fenollerin dimerik ve oligomerik yapiya doniisebilme
egilimlerinden dolay1 genis bir yapisal ¢esitlilige sahiptirler [35, 39]. ET’ler dogada
ve fizyolojik kosullarda kararsiz durumda olup, genellikle hidroliz ve polimerizasyon
reaksiyonlarmna ugrayarak suda EA gibi kolayca hidrolizlenmeyen yapilara
doniistirler (Sekil 2.2). ET’lerin asit, baz gibi maddelerle hidrolizi sonucu da
HHDP’ler spontan olarak suda daha az ¢6ziinen EA’ya doniistirler [40].

Bitkiler sayisiz EA tiirevi barindirirlar. Ciinkii bu yapilar metilasyon,
glikozilasyon ve metoksilasyon gibi modifikasyonlarla sayisiz  tlireve
doniisebilmektedirler [41]. Bu yapilarin ¢oziiniirliigli, mobilitesi, reaktivitesi de bu
cesitlilige katki saglamaktadir. Bunun yaninda hayvanlarda bulunan dogal
mikrobiyota da bu ¢esitliligi arttiran etmenlerden biridir. Sonug olarak, hem bitkiler
hem de hayvanlar sayisiz EA tiirevi barindirmaktadir.

2.3.  Ellagik Asit ve Ellagitanin Bitkisel Kaynaklari

Ellagik asit, ET’lerin hidrolitik reaksiyonlar sonucu daha az polar 6zellik
tasiyan bir driinidir [42]. Son zamanlarda ET’lerin oldugu kadar EA’larin da
gidalardaki igeriginin belirlenmesi 6nem kazanmaktadir. Ellagik Asit ve ET’ler
meyvelerde, tohumlarda, sebzelerde, meyve bazli igeceklerde, regel ve marmelat gibi
pek ¢ok yap1 ve bitkisel gida igerisinde bulunmaktadir (Tablo 2.1). Farkli ¢alismalar
bitkilerde EA igeriginin tiire, meyvenin olgunluguna, cografik orijinine, iklime ve
diger cevresel etmenlere bagh olarak degisebilecegini gostermektedir [43]. Ozellikle
lizimsii meyveler familyasindan ¢ilek, kiraz, ahududu, kusburnu tiirlerinde yiiksek
konsantrasyonda EA tiirevleri bulunmaktadir. Ote yandan yabanmersini, ¢ay {iziimii
ve bogiirtlende de yiiksek oranda ET ve EA tiirevleri bulunmaktadir [44].

Uziimsii meyvelerde serbest EA miktarinin toplam EA muhteviyatinin yiizde
40-50’si kadar oldugu gosterilmistir [43, 45]. Kirmizi ahududunda toplam EA
miktari 47 mg/g iken, siyah ahududu tiiriinde bu oran 90 mg/g degerlerindedir.
Misket {iztimii kiiltlirlerinde yapilan analizlerde ise serbest EA igeriginin 49.7 mg/kg
oldugu bildirilmistir [46]. Buna karsilik findik ve cevizde bulunan toplam EA
miktari; sirastyla kuru agirlik olarak 0.59 mg/kg ve 0.33 mg/kg’dir [47]. Bushman ve
arkadaglar1 [48] baz1 bitki tohumlarda bulunan EA miktarlarin1 da belirlemislerdir.
Kirmiz1 ve siyah ahududu tohumlarinda sirasiyla 8.7 mg/g ve 6.7 mg/g EA oldugu
tespit edilmistir. Ahududu kiiltiirlerinden elde edilen tohumlarda 30 mg/g, maryon
ahududu kiiltiiriinde 32 mg/g, camyesili ahududu kiiltiiriinde ise 21 mg/g oldugu
bildirilmistir. Bunun disinda musmula bitkisinde ve mango kernel bitkisinde sirasiyla
1.6 mg/g vel.2 mg/g EA oldugu gosterilmistir [49]



Tablo 1. Baz bitki tiirlerinde bulunan EA miktarlari. * mg/100g, **mg/L.

Bitki EA miktari Referans
Cilek 1.77* [50]
Ahududu 5.37* [50]
Bogiirtlen 3.69* [38]
Nar 1.73* [50]
Mum agaci 0.18* [50]
Ahududu regeli 2.25% [51]
Ananas 0.08* [51]
Cilek regeli 2.01* [50]
Nar suyu 66.87** [51]
Ahududu suyu 28** [51]

ET ve EA sarapta da bulunmaktadir [52]. Mese odunundan yapilan figilarda
sarabin yillanmasi sirasinda, ET ve tiirevleri figidan s1vi ortama ekstrakte olabilmekte,
sonradan c¢esitli kimyasal reaksiyonlar sonucu yeni EA tiirevlerine dontisebilmektedir
[42]. Ozellikle vescalagin ve kastalaginin figidan saraba en fazla ekstrakte olan
ET’ler oldugu bildirilmistir [42].

EA konsantrasyonunun en az oldugu bitkiler ise elma, portakal, mandalina,
seftali, armut, Kivi ve yer fistig1 gibi yapilardir. Bu yapilarda EA konsantrasyonunun
HPLC sistemiyle tespit edilebilen seviyenin altinda oldugu goésterilmistir [33].

2.4. ET ve EA Metabolizmasi

Gida icerigindeki ET ve EA gibi polifenollerin miktarinin tam olarak
bilinememesi bu yapilarin gilinliik alimi ile ilgili kesin bir kanaate varmayi
zorlastirmaktadir. Ancak gilinliik polifenol alimininin diinya genelinde ortalama 1
mg/giin oldugu bildirilmistir [42, 53]. Bu oran giinliik vitamin C alinimindan 10 kat,
karotenoid ve vitamin E alinimindan ise 100 kat daha fazladir.



Avrupa toplumunun diyetinde EA alimi genellikle kirmizi meyveler (gilek,
ahududu gibi) aracilifiyla gerceklesmektedir. Fransa’da yillik ortalama bir birey 1.7
kg ¢ilek ve ilek tiirevleri (surup, tatlandiricr gibi) tikketmektedir [42]. Bu da giinlik
olarak sadece cilek ve tiirevlerinden ortalama 0.2-0.3 mg EA alimma esdegerdir. Ote
yandan yillik kisi bagina 60 litre sarap tiiketimi dlisen Fransizlar sarap araciligiyla da
yiiksek miktarda EA almaktadirlar. Alman toplumunda EA aliminin yaklasik olarak
4.5 mg/giin oldugu hesaplanmistir. Bunun yaninda, Finlandiya’da yaklasik 5.4
mg/giin, Avusturya’da 12 mg/giin, Hollanda’da 28 mg/giin, Ispanya’da ise 2.6
mg/giin EA ve EA tiirevi tiiketildigi bildirilmistir [54, 55]. Ulkemizde ise bu oranin
26 mg/glin olarak gerceklestigi iddia edilmemektedir.

CBG/LPH l
I polifenol I
COMT l
UDPGT l
glukoronik asit
SULT

I silfat I glukoronik asit
I polifenol I_ metil

Sekil 2. 3. Polifenollerin sindirimi ve emiliminin temel basamaklari. Polifenol metabolizmasi ilk
olarak glikosidazlar aracilifiyla sekerlerin uzaklagtirllmasiyla baslar. Seker gruplarinin
uzaklastirilmasiyla birlikte polifenollerin absorbsiyondan sonra dolasima katilmalari i¢in
de konjuge formda olmalar1 gerekir. Genellikle bu islem katekol-O metiltransferaz
(COMT) enzimi tarafindan gergeklestirilmektedir. Konjugasyon farkli hidroksil
gruplarinin metilasyonunu saglayarak bu yapilarin farkli dokular tarafindan taninmasini
kolaylagtirtr. Bu islem ise UDP glukoronosil transferaz (UDPGT) tarafindan
gerceklestirilir. Polifenol metabolizmasinin son basamagi sulfonizasyon basamagidir.
Sulfonizasyon islemi sulfotransferazlar (SULT) ile gerceklestirilir. CBG (sitozolik B
glikosidaz), LPH (laktaz florazin hidrolaz), COMT (katekol-O-metiltransferaz), UDPGT
(UDP glukoronosil transferaz).

Polifenollerin absorbsiyonu ve metabolizmasi ile kronik hastaliklarin (kanser
ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi) insidans1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu
ve sebze/meyve agirlikli beslenen toplumlarin kanser insidansinin diisiik seyrettigi
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bildirilmistir[56]. Ciinkii polifenollerin alimiyla birlikte antioksidan potansiyelin
artmasi sonucunda biyolojik sistemde bu hastaliklara kars1 koruyucu bir mekanizma
olusmaktadir. Ancak, polifenollerin yapisal gesitliligi antioksidan potansiyelini
etkileyebilmekte ve ¢cok az bir kism1 metabolizmada etkisini gosterebilmektedir. Bu
nedenle EA gibi gii¢lii bir antioksidan 6zellik barindiran polifenollerin absorbsiyonu
ve metabolizmasinin aydinlatilmast olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Ik yapilan ¢alismalarda sican bagirsak icerigindeki ET’lerin ince bagirsak ve
cekumdaki pH’tan etkilenerek EA’lara doniisebilecegi gosterilmistir. Cekumdaki
mikrobiyotanin da bu doniisiimde rol aldig1 iddia edilmektedir. Yiiksek dozda ET
verilen sicanlarin idrar ve digki 6rneklerinde metabolit olarak EA’nin bulundugu
gosterilmistir [57]. Yiiksek dozlarda (600 mg/kg) EA verilen farelerde ise bu
yapilarin reabsorbsiyon hizinin %28 oraninda oldugu tespit edilmistir [58]. Boylece
plazmada EA’lara rastlanmasi ET’lerin fizyolojik pH ve bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan EA’lara donistiriildigi fikrini  giiclendirmektedir. Gonzalez ve
arkadaslar1 yaptiklar1 calismalarda EA’larin ileal sivida %241 geri kazaniminin
oldugunu gostermislerdir. Bu da ET’lerin midede ve ince bagirsakta EA’ya
dontisebilecegini nitelemektedir [59].

polifenol

_|
—!

bébrek ]

ince bagirsak

idrar

feces

Sekil 2.4. Polifenollerin absorbsiyonu metabolizmasi ve atilimi. Polifenoller eger midede veya
bagirsaklarda sindirime veya emilime ugramazsa ya kolondan disar1 atilir, ya da
kolondaki mikrobiyota yardimiyla metabolize olup karacigere gonderilir. Ote yandan,
ince bagirsakta emilen polifenoller karacigere gelerek konjugasyona ugrar buradan da
dokulara, enterohepatik sisteme veya bobrege iletilirler.



Ellagitanin ve EA tiirevlerinin ince bagirsaktaki sindirimine bakildiginda bu
yapilarin  temel olarak lakton zincirini kirilmasi, dekarboksilasyon ve
dehidroksilasyon reaksiyonlart1 sonucu dibenzopyranonlar (3,8-dihydroxy-6H-
dibenzopyran-6-one) olarak bilinen urolitin A ve onun monohidroksilasyona ugramis
formu olan urolitin B ‘ye doniistiigli bildirilmektedir [60]. ET ve EA’nin urolitinlere
dontismesi emilimini kolaylastirirken antioksidan potansiyelini diisiirmektedir (Sekil
2.5).

Absorbsiyon

o Ellagic acid 5 Urolithin C P Urolithin C
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Antioksidan kapasite

Sekil 2. 5. Ellagik asit tiirevlerinin absorbsiyonu . Polifenollerin sahip olduklari hidroksil gruplar
antioksidan kapasitesini arttirirken absorbsiyonunu azaltmaktadir.

Ellagik asit tiirevlerine safra sivisinda da rastlanmakta ve bu da onlarin
enterohepatik sirkiilasyona ugradiklarin1 gostermektedir. Bu durum, ayrica bu
yapilarin sindiriminin midede baslayabilecegini de diisiindiirmektedir [61]. Ote
yandan bu yapilarin maksimum 56 saat sonra karacigerde konjuge halde karacigerde
varhigr gosterilmis ve bu da bu yapilarin dolasima katilarak hedef organlara
gidebilecegi kanaatine varilmustir (Sekil 2.4). Ote yandan nar suyu verilen insanlarin
kan plazmasinda da 31.9 ng/ml EA tespit edildigi bildirilmistir.

2.5.  Ellagik Asidin Biyolojik Fonksiyonlar:

Bitkisel olarak iiretilen EA gibi fenolik bilesiklerin saglik agisindan gok
onemli olduklari ve insan sagligi i¢in yararli etkileri oldugu ileri siiriilmektedir [62].
Ozellikle EA’nin bu olumlu etkileri pek c¢ok mekanizmay: etkileyerek, farkl
yollardan gergeklestirdigi iddia edilmektedir. Ellagik asit antioksidan enzimlerin hem
sentezini arttirarak, hem de aktivasyonunu hizlandirarak oksidatif stresin olumsuz
etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Ote yandan Kkarsinojenleri yok ederek
antikarsinojen etki gosterdigi de bildirilmistir. Ellagik asidin ayrica kardiyoprotektif
etkilerinin oldugu da diistiniilmektedir.

2.5.1. Antioksidan etkileri

Sagliksiz gidalar ile beslenme ve bazi gevresel faktorler insan viicudunda
hiicrelerin yaglanmasina, kanserli hiicrelerin artmasina ve hiicre mutasyonlarina
neden olan serbest oksijen radikallerinin olusumunu hizlandirmaktadir. Serbest
oksijen radikallerinin engellenmesinde iiziimsii meyvelerin yiiksek oranda etkili
oldugu belirtilmektedir. Ozellikle ahududu ile bogiirtlenlerdeki antosiyanin
pigmentinin yogunlugu ve polifenol igeriginin fazla olmasi bu meyvelere bir
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antioksidan aktivite kazandirmaktadir [20, 44]. Ahududu ve bogiirtlenlerden her giin
bir kase tiiketmenin, yiiksek oranda antioksidan alimina neden oldugu ve s6z konusu
hastaliklara kars1 viicudu koruyabilecegi ileri siiriilmektedir [33].

Tablo 2. Bazi meyve tiirlerinde EA ve antosiyanin miktarina bagli goézlenen ORAK(Oksijen
Radikalleri Absorbans Kapasitesi) degerleri

ORAK Antosiyanin EA
Meyve tiirii
umol TE/g (mg/1009) (mg/100g)
Siyah ahududu 168-190 214-589 5.37
Bogiirtlen 58-100 83-326 3.69
Morion iiziimii 46-90 109-155 5.83
Boysen iiziimii 35-85 120-160 3.58
Kirmizi ahududu 27-50 20-65 3.39
Cilek 26 40 0.69-1.6
Portakal 8-37 - -
Visne 21 - -
Elma 3-10 1-10 -
Yesil tiziim 8-13 5 -

Bitkilerin ve gidalarin antioksidan potansiyelini gosteren bir test olan Oksijen
Radikalleri Absorbans Kapasitesi (ORAK)‘ne bakildiginda iiziimsii meyvelerin
ORAK degerlerinin oldukca yiiksek oldugu ve bu degerin EA igerigiyle biiyiik
oranda uyumlu oldugu gosterilmistir (Tablo 2).

Ellagik asidin gli¢lii bir anti-radikal aktivitesinin oldugu bilinmektedir.
Ellagik asidin bu 6zelligi yapisinda bulunan hidroksil gruplarinin sayisi, pozisyonu
ve seker gruplariyla karakterize edilmektedir. Genel olarak yiiksek molekiil
agirligina sahip polifenoller daha giiclii bir antioksidan kapasiteye sahiptir. Ellagik
asidin diigiik molekiil agirligina ragmen giiglii bir antioksidan olmasi hidroksil
gruplariin fazla olmasi, orto pozisyonunda hidroksil grup barindirmasi ve seker
esterlerininin olmamasindan ileri gelmektedir [63].

Ellagik asit aktivator protein (AP1), niikleer faktér kapa B (NF-kB) ve c-fos
gibi transkripsiyon faktorlerini uyararak antioksidan enzimlerin (GSH, SOD/CAT,
GST gibi) ekspresyonlarint arttirmanin  yaninda, SOD, CAT, NADPH
oksidorediiktaz gibi birgok antioksidan enzimin aktivitesini yiikselterek oksidatif
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stresi baskilamaktadir[64]. Prokarsinojenler olarak da bilinen sitokrom-P450 ailesine
etki ederek ve mitokondriyal aktiviteyi diigiirerek reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS)
olusmasini engellemektedir [65]. Ellagik asidin karbon tetra-kloriir verilen siganlarin
karacigerinde antioksidan enzimleri aktive ederek hepatoprotektif etkiler gosterdigi
bildirmislerdir [66]. Ayrica bobrekte antioksidan sistem araciligryla Cisplatin indiiklii
olusan nefrotoksisiteyi diizelttigi bildirilmistir [67]. Pulmoner disfonksiyonlara
neden olan siklofosfamidinin si¢an cigerinde oksidan hasara yol agtigi EA
uygulamasinin ise bu hasari diizelttigi rapor edilmistir [68]. Ote yandan beyin ve
sinir dokularinda olusan oksidan stresin de EA uygulamasiyla birlikte azaldig
bildirilmistir [69]. Ellagik asidin kalpte GSH, SOD, CAT aktivitesini artirdigi; ROS,
tiobarbutik asit reaktif tiirleri (TBARS) ve ksantin oksidaz (KO) seviyesini ise
diistirdiigii de bildirilmistir [70, 71].

2.5.2. Antiokarsinojen etkileri

Ellagik asit ¢evresel toksinlerin metabolizmasina etki ederek karsinojenez
stirecine etki etmektedir. EA bu etkisini toksin birikimini ve olusumunu engelleyerek
gerceklestirmektedir [9]. Ayrica karsinogenlerin DNA’ya direkt baglanmasini
engelleyerek antimutajenik etki gostermektedir [58]. Ote yandan ksenobiyotik
metabolizmasimin enzimlerini inhibe edebilmektedir [9]. Ellagik asidin oral yolla
alinan karbon tetrakloriire kars1 hepatoprotektif bir etkiye sahip oldugu gésterilmistir
[66]. Sican kemik iliginde kromozomal aberasyonlari alfa-tokoferol kadar azalttig
[72], lenfositlerinde de radyasyon indiiklii DNA zinciri kirtlmalarini tamir ettigi
bildirilmistir [73]. Timor dokuda Gl arrestini indiikledigi, hiicre biiyiimesini
baskiladig1 ve hiicreleri apoptozise ugrattigi gosterilmistir [74].

EA’nin, DNA’da oksidatif hasarin biiyiik bir boliimiinii engelleyerek kanser
gelismesini biiylik dl¢iide durdurdugu yoniindeki bilgiler giin gectikce artmaktadir
[12, 75]. EA’nin kanser olusumuna aracilik eden hasarli DNA topoizomerazlarin
gliclii bir inhibitorii oldugu iddia edilmektedir [76]. Yapi-fonksiyon aktivite
caligmalar1 EA’nin sahip oldugu 3,3’-hidroksil grubu ve lakton yapisiyla
topoizomeraz inhibisyonunda gii¢lii bir fenolik yapi olabilecegi gosterilmistir [76].
Baz1 calismalar EA’nin quersetinden daha gii¢lii bir kemoprotektif etkisinin
oldugunu ortaya koymustur [77]. Ayrica, EA’nin kansere karsi koruyucu etkisinin

vitamin E den daha iyi oldugu da bildirilmistir [78].

2.5.3. Kardiyoprotektif etkileri

Fenolik bilesiklerin kalp iizerine olumlu etkilerine literatiirde sik¢a vurgu
yapilmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin ve bu hastaliklara bagli dliimlerin
artmasi tedavi edici ajanlar konusundaki ilgiyi ve dolayisiyla bu yapilarin 6nemini
giderek arttirmaktadir. Bu yapilar kalpte hem bir koruma mekanizmasi saglamakta,
hem de hastalik durumunda gii¢lii bir tedavi edici ajan olarak gorev almaktadir.
Artan giincel bilgiler, mekanizmalar1 kesin olarak bilinmemekle birlikte, EA’nin
kardiyoprotektif etkisinin oldugunu gostermektedir.

Isoproterenol uygulanan siganlarda gergeklesen miyokardiyal enfaktiise bagh
olarak aritmilerin, kardiyak hipertrofinin gelistigi, miyoglobin seviyesinin ve lipid
peroksidasyon profilinin arttigi goriilmiis, EA verilen sicanlarda ise ISO’nun
tetikledigi aritmilerin azaldigi, ventrikiiler hipertrofinin ve lipid peroksidasyonun
diizeldigi gorilmistir [14]. Bu bulgular EA’nin miyokardiyal enfarktiise karsi
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koruyucu etkisinin olabilecegini gostermistir. Yiksek yagl diyetle beslenen
sicanlarda goriilen metabolik sendromun kardiyovaskiiler yeniden yapilanmaya ve
ventrikiiler fonksiyonlarin degismesine yol actigi bilinmektedir. Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada EA wuygulamasinin metabolik sendromda goriilen bu
degisimleri diizelttigi gosterilmistir [79]. Ellagik asidin hem kasilmadan (troponin
gibi) [13], hem de hiicre i¢ci Ca®* diizenlenmesinden sorumlu proteinlere etki
edebildigi de gosterilmistir [80].

Ellagik asit vaskiiler hastaliklara karsi da koruyucu etki gostermektedir.
Ornegin, membrandaki glikol konjugatlarmimn dejenerasyonu sonucu dolasimda
glikoprotein seviyesinin yiikseldigi, bunun da dejeneratif vaskiiler hastaliklarin
olusumuna neden oldugu bilinmektedir [81]. Ellagik asit verilen hayvanlarda
serumdaki glikoprotein miktarinin azaldigi gosterilmistir. Bu 6zelligi sayesinde EA
hem vaskiiler hastaliklara karsi koruyucu etki gostermekte, hem de membran
stabilizasyonu agisindan &nemli bir fitobesin olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ote
yandan hastalik durumunda serumda artan demir, {irik asit, kan glukozu degerleri ve
azalan demir baglama kapasitesini ve total serum protein miktarini diizeltmektedir.
Serumda bu yapilarin, serbest radikallerin artmasina bagli olarak degistigi ve EA’nin
bu serbest radikalleri temizleyerek, bu siirecin diizelmesine aracilik ettigi ileri
stirilmektedir [15]. Ateroskleroz, kronik inflamatuvar bir hastalik olarak bilinen ve
diger kardiyovaskiiler hastaliklarla da iligkisi olan patofizyolojik bir durumdur.
Okside diisiik yogunluklu lipoprotein (0XLDL) ve nitrik oksid (NO) miktarinin
ateroskleroz  olusumunda Onemli etkileri oldugu bilinmektedir. oxLDL,
proinflamatuvar ajanlar1 ve apoptozisi indiikleyerek ateroskleroz olusumuna aracilik
etmektedir. Ote yandan yiiksek oranda NO peroksinitrit olusumuna ve hiicre
toksisitesine neden olmaktadir. Ellagik asit NADP(H) oksidaz enzimini baskilayarak
stiperoksit olusumunu azaltmakta ve benzer sekilde yiiksek oranda NO olusumuna
aracilik eden iNOS’(indiiklenebilir nitrik oksit sentaz)’u baskilayarak da NO
olusumunu engellemektedir [82]. Ellagik asit bu etkilerini PI3K/Akt/eNOS/NO
yolagi araciligiyla gergeklesmektedir [83, 84]. Bu yolagin pro-apoptotik yapi olan
kazpaz-3 iin katalitik alt birimini S-nitrosilasyona ugratarak aktivitesini disiirdiigi
bildirilmistir [82, 83].

2.6. Kalp Kasinin Yapisi

Viicudun tiim doku ve organlarina kan pompalayan kalp, gogiis boslugunda
yer alan fibroz bir kilif olan perikardiyum ile sarmalanmis, kas yapisinda bir
organdir. Morfolojik agidan bakildiginda kalp yaklasik 12 cm uzunlugunda ve 9 cm
genisligindedir. Miyokardiyum da denilen kalbin duvarlar1 temel olarak kardiyak-kas
hiicrelerinden olusur. Miyokardiyumun kalp-kas1 hiicreleri birbirine sikica baglanmis
tabakalar halinde diizenlenmis olup, kanin bulundugu odaciklar: biitlinliyle sarar. Bir
odacigin duvarlart kasildiginda sikilmis bir yumruk gibi bir araya gelir ve
cevreledikleri kana basing uygularlar. Komsu hiicreler interkale diskler denen yapilar
araciligr ile uc¢ uca eklenirler. Bunlarin iginde hiicreleri bir arada tutan ve
miyofibrillerin de baglandigi desmozomlar vardir. Kalpte uyari sinoatriyal diiglimden
baglar ve atriyoventrikiiler diigiim araciligiyla ventrikiillere iletilir daha sonra tiim
kalbe yayilir. Uyarinin iletimi gap junction denilen hiicreler arasi baglantilar yoluyla
gerceklesir. Boylece iletim ¢ok hizli olarak tiim kalp boyunca yayilir ve kalbin
senkronize bir sekilde uyarilmasini saglar.
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2.7. Kalpteki Elektrofizyolojik Olaylar

2.7.1. Kalpte Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

Kardiyak uyarilma-kasilma ¢iftlenimi elektriksel uyarilmadan miyositin
kasilmasina kadar gecen olaylar1 kapsamaktadir. Hiicreler arasi baglantilar (gap
junctions) sayesinde kasilma senkronize bir sekilde ger¢eklesmektedir. Kalbin
kasilmasi iglemi sinoatriyal hiicrelerde baslar. Daha sonra tiim kalp hiicrelerine
yayilan aksiyon potansiyeliyle (AP) kalbin kasilmasini saglayan siiregler dizisi
tetiklenmis olur. AP gecici depolarizasyon durumu olup intraseliiler Ca®" artigina
neden olur. intraseliiler Ca?* artistyla birlikte Ca®" troponin C’ye baglanarak kasiima
islemi gergeklesir [85].

Sekil 2.6. Ventrikiil hiicrelerinde hiicre i¢i Ca diizenlenmesi. Alt grafik aksiyon potansiyeli, Ca
tranzienti ve kasimanin zamansal degisimlerini gostermektedir. NCX, Na'/Ca®
degistokusu; ATP, ATPaz; PLB, fosfolamban; SR, srkoplazmik retikulum
RyR,riyanodin reseptorii [85].

Kardiyak AP sirasinda Ca®* depolarizasyonla aktive olan L-tipiCa®* kanallar
(LTCC) aracigiyla hiicre igine girmektedir. Ca?* iyonunun hiicre i¢ine girisiyle
birlikte sarkoplazmik retikulumdan (SR) riyanodin reseptorleri (RyR) araciligiyla
Ca®* salmimu gerceklesmektedir. Bu olay ilk olarak Fabiato ve arkadaslar tarafindan
gosterilmis ve bu olaya kalsiyum indiiklii kalsiyiim salinimi (CICR) denilmistir [86].
Kalsiyum indiiklii kalsiyum salinimi uyarilma-kasilma ¢iftlenimini diizenleyen temel
mekanizmadir. Gevseme durumunda ise Ca®* geri aliniminda 4 mekanizma rol oynar.
(1) sarko-endoplazmik retikulum Ca** ATPaz (SERCA), (2) NCX, (3) sarkolemmal
Ca?* ATPaz ve (4) mitokondriyal Ca** uniporter. Sarkolemmal Ca® *ATPaz ve
mitokondriyal Ca** uniporter’larin Ca®* geri aliniminda etkisi ¢ok azdir [85]

Kalp AP’nin konfigilirasyonu cesitli fazlara boliinebilir. Sekil 2.7°de ventrikiil
hiicresi AP’nin 5 faz1 ve temel olarak her fazdan sorumlu olan akimlar gériilmektedir.
Faz 0 AP’nin sigramasi; faz 1 erken repolarizasyon evresi; faz 2 plato evresi; faz 3
asil repolarizasyon fazi; ve faz 4 dinlenim potansiyeli evresidir.
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Faz 0: AP’nin Na' akimlarina bagli olan hizli sigrama evresidir. Bu akimin
hizli aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri vardir. 1 ms’de tepe degerine
ulastiktan sonra kendiliginden azalir (inaktivasyon). Ufak bir depolarizasyonla
Na’ kanallar1 agilmaya basladiginda, elektrokimyasal gradyentten dolayr Na®
hiicre igine girmeye baslar.

Faz 1: AP’nin cikisint hemen takip eden gegici ve bagil olarak kiiclik
repolarizasyon evresidir. Biiyiik oranda depolarizasyonla hizla agilan bir tip K*
kanalinin gegici disart dogru akimma (transient outward current;ly,) baglhidir.
Daha az olmakla birlikte klor (CI") akiminin da katkis1 vardir.

Faz 2: Plato evresi olarak bilinen bu faz erken repolarizasyon fazin takip
eden ve zar potansiyelinin gdrece sabit oldugu siireci kapsar. Kalp hiicrelerinde
goriilen uzun AP’nin nedenidir. Platonun nedeni igeri dogru pozitif akimlarin
disar1 doru pozitik akimlar1 neredeyse dengelemesidir. L-tipi Ca’* kanallarindan
iceri dogru Ca®" girisine karsilik, yavas aktive olan K* (gecikmis dogrultucu
akim; Ix) kanallarindan K* disar1 ¢ikar. Buna ¢k olarak, ly’da platonun erken
evresine katkida bulunmaktadir.

Faz 3: Platoyu takip eden son repolarizasyon evresidir. Inaktivasyon
nedeniyle Ic, zamanla azalirken, yavas aktive olan Ik artar ve baskin hale gelir.
Bu akimin inaktivasyonu olmadigindan uzun siirelidir.

Faz 4: Ventrikiil hiicrelerinde dordiincii faz dinlenim potansiyelidir. Zar K*
iyonlarina yiiksek gecirgenlik gosterdiginden potasyum denge potansiyeline
yakin bir deger almaktadir. Dinlenim potansiyeli biiyiik oranda iceri dogrultucu
(k1) da denen bir tip K* akimi tarafindan belirlenmektedir.

1 AKIM
2 Ina
0 ICaL
3
4 "
IKr
ke QK = el
A le
CaZ+ .-. Ikt
Incx
Na*

Sekil 2.7. Ventrikiil aksiyon potansiyelinin evreleri ve onlara karsilik gelen iyon
akimlar1 [87].
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2.7.2. Miyokardiyal Ca®* homeostazisinin diizenlenmesi

Ca”" iyonu kardiyomiyositlerin kasilmasindan gen diizenlenmesine kadar
pekcok biyolojik aktiviteye sahip ikincil bir mesajcidir. Hiicre igi ca*
homeostazisinde meydana gelebilecek bozukluklar ciddi sonuglara yol agmaktadir.
Bu nedenle fizyolojik kosullarda kardiyak Ca®* homeostazisi cesitli sistemler
tarafindan sik1 bir sekilde diizenlenmektedir.

3-adrenerjik sistem

Ca?* akimlarimin B-adrenerjik agonistlerle aktivasyonu bilinen en temel
mekanizmalardan biridir [88]. Bu etki dogrudan protein kinaz A (PKA) araciligiyla
gerceklesmektedir. B-adrenerjik aktivasyon Ca’* akimlarmi 2-4 kat arttirmakta ve
voltaj bagimli aktivasyonu ve inaktivasyonu daha negatif potansiyellerle
kaydirmaktadir. Béylece negatif potansiyellere kayma ile birlikte Ca®* akimlari bu
potansiyellerde maksimal degere ulasabilmektedir.

B-adrenerjik stimulasyon G proteinlerinin aktivasyonuyla baslar. Reseptore
ligand baglandiktan sonra GTP baglayici proteinden alfa alt birimi ayrilir ve adenilil
siklazi (AS) aktive eder. Adenilat siklaz ATP’den cAMP sentezini katalizler. ;cAMP ,
cAMP bagimhi PKA’y1 aktiflestirir. Protein kinaz A aktiflestikten sonra L-tipi Ca®*
kanali riyanodin reseptorii fosfolamban ve troponini fosforilleyerek Ca®*
homeostazisine etki eder (Sekil 2.8).

Epi/ Norepi

’

P ;
\ Troponin-I

Tt
e

Sekil 2.8. B-adrenerjik aktivasyon. Fizyolojik kosullarda, reseptdr-ligand etkilesiminden sonra AS
aktive olur ve intraseliiler ortamda cAMP olusumu gerceklesir. cAMP, PKA y1 aktiflestirir.
PKA ise LTCC, RyR, SERCA2a, PLB, NCX ve kasilma proteinlerine etki ederek pozitif
inotropik-kronotropik-lusitropik etkisini gostertmektedir.
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B-adrenerjik sistem Ca®* akimlarini (Ica) nasil etkiledigi formulize edilerek de
aciklanabilir. I; Ca** akimu olmak iizere, Ni; hiicrede fonksiyonel kanal sayisi, po
kanalin agik olma olasiligs, i;tek kanal akimini temsil etmektedir. Buna gore;

I= N¢X poXi

Tek kanal akim konduktansinin degismedigi bilinmekte bu nedenle i sabit olarak
kabul edilmektedir [89]. Kanalin agik olma olasiligi, p, B agonist stimulasyonuyla
artmaktadir [90]. Boylece normalde ilgili potansiyel degerinde fonksiyonel olmayan
kanallar 8 adrenerjik stimulasyonla aktive olabilmektedir. Sonugta hem N hem de p,
B-adrenerik aktivasyonla arttig1 i¢in net akim da artmaktadir.

B-adrenerjik kaskad baska sinyal yolaklariyla da birleserek Ca?* akimlarim
modiile edebilmektedir. Omegin; asetilkolin, tek basina bazal Ic,. degerlerine etki
etmezken, katekolamin (epinefrin ya da norepinefrin) ya da forskolin (adenilil siklaz
aktivatorii) aracili artmis lca. degerlerini giliglii bir sekilde antogonize etmektedir.
Asetilkolin bu etkiyi muskarinik reseptdr aracilifiyla aktive olan G protein
aktivasyonuyla gerceklestirir. Gj protein aktivasyonu adenilat siklazin inhibe ederek
cAMP olusumunu engellemektedir. Ayrica cGMP olusumunu arttirararak da
cAMP’yi katalizleyen fosfodiesterazlar aktiflestirmektedir (Sekil 2.8) [91].

Nitrik Oksit

Nitrik oksit L-argininden sitrullin olusumu sirasinda ortaya ¢ikan kisa omiirlii
bir gazdir. NO molekiiliiniin ilk olarak noronal iletimde ve kan damarlarinin
dilatasyonunda rol aldig: bildirilmistir [92, 93]. Ancak giincel ¢alsimalar NO’nun da
kalpte uyarilma kasilma ciftlenimini regiile eden mekanizmalardan biri oldugunu
gostermektedir[94].

Caveolae

Myofilaments

Sekil 2.9. NO’nun kalpteki iyonik mekanizmalarla iliskisi. Fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda
NOS’un kardiyak homeostazise etkisi gosterilmektedir. NOS araciligiyla olusan NO Ic,
regiillasyonunu ve kasilmadan sorumlu proteinleri( troponin gibi) fosforilasyona
ugratmaktadir. Patofizyolojik kosullarda ise NO peroksinitrit olusumuna neden olur
boylece RyR ve PLB’e etki ederek [Ca]; homeostazisini bozmaktadir [95].

17



Nitrik oksit etkisini genel olarak cGMP bagimli veya cGMP bagimsiz olarak
gerceklestirmektedir [95]. cGMP bagimli etkide NO guanilil siklaz(GS)’1
aktiflestirmekte, boylece cGMP olusmaktadir. cGMP, cGMP bagimli protein kinaz G
(PKG) ve ¢cGMP bagimli fosfodiesterazlar1 (PDE2, PDE3 gibi) aktive ya da inhibe
etmektedir. ¢cGMP bagimsiz etkiyi ise proteinleri S-nitrozilasyona ugratarak
gerceklestirmektedir. NO ayrica direkt olarak AS’yi uyararak cAMP artisina yol
acmakta boylece kontraktiliteyi etkilemektedir (Sekil 2.9.) [96].

Nitrik oksit kalpte nitrik oksit sentazin (NOS) 3 farkli izoformuyla
sentezlenmektedir. Néronal NOS (nNOS, NOS1) ve endotelyal NOS (eNOS, NOS3)
kalpte yogun bir sekilde sentezlenmektedir. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ise
genellikle patofizyolojik durumlarda (iskemi-reperfiizyon hasari, kalp yetmezligi
gibi) sentezlenmektedir. NOS1 ve NOS3 kardiyak fonksiyonlarimi farkli sekilde
regille etmektedir (Sekil 2.9.). NOS1 kuvvet-frekans cevabinin (force-frequency
response; kasilma ve gevseme i¢in) regiilasyonunda etkilidir. Nitekim NOS1 knock-
out farelerde kuvvet-frekans cevabinin azaldigi gorilmiistir [97]. Yapilan
caligmalarda NOSI1 knock out farelerde 3-adrenerjik cevabin da azalmasi bu yapinin
B-adrenerjik sistemle iliskisinin olduguna isaret etmektedir [98]. Ote yandan NOS3
gerim bagimli [Ca®]; dinamikleri ve kardiyomiyosit kasilmasindan sorumludur.
NOS3 B-adrenerjik cevabi regiile etmektedir. Yapilan ¢alismalar NOS3’{in aritmileri,
hipertrofiyi ve fibroziz olusumunu azalttigin1 gostermis, bu da onun kardiyoprotektif
bir rol {istlendigini gostermektedir [99].

Diger modiilatorler

Bazi1 hormonlarin da kardiyak fizyolojiyi etkileyebildigi gosterilmistir [100].
Atrial natriiiretik peptidin (ANP) [Ca®"]; azalttig1 bilinmektedir. ANP asetilkolin gibi
G; aktivasyonuna neden olmakta boylece cAMP bagimh [Ca’*]i artisii
engellenmektedir [101]. ANP ayrica GS’yi aktive ederek cGMP iiretimine de neden
olmaktadir. cGMP artisiyla birlikte [Ca2+]i, PKG ve PDE’ler araciligiyla modiile
edilebilmektedir [102].

Adenozin Py purinerjik reseptoriine baglanarak G; aktivasyonuna yol agmakta,
dolayisiyla da B adrenerjik aracili [Ca*']; artisini engellemektedir [103]. Adenozinin
P2-purinerjik reseptor aktivasyonu Gs aktivasyonuna ve bdylece [Ca2+]i artisina
neden olmaktadir. Forbol esterlerinin de dogrudan PKC’yi etkileyebildigi, bu yiizden
kalbin iyonik mekanizmalarini modiile ettigi ileri siirlilmiistir. Ancak bu etki
konusunda Ca?* akimlarini arttirdigi [104], degistirmedigi [105] veya azalttigi [106]
yoniinde celigkili veriler bildirilmistir. Angiotensin II'nin PKC aracili [Ca2+]i artisini
PKA’dan daha etkin bir sekilde diizenledigi gosterilmistir [106]. Protein tirozin kinaz
inhibitérlerinin de [Ca®"); azalttig: bildirilmistir [107].
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MATERYAL VE METOD

3.1.  Deney gruplarinin olusturulmasi

Calismada agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen, yaklasik li¢ aylik, 60 adet
Wistar tiirli erkek siganlar kullamilmistir. Hayvanlar, deney siiresi boyunca her
kafeste 4 tane olacak sekilde, su ve yem kisitlamasi olmaksizin tutulmuslardir.
Calismamiz akut bir ¢alisma oldugundan gruplandirma hiicre seviyesinde, uygulama
oncesi ve sonrasi olarak tasarlanmistir. Oyle ki, EA verilmeden onceki hiicreler
kontrol grubu (KON) , EA verildikten sonra ise bu hiicreler ellagik asit verilen grup
(EA) olarak kabul edilmistir.

3.2.  Kardiyak Miyositlerin izolasyonu

Deney gruplarinda bulunan hayvanlarin Kalpleri hafif anestezi altinda (50
mg/kg sodyum pento barbital) hizli bir sekilde ¢ikarildiktan sonra Langendorff sistemine
baglanmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sican kalbi izolasyonunun temel basamaklari. Siganlar anestezi verilerek bayiltildiktan
sonra gogus kafesi hizli bir sekilde agilarak kalp alinmigtir. Kalp daha sonra langerdoff
sistemine baglanarak retrograd sekilde perfiize edilmigtir. Enzimatik uygulama (kollajenaz
ve proteaz) sonrasi kollajenik doku ve yapilar pargalanarak kardiyomiyositler elde
edilmistir.
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Daha once baska arastirmacilarm kullandiklart enzimatik yontem takip edilerek
asilt kalpler once igerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSQOy; 1,2 KH,POq; 5,8
HEPES; 20 glukoz olan ve pH 7.2 dengesinin saglanmasi i¢in % 100 O, ile gazlanan,
kalsiyumsuz perfiizyon soliisyonu ile 5 dakika yikanmustir. Arkasindan, kalbin {izerinden
20-25 dakika siiresince ayni soliisyon i¢inde hazirlanmis kollajenaz (Roche, Collagenase A
type) (0,7 mg/ml) ve proteaz (0.06 mg/ml) karisimi enzim gecirilip uygun kivama
ulasildiginda, kalp kiiciik bir kabin igine alindiktan sonra makasla ince bir sekilde
dilimlenmistir.

3.3.  L-tipi Ca?®* Akimlarmn Kaydedilmesi

Bu ¢alismada farkli deney kosullari i¢in I, Ol¢lilmiistiir. Bu akimlarin kayitlar
tim hiicre voltaj kenetleme konfigiirasyonunda 1.5-2.0 MQ’luk elektrotlar
kullanilarak yapilmistir. Olgiimler i¢in kullanilan pipet soliisyonu (mM): 110 Cs-
aspartat; 120 CsCl; 5 MgATP;120 L-aspartat; 10 NaCl;10 HEPES; 0.4 GTP (pH= 7,2).
Kayzt i¢in, =70 mV diizeyinde kenetlenmis hiicrelere 45 mV’luk 6n-puls uygulanarak bu
seviyede bir siire tutulmus ve sodyum (Na") akimlar inaktif duruma getirilmistir. Sonra —50
mV’tan 10 mV’luk artiglarla +60 mV’a 300 ms’lik depolarize edici pulslar uygulanarak 14
farkli voltaj seviyesinde kayitlar alimmustir. Her potansiyel i¢in elde edilen akim degeri
Ol¢iim yapilan hiicrenin sigasina boliinerek degerlendirildikten sonra, tiim akim degerleri
akim yogunlugunun voltaja gore degisimi olarak verilmistir.

Kanallarin inaktivasyon durumunu goézlemek i¢in —70 mV ile +70 mV
arasinda 10 mV adimlarla 200 ms siireli prepuls uyguladiktan sonra 3 ms’lik bir
stire i¢in tekrar —70 mV seviyesine doniiliip, arkasindan zar her defasinda yine 200
ms sireyle 0 mV’a kenetlenmistir. Elde edilen veriler daha sonra Boltzman
denklemine uydurulmustur. Vi, yarit aktivasyon potansiyelinin degeri, Vi, zar
potansiyeli ve k sigmoidal egrinin egim parametresi olmak {izere denklem
asagidaki gibi yazilabilir.

(/max= [1+exp(Viz—Va)/K] ™).

Reaktivasyon ise; -70 mV’taki zar potansiyeli 200 ms siireyle 0 mV’a kenetlendikten
sonra, baglangigtaki duruma doniilerek 10 ms beklendikten sonra ayni puls tekrar
edilerek kaydedilmistir. Pulslar arasindaki siire olan At= 10 ms olmak iizere aym
protokol 250 ms’ye kadar uygulanmistir. Her adimda Olgililen akimin tepe degeri
maksimum akim degerine oranlanip 100 rakami ile carpildiktan sonra zamana
gore % reaktivasyon hesaplanmis ve bir iissel fonksiyona uydurulmustur.
Reaktivasyon i¢in kullanilan eksponansiyel denklem ise asagidaki gibi yazilabilir.

(I lmax = [1-exp(-t/7)])
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3.4. Kontraktil parametreler

Izole edilen hiicreler icinden tyrode soliisyonu (mmol/L olarak; 137 NaCl; 5.4
KCI; 11.6 HEPES; 0.5 MgCly; 1.5 CaCl,, pH: 7.35) gecen ve iki ucunda elektrot
yerlestirilmig poli-lisin kapl kiivet igine alinmistir. Bu elektrotlarla uyarilan hiicrelerden
(20-30 V, 1Hz) kasilma miktari ve kasima gevseme siirelerinin  degisimi
degerlendirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Elektrik alan altinda kasilma parametrelerinin alinmasi. Ustte, stimulator kullanilarak
istenilen genlikte ve frekansta uyart olusturabilen elektrotlar varliginda uyarilacak
kardiyomiyosit goriilmektedir. Ortada, uyar1 verildikten sonra hiicrenin kasilip gevseme
islemi ve sarkomer boyu video tabanli kameralar yardimiyla es zamanl takip edilmekte ve
bilgisayar ortamina (altta) aktariimaktadir.
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3.5.  Aksiyon Potansiyeli Kayitlar:

Calismamizda AP kayitlar1 da alinmigtir. Tiim kayitlar direnci 2-2.5 MQ’luk
elektrotlar yardimiyla 1 Hz’lik frekansta yapilmistir. Pipet i¢i solusyon (mM): 120 KCl;
6.8 MgCl,; 5 Na,ATP; 5; 0.4 Na,GTP; 10 EGTA,; 4.7 CaCl,; 20 HEPES (pH=7,4).Kay1t
icin akim kenetleme konfigurasyonunda; hiicre i¢ine kiigiik depolarize edici pulslar
enjekte edilerek hiicrenin uyarilmasi saglanarak membran potansiyel degisimleri
gozlemlenmistir. Elde edilen aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazlarinin % 25, 50,
75, 90 (APDgs 50, 75, 90) siireleri degerlendirilmistir (Sekil 3.3).

oqf’.) ‘OQ /\(0 OQQ
@R ZAMAN (ms)

Sekil 3.3. Sol ventrikiil hiicrelerden kaydedilen bir aksiyon potansiyeli egrisi iizerinde Olgiilen
parametreler. Sekilde aksiyon potansiyeli repolarizasyonunun(tepe degerinden
itibaren) %25, 50, 75 ve 90’ ma diismesi i¢in gecen siireler gosterilmektedir.

3.6.  Kullanilan kimyasallar

Ellagik asit, CaCl,, Glukoz, SQ 22636, KH,PO4 , HEPES, MgATP, NaGTP, L-
NAME, ODQ, Verapamil, Bay K8644 ve Probucol Sigma (SIGMA-ALDRICH chemie
GmbH Taufkirchen, Germany)’dan satin alinmustir. Kollajenaz A ROCHE firmasindan
alinmustr.
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3.7. Istatistiksel Analizler
Deney sonuglari i¢in Paired t-testi kullanilmistir. Degerler ortalama+ SEM olarak
verilmis ve anlamli fark p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Doz yanit egrisinin olusturulmasi

Doz yanit egrisi ya da doz etki egrisi terimsel olarak; maruz kalinan doz ile olusan
etki arasindaki iliskiyi agiklamaktadir. Ellagik asidin Ca®* akimlartyla olan konsantrasyon-
etki iliskisini agikliga kavusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda EA kullanilarak O
mV’taki Ca®* akimlari kaydedilmis ve doza baghi olarak akimlardaki azalma miktar
dlciilerek yiizde inhibisyon olarak ifade edilmistir. Sekil 4.1°de EA konsantrasyonu ile Ca®*
akimlart arasindaki iligkiyi aciklayan doz-yamit egrisi gosterilmistir. Hill denklemi
yardimiyla maksimal etkinin gortildiigii dozun yaris1 (ECs, half maximal effective
concentration) belirlenmis ve ¢alismamizda bu deger EAgcso;107%*M (23 nM) olarak
hesaplanmistir. Bundan sonraki deneylerimizde de EAgcso degeri kullanilmustir.
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Sekil 4.1 Farkli dozlardaki ellagik asidin Ic, akimlarina etkisi. Farkli konsantrasyonlarda EA
kullanilarak elde edilen ortalama I, akim inhibisyonu gosterilmektedir. EA kullanilarak
elde edilen bulgular Hill denklemine( f=1/[1+(ECsx/D)]"y) goére uydurulmustur. ny; Hill
katsayisi, D; kullanilan maddenin konsantrasyonu, ECsg; maksimal etkinin goriildigi
dozun yarisi olarak tanimlanmigtir.
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4.2. Ellagik asidin lcy ’a etkKisi

L-tipi Ca”* kanallar1 AP’nin seklini etkilemenin yaninda SR membraninda bulunan
RyR reseptorlerinden sitozole Ca?* salinimin tetikleyerek uyarilma-kasilma c¢iftlenimini
diizenleyen temel mekanizmalarin basinda yer almaktadir. Bu nedenle EA (ECso: 23 nM)
varliginda ventrikiill miyositlerinden Ca®" akimlan kaydedilmistir. Bu akimlarin
degerlendirilmesiyle elde edilen ortalama akim yogunlugunun zar potansiyeline gore
degisim egrileri ve 6rnek akim kayitlart Sekil 4.2°de goriilmektedir. Sonuglara bakildiginda
EA’nin ve KON gruplarinin akim yogunluklari (tepe degeri olarak; KON: -10.36+0.43
pA/pF; EA:-8.27 pA/pF; p<0.05) arasinda yaklagik olarak % 20 inhibisyon oraninda
anlamli bir fark oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Ventrikiil hiicrelerinden EA varliginda kaydedilen ortalama Ic, akim yogunluklarinin
degisimi ve 6rnek akim kayitlari. Akimlar -50 mV ile +60 mV arasinda 10 mV’luk adimlar
seklinde artan 300 ms siireli test pulslar1 uygulanarak elde edilmistir. *p<0.05 vs. KON grubu
(n=13).

Ote yandan Ca®* akim kinetiklerine bakildizinda EA’nin akimlarin reaktivasyon ve
inaktivasyon parametrelerini degistirmedigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ EA’nin Ca® akimlarini
dogrudan dihidropiridin reseptorii araciligiyla azaltmadigini gostermektedir. Sekil 4.3’de L-
tipi Ca®* kanal kinetikleri ve 6mek akim kayitlart verilmis Tablo 3’te ise Boltzman
denklemi yardimiyla hesaplanan kinetiklere ait parametreler gosterilmistir.

Tablo.3. Ellagik asidin varhiginda kaydedilen Ca?* akimlarinim yogunlugu ve kinetik parametrelerinin

degerleri.
Ca?" akim yogunlugu ve kinetik parametreleri
Maks. Akim V12 inakt .

0A/pF (mV) k (inakt) Tau (ms)
KON -10.36+0.43 -17.42+0.34 -5.33+0.47 122.2+16.5

(n=13) (n=11) (n=11) (n=10)
EA -8.27*+0.3 -17.66+0.14 -5.844+0.25 131.6%£15.5

(n=13) (n=11) (n=11) (n=10)

Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. * p<0.05 vs KON grubu.

25




= KON
100+

= EA
= 80 -
=
>
g
= 60'
=
S omv
% 404
S
204
—
10
O L] L] L] — L]
0 100 200 300

Zaman (ms)

pAL pAL

ms ms

100 -
85 A

+70 mV

55 +

% inakktivasyon

25 4 70mv

-60 -40 -20 0 20 40
Potansiyel (mV)

Sekil 4.3. Ellagik asidin Ic, yogunlugu ve kinetik parametrelerine etkisi. Ustte; Reaktivasyon grafigi,
altta; inaktivasyon grafigi ve Ornek kayitlar gosterilmistir. EA varhiginda kaydedilen
ortalama akim yogunluklari, deneysel verilere Boltzman denklemlerinin uygulanmasi ile
¢izdirilmis inaktivasyon (I/lpa=[1+exp(Va—Vi2)/K]™) egrileri. Vi, inaktivasyon’un %50
degerine ulagtig1 potansiyel ve k egim parametresidir. Reaktivasyon degerlerine ise, I/l =
[1-exp(-t/t)] tssel fonksiyon denklemi uydurulmustur. Degerler ortalama+SEM olarak
verilmigtir.
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4.3. Ellagik asidin etki mekanizmasi

4.3.1. p-adrenerjik sistem inhibisyonu

B-adrenerjik sistem stres veya egzersiz durumunda kardiyak debiyi arttiran en
temel mekanizmadir. Bu nedenle EA’nin Ca** akimlarina olan etkisinin B-adrenerjik
sistemle iligkisini belirlemek i¢in AS inhibitorii olan SQ 22536 (10 uM)
kullanilmistir. Adenilil siklaz ATP’den cAMP reaksiyonu katalizleyen bir enzim
olup SQ 22536 uygulamasinin CAMP olusumunu engelledigi bilinmektedir.
Calismamizda SQ 22536 verilen hiicrelerde Ca** akimlariin %6.08 (n=7) azaldig
goriilmiistir. Ancak SQ 22536 ile birlikte EA verildiginde (ECsp) Ca™
akimlarinda %13.94°lik anlamli bir azalmanin oldugu belirlenmistir (n=7). Bu
bulgular EA’nin etki yolaginin B adrenerjik sistem {izerinden gerceklesmedigini
gostermektedir. Sekil 4.4’te SQ 22536 ve EA varliginda 0 mV’taki Ca®* akimi ve
yiizde inhibisyon miktarlar1 verilmistir.
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Sekil 4.4. SQ 22536 (AS inhibitorii) varhginda EA’nin Ic, akimlarina etkileri. SQ22536 ve
EA’nmn; a)’da 0 mV’ta lg, akimlarina etkileri, b)’de ortalama % inhibisyon miktar
gosterilmistir. *p<0.05 vs SQ (n=7).
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4.3.2. Antioksidan Sistem Aktivasyonu

Reaktif oksijen tiirevleri kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumunda kilit rol
oynamaktadir. Giiniimiizde EA gibi pekgok antioksidan yap: redoks tepkimeleriyle
kanallar1 oksidasyona ugratarak islevlerini etkiledikleri bilnmektedir. Bu nedenle
EA’nin antioksidan sistem lizerinden lcy lizerine etki edip etmedigini anlamak igin
bir antioksidan oldugu iddia edilen probucol kullanilmistir. Sekil 4.5°de probucol ve
EA varliginda 0 mV’taki Ca®*" akimi ve % inhibisyon miktarlar1 verilmektedir.
Probucol (5uM) tek basina Ca®" akimlarmi %8.22 (n=8) azaltmustir. Probucol
varlhiginda EA verildiginde (ECsp) ise yiizde 20.50’lik (n=8) anlamli ekstra bir
azalmanin oldugu goriilmiistiir. Bu veriler EA’nin etki mekanizmasiin antioksidan
sistem tizerinden olmadigini1 gostermektedir.
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Sekil 4.5. Probucol (antioksidan) varhiginda EA’nin Ic, *ya etkisi. Probucol ve EA’nin a)’da 0
mV’ta I, akimlarina etkileri, b) Ortalama inhibisyon degerleri gosterilmistir. * p<0.001
vs. PRB, (n=9)
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4.3.3. NOS-GS-cGMP yolaginin rolii

Ellagik asidin Ca®" akimlarina olan etkisinin NO yolag: iizerinden olup
olmadigini anlamak igin spesifik olmayan NOS inhibitorii olan L-NAME (500 uM)
kullanilmistir. Sekil 4.6°da L-NAME ve EA varliginda 0 mV’taki Ca®" akim1 ve %
inhibisyon miktarlart verilmistir. Sonuglara bakildiginda L-NAME’in Ca®*
akimlarii %4.97 azalttigi gorilmistiir. Ancak ilging bir sekilde L-NAME ile
beraber EA verildiginde (ECsp) ise herhangi bir azalmanin olmadigi gorilmistiir.
Baska bir deyisle NO inhibisyonu EA’nin etkisini ortadan kaldirmaktadir. Bu sonug
EA’nin bu yolak iizerinden Ca’* akimlarina etki ettigine isaret etmektedir.
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Sekil 4.6. L-NAME (NOS inhibitorii) varhginda EA’nin I, akimlarma etkileri. L-NAME ve
EA’nin; a) 0 mV’ta I, akimlarina etkileri, b) % inhibisyon miktarlarimin ortalama
degerleri gosterilmektedir. p>0.05 vs. L-NAME (n=14).

Bu etkinin NO iliskisini teyit etmek ve hangi sinyal yolaklarini kullandigini
aydinlatmak igin, bir sonraki agsamada GS-cGMP yolaginin inhibisyonu varliginda
EA’nin etkisine bakilmistir. Clinkii cGMP kaskadi kalbin fizyolojik aktivitelerinin
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diizenlenmesinde 6nemli oldugu gibi, bu yolagin aktive edilmesi baz
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan temel stratejilerden birisidir.
Calismamizda L-NAME verilerinden elde ettigimiz bilgilerin dogrultusunda GS
inhibitorii olan ODQ (1 uM) kullanilmistir. Sekil 4.7°de ODQ ve EA varliginda I,
degerleri ve % inhibisyon miktarlar1 verilmistir. Bir siire akim alinip kararli duruma
ulagildiktan sonra, hiicrelere tek basma ODQ verildiginde Ca** akimlarimin % 8.2
azaldig1 gozlenmistir. ODQ ile beraber EA verildiginde (ECsp) ise herhangi bir
azalmanin olmadigr gdzlenmistir. Bu bulgulari1 NOS inhibisyonundan elde edilen
verileri desteklediginden EA’nin Ca?* akimlarma olan etkisinin NO-GS-cGMP
yolagi lizerinden oldugu kanaatine varilmstir.
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Sekil 4.7. ODQ( GS inhibitorii) varhiginda EA’nin Ic, ’ya etkisi. ODQ ve EA’nin; a) 0 mV’ta
ODQ uygulamasi devam ederken EA verildiginde akimda degisiklik olmadigi, fakat
hemen arkasindan EA tek basina verildiginde Ic, tizerindeki baskilayici etkisinin ortaya
cikt1g1 goriilmektedir. b) Ortalama % inhibisyon miktarlar1 gosterilmigtir. p>0.05 vs ODQ
(n=9).
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4.4.  Ellagik asidin kasilma parametrelerine etkisi

Ellagik asidin Ca®* akimlari iizerindeki baskilayici etkinin fonksiyonel
parametrelerle iligkisini belirlemek i¢in ventrikiil miyositlerinde kasilma cevaplarina
bakilmistir. Bunun i¢in elektrik alan uyaris1 altinda hiicre boyutundaki kisalmanin
baslangi¢ uzunluguna orani (fraksiyonel kisalma) ol¢lilmiistiir. Sekil 4.8’de EA’nin
fraksiyonel kisalmaya etkisi ve 6rnek kasilma kaydi sekli verilmistir. Kalbin mekanik
aktivitesine bakildiginda ECsy konsantrasyonu olan 23 nM’da EA’nin fraksiyonel
kisalmay1 %5.7 oraninda anlamli olarak azalttigi goriilmiistiir. Maksimum dozda (1
uM) bu azalmanin %15.01 ile daha da arttigi gorilmistiir. Bu bulgular EA’nin
negatif inotropik etkisinin oldugunu gostermektedir.

a) 110~

100-

90+

Fraksiyonel Kisalma (L/L,)

KON EC50 KON

b)

Sekil 4.8. Ellagik asidin ECsy ve maksimum dozlarinin 1 Hz frekansli alan uyarisi altinda hiicrenin
fraksiyonel kisalma degerlerine etkisi. a) Hiicre boyutundaki kisalmanin baglangig
uzunluguna orani olan fraksiyonel kisalma orani gosterilmektedir (L/L,). b) Elektrik alan
uyarist altinda ve EA varhignda kasilmadaki degisimin oOrnek kaydi goriilmektedir.
p<0.001 vs. KON (n=15).
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4.5.  Ellagik Asidin aksiyon potansiyeline olan etkisi

Ellagik asidin sol ventrikiil hiicrelerindeki APD parametreleri incelenmistir.
Bu parametreler repolarizasyonun dort evresine ulasma siireleridir. Bu siireler
AP’nin tepe degerinden repolarizasyon fazinin %25, 50, 75 ve 90’1na ulasma zamant
olarak secilmis ve APDy5, APDsg, APD7s ve APDgy olarak temsil edilmislerdir.
Kayitlarin analizinden EA’nin kontrol degerlerine gére APD degerlerini (%30.2
+7.61, %26.98 +5.95, %22.34 +8.43, 9.54 +2.16 ) anlamli derecede uzattigi
goriilmiistiir (Sekil 4.9). Igeri dogru bir akim olan lcg ’in azalmasi APD siiresinin
kisalmasina isaret etmesine ragmen bu bulgular EA’nin potasyum akimlarina da etki
ettigine disiindiirmektedir.

a)

— KON

ms

b)

[E

N

o
1

[EY

o

o
1

o]
o
1

75—

APD siiresindeki % degisim

APD25 APDS50 APD75 APD90

Sekil 4.9. Ellagik asidin (1uM) miyosit aksiyon potansiyeline etkisi. a) Normal soliisyonda ve EA
uygulamasindan sonra kaydedilen AP traseleri, b) Ellagik asidin APD degerlerine olan
etkisinin % degisimini gostermektedir. *p<0.01 vs. KON (n=12).
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TARTISMA

Fenoller, flavonlar ve flavonoid gibi yapilarin insan sagligina olan etkileri
giin gectikce artmakta ve bu olumlu etkiler deneysel bulgularla da desteklenmektedir.
Bugiine kadar yapilan bu yapilarin antikarsinojen, antioksidan, antienflamatuvar,
antibakteriyel ve antiaterosklerotik gibi birgok etkilerinin oldugunu gostermektedir
[2, 5-8]. Ellagik asit gibi giiclii bir antioksidan 6zellige sahip fenolik bilesikler basta
nar olmak fiizere, tiim iizlimsii meyvelerde yiiksek oranda bulunmakta ve sahip
oldugu terapotik etki potansiyeli nedeniyle 6nemli fitonutrient olarak karsimiza
cikmaktadir. Yapilan ¢alismalar EA’nin Kardiyoprotektif etkisinin olabilecegini de
gostermektedir. Bu  bilgilerin 15181 altinda ¢alismamizda EA’nin  si¢an
kardiyomiyositlerinde Ca?* akimlarina ve kardiyak kontraktiliteye etkisi kapsamli bir
sekilde ilk kez ortaya konmustur. Taze izole edilmis kardiyomiyositlerden EA’nin
farkli dozlari uygulanarak 0 mV’ta kalsiyum akimlar1 kaydedilmis ve doz yanit
iliskisi ortaya konmustur. Buradan hareketle EA’nin Ca®" akimlarina etki eden
maksimal ve minimal dozlari belirlenmis ve sonra da Hill denklemi yardimiyla ECsg
belirlenmistir. Bulgularimizdan elde ettigimiz EA’nin ECsp konsantrasyonunun (23
nM) literatiirdeki verapamil ECsy dozundan (243 nM) farmakolojik agidan daha etkin
oldugu goriilmektedir [108]. Calismamizda daha sonra EA’nin bu etkisini hangi
mekanizmalar iizerinden gergeklestirebilecegini aydinlatan kapsamli deney siirecleri
gerceklestirilmistir. Ik olarak etki mekanizmasmin B-adrenerjik sistem aracili olup
olmadigint anlamak i¢cin AS inhibitérii kullanilmis, bdylece cAMP olusumu
engellenerek EA’nin B-adrenerjik sistemle iligkisi belirlenmistir. Bir sonraki adimda
EA’nin etki mekanizmasinin antioksidan sistem iizerinden olup olmadig: belirlemek
i¢in bagka bir antioksidan kullanilmistir. Boylece EA’nin etki yolaginin antioksidan
sistemle olan iligkisi aydmnlatilmigtir. Mekanizmanin belirlenmesinde bir sonraki
asamada ise spesifik olmayan NOS inhibitorii ve GS inhibitorii kullanilarak etkinin
NOS-GS-cGMP aracilt olup olmadigi acikliga kavusturulmustur. Calismamizin
sonraki asamasinda ise ECso dozu kullamlarak L-tipi Ca** akimlarinin, potansiyele
bagli degisimine etkisi ve kanalin inaktivasyon-reaktivasyon gibi Kinetik
davraniglarindaki muhtemel degisiklikler incelenmistir. Ellagik asidin AP’ye olan
etkisi de calismamiz kapsaminda belirlenmistir. Ote yandan EA’ nin kalbin mekanik
aktivitesine etkisini belirlemek i¢in ECso ve maksimal dozlarda kardiyomiyositlerde
kasilma yaniti incelenmistir. Tim bu sonuclar ele alindiginda EA’nin
kardiyomiyositlere olan etkisinin iyonik ve mekanik ozelliklere nasil ve hangi
yolaklar aracilifiyla etki ettigini agikliga kavusturmasi yoniinden ¢alismamiz
literatiire biiyiik katkilar saglayacaktir.

B-adrenoreseptor stimulasyonu kardiyak debisini ve kontraktilitesini arttiran
en 6nemli mekanizmalardan biridir [109]. B adrenerjik stimulasyon, G proteinlerinin
aktivasyonuyla baglar. Reseptore liganda baglandiktan sonra GTP baglayici
proteinden alfa alt biriminden ayrilmasini saglayarak AS’yi aktive eder. Aktive olan
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AS PKA’y1 tetikleyen cAMP’nin sentezini arttirir. PKA aktiflestikten sonra LTCC,
RyR PLB ve troponini fosforilleyerek hiicre i¢i Ca** regiilasyonuna etki eder [85].
Bu nedenle ¢alismamizda AS inhibitorii (SQ 22536) uygulamasi ile B-adrenerjik
yolagim aktivasyonu engellenmis ve Ca*" akimlarina bakilmistir. AS inhibitriiniin
tek basma verildiginde lca ’1 bir miktar azalttigi, ancak SQ varliginda hiicreye EA
verildiginde azalmanin daha da biiyiik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar EA’nin Ica
tizerine olan etkisinin 3-adrenerjik sistemden bagimsiz oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismamiz ¢er¢evesinde EA’nin Iy lizerine olan etkisinin antioksidan
sistemle iligkisi olup olmadigi1 da irdelenmistir. Ciinkii serbest radikallerin protein
yapisinda olan kanallar1 etkileyebilecegi bir¢ok calismada gosterilmistir [110-112].
Bu nedenle EA’nin Ca?* akimlarina olan etkisinin kanallarin oksidasyonuyla iliskisi
olup olmadigini anlamak igin bir antioksidan olan probucol ile Ca®* akimlarma
bakilmistir. Probucol’un Ca?* akimlarini azalttig1 goriilmiis ancak EA’nin probucolle
birlikte bu etkiyi daha da arttirdig1 gézlemlenmistir. Bu sonug bir antioksidan oldugu
iddia edilen EA’nin Ca?* akimlarma olan etkisinin “oksidan-antioksidan” sistem
tizerinden gerceklesmedigini ortaya koymaktadir.

Uyarilma kasilma ¢iftlenimde, depolarizasyonla birlikte LTCC araciligiyla
hiicre i¢ine Ca** girisi olmakta ve RyR’nin tetiklenmesiyle SR’dan yiiksek miktarda
Ca*" salinimi gergeklesmektedir [85]. Bu nedenle uyarilma-kasilma giftleniminde
molekiiler arasi etkilesimlerin temelinde Ca®" akimlari yatmakta ve Ca?*
akimlarindaki degisim ciddi fonksiyonel bozukluklara yol agmaktadir. Calismamizda
EA’nin lca ’1 anlamli diizeyde baskiladigi gozlemlenmistir. Son yillarda yayinlanan
caligmalarda NOS-GS yolagmin kardiyomiyositlerin Ca?* sinyal mekanizmalar1
lizerine etki ettigi bildirilmistir [92, 97, 113, 114]. Ozellikle eNOS’un caveolar
yapilarda LTCC ve B-adrenerjik reseptorler ile birlikte bulundugu ve aktivasyonu
sonucu olusan NO’nun Ca?* akimlarini azaltabilecegi ve B-AR indiiklii kardiyak
inotropiyi diizenleyebilecegi bildirilmistir [115]. Yapilan bir ¢alismada EA benzeri
bir fenolik bilesik olan resveratrol’iin NOS aktivitesini arttirarak NO olusumuna
neden oldugu ve ventrikiil miyositlerinin Ca®* homeostazisini etkiledigi
gosterilmistir [116-118]. Benzer sekilde, polydatin olarak bilinen bir fenolik bilesigin
kardiyomiyositlerin Ca** akimlarin1 NOS araciligiyla azalttigi yakin zamanda ortaya
konulmustur [119]. Chang ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda EA’nin eNOS-NO
yolagint modiile ederek endotelyal hiicreleri okside-LDL indiikii apoptozdan
korudugunu ileri stirmiiglerdir [83]. Ellagik asidin NO sinyal sistemi ile iliskisini
gosteren bu verilerden yola ¢ikarak ventrikiil miyositlerine L-NAME uygulamak
suretiyle EA’nin akimlar iizerideki etkisinin de bu sinyal molekiilii araciligiyla olup
olmadig test edilmistir. NOS aktivitesi inhibe edilerek NO olusumu engellendiginde
EA’nin Ca?* akimlarma olan etkisinin tiimiiyle ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Buna
paralel olarak GS inhibitorii olan ODQ verildiginde de EA’nin I, "1 baskilayamadigi
tespit edilmistir. Tlim bu bulgular birlikte ele alindiginda EA’nin NOS-GS-cGMP
araciligtyla LTCC’lere etki ederek Ca** akimlarm azalttigin1  aciklikla
gostermektedir.

Yakin donemde yapilan birgok ¢alisma NOS-GS-cGMP-PKG sinyal
yolaginin B-adrenerjik aktivasyonunu inhibe ettigini bildirmektedir [113, 114, 120,
121]. Ziolo ve arkadaslar1 PDES inhibitorii olan zaprinast’in isoproterenol indiikli
Ica artisini baskiladigini gostermislerdir [95]. Takimoto ve arkadaslari ise bu anti-
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adrenerjik etkinin altinda yatan mekanizmanin PKG’nin LTCC’yi fosforilasyona
ugratarak inhibe etmesi oldugunu ileri sirmislerdir [113]. Bu etki insan
calismalarindan eclde edilen bulgularla [122] da uyumlu oldugundan gelecekte
EA’nin anti-adrenerjik etkisine bakilarak potansiyel bir PDES inhibitorii olup
olmayacagi acikliga kavusturulacaktir.

Ellagik asidin Ca®* kanallari iizerine dogrudan etkisinin olup olmadigimni
belirlemek i¢in zamana bagli reaktivasyon ve potansiyele bagli inaktivasyon
parametreleri incelenmistir. Timothy ve arkadaslari voltaj duyarli Ca®" kanal
kinetiklerinin ugucu organik ¢oziiciiler tarafindan etkilendigini bildirmislerdir [123].
Buna benzer sekilde Vaquero ve arkadaslari atorvastatin ve simvastatinin K* kanal
kinetiklerini degistirdigini belirlemislerdir [124]. Her iki ¢alismada da bu yapilarin
kanal yapistyla dogrudan etkilesime girerek kanal dinamigini degistirdigi One
siriilmektedir. Calismamizda EA’nin LTCC inaktivasyon ve reaktivasyon
parametrelerine etki etmedigi goriilmiis ve EA’nin kanal yapisiyla dogrudan iliskisi
olmadig1 sonucuna varilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda EA’nin lc, tlizerindeki baskilayict etkisinin kardiyak
kontraktiliteye hangi oOlglide yansidigi da irdelenmistir. Ciinkii bizden Onceki
calismalar CGMP-PKG sisteminin kardiyomiyositlerde kontraktiliteyi negatif yonde
modiile ettigini gostermislerdir [114, 125]. Layland ve arkadaslar1 si¢anlarda
yaptiklar1 calismalarda NO donoriiniin negatif inotropik etkilere yol actigim1 ve
gevsemeyi hizlandirdigini [126], Wegener ve arkadaslari ise farelerde yaptiklar
caligmalarda ¢cGMP analoglarinin negatif inotropiyi indiikledigini ancak PKGI
knock-out farelerde bu etkinin goriilmedigini rapor etmisleridir [127]. Bu etki
muhtemelen PKG’nin bazi proteinleri (LTCC, PLB, titin, troponin) fosforilasyona
ugratmasiyla ortaya g¢ikmaktadir [125, 128]. Yapilan bir ¢alismada EA’nin da
Troponin fosforilasyonuna neden oldugu bildirilmistir [13]. Caligmamizda ise
EA’nin ECsp konsantrasyonunun fraksiyonel kisalmayi azalttigi maksimum dozun
ise bu etkiyi daha da arttirdigi gozlemlenmistir. Bu bulgulara gore EA NOS-GS-
cGMP yolagini regiile ederek negatif inotropik etkisini gostermektedir.

Ellagik asidin Ca®* akimlarim azaltmasina ragmen ilging bir sekilde AP nin
repolarizasyon fazini anlamli derecede uzattigi goriilmistiir. AP’deki bu uzamaya
neden olan mekanizmalara iliskin ¢esitli varsayimlar bildirilmistir. Pek ¢ok
calismada AP’deki uzamanm K' akimlarmin azalmasindan kaynaklandig
bildirilmektedir [129-131]. Ote yandan Vaquero ve arkadaslar1 AP’yi uzatan ve
kalsiyum akimlarin1 azaltan bir maddenin anti-aritmik olabilecegini iddia etmislerdir
[124]. Bu nedenle g¢alismamizdaki bulgulardan, EA’nin potansiyel bir anti-aritmik
etkiye sahip olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak bu etkinin daha etraflica
aydinlatilmas ilerdeki ¢alismalarimizla belirlenecektir.

Ellagik asidin Ca®" akimlarina etkisi ve molekiiler mekanizmasi kardiyak
fizyoloji ve patofizyoloji agisindan oldukca dnem arz etmektedir. Nitekim cGMP’nin
endotelyal, vaskiiler diiz kas ve kardiyomiyosit fonsiyonlari i¢in hayati 6nem tasiyan
ikincil bir haberci oldugu bilinmektedir [128]. GS araciligiyla olusturulan cGMP,
etkisini cGMP-kapil1 katyon kanallari, cGMP bagimli protein kinazlar ve cGMP ile
regiile edilen PDE’ler araciligiyla gerceklestirmektedir. Kardiyovaskiiler sistemde
kanal kondiiktansindan hiicre biiylimesine, apoptozisten hiicresel kontraktiliteye
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kadar pek c¢ok fizyolojik duruma aracilik etmektedir. cGMP kaskadi, vaskiiler
endotelyumda hiicre proliferasyonunu uyarir ve permeabiliteyi arttirir. Vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde proliferasyonu ve vazorelaksasyonu tetikler. Kardiyak
miyokardiyumda ise hipertrofiyi inhibe eder ve kontraktiliteyi diizenler. Sentezinden
degradasyonuna kadar c¢GMP kaskadindaki anormallikler, kardiyovaskiiler
hastaliklarin  patogenezine Onemli derecede etki etmekte ve kardiyovaskiiler

hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel bir farmokolojik hedef olarak karsimiza
cikmaktadir.

Kardiyak cGMP sistemi; hipertrofi, kalp yetmezligi, iskemik hasar ve
kardiyomiyopati gibi patofizyolojik kosullarda kalbi koruyan en temel
mekanizmalardan biridir [114, 132]. Nitekim bugiine kadar GS-cGMP yolaginin
kardiyoprotektif etkilerinin oldugu birgok ¢alismada deneysel olarak da gosterilmistir
[95, 115, 128, 133]. Ozellikle bu yolagin aktive edilmesi igin kullanilan temel
stratejilerden birisi PDES inhibitorlerinin  kullanilmasidir. PDES inhibitorleri
(sildenafil, vardenafil, tadalafil) gilinlimiizde hala erektil disfonksiyonlarin
tedavisinde ve pulmoner hipertansiyon tedavisinde sik¢a kullanilmaktadir. Guazi ve
arkadaslar1 yaptiklar1 insan c¢alismalarinda 1 yil sildenafil tedavisinin kalp
yetmezliginden muzdarip hastalarda kardiyak fonksiyonlar1 ve egzersiz
performansimi arttirdigini [134], Gianetta ve arkadaslari diabetik kardiyomiyopati
hastalarinda 3 aylik sildenafil tedavisinin kardiyak kinetiklerini diizelttigini
bildirmislerdir [135]. Leptin eksikligi olan farelerde PDE5 inhibisyonunun redoks
regiilasyonu, sitoiskelet reorganizasyonu ve proteomik profili degistirdigi
bildirilmektedir [136]. Tim bunlar g6z Oniinde bulunduruldugunda GS-cGMP
yolaginin kalp yetmezligi ve diyabette tedavi edici bir hedef olabilecegine isaret
etmekte ve bulgularimizdan elde ettigimiz sonuglardan hareketle ellagik asidin bu
yolak {izerinden tedavi edici olabilecegi diistiniilmektedir. Kardiyak hipertrofi
calismalarinda ise elde edilen bulgular GS-cGMP sinyal yolaginin kardiyak
hipertrofi sirasinda gergeklesen yeniden modellenmede negatif bir regiilator gorevi
tistlenerek bu olusumu engelledigini ortaya koymaktadir [120, 128, 137]. G4 agonisti
verilen kiiltiir kardiyomiyosit hiicrelerinde hipertrofinin ANP, NO, cGMP, veya PKG
araciligiyla baskilandig1 [138] siganlarda yapilan calismalarda PDES inhibitorii olan
sildenafilin miyokardiyal PKG’yi aktive ederek kardiyak hipertrofi ve yeniden
modellenmeyi baskiladigi bildirilmistir [133]. Bu veriler GS-cGMP kaskadinin anti-
hipertrofik etki edebildigini gdstermekte ve hipertrofik patogenezde bu yolagin EA
araciligiyla gerceklesebilecek olan regiilasyonu biiyiik 6nem kazanmaktadir. GS-
CGMP yolag: ayrica iskemik hasar ve doxorubicin toksisitesine kars1 kardiyoprotektif
bir etki gostermektedir. Iskemik reoksijenasyona maruz birakilan kalp hiicrelerinde
NO, BNP ve ¢cGMP analoglarmin hiicre oliimlerini azalttigi bildirilmistir [139].
Iskemik reperfiizyondan sonra PKG eksik farelerde infarkt alaninin kontrollerden
daha biiyiik oldugu bildirilmistir [140]. Bunun yaninda hem in-vivo, hem de in-vitro
calismalar NO donorlerinin infarkt alanini azalttigin1 ve post iskemik siirece katki
sagladigini gdstermektedir. Iskemi ©Oncesi veya iskemi sonrast NOS inhibe
edildiginde kardiyoprotektif etkilerin azaldig1 bildirilmis ve bununda GS-cGMP’nin
dolayisiyla ellagik asidin iskemi oncesi ve iskemi sonrast durumlardaki koruyucu
etkisine iliskin kanaatleri desteklemektedir [141].
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Sonug olarak, calismamiz bitki orijinli bir polifenol olan ellagik asidin
kardiyovaskiiler sisteme olan iyonik ve mekanik etkisini ortaya koymaktadir. Ellagik
asit NOS-GS-cGMP araciligiyla LTCC kanallar1 iizerinden [Ca*']i’i regiilasyonunu
ve kontraktiliteyi etkilemektedir. Kisa siireli uygulamada goriilen bu etkinin kronik
uygulamalarda ne gibi sonuglara yol acacagini kesin olarak sdyleyebilmek i¢in yeni
caligmalar yapilmasi gerekmektedir. Yapilacak calismalar dnemlidir, ¢linkii mevcut
veriler bu yolagin o6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklardaki O6nemi gbéz oOniinde
bulunduruldugunda bitkilerde yiiksek miktarda bulunan EA’nin kardivaskiiler
hastaliklarda tedavi edici, diizeltici ve koruyucu o6zellige sahip olan bir molekiil
olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla muhtemel terapotik potansiyelini
degerlendirmek icin fizyolojik ve patolojik kosullarda gergeklestirilecek deneyler
biiyiik Oonem tagimaktadir.
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SONUCLAR

Calismamizda fenolik bir bilesik olan EA’nin Ca*" akimlarina ve kardiyak
kontraktiliteye etkisi aragtirilmistir.

Ellagik asidin Ca** akimlarini doz bagimli azalttigi goriilmiistir. Ote yandan
EA, LTCC inaktivasyon ve reaktivasyon kinetiklerini ise etkilememistir. Ellagik
asidin AS inhibitdrii varligina ragmen azaltic1 etkisini gostermesi Ca®* akimlarini B-
adrenerjik sistem araciligiyla baskilamadigini géstermektedir. Antioksidan varliginda
EA azaltici etkisini siirdiirmiis ve boylece etki yolagmin oksidan-antioksidan
lizerinden olmadigi kanaatine varilmstir. Ilging bir sekide NOS inhibisyonu
uygulandiginda EA’nin azaltict etkisinin ortadan kalktigi goriilmiistiir. Benzer
sekilde GS inhibisyonu yapildiginda da EA’nin azaltic1 etkisinin olmadig1 goriilmiis,
boylece etki mekanizmasimin NOS-GS-cGMP {izerinden oldugu kanisina ulagilmistir.

Deneysel veriler EA’nin doz bagimli fraksiyonel kisaltmay1 azaltarak negatif
inotropik etkisi oldugunu gdstermistir. Ote yandan EA ventrikiil miyositlerinin AP
repolarizasyon siirelerini anlamli olarak uzatarak, potasyum akimlarna da etki
edebilecegini gostermistir.

Ozetle elde ettigimiz bulgularin 1s18inda EA’nin doz bagimli olarak ca®t
akimlarim ve fraksiyonel kisalmay1 azalttigi, AP stirelerini ise uzattigi goriilmustiir.
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