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SİMGE VE KISALTMA LİSTESİ 

Kısaltmalar               Açıklama 

2-APB     : 2-Aminoetoksidifenil borat 

ACE      : Angiotensin dönüştürücü enzim 

ADPR     : Adenozin difosfat riboz 

Ag      : Agonist 

Ang II     : Angiotensin II 

ANP      : Atriyal natriüretik peptit 

AT1      : Angiotensin tip 1 reseptörü 

AT2    : Angiotensin tip 2 reseptörü 

ATP      : Adenozin trifosfat 

BNP      : Beyin natriüretik peptit 

BTP-2     : Benzodiazepin-2 

Ca+2      : Kalsiyum 

CaCl2.2H2O   : Kalsiyum klorür dihidrat 

CAPE    : Kafeik asit fenetil ester 

cGMP     : Siklik guanozin monofosfat 

CK-MB    : Kreatin kinaz-MB 

CsA    : Siklosporin-A 

cTnT    : Kardiyak troponin T 

DAG      : Diaçilgliserol 

ELISA    : Enzime-bağlı bağışıklık deneyi (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

ENKUR    : Enkurin adaptör protein 

ER/SR     : Endoplazmik retikulum/sarkoplazmik retikulum 

ET-1      : Endotelin-1 

Gd+3      : Gadolinyum 

GdCl3    : Gadolinyum (III) klorür 

GPCR     : G proteinine bağlı reseptör 

GPx    : Glutatyon peroksidaz 

H2O2    : Hidrojen peroksit 

HRP    : Horseradish peroksidaz 

IP3      : İnositol trifosfat 
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IP3R : İnositol trifosfat reseptörü 

IR  : İskemi/reperfüzyon 

IR+SKF-96365 : İskemi/reperfüzyon + SKF-96365 grubu 

K : Kontrol grubu 

KCl : Potasyum klorür 

KH2PO4 : Potasyum dihidrojen fosfat 

La+3 : Lantanum 

LDH   : Laktat dehidrogenaz 

LVP : Sol ventrikül içi basıncı 

MACCs :  Mekanik olarak aktive olan Ca+2 kanalları (Mechanically Activated Ca+2 

Channels) 

Max dP/dt : Sol ventrikül içi basınç artışının, artış süresince geçen zamana oranı 

MDA   : Malondialdehit 

MgSO4.7H2O : Magnezyum sülfat heptahidrat 

mL/dak   : Mililitre/dakika 

mM : Milimolar 

mmHg   : Milimetre civa 

MPO   : Miyeloperoksidaz 

Na+  : Sodyum 

Na+/K+-ATPaz : Sodyum/potasyum-ATPaz  

NAADP : Nikotinik asit adenin dinükleotid fosfat 

NaCl : Sodyum klorür 

NaHCO3 : Sodyum hidrojen karbonat 

NCX  : Sodyum/kalsiyum değiştiricisi  

NFAT : Aktive olmuş T-hücre nuklear faktörü (Nuclear Factor of Activated T-

Cells) 

ng/g   : Nanogram/gram 

ng/L   : Nanogram/litre 

ng/mL   : Nanogram/mililitre 

NMDA  : N-metil-D-aspartat 

NO  : Nitrik oksit 

OSI   : Oksidatif stres indeksi 

PBS   : Fosfat tamponlu tuz çözeltisi 

pg/mg   : Pikogram/miligram 

PIP2  : Fosfoinositol bifosfat 
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PKC  : Protein kinaz C 

PKG  : Protein kinaz G 

PLC  : Fosfolipaz C 

PMCA  : Plazma zarı Ca+2-ATPaz 

PMNL  : Polimorf nüveli lökositler 

Pyr-3  : Pirazol-3, TPRC3 kanal blokeri 

ROC  : Reseptör ile çalışan kanallar (Receptor Operated Channels) 

ROCCs  : Reseptöre duyarlı Ca+2 kanalları (Receptor Operated Ca2+ Channels) 

ROCE  : Reseptör aracılı Ca+2 girişi (Receptor Operated Ca2+ Entry) 

ROS   : Reaktif oksijen türleri 

RPP  : Rate pressure product 

RyR  : Riyanodin reseptörü 

SDB  : Son diyastolik basınç 

SERCA  : Sarko/endoplazmik retikulum-Ca+2 ATPaz 

SMOC : İkinci haberciler yardımıyla çalışan kanallar (Second Messenger 

Operated Channels) 

SOC  : Depo kontrollü çalışan kanallar (Store Operated Channels) 

SOCCs  : Depo kontrollü Ca+2 kanalları (Store Operated Ca2+ Channels) 

SOCE  : Depo kontrollü Ca+2 girişi (Store Operated Ca2+ Entry) 

SOD   : Süperoksit dismutaz 

SOR  : Serbest oksijen radikali 

SR  : Sarkoplazmik retikulum 

SR/ER  : Sarkoplazmik retikulum/endoplazmik retikulum 

STIM1  : Stromal etkileşim molekülü 1 (Stromal Interaction Molecule 1) 

SVB   : Sol ventriküler basınç 

SVBD  : Sol ventrikül içi basınç değişimi 

SVSB   : Sol ventrikül sistolik basıncı 

TAS   : Total antioksidan kapasite 

TOS   : Total oksidan kapasite 

TQ   : Timokinon 

TRP  : Geçici reseptör potansiyel (Transient Receptor Potential) 

TRPA  : Geçici reseptör potansiyel ankirin (Transient Receptor Potential Ankirin) 

TRPC  :  Geçici reseptör potansiyel kanonikal (Transient Receptor Potential 

Canonical) 
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TRPM  : Geçici reseptör potansiyel melastatin (Transient Receptor Potential 

Melastatin) 

TRPML   : Geçici reseptör potansiyel mukolipin (Transient Receptor Potential 

Mucolipin) 

TRPP  : Geçici reseptör potansiyel polisistin (Transient Receptor Potential 

Polycystin) 

TRPV  : Geçici reseptör potansiyel vanilloid (Transient Receptor Potential 

Vanilloid) 

U/L   : Ünite/litre 

U/mg   : Ünite/miligram 

VGCCs  : Voltaj kapılı Ca+2 kanalları (Voltage Gated Ca2+ Channels) 

VOC   : Voltajla çalışan kanallar (Voltage Operated Channels) 

VPO   : Vaskular peroksidaz 
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Kalp fonksiyonlarının yerine getirilmesinde hücre içi ve dışı iyonlar oldukça büyük bir öneme 

sahiptirler. Bunlardan, özellikle kalsiyum (Ca+2) kardiyovasküler elektrofizyolojinin 

düzenlenmesinde etkili bir rol oynar. TRPC kanal ailesi üyeleri, pek çok dokuda anlatımı 

yapılan ve Ca+2 iyonlarına geçirgen olan membran proteinleridir. İskemi/reperfüzyon (IR) 

hasarında kalp kası hücrelerindeki TRPC kanallarının aşırı anlatımı çeşitli kalp hastalıklarıyla 

ilişkilidir. TRPC kanallarının inhibisyonuyla ilgili çalışmalar, bu kalp hastalıklarının 

tedavisinde oldukça önem taşımaktadır. Ancak, TRPC kanal blokerlerinin iskemik kalp 

rahatsızlıkları üzerindeki etkilerini kapsayan çalışmalar oldukça sınırlıdır. 

İzole perfüze sıçan kalbi (Langendorff) modelini kullandığımız bu çalışmamızda, bir TRPC 

kanal blokeri olan SKF-96365’in normal ve iskemik kalplere uygulanması ile IR hasarındaki 

etkilerinin belirlenmesi amaçlanmış ve TRPC kanallarının kalp hastalıklarındaki rolleri tespit 

edilmeye çalışılmıştır. 

Çalışmada 32 adet 3 aylık, ağırlıkları 250-300 g arasında değişen erkek Wistar albino sıçanlar 

kullanılmıştır. Hayvanlar kontrol, IR, SKF-96365 (5 µM) ve IR+SKF-96365 olarak dört gruba 

ayrılmıştır. Kalpler, Langendorff izole kalp sistemine in situ kanülasyon yöntemi ile asılmış ve 

kardiyodinamik parametreler (sol ventrikül içi basıncı, perfüzyon basıncı, sistolik basınç, 

diyastolik basınç ve kalp vurumu) deney boyunca kaydedilmiştir. Ayrıca, deney sonunda 

İZOLE SIÇAN KALBİNDE İSKEMİ/REPERFÜZYON HASARINDA TRPC 

KANALLARININ ROLÜ 
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kalpler biyokimyasal analizler için alınmış ve elde edilen veriler istatistiksel olarak 

değerlendirilmiştir. 

İzole edilen sıçan kalplerinde, IR’den kaynaklanan hasarlar deney boyunca düzelmezken, SKF-

96365 uygulanması ile kardiyodinamik parametrelerde kısmi bir geri dönüş gözlenmiştir. 

Hücresel hasarı göstermek için kullanılan kreatin kinaz-MB ve kardiyak troponin T, 

inflamasyon belirteci olarak miyeloperoksidaz, lipit peroksidasyonunun göstergesi olarak 

malondialdehit, nekrozun belirteci olarak laktat dehidrogenaz düzeylerinde, IR grubunda 

anlamlı bir artış belirlenirken, bloker uygulanan tüm gruplarda bu artışın azaldığı gösterilmiştir. 

Hücresel endojen antioksidan düzeylerinin tespit edilmesi için ölçülen glutatyon peroksidaz ve 

süperoksit dismutaz düzeylerinin IR grubunda anlamlı derecede düşük, bloker uygulanan tüm 

gruplarda ise yüksek olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, IR grubunda total oksidan kapasite ve 

oksidatif stres indeksinin yükseldiği; SKF-96365 uygulamasının bu düzeylerde belirgin bir 

azalmaya neden olduğu görülmüştür. IR grubunda düşük olan total antioksidan kapasitenin ise 

SKF-96365 uygulanan gruplarda arttığı belirlenmiştir. Kontrol ve SKF-96365 uygulanan 

gruplarda TRPC1, TRPC3, TRPC6, Angiotensin II ve TRPC kanalları ile etkileşime giren ve 

bir adaptör protein olarak işlev gösteren ENKUR düzeylerinde önemli bir fark gözlenmezken, 

bu parametrelerin IR uygulaması ile arttığı, IR+SKF-96365 uygulanan grupta ise azaldığı 

belirlenmiştir. TRPC kanal ailesinden kalpte en fazla anlatımı yapılan TRPC3’ün IR 

hasarındaki anlatımının TRPC1 ve TRPC6’ya göre daha fazla olduğu tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak, kardiyodinamik veriler değerlendirildiğinde, IR hasarının miyokardiyal 

fonksiyon bozukluğuna neden olduğu, SKF-96365 uygulamasının bu hasara karşı kısmen kalbi 

koruyucu rolünün olduğu ve bu etkisinin kalpte özellikle TRPC3 kanallarının inhibisyonuna 

dayandığı belirlenmiştir. Biyokimyasal olarak hasar belirteçleri analiz edildiğinde, IR’nin kalp 

dokusunda hücresel hasara yol açtığı, bloker uygulaması yapılan gruplarda bu hasarın azaldığı, 

antioksidan enzimlerin ise arttığı ve TRPC kanallarının kardiyak fonksiyonların 

düzenlenmesinde önemli rolleri olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

Ocak 2018, 105 sayfa. 

Anahtar kelimeler: TRPC kanalları, SKF-96365, Langendorff metodu, izole sıçan kalbi, 

iskemi/reperfüzyon hasarı 
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The intra and extracellular ions have a great impact in performing cardiac functions. Of these, 

particularly calcium (Ca2+) plays an effective role in the regulation of cardiovascular 

electrophysiology. Members of the TRPC channel family are membrane proteins, which are 

expressed in most tissues and especially permeable to Ca2+ ions. The over-expression of TRPC 

channels in cardiomyocytes during ischemia/reperfusion (IR) injury are related to several heart 

diseases. Studies concerning the inhibition of TRPC channels are of great importance in the 

treatment of these heart diseases. However, studies on the effects of TRPC channel blockers on 

ischemic heart diseases are limited. 

In our study employing the isolated perfused rat heart (Langendorff) model, we aimed to 

determine the effects of SKF-96365, a TRPC channel blocker, in IR injury, and to reveal the 

roles of TRPC channels in heart diseases, by applying it to healthy and ischemic hearts. 

In the study, 32 male Wistar albino rats, 3 months old and weighing between 250-300 g, were 

used. They were separated into four groups as control, IR, SKF-96365 (5 µM) and IR+SKF-

96365. The hearts were attached to Langendorff isolated heart system by employing in situ 

cannulation method, and cardiodynamic parameters (left ventricular pressure, perfusion 

pressure, systolic pressure, diastolic pressure and heart rate) were recorded during the 

ROLE of TRPC CHANNELS in ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY in 

ISOLATED RAT HEART 
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experiment. Besides, at the end of experiment, hearts were retained for biochemical analysis, 

and all data were statistically evaluated. 

While IR injury was not recovered during the experiment in isolated rat hearts, a partial 

recovery of cardiodynamic parameters was observed with the administration of SKF-96365. A 

significant increase in creatine kinase-MB and cardiac troponin T indicating cellular injury, 

inflammatory enzyme myeloperoxidase, malondialdehyde as a lipid peroxidation marker and 

lactate dehydrogenase for detection of necrosis was detected in IR group, whereas all groups 

treated with the blocker exhibited lower increase. Levels of glutathione peroxidase and 

superoxide dismutase to detect cellular endogenous antioxidant level were significantly lower 

in IR group, but higher in the groups treated with the blocker. Furthermore, total oxidant 

capacity and oxidative stress index which were elevated in IR group were lowered with the 

administration of SKF-96365. However, total antioxidant capacity increased in the groups 

received SKF-96365, while it declined in IR group. Concerning the levels of TRPC1, TRPC3, 

TRPC6, Angiotensin II, and ENKUR, which interacts with TRPC channels and functions as an 

adaptor protein, there was no significant difference between the control and SKF-96365-treated 

groups, while these parameters increased with IR application, and decreased in IR+SKF-96365 

group. Of the TRPC family, the expression of TRPC3, the most expressed in the heart, was 

determined to be higher than TRPC1 and TRPC6 in IR injury. 

As a result, considering cardiodynamic parameters, it was determined that IR injury caused 

myocardial dysfunction, and treatment of SKF-96365 partly played a cardioprotective role 

against that injury, and its effect was based on especially inhibition of TRPC3 channels in the 

heart. When biochemical injury markers were evaluated, it was concluded that IR caused 

cellular injury in the heart tissue, and this injury was decreased in the groups treated with the 

blocker, whereas antioxidant enzymes were increased, and TRPC channels had important roles 

in the regulation of cardiac functions. 

 

January 2018, 105 pages. 

Keywords: TRPC channels, SKF-96365, Langendorff method, isolated rat heart, 

ischemia/reperfusion injury    
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1. GİRİŞ 

Bu çalışma, Langendorff izole kalp sistemi ile sıçan kalbine uygulanan TRPC kanal blokeri 

SKF-96365’in, sağlıklı ve iskemik kalp üzerindeki etkilerini karşılaştırmalı olarak araştırmak 

amacıyla yapılmıştır. 

Çalışmanın “Genel Kısımlar” bölümünde; kardiyovasküler sistemin önemi, kalsiyum (Ca+2) ve 

fizyolojik önemi, TRPC kanalları ailesi ve bu kanalların çeşitli alt tipleri, kardiyovasküler 

hastalıklar ve TRPC kanalları ile ilişkisi, iskemi/reperfüzyon (IR) hasarı ve TRPC kanalları ile 

ilişkisi, TRPC kanal blokerleri ve SKF-96365 blokeri hakkında genel bilgiler verilmiştir. 

İskemi/reperfüzyonun neden olduğu miyokardiyal hasar ve bu hasarın önlenmesinde TRPC 

kanallarının fizyolojik rolü çeşitli çalışmalarla desteklenerek ele alınmıştır. TRPC kanal blokeri 

SKF-96365’in iskemi/reperfüzyon hasarına karşı olası koruyucu etkileri ayrıntılı bir şekilde 

anlatılmıştır.  

“Malzeme ve Yöntem” bölümünde; çalışmada kullanılan hayvan sayısı, özellikleri ve deney 

grupları belirtilmiş, yapılan kardiyodinamik ve biyokimyasal analizler hakkında bilgi 

verilmiştir.  

“Bulgular” kısmında; elde edilen veriler kardiyodinamik ve biyokimyasal olarak 

değerlendirilerek, istatistiksel olarak ilişkilendirilmiştir.  

“Tartışma ve Sonuç” bölümünde ise, çalışmadan elde edilen veriler değerlendirilmiş ve bu 

veriler, şimdiye kadar yapılan ilgili çalışmalardan elde edilen sonuçlarla karşılaştırılıp 

tartışılmıştır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

Kardiyovasküler sistem, vücutta iki önemli işleve sahiptir. Bunlardan birincisi; vücut 

dokularına besinleri, oksijenlenmiş kanı ve hormonları taşımak; ikincisi ise, karbondioksit ve 

diğer metabolizma ürünlerini dokulardan alarak, vücuttan atılmaları için akciğerlere, böbreklere 

ve karaciğere ulaştırmaktır. Tüm vücut fonksiyonlarının ve sağlıklı bir yaşamın devamlılığı için 

kardiyovasküler sistemin bu görevlerini eksiksiz ve düzenli bir şekilde yerine getirmesi gerekir. 

Bu nedenledir ki, kardiyovasküler hastalıklar büyük oranda sakatlığa, yaşam kalitesinin 

düşmesine, buna bağlı olarak kişisel ve toplumsal düzeyde üretim ve maliyet kaybına yol 

açmaktadır (Ford ve diğ., 2012). 

Dünyanın önde gelen sağlık sorunlarından biri olan kardiyovasküler hastalıklar, tüm dünyada 

hastalığa bağlı hasarların ve ölümün başta gelen nedenleri arasında yer almaktadır (Rowell ve 

diğ., 2010). Son yıllarda, kardiyovasküler hastalıklar konusunda farkındalığın artması ve risk 

faktörleri ile mücadele etmede çeşitli aşamalar kaydedilmesine rağmen, bu hastalıklar halen 

hem gelişmiş hem de gelişmekte olan ülkelerde en önemli ölüm nedeni olarak görülmektedir. 

Son yirmi yıl içinde, kardiyovasküler hastalıklara bağlı ölüm oranları yüksek gelirli ülkelerde 

düşmüş olsa da, düşük ve orta gelirli ülkelerde hastalık ve ölüm oranları hızlı bir şekilde 

artmıştır (Mendis ve diğ., 2011). Kardiyovasküler hastalıkların kontrolü ve önlenmesindeki 

sağlık politikaları, geleneksel olarak risk faktörlerinin kontrolüne dayanmaktadır. 

Kardiyovasküler risk faktörleri iyi bilindiğinde, bu ölümlerin çoğu önlenebilmektedir. Bu 

amaçla, tüm dünyada her yıl bu hastalıkların teşhisine ve tedavisine yönelik yüzlerce çalışma 

yapılmaktadır. Bunların büyük bir kısmı ise doğrudan kalp ve kardiyak fonksiyonlar üzerine 

yapılan çalışmalardır (Mendis ve diğ., 2011).  

Kalp, kardiyovasküler sistemin en önemli bileşenidir ve çalışmasının düzenliliği ve devamı 

kardiyovasküler sistemin görevlerini uygun bir şekilde sürdürebilmesi için zorunludur. 

Şüphesiz ki, kardiyak fonksiyonların yerine getirilmesi için en önemli etkenlerden biri hücre 

içi ve hücre dışı iyonlardır. Özellikle kalsiyum (Ca+2), kardiyovasküler elektrofizyolojinin 

düzenlenmesinde ve kasılma fonksiyonunda önemli rol oynayan bir elementtir. Hücre içine 

girdikten sonra membran depolarizasyonunu başlatma ve değiştirme kapasitesinin yanı sıra, 

sitosoldeki kalsiyum bağlayıcı proteinler (kalp kası hücresinde troponin C) için de ikincil 

habercidir (Hulot ve diğ., 2011). 
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2.1.KALSİYUM VE FİZYOLOJİK ÖNEMİ 

Kalsiyum; kas kasılması, gen transkripsiyonu, hormon salınımı, hafıza, öğrenme, hücre 

farklılaşması ve gelişmesi, nekroz ve apoptoz ile hücre ölümü gibi birçok hücresel cevapta rol 

oynayan önemli bir hücre içi ikincil habercidir. İstirahat halindeki bir hücrede, hücre içi serbest 

Ca+2 konsantrasyonu yaklaşık olarak 50-100 nM civarındadır. Birçok fizyolojik olayda rol 

oynayan Ca+2 iyonlarının hücre içi konsantrasyonları oldukça önemlidir. Hücrelerde var olan 

Ca+2’un en önemli kaynağı hücre dışı sıvılardır. Hücre zarında bulunan iyon kanalları Ca+2’un 

hücre dışı sıvıdan hücre içine girişine izin vermektedirler. Hücre içi Ca+2 seviyeleri, iyon 

kanallarının açılıp kapanmasına bağlı olarak artabilmekte veya azalabilmektedir (Berridge ve 

diğ., 2003). 

Depolarizasyon, hormon aktivasyonu vb. olaylar hücredeki Ca+2 artış mekanizmalarını tetikler 

ve Ca+2 konsantrasyonu 1-3 µM seviyesine yükselebilir. Kalsiyumun sinyal üretimine yönelik 

fonksiyonu sitosolik miktarının artması ile doğru orantılıdır (Berridge ve diğ., 2000). Bu artış, 

nukleustan sızma yolu ile olabileceği gibi sadece mitokondriden de olabilir (Montero ve diğ., 

2000). Hücre içerisindeki Ca+2 konsantrasyonu, eş zamanlı olarak birçok ters yönlü etkileşim 

neticesinde artabilmekte veya azabilmektedir. Kalsiyum konsantrasyonunun artışı, hücre zarına 

yerleşik bulunan ve sarkoplazmik retikulum/endoplazmik retikulum (SR/ER) yüzeyindeki iyon 

kanalları aracılığı ile gerçekleşmektedir. Ayrıca dolaylı olarak önce hücre içi sodyum (Na+) 

miktarı artabilir daha sonra da Na+/Ca+2 değiştiricisi (Na+/Ca2+exchanger, NCX) aktive olur ve 

Na+ iyonları hücre dışına verilirken, Ca+2 iyonları hücre içine alınır. Hücre içine Ca+2 girişini 

sağlayan bu kanallar, sitoplazmik serbest Ca+2 konsantrasyonunu artırırlar. Buna zıt olarak Ca+2 

konsantrasyonunun azaltılması, NCX’in ters yönde çalışması ve sarkoplazmik/endoplazmik 

retikulumda bulunan Ca+2-ATPaz (SERCA)’lar gibi birtakım mekanizmalar tarafından sağlanır 

(Jeffs ve diğ., 2006) (Şekil 2.1.1). 
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Şekil 2.1.1: Hücre içi Ca+2 döngüsünün genel şeması. Ca+2, Ca+2 kanalları ve bazı durumlarda Na+-Ca+2 

değiştiricisi (NCX) yoluyla hücre içine girebilir. Ca+2, sarkoplazmik/endoplazmik retikulumdan 

(SR/ER), riyanodin reseptörleri ve inositol (1,4,5) trisfosfat reseptörlerini içeren Ca+2 salan kanallar 

vasıtasıyla salınabilir. Ca+2, sitosolden SR/ER Ca+2-ATPaz (SERCA), sitolemmal Ca+2-ATPaz, 

Na+-Ca+2 değişimi ve mitokondriyal uniporter ile uzaklaştırılır (Wang ve diğ., 2002). 

Kalsiyum seviyesinin düzenlenmesinde mitokondri önemli rol oynar. Mitokondri, Ca+2’a düşük 

ilgi göstermesine karşılık, çok fazla oranda depolama kapasitesine sahiptir. Bu özelliği 

sayesinde Ca+2 miktarını azaltmada, dolayısı ile de hücresel cevap oluşumunda etkin rol 

oynamaktadır. Hücre içi Ca+2 sinyali, Ca+2 konsantrasyonundaki değişimlerin büyüklüğü, 

lokalizasyonu ve devam süresine bağlı olarak iletilir ve etkinliğini gösterir (Castaldo ve diğ., 

2009). Aynı zamanda kalsiyum iyonları; miyokard, arter ve ven duvarı düz kası kasılmasında 

ve kalbin iletim sisteminde önemli bir katyondur. Kalsiyum, hücreye yavaş akımlı Ca+2 

kanallarından, membran aksiyon potansiyelinin “repolarizasyon faz 2” yani plato döneminde 

girer. Miyokard hücrelerinin kasılması için, ekstrasellüler ortamdan hücre içine bir miktar Ca+2 

iyonu girmesi gerekir. Hücre içine giren bu Ca+2, sarkoplazmik retikulumdaki (SR) internal 

depolardan Ca+2’un sitoplazmaya salgılanmasına neden olur. Böylece, hücre dışından gelen 

Ca+2 ile SR’den gelen Ca+2, kasılma için gereken kritik düzeye ulaşır. Hücre içindeki Ca+2 böyle 

bir düzeye erişince, hücre dışından Ca+2’un girişi durur. Kritik düzeye ulaşmış Ca+2, 

miyofibrillerin kasılma ve gevşemesini düzenleyen bir regülatör protein olan troponin ile 

birleşerek aktin filamentleri üzerinde yer alan diğer bir regülatör protein olan tropomiyozini 

çeker. Böylece, aktin filamentleri üzerinde miyozin filamentlerinin bağlanacağı yerler serbest 
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kalır. Miyozin filamentleri, aktin filamentleri ile birleşir. Aktin filamentleri, miyozin 

filamentleri üzerinden rölatif olarak kayarken, sarkomer kısalır ve kasılma gerçekleşir (Spivack 

ve diğ., 1983; Zelis ve Flaim, 1981). 

Normal miktardaki Ca+2’un, miyokard hücrelerinin hayati fonksiyonlarını yürütmesindeki 

önemli rolüne karşın, hücreye fazla miktarda Ca+2 girmesi miyokard hasarı ve nekrozuna yol 

açabilir. İskemi, miyokard hücresi içine fazla miktarda Ca+2 girmesinden sorumlu etkenlerin 

başında yer alır (Jenning ve Ganóte, 1976). İskemi, Ca+2 iyonlarına karşı hücre membran 

geçirgenliğini artırır ve hücre içine fazla miktarda Ca+2 girmesine neden olur. Hücre içine 

girmiş fazla miktardaki Ca+2 hücre sitoplazmasında, hücrenin enerji kaynağı olan mitokondride 

birikir. Mitokondride şişme ve fonksiyon kaybı sonucunda adenozin trifosfat (ATP) yapımı 

inhibe olur. Bir yandan ATP yapımının bozulması, diğer yandan fazla Ca+2’un hücre dışına 

atılması için, fazla miktarda ATP kullanılması sonucu, ATP depoları boşalır. Kalsiyum 

iyonlarının hücre dışına atılımı bozulur (Castaldo ve diğ., 2009). 

Hücre içine kalsiyum girişinin transmembran geçirgenliği yoluyla artmasının yanında, iskemik 

durumda, hücre içinde hidrojen ve sodyum iyonları birikiminin neden olduğu asidozis de hücre 

içine Ca+2 girişini arttırır. Yine iskemide, hücre içinden hücre dışına fazla miktarda potasyum 

iyonlarının atılımı sonucu ekstrasellüler ortamda yükselen potasyum iyonları, sempatik sinir 

uçlarını uyarmak suretiyle noradrenalin sekresyonunu artırır. Noradrenalin, hücre içine Ca+2 

girişini artıran bir diğer etkendir. Böylece hipoksi sırasında, birçok faktör bir arada çalışarak 

hücre içine Ca+2 iyonu girişini hızlandırır. Kalsiyum iyonlarına duyarlı ATPaz aktivasyonu ile 

ATP kullanımının artması ve yine Ca+2’a duyarlı proteazların aktivasyonu sonucu sitoplazmada 

biriken kalsiyum iyonlarının doğrudan etkisi ile hücrede yapı ve fonksiyon bozukluğu meydana 

gelir. Fazla kalsiyumlu ortamda; mitokondriyal şişme ve nekroz, hücre membranında ve 

kontraktil proteinlerde hasar oluşur (Henry ve diğ., 1977). 

Kalp kası gibi damar düz kası kontraksiyonları için de Ca+2 önemli bir katyondur. Damarların 

vazokonstriktör tonusları Ca+2 ile sağlanır. Koroner arterlerde hem anginanın (istirahatte geçici 

göğüs ağrısı ile karakterize bir angina tipi) bir tipinde hem de kronik anginanın (egzersiz veya 

stres dönemlerinde öngörülebilir hastalık belirtileriyle karakterizedir) seyrinde, bazen miyokard 

enfarktüsüne varan spazmlara rastlanır (Mascri ve diğ., 1978). Kalsiyumun yavaş akımlı 

kanallardan hücre içine girişi, sinoatriyal ve atriyoventriküler düğümlerin ve iletim yollarının 

fonksiyonlarında da önemli rol oynar (Sabourin ve diğ., 2012). 
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Sonuç olarak, hücre dışı ortamda bulunan Ca+2, sinyal mekanizmalarında önemli rol 

oynamaktadır. Hücre içine Ca+2 girişi, büyük bir elektrokimyasal konsantrasyon farklılığının 

olması durumunda gerçekleşir (Berridge ve diğ., 2003). Hücreler, Ca+2’un hücre içerisine 

girmesine neden olabilecek aktivasyon mekanizmalarına göre farklı tipte kanallardan 

faydalanırlar. 

Bu kanallar; 

 Voltaj kapılı Ca+2 kanalları (Voltage Gated Ca2+ Channels, VGCCs), 

 Reseptöre duyarlı Ca+2 kanalları (Receptor Operated Ca2+ Channels, ROCCs) 

 Mekanik olarak aktive olan Ca+2 kanalları (Mechanically Activated Ca2+ Channels, MACCs) 

 Depo kontrollü Ca+2 kanalları (Store Operated Ca2+ Channels, SOCCs), başlıkları altında 

sınıflandırılabilirler (Şekil 2.1.2). 

 

Şekil 2.1.2: Plazma zarı boyunca düzenlenmiş Ca+2 giriş yolları. Kalsiyum, voltajla çalışan kanallar 

(VOC), ikinci haberciler yardımıyla çalışan kanallar (SMOC), depo kontrollü çalışan kanallar 

(SOC) ve reseptör ile çalışan kanallar (ROC) başta olmak üzere pek çok kanal aracılığı ile hücrelere 

girebilir. VOC’ler membran depolarizasyonu ile aktive edilirken, SMOC’ler, inositol fosfatlar, 

siklik nükleotidler ve lipitten türetilmiş haberciler (diaçilgliserol ve araşidonik asit ve metabolitleri) 

gibi ikinci haberci moleküller tarafından aktive edilirler. SOC’ler, hücre içi Ca+2 depolarının 

boşalmasıyla aktive olurlarken, ROC’ler, bir nörotransmitter veya hormon gibi agonistlerin (Ag) 

doğrudan bağlanmasıyla aktive olurlar. Buna ek olarak, Ca+2 bazı koşullar altında ters yönde çalışan 

Na+/Ca+2 değiştirici kanalları (NCX) aracılığı ile hücrelere girebilir (Parekh ve Putney, 2005). 
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2.1.1.Voltaj Kapılı Ca+2 Kanalları (VGCCs) 

Kas ve sinir hücrelerinde, aksiyon potansiyeli ile plazma zarının depolarizasyonu sonucu aktive 

olabilen ve uyarılabilen hücre tiplerinde bulunurlar. Farmakolojik özellikleri ve fonksiyonlarına 

göre L, P/Q, N, R ve T olmak üzere farklı tipleri bulunmaktadır. L, P/Q, N ve R-tipi kanalların 

aktivasyonları kuvvetli bir depolarizasyon gerektirirken, T-tipi kanallar daha zayıf 

depolarizasyonlar ile aktive olabilirler. T-tipi Ca+2 kanalları istirahat potansiyelindeki küçük 

sapmalara duyarlı olduğundan, özellikle kardiyomiyositlerde pacemaker aktivitesinde 

fonksiyoneldirler. Buna ek olarak L-tipi kanalların da kalpte önemli fonksiyonlarının olduğu 

bilinmektedir. P/Q, N ve R-tipi kanallar ise genellikle nöronlarda bulunurlar (Zamponi, 2005). 

2.1.2.Reseptöre Duyarlı Ca+2 Kanalları (ROCCs) 

Bu tip Ca+2 kanalları, yapısal ve fonksiyonel olarak farklılık gösteren salgı hücreleri ve sinir 

sonlarında sıkça rastlanan bir dizi kanaldan oluşmuşlardır. Bu kanallar agonistlerin, 

nörotransmitterlerin veya hormonların hücre zarındaki ilgili reseptörlerine bağlanması sonucu 

açılmakta ve hücre dışında 10.000-20.000 katı fazla bulunan Ca+2 iyonlarının hücre içine 

girmesine neden olmaktadırlar. En iyi bilinen ROCC’lar nikotinik asetilkolin ve N-methyl-D-

aspartate (NMDA) reseptörlerini içerirler. ROCC’lar hücre yüzeyinde bulunan özel alana 

agonistin bağlanması ile aktive olurlar. Farklı tipteki ROCC’lar çok geniş bir agonist yelpazesi 

içerisinde çeşitlilik gösterirler (örn: ATP, serotonin, glutamat ve asetilkolin) (McFadzean ve 

Gibson, 2002). 

2.1.3.Mekanik Olarak Aktive Olan Ca+2 Kanalları (MACCs) 

Birçok hücre tipinde bulunan bu kanallar, stres ve şekil değişikliği durumunda bilgi 

iletilmesinde görev alırlar. İşitme ve dengedeki rollerinin yanı sıra kardiyovasküler 

düzenlemede, ozmotik homeostazide ve hücre deformasyonuna karşı cevap oluşturulmasında 

da görev alırlar (Boitano ve diğ., 1992; Martinac, 2004). 

2.1.4.Depo Kontrollü Ca+2 Kanalları (SOCCs) 

Bu kavram ilk kez 1986 yılında Putney (1986) tarafından ileri sürülmüştür. Depo kontrollü Ca+2 

kanalları, hücre içi Ca+2 depolarının boşalmasına cevap olarak ya da farmakolojik bir ajan veya 

fizyolojik olarak Ca+2’u hareketlendirecek haberciler tarafından aktive olabilirler (Putney ve 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McFadzean%20I%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibson%20A%5Bauth%5D
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diğ., 2001). Hücre içi Ca+2 seviyesi belirli bir düzeye ulaştığında SOCC’ler açılır ve bu kanallar 

aracılığıyla hücre dışından içeriye Ca+2 iyonu girer. Depoların dolu olduğu koşullarda hücre 

içine Ca+2 girişi görülmezken, depolar boşaldığında Ca+2 girişi gerçekleşir. Hücre içi Ca+2 

derişimi artar ve boşalan depolar yeniden doldurulur. Kalsiyum depolarının patlatılmasından 

kaynaklanan Ca+2 girişi artmasının birçok hücre tipinde görülmesinden dolayı, SOCCs’ler 

hücre zarındaki en yaygın Ca+2 kanal alt tipi olabilirler (Bootman ve diğ., 2001). Bu kanallar 

elektrofizyolojik olarak çalışılmış ve hücre tipine göre farklılık gösterdiği görülmüştür. Bu da, 

her bir hücre tipinin farklı tipte SOCC kanalına sahip olduğunu göstermektedir. Günümüzde, 

SOCC’lerin en iyi örneği geçici reseptör potansiyel (Transient Receptor Potential=TRP) olarak 

adlandırılan homolog yapıdaki proteinlerdir (Katz ve Minke, 2009). 

2.2.GEÇİCİ RESEPTÖR POTANSİYEL (TRANSIENT RECEPTOR 

POTENTIAL=TRP) KATYON KANALLARI 

İlk defa 1986 yılında meyve sineği Drosophila melanogaster’in görme sisteminde tespit edilen 

TRP proteinleri (Putney, 1986) birçok farklı hücre tipinde yer alan ve özellikle Ca+2 

homeostazisinde son derece önem taşıyan katyon kanalları ailesidir. TRP kanalları, hücre içi ve 

hücre dışı habercilerin reseptörlerine bağlanmaları, kimyasal veya mekanik stresler gibi birçok 

uyaran tarafından aktive olabilirler. Buna ek olarak, bazı TRP kanalları sürekli açık halde 

bulunurken, bazıları hücre içi Ca+2 depolarının boşalmasını takiben aktifleşirler (Nilius, 2004).  

TRP katyon kanalları amino asit benzerliklerine göre; TRPC (kanonikal), TRPV (vanilloid), 

TRPM (melastatin), TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin) ve TRPA (ankirin) şeklinde 

sınıflandırılabilirler (Clapham ve diğ., 2001). TRPM4 ve TRPM5 kanalları dışında karakterize 

edilmiş tüm işlevsel TRP kanalları Ca+2 için oldukça geçirgendirler. Bu durum, sadece Ca+2 gibi 

iki değerlikli katyonlar için değil, aynı zamanda bir değerlikli katyonlar için de geçerlidir. 

Örneğin; TRP kanallarının birçoğu daha fazla seçici olmakla birlikte Na+ iyonlarının geçişine 

izin verirler. Bununla birlikte, TRPV1, TRPML1 ve TRPP3 kanalları da H+ iyonları için 

oldukça geçirgendirler (Clapham, 2003).  

Hücre içi Ca+2 konsantrasyonundaki değişimlerin olası fizyolojik sonuçları göz önüne 

alındığında, tüm bu TRP kanallarından “TRP Canonical (TRPC)” alt ailesinin oldukça önem 

taşıdığı düşünülmektedir. 
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2.2.1.TRPC Kanalları 

TRPC kanalları, pek çok dokuda anlatımı yapılan ve özellikle Ca+2 iyonlarına geçirgen olan 

membran proteinleridir. Kanalların Ca+2 ve Na+ iyonlarına geçirgenlik oranları alt tiplerine göre 

farklılıklar gösterir. Memelilerde toplam 7 adet TRPC proteini belirlenmiştir. TRPC ailesi, dizi 

ve işlevsel benzerliklerine göre; TRPC1, TRPC4/5, TRPC3/6/7 ve TRPC2 şeklinde 4 alt gruba 

ayrılabilir (Clapham ve diğ., 2001).  

TRPC kanalları, hücre dışı bir agonistin G proteinine bağlı reseptörlere (GPCR) bağlanması ile 

uyarılan fosfolipaz C (PLC) sinyal yolağı ile aktive olurlar. Bu yolakta üretilen diaçilgliserol 

(DAG), direkt olarak TRPC3, TRPC6 ve TRPC7 kanallarını aktive ederken, inositol trifosfat 

(IP3) SOCC’leri aktive etmek için depoların boşalmasını sağlar (Şekil 2.2.1.1). Bu 

mekanizmalar, hücre içi Ca+2 konsantrasyonunun TRPC kanalları aracılığı ile düzenlenmesinde 

oldukça önemlidirler (Nilius ve diğ., 2007). 

2.2.1.1.TRPC1 

Yaygın doku dağılımı gösteren bir proteindir ve bu kanal için birçok aktivasyon mekanizması 

ile fizyolojik rol ileri sürülmüştür. Hücre zarının gerimi gibi mekanik stresler ve hücre içi Ca+2 

depolarının boşalması sonucunda direkt olarak aktive olabilirler (Maroto ve diğ., 2005). 

TRPC1’in düz kas, beyin, kalp, testis, ovaryum, endotel hücreleri ve salgı bezlerinde yüksek 

miktarlarda anlatımı yapılmaktadır. TRPC1, damar düz kas hücrelerinde kasılmada ve 

proliferasyonda önemli rol oynamaktadır (Bergdahl ve diğ., 2005).  

2.2.1.2.TRPC2 

TRPC2 kanalı ile ilgili yeterli bilgiye sahip olunmamasına rağmen, fare ve sıçanda vomeronasal 

organda feromon duyargası olarak işlev gören bir protein olduğu bilinmektedir. Bu proteini 

kodlayan gen insan genomunda prematüre sonlanma bölgesi içerdiğinden, yalancı gen olarak 

tanımlanır (Hofmann ve diğ., 2000). Ayrıca, TRPC2’nin fertilizasyon sırasında fare spermine 

Ca+2 girişinin sürdürülmesinde rolü olduğu gösterilmiştir (Jungnickel ve diğ., 2001).  

2.2.1.3.TRPC3  

TRPC3, hücre membranında bulunan ve DAG aracılığıyla aktive olan kanallardan biridir. Bu 

kanallar, özellikle Ca+2 iyonlarına karşı fazlaca geçirgen olmakla birlikte, Na+ iyonlarının da 
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hücreye girişini sağlarlar (Hofmann ve diğ., 1999). Esas olarak beyin, düz kas ve kalp kası 

hücrelerinde anlatımı yapılmaktadır. TRPC3 kanallarının yüksek miktardaki anlatımları ve 

buna bağlı olarak Ca+2’un hücre içine girişindeki artış, vazokonstriksiyonu ve kan basıncını 

artırmaktadır (Liu ve diğ., 2009). Bu kanalın hipertansiyon ve kardiyak hipertrofide 

patofizyolojik bir rol oynadığı ileri sürülmüştür (Ohba ve diğ., 2007). Aynı zamanda, TRPC3 

aracılığıyla düzenlenen depo kontrollü Ca+2 girişinin, kardiyomiyositlerde apoptozu artırdığı da 

bildirilmektedir (Shan ve diğ., 2008). 

 

Şekil 2.2.1.1: TRPC kanallarının aracılık ettiği Ca+2 akış mekanizmaları. A: Reseptör aracılı Ca+2 girişi 

(ROCE; Receptor Operated Calcium Entry). G proteinine bağlı reseptörlere (GPCR) agonist 

bağlanması, zarda bulunan fosfoinositol bifosfat (PIP2)’ın, IP3 ve DAG moleküllerine ayrılmasını 

aktive eden PLC’yi uyarır. IP3, ER/SR’de bulunan IP3R’lere bağlanarak Ca+2’un sitoplazma içine 

salınmasına neden olur. DAG ise, TRPC3, TRPC6 ve TRPC7 kanallarını doğrudan etkileyerek, 

plazma membranı üzerinden hücre içine Ca+2 girişini sağlar. B: GPCR’nin uyarılmasını takiben 

değişen, ER/SR’den Ca+2 salınımı kaynaklı fazik artış ve ROCE kaynaklı değişen hücre içi Ca+2 

seviyelerinin zamana bağlı durumu. C: Depo kontrollü Ca+2 girişi (SOCE; Store Operated Calcium 

Entry). ER/SR’de Ca+2’un tükenmesi, ER/SR zarına yakın konumlanan stromal etkileşim molekülü 

1 (Stromal Interaction Molecule 1=STIM1)’in uyarılmasına neden olur. STIM1, Ca+2 akışını 

arttırmak için plazma membranında Orai1 ile etkileşir. TRPC1, TRPC4 ve TRPC5 kanalları, 

bağımsız olarak veya STIM1/Orai1 ile bağlantılı olarak SOCE’ye katılabilir. D: Tipik bir SOCE 

deneyi örneği. Ca+2 içermeyen koşullar altında, hücreler SERCA inhibitörü ile muamele edilir. 

SERCA inhibitörü olan Thapsigargin, Ca+2’un ER/SR’den sitoplazmaya sızmasına neden olur. 

Deney ortamına tekrar Ca+2 ilavesi, SOCE’ye neden olarak ER/SR depolarının yeniden dolmasını 

sağlar (Earley ve Brayden, 2015). 
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2.2.1.4.TRPC4 ve TRPC5 

TRPC4 ve TRPC5 kanalları, tirozin kinaz aktivitesi gösteren reseptörler aracılığıyla aktive 

olurlar (Otsuguro ve diğ., 2008). TRPC4, damar düz kas hücrelerinin düzenlenmesinde görev 

alır ve endotel ile çeşitli düz kas hücrelerinde anlatımı yapılır (Watanabe ve diğ., 2008). 

TRPC5’in ise vasküler hastalıklardaki rolü tam olarak bilinmezken, insan kalp yetmezliğinde 

anlatımının önemli derecede arttığı gözlenmiştir. Ayrıca, TRPC1 kanalının hücre membranına 

translokasyonu için TRPC4 ve TRPC5 ile etkileşim halinde olduğu belirlenmiştir (Guinamard 

ve Bois, 2007). 

2.2.1.5.TRPC6 

TRPC6 kanalı da TRPC3 gibi DAG tarafından aktive edilen bir katyon kanalıdır. Bu kanallar, 

hücre membranının altındaki vesiküllerde tutulur ve reseptör aktivasyonuna yanıt olarak hızla 

hücre zarına taşınırlar (Cayouette ve diğ., 2004). TRPC4/5 alt gurubu gibi bunların da TRPC3 

ve TRPC7 ile bir küme oluşturduğu düşünülmektedir. Örneğin; TRPC6 geni olmayan farelerde, 

TRPC3 kanal anlatımının ve buna bağlı olarak damar düz kas kasılması ve kan basıncının arttığı 

gösterilmiştir (Dietrich ve diğ., 2005). 

2.2.1.6.TRPC7 

TRPC7, DAG ile aktive olan ve hücre içine Ca+2 girişine izin veren kanallardan biridir. Bu 

kanalların endoteliyal hücreler ve kalp hücrelerinde anlatımları yapılmaktadır. TRPC7’nin 

patofizyolojik rolü tam olarak anlaşılmamasına rağmen, kalp yetmezliğini takiben oluşan 

kardiyak hipertrofide önemli olduğu ve apoptozda artışa yol açtığı bildirilmektedir (Guinamard 

ve Bois, 2007). 

2.2.2.TRPC Kanallarının Aktivasyonu 

TRPC’ler ile ilgili önemli konularından biri, bu kanalların aktivasyon mekanizmalarıdır. TRPC 

kanalları hem depo kontrollü olarak hem de reseptör aktivasyonu ile hücre içine Ca+2 

alınmasında fonksiyoneldirler. Depo kontrollü Ca+2 girişi membranda bulunan ve önceleri 

TRPC denilen fakat daha sonra Orai1 olarak isimlendirilen kanallar tarafından gerçekleştirilir. 

Deponun boşalması ile SOCC’ların açılışı arasındaki ilişkinin anlaşılmasında çeşitli 

mekanizmalar ileri sürülmüştür (Bezzerides ve diğ., 2004; Rosado, 2006). Ancak son yıllarda 
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yapılan çalışmalarda, ER zarında bulunan bir transmembran protein olan STIM1’in, depo 

kontrollü Ca+2 girişinde önemli işlevleri olduğu bildirilmiştir (Spassova ve diğ., 2006; Liao ve 

diğ., 2008; Hulot ve diğ., 2011). STIM1, sahip olduğu Ca+2 bağlayıcı bölgesi aracılığıyla 

deponun Ca+2 oranını algılar ve hücre zarında konumlanmış Orai1 ile etkileşime geçer (Collins 

ve diğ., 2013). Aynı zamanda çeşitli hücre tiplerinde STIM1, TRPC kanalları ile etkileşim 

halinde bulunur (Huang ve diğ., 2006) (Şekil 2.2.2.1 ve Şekil 2.2.2.2). 

 

Şekil 2.2.2.1: TRPC3’ün aktivasyonunda yer alan sinyal yolları. G proteinine bağlı reseptör (GPCR), 

fosfolipaz C'yi (PLC) aktive eder ve IP3 ve diaçilgliserol (DAG) üretir. IP3, SR/ER’den Ca+2 

salınmasına ve SR/ER Ca+2 deposunun tükenmesine yol açan reseptörünü (IP3R) aktive eder. 

Depodaki Ca+2 değişikliği, STIM1 sensörü tarafından algılanabilir ve bu ER Ca+2 sensörü TRPC3 

kanalları aracılığıyla depo kontrollü Ca+2 girişine (SOCE) neden olabilir. Bir diğer olasılık, DAG’ın 

TRPC3’ü doğrudan aktifleştirebilmesi ve reseptöre duyarlı Ca+2  girişine (ROCE) neden olmasıdır 

(Ju ve diğ., 2015). 

STIM1’in TRPC kanalları ile ilişkili olarak kasılma fonksiyonu üzerine de etkileri vardır. 

Özellikle kalpteki etkileri çok az biliniyor olmasına rağmen, yapılan bir çalışmada STIM1 

aktivasyonunun kardiyomiyositlerde hipertrofiye neden olduğu ve anlatımının baskılanması 

durumunda kalbin hipertrofiden korunduğu bildirilmiştir (Hulot ve diğ., 2011). STIM1’in 

Orai’lerden ziyade TRPC kanalları ile neden etkileşim içinde olduğu konusuna henüz tam 

olarak açıklık getirilememiştir (Yuan ve diğ., 2007). Bunlara ek olarak, TRPC kanalları 

hücresel mekanik streslere de duyarlıdır. Bu durum, damarların yapısında ve kasılma 

fonksiyonlarında bozulmalar ile hemodinamik değişimlere neden olduğundan, özellikle 

kardiyovasküler sistem için çok önemlidir. Özetle, TRPC kanallarının aktivasyonları; 

bulundukları hücre tipleri, anlatım seviyeleri, hücre içi lokalizasyonları gibi birçok faktör 

tarafından belirlenebilir ve mekanizmaları oldukça karmaşıktır. Kanalların düzenlenmesindeki 
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bu karmaşıklık TRPC kanallarının yer değiştirmelerinden kaynaklanabilir. Hücre membranının 

altında, vesiküller içinde tutulan TRPC proteinlerinin agonist bir molekülün uyarısıyla 

membrana yerleştikleri ve etkilerini bu şekilde gösterdikleri ileri sürülmektedir (Singh ve diğ., 

2004). 

 

Şekil 2.2.2.2: STIM1 ve Orai’nin rolleri. Bir plazma membran reseptörünün (R) agonist (Ag) ile 

aktivasyonu, IP3 reseptörünü (IP3R) harekete geçirerek, endoplazmik retikulumda depolanmış 

Ca+2’un boşalmasına neden olur. Kalsiyum, STIM1’deki EF el motifini ters olarak bağlar; depodaki 

Ca+2’un boşalması, STIM1’in endoplazmik retikulum içinden plazma zarında bulunan Orai 

kanallarına doğru yeniden şekillenmesine neden olur. STIM1 daha sonra Ca+2’a geçirgen olan Orai 

kanallarını aktive eder (Putney, 2007). 

2.2.3.TRPC Kanalları ve Negatif Geri Besleme Mekanizmaları 

Protein Kinaz G (PKG) ve Protein Kinaz C (PKC)’ye bağlı sinyal yolakları, TRPC kanal 

aktivasyonlarının negatif geri besleme mekanizmaları olarak görev yaparlar. TRPC3 ve 

TRPC6’nın aktiviteleri PKG ile katalizlenen fosforilasyon sonucu büyük ölçüde zayıflatılır 

(Nishida ve Kurose, 2008). PKG, her biri kardiyak hipertrofiyi negatif yönde düzenleyen nitrik 

oksit (NO) ya da atriyal natriüretik peptit (ANP)-siklik guanizin monofosfat (cGMP) sinyal 

yolaklarının son ürünüdür. TRPC6, ANP/BNP-cGMP-PKG (Atriyal Natriüretik Peptit/Beyin 

Natriüretik Peptit-Siklik Guanozin Monofosfat-Protein Kinaz G), antihipertrofik sinyal 

yolunun direkt hedefidir ve bu sinyal yolunun TRPC6 kanal aktivitesini inhibe ederek kardiyak 

hipertrofiyi engellediği gösterilmiştir (Koitabashi ve diğ., 2010). Benzer şekilde, TPRC3’ün 

aşırı anlatımı NO tarafından inhibe edilebilir ve TRPC6 da PKG ile düzenlenen fosforilasyon 

bölgelerine sahip olduğundan, NO tarafından benzer düzenlemelere maruz kalabilir (Chen ve 

diğ., 2009). Sonuçta yüksek PKG aktivitesi hücre içine Ca+2 girişini azaltırken (Nishida ve diğ., 
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2010), cGMP-PKG sinyalinin azalması TRPC kanal aktivitesini artırarak kardiyak hipertrofiye 

neden olabilir. Aynı zamanda ANP’nin, angiotensin II (Ang II) gibi agonistler aracılığıyla 

aktive olan TRPC kanalları boyunca ventriküler miyositlere Ca+2 girişini inhibe ettiği de 

gösterilmiştir (Kinoshita ve diğ., 2010). Angiotensin II ile uyarılan hipertrofik büyüme, NFAT 

(Aktive Edilmiş T-Hücrelerinin Nüklear Faktörü=Nuclear Factor of Activated T cells) 

tarafından gerçekleşir. Kardiyomiyositlerde NFAT aktivasyonu için temel mekanizma, depo 

kontrollü Ca+2 girişi ile ilişkilidir. STIM1/Orai1 etkileşimi sonucunda hücre içine giren Ca+2, 

NFAT’ı aktive eder (Zhang ve diğ., 2005; Hulot ve diğ., 2011). Angiotensin II ve NFAT 

aktivasyonu ile gerçekleşen hipertrofik cevaplar, Ca+2 salınımının düzenli olarak 

tekrarlanmasına ihtiyaç duyar. Düzenli Ca+2 salınımı, TRPC kanallarının aktivasyonu ile L-tipi 

Ca+2 kanallarının uyarılması ve sonuçta oluşan membran depolarizasyonu aracılığıyla tetiklenir 

(Wilkins ve Molkentin, 2004; Woodcock ve Matkovich, 2005). Angiotensin II; TRPC3 ve 

TPRC6 kanallarının aktivasyonu ile uyarılan NFAT ve hipertrofik cevaplar ile korelasyon 

içindedir (Onohara ve diğ., 2006) (Şekil 2.2.3.1).  

 

Şekil 2.2.3.1: Kardiyak hipertrofide TRPC3/6/7’nin rolü. Zar basıncı ve/veya ligandı olan Ang II ile 

uyarılan angiotensin tip I (AT1) reseptörü, PIP2 hidrolizine yol açar. Ardından DAG doğrudan 

plazma zarındaki TRPC3/6/7 kanallarını aktive eder. TRPC3’ün ayrıca IP3 reseptörleri ile fiziksel 

olarak etkileşime girdiği gösterilmiştir. Kalsinörin’in Ca+2 kalmodulin ile aktivasyonu, NFAT’ı 

defosforile eder (Naeini ve diğ., 2010). 
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TRPC kanalları; Ang II, endotelin-1 (ET-1), katekolaminler gibi agonistler ya da membran 

gerimi ile PLC’nin aktivasyonu sonucu uyarılırlar. DAG, reseptöre duyarlı Ca+2 kanallarını 

(ROCC) aktive ederken, IP3 depo kontrollü Ca+2 kanallarını (SOCC) aktive etmek için 

depoların boşalmasını sağlar. TRPC kanalları, gerim ile de aktive olurlar. STIM1 depo 

kontrollü Ca+2 girişi için TRPC’leri uyarır. TRPC kanalları da Orai’ler ile fonksiyonel olarak 

etkileşime geçer. Doğrudan TRPC kanallarının aktivasyonu, dolaylı olarak da L-tipi Ca+2 

kanallarının aktivasyonu ve NCX’in ters yönde çalışması ile hücre içine giren Ca+2, kalsinörini 

aktive eder. Kalsinörin de hipertrofik genler ile BNP’yi düzenlemek ve TRPC gen anlatımını 

artırmak için NFAT’ı uyarır. TRPC kanalları, NO-cGMP ya da ANP/BNP-cGMP sinyal 

yolakları ile uyarılan PKG ile inhibe edilir. Riyanodin reseptörlerinden (RyR) Ca+2 salınımı 

sonucunda da PKG fosforilasyonu gerçekleşir ve TRPC kanalları inhibe edilir (Eder ve 

Molkentin, 2011) (Şekil 2.2.3.2). 

 

Şekil 2.2.3.2: TRPC kanalları ve ilişkili sinyal yolakları (Eder ve Molkentin, 2011). 

2.3.KARDİYOVASKÜLER HASTALIKLAR VE TRPC KANALLARI 

Kalsiyum sinyali sistemi, hücresel işleyişin devamını sağlayan farklı birçok yolu kontrol 

etmektedir. Kalpte, hücre içi Ca+2 konsantrasyonu kalbin kasılması ve gevşemesi açısından 

kritik rol oynar. Kalsiyum sinaptik aralıkta mikrosaniyeler içerisinde ekzositozu tetiklerken, 

diğer tarafta dakikalar hatta saatlerce süren gen transkripsiyonu ve hücresel farklılaşma 
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olaylarını kontrol eder (Bootman ve Roderick, 2008). Hücre içi Ca+2 deposu olarak görev yapan 

ER veya kaslardaki SR Ca+2 salınımı, Ca+2’un kendisi veya inositol 1,4,5-trifosfat, adenozin 

difosfat riboz (ADPR), nikotinik asit adenin dinüklotid fosfat (NAADP) ve Sfingosin-1 fosfatın 

da aralarında bulunduğu geniş bir haberci grubu tarafından hücre içi depolar üzerinde bulunan 

salınım kanalların uyarılması veya düzenlenmesi ile kontrol edilmektedir. Hücre içi 

organellerden özellikle endoplazmik retikulum, IP3 reseptörleri bakımından zengin Ca+2 

serbest bırakan organeldir. Bunlar kardiyomiyositlerde bulunmaktadırlar. Kalbin kasılıp 

gevşemesinde başlıca Ca+2 kaynağı olan ilgili riyanodin reseptörlerinin miktarından az 

olmasına rağmen kardiyomiyositlerde bulunmaktadır (Berridge ve diğ., 2003). IP3 reseptörleri 

her ne kadar aktivasyon için inositol trifosfata mutlak ihtiyaç duysalar da, sitosolik Ca+2, 

inositol trifosfat reseptörleri üzerine riyanodin reseptörleri üzerindeki etkiye benzer bir etki 

gösterdiklerinden, voltaj kapılı Ca+2 kanalları olarak değerlendirilebilirler. 

Kardiyomiyositlerdeki baskın inositol trifosfat reseptörü, tip 2 reseptörlerdir (Györke ve diğ., 

2007). Ancak bu reseptörlerin kalpteki rolleri hakkında çok fazla bilgi bulunmamaktadır. 

Aksiyon potansiyelinin sonlanmasıyla Ca+2 iyonları, plazma zarı Ca+2-ATPaz (PMCA) 

pompasıyla hücre içinden dışına pompalanır. Bunun yanında Ca+2, SERCA yardımıyla hücre 

içindeki Ca+2 depolarına gönderilir. Ek olarak Ca+2 hücre içi bileşikleri sarkoplazmik retikulum 

gibi SERCA pompası aktivasyonu ile gönderilir (Gomes ve diğ., 2008). 

Kalsiyum sinyal yolağının uyarılması, kalp hastalıklarında önem taşıyan sistolik/diyastolik 

fonksiyon bozukluklarına ve miyokardiyal apoptoz gelişimine neden olur (Kang ve Izumo, 

2003). TRPC kanallarının aktivasyonu, Ca+2 bağımlı sinyal yolağını uyararak, patolojik 

kardiyak yeniden yapılanmaya, hipertrofiye ve proapoptotik etkilere neden olur (Eder ve 

Molkentin, 2011). TRPC3 ve TRPC6 benzer özelliklere sahip olduğundan, ventriküler 

miyositlerde TRPC6 anlatımının, olası kardiyak hipertrofiyi ve kalp hastalıklarını artırdığı da 

bilinmektedir (Feng ve diğ., 2011).  

İzole kalpteki IR hasarında TRPC kanallarına yönelik çalışmalar oldukça sınırlıdır. Yapılan 

çalışmalarda, sitosolik Ca+2 artışının IR hasarı sonucu hücre ölümünde önemli bir rol oynadığı, 

ayrıca depo kontrollü Ca+2 girişinin IR hasarını takip eden kardiyomiyosit apoptozunda etkili 

olduğu belirtilmiştir. TRPC kanalları bloke edildiğinde, apoptozda ve miyokard enfarktüsünde 

önemli derecede azalma meydana geldiği gösterilmiştir. Normal koşullarda, kalpte oldukça 

düşük olan TRPC3 ve TRPC6 kanallarının anlatımları, kalp hastalıklarında belirgin bir artış 
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göstermiştir (Eder ve Molkentin, 2011). Ayrıca, bu kanalların birlikte delesyonlarının, kardiyak 

bozukluklar üzerinde koruyucu etkiye sahip olduğu belirlenmiştir (Wu ve diğ., 2010).  

2.4.İSKEMİ/REPERFÜZYON (IR) HASARI  

İskemi, arteriyel ya da venöz kan akımının bozulmasına bağlı olarak, organların ve dokuların 

yetersiz perfüzyonuna yol açar ve oksijenden yoksun kalmalarına neden olur. İskemi, hücresel 

enerji depolarının boşalması ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hücre ölümüne yol 

açar (Zimmerman ve Granger, 1992). Kısa iskemik periyotlarda kalp kasında, kontraktil 

fonksiyonda bozulmalar gözlenebilirken, uzamış iskemide nekroza kadar giden hasar oluşur 

(Kloner ve diğ., 1998; Kloner ve Jennings, 2001). Hücrelerin rejenerasyonu ve toksik 

metabolitlerin temizlenmesi için iskemik dokuya yeniden kan akımı gerekir. İskemiye maruz 

kalan doku ya da organların yeniden kanlanması ve oksijenlenmesi olayına reperfüzyon denir 

(Damjanov ve Linder, 1995). İskemik dokunun reperfüzyonu, iskemi ile oluşandan daha fazla  

doku hasarına neden olur (Zimmerman ve Granger, 1992). Reperfüzyon hasarı, iskemiden 

sonra yeniden kanlanma sürecinde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak 

tanımlanır. Hücrelerin yeniden kanlanması sürecinde, hücre içine giren moleküler oksijenlerin 

hızlı bir şekilde serbest oksijen radikal (SOR) türevlerini oluşturması olayı başta olmak üzere 

birçok mekanizma reperfüzyon hasarında rol oynamaktadır. Reperfüzyon hasarına karşı 

proteinler, zar lipitleri, nükleik asitler ve deoksiribonükleik asit molekülleri oldukça hassastır 

(Wilhelm, 1990). 

İskemiye maruz kalan hücrelerde yapısal ve metabolik değişiklikler meydana gelir. İskemi 

sırasında kan akımının kesilmesi ile dokularda oldukça önem arz eden, hücresel oksidatif 

fosforilasyon, adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yüksek enerjili fosfatların sentezleri 

azalır (Jennings ve Reimer, 1991). Hücrelerin enerji kaynağı olan bu moleküllerin giderek 

azalması sonucu, hücre zarında bulunan sodyum/potasyum-ATPaz (Na+/K+-ATPaz) pompası 

çalışamaz hale gelir. Sonuçta hücre içinde bulunan Na+ ve Ca+2 iyonları hücre dışına 

pompalanamayıp, bu iyonların hücre içi konsantrasyonları artmaya başlar (Green ve diğ., 

1989). Özellikle hücre içinde artan Ca+2 konsantrasyonu, hücre için oldukça sitotoksik bir etki 

meydana getirir (Orrenius ve diğ., 1992). 

İskemi/reperfüzyon hasarının zararlı fizyolojik etkilerinden sorumlu çeşitli faktörlerın olduğu 

belirtilmiştir. Bu faktörlerden; serbest oksijen radikalleri, kompleman sistemi ve endotel 
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hücreleri ile polimorf nüveli lökositler (PMNL) iskemik hasarın nedenleri arasında yer 

almaktadır (Homer-Vanniasinkam ve diğ., 1997; Monsinjon ve diğ., 2001). 

Kalpte, IR hasarını takiben miyokardiyal fonksiyon bozuklukları, miyokardiyal sersemleme, 

reperfüzyon aritmileri, koroner endoteliyal ve mikrovasküler fonksiyon bozuklukları ve 

miyositlerde nekroz görülebilir (Kloner ve diğ., 2001). Miyokardiyal reperfüzyon hasarı, 

reperfüzyon sırasında henüz sağlam olan miyositlerin reperfüzyonla tetiklenen metabolik, 

fonksiyonel ve yapısal olaylar zinciri sonucunda hasar görmesi olarak tanımlanabilir. Kısa 

süreli iskemilerde miyokard fonksiyonları genellikle hızla düzelirken, uzun süreli ve ağır 

iskemilerde düzelme saatler ya da günler alabilir (Bolli, 1990). Hücre hasarının artışı, kalpte 

geri dönülemez olayların başlangıcı da olabilir (Ku, 1982; Lucchesi, 1990).  

İskemi/reperfüzyon döneminde farklı mekanizmalarla gelişen kontraktür gözlenebilir. 

Miyokardiyal kontraktür, kalp kası hücrelerinin kasılmasına yol açan aktin ve miyozin arasında 

çapraz bağlanmanın geri dönüşümsüz hale gelmesiyle ortaya çıkar. Miyokardiyal kontraktür, 

Ca+2 bağımlı ve rigor tip olmak üzere ikiye ayrılır: 

Ca+2-bağımlı kontraktür: İskemik hücrelerde, Ca+2 düzeylerini dengeleyen fonksiyonlarda 

bozulmalar görülür. Bu hasar sonucunda hüre dışından ve hücre içi depolardan Ca+2 akımının 

artışı ile sitoplazmadaki Ca+2 miktarı, reperfüzyon döneminde toksik düzeylere çıkabilir. 

Sitoplazmik Ca+2 düzeylerinin aşırı yüksekliği miyofibrillerin duyarlılığını azaltarak, 

kontraktür gelişimine yol açar. Mitokondrinin ATP sentezini sürdürme yeteneği, iskemik 

periyot sırasında ciddi hasar görmezse, reperfüzyon sürecinde enerji üretim mekanizmasının 

hızla geri kazanılmasına yol açar. ATP'nin tekrar sentezlenebilmesi, kardiyomiyositlerde 

sitosolik katyon dengesini yeniden sağlarken, iskemiden sonra hasar gören kasılma 

mekanizmasını da yeniden etkinleştirir (Piper ve diğ., 2003). 

Rigor tip kontraktür: İskemi periyodunun uzaması, hücrelerin yeniden oksijenlenme 

döneminde enerji üretim yeteneğini kısıtlar veya ortadan kaldırır. Bu dönemdeki ATP 

düzeylerinin düşüklüğü rigor tipi kontraktür gelişimini tetikler. Kontraktürün oluşumu 

Ca+2’dan bağımsızdır. Her iki kontraktür tipi de mekanik güçsüzlüğe, doku nekrozuna ve global 

iskeminin bütün kalbi etkilemesiyle görülen katılaşmış kalp fenomenine yol açabilir (Piper ve 

diğ., 2003). 
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İskemi/reperfüzyon döneminde harekete geçen tüm mekanizmaların sonucu olarak kalp 

hücrelerinde nekroz gelişimi de görülür (Piper ve diğ., 2003). Aynı zamanda miyokard 

enfarktüsü geçiren hastaların miyositlerinde apoptoz da görülebilir (Singal ve diğ., 1998). In 

vitro çalışmalar ve hayvan modellerinde IR, miyokard enfarktüsü ve kronik basınç yüklenmesi 

(hipertansiyon) gibi durumların oksidatif stres oluşturarak apoptoz yoluyla miyosit kaybına 

neden olduğu gösterilmiştir (Benjamin ve Schneider, 2005; Giordano, 2005). 

İskemi/reperfüzyon hasarında serbest radikallerin rolü ortaya konmuş ve bunun sitosolden 

sarkoplazmik retikuluma Ca+2 transportunun azalması sonucu oluştuğu gösterilmiştir (Hess ve 

diğ., 1983). Post-iskemik reperfüzyon, miyokardiyal ve koroner endotel fonksiyon 

bozukluğuna yol açar. Miyokardiyal iskemi sırasında, intrasellüler asidozis iyonik pompalarla 

Ca+2 ile yer değiştiren Na+’un sitosolik konsantrasyonundaki artışına yol açarak, hücrenin aşırı 

Ca+2 yüklenmesine, miyofilamentlerin Ca+2’a duyarlılığını azaltarak neden olur (Tani ve Neely, 

1989).  

2.5.KALPTE İSKEMİ/REPERFÜZYON HASARININ KALSİYUM VE TRPC 

KANALLARI İLE İLİŞKİSİ 

Kalp, normal fonksiyonunu sürdürebilmek için devamlı olarak oksijene gereksinim duyar. 

Miyokardlarda oksijen tüketiminin yaklaşık %80’i kasılma sırasında gerçekleşen 

elektromekanik işlerde kullanılır (Segal, 1962). İskemide çalışan bir kalp, arrestteki kalpten 

daha fazla enerjiye gereksinim gösterir. Koroner arter kanı miyokarddan her geçtiğinde, kalbe 

sunulan oksijenin %75’i harcanır. Buradan anlaşılacağı gibi kalp, oksijen temininde meydana 

gelecek kısıtlamalara karşı oldukça duyarlıdır (Brover ve diğ., 1983). İskemi sırasında oluşan 

zararlı değişimlerin reperfüzyonla daha da şiddetli ve belirgin hale gelmesi ile kendini gösteren 

tablo, hücre içinde Ca+2 birikmesi, geri dönüşümsüz hasar görmüş miyositlerin nekrozunun 

hızlanması, miyokardiyal ödemin artışı ve oksijen içeriği normale döndüğü zaman oksijeni 

kullanamama ile karakterizedir (Buckberg, 1987).  

Kalsiyum içermeyen bir perfüzat ile kalbin kısa süreyle perfüze edilmesinden sonra, Ca+2 içeren 

bir perfüzyon uygulandığında, yaygın doku yıkımı, enzim açığa çıkması, kontraktür gelişimi ve 

yüksek enerjili fosfat depolarında önemli düşüşe neden olmaktadır. Bu tablo Zimmerman ve 

diğ. (1967) tarafından kalsiyum paradoksu olarak tanımlanmıştır. Reperfüzyon sırasında Ca+2 

aşırı biçimde hücre içine girmekte ve hücre içi sıvı dengesini düzenleyen mekanizmalar 
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bozulmaktadır. Kalsiyumun artışı serbest radikallerin oluşumunu tetikler ve sarkolemmaya 

hasar verebilir. Sitoplazmik Ca+2’un azalmasının sonucunda, reperfüzyon sırasında Ca+2 pasif 

difüzyonla hücre içine geçer. Hücre içine Ca+2 geçişinin azaltılması, kalbin mekanik 

fonksiyonlarında belirgin düzelmeler yaratır (Shine ve Douglas, 1983). Hücre içi Ca+2 

konsantrasyonundaki değişimlerin, TRPC kanalları ile ilişkili olduğu bilinmektedir (Onohara 

ve diğ., 2006; Doleschal ve diğ., 2012). İskemik ventriküler kardiyomiyositlerde TRPC 

kanalları aktif hale gelerek, hücre depolarizasyonuna, hücre içine fazla miktarda Ca+2 alınımına 

ve aritmiye neden olur (Sabourin ve diğ., 2012). TRPC kanallarına bağlı olarak değişen hücre 

içi Ca+2 konsantrasyonu da, kardiyomiyositlerde fizyolojik açıdan oldukça önem taşımaktadır 

(Shan ve diğ., 2008). İskemi sonrası gelişen miyokard enfarktüsünden sonra TRPC kanallarının 

anlatımında artış olduğu bilinmektedir. Miyokard enfarktüsünden sonra TRPC kanal 

anlatımının artmasıyla birlikte Ca+2 akışındaki artışın, miyositlerin kasılmasında ve hipertrofik 

sinyallerde değişikliğe yol açtığı keşfedilmiştir. Ca+2 iyonlarının bu kanallardan hücre içine 

doğru geçişinin sonucunda, patolojik hipertrofinin gelişmesi, kalbin kasılma düzenin bozulması 

ve bununla birlikte kanı vücuda pompalayamaması gibi kalp rahatsızlıkları görülmektedir. 

Kalpte miyokard enfarktüsünden sonra TRPC kanallarının inhibe edilerek fonksiyonunun 

durdurulmasının kalp için faydalı olabileceği fikri desteklenmektedir (Makarewich ve diğ., 

2014). Kalbi koruma ve akut miyokard enfarktüsünde, iskemik ataklar sırasında nekroza giden 

hücre sayısını azaltmak amacıyla, kalsiyum antagonistleri kullanılabilir. Akut miyokard 

enfarktüsünde, kalsiyum antagonistleri; çevresel damar direncini azaltması, kalp debisinin 

artırılması, koroner damarları genişleterek iskemik dokunun daha iyi kanlanması ve metabolik 

yıkım ürünlerinin hızla uzaklaştırılması yoluyla, nekroz alanlarını küçültür veya nekrozu önler 

(Kalogeris ve diğ., 2012). Tüm bu veriler göz önüne alındığında, kalp dokusunda 

iskemi/reperfüzyon hasarını takiben değişen hücre içi Ca+2 konsantrasyonlarının, kalp 

kasılmasında çok önemli olduğu da göz önünde bulundurularak, bu katyonların geçişinde ve 

buna bağlı olarak pek çok kalp rahatsızlığında rol oynayan TRPC kanallarının bloke edilmesi, 

kalpte olumlu gelişmelere ve iyileştirici etkilere neden olabilir. 

Kardiyomiyositlerde iskemi/reperfüzyon hasarı esnasında TRPC’lerin anlatımının ve buna 

bağlı olarak hücre içi Ca+2 miktarının artışı, kardiyak bozukluklara yol açarak hücre ölümüne 

neden olmaktadır. Yüksek Ca+2 konsantrasyonuna bağlı olarak gelişen kardiyak hastalıkların 

tedavisinde TRPC kanallarının inhibisyonları ve bu alanda yapılan çalışmalar önemlidir. Bu 

bilgilerin ışığında, kardiyak TRPC kanallarının oldukça önem taşıdığı ve bu yapıların birlikte 
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bloke edildiği farmakolojik çalışmaların daha da geliştirilmesi ile kalp hastalıklarının tedavi 

edilmesi için kullanışlı bir terapötik ajan oluşturabileceği düşünülmektedir. İskemik kalp 

rahatsızlıklarıyla TRPC kanallarının ilişkisi ve bu kanalların durdurulmasında bir takım 

ajanların uygulanması ile oluşacak etkileri oldukça dikkat çekicidir (Shan ve diğ, 2008; Chen 

ve diğ., 2015). 

2.6.TRPC KANALLARININ İNHİBİSYONU 

Kardiyovasküler hastalıkların tedavisine yönelik olarak TRPC kanallarının inhibe edilmesi 

amacıyla uzun süreden beri çalışmalar yapılmış ve birçok bloker geliştirilmiştir. Kalpte yüksek 

Ca+2 konsantrasyonun yol açtığı hasarların incelenmesinde TRPC kanallarının inhibisyonlarına 

dayalı çalışmalar oldukça önem taşımaktadır (Islam, 2011). 

TRPC kanallarını bloke etmek için iki temel yöntem vardır. Bu yöntemlerden ilkinde kanal 

yapısı değiştirilirken, ikincisinde kanal porları tıkanır. Por blokerleri tipik olarak hücre içine 

iyon alımını azaltırken, kanal yapısını değiştiren blokerler iyonların hücre içine giriş zamanını 

değiştirirler (Suchyna ve diğ., 2004). 

TRPC kanallarının inhibisyonuna yönelik yapılan çalışmalarda sıklıkla kullanılan GsMTx-4, 

Pirazol-3 (Pyr-3) ve SKF-96365 blokerlerinin yanı sıra 2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB), 

Gadolinyum (Gd+3), Lantanum (La+3) ve Benzodiazepin-2 (BTP-2)’nin de inhibitör etkilerinin 

olduğu rapor edilmiştir (Islam, 2011). 

GsMTx-4, ligand kapılı kanalların yapısını değiştiren bir inhibitördür (Jung ve diğ., 2006). 

GsMTx-4’ün, ventriküler miyositlerde varlığı bilinen TRPC1 ve TRPC6 kanallarını bloke 

ederek hücre içine Ca+2 alımını durdurduğu (Ward ve diğ., 2008) ve 5 μM GsMTx-4’ün ligand 

kapılı kanalların yapısını değiştirerek TRPC1 kanallarını inhibe ettiği gösterilmiştir (Bowman 

ve diğ., 2007). Aynı zamanda 170 nM GsMTx-4, kardiyomiyositlerde dilatasyonun uyarılması 

ile atriyal fibrilasyonu engellemektedir. Bu durum, diyastolik basınçta ve tüm basınç 

düzeylerinde fibrilasyonun daha kısa sürmesi için koruyucu bir etki sağlamaktadır (Bode ve 

diğ., 2001). Bu bilgiler, kalp hastalıklarında TRPC1 ve TPRC6 kanal anlatımlarının artması 

sonucu gerçekleşen hücre içi Ca+2 konsantrasyonundaki artışın GsMTx-4 ile engellenerek 

koruyucu etkiler gösterebileceğini düşündürmektedir. 
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Aynı zamanda, TRPC3 kanallarının seçici ve direkt inhibisyonunda Pirazol-3 (Pyr-3) 

bileşiğinin biyolojik aktivitesi araştırılmıştır. Pyr-3 blokerinin, por tıkayıcı özelliği ile özgül 

olarak TRPC3 kanallarını inhibe ettiği gösterilmiştir. Pyr3, TRPC3 anlatımının yapıldığı 

hücrelerde Ca+2 akışını inhibe ederken (Kiyonaka ve diğ., 2009), 10 µM Pyr-3’ün diyastolik 

Ca+2 seviyesindeki artışı önemli derece baskıladığı bilinmektedir (Doleschal ve diğ., 2012). 

Aynı zamanda Pyr-3’ün 10 μM’ının TRPC3 kanallarını bloke ettiği, 30 μM’ının ise maksimum 

inhibisyon etkisi gösterdiği bulunmuştur (Zhang ve diğ., 2014). 

SKF-96365, TRPC kanallarının seçici olmayan blokeridir ve TRPC kanallarının 

inhibisyonunda sıklıkla kullanılır (Wolkowicz ve diğ., 2011; Sabourin ve diğ., 2012). SKF-

96365’in Orai’leri STIM1’i, VGCC’leri ve K+ kanallarını bloke ettiği bilinmektedir, ancak 10 

μM’a kadar olan konsantrasyonun özgül olarak TRPC’leri bloke ettiği belirtilmiştir (Islam, 

2011). SKF-96365, genellikle TRPC kanallarının kardiyovasküler sistemdeki potansiyel 

fonksiyonlarını tanımlamak amacıyla bir antagonist olarak kullanılmaktadır ve bu antagonistin 

kardiyak sinyal iletimini azalttığı bildirilmektedir. Bununla beraber SKF-96365’in yaklaşık 1 

μM’a kadar olan konsantrasyonunun, sıçan ventriküler miyositlerinde Na+ girişini durdurduğu 

tespit edilmiştir (Chen ve diğ., 2015). SKF-96365, fare kalbinde TRPC3 ve TRPC6 kanallarının 

anlatımlarındaki artışa bağlı olarak gelişen erken ve geç depolarizasyonları ve ventriküler 

taşikardiyi azaltmaktadır (Hirose ve diğ., 2011, Sabourin ve diğ., 2016).  

Sıçan miyositleri ile yapılan bir çalışmada, 10 μM SKF-96365 kullanılarak TRPC kanallarının 

bloke edilmesi sonucunda, hücrede Ang II aracılığıyla artan Ca+2 konsantrasyonunun önemli 

derecede azaltıldığı gösterilmiştir. Hücre içi Ca+2 konsantrasyonunun düzenlenmesinde görev 

alan TRPC kanallarının Ang II ile aktive olabildiği ve bu nedenle SKF-96365’in hücrelere Ang 

II aracılı Ca+2 girişini baskıladığı belirtilmektedir (Zhang ve diğ., 2016). Bu nedenle kardiyak 

elektriksel aktivitelerin düzenlenmesinin hedeflendiği çalışmalarda, SKF-96365 bir TRPC 

kanal blokeri olarak değerlendirilmelidir (Chen ve diğ., 2015). 

İzole edilmiş sıçan kalplerinde yapılan bir çalışmada, TRPC inhibitörü olan SKF-96365 ile 

muameleden sonra TRPC mRNA’sının ve hücre içinde sürdürülen yüksek Ca+2 

konsantrasyonunun azaldığı gösterilmiştir (Feng ve diğ., 2011). Bir diğer çalışmada 0,5 M 

SKF-96365 inhibitörü uygulanan hücrelerde, kontrol grubuna kıyasla IR’yi takiben hücresel 

canlılık oranınının önemli derecede arttırdığı belirlenmiştir. SKF-96365 aynı zamanda 

apoptozu da önemli ölçüde azaltmıştır (Shan ve diğ., 2008). 
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Bu bilgilerin ışığında, iskemik kalp hasarında TRPC kanallarının inhibisyonuna dayalı 

çalışmaların sınırlı olduğu gözlemlenmiş ve çalışmamızda, TRPC kanallarının seçici olmayan 

blokeri olan SKF-96365’in uygulanması ile izole perfüze sıçan kalbinde iskemi/reperfüzyon 

hasarındaki etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Elde edilen veriler doğrultusunda, TRPC 

kanallarının kalp hastalıklarındaki rolleri tespit edilmeye çalışılmıştır.  
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Bu çalışmada deney hayvanı olarak 32 adet yetişkin 3 aylık, ağırlıkları 250-300 g arasında 

değişen erkek Wistar albino sıçan kullanıldı. Sıçanların her biri deney öncesinde ve deney 

süresince plastik kafeslerde tutularak, su ve yem kısıtlaması olmadan beslendi. Çalışma için, 

Bezmialem Vakıf Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alındı (Tarih: 

21.11.2014, Sayı: 2014/171). 

Sıçanlar, 75 mg/kg sodyum pentobarbital (Pantal Sodyum, IE Ulagay, İstanbul, TR) ile 

operasyondan yaklaşık 20 dakika önce anestezi edildi. Anestezi altındaki hayvanlara 

trakeostomi yapılarak ventilatör aracılığı ile düzenli soluk almaları sağlandı. Toraksın açılması 

ve intravenöz heparin (150 IU) uygulanmasının ardından, aortaya in situ kanülasyon yapıldı ve 

kalbin kesilip çıkarılmasından önce perfüzyon başlatıldı. Langendorff sistemindeki (PowerLab 

ML870B2) (Şekil 3.1) izole kalpler (Şekil 3.2), başlangıç perfüzyon basınçları 75-80 mmHg 

olacak şekilde, sabit akım ile 37 °C’de perfüze edildiler. 

Perfüzat olarak kullanılan Krebs-Henseleit solüsyonu, %95 O2-%5 CO2 gaz karışımı ile birlikte, 

118 mM sodyum klorür (NaCl), 4,7 mM potasyum klorür (KCl), 2,25 mM kalsiyum klorür 

dihidrat (CaCl2.2H2O), 1,2 mM magnezyum sülfat heptahidrat (MgSO4.7H2O), 25 mM sodyum 

hidrojen karbonat (NaHCO3), 1,2 mM potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), substrat olarak 

ise 11 mM glikoz içermekteydi. 

Son diyastolik basınç (SDB), sol ventrikül içindeki balon aracılığı ile, 5-10 mmHg olacak 

şekilde belirlendi. Langendorff perfüzyonunun ilk 20 dakikası süresince kardiyodinamik 

değerlerin stabilizasyonundan sonra kalpler gruplara göre çalışıldı. 
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Şekil 3.1: Langendorff izole kalp sistemi. 

 

Şekil 3.2: Langendorff izole kalp sistemindeki kalp. 
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3.1.DENEY DÜZENEĞİ 

Çalışmada kullanılan sıçanlar 4 gruba ayrılarak, kontrol ve IR gruplarının yanında, kontrol ve 

IR gruplarına, 5 µM seçici olmayan TRPC blokeri SKF-96365 (Abcam, ab120280)’in 

uygulandığı gruplar oluşturuldu (Şekil 3.1.1). 

 

Şekil 3.1.1: Çalışmada takip edilen deney protokolü. 

Deney gruplarına uygulanan yöntem, aşağıda ayrıntılı olarak belirtilmiştir. 

1. Kontrol (K) Grubu (n=8): Stabilizasyondan sonra, 90 dakika modifiye Krebs-Henseleit 

solüsyonu ile perfüzyon uygulanan grup, 

2. SKF-96365 Grubu (n=8): Stabilizasyondan sonra, 30 dakika modifiye Krebs-Henseleit 

solüsyonu ile perfüzyon, 60 dakika 5 µM SKF-96365 ile reperfüzyon uygulanan grup,  

3. İskemi/Reperfüzyon (IR) Grubu (n=8): Stabilizasyondan sonra, 30 dakika iskemi ve 60 

dakika reperfüzyon uygulanan grup, 

4. İskemi/Reperfüzyon + SKF-96365 Grubu (IR+SKF-96365) (n=8): Stabilizasyondan 

sonra 30 dakika iskemi ve 60 dakika 5 µM SKF-96365 ile reperfüzyon uygulanan grup. 

3.2.KARDİYODİNAMİK ANALİZLER 

Sol ventrikül içine yerleştirilen balon katater ve buna bağlı olan fizyolojik basınç transdüseri 

(MLT844, ADInstruments, Sydney, AUS) aracılığı ile sistolik-diyastolik basınçlar, sol 

ventrikül içi basınç ve kalp vurumu; sisteme bağlı olan ikinci bir fizyolojik basınç transdüseri 

ile de perfüzyon basıncı PowerLab 8/30 veri kazanım ünitesi (ADInstruments, Sydney, AUS) 
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yardımı ile kayıt edildi (Şekil 3.2.1). Elde edilen kayıtlar LabChart8 (ADInstruments, Sydney, 

AUS) programında incelendi ve belirli zaman noktalarındaki (T0, T1, T2, T3) değerler daha 

ileri analizler için kullanıldı. Bu parametrelerin analiz edilmesi ile perfüzyon basıncı, son 

diyastolik basınç (SDB), sol ventrikül içi basınç değişimi (SVBD), kalp vurumu, koroner damar 

direnci, Max dP/dt (sol ventrikül içi basınç artışının, artış süresince geçen zamana oranı) ve 

miyokardiyal oksijen tüketiminin dolaylı bir göstergesi olan “Rate Pressure Product” (RPP) 

değerleri hesaplanarak, elde edilen veriler istatistiksel olarak değerlendirildi.  

 

 

Şekil 3.2.1: Langendorff izole kalp sisteminde kaydedilen kardiyodinamik parametreler; sol ventrikül 

içi basıncı (LVP), sıcaklık (˚C), perfüzyon basıncı (mmHg), pompa akımı (ml/dak), sistolik basınç 

(mmHg), diyastolik basınç (mmHg) ve kalp vurumu (vurum/dakika). 
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3.3.BİYOKİMYASAL ÇALIŞMALAR 

Deney sonunda alınan kalpler, fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) (0.01 M, pH: 7.4) içinde 

homojenize edildi. Doku homojenizasyonu, 15 mL hacimli borosilikat cam içerisinde, teflon 

pistonlu homojenizatör (Sartorius Potter S, Goettingen, Germany) ile yapıldı. Daha sonra elde 

edilen homojenatlar mikrotüplere alındı ve +4 °C’de, 12000 rpm’de 15 dakika santrifüjlenerek 

pelet ve süpernatant olmak üzere 2 farklı fraksiyon elde edildi. Elde edilen süpernatantlar yeni 

mikrotüplere aktarıldı. Tüm doku örneklerinde total protein miktarı Bradford metodu ile 

spektrofotometrik olarak ölçüldü.  

Biyokimyasal analizler, sıçan kalp dokusunda çalışmaya uygun kitler kullanılarak Enzime-

bağlı bağışıklık deneyi (ELISA) yöntemiyle plak okuyucusunda (Thermo Scientific Multiskan 

FC, 2011-06, USA) yapıldı. Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda miyokardiyal hasarı 

göstermek için kreatin kinaz-MB (CK-MB) (Elabscience, Katalog No: E-EL-R1327) ve 

kardiyak troponin T (cTnT) (Elabscience, Katalog No: E-EL-R0151), inflamasyon belirteci 

olarak miyeloperoksidaz (MPO) (SunRed Biological Technology, Katalog No: 201-11-0575), 

nekrozun belirteci olarak laktat dehidrogenaz (LDH) (SunRed Biological Technology, Katalog 

No: 201-11-0531), lipit peroksidasyonunun gösterilmesi için malondialdehit (MDA) 

(Elabscience, Katalog No: E-EL-0060), hücresel endojen antioksidan düzeylerinin tespit 

edilmesi için süperoksit dismutaz (SOD) (SunRed Biological Technology, Katalog No: 201-

11-0169) ve glutatyon peroksidaz (GPx) (SunRed Biological Technology, Katalog No: 201-11-

1705) düzeyleri ölçüldü. Ayrıca, TRPC1 (MyBioSource, Katalog No: MBS9338839), TRPC3 

(MyBioSource, Katalog No: MBS9340484), TRPC6 (MyBioSource, Katalog No: 

MBS102143), TRPC kanalları ile etkileşime giren ve bir adaptör protein olarak işlev gösteren 

Enkurin adaptör protein (ENKUR) (SunRed Biological Technology, Katalog No: 201-11-

3012), Angiotensin II (Elabscience, Katalog No: E-EL-R1430) seviyeleri belirlendi. Total 

oksidan kapasite (TOS) (Rel Assay, Turkey, Katalog No: RL0024), total antioksidan kapasite 

(TAS) (Rel Assay, Turkey, Katalog No: RL0017) ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlenerek, 

tüm sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi. 

3.3.1.Gereçler 

 Distile Su Cihazı (Nüve Water Distiller-ND 112, Turkey) 

 Homojenizatör (Sartorius Potter S, Goettingen, Germany) 
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 Santrifüj (Nüve NF 1200R, Turkey) 

 -80 °C Derin Dondurucu (New Brunswick Scientific, C54285, USA) 

 Etüv (Nüve Cooled Incubator, ES 120, Turkey) 

 Vorteks (BioCote Voortex Mixer SA8, Bibby Scientific, UK) 

 Orbital Karıştırıcı (Biosan, OS-20, EU) 

 Manyetik Karıştırıcı (Stuart Heat Stir, CB162, Bibby Scientific, UK) 

 ELISA Okuyucusu (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA) 

 ELISA Yıkayıcısı (Thermo Scientific WellWash Microplate Washer, 2011-08, USA) 

 8 Kanallı Multipipet (Gilson, USA) 

 Mikropipet Seti (1000, 500, 200, 100, 10 µl’lik, Gilson, USA) ve pipet uçları 

3.3.2.Total Protein Ölçümü 

Sıçanlardan alınan kalp dokusu homojenatlarındaki total protein miktarları Bradford yöntemi 

ile belirlendi. Buna göre; 

1. Hazırlanan standartlar ve örneklerden 10’ar µL alınarak, 96 kuyucuklu mikroplağa eklendi. 

2. Tüm kuyucuklara 300 µL Coomassie Reaktifi’nden eklendi ve mikroplak 30 saniye boyunca 

çalkalayıcıda inkübe edildi. 

3. Oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edilen mikroplak, 10 dakika içerisinde 595 nm dalga 

boyuna ayarlı plak okuyucuya (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA) yerleştirildi 

ve absorbans değerleri okundu.  

4. Standartların absorbansı belirlenerek x ekseninde absorbans, y ekseninde konsantrasyon 

olacak şekilde lin-lin grafik elde edilip, sonuçlar mg/mL şeklinde ifade edildi. 

3.3.3.Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) ve Kardiyak Troponin T (cTnT) Düzeylerinin 

Belirlenmesi 

1. Örnekler ve kitler çalışmaya başlamadan önce oda sıcaklığına getirildi. 

2.  Kitlere ait standartlar, CK-MB için 2000 pg/mL ve cTnT için 1000 pg/mL’lik stok 

standardın seri olarak sulandırılması ile elde edildi. 

3. Antikor ile kaplı mikroplak kuyucuklarına, hazırlanan standartlardan ve örneklerden 100’er 

µL eklendi ve 37 °C’de 90 dakika inkübasyona bırakıldı. 

4. Tüm kuyucuklara 100 µL “Biyotinle İşaretlenmiş Antikor” eklendi ve 37 °C’de 60 dakika 

inkübe edildi. 
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5. Kit içerisinde bulunan 25X’lik yıkama solüsyonu hazırlandıktan sonra, mikroplaklar ELISA 

plak yıkayıcıda her seferinde 350 µL solüsyon uygulayarak 3 kez yıkandı. 

6. Tüm kuyucuklara 100 µl “Horseradish Peroksidaz (HRP) Konjugat” eklendi ve 37 °C’de 30 

dakika inkübe edildi. 

7. Ardından mikroplaklar, yıkama solüsyonu ile her seferinde 350 µL solüsyon uygulayarak 3 

kez yıkandı. 

8. Tüm kuyucuklara 90 µL “Substrat Belirteci” eklendi ve 37 °C’de 15 dakika karanlıkta 

inkübasyona bırakıldı. 

9. Tüm kuyucuklara 50 µL “Durdurma Solüsyonu” ilave edildi ve renk hızla maviden sarıya 

dönüştü (Şekil 3.3.3.1). 

 

Şekil 3.3.3.1: Biyokimyasal reaksiyonun mavi renkten sarı renge dönüşümü. 

10. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarlı plak okuyucuya (Thermo Scientific 

Multiskan FC, 2011-06, USA) yerleştirildi ve absorbans değerleri okundu. 

11. Elde edilen absorbans değerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon değerleri ile 

çizilen lin-lin grafiğe yerleştirilerek, örneklere ait konsantrasyon değerleri belirlendi. 

Sonuçlar, pg/mg protein şeklinde ifade edildi.  

3.3.4.Miyeloperoksidaz (MPO), Laktat Dehidrogenaz (LDH), Süperoksit Dismutaz 

(SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve ENKUR Düzeylerinin Belirlenmesi 

1. Örnekler ve kitler çalışmaya başlamadan önce oda sıcaklığına getirildi. 

2. Kitlere ait standartlar, kitin içerisinden çıkan, MPO için 64 ng/mL, LDH için 640 U/L, SOD 

için 128 ng/mL, GPx için 240 ng/mL ve ENKUR için 3200 ng/L’lik stok standardın seri 

olarak sulandırılması ile elde edildi. 

3. Antikor ile kaplı mikroplak kuyucuklarına, hazırlanan standartlardan 50 µL, örneklerden 

40 µL eklendi. Ardından örnek kuyucuklarına 10 µL her bir parametreye özgül antikor ve 
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50 µL Streptavidin-HRP ilave edilerek, mikroplaklar 37 °C’de 60 dakika inkübasyona 

bırakıldı. 

4. Kit içerisinde bulunan 30X’lik yıkama solüsyonu hazırlandıktan sonra, mikroplaklar ELISA 

plak yıkayıcıda her seferinde 350 µL solüsyon uygulayarak 3 kez yıkandı. 

5. Tüm kuyucuklara 50 µL “Kromojen Solüsyonu A”, hemen ardından 50 µL “Kromojen 

Solüsyonu B” eklendi ve 37 °C’de 10 dakika karanlıkta inkübe edildi. 

6. Tüm kuyucuklara 50 µL “Durdurma Solüsyonu” ilave edildi ve renk hızla maviden sarıya 

dönüştü. 

7. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarlı plak okuyucuya (Thermo Scientific 

Multiskan FC, 2011-06, USA) yerleştirildi ve absorbans değerleri okundu. 

8. Elde edilen absorbans değerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon değerleri ile 

çizilen lin-lin grafiğe yerleştirilerek, örneklere ait konsantrasyon değerleri belirlendi. 

Sonuçlar; MPO, SOD ve GPx için ng/mg protein, LDH için U/mg protein, ENKUR için ng/g 

protein şeklinde ifade edildi.  

3.3.5.Malondialdehit (MDA) ve Angiotensin II (Ang II) Düzeylerinin Belirlenmesi 

1. Örnekler ve kitler çalışmaya başlamadan önce oda sıcaklığına getirildi. 

2. Kitlere ait standartlar, kitin içerisinden çıkan, MDA için 2000 ng/mL, angiotensin II için 

1000 pg/mL’lik stok standardın seri olarak sulandırılması ile elde edildi. 

3. Antikor ile kaplı mikroplak kuyucuklarına, hazırlanan standartlardan ve örneklerden 50’şer 

µL eklendi. Ardından tüm kuyucuklara 50 µL “Biyotinle İşaretlenmiş Antikor” ilave 

edilerek, mikroplaklar 37 °C’de 45 dakika inkübasyona bırakıldı. 

4. Kit içerisinde bulunan 25X’lik yıkama solüsyonu hazırlandıktan sonra, mikroplaklar ELISA 

plak yıkayıcıda her seferinde 350 µL solüsyon uygulayarak 3 kez yıkandı. 

5. Tüm kuyucuklara 100 µL “HRP Konjugat” eklendi ve 37 °C’de 30 dakika inkübe edildi. 

6. Ardından mikroplaklar, yıkama solüsyonu ile her seferinde 350 µL solüsyon uygulayarak 3 

kez yıkandı. 

7. Tüm kuyucuklara 90 µL “Substrat Belirteci” eklendi ve 37 °C’de 15 dakika karanlıkta 

inkübasyona bırakıldı. 

8. Tüm kuyucuklara 50 µl “Durdurma Solüsyonu” ilave edildi ve renk hızla maviden sarıya 

dönüştü. 

9. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarlı plak okuyucuya (Thermo Scientific 

Multiskan FC, 2011-06, USA) yerleştirildi ve absorbans değerleri okundu. 
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10. Elde edilen absorbans değerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon değerleri ile 

çizilen lin-lin grafiğe yerleştirilerek, örneklere ait konsantrasyon değerleri belirlendi. 

Sonuçlar, MDA için ng/mg protein ve Angiotensin II için pg/mg protein şeklinde ifade 

edildi.  

3.3.6.TRPC1, TRPC3 ve TRPC6 Düzeylerinin Belirlenmesi 

1. Örnekler ve kitler çalışmaya başlamadan önce oda sıcaklığına getirildi. 

2. Kitlere ait standartlar, kitin içerisinden çıkan, TRPC1 için 40 ng/mL, TRPC3 için 8 ng/mL 

ve TRPC6 için 2000 pg/mL’lik stok standardın seri olarak sulandırılması ile elde edildi. 

3. Antikor ile kaplı mikroplak kuyucuklarına, hazırlanan standartlardan ve örneklerden 50’şer 

µL eklendi. Ardından tüm kuyucuklara 100 µL HRP Konjugat eklendi ve 37 °C’de 60 dakika 

inkübasyona bırakıldı. 

4. Kit içerisinde bulunan yıkama solüsyonu hazırlandıktan sonra, mikroplaklar ELISA plak 

yıkayıcıda her seferinde 350 µL solüsyon uygulayarak 3 kez yıkandı.  

5. Tüm kuyucuklara 50 µL “Kromojen Solüsyonu A”, hemen ardından 50 µL “Kromojen 

Solüsyonu B” eklendi ve 37 °C’de 15 dakika karanlıkta inkübe edildi. 

6. Tüm kuyucuklara 50 µL “Durdurma Solüsyonu” ilave edildi ve renk hızla maviden sarıya 

dönüştü. 

7. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarlı plak okuyucuya (Thermo Scientific 

Multiskan FC, 2011-06, USA) yerleştirildi ve absorbans değerleri okundu. 

8. Elde edilen absorbans değerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon değerleri ile 

çizilen lin-lin grafiğe yerleştirilerek, örneklere ait konsantrasyon değerleri belirlendi. 

Sonuçlar, TRPC1 ve TRPC3 için ng/mg protein, TRPC6 için pg/mg protein şeklinde ifade 

edildi. 

3.3.7.Total Oksidan Kapasite (TOS), Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve Oksidatif 

Stres Indeksi (OSI)’nin Hesaplanması 

3.3.7.1.Total Oksidan Kapasite (TOS) 

Prensip: Örnekte bulunan oksidanlar, ferröz iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyona 

oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hızlandırarak yaklaşık üç katına 

çıkarmaktadır. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli bir kompleks oluştururlar. 
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Örnekte bulunan oksidanların miktarıyla ilişkili olan rengin şiddeti spektrofotometrik olarak 

ölçülür. 

1. Çalışma gününde, daha önce -80 ºC’de saklanan doku örnekleri oda sıcaklığına getirildi. 

2. Standart ve örneklerden 15 µL alınarak, mikroplağa eklendi. 

3. Ardından, üzerlerine 100 µL R1 reaktifi ilave edildikten sonra 530 nm’de ilk absorbans 

ölçümü mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific Multiscan FC, 2011-06, USA) yapıldı. 

4. Tüm kuyucuklara 5 µL R2 reaktifi eklendi ve mikroplak 10 dakika oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldı. 

5. İnkübasyonun ardından 530 nm’de ikinci absorbans ölçümü alındı. 

6. Sonuçlar, aşağıdaki formül doğrultusunda hesaplandı. 

(∆Absorbans Örnek / ∆Absorbans Standart 2) X 20 (Standart 2) 

∆Absorbans Örnek = (Örneğin İkinci Absorbansı - Örneğin Birinci Absorbansı) 

∆Absorbans Standart 2 = (Standart 2’nin İkinci Absorbansı - Standart 2’nin Birinci Absorbansı) 

Standart 2 Değeri = 20 μmol H2O2 Eşdeğeri/L 

7. Standart olarak hidrojen peroksit (H2O2) kullanıldı. Sonuçlar, µmol H2O2 Eşdeğeri/L olarak 

ifade edildi. 

3.3.7.2.Total Antioksidan Kapasite (TAS) 

Prensip: Fe2+–o-dianisidine kompleksi, hidrojen peroksit (H2O2) ile Fenton tipi reaksiyon 

oluşturarak OH radikalini oluşturur. Bu güçlü reaktif oksijen türü indirgenerek düşük pH’da 

renksiz o-dianisidin molekülü ile reaksiyona girerek, sarı-kahverengi dianisidin radikallerini 

oluştururlar. Dianisidin radikalleri, ileri oksidasyon reaksiyonlarına katılarak renk oluşumunu 

artırmaktadırlar. Ancak, örneklerdeki antioksidanlar, bu oksidasyon reaksiyonlarını bastırarak 

renk oluşumunu durdurmaktadırlar.  

1. Çalışma gününde, daha önce -80 ºC’de saklanan doku örnekleri oda sıcaklığına getirildi. 

2. Standart ve örneklerden 6 µL alınarak, mikroplağa eklendi.  

3. Ardından, üzerlerine 100 µL R1 reaktifi ilave edildikten sonra 660 nm’de ilk absorbans 

ölçümü mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific Multiscan FC, 2011-06, USA) yapıldı. 

4. Tüm kuyucuklara 15 µL R2 reaktifi eklendi ve mikroplak 10 dakika oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldı. 

5. İnkübasyonun ardından 660 nm’de ikinci absorbans ölçümü alındı. 
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6. Sonuçlar aşağıdaki formül doğrultusunda hesaplandı. 

(∆Absorbans Standart 1) - (∆Absorbans Örnek)                                                            (3.2) 

(∆Absorbans Standart 1) - (∆Absorbans Standart 2) 

∆Absorbans Standart 1 = (Standart 1’in İkinci Absorbansı - Standart 1’in Birinci Absorbansı) 

∆Absorbans Standart 2 = (Standart 2’nin İkinci Absorbansı - Standart 2’nin Birinci Absorbansı) 

∆Absorbans Örnek = (Örneğin İkinci Absorbansı - Örneğin Birinci Absorbansı) 

7. Standart kalibrasyonu olarak E vitamininin suda çözünür bir analoğu olan Trolox kullanıldı. 

Sonuçlar, Trolox Eşdeğeri/L olarak ifade edildi. 

3.3.7.3.Oksidatif Stres Indeksi (OSI)’nin Hesaplanması 

TAS ve TOS değerleri belirlendikten sonra, sonuçlar aşağıdaki formül yardımıyla hesaplandı. 

Sonuçlar, Arbitrary Unit olarak ifade edildi. 

Oksidatif Stres İndeksi (OSI) =
TOS (μmol H202 Eşdeğeri/L)

TAS (μmol Trolox Eşdeğeri/L)
X 100                                (3.3) 

3.4.İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

Çalışma sonunda elde edilen tüm veriler Instat İstatistiksel Paket Programı (Instat GraphPad 

Software, San Diago, CA, USA) aracılığı ile analiz edildi. Grupların dağılımının, normal 

dağılıma uygunluğunun test edilmesini takiben, doku homojenatı örneklerine ait sonuçlar tek 

yönlü varyans analizi uygulanarak Benforroni’nin çoklu karşılaştırma testi ile, kardiyodinamik 

parametrelere ait sonuçlar ise çift yönlü varyans analizi uygulanarak Benforroni’nin çoklu 

karşılaştırma testi ile değerlendirildi. Değerler, ± standart hata olarak verildi. Tüm analizlerde 

P<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1.KARDİYODİNAMİK BULGULAR 

Kontrol (K) ve iskemi/reperfüzyon (IR) grupları ile SKF-96365’in uygulandığı grupların (SKF-

96365 ve IR+SKF-96365) perfüzyon basıncı, sistolik basınç, son diyastolik basınç (SDB), sol 

ventrikül içi basınç değişimi (SVBD), kalp vurumu ve kasılma indeksi değerlerinin yüzde 

değişimleri, tüm gruplarda deney başlangıcında (0. dakika), iskemi sonrasında (30. dakika) ve 

reperfüzyonun 30 ve 60. dakikalarında (deneyin 60 ve 90. dakikaları), kontrol ve IR gruplarıyla 

karşılaştırılarak değerlendirildi. Ayrıca, kalbin kasılabilme yeteneğinin belirlenmesinde 

kullanılan özel bir indeks olan Max dP/dt değerleri ile miyokardiyal oksijen tüketiminin dolaylı 

bir göstergesi olan RPP (Rate Pressure Product) (Kalp vurumu X SVBD)’nin yüzde değişimleri 

belirlendi.  

4.1.1.Perfüzyon Basıncı 

Verilerin alındığı zaman noktalarında, grupların perfüzyon basıncı değerlerinin yüzde 

değişimleri incelendiğinde, deneyin 30. dakikasında IR ve IR+SKF-96365 gruplarının 

perfüzyon basınçlarında kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma gözlendi (P<0.05). Deneyin 

60. dakikasında kontrol grubu ile SKF-96365 grubunun; IR grubu ile IR+SKF-96365 grubunun 

perfüzyon basıncı değerlerinin birbirine yakın olduğu belirlendi. Deney sonu olan 90. dakikada, 

SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun perfüzyon basıncı değerinin, kontrol (P<0.01), IR 

(P<0.01) ve IR+SKF-96365 (P<0.05) gruplarına göre anlamlı bir şekilde arttığı tespit edildi 

(Şekil 4.1.1.1). 

4.1.2.Sistolik Basınç 

Grupların veri alınan zaman noktalarındaki sistolik basınçlarına ait yüzde değişimleri 

incelendiğinde, deneyin 30. dakikasında K ve IR gruplarına ait değerlerin birbirlerine çok yakın 

olduğu, SKF-96365 ve IR+SKF-96365 gruplarının sistolik basınç değerlerinin ise kontrol 

(SKF-96365, P<0.01; IR+SKF-96365, P<0.001) ve IR (SKF-96365, P<0.01; IR+SKF-96365, 

P<0.001) gruplarına göre anlamlı olarak düşük olduğu belirlendi. Deneyin 60. dakikasındaki 

sistolik basınç değerlerinin, 30. dakika verileri ile benzer şekilde, SKF-96365 uygulaması 

yapılan her 2 grupta da, hem kontrol (SKF-96365, P<0.05; IR+SKF-96365, P<0.01) hem de IR 

(SKF-96365, P<0.01; IR+SKF-96365, P<0.001) gruplarına göre anlamlı olarak azaldığı tespit 
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edildi. Ancak bu azalma, sadece SKF-96365 uygulanan kontrol grubuna göre, IR uygulaması 

yapılan SKF-96365 grubunda çok daha belirgindi. Deney sonu olan 90. dakikada, yine SKF-

96365 uygulanan her 2 grubun sistolik basınç değerlerinde hem kontrol (SKF-96365, P<0.001; 

IR+SKF-96365, P<0.05) hem de IR (SKF-96365, P<0.001; IR+SKF-96365 P<0.001) grubuna 

göre anlamlı bir düşüş gözlendi. İskeminin ardından SKF-96365 uygulanan grubun sistolik 

basınç değerlerinin, diğer zaman noktalarına göre deney sonunda sadece SKF-96365 uygulanan 

gruptan daha yüksek olduğu belirlendi (Şekil 4.1.2.1). 

4.1.3.Son Diyastolik Basınç (SDB) 

Deney gruplarının veri alınan zaman noktalarındaki son diyastolik basınçlarına (SDB) ait yüzde 

değişimleri incelendiğinde, deney süresince tüm grupların kontrol grubuna göre yüksek, 90. 

dakikada SKF-96365 uygulanan kontrol grubu hariç IR grubuna göre düşük SDB değerlerinin 

olduğu belirlendi. IR grubu ile karşılaştırıldığında belirlenen bu azalma, deneyin 30. 

dakikasında SKF-96365 grubunda (P<0.05) istatistiksel olarak anlamlı iken, IR+SKF-96365 

grubunda anlamlı değildi. Deneyin 60 ve 90. dakikalarında IR+SKF-96365 grubunun SDB 

değerlerinin kontrol grubuna yaklaştığı belirlendi (Şekil 4.1.3.1). 
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Şekil 4.1.1.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında 

perfüzyon basıncının yüzde değişimleri (*P<0.05, **P<0.01; kontrol grubuna göre istatistiksel 

anlamlılık; +P<0.05, ++P<0.01; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.1.2.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında 

sistolik basıncın yüzde değişimleri (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; kontrol grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık; ++P<0.01, +++P<0.001; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.1.3.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında son 

diyastolik basıncın (SDB) yüzde değişimleri (*P<0.05, **P<0.01; kontrol grubuna göre istatistiksel 

anlamlılık; +P<0.05, ++P<0.01; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.1.4.Sol Ventrikül İçi Basınç Değişimi (SVBD) 

Grupların veri alınan zaman noktalarındaki sol ventrikül içi basınç değişimine (SVBD) ait 

yüzde değişimleri incelendiğinde, deney süresince tüm grupların değerlerinin kontrol grubuna 

göre anlamlı derecede düşük olduğu belirlendi. SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun 30. 
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(P<0.001) ve 60. (P<0.05) dakikadaki SVBD değerleri, her iki IR grubuna göre yüksekti. Deney 

sonu olan 90. dakikada ise, SKF-96365 uygulanan kontrol ve IR gruplarına ait SVBD 

değerlerinin, hem kontrol hem de IR gruplarına göre azaldığı ve birbirlerine çok yakın olduğu 

gözlendi. Yine deney sonunda, IR grubunun SVBD değerinin, 30. ve 60. dakikalardaki kendi 

değerlerine göre arttığı ve halen düşük olmakla birlikte kontrol grubu değerlerine en yakın grup 

olduğu belirlendi (Şekil 4.1.4.1). 
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Şekil 4.1.4.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında sol 

ventrikül içi basınç değişiminin (SVBD) yüzde değişimleri (***P<0.001; kontrol grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık; +P<0.05, +++P<0.001; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.1.5.Kalp Vurumu 

Deney gruplarının veri alınan zaman noktalarındaki kalp vurumu değerlerine ait yüzde 

değişimleri incelendiğinde, özellikle deneyin 30. dakikasında K ve IR gruplarının kalp vurumu 

değerlerinin birbirine yakın olduğu, madde uygulanan gruplarda ise bu değerlerin anlamlı 

olmamakla birlikte kontrol ve IR gruplarına göre daha düşük olduğu gözlendi. Deneyin 60. 

dakikasında SKF-96365 uygulanan kontrol grubu değerlerinin K ve IR gruplarına göre daha 

düşük olduğu, IR+SKF-96365 grubu değerlerinin ise K ve IR gruplarının değerlerine yakın 

olduğu belirlendi. Ancak bu değerler istatistiksel olarak anlamlı değildi. Deney sonu olan 90. 

dakikada SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun IR grubuna göre kalp vurumu değerinde 

anlamlı bir azalma (P<0.05) olduğu gözlenirken, IR+SKF-96365 grubu değerlerinin IR grubu 

değerleri ile oldukça benzer olduğu belirlendi (Şekil 4.1.5.1). 
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Şekil 4.1.5.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında kalp 

vurumunun yüzde değişimleri (+P<0.05; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.1.6.Max dP/dt 

Kalbin kasılabilme yeteneğinin belirlenmesinde kullanılan özel bir indeks olan Max dP/dt 

değerleri incelendiğinde, deney süresince tüm grupların değerlerinin kontrol grubuna göre  

anlamlı derecede düşük (P<0.001) olduğu belirlendi. Sadece SKF-96365 uygulanan grubun 

değerlerinde, deneyin 30. (P<0.001) ve 60. (P<0.05) dakikalarında IR grubuna göre anlamlı bir 

artış olduğu gözlendi. Deney sonunda ise, SKF-96365 uygulanan kontrol grubu değerlerinin 

azalarak, IR+SKF-96365 uygulanan gruba yaklaştığı belirlendi (Şekil 4.1.6.1). 

4.1.7.Kasılma İndeksi 

Gruplara ait veri alınan zaman noktalarındaki kasılma indeksi değerlerinin yüzde değişimleri 

incelendiğinde, deneyin 30. dakikasında SKF-96365 (P<0.01), IR (P<0.001) ve IR+SKF-96365 

(P<0.001) gruplarının değerlerinde, kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma olduğu ve bu 

anlamlılığın deneyin 60. ve 90. dakikalarında da (P<0.001) benzer biçimde devam ettiği 

görüldü. Deneyin 30. ve 60. dakikalarında SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun kasılma 

indeksi yüzdesinin, her iki IR uygulaması yapılan gruptan daha yüksek olduğu belirlendi. 

Deney sonu olan 90. dakikada, sadece SKF-96365 uygulanan grubun değerlerinin azalarak, tüm 

deney süresince kasılma indeksi değerleri birbirine çok yakın olan her iki IR grubunun 

değerlerine oldukça yaklaştığı belirlendi (Şekil 4.1.7.1). 
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Şekil 4.1.6.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında Max 

dP/dt değerlerinin yüzde değişimleri (***P<0.001; kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık; 
+P<0.05, +++P<0.001; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.1.7.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında 

kasılma indeksi değerlerinin yüzde değişimleri (**P<0.01, ***P<0.001; kontrol grubuna göre 

istatistiksel anlamlılık; ++P<0.01, +++P<0.001; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.1.8.Rate Pressure Product (RPP) 

Gruplara ait veri alınan zaman noktalarındaki miyokardiyal oksijen tüketiminin dolaylı bir 

göstergesi olan RPP (Rate Pressure Product) değerlerinin yüzde değişimleri incelendiğinde, 

deney başlangıcından deney sonuna kadar geçen süreçte, tüm grupların değerlerinin kontrol 
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grubuna göre düşük (P<0.001) olduğu belirlendi. IR grubu ile karşılaştırıldığında, deneyin 30. 

ve 60. dakikalarında, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun miyokardiyal oksijen tüketimi 

değerlerinin yüksek (30. dakika, P<0.001), IR+96365 grubu değerlerinin ise düşük olduğu 

görüldü. Deneyin 90. dakikasında ise, daha önceki zaman noktalarında yüksek olarak belirlenen 

SKF-96365 uygulanan kontrol grubu değerlerinin azalarak, IR+SKF-96365 grubu değerlerine 

yaklaştığı ve her iki SKF-96365 uygulaması yapılan grubun, IR grubuna göre anlamlı derecede 

düşük (her iki grup için P<0.01) RPP değerlerine sahip olduğu belirlendi (Şekil 4.1.8.1). 
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Şekil 4.1.8.1: Deney gruplarına (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait aynı zaman noktalarında RPP 

değerlerinin yüzde değişimi (***P<0.001; kontrol grubuna göre istatistiksel anlamlılık; ++P<0.01, 
+++P<0.001; IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.2.BİYOKİMYASAL BULGULAR 

Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda kreatin kinaz-MB (CK-MB), kardiyak troponin 

T (cTnT), miyeloperoksidaz (MPO), laktat dehidrogenaz (LDH), malondialdehit (MDA), 

süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), Angiotensin II, TRPC1, TRPC3, 

TRPC6 ve ENKUR düzeyleri belirlendi. Ayrıca, total oksidan kapasite (TOS), total antioksidan 

kapasite (TAS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlenerek, tüm sonuçlar istatistiksel olarak 

değerlendirildi (Tablo 4.2.1). 
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Tablo 4.2.1: Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda CK-MB, cTnT, MPO, LDH, MDA, SOD, 

GPx, Ang II, TRPC1, TRPC3, TRPC6, ENKUR, TOS, TAS ve OSI ortalama ± standart hata 

değerleri (*P<0.05, ***P<0.001; Kontrol (K) grubuna göre; +P<0.05, +++P<0.001; 

İskemi/Reperfüzyon (IR) grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

BİYOKİMYASAL 

PARAMETRELER 
K IR SKF-96365 IR+SKF-96365 

CK-MB (pg/mg protein) 133,0±13,5+++ 618,3±26,1*** 191,6±7,0+++ 242,8±8,5***, +++ 

cTnT (pg/mg protein) 146,1±10,1+++ 510,1±19,5*** 190,1±5,2+++ 228,5±6,4***, +++ 

MPO (ng/mg protein) 12,4±0,8+++ 39,2±1,4*** 15,6±0,4+++ 18,5±0,5***, +++ 

LDH (U/mg protein) 103,4±7,1+++ 358,2±13,7*** 134,2±3,7+++ 161,1±4,5***, +++ 

MDA (ng/mg protein) 550,3±28,4+++ 1570,0±54,7*** 673,5±14,6+++ 780,9±17,9***, +++ 

SOD (ng/mg protein) 71,0±7,4+++ 20,7±1,1*** 49,0±1,0***, +++ 43,5±0,7***, +++ 

GPx (ng/mg protein) 131,8±15,7+++ 24,8±2,3*** 85,0±2,1***, +++ 73,2±1,6***, +++ 

Ang II (pg/mg protein) 101,9±12,5+++ 673,3±43,7*** 202,6±9,9*, +++ 271,9±7,6***, +++ 

TRPC1 (ng/mg protein) 5,9±0,6+++ 15,0±0,3*** 6,9±0,4+++ 11,2±0,7***, +++ 

TRPC3 (ng/mg protein) 4,3±0,8+++ 11,9±0,4*** 5,3±0,5+++ 9,4±0,7***, + 

TRPC6 (pg/mg protein) 263,4±26,8+++ 647,9±45,7*** 254,6±18,7+++ 617,0±49,4*** 

ENKUR (ng/g protein) 288,8±42,2+++ 1007,0±32,7*** 279,0±28,6+++ 673,5±53,6***, +++ 

TOS (µmol H2O2 

Eşdeğeri/L) 
7,50±0,26+++ 14,52±0,63*** 8,71±0,26+++ 10,78±0,19***, +++ 

TAS (Trolox Eşdeğeri/L) 1,46±0,10+++ 0,65±0,02*** 0,90±0,02***, +++ 0,89±0,01***, +++ 

OSI (Arbitrary Unit) 5,30±0,40+++ 22,27±0,66*** 9,77±0,36***, +++ 12,11±0,32***, +++ 
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4.2.1.Kalp Dokusundan Elde Edilen Süpernatantlarda Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) ve 

Kardiyak Troponin T (cTnT) Düzeyleri 

Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda miyokardiyal hasarı göstermek için kreatin 

kinaz-MB ve kardiyak troponin T (cTnT) düzeyleri incelendiğinde, K grubuna göre tüm 

grupların CK-MB (IR ve IR+SKF-96365 grupları için P<0.001) ve cTnT (IR ve IR+SKF-96365 

grupları için P<0.001) düzeylerinin yüksek, IR grubuna göre ise düşük (tüm gruplar için 

P<0.001) olduğu belirlendi. Ancak, sadece SKF-96365 uygulaması yapılan kontrol grubunun 

CK-MB ve cTnT düzeylerindeki artış, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı değildi. Kontrol grubunda en düşük olarak gözlenen CK-MB ve cTnT düzeylerinin, IR 

uygulaması ile anlamlı olarak arttığı ve SKF-96365 uygulaması ile azaldığı belirlendi. Bu 

azalmanın, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunda, IR+SKF-96365 grubuna göre daha 

belirgin olduğu tespit edildi (Şekil 4.2.1.1 ve Şekil 4.2.1.2). 
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Şekil 4.2.1.1: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait CK-MB düzeyleri (***P<0.001, 

K grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.1.2: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait cTnT düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.2.2.Kalp Dokusundan Elde Edilen Süpernatantlarda Miyeloperoksidaz (MPO), 

Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve Malondialdehit (MDA) Düzeyleri 

Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda, inflamasyon belirteci olarak miyeloperoksidaz 

(MPO), nekrozun belirteci olarak laktat dehidrogenaz (LDH) ve lipit peroksidasyonunun 

gösterilmesi için malondialdehit (MDA) düzeyleri ölçüldü. Her üç parametrenin de, IR 

uygulaması ile arttığı, SKF-96365 uygulaması ile azaldığı belirlendi. Ölçülen tüm değerler, K 

grubunda en düşük düzeydeydi. Kontrol grubuna göre MPO, LDH ve MDA düzeylerinde 

gözlenen artış, madde uygulaması yapılan ve yapılmayan her iki IR grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı iken (P<0.001), sadece SKF-96365 verilen kontrol grubunda anlamlı değildi. IR grubu 

ile karşılaştırıldığında, SKF-96365 uygulanan her iki grubun MPO, LDH ve MDA düzeylerinin 

anlamlı olarak azaldığı (P<0.001) belirlendi (Şekil 4.2.2.1, Şekil 4.2.2.2. ve Şekil 4.2.2.3).  
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Şekil 4.2.2.1: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait MPO düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.2.2: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait LDH düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.2.3: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait MDA düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.2.3.Kalp Dokusundan Elde Edilen Süpernatantlarda Süperoksit Dismutaz (SOD) ve 

Glutatyon Peroksidaz (GPx) Düzeyleri 

Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda, hücresel endojen antioksidan düzeylerinin tespit 

edilmesi için süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) düzeyleri ölçüldü. 

Kontrol grubunda en yüksek düzeyde olan bu antioksidanlar, tüm gruplarda anlamlı derecede 

azaldı (P<0.001). Bu azalma, özellikle sadece IR uygulaması yapılan grupta oldukça belirgindi. 

SKF-96365 uygulanan kontrol ve IR gruplarının SOD ve GPx düzeyleri ise IR grubuna göre 

anlamlı derecede arttı (P<0.001). SKF-96365 uygulaması yapılan kontrol grubu değerlerinin, 

IR+SKF-96365 grubu değerlerine göre daha yüksek olduğu belirlendi (Şekil 4.2.3.1 ve Şekil 

4.2.3.2). 
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Şekil 4.2.3.1: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait SOD düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.3.2: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait GPx düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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4.2.4.Kalp Dokusundan Elde Edilen Süpernatantlarda Angiotensin II (Ang II) 

Düzeyleri 

Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda, angiotensin II (Ang II) düzeyleri ölçüldü. 

Angiotensin II’nin IR grubunda en yüksek düzeylerde olduğu belirlendi. Diğer tüm gruplarda, 

IR grubuna göre bu düzeylerin istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde düştüğü (P<0.001) tespit 

edildi. IR grubuna en yakın değerler, IR+SKF-96365 grubunda gözlenirken, kontrol grubuna 

en yakın düzey ise, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunda belirlendi (Şekil 4.2.4.1). 
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Şekil 4.2.4.1: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait Ang II düzeyleri (*P<0.05, 

***P<0.001, K grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.2.5.Kalp Dokusundan Elde Edilen Süpernatantlarda TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve 

ENKUR Düzeyleri 

Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda, TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve TRPC kanalları ile 

etkileşime giren ve bir adaptör protein olarak işlev gösteren Enkurin adaptör protein (ENKUR) 

düzeyleri belirlendi. TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve ENKUR düzeylerinin, sadece IR uygulaması 

yapılan grupta en yüksek değerlere sahip olduğu ve SKF-96365 uygulaması ile azaldığı 



49 

 

 

 

belirlendi. TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve ENKUR düzeylerinin SKF-96365 uygulaması yapılan 

kontrol grubunda IR grubuna göre istatistiksel olarak azaldığı (tüm gruplar için P<0.001) tespit 

edildi. IR grubunda belirlenen artış, IR+SKF-96365 grubunda da azalmakla birlikte, bu azalma 

TRPC1 (P<0.001), TRPC3 (P<0.05) ve ENKUR (P<0.001) düzeyleri için istatistiksel olarak 

anlamlı iken, TRPC6 için anlamlı değildi. Tüm parametreler için kontrol grubuna en yakın 

değerlerin, sadece SKF-96365 uygulanan grupta olduğu belirlendi (Şekil 4.2.5.1, Şekil 4.2.5.2, 

Şekil 4.2.5.3 ve Şekil 4.2.5.4). 
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Şekil 4.2.5.1: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC1 düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.5.2: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC3 düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +P<0.05, +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.5.3: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC6 düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.5.4: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ENKUR düzeyleri (***P<0.001, 

K grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 

4.2.6.Kalp Dokusundan Elde Edilen Süpernatantlarda Total Oksidan Kapasite (TOS), 

Total Antioksidan Kapasite (TAS) Düzeyleri ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI) 

Kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda, Total Oksidan Kapasite (TOS), Total 

Antioksidan Kapasite (TAS) ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI) belirlendi. TOS düzeylerinin, IR 

grubunda en yüksek değerlerde olduğu, diğer tüm gruplarda IR grubuna göre azaldığı (P<0.001) 

belirlendi. En düşük düzeyler K grubunda gözlenirken, SKF-96365 uygulanan kontrol grubuna 

ait TOS değerlerinin, IR ile birlikte SKF-96365 uygulanan gruptan daha düşük olduğu tespit 

edildi (Şekil 4.2.6.1). 

TAS düzeylerinin IR grubuna göre, tüm gruplarda yüksek (P<0.001) olduğu tespit edildi. Bu 

değerler, K grubunda en yüksek düzeydeydi. SKF-96365 uygulanan kontrol ve IR gruplarına 

ait TAS değerlerinin birbirlerine çok yakın olmakla birlikte, kontrol grubundan anlamlı olarak 

düşük (P<0.001), IR grubundan ise anlamlı olarak yüksek olduğu (P<0.001) belirlendi 

(Şekil 4.2.6.2). 
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Tüm grupların OSI değerleri incelendiğinde, IR grubuna göre tüm gruplarda istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma (P<0.001) belirlendi. En yüksek OSI değerleri IR grubunda tespit edilirken, 

bu grubu IR+SKF-96365 grubunun izlediği gözlendi. SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun, 

K grubundan sonraki en düşük OSI değerine sahip grup olduğu belirlendi. SKF-96365 

uygulaması, OSI değerlerinde bir azalmaya neden olmakla birlikte, bu azalma IR uygulaması 

yapılmayan grupta daha belirgindi (Şekil 4.2.6.3). 
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Şekil 4.2.6.1: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TOS düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.6.2: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TAS düzeyleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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Şekil 4.2.6.3: Tüm gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait OSI değerleri (***P<0.001, K 

grubuna göre; +++P<0.001, IR grubuna göre istatistiksel anlamlılık). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Hücre içi Ca+2 sinyalleri, kalp fizyolojisinde önemli bir rol oynamaktadır. İskemi/reperfüzyon 

ile uyarılan aşırı miyokardiyal Ca+2 yükü, kalp yetmezliğinde miyokardiyal fonksiyon 

bozukluğunun önemli bir öğesidir. Kalsiyum fazlalığı, dokuların iskemiden sonra maruz 

kaldıkları hasarın kritik nedeni olarak kabul edilmiştir. Kalpte IR hasarından sorumlu Ca+2 

girişine neden olan başlıca faktörler olarak TRPC kanalları gösterilmektedir (He ve diğ., 2017). 

TRPC kanallarının artan aktivitesi sonucunda, kalp kasılmasının olumsuz etkilendiği ve TRPC 

kanalları fonksiyonel olarak durdurulduğunda (bloke edildiğinde) kasılabilirliliğin arttığı ile 

ilgili veriler bulunmaktadır. Ancak, TRPC’nin bu etkisinin altında yatan mekanizma henüz tam 

olarak bilinmemektedir (Kiyonaka ve diğ., 2009). Bu kanalların aktivitesini veya aşırı 

anlatımını bloke etmek, kalp dokusunu ve hücreleri IR hasarından belirgin şekilde 

korumaktadır. Bu nedenle TRPC kanalları, kalp hastalıklarıyla mücadelede umut vadeden 

terapötik hedefler haline gelmişlerdir (He ve diğ., 2017). 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, miyokard enfarktüsünden sonra TRPC kanallarının 

anlatımında artış olduğu gösterilmektedir. Ca+2 iyonlarının bu kanallardan hücre içine geçişi 

sonucunda patolojik hipertrofinin gelişmesi, kalbin kasılma düzenin bozulması ve bununla 

birlikte kalbin kanı vücuda pompalayamaması gibi kalp rahatsızlıkları görülmektedir. TRPC 

ailesi ile ilgili detaylı bilgi olmasa da, kalpte yeniden yapılanmaya neden olduğu, ayrıca 

patolojik hipertrofi ve kalp yetmezliği gibi durumlarda anlatımının arttığı görülmektedir 

(Makarewich ve diğ., 2014). 

TRPC kanalları, atriyoventriküler kasılmalarda çok önemli görevlere sahiptir. Sabourin ve 

diğerleri (2011), TRPC kanallarının ventriküler kasılma üzerindeki etkilerinin anlaşılması 

amacıyla yaptıkları çalışmada, TRPC3 özgül inhibitörü Pyr3 (10 µM), TRPC kanallarının seçici 

olmayan blokeri SKF-96365 (40 µM) ve L-tipi Ca+2 kanallarının blokeri olarak Nifedipin (2 

µM)’in uygulandığı gruplarda, bu blokerlerin, atriyum hücrelerinin içine Ca+2 girişini 

engellemelerine bağlı olarak atriyumların kasılma gücünü azalttıkları göstermişlerdir. TRPC 

kanallarının tümü için kullanılan SKF-96365 inhibitörü, tüm kalpte ve izole atriyumda 

pacemakerın uyarı doğurma oranını azalttığından, TRPC kanallarının atriyal pacemaker 

fonksiyonunda öneme sahip olduğu ileri sürülmektedir (Doleschal ve diğ., 2015). 

İskemi/reperfüzyonda miyokard hasarı, primer patolojik değişiklik olarak dikkat edilmesi 

gereken önemli bir noktadır. Belirli bir iskemi periyodu sonrasında uygulanan reperfüzyon, 
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kardiyak kontraktil fonksiyonları kötüleştirebilir ve miyokard metabolizmasında değişikliklere 

sebep olabilir. Bu nedenle, IR hasarına karşı yeni terapötik yöntemlerin geliştirilmesi önemlidir. 

Araştırmalarda, IR'ye maruz kalan izole kalplerin, miyokardiyal kasılma/gevşeme basınçları  

(-dp/dt ve +dp/dt), sol ventrikül içi basınç değişimi (SVBD) ve RPP değerlerinin azalması, 

ayrıca son diyastolik basınç (SDB) değerlerinin artması gibi bazı hemodinamik 

parametrelerdeki değişikliklerle ilişkili olduğu gösterilmiştir (Radmanesh ve diğ., 2017). 

Doleschal ve diğerleri (2015), kardiyak kasılmanın ve aritminin düzenlenmesinde TRPC3 

kanallarının rolünü araştırdıkları bir çalışmada, TRPC3 agonisti olarak GSK1702934A ve Ang 

II moleküllerinin kardiyak fonksiyonlar üzerindeki etkilerini göstermişlerdir. TRPC3 

kanallarının, kalbin kasılmasında ve uyarılmasında belirleyici bir faktör olduğunu ve 

TRPC3’ün bu görevinin, hücresel Ca+2 düzeylerini ve aksiyon potansiyeli morfolojisini 

değiştiren NCX1 ile ilişkili olduğunu ileri sürmüşlerdir. TRPC3 aktivatörü olarak 

GSK1702934A’nın 1 µM'lik bir konsantrasyonda uygulanması sonucunda, TRPC3’ün aşırı 

anlatımının yapıldığı transgenik depolarize miyositlerde, aksiyon potansiyeli süresinin önemli 

derecede arttığı gösterilmiştir. TRPC kanalları agonisti olarak bilinen Ang II’nin de membran 

iletkenliği ve aksiyon potansiyeli üzerinde benzer biçimde etkilerinin olduğu ifade edilmiştir. 

Langendorff sisteminin kullanıldığı bu çalışmada, GSK1702934A’nın, izole perfüze kontrol 

grubu fare kalplerinde kalp kasılması üzerine belirgin bir etkisi gösterilmemiş, ancak 

TRPC3’ün aşırı anlatımının yapıldığı transgenik fare kalplerinde net bir pozitif inotropik yanıt 

(hem atriyum, hem de ventrikül hücresine Ca+2 girişini artırarak kalbin kasılma gücünün 

artırılması) ürettiği belirtilmiştir. Bu pozitif inotropik etki, sol ventrikül sistolik basıncın 

(SVSB) en yüksek değerlere ulaştığı GSK1702934A perfüzyonunun başlangıcından 3-4 dakika 

sonrası için geçerlidir. Aynı zamanda GSK1702934A, diyastolik basınçta da bir artışa neden 

olmuş ve sonunda diyastolik bozulmalara yol açmıştır. Fakat deney başında, kontrol ve TRPC3 

anlatımı yüksek olduğu gruplar arasında, SVBD değerlerinde bir fark gözlenmemiştir. Bu 

nedenle pozitif inotropik etki TRPC3 aktivasyonu ile ilişkilendirilmiştir. Ang II’nin de 

GSK1702934A’ya benzer etkilerinin olduğu belirtilmektedir. Çalışmadan elde edilen max 

dp/dt değerleri, GSK1702934A’nın TRPC3 anlatımının düzeylerine bağlı olarak kardiyak 

kasılabilirliliği değiştirdiğini göstermektedir. Deney başlangıcına kıyasla, GSK1702934A’nın 

kontrol ve TRPC3’ün aşırı anlatımının yapıldığı gruplarda SVB değerlerini yükselttiği 

gösterilmiştir. GSK1702934A, TRPC3’ün aşırı anlatımının yapıldığı kalplerde aritmiye neden 

olmaktadır. Benzer biçimde Ang II uygulamasında, TRPC3’ün aşırı anlatımının yapıldığı 
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kalplerin SVB sonuçları, aritmik aktivitelerin varlığını göstermiştir. Kardiyak ritm 

bozukluklarını uyaran Ang II, TRPC3’ün aşırı anlatımının yapıldığı kalplerde aritmi değerlerini 

yükseltirken, kontrol grubu kalplerde önemli aritmik bozukluklara neden olmamıştır. 

Wang ve diğerlerinin (2012), sıçan kalbinde Langendorff sistemi ile aminoetoksidifenil borat 

(2-APB)’ın aritmi üzerindeki etkilerini araştırdıkları bir çalışmada, 2-APB’nin hücre içine Ca+2 

giriş sinyali oluşturarak, kalpte yüksek frekanslı elektriksel aktiviteleri başlattığı ve aritmi ile 

fibrilasyona neden olduğu belirtilmiştir. TRPC kanal inhibitörü olan SKF-96365’nin ise bu 

fibrilasyonu tersine çevirdiği gösterilmiştir. Bu çalışmada, bir grubun sıçan kalbi Krebs 

solüsyonu ile 40 dakika perfüze edildikten sonra, perfüzata 5 µM 2-APB eklenerek perfüzyon 

20 dakika daha devam ettirilmiştir. 2-APB’nin bu konsantrasyonda uygulanması, hücre içine 

Orai1’e bağlı Ca+2 girişini uyarırken, TRP kanalları ya da IP3 reseptörünü bloke etmektedir. Bir 

başka gruptaki sıçanlara ait kalpler 15 dakika boyunca 22 µM 2-APB içeren Krebs ile perfüze 

edilerek fibrilasyon oluşturulmuş, hemen ardından perfüzata 20 µM SKF-96365 eklenip 

perfüzyon 15 dakika daha devam ettirilmiştir. SKF-96365’in bu dozda kullanımı TRPC 

kanallarını bloke ederek, hücre içine Ca+2 geçişini durdurup, kasılma fonksiyonlarını 

etkilemeden 2-APB’nin etkisini baskılamıştır. 20 µM SKF-96365, fibrilasyonun kısa sürede ve 

büyük ölçüde durdurulmasına neden olmaktadır. Çalışmadan elde edilen kardiyak bulgulara 

göre, fibrilasyona neden olan 2-APB, kalpte SVBD değerlerini azaltırken, SDB’de önemli 

ölçüde artışa neden olmuştur. SKF-96365 uygulanan gruplarda ise bu değerlerin kontrol 

grubuna yaklaştığı gösterilmiştir. 2-APB’nin uygulandığı gruplarda kalp vurumu, RPP ve max 

dp/dt değerleri belirlenemezken, SKF-96365 uygulanması sonucunda bu değerlerde 

iyileşmelerin olduğu belirlenmiştir. 

He ve diğ. (2017), IR hasarında TRPC kanallarının rollerini inceledikleri çalışmada, 30 dakika 

iskeminin ardından 24 saat reperfüzyon uygulanan kontrol grubu kalpler ile TRPC3, TRPC6 ve 

TRPC7 kanallarından yoksun transgenik hayvan gruplarını karşılaştırmışlardır. Buna göre, kalp 

vurumu, sistolik basınç ve RPP değerlerinde herhangi bir fark gözlenmemiştir (He ve diğ., 

2017). Bizim çalışmamızda ise, özellikle deneyin 60. dakikasında IR+SKF-96365 uygulanan 

grubun kalp vurum değerlerinin IR grubuna göre daha yüksek, kontrol grubuna göre ise daha 

yakın olduğu gözlenmiştir. Miyokardiyal oksijen tüketiminin dolaylı bir göstergesi olan RPP 

değerleri incelendiğinde, IR grubuna göre deneyin 30. ve 60. dakikalarında, SKF-96365 

uygulanan kontrol grubunun RPP değerlerinin yüksek, IR+SKF-96365 grubu değerlerinin ise 

düşük olduğu görülmüştür.  
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Tian ve diğ. (2016), Langendorff deney modelini kullanarak Echinatin’in sıçan kalbinde IR 

hasarına karşı koruyucu etkilerini araştırdıkları çalışmalarında, 20 dakika iskeminin ardından 

45 dakika reperfüzyon uygulaması yapmışlardır. Echinatin’in kardiyak koruyucu etkisini, 

kalpte gözlenen hemodinamik verilerden yola çıkarak açıklamışlardır. IR grubunun, SVBD ve 

max dp/dt değerlerinin tüm gruplara göre düşük olduğu gösterilmiştir. İskeminin ardından 

reperfüzyon sürecinde farklı dozlarda Echinatin tedavisi uygulanan tüm gruplarda bu değerlerin 

doza bağlı bir şekilde arttığı ve kontrol grubu değerlerine oldukça yaklaştığı belirtilmiştir. 

Sonuç olarak, tedavi amaçlı kullanılan bu maddenin, kalpte IR hasarına karşı koruyucu 

etkilerinin olduğu belirlenmiştir. 

İzole sıçan kalbinde PLC’nin inhibe edilmesi, kalpte iskemi sonrası geri dönüşe yardımcı 

olmaktadır. Ca+2’a bağlı PLC, fosfotidilinositol 4,5-bisfosfatı, DAG ve IP3’e dönüştürür ve bu 

ürünler kardiyak miyositlerde Ca+2 hareketlerini düzenler. IR hasarında hücre içi Ca+2 

seviyelerinin oldukça fazla önem taşıdığı bilinmektedir. Asemu ve diğ. (2004) yaptıkları 

çalışmada, izole sıçan kalbinde IR hasarına karşı PLC inhibisyonunun etkilerini incelemişlerdir. 

Langendorff modelinde kontrol gruplarına 30 dakika iskeminin ardından 30 dakika boyunca 

reperfüzyon uygulanırken, deney grubu hayvanlar reperfüzyon boyunca PLC inhibitörü olan 

U-73122 ile muamele edilmiştir. Tüm gruplarda hemodinamik veriler incelendiğinde, IR 

grubunda SDB değerlerinde anlamlı bir artış, SVBD ve max dp/dt değerlerinde ise önemli bir 

azalma gözlenmiştir. PLC blokeri olarak U-73122 uygulanan tüm gruplarda SDB değerlerinde 

az da olsa bir düşüş belirtilmiştir. SVBD ve max dp/dt değerlerinde ise U-73122 uygulamasının 

ardından özellikle reperfüzyonun 30. dakikasında önemli miktarda artış olduğu gösterilmiştir. 

IR hasarına karşı PLC inhibisyonunun önemi kardiyodinamik verilerdeki değişikliklerden 

anlaşılmaktadır ve miyorkardiyal geri dönüşü geliştirdiği belirtilmektedir. 

Yapmış olduğumuz çalışmada, TRPC kanallarının seçici olmayan blokeri SKF-96365 

uygulamasının kalpteki etkileri incelenmiştir. Kontrol grubunda perfüzyon basıncının deney 

boyunca düzenli bir artış gösterdiği belirlenmiştir. Sistolik basınç ve SDB değerlerinde deney 

süresince önemli bir değişiklik gözlenmezken, SVBD, max dP/dt ve kasılma indeksi 

değerlerinde deney sonuna kadar belirgin bir azalma olduğu tespit edilmiştir. Bu grupta 

gözlenen en önemli değişiklilerden biri de, miyokardiyal oksijen tüketiminin dolaylı bir 

göstergesi olan RPP değerlerinde deney boyunca anlamlı bir düşüş izlenmesidir. Bu durum, 

izole kalplerde kardiyak fonksiyonların zamanla zayıflamasına bağlı olarak oksijen tüketiminin 

de giderek azalmış olabileceğini düşündürmektedir.  
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IR, SKF-96365 ve IR+SKF-96365 gruplarında, iskemiden hemen sonraki reperfüzyonun ilk 

15-20 dakikasında perfüzyon basıncı, ilk 30 dakikasında ise SVBD, kalp vurumu, max dP/dt, 

kasılma indeksi ve RPP değerlerinin düşük olduğu, SDB değerlerinin ise yükseldiği 

belirlenmiştir. Bu durumun, hipoksinin neden olduğu kasılma ve gevşeme mekanizmasındaki 

bozulmaya bağlı olarak gelişen ventriküler dilatasyonun baskılanması ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Ayrıca, kasılma indeksinin düşmesi ATP tüketimi ile de yakından ilişkilidir. 

Özellikle kas kasılmasında miyokardiyal yüksek enerjili fosfatların %60-70’inden 

yararlanılmaktadır (Takeo ve Nasa, 1999). 

Kontrol grubuna göre IR grubunun SDB değerlerinde anlamlı derecede bir artış gözlenirken, 

iskemi sonrası reperfüzyon sürecinde SKF-96365 kullanılan grubun SDB değerlerinin azalarak 

kontrol grubuna yaklaştığı görülmektedir. Ancak, IR grubuna uygulanan SKF-96365, IR 

uygulaması sonucunda azalan SVBD değerleri üzerinde anlamlı bir değişikliğe yol açmamıştır. 

RPP, max dP/dt ve kasılma indeksi değerlerini incelediğimizde, IR uygulanan tüm gruplarda 

bu değerlerde anlamlı bir azalma gözlenirken, IR+SKF-96365 gruplarında reperfüzyon 

süresince bu değerlerde anlamlı bir değişikliğe rastlanmamıştır. SKF-96365’in tek başına 

uygulandığı kontrol gruplarının kardiyak değerlerine bakıldığında, TRPC kanallarının 

inhibisyonu sonucu hücre içine Ca+2 girişinin azaldığı ve buna bağlı olarak kardiyak 

parametrelerin uygun biçimde değişime uğradığı görülmektedir. SKF-96365’in, kontrol 

gruplarında kalp vurumunu, SVBD, max dp/dt, kasılma indeksi ve RPP değerlerini azaltırken, 

IR uygulanan gruplarda anlamlı bir değişikliğe yol açmadığı belirlenmiştir. Bu durum, SKF-

96365’in TRPC Ca+2 kanallarını inhibe ettiğini ve kalbin normal kasılma fonksiyonlarını 

azalttığını, ancak IR hasarından sonra kalp kasılmasını önemli derecede etkilemediğini 

göstermektedir. Sadece SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun SDB değerleri tüm deney 

süresince artış gösterirken, IR+SKF-96365 grubunun SDB değerleri azalarak, kontrol grubuna 

yaklaşmıştır. Son diyastolik basınç değerleri kontrol grubunda deney süresince sabit kalırken, 

bu değerlerin IR gruplarında iskemi ile birlikte hızla yükselmesi, reperfüzyon ile birlikte 

düşmeye başlaması, bu düşüşün ventrikül gevşemesiyle ve sonunda ventrikül hacmindeki 

artışla ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Reperfüzyon periyodunun sonunda özellikle 

SKF-96365’in tek başına uygulandığı IR grubu değerlerinin, kontrol grubuna çok yakın olduğu 

belirlendi. Bu sonuçlar, SKF-96365 uygulamasının, kalpte kısmen de olsa, iyileştirici bir etkisi 

olabileceğine işaret etmektedir.  
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İskemi/reperfüzyon hasarından sonra miyokardiyal hücrelerin zarar görmesi sonucunda 

hücrelerden CK (Kreatin Kinaz) ve LDH (Laktat Dehidrogenaz) gibi enzimler salgılanır. Kalp 

kası hücrelerinde CK enziminin, özellikle CK-MB formu üretilmektedir ve miyokard hasarında 

enzimin miktarında artış görülmektedir. Bu nedenle miyokard hasarının belirleyicisi olarak CK-

MB izoformu değerlendirilmektedir (Kemp ve diğ., 2004). Randhawa ve Jaggi (2016), bir TRP 

blokeri olan Gadolinyum (7,5 ve 15 mg/kg) maddesini kullanarak yaptıkları çalışmalarında, 30 

dakika iskemi ve 120 dakika reperfüzyon uygulaması sonrasında CK-MB düzeylerine bakarak 

sıçan kalbinde miyokardiyal hasarı göstermişlerdir. İskemi/eperfüzyonun uygulandığı süre 

boyunca 5 dakikalık zaman aralıklarında alınan perfüzatta CK-MB düzeylerinde önemli 

derecede artış olduğu gösterilmiştir. Bununla beraber, Gadolinyum kullanılan gruplarda CK-

MB seviyelerinde bir azalma olduğu belirlenmiştir. Çalışmada, Gadolinyum’un kalbi koruyucu 

etkisinin, TRP kanalları ile bağlantılı olduğu ileri sürülmüştür. 

Li ve diğerlerinin (2012), VPO (vaskular peroksidaz, MPO izoformu)’nun IR hasarına karşı 

etkilerini inceledikleri bir başka çalışmada, 60 dakika iskemi ve 30 dakika reperfüzyonun 

ardından kardiyak fonksiyonlarda (LVP, max dp/dt, kalp vurumu) belirgin ölçüde değişiklikler 

ve CK-MB salınımında da anlamlı bir artış olduğu belirtilmiştir. IR hasarı, CK-MB salınımında 

artışa ve kardiyak fonksiyonlarda gerilemeye neden olurken, Floroglusinol (VPO inhibitörü) 

uygulamasının, doza bağlı olarak CK-MB salınımında azalmaya ve kardiyak fonksiyonlarda 

iyileşmeye neden olduğu gösterilmiştir. 

Bizim çalışmamızda da, sıçan kalbinde CK-MB düzeylerinin, IR uygulaması sonucunda 

anlamlı olarak arttığı ve SKF-96365 inhibitörünün uygulanması ile azaldığı belirlenmiştir. Bu 

azalmanın, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunda, IR+SKF-96365 grubuna göre daha 

belirgin olduğu tespit edilmiştir. Bu bulgulara dayanarak, SKF-96365 uygulamasının kalpte 

miyokard hasarını azaltıcı yönde etkilerinin olabileceği düşünülmüştür. 

Oksidatif strese bağlı değişiklikler, miyokard enfarktüsü sonrası gelişen miyokardiyal 

inflamasyona, IR hasarına ve sol ventrikül yeniden yapılanmasına yanıt olarak, hasarlı 

kardiyomiyosit kasılmasında anahtar rol oynamaktadır. Reaktif oksijen türleri (ROS), hücresel 

bileşenleri oksitlemektedir, bu da kardiyomiyosit kasılmalarında işlev bozukluğuna, miyosit 

apoptozuna veya kardiyak hipertrofiye yol açmaktadır (Heymes ve diğ., 2003). Oksidatif stres, 

hipertansiyon, ateroskleroz ve inme gibi yaygın kardiyovasküler hastalıklarla ilişkilendirilir. 

Kalpte miyokard enfarktüsü takiben meydana gelen oksidatif strese, dokularda 

iskemi/reperfüzyon hasarının neden olduğu bilinmektedir. Çeşitli organ sistemlerinde ROS ve 
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oksidatif strese verilen yanıtlarda pek çok TRP kanalı rol oynamaktadır (Earley ve Brayden, 

2015).  

Miyokardiyal inflamasyon ve iskemi/reperfüzyon hasarı, artmış oksidatif stres ve kontraktil 

işlev bozukluğu ile karakterizedir. Pek çok dokuda olduğu gibi, kalp dokusunda da 

miyokardiyal inflamasyon belirteci olan miyeloperoksidaz (MPO); nötrofiller, monositler ve 

makrofajlar tarafından sentezlenen ve lökosit aktivasyonu sonrasında önemli miktarlarda 

salınan peroksidaz süper ailesinin bir üyesidir. MPO, doğuştan gelen bağışıklık mekanizmaları 

üzerinde olumlu etkilere sahiptir. Dolaşımdaki MPO’nun artışı, mortalite gelişiminin bir 

belirtecidir ve MPO, miyokard enfarktüsü sonrası sol ventriküllerde olumsuz yeniden 

yapılanmaya katkıda bulunur. MPO’nun serum seviyesi sol ventriküllerdeki işlev 

bozukluğunun şiddeti ile pozitif korelasyon gösterir ve kalp yetmezliğinin gelişiminde ve 

ilerlemesinde önemli bir faktör gibi görünmektedir (Kalász ve diğ., 2015). 

Li ve diğerleri (2012), Langendorff sistemini kullanarak bir MPO izoformu olan VPO’nun IR 

hasarına karşı etkilerini inceledikleri bir çalışmada, reperfüzyon sonrasında iskemik miyokard 

alanında MPO miktarının arttığını ve MPO’nun ürettiği oksidanlarda (HOCl gibi) anlamlı bir 

artış olduğunu göstermişlerdir. İskemi/reperfüzyon hasarının, nekroz veya apoptoz gibi 

miyokardiyal oksidatif hasara neden olduğu ileri sürülmüştür. Floroglusinol (VPO inhibitörü) 

uygulanan hayvan gruplarında, IR hasarına bağlı gelişen apoptozun azaldığı ve MPO 

aktivitesinin durdurulmasının kalpte koruyucu etkileri olduğu belirtilmiştir. 

Asaga ve diğerleri (2008) Langendorff perfüzyon modelinde, JTE-607’nin (bir inflamatuvar 

sitokin sentez inhibitörü) böbrekte iskemi/reperfüzyon hasarına karşı koruyucu etkilerini 

araştırdıkları çalışmada, reperfüzyondan sonra MPO miktarında anlamlı bir artış olduğunu 

belirtmişlerdir. JTE-607’nin uygulandığı gruplarda IR grubuna göre MPO seviyesinin düşük 

olduğunu göstermişlerdir. Bu durumun, nötrofillerin salgıladığı MPO’nun ve reaktif oksijen 

türlerinin, hücresel hasarı azaltarak IR’ye bağlı gelişen böbrek hasarının azalmasına neden 

olabileceğini belirtmişlerdir. Sonuç olarak, JTE-607’nin nötrofilleri baskılayarak, sıçan 

böbreğinde IR hasarını azalttığı ve renal fonksiyonları geliştirdiği ifade edilmiştir. 

İskemi/reperfüzyonun neden olduğu miyokardiyal hücre hasarı, hücreden miyokardiyal 

enzimlerin salınmasına neden olur. LDH, pirüvatın laktata dönüşümünü katalize eden bir 

enzimdir. İskemi/reperfüzyon sonrası kalp hücrelerinde meydana gelen hasarın bir belirteci 

olarak kullanılır (Rossello ve diğ., 2016). Randhawa ve Jaggi (2016), iskemik sıçan kalbinde 
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TRP blokeri olan Gadolinyum maddesinin TRP kanalları üzerine etkilerini inceledikleri 

çalışmalarında, miyokardiyal hasarlı alanların ölçümünde, nekroz belirteci olan LDH 

düzeylerini incelemişlerdir. 30 dakikalık iskemi ve 120 dakikalık reperfüzyon periyodu, kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, LDH düzeylerinde belirgin bir artış meydana geldiği tespit 

edilmiştir. Gadolinyum uygulanan gruplarda ise LDH düzeylerinin önemli ölçüde azaldığı ve 

bu maddenin miyokardiyal hasarı önleyerek, kardiyak fonksiyonları geliştirdiği gösterilmiştir. 

Tian ve diğerleri (2016), sıçan kalbinde iskemi/reperfüzyon hasarına karşı Echinatin’in 

iyileştici etkilerini araştırdıkları çalışmada, IR grubu kalplere Langendorff modelinde, 20 

dakika iskemi ardından 45 dakika reperfüzyon uygulamışlardır. Tedavi grubunda kalpler, 

iskeminin ardından reperfüzyon süresince perfüzata Echinatin eklenerek perfüze edilmiştir. IR 

hasarına bağlı gelişen nekrotik hücre ölümünün hesaplanmasında LDH düzeyleri ölçülmüştür. 

İskemiden sonra reperfüzyonun 30. dakikasında LDH ve CK-MB miktarlarının, kontrol 

grubuna göre oldukça yüksek seviyelere ulaştığı belirtilmiştir. IR grubuna tedavi amaçlı 

uygulanan Echinatin maddesinin, artan dozuna bağlı olarak LDH ve CK-MB düzeylerindeki 

artışı önleyebildiği ve kontrol grubunun referans değerlerine yaklaştığını göstermişlerdir. Aynı 

zamanda çalışmalarında, ROS oluşumunun IR hasarında önemli bir faktör olduğunu belirterek, 

kalpte koruyucu mekanizmaları saptamak amacıyla, lipit peroksidasyonunun gösterilmesi için 

malondialdehit (MDA) ve hücresel endojen antioksidan düzeylerinin tespit edilmesi için 

süperoksit dismutaz (SOD) düzeylerini belirlemişlerdir. Farklı dozlarda Echinatin uygulanan 

tüm gruplarda, MDA düzeyininin belirgin şekilde düştüğünü, SOD aktivitesinin anlamlı 

derecede yükseldiğini tespit etmişlerdir. Bunlara ek olarak Echinatin’in, IR sonucunda değişen 

hemodinamik parametreleri (SVBD, max±dp/dt) iyileştirdiğini, IR ile uyarılan CK-MB ve 

LDH düzeylerini ve enfarktüs alanını azalttığını da göstermişlerdir. Çalışmanın sonuçlarını göz 

önünde bulundurarak, Echinatin’in miyokardiyal IR hasarına karşı kalbi koruyucu etkisinin, 

antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik etkinlikleri değiştirmesinden kaynaklanıyor 

olabileceğini ifade etmişledir.  

Ozeren ve diğerlerinin (2005), izole sıçan kalbinde Langendorff modelini kullanarak IR 

hasarına karşı miyokard antioksidan savunma sistemi üzerinde kafeik asit fenetil ester (CAPE) 

takviyeli kardiyoplejik solüsyonun avantajlarını araştırdıkları çalışmada, CAPE’nin 

iskemi/reperfüzyon hasarıyla uyarılan lipit peroksidasyonunu önlediğini ve güçlü bir 

antioksidan özelliğe sahip olduğunu göstermişlerdir. CAPE uygulanan grupta MDA ve MPO 

düzeylerinin anlamlı bir şekilde azaldığını belirtmişlerdir. Çalışmada, kardiyoplejik 
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solüsyonlarla CAPE uygulamasının, IR hasarı sırasında sıçan kalbinde antioksidan savunma 

sistemini geliştirdiğini ileri sürmüşlerdir. 

Dong ve diğerleri (2016) yaptıkları çalışmada, geleneksel Çin ilaçları olarak kullanılan pek çok 

bitkisel polisakkaridin, kalpte IR hasarına karşı koruyucu etkilerini incelemişlerdir. İskemik 

organların tedavisinde öneme sahip olan 24 çeşit polisakkaritten bahsedilmektedir. Sonuçlar, 

bitkisel polisakkaritlerin IR hasarının önlenmesi ve tedavisinde yarar sağlayabileceğini ve bu 

tür polisakkaritlerin, sinir sisteminin fonksiyonunu değiştirerek, enfarktüs alanını, MDA, SOD 

ve MPO aktivitelerini azaltarak ve anti-inflamatuvar sitokin düzeylerini artırarak IR hasarına 

karşı umut vadeden bir çözüm olabileceğini belirtmişlerdir. Bu polisakkaritlerin, miyokardiyal 

IR hasarı üzerindeki biyoaktiviteleri incelendiğinde, CK-MB, MDA, LDH düzeylerinde azalma 

olduğu ve antioksidan düzeylerini gösteren SOD ve GPx düzeylerinde anlamlı bir artış 

olduğunu göstermişlerdir. Bitkisel Çin ilaçlarının, oksidatif stresi iyileştirdiği ve miyokardiyal 

apoptozu engellediğini belirtmişlerdir. Aynı zamanda beyin, karaciğer, böbrek ve bağırsak 

dokularında meydana gelen IR hasarında da bu ilaçların, MPO, MDA, LDH düzeylerini azaltıp, 

SOD ve GPx düzeylerini artırdığı ve bu dokularda oksidatif stresi düzenleyerek apoptozu 

engellediğini bildirmişledir. 

Radmanesh ve diğerlerinin (2017), Langendorff modeli kullanarak, izole sıçan kalbinde 

iskemi/reperfüzyon hasarına karşı vanilik asidin, hemodinamik parametreler, MDA ve 

enfarktüs alanı üzerindeki koruyucu etkilerini araştırdıkları bir çalışmada, 30 dakika iskemi 

ardından 60 dakika boyunca reperfüzyon yapılmıştır. IR’ye maruz kalan sıçan kalplerinde doğal 

bir antioksidan olan vanilik asidin, MDA azalması ile gösterilen lipit peroksidasyonu ile SOD, 

GPx ve total antioksidan kapasite (TAS) miktarlarının artışı ile gösterilen endojen antioksidan 

enzimlerin gelişimi üzerindeki etkileri belirlenmiştir. Çalışmanın biyokimyasal sonuçlarına 

bakıldığında, IR’ye maruz kalan gruplarda vanilik asidin, oksidatif strese karşı hücresel 

savunmada önemli etkilere sahip olan endojen antioksidan (SOD, GPx ve TAS) seviyelerini 

düzenlediği, MDA düzeylerinde ve enfarktüs alanında anlamlı derecede azalmaya neden 

olduğu belirlenmiştir. Hemodinamik parametleri incelendiğinde, vanilik asidin IR grubuna 

kıyasla SVBD’de, kalbin kasılabilme yeteneğinde (dp/dt) ve RPP değerlerinde anlamlı 

derecede artışa neden olduğu tespit edilmiştir. Bu verilerin ışığında, vanilik asidin sıçan 

kalbinde IR hasarını önleyici etkilerinin olduğu ve kardiyak fonksiyonları düzenleyerek kalbin 

kasılabilirliliğini güçlendirdiği bildirilmiştir. 
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Badalzadeh ve diğerleri (2017), iskemik ön koşullama ve Siklosporin-A (CsA)’nın diyabetik 

sıçan kalbinde iskemi/reperfüzyon hasarına karşı koruyucu etkilerini araştırdıkları bir 

çalışmada, reperfüzyon sırasında meydana gelen oksidatif stres ve patolojik değişikleri 

incelemişlerdir. Kontrol ve diyabet grubuna ait kalplerde TAS seviyelerinin oldukça düşük 

olduğunu ve CsA uygulamasının, her iki grupta da TAS düzeyinde artışa neden olduğunu 

göstermişlerdir. Sonuç olarak, iskemik ön koşullama ile beraber CsA uygulamasının, diyabetik 

sıçan kalplerinde IR hasarını azalttığı ve kalbin korunma mekanizmaları ile yakından ilişkili 

olan oksidatif stres seviyelerinde önemli derecede azalmaya neden olduğu belirtilmiştir. 

Aydın ve diğerleri (2015), akciğer, karaciğer, kalp gibi organlarda IR hasarına karşı Timokinon 

(TQ)’un etkisini araştırdıkları çalışmada, 45 dakika iskeminin ardından 120 dakika boyunca 

reperfüzyon uygulamışlardır. Çalışmanın sonuçlarına göre, kontrol grubu TAS düzeylerinin, IR 

ve IR+TQ gruplarına göre oldukça yüksek olduğu belirtilmiştir. Ancak, IR ve IR+TQ 

gruplarının TAS aktiviteleri arasında anlamlı bir fark gözlenmemiştir. Aynı zamanda kontrol 

ve IR+TQ gruplarında düşük olan TOS ve OSI değerlerinin, IR grubunda oldukça yüksek 

olduğu gösterilmiştir. Sonuç olarak, Timokinon’un iskemi/reperfüzyon uygulanan sıçan 

modelinde, histopatolojik hasarı ve oksidatif stresi azaltıcı etkilerinin bulunduğu bildirilmiştir. 

Luan ve diğerleri (2012), diyabetik sıçan böbreğinde Tempol’ün koruyucu etkisini inceledikleri 

bir çalışmada, kontrol ve diyabet grupları oluşturmuşlardır. Kontrol grubna göre MDA 

seviyesinin diyabet grubunda anlamlı derecede artarken, Tempol tedavisinin MDA düzeyini 

diyabet grubuna kıyasla azalttığını göstermişlerdir. Kontrol grubundaki SOD ve GPx 

aktiviteleri diğer iki gruba göre anlamlı derecede yüksekken, diyabet grubunda bu değerler 

belirgin şekilde düşmüştür. Tempol uygulanan diyabetik sıçanlarda ise bu değişikliklerin 

hafiflediği ve kontrol grubuna yaklaştığı gösterilmiştir. Bu çalışmada aynı zamanda, böbrek 

hücrelerinde TRPC6 kanallarının anlatımının yapıldığı ve bu kanalların böbrek mezenşiyal 

hücrelerinde Ang II ile uyarılarak kasılmada rol oynayabildiği belirtilmiştir. Kontrol grubuna 

göre, diyabetik sıçanlarda TRPC6 anlatımının oldukça düşük olduğu ve yüksek glikoz 

seviyesinin TRPC6 mRNA miktarlarını azalttığı ifade edilmiştir. TRPC6 anlatımındaki bu 

azalmanın, diyabetik mezenşiyal hücrelerde Ca+2 sinyal mekanizmasını bozarak, hücrelerde 

kasılma yeteneğinin azalmasına neden olduğu belirtilmiştir. Tempol ile muamele edilen 

böbreklerde ise TRPC6 anlatımının önemli derecede arttığı görülmüştür. Çalışmanın 

sonuçlarına göre, antioksidan tedavinin, diyabetin TRPC6 üzerindeki etkisini etkili bir şekilde 

bastırdığı düşünülmektedir. Diyabetin, TRPC6 geninin ROS tarafından baskılanmasıyla 
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TRPC6 kanal anlatımını azalttığı ve bu nedenle TRPC6’nın tedavi sürecinde potansiyel 

etkilerinin olduğu bildirilmiştir. 

Çalışmamızın biyokimyasal analizleri göz önüne alındığında, iskemi/reperfüzyona bağlı olarak 

MPO, LDH ve MDA düzeylerinde kontrol gruplarına göre anlamlı derecede artış 

görülmektedir. İskeminin ardından reperfüzyon boyunca SKF-96365’in uygulandığı grupta ise 

MPO, LDH ve MDA seviyelerinde oldukça anlamlı bir azalma olduğu görülmektedir. Daha 

önce yapılan çalışmalar ve bizim çalışmamızın sonuçları karşılaştırıldığında, iskemik kalpte 

MPO, LDH ve MDA düzeylerindeki artışın kardiyomiyositlere zarar verdiği ve bu maddelerin 

inhibisyonunun kalpte iyileştirici belirtiler gösterdiği anlaşılmaktadır. Aynı zamanda kalp 

dokularında, hücresel endojen antioksidan düzeylerini incelediğimizde, kontrol grubunda bu 

parametrelerin en yüksek düzeylerde olduğu, IR grubunda SOD ve GPx düzeylerindeki 

azalmanın kontrol grubuna göre oldukça anlamlı olduğu tespit edilmiştir. IR hasarına karşı 

tedavi amaçlı SKF-96365 uyguladığımız tüm gruplarda ise SOD ve GPx düzeylerinin IR 

grubuna göre anlamlı derecede artmış olduğu belirlenmiştir. Daha önce yapılan çalışmaların 

biyokimyasal sonuçlarına bakıldığında, bizim sonuçlarımızla benzerlik göstermektedir. Bu 

durum SKF-96365’in, sıçan kalbinde iskemi/reperfüzyon hasarını azaltıcı ve iskemik kalbi 

oksidatif strese karşı koruyucu etkilerinin olabileceğini düşündürmektedir. SKF-96365’in 

TRPC kanal inhibitörü olarak kullanıldığı çalışmamızda, bu antagonistin, IR hasarına karşı 

gösterdiği iyileştirici etkilerinin, TRPC kanallarının biyolojik aktivitelerinin baskılanması ile 

ilişkili olduğu ve bu nedenle TRPC kanallarının kalpte IR hasarının tedavisinde kritik bir öneme 

sahip olduğu düşünülmektedir.  

Çalışmamızda ayrıca, kontrol grubu sıçanlarda TAS düzeylerinin yüksek, TOS ve OSI 

değerlerinin ise düşük olduğu görülmektedir. Benzer biçimde IR hasarının ardından TAS 

seviyesinin anlamlı bir şekilde azaldığı ve TOS seviyesi ile OSI değerlerinin arttığı 

belirlenmiştir. SKF-96365 blokerinin uygulanmasının ardından, TAS değerlerinde IR’ye göre 

bir artış olduğu ve TOS seviyesi ile OSI değerlerinde kontrol grubuna benzer şekilde bir azalma 

olduğu görülmektedir. Sonuçlarımız, SKF-96365 uygulamasının oksidatif stresin 

azaltılmasında etkili olduğuna işaret etmektedir. 

Kalpte IR, proteaz enzimlerinin aktivasyonundan ve hücre ölümünden sorumlu Na+, Ca+2 

iyonları ve oksijen salınımındaki artıştan dolayı, kalp kası hücrelerinde hasara yol açar 

(Agrawal ve diğ., 2016). Angiotensin II, kan hacmini ve vasküler direnci düzenlemedeki önemli 

rolünden dolayı, kardiyovasküler homeostazın sağlanmasında anahtar rol oynar. Angiotensin 
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II, özgül reseptörlerinin aktivasyonuyla kardiyak kasılma, hücre iletişimi ve impuls yayılmasını 

düzenler (De Mello ve Danser, 2000). Angiotensin II, kalpte özellikle damar daralmasına yol 

açarak hipertansiyona neden olur. Angiotensin II’nin aşırı üretimi kan basıncını arttırarak, 

beyin, böbrek ve kan damarları gibi çeşitli organların hasar görmesine neden olur. Miyokardiyal 

Ang II reseptörleri (AT1R, AT2R) kardiyak korumada çok önemli bir rol oynar. Angiotensin 

II reseptör antagonistleri, kan basıncını ve enfarktüs boyutunu azaltarak kalpte koruyucu etki 

gösterir. Hipertansiyon tedavisinde kullanılan angiotensin dönüştürücü enzim (ACE) 

inhibitörleri, angiotensin dönüştürücü enzimlerin aktivasyonunu durdurarak, miyokard 

enfarktüsü azaltır. Böylece, Ang II miktarının azaltılması kalpte IR hasarını zayıflatmaktadır. 

Aynı zamanda, Angiotensin II’nin Valsartan gibi antagonistleri, Ang II’yi inhibe ederek 

enfarktüs alanının boyutunu azaltır (Agrawal ve diğ., 2016). 

Deneysel çalışmalar Ang II’nin, IR hasarının patolojisine neden olan oksidatif strese yol 

açtığını göstermektedir (Dianat ve diğ., 2014). Angiotensin II, önemli miktarda süperoksit 

üretimine neden olur ve böylece iskemik kalp rahatsızlıklarının tedavisinde, Ang II miktarının 

azaltılması ya da Ang II reseptörlerinin bloke edilmesi önemli bir stratejik yaklaşım olarak 

değerlendirilir. Dianat ve diğerleri (2014) yaptıkları çalışmada, Ang II tip 1 reseptör blokeri 

(AT1R) olan Losartan’ın izole sıçan kalbinde oksidatif strese neden olan IR üzerindeki 

iyileştirici etkilerini araştırmışlardır. Langendorff modelinin kullanıldığı ve sıçan kalplerine 30 

dakika iskeminin ardından 60 dakika boyunca reperfüzyon uygulaması yapılan bu çalışmada, 

Ang II miktarının iskemi uygulanan gruplarda arttığı gösterilmiştir. Çalışmanın biyokimyasal 

verileri incelendiğinde, Losartan inhibitörü uygulanan gruplarda LDH, MDA, CK-MB 

düzeylerinde anlamlı azalmalar olduğu ve bu nedenle Ang II reseptörlerinin inhibisyonunun IR 

hasarına karşı olumlu yönde etkilerinin bulunduğu belirlenmiştir. Aynı zamanda Losartan 

uygulamasının SOD, GPx ve TAS düzeylerinde IR’ye göre bir artışa neden olduğu 

gösterilmiştir. Bu verilerin ışında, Ang II’nin kalpte IR hasarında oldukça önemli fonksiyonlara 

sahip olduğu ve Ang II’nin artan düzeylerinin kalp fizyolojisinde olumsuz etkilerinin 

olabileceğini ileri sürmüşlerdir.  

Daha önce yaptığımız çalışmamızda, angiotensin tip I reseptör blokeri Losartan ile angiotensin 

tip II reseptör blokeri PD123319’un, langendorff izole kalp sistemi ile sıçan kalbine ayrı ayrı 

ve beraber uygulanması ile iskemik kalp üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Çalışmadaki Ang II 

ve renin düzeyleri incelendiğinde, her ikisinin de sadece IR hasarı oluşturulan grupta anlamlı 

olarak arttığı, AT I antagonisti Losartan ve AT2 antagonisti PD123319’un tek başlarına ve 
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birlikte uygulandığı gruplarda anlamlı olarak azaldığı ve PD122319’un Losartan’a göre daha 

etkili bir cevap oluşturduğu belirlenmiştir (Kılıç ve diğ., 2016). Şimdiki çalışmamızda, kalp 

dokusundan elde edilen süpernatantlarda Ang II düzeyleri ölçüldüğünde, kontrol grubunda en 

düşük düzeylerde gözlenen değerlerin, IR grubunda anlamlı olarak arttığı belirlenmiştir. IR 

grubuyla karşılaştırıldığında, kontrol grubu ve IR grubu kalplere SKF-96365 blokerinin 

uygulamasının, Ang II seviyelerini anlamlı derecede düşürerek, kontrol grubu değerlerine 

yaklaştırdığı tespit edilmiştir. Her iki çalışmamızın sonuçları, IR’nin kardiyak renin-

angiotensin sistem bileşenlerini anlamlı olarak arttırdığını ortaya koymuştur. Bu durumun, 

TRPC kanal blokeri ile önlenebileceği düşünülmektedir. 

Angiotensin II, kardiyovasküler sistemde Ca+2 konsantrasyonunun artışına bağlı olarak 

düzensiz kasılmalara neden olur. Angiotensin II’nin kardiyak fonksiyonlar üzerindeki etkisinin 

TRPC kanallarının anlatımına bağlı olduğu ve bu kanalların Ang II aracılı aritmilerde anahtar 

rol oynadığı ileri sürülmektedir (Doleschal ve diğ., 2012). Ang II, kalpte doğrudan TRPC3 ve 

TRPC6 kanallarını aktive ederek, hücre içine katyonların geçişine izin verir ve devamında 

aksiyon potansiyeli oluşumuna neden olur. Kalpte Ang II aracılı hipertrofik yanıtların 

oluşmasında, TRPC3 ve TRPC6 kanallarının patofizyolojik öneme sahip olduğu bildirilmiştir 

(Onohara ve diğ., 2006).  

Angiotensin II’nin reseptörlerine bağlanması ile uyarılan PLC-IP3-DAG sinyal yolağı, TRPC3 

ve TRPC6 kanallarını aktive ederek, hücre içi Ca+2 konsantrasyonunu artırır. Kalsiyum sinyal 

yolağının uyarılması, kalp hastalıklarında önem taşıyan sistolik/diyastolik fonksiyon 

bozukluklarına ve miyokardiyal apoptoz gelişimine neden olur (Kang ve Izumo, 2003). TRPC 

kanallarının aktivasyonu, Ca+2 bağımlı sinyal yolağını uyararak, patolojik kardiyak yeniden 

yapılanmaya, hipertrofiye ve proapoptotik etkilere neden olur (Eder ve Molkentin, 2011). Aynı 

zamanda Ang II aracılığıyla sitosolik Ca+2 seviyesinin artırılmasında TRPC’lerin hücre 

ölümüne katkıda bulunduğu da gösterilmiştir (Shan ve diğ., 2008). TRPC3 ve TRPC6 benzer 

özelliklere sahip olduğundan, ventriküler miyositlerde TRPC6 anlatımının, olası kardiyak 

hipertrofiyi ve kalp hastalıklarını artırdığı da bilinmektedir (Feng ve diğ., 2011).  

Doleschal ve diğerleri (2012), Langendorff perfüzyon modeli kullanarak kalpte Ang II’nin 

kardiyak fonksiyonlar üzerindeki etkilerini ve TRPC3 kanalı ile ilişkilerini araştırmışlardır. 100 

nM Ang II uygulaması kontrol grubu kalplerde pozitif inotropik etkiler gösterirken, TRPC3 

kanallarının aşırı anlatımının yapıldığı transgenik fare kalplerinde sol ventriküler basıncı 
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azalttığı belirtilmiştir. TRPC3 transgenik modellerdeki Ang II’nin neden olduğu kalp 

fonksiyonlarının bozulması, 30 µM Pyr-3 blokeri tarafından kısmen tersine çevrilmiştir. Ang 

II, diyastolik Ca+2 düzeylerinde bir artışa neden olarak, TRPC3 anlatımının fazla olduğu 

kalplerde düzensiz kasılmalara yol açmıştır, ancak kontrol grubunda bir değişiklik 

görülmemiştir. Çalışmada, kardiyak fonksiyonların Ang II aracılığı ile düzenlenmesinin, 

TRPC3 kanallarının anlatımına bağlı olduğu ve TRPC3’ün aşırı anlatımının Ang II aracılı 

kardiyak bozuklukları arttırdığı gösterilmiştir. Aynı zamanda, Ohba ve diğerleri (2007), kalpte 

Ang II aracılığı ile oluşan hipertrofik yanıtlarda TRPC1 kanallarının da önemli olduğunu 

belirtmişlerdir. TRPC1 kanal anlatımının engellenmesinin, kalpte Ang II aracılı hipertrofi 

gelişimini baskıladığını göstermişlerdir. 

Yapılan çalışmalar ve bizim çalışmamızın sonuçları göz önüne alındığında, SKF-96365 

uygulanan gruplarımızdaki Ang II düzeylerindeki azalmanın, TRPC kanallarının 

inhibisyonunun bir sonucu olarak hücre içine Ca+2 girişinin baskılanmasıyla ilişkili olabileceği 

görülmektedir. Bu sonuçlar, SKF-96365’in IR hasarında artan Ang II düzeylerini azaltarak, 

kalpte IR hasarına karşı olumlu etkiler gösterdiği ve kalbin korunma mekanizmaları açısından 

TRPC kanalları ile Ang II’nin yakın ilişki halinde olduğu ve IR hasarına karşı Ang II ve TRPC 

düzeylerinin düzenlenmesinin olası bir tedavi yöntemi olabileceğini düşündürmektedir. 

Normal yetişkin kardiyak miyositlerinde TRPC kanallarının çok düşük seviyelerde anlatımı 

olur, ancak patolojik hipertrofide ve kalp yetmezliğinde bu kanalların anlatımları artmaktadır 

(Kiyonaka ve diğ., 2009). TRPC kanalları, patolojik kardiyak yeniden yapılanmaya, 

hipertrofiye ve kalp yetmezliğine yol açan Ca+2 bağımlı sinyal yolaklarının başlatıcıları olarak 

bilinirler. TRPC kanallarının inhibisyonunun hipertrofi tedavisinde önemli bir rolü olduğu ileri 

sürülmektedir. Bu kanalların inhibe edildiği veya kanalların anlatımdan sorumlu genlerin 

silindiği pek çok çalışma bulunmaktadır. Makarewich ve diğerleri (2014), fare kalbinde 

miyokard enfarktüsü sonrası yeniden yapılanmada ve kardiyak fonksiyonlarda TRPC aracılı 

Ca+2 geçişinin önemini araştırdıkları bir çalışmada, miyokardiyal iskemiden sonra TRPC1, 

TRPC3 ve TRPC6 mRNA anlatımlarının arttığını göstermişlerdir. Bu durumun TRPC aracılı 

Ca+2 girişi ile ilişkili olduğunu ve kalpte kasılabilirliliği azalttığını ifade etmişlerdir. 

Miyokardiyal iskemi sonrasında, TRPC antagonisti SKF-96365 ve TRPC3/6 özgül inhibitörü 

GSK503A kullanılan çalışmada, miyositlerdeki TRPC aracılı Ca+2 girişinin özgüllüğü 

doğrulanmıştır. Bu kanalların inhibisyonunun ardından, daha iyi bir kardiyak performans, kalp 

yetmezliği oluşumunda gecikmeler ve miyokardiyal iskemi sonrası yapılanma sürecinde 
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iyileştirici etkiler görüldüğü belirtilmiştir (Makarewich ve diğ., 2014). Kiyonaka ve diğerlerinin 

(2009) fare kalbindeki ventriküler miyositlerde bulunan TRPC kanalları üzerine yaptıkları 

çalışmada da, SKF-96365’in kullanıldığı hücre gruplarında TRPC3/4/6 aracılı Ca+2 girişi 

durdurulurken, daha seçici bir inhibitör olan GSK503A’nın kullanıldığı gruplarda, sadece 

TRPC3/6’nın inhibe olduğu gösterilmiştir. Benzer biçimde Pyr3’ün ise yalnızca TRPC3 

kanallarını durdurduğu gösterilmiştir. Sonuçlar, miyokardiyal iskemi sonrası kasılma 

kabiliyetinin iyileştirilmesi amacıyla TRPC kanallarının inhibe edilmesinin, kalp hastalıkları 

ile mücadelede etkili bir strateji olabileceği yönündedir  

Feng ve diğerleri (2011), Ca+2’a duyarlı reseptörlerin TRPC1 ve TRPC3 kanalları üzerinde 

etkilerini inceledikleri bir çalışmada, 15 dakika perfüzyonun ardından 1,5 saat boyunca 

kalsiyuma duyarlı reseptörleri aktive eden Gadolinyum (III) klorür (GdCl3) ile perfüzyon 

uygulaması yapılmıştır. TRPC1 ve TPRC3 protein anlatım düzeyleri incelendiğinde, GdCl3 

grubunda kontrol grubuna göre bir artış olduğu görülmüştür. Bu artışın özellikle TRPC3 

kanalında daha anlamlı olduğu belirtilmiştir. TRPC kanallarının anlatımındaki bu artışın hücre 

içinde uzun süren yüksek Ca+2 derişimine neden olduğu gösterilmiştir. TRPC kanal inhibitörü 

olan SKF-96365 uygulandığında, TRPC3 kanallarının aşırı anlatımı azalırken, TRPC1 

kanallarında önemli bir değişiklik olmadığı ifade edilmiştir. Bu kanalların anlatımlarındaki 

artışın, hücre içi Ca+2 dengelerini değiştirdiği bilindiği için, özellikle hipertrofi veya apoptozdan 

sorumlu genlerin sentezlenmesini uyarabileceği bildirilmiştir.  

Kalpte normal koşullarda oldukça düşük olan TRPC3 ve TRPC6 kanallarının anlatımları, kalp 

hastalıklarında belirgin bir artış göstermektedir (Eder ve Molkentin, 2011). Aynı zamanda bu 

kanalların birlikte delesyonlarının, kardiyak bozukluklar üzerinde koruyucu etkiye sahip 

olduğu belirlenmiştir (Wu ve diğ., 2010). Shan ve diğerleri (2008) yaptıkları çalışmada, yetişkin 

fare kalbinde IR hasarından sonra anlatımı artan TRPC3 kanallarının apoptoz üzerine etkilerini 

incelemişlerdir. İskemi/reperfüzyon hasarına bağlı gelişen apoptoz artışına, TRPC3 

kanallarının aşırı anlatımlarının neden olduğu belirtilmiştir. 0,5 µM SKF-96365 inhibitörü 

uygulanan hücrelerde, IR uygulanan kontrol grubuna göre IR’yi takiben hücresel canlılık 

oranının önemli derecede arttığı gösterilmiştir. SKF-96365 aynı zamanda apoptozu da önemli 

ölçüde azaltmıştır. L-tipi Ca+2 kanal inhibitörü olan Verapamil ise apoptozda önemli bir 

değişime yol açmamıştır. TRPC3’ün aşırı anlatımı, hücre ölümüne de neden olan, hücre dışı 

alanda fazla miktarda bulunan Ca+2’a duyarlılığı artırmıştır.  
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Sabourin ve diğerlerinin (2011), TRPC kanallarının normal ve doğal süreçteki fonksiyonlarını 

belirlemek amacıyla, 4 günlük embriyonik tavuk kalbinde yaptıkları çalışmalarında, TRPC 

kanallarının gelişmekte olan kalbin pacemaker hücrelerinin fonksiyonlarını yerine 

getirmesinde, sinyal iletimi ve kasılma fonksiyonlarında anahtar bir rol oynadığı tespit 

edilmiştir. TRPC kanallarının anlatımının atriyum ve ventriküllerde eşit miktarda olduğu 

belirtilmiştir. İzole atriyum ve ventriküllerin aktivitesi üzerinde SKF-96365’in kullanım 

süresine ve dozuna bağlı olarak ortaya çıkan etkileri belirtilmiştir. SKF-96365 uygulanan 

gruplarda, 20-40 dakika sonra aritmiler ve kalp vurum sayısının ölçümü yapılmıştır. SKF-

96365’in 5µM’dan fazla uygulanan konsantrasyonunda, kalbin tamamında aritmiye sebep 

olduğu gözlenmiştir. 40 µM SKF-96365 kullanıldığında, atriyumun ve ventrikülün TRPC 

inhibisyonuna olan duyarlılığı farklılık göstermiştir. 20 dakika süren uygulamanın sonunda 

ventriküllerde %81 oranında inhibisyon sağlanırken, atriyumlarda sadece %36 oranında 

inhibisyon gerçekleşmiştir. Kontrol gruplarının ne atriyumunda ne de ventrikülünde herhangi 

bir değişiklik gözlenmezken, 40 µM SKF96365 uygulanan gruplarda ventriküllerin blokajının 

atriyuma kıyasla çok daha hızlı olduğu gösterilmiştir. 

Çalışmamızda, kalp dokusundan elde edilen süpernatantlarda, TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve 

TRPC kanalları ile etkileşime giren ve bir adaptör protein olarak işlev gösteren Enkurin adaptör 

protein (ENKUR) düzeyleri belirlenmiştir. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, sadece IR 

grubunda TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve ENKUR düzeylerinin arttığı ve SKF-96365 uygulaması 

ile bu değerlerin tüm gruplarda azaldığı belirlenmiştir. Bu kanallardan, kalpte IR hasarı 

sonrasında en fazla artışı özellikle TRPC3 göstermiştir. IR grubunda belirlenen artışın, 

IR+SKF-96365 grubunda azaldığı, aynı zamanda da bu azalmanın TRPC1, TRPC3 ve ENKUR 

düzeyleri için istatistiksel olarak anlamlı iken, TRPC6 için anlamlı olmadığı tespit edilmiştir. 

Kontrol grubunda ve iskemi/reperfüzyon uygulaması yapılmadan SKF-96365 blokeri 

uygulanan gruplardaki TRPC1, TRPC3 ve TRPC6 kanallarının protein anlatım düzeyleri 

arasında bir fark olmadığı belirlenmiştir. Sonuçlarımız, IR hasarının TRPC kanallarında aşırı 

anlatıma neden olduğunu göstermektedir. Bu durum, hücre içine Ca+2 akışını artırarak, 

hücrelerde kasılma fonksiyonları başta olmak üzere pek çok fizyolojik süreci etkileyerek, kalpte 

olumsuzluklar yaratmaktadır. İzole kalpteki IR hasarında TRPC kanallarına yönelik çalışmalar 

sınırlı olmakla birlikte, kalpte meydana gelen IR hasarında bu kanalların inhibisyonunun olası 

bir tedavi yöntemi olabileceğinden bahsedilmektedir (Kiyonaka ve diğ. 2009; Makarewich ve 

diğ., 2014).  
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Son yıllarda yapılan çalışmalarda TRPC kanalları ailesinden özellikle TRPC1, TRPC3 ve 

TRPC6 kanallarının, kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde önemli olabileceği ileri 

sürülmektedir. Rowell ve diğerleri (2010) çalışmalarında, bu üç TRPC kanalının patofizyolojik 

rolünü destekleyen yeni kanıtları ve kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde inhibisyon 

stratejilerinin potansiyel yararlarını tanımlamışlardır. Ne yazık ki bu kanalların mevcut olan 

tüm inhibitörleri herhangi bir kanala özgü değildir ve sık sık diğer Ca+2 akış mekanizmalarını 

da etkileyebilmektedir. Örneğin SKF-96365, deneylerde sıklıkla TRPC kanallarını ve depo 

kontrollü Ca+2 kanallarını bloke etmek amacıyla kullanılmaktadır, ancak SKF-96365 TRPC 

kanalları ailesinin herhangi bir üyesini özgül olarak inhibe etmemektedir.  

Bütün bu verilerin ışığında, çalışmamızın sonuçları özetlenecek olursa; 

 Langendorff sistemi aracılığı ile izole kalplerden elde edilen kardiyodinamik veriler 

değerlendirildiğinde, iskemi/reperfüzyon hasarının miyokardiyal fonksiyon bozukluğuna 

neden olduğu, 

 TRPC kanallarının seçici olmayan blokeri SKF-96365 uygulamasının iskemi/reperfüzyon 

hasarına karşı kalbi kısmen koruyucu rolünün olduğu,  

 Biyokimyasal olarak hasar belirteçleri analiz edildiğinde, IR’nin kalp dokusunda hücresel 

hasara yol açtığı, SKF-96365 uygulaması ile bu hasarın azaldığı, antioksidan enzim 

düzeylerinin arttığı, 

 SKF-96365’in, IR hasarında artan Ang II düzeylerini azaltarak, kalpte IR hasarına karşı 

olumlu etkiler gösterdiği ve kalbin korunma mekanizmaları açısından TRPC kanalları ile 

Ang II’nin yakın ilişki halinde olduğu sonucuna varılmıştır. 

Çalışmamızda, izole sıçan kalbinde IR hasarında TRPC kanallarının rollerinin belirlenmesi ve 

bu kanalların reperfüzyon sürecindeki inhibisyonlarının iyileştirici etkilerinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıştı. Bundan sonra yapılacak çalışmalarda, farklı metotların uygulanması, özellikle 

reperfüzyon süresinin uzatılması ve SKF-96365’in kullanımına ilişkin süre ve doz cevaplarının 

belirlenmesi ile bu antagonistin fizyolojik olarak daha yararlı etkilerinin görülebileceği 

düşünülmektedir. Ayrıca, TRPC kanalları için daha özgül ajanların bulunması ve bu ajanların 

farklı dozları ile yapılacak çalışmalardan elde edilecek sonuçların, kardiyovasküler 

hastalıkların ve Ca+2 kanalları ile ilişkili diğer patofizyolojik bozuklukların önlenebilmesine 

yönelik yeni çalışmalara ışık tutabileceği düşünülmektedir. 
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