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ONSOZ

Bu ¢alismada, TRPC kanal blokeri SKF-96365’in Langendorff izole kalp sistemi ile sigcan
kalbine uygulanmasi sonucunda, TRPC kanallarinin iskemik kalp {izerindeki etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir.
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Cihan DEMIRCI TANSEL e, hayatimdaki varligindan dolay1 tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans Ogrenimim boyunca, c¢alismamin planlanmasinda, arastirilmasinda,
yiirlitiilmesinde ve olusumunda ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim, yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle calismami bilimsel temeller 1s18inda
sekillendiren ve tezimde biiyiik emegi olan saymn hocam Ogr. Gor. Dr. Savas USTUNOVA’ya
tesekkiir ederim.

Caligmalarim esnasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasarak, destegini esirgemeyen
hocalarim; Prof. Dr. Kadriye AKGUN DAR’a, Yard. Do¢. Dr. Nadim YILMAZER’e,
Yard. Dog. Dr. Mehmet UYUKLU’ye, Aras. Gor. Dr. Asli KANDIL’e, Aras. Gér. Dr. Cenk
GUREVIN’e ve Aras. Gor. Dr. Aysegiil KAPUCU’ya tesekkiir ederim.

Tezimin tamamlanma siiresince her tiirlii yardimlarin1 ve desteklerini gordiigiim, Aras. Gor.
Aysu KILIC, Uzman Biyolog Deniz EROL KUTUCU ve Biyolog Seyma EREN’e; tezimin
biyokimyasal analizleri sirasinda yardimini esirgemeyen Uzman Biyolog Huri BULUT a ve
calismam boyunca destegini eksik etmeyip her zaman yanimda olan tiim degerli dostlarima
tesekkiir ederim.
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SEKIL LISTESI

Sayfa No

Sekil 2.1.1: Hiicre ici Ca*? dongiisiiniin genel semasi. Ca*?, Ca* kanallar1 ve bazi
durumlarda Na*-Ca*? degistiricisi (NCX) yoluyla hiicre igine girebilir. Ca*?,
sarkoplazmik/endoplazmik retikulumdan (SR/ER), riyanodin reseptorleri ve
inositol (1,4,5) trisfosfat reseptodrlerini igeren Ca*? salan kanallar vasitasiyla
salmabilir. Ca*?, sitosolden SR/ER Ca'>-ATPaz (SERCA), sitolemmal Ca*?-
ATPaz, Na*-Ca*? degisimi ve mitokondriyal uniporter ile uzaklastirilir (Wang ve

Sekil 2.1.2: Plazma zar1 boyunca diizenlenmis Ca*? giris yollar1. Kalsiyum, voltajla
calisan kanallar (VOC), ikinci haberciler yardimiyla ¢alisan kanallar (SMOC), depo
kontrollii ¢alisan kanallar (SOC) ve reseptor ile ¢alisan kanallar (ROC) basta olmak
iizere pek cok kanal araciligi ile hiicrelere girebilir. VOC’ler membran
depolarizasyonu ile aktive edilirken, SMOC’ler, inositol fosfatlar, siklik
niikleotidler ve lipitten tiiretilmis haberciler (diagilgliserol ve arasidonik asit ve
metabolitleri) gibi ikinci haberci molekiiller tarafindan aktive edilirler. SOC’ler,
hiicre i¢ci Ca*® depolarinin bosalmasiyla aktive olurlarken, ROC’ler, bir
norotransmitter veya hormon gibi agonistlerin (Ag) dogrudan baglanmasiyla aktive
olurlar. Buna ek olarak, Ca*? baz1 kosullar altinda ters yonde galisan Na*/Ca*
degistirici kanallar1 (NCX) aracili8i ile hiicrelere girebilir (Parekh ve Putney, 2005).

Sekil 2.2.1.1: TRPC kanallarmin aracilik ettigi Ca*? akis mekanizmalar1. A: Reseptor
aracili Ca*? girisi (ROCE; Receptor Operated Calcium Entry). G proteinine baglh
reseptorlere (GPCR) agonist baglanmasi, zarda bulunan fosfoinositol bifosfat
(PIP2)’1n, IP3 ve DAG molekiillerine ayrilmasini aktive eden PLC’yi uyarir. IP3,
ER/SR’de bulunan IP3R’lere baglanarak Ca™®’un sitoplazma igine salinmasina
neden olur. DAG ise, TRPC3, TRPC6 ve TRPC7 kanallarin1 dogrudan etkileyerek,
plazma membrani iizerinden hiicre i¢ine Ca*? girisini saglar. B: GPCR’nin
uyarilmasim takiben degisen, ER/SR’den Ca*? salimmi kaynakli fazik artis ve
ROCE kaynakl1 degisen hiicre i¢i Ca*? seviyelerinin zamana bagl durumu. C: Depo
kontrollii Ca*? girisi (SOCE; Store Operated Calcium Entry). ER/SR’de Ca*?’un
tilkkenmesi, ER/SR zarina yakin konumlanan stromal etkilesim molekiilii 1 (Stromal
Interaction Molecule 1=STIM1)’in uyarilmasina neden olur. STIM1, Ca*? akisin1
arttirmak i¢in plazma membraninda Orail ile etkilesir. TRPC1, TRPC4 ve TRPCS5
kanallar1i, bagimsiz olarak veya STIM1/Orail ile baglantili olarak SOCE’ye
katilabilir. D: Tipik bir SOCE deneyi 6rnegi. Ca* icermeyen kosullar altinda,
hiicreler SERCA inhibitorii ile muamele edilir. SERCA inhibitérii olan
Thapsigargin, Ca*?un ER/SR’den sitoplazmaya sizmasma neden olur. Deney
ortamia tekrar Ca*? ilavesi, SOCE’ye neden olarak ER/SR depolarmin yeniden
dolmasini saglar (Earley ve Brayden, 2015). .....cccoooiiiiiiiiiieeeece e 10

Sekil 2.2.2.1: TRPC3’ilin aktivasyonunda yer alan sinyal yollari. G proteinine bagl
reseptor (GPCR), fosfolipaz C'yi (PLC) aktive eder ve IP3 ve diagilgliserol (DAG)

viii



iiretir. IP3, SR/ER’den Ca*? salinmasma ve SR/ER Ca*? deposunun tiikenmesine
yol agan reseptoriinii (IP3R) aktive eder. Depodaki Ca*? degisikligi, STIM1 sensorii
tarafindan algilanabilir ve bu ER Ca*? sensérii TRPC3 kanallar1 araciligiyla depo
kontrollii Ca*? girisine (SOCE) neden olabilir. Bir diger olasilik DAG’m TRPC3’ii
dogrudan aktiflestirebilmesi ve reseptore duyarli Ca*? girisine (ROCE) neden
olmastdir (Ju ve dig., 2015). ...eoiiiiiiieicee e 12

Sekil 2.2.2.2: STIM1 ve Orai’nin rolleri. Bir plazma membran reseptdriiniin (R) agonist

(AQ) ile aktivasyonu, IP3 reseptoriinii (IP3R) harekete gecirerek, endoplazmik
retikulumda depolanmis Ca*?’un bosalmasina neden olur. Kalsiyum, STIM1°deki
EF el motifini ters olarak baglar; depodaki Ca*?’un bosalmasi, STIMI’in
endoplazmik retikulum i¢inden plazma zarinda bulunan Orai kanallarina dogru
yeniden sekillenmesine neden olur. STIM1 daha sonra Ca*?’a gecirgen olan Orai
kanallarini aktive eder (PUtney, 2007 ).....c.ueoiiiiiiiiiiiiie it 13

Sekil 2.2.3.1: Kardiyak hipertrofide TRPC3/6/7’nin rolii. Zar basinc1 ve/veya ligandi

olan Ang Il ile uyarilan angiotensin tip I (AT1) reseptorii, PIP2 hidrolizine yol acar.
Ardindan DAG dogrudan plazma zarindaki TRPC3/6/7 kanallarin1 aktive eder.
TRPC3’1in ayrica [P3reseptorleri ile fiziksel olarak etkilesime girdigi gosterilmistir.
Kalsineurin’in Ca*? kalmodulin ile aktivasyonu, NFAT’1 defosforile eder. TRPC
kanallar1 kaveollerde lokalizedir ve kaveolinler ile etkilesir (Naeini ve dig., 2010). .....14
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Sekil 4.2.5.2: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC3 diizeyleri
(***P<0.001, K grubuna gore; "P<0.05, *""P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel

ANTAMIIIK). .o

Sekil 4.2.5.3: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC6 diizeyleri
(***P<0.001, K grubuna gore; """P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel

ANLAMIIIIK). .o

Sekil 4.2.5.4: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ENKUR diizeyleri
(***P<0.001, K grubuna gore; """P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel

ANTAMIIIIK). ..

Sekil 4.2.6.1: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TOS diizeyleri
(***P<0.001, K grubuna gore; """P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel

ANLAMIIIIK). s

Sekil 4.2.6.2: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TAS diizeyleri
(***P<0.001, K grubuna gore; """P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel

ANTAMIIIIK). e

Sekil 4.2.6.3: Tim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait OSI degerleri
(***P<0.001, K grubuna gore; **P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel

ANIAMIIIIK). .o
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TABLO LIiSTESI

Sayfa No

Tablo 4.2.1: Kalp dokusundan elde edilen siiopernatantlarda CK-MB, c¢TnT, MPO,
LDH, MDA, SOD, GPx, Ang Il, TRPC1, TRPC3, TRPC6, ENKUR, TOS, TAS ve
OSI ortalama =+ standart hata degerleri (*P<0.05, ***P<0.001; Kontrol (K) grubuna
gbre; "P<0.05, ***P<0.001; Iskemi/Reperfiizyon (IR) grubuna gore istatistiksel

ANTAMIIIIK). e
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SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Kisaltmalar
2-APB
ACE
ADPR
Ag

Ang 11
ANP
ATl
AT2
ATP
BNP
BTP-2
Ca*2
CaCl2.2H20
CAPE
cGMP
CK-MB
CsA
cTnT
DAG
ELISA
ENKUR
ER/SR
ET-1
Gd+3
GdCls
GPCR
GPx
H20:2
HRP
IP3

Aciklama

: 2-Aminoetoksidifenil borat
: Angiotensin doniistiiriicli enzim
: Adenozin difosfat riboz

: Agonist

: Angiotensin Il

: Atriyal natritiretik peptit

: Angiotensin tip 1 reseptorii
: Angiotensin tip 2 reseptorii
: Adenozin trifosfat

: Beyin natritiretik peptit

: Benzodiazepin-2

: Kalsiyum

: Kalsiyum klortir dihidrat

: Kafeik asit fenetil ester

: Siklik guanozin monofosfat
: Kreatin kinaz-MB

: Siklosporin-A

: Kardiyak troponin T

: Diagilgliserol

: Enzime-bagl bagisiklik deneyi (Enzyme-linked immunosorbent assay)
: Enkurin adaptor protein
: Endoplazmik retikulum/sarkoplazmik retikulum
: Endotelin-1

: Gadolinyum

: Gadolinyum (III) kloriir

: G proteinine bagli reseptor
: Glutatyon peroksidaz

: Hidrojen peroksit

: Horseradish peroksidaz

- Inositol trifosfat
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IPsR

IR
IR+SKF-96365
K

KCI

KH2PO4

La+3

LDH

LVP

MACCs

Max dP/dt
MDA
MgS0O4.7H20
mL/dak

mM

mmHg
MPO

Na*
Na*/K*-ATPaz
NAADP
NaCl
NaHCO3
NCX

NFAT

ng/g
ng/L
ng/mL
NMDA
NO
oSl
PBS
pg/mg
PIP2

: Inositol trifosfat reseptorii

: Iskemi/reperfiizyon

: Iskemi/reperfiizyon + SKF-96365 grubu
: Kontrol grubu

: Potasyum klortiir

: Potasyum dihidrojen fosfat

. Lantanum

. Laktat dehidrogenaz

: Sol ventrikiil i¢i basinci

: Mekanik olarak aktive olan Ca*? kanallar1 (Mechanically Activated Ca*?
Channels)

: Sol ventrikiil i¢i basing artiginin, artig siiresince gegen zamana orani
: Malondialdehit

: Magnezyum siilfat heptahidrat

: Mililitre/dakika

: Milimolar

: Milimetre civa

: Miyeloperoksidaz

: Sodyum

: Sodyum/potasyum-ATPaz

: Nikotinik asit adenin diniikleotid fosfat
: Sodyum klortiir

: Sodyum hidrojen karbonat

: Sodyum/kalsiyum degistiricisi

. Aktive olmus T-hiicre nuklear faktorii (Nuclear Factor of Activated T-
Cells)

: Nanogram/gram

: Nanogram/litre

: Nanogram/mililitre

: N-metil-D-aspartat

- Nitrik oksit

: Oksidatif stres indeksi

: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
: Pikogram/miligram

: Fosfoinositol bifosfat
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PKC
PKG
PLC
PMCA
PMNL
Pyr-3
ROC
ROCCs
ROCE
ROS
RPP

SDB
SERCA
SMOC

SOC
SOCCs
SOCE
SOD
SOR
SR
SR/ER
STIM1
SvB
SVBD
SVSB
TAS
TOS
TQ
TRP
TRPA
TRPC

: Protein kinaz C

: Protein kinaz G

: Fosfolipaz C

: Plazma zar1 Ca*?-ATPaz

: Polimorf niiveli 16kositler

: Pirazol-3, TPRC3 kanal blokeri

: Reseptor ile ¢alisan kanallar (Receptor Operated Channels)
: Reseptore duyarli Ca*2 kanallar1 (Receptor Operated Ca?* Channels)
: Reseptor aracili Ca*? girisi (Receptor Operated Ca?* Entry)
: Reaktif oksijen tiirleri

: Rate pressure product

: Riyanodin reseptorii

: Son diyastolik basing

: Sarko/endoplazmik retikulum-Ca*? ATPaz

: Ikinci haberciler yardimiyla c¢alisan kanallar (Second Messenger
Operated Channels)

: Depo kontrollii ¢alisan kanallar (Store Operated Channels)

: Depo kontrollii Ca*? kanallar1 (Store Operated Ca?* Channels)
: Depo kontrollii Ca*? girisi (Store Operated Ca?* Entry)

. Siiperoksit dismutaz

: Serbest oksijen radikali

- Sarkoplazmik retikulum

: Sarkoplazmik retikulum/endoplazmik retikulum

- Stromal etkilesim molekiilii 1 (Stromal Interaction Molecule 1)
: Sol ventrikiiler basing

- Sol ventrikiil i¢i basing degisimi

: Sol ventrikiil sistolik basinci

: Total antioksidan kapasite

: Total oksidan kapasite

: Timokinon

: Gegici reseptor potansiyel (Transient Receptor Potential)

. Gegici reseptor potansiyel ankirin (Transient Receptor Potential Ankirin)

. Gegici reseptor potansiyel kanonikal (Transient Receptor Potential
Canonical)
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TRPM
TRPML
TRPP
TRPV

U/L
U/mg
VGCCs
VOC
VPO

: Gegici reseptor potansiyel melastatin (Transient Receptor Potential
Melastatin)

: Gegici reseptor potansiyel mukolipin (Transient Receptor Potential
Mucolipin)

. Gegici reseptor potansiyel polisistin (Transient Receptor Potential
Polycystin)

: Gegici reseptor potansiyel vanilloid (Transient Receptor Potential
Vanilloid)

: Unite/litre

: Unite/miligram

: Voltaj kapili Ca*? kanallar1 (Voltage Gated Ca* Channels)
: Voltajla calisan kanallar (Voltage Operated Channels)

: Vaskular peroksidaz
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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IZOLE SICAN KALBINDE iSKEMI/REPERFUZYON HASARINDA TRPC
KANALLARININ ROLU

Cansu USTA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Do¢. Dr. Ebru GUREL GUREVIN
II. Damisman : Prof. Dr. Ismail MERAL

Kalp fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde hiicre i¢i ve dis1 iyonlar oldukca biiytik bir 6neme
sahiptirler. Bunlardan, 6zellikle kalsiyum (Ca*?) Kardiyovaskiiler elektrofizyolojinin
diizenlenmesinde etkili bir rol oynar. TRPC kanal ailesi lyeleri, pek ¢ok dokuda anlatimi
yapilan ve Ca*? iyonlara gegirgen olan membran proteinleridir. Iskemi/reperfiizyon (IR)
hasarinda kalp kas1 hiicrelerindeki TRPC kanallarinin asir1 anlatimi ¢esitli kalp hastaliklariyla
iligkilidir. TRPC kanallarinin inhibisyonuyla ilgili ¢aligmalar, bu kalp hastaliklarinin
tedavisinde olduk¢a Onem tasimaktadir. Ancak, TRPC kanal blokerlerinin iskemik kalp
rahatsizliklar tizerindeki etkilerini kapsayan ¢alismalar olduke¢a sinirlidir.

Izole perfiize sigan kalbi (Langendorff) modelini kullandigimiz bu ¢alismamizda, bir TRPC
kanal blokeri olan SKF-96365’in normal ve iskemik kalplere uygulanmasi ile IR hasarindaki
etkilerinin belirlenmesi amaglanmis ve TRPC kanallarinin kalp hastaliklarindaki rolleri tespit
edilmeye ¢alisilmistir.

Calismada 32 adet 3 aylik, agirliklar1 250-300 g arasinda degisen erkek Wistar albino siganlar
kullanilmistir. Hayvanlar kontrol, IR, SKF-96365 (5 uM) ve IR+SKF-96365 olarak dort gruba
ayrilmistir. Kalpler, Langendorff izole kalp sistemine in situ kaniilasyon yontemi ile asilmis ve
kardiyodinamik parametreler (sol ventrikiil i¢i basinci, perflizyon basinci, sistolik basing,
diyastolik basing ve kalp vurumu) deney boyunca kaydedilmistir. Ayrica, deney sonunda
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kalpler biyokimyasal analizler i¢in alinmis ve elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Izole edilen sican kalplerinde, IR ’den kaynaklanan hasarlar deney boyunca diizelmezken, SKF-
96365 uygulanmasi ile kardiyodinamik parametrelerde kismi bir geri doniis gozlenmistir.
Hiicresel hasar1 gostermek igin kullanilan kreatin kinaz-MB ve kardiyak troponin T,
inflamasyon belirteci olarak miyeloperoksidaz, lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak
malondialdehit, nekrozun belirteci olarak laktat dehidrogenaz diizeylerinde, IR grubunda
anlamli bir artis belirlenirken, bloker uygulanan tiim gruplarda bu artisin azaldig1 gosterilmistir.
Hiicresel endojen antioksidan diizeylerinin tespit edilmesi i¢in 6l¢iilen glutatyon peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz diizeylerinin IR grubunda anlamli derecede diisiik, bloker uygulanan tiim
gruplarda ise yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica, IR grubunda total oksidan kapasite ve
oksidatif stres indeksinin yiikseldigi; SKF-96365 uygulamasinin bu diizeylerde belirgin bir
azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. IR grubunda diisiik olan total antioksidan kapasitenin ise
SKF-96365 uygulanan gruplarda arttigi belirlenmistir. Kontrol ve SKF-96365 uygulanan
gruplarda TRPC1, TRPC3, TRPC6, Angiotensin Il ve TRPC kanallar1 ile etkilesime giren ve
bir adaptdr protein olarak islev gosteren ENKUR diizeylerinde 6nemli bir fark gézlenmezken,
bu parametrelerin IR uygulamas: ile arttigi, IR+SKF-96365 uygulanan grupta ise azaldig:
belirlenmistir. TRPC kanal ailesinden kalpte en fazla anlatimi yapilan TRPC3’in IR
hasarindaki anlatiminin TRPC1 ve TRPC6’ya gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, kardiyodinamik veriler degerlendirildiginde, IR hasarinin miyokardiyal
fonksiyon bozukluguna neden oldugu, SKF-96365 uygulamasinin bu hasara kars1 kismen kalbi
koruyucu roliiniin oldugu ve bu etkisinin kalpte 6zellikle TRPC3 kanallarinin inhibisyonuna
dayandig1 belirlenmistir. Biyokimyasal olarak hasar belirtecleri analiz edildiginde, IR ’nin kalp
dokusunda hiicresel hasara yol actig1, bloker uygulamasi yapilan gruplarda bu hasarin azaldigi,
antioksidan enzimlerin ise arttigt ve TRPC kanallarmin kardiyak fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli rolleri oldugu sonucuna varilmistir.

Ocak 2018, 105 sayfa.

Anahtar kelimeler: TRPC kanallari, SKF-96365, Langendorff metodu, izole si¢an kalbi,
iskemi/reperfiizyon hasari
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

ROLE of TRPC CHANNELS in ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY in
ISOLATED RAT HEART

Cansu USTA

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ebru GUREL GUREVIN
Co-Supervisor : Prof. Dr. ismail MERAL

The intra and extracellular ions have a great impact in performing cardiac functions. Of these,
particularly calcium (Ca?*) 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 Ca?* 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 uM) 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
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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 11, 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 TRPCG 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. GIRIS

Bu ¢alisma, Langendorff izole kalp sistemi ile si¢can kalbine uygulanan TRPC kanal blokeri
SKF-96365’in, saglikli ve iskemik kalp tlizerindeki etkilerini karsilagtirmali olarak aragtirmak

amaciyla yapilmstir.

Calismanin “Genel Kisimlar” boliimiinde; kardiyovaskiiler sistemin dnemi, kalsiyum (Ca*?) ve
fizyolojik onemi, TRPC kanallar1 ailesi ve bu kanallarin ¢esitli alt tipleri, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve TRPC kanallart ile iligkisi, iskemi/reperfiizyon (IR) hasar1 ve TRPC kanallari ile
iliskisi, TRPC kanal blokerleri ve SKF-96365 blokeri hakkinda genel bilgiler verilmistir.
Iskemi/reperfiizyonun neden oldugu miyokardiyal hasar ve bu hasarin énlenmesinde TRPC
kanallarinin fizyolojik rolii ¢esitli calismalarla desteklenerek ele alinmistir. TRPC kanal blokeri
SKF-96365’in iskemi/reperfiizyon hasarina karsi olas1 koruyucu etkileri ayrintili bir sekilde

anlatilmistir.

“Malzeme ve Yontem” boliimiinde; ¢alismada kullanilan hayvan sayisi, 6zellikleri ve deney
gruplart belirtilmig, yapilan kardiyodinamik ve biyokimyasal analizler hakkinda bilgi

verilmistir.

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

degerlendirilerek, istatistiksel olarak iligskilendirilmistir.

“Tartisma ve Sonug¢” bolliimiinde ise, ¢alismadan elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu
veriler, simdiye kadar yapilan ilgili ¢aligmalardan elde edilen sonuglarla karsilastirilip

tartisilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

Kardiyovaskiiler sistem, viicutta iki Onemli isleve sahiptir. Bunlardan birincisi; viicut
dokularina besinleri, oksijenlenmis kan1 ve hormonlar1 tagimak; ikincisi ise, karbondioksit ve
diger metabolizma tirtinlerini dokulardan alarak, viicuttan atilmalar1 i¢in akcigerlere, bobreklere
ve karacigere ulastirmaktir. Tiim viicut fonksiyonlarinin ve saglikli bir yasamin devamliligi i¢in
kardiyovaskiiler sistemin bu gorevlerini eksiksiz ve diizenli bir sekilde yerine getirmesi gerekir.
Bu nedenledir ki, kardiyovaskiiler hastaliklar biiyiik oranda sakatlia, yasam kalitesinin
diismesine, buna bagl olarak kisisel ve toplumsal diizeyde iiretim ve maliyet kaybima yol

acmaktadir (Ford ve dig., 2012).

Diinyanin 6nde gelen saglik sorunlarindan biri olan kardiyovaskiiler hastaliklar, tiim diinyada
hastaliga bagl hasarlarin ve 6liimiin basta gelen nedenleri arasinda yer almaktadir (Rowell ve
dig., 2010). Son yillarda, kardiyovaskiiler hastaliklar konusunda farkindaligin artmasi ve risk
faktorleri ile miicadele etmede ¢esitli asamalar kaydedilmesine ragmen, bu hastaliklar halen
hem gelismis hem de gelismekte olan tilkelerde en 6nemli 6liim nedeni olarak goriilmektedir.
Son yirmi yi1l i¢inde, kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6liim oranlar1 ytliksek gelirli tilkelerde
diismiis olsa da, diisiik ve orta gelirli iilkelerde hastalik ve 6liim oranlar1 hizli bir sekilde
artmistir (Mendis ve dig., 2011). Kardiyovaskiiler hastaliklarin kontrolii ve dnlenmesindeki
saglik politikalari, geleneksel olarak risk faktorlerinin kontroline dayanmaktadir.
Kardiyovaskiiler risk faktorleri iyi bilindiginde, bu 6liimlerin ¢ogu Onlenebilmektedir. Bu
amacla, tiim dlinyada her yil bu hastaliklarin teshisine ve tedavisine yonelik yiizlerce ¢alisma
yapilmaktadir. Bunlarin biiyiik bir kismi1 ise dogrudan kalp ve kardiyak fonksiyonlar {izerine

yapilan ¢alismalardir (Mendis ve dig., 2011).

Kalp, kardiyovaskiiler sistemin en 6nemli bilesenidir ve ¢aligmasinin diizenliligi ve devami
kardiyovaskiiler sistemin gorevlerini uygun bir sekilde siirdiirebilmesi i¢in zorunludur.
Stiphesiz ki, kardiyak fonksiyonlarin yerine getirilmesi i¢in en 6nemli etkenlerden biri hiicre
ici ve hiicre dig1 iyonlardir. Ozellikle kalsiyum (Ca*2), Kardiyovaskiiler elektrofizyolojinin
diizenlenmesinde ve kasilma fonksiyonunda &nemli rol oynayan bir elementtir. Hiicre i¢ine
girdikten sonra membran depolarizasyonunu baglatma ve degistirme kapasitesinin yani sira,
sitosoldeki kalsiyum baglayic1 proteinler (kalp kasi hiicresinde troponin C) i¢in de ikincil

habercidir (Hulot ve dig., 2011).



2.1. KALSIYUM VE FiZYOLOJIiK ONEMIi

Kalsiyum; kas kasilmasi, gen transkripsiyonu, hormon salinimi, hafiza, 6grenme, hiicre
farklilagmasi ve gelismesi, nekroz ve apoptoz ile hiicre 6liimii gibi bir¢ok hiicresel cevapta rol
oynayan 6nemli bir hiicre i¢i ikincil habercidir. Istirahat halindeki bir hiicrede, hiicre ici serbest
Ca*? konsantrasyonu yaklasik olarak 50-100 nM civarindadir. Birgok fizyolojik olayda rol
oynayan Ca*? iyonlarmin hiicre i¢ci konsantrasyonlari olduk¢a énemlidir. Hiicrelerde var olan
Ca*?’un en 6nemli kaynag: hiicre dis1 sivilardir. Hiicre zarida bulunan iyon kanallar1 Ca*?’un
hiicre dis1 sividan hiicre igine girisine izin vermektedirler. Hiicre i¢i Ca*? seviyeleri, iyon
kanallarinin agilip kapanmasina bagli olarak artabilmekte veya azalabilmektedir (Berridge ve
dig., 2003).

Depolarizasyon, hormon aktivasyonu vb. olaylar hiicredeki Ca*? artis mekanizmalarini tetikler
ve Ca*? konsantrasyonu 1-3 puM seviyesine yiikselebilir. Kalsiyumun sinyal iiretimine yonelik
fonksiyonu sitosolik miktarinin artmasi ile dogru orantilidir (Berridge ve dig., 2000). Bu artis,
nukleustan sizma yolu ile olabilecegi gibi sadece mitokondriden de olabilir (Montero ve dig.,
2000). Hiicre igerisindeki Ca* konsantrasyonu, es zamanli olarak birgok ters yonlii etkilesim
neticesinde artabilmekte veya azabilmektedir. Kalsiyum konsantrasyonunun artisi, hiicre zarina
yerlesik bulunan ve sarkoplazmik retikulum/endoplazmik retikulum (SR/ER) yiizeyindeki iyon
kanallar1 aracih@ ile gergeklesmektedir. Ayrica dolayli olarak once hiicre i¢i sodyum (Na*)
miktar1 artabilir daha sonra da Na*/Ca*? degistiricisi (Na*/Ca®*exchanger, NCX) aktive olur ve
Na* iyonlar hiicre disina verilirken, Ca*? iyonlar1 hiicre igine aliir. Hiicre i¢ine Ca*? girisini
saglayan bu kanallar, sitoplazmik serbest Ca*? konsantrasyonunu artirirlar. Buna zit olarak Ca*?
konsantrasyonunun azaltilmasi, NCX’in ters yonde ¢alismasi ve sarkoplazmik/endoplazmik
retikulumda bulunan Ca*?-ATPaz (SERCA)’lar gibi birtakim mekanizmalar tarafindan saglanir
(Jeffs ve dig., 2006) (Sekil 2.1.1).
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Sekil 2.1.1: Hiicre igi Ca*? dongiisiiniin genel semasi. Ca*?, Ca*?kanallari ve baz1 durumlarda Na*-Ca*2
degistiricisi (NCX) yoluyla hiicre igine girebilir. Ca*?, sarkoplazmik/endoplazmik retikulumdan
(SR/ER), riyanodin reseptorleri ve inositol (1,4,5) trisfosfat reseptérlerini igeren Ca*? salan kanallar
vasitasiyla salinabilir. Ca*?, sitosolden SR/ER Ca*2-ATPaz (SERCA), sitolemmal Ca*?-ATPaz,
Na*-Ca*? degisimi ve mitokondriyal uniporter ile uzaklastirilir (Wang ve dig., 2002).
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Kalsiyum seviyesinin diizenlenmesinde mitokondri 6nemli rol oynar. Mitokondri, Ca™’a diisiik
ilgi goOstermesine karsilik, cok fazla oranda depolama kapasitesine sahiptir. Bu o6zelligi
sayesinde Ca'? miktarim azaltmada, dolayisi1 ile de hiicresel cevap olusumunda etkin rol
oynamaktadir. Hiicre ici Ca*? sinyali, Ca™ konsantrasyonundaki degisimlerin biiyiikliigii,
lokalizasyonu ve devam siiresine bagli olarak iletilir ve etkinligini gosterir (Castaldo ve dig.,
2009). Ayn1 zamanda kalsiyum iyonlar1; miyokard, arter ve ven duvari diiz kas1 kasilmasinda
ve kalbin iletim sisteminde &nemli bir katyondur. Kalsiyum, hiicreye yavas akimli Ca*?
kanallarindan, membran aksiyon potansiyelinin “repolarizasyon faz 2 yani plato déneminde
girer. Miyokard hiicrelerinin kasilmasi igin, ekstraselliiler ortamdan hiicre i¢ine bir miktar Ca*2
iyonu girmesi gerekir. Hiicre icine giren bu Ca*?, sarkoplazmik retikulumdaki (SR) internal
depolardan Ca*?’un sitoplazmaya salgilanmasina neden olur. Boylece, hiicre disindan gelen
Ca*?ile SR’den gelen Ca*?, kasilma icin gereken kritik diizeye ulasir. Hiicre icindeki Ca*2 boyle
bir diizeye erisince, hiicre disindan Ca*?>’un girisi durur. Kritik diizeye ulasnmis Ca'*?,
miyofibrillerin kasilma ve gevsemesini diizenleyen bir regiilator protein olan troponin ile

birleserek aktin filamentleri lizerinde yer alan diger bir regiilator protein olan tropomiyozini

ceker. Boylece, aktin filamentleri {izerinde miyozin filamentlerinin baglanacag: yerler serbest



kalir. Miyozin filamentleri, aktin filamentleri ile birlesir. Aktin filamentleri, miyozin
filamentleri tizerinden rolatif olarak kayarken, sarkomer kisalir ve kasilma gergeklesir (Spivack

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

Normal miktardaki Ca*?’un, miyokard hiicrelerinin hayati fonksiyonlarini yiiriitmesindeki
onemli roliine karsin, hiicreye fazla miktarda Ca*? girmesi miyokard hasar1 ve nekrozuna yol
acabilir. Iskemi, miyokard hiicresi icine fazla miktarda Ca*? girmesinden sorumlu etkenlerin
basinda yer alir (Jenning ve Ganéte, 1976). iskemi, Ca*? iyonlarina kars1 hiicre membran
gecirgenligini artirir ve hiicre i¢ine fazla miktarda Ca*? girmesine neden olur. Hiicre icine
girmis fazla miktardaki Ca*? hiicre sitoplazmasinda, hiicrenin enerji kaynagi olan mitokondride
birikir. Mitokondride sisme ve fonksiyon kaybi sonucunda adenozin trifosfat (ATP) yapimi

inhibe olur. Bir yandan ATP yapiminin bozulmasi, diger yandan fazla Ca*?

un hiicre disina
atilmast i¢in, fazla miktarda ATP kullanilmasi sonucu, ATP depolari bosalir. Kalsiyum

iyonlarmin hiicre digina atilimi bozulur (Castaldo ve dig., 2009).

Hiicre icine kalsiyum girisinin transmembran gegirgenligi yoluyla artmasinin yaninda, iskemik
durumda, hiicre i¢inde hidrojen ve sodyum iyonlar1 birikiminin neden oldugu asidozis de hiicre
icine Ca*? girisini arttirir. Yine iskemide, hiicre i¢inden hiicre disina fazla miktarda potasyum
iyonlarinin atilimi sonucu ekstraselliiler ortamda yiikselen potasyum iyonlari, sempatik sinir
uglarini uyarmak suretiyle noradrenalin sekresyonunu artirir. Noradrenalin, hiicre igine Ca*?
girigini artiran bir diger etkendir. Boylece hipoksi sirasinda, bir¢cok faktor bir arada ¢alisarak
hiicre i¢ine Ca*? iyonu girisini hizlandirir. Kalsiyum iyonlarina duyarli ATPaz aktivasyonu ile
ATP kullaniminin artmasi ve yine Ca*?’a duyarli proteazlarm aktivasyonu sonucu sitoplazmada
biriken kalsiyum iyonlarinin dogrudan etkisi ile hiicrede yap1 ve fonksiyon bozuklugu meydana
gelir. Fazla kalsiyumlu ortamda; mitokondriyal sisme ve nekroz, hiicre membraninda ve

kontraktil proteinlerde hasar olusur (Henry ve dig., 1977).

Kalp kas1 gibi damar diiz kas1 kontraksiyonlar1 i¢in de Ca*? 6nemli bir katyondur. Damarlarin
vazokonstriktor tonuslart Ca*?ile saglanir. Koroner arterlerde hem anginanin (istirahatte gegici
gogiis agrist ile karakterize bir angina tipi) bir tipinde hem de kronik anginanin (egzersiz veya
stres donemlerinde ongoriilebilir hastalik belirtileriyle karakterizedir) seyrinde, bazen miyokard
enfarktiisiine varan spazmlara rastlanir (Mascri ve dig., 1978). Kalsiyumun yavas akiml
kanallardan hiicre icine girisi, sinoatriyal ve atriyoventrikiiler diigiimlerin ve iletim yollarinin

fonksiyonlarinda da 6nemli rol oynar (Sabourin ve dig., 2012).



Sonug olarak, hiicre dist ortamda bulunan Ca*2, sinyal mekanizmalarmda 6nemli rol

oynamaktadir. Hiicre igine Ca*? girisi, biiyiik bir elektrokimyasal konsantrasyon farkliligmin
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olmast durumunda gergeklesir (Berridge ve dig., 2003). Hiicreler, Ca™ un hiicre igerisine

girmesine neden olabilecek aktivasyon mekanizmalarima gore farkli tipte kanallardan

faydalanirlar.

Bu kanallar;

e Voltaj kapil1 Ca*? kanallar1 (Voltage Gated Ca?* Channels, VGCCs),

e Reseptdre duyarli Ca*? kanallari (Receptor Operated Ca?* Channels, ROCCs)

e Mekanik olarak aktive olan Ca*2 kanallar1 (Mechanically Activated Ca?* Channels, MACCs)

e Depo kontrollii Ca*? kanallar1 (Store Operated Ca?* Channels, SOCCs), basliklar1 altinda
smiflandirilabilirler (Sekil 2.1.2).

Plazma Membrani Boyunca Duzenlenmis Kalsiyum Giriginin Yollan

SMOC

ROC

inositol fosfatlar
Siklik nuikleotidler
Lipit habercileri

Sekil 2.1.2: Plazma zar1 boyunca diizenlenmis Ca*? giris yollar1. Kalsiyum, voltajla ¢alisan kanallar
(VOCQ), ikinci haberciler yardimiyla ¢alisan kanallar (SMOC), depo kontrollii ¢alisan kanallar
(SOC) ve reseptor ile ¢alisan kanallar (ROC) basta olmak iizere pek cok kanal aracilig1 ile hiicrelere
girebilir. VOC’ler membran depolarizasyonu ile aktive edilirken, SMOC’ler, inositol fosfatlar,
siklik niikleotidler ve lipitten tiiretilmis haberciler (diagilgliserol ve arasidonik asit ve metabolitleri)
gibi ikinci haberci molekiiller tarafindan aktive edilirler. SOC’ler, hiicre i¢i Ca*® depolarinm
bosalmasiyla aktive olurlarken, ROC’ler, bir norotransmitter veya hormon gibi agonistlerin (AQ)
dogrudan baglanmasiyla aktive olurlar. Buna ek olarak, Ca*?bazi kosullar altinda ters yonde calisan
Na*/Ca*? degistirici kanallar1 (NCX) araciligi ile hiicrelere girebilir (Parekh ve Putney, 2005).



2.1.1.Voltaj Kapih Ca*? Kanallar1 (VGCCs)

Kas ve sinir hiicrelerinde, aksiyon potansiyeli ile plazma zarinin depolarizasyonu sonucu aktive
olabilen ve uyarilabilen hiicre tiplerinde bulunurlar. Farmakolojik 6zellikleri ve fonksiyonlarina
gore L, P/Q, N, R ve T olmak tizere farkli tipleri bulunmaktadir. L, P/Q, N ve R-tipi kanallarin
aktivasyonlar1 kuvvetli bir depolarizasyon gerektirirken, T-tipi kanallar daha zayif
depolarizasyonlar ile aktive olabilirler. T-tipi Ca*? kanallar1 istirahat potansiyelindeki kiigiik
sapmalara duyarli oldugundan, ozellikle kardiyomiyositlerde pacemaker aktivitesinde
fonksiyoneldirler. Buna ek olarak L-tipi kanallarin da kalpte dnemli fonksiyonlarinin oldugu

bilinmektedir. P/Q, N ve R-tipi kanallar ise genellikle noronlarda bulunurlar (Zamponi, 2005).
2.1.2.Reseptore Duyarh Ca*? Kanallar1 (ROCCS)

Bu tip Ca*? kanallar1, yapisal ve fonksiyonel olarak farklilik gdsteren salg: hiicreleri ve sinir
sonlarinda sik¢a rastlanan bir dizi kanaldan olusmuslardir. Bu kanallar agonistlerin,
norotransmitterlerin veya hormonlarin hiicre zarindaki ilgili reseptorlerine baglanmasi sonucu
acilmakta ve hiicre disinda 10.000-20.000 kat1 fazla bulunan Ca*? iyonlarmin hiicre icine
girmesine neden olmaktadirlar. En iyi bilinen ROCC’lar nikotinik asetilkolin ve N-methyl-D-
aspartate (NMDA) reseptorlerini igerirler. ROCC’lar hiicre yiizeyinde bulunan &6zel alana
agonistin baglanmasi ile aktive olurlar. Farkl: tipteki ROCC’lar ¢ok genis bir agonist yelpazesi
icerisinde gesitlilik gosterirler (6rn: ATP, serotonin, glutamat ve asetilkolin) (McFadzean ve
Gibson, 2002).

2.1.3.Mekanik Olarak Aktive Olan Ca*? Kanallar1 (MACCs)

Bir¢ok hiicre tipinde bulunan bu kanallar, stres ve sekil degisikligi durumunda bilgi
iletilmesinde gorev alirlar. Isitme ve dengedeki rollerinin yam sira kardiyovaskiiler
diizenlemede, ozmotik homeostazide ve hiicre deformasyonuna karsi cevap olusturulmasinda

da gorev alirlar (Boitano ve dig., 1992; Martinac, 2004).
2.1.4.Depo Kontrollii Ca*? Kanallar1 (SOCCs)

Bu kavram ilk kez 1986 yilinda Putney (1986) tarafindan ileri siiriilmiistiir. Depo kontrollii Ca*?

kanallari, hiicre i¢i Ca*? depolarinin bosalmasina cevap olarak ya da farmakolojik bir ajan veya
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fizyolojik olarak Ca*™’u hareketlendirecek haberciler tarafindan 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

dig., 2001). Hiicre i¢i Ca*? seviyesi belirli bir diizeye ulastiginda SOCC’ler agilir ve bu kanallar
araciliryla hiicre disindan iceriye Ca*? iyonu girer. Depolarin dolu oldugu kosullarda hiicre
icine Ca*? girisi goriilmezken, depolar bosaldiginda Ca*? girisi gerceklesir. Hiicre i¢i Ca*?
derisimi artar ve bosalan depolar yeniden doldurulur. Kalsiyum depolarinin patlatilmasindan
kaynaklanan Ca*? girisi artmasinin birgok hiicre tipinde goriilmesinden dolayr, SOCCs’ler
hiicre zarindaki en yaygin Ca*? kanal alt tipi olabilirler (Bootman ve dig., 2001). Bu kanallar
elektrofizyolojik olarak ¢alisilmis ve hiicre tipine gore farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu da,
her bir hiicre tipinin farkli tipte SOCC kanalina sahip oldugunu gostermektedir. Giiniimiizde,
SOCC’lerin en iyi 6rnegi gegici reseptor potansiyel (Transient Receptor Potential=TRP) olarak

adlandirilan homolog yapidaki proteinlerdir (Katz ve Minke, 2009).

22.GECIiCI RESEPTOR  POTANSIYEL (TRANSIENT RECEPTOR
POTENTIAL=TRP) KATYON KANALLARI

Ik defa 1986 yilinda meyve sinegi Drosophila melanogaster’in gérme sisteminde tespit edilen
TRP proteinleri (Putney, 1986) bircok farkli hiicre tipinde yer alan ve ozellikle Ca*?
homeostazisinde son derece 6nem tasiyan katyon kanallar ailesidir. TRP kanallari, hiicre igi ve
hiicre dis1 habercilerin reseptorlerine baglanmalari, kimyasal veya mekanik stresler gibi bir¢ok
uyaran tarafindan aktive olabilirler. Buna ek olarak, bazt TRP kanallar1 stirekli agik halde

bulunurken, bazilar1 hiicre i¢i Ca*? depolarmin bosalmasini takiben aktiflesirler (Nilius, 2004).

TRP katyon kanallar1 amino asit benzerliklerine gére; TRPC (kanonikal), TRPV (vanilloid),
TRPM (melastatin), TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin) ve TRPA (ankirin) seklinde
siiflandirilabilirler (Clapham ve dig., 2001). TRPM4 ve TRPMS kanallar1 diginda karakterize
edilmis tiim islevsel TRP kanallar1 Ca*?icin oldukca gecirgendirler. Bu durum, sadece Ca*? gibi
iki degerlikli katyonlar icin degil, aym1 zamanda bir degerlikli katyonlar i¢in de gecerlidir.
Ornegin; TRP kanallarinin bircogu daha fazla segici olmakla birlikte Na* iyonlarinin gegisine
izin verirler. Bununla birlikte, TRPV1, TRPMLI1 ve TRPP3 kanallar1 da H" iyonlar1 igin
oldukca gegirgendirler (Clapham, 2003).

Hiicre i¢i Ca'™ konsantrasyonundaki degisimlerin olas1 fizyolojik sonuglart gz Oniine
alindiginda, tiim bu TRP kanallarindan “TRP Canonical (TRPC)” alt ailesinin olduk¢a 6nem

tagidigr diistiniilmektedir.



2.2.1.TRPC Kanallar

TRPC kanallar1, pek ¢ok dokuda anlatimi yapilan ve 6zellikle Ca* iyonlarma gegirgen olan
membran proteinleridir. Kanallarm Ca*?ve Na* iyonlarmna gegirgenlik oranlar1 alt tiplerine gore
farkliliklar gosterir. Memelilerde toplam 7 adet TRPC proteini belirlenmistir. TRPC ailesi, dizi
ve islevsel benzerliklerine gore; TRPC1, TRPC4/5, TRPC3/6/7 ve TRPC2 seklinde 4 alt gruba
ayrilabilir (Clapham ve dig., 2001).

TRPC kanallari, hiicre dis1 bir agonistin G proteinine bagl reseptorlere (GPCR) baglanmasi ile
uyarilan fosfolipaz C (PLC) sinyal yolagi ile aktive olurlar. Bu yolakta iiretilen diagilgliserol
(DAG), direkt olarak TRPC3, TRPC6 ve TRPC7 kanallarini aktive ederken, inositol trifosfat
(IP3) SOCC’leri aktive etmek i¢in depolarin bosalmasini saglar (Sekil 2.2.1.1). Bu
mekanizmalar, hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun TRPC kanallar1 aracilig1 ile diizenlenmesinde

oldukga onemlidirler (Nilius ve dig., 2007).
2.2.1.1.TRPC1

Yaygin doku dagilim1 gosteren bir proteindir ve bu kanal i¢in bir¢ok aktivasyon mekanizmasi
ile fizyolojik rol ileri siiriilmiistiir. Hiicre zarmin gerimi gibi mekanik stresler ve hiicre ici Ca*?
depolariin bosalmasi sonucunda direkt olarak aktive olabilirler (Maroto ve dig., 2005).
TRPC1’in diiz kas, beyin, kalp, testis, ovaryum, endotel hiicreleri ve salgi bezlerinde yiiksek
miktarlarda anlatimi yapilmaktadir. TRPCI, damar diiz kas hiicrelerinde kasilmada ve

proliferasyonda 6nemli rol oynamaktadir (Bergdahl ve dig., 2005).
2.2.1.2.TRPC2

TRPC2 kanali ile ilgili yeterli bilgiye sahip olunmamasina ragmen, fare ve siganda vomeronasal
organda feromon duyargasi olarak islev géren bir protein oldugu bilinmektedir. Bu proteini
kodlayan gen insan genomunda prematiire sonlanma bdlgesi igerdiginden, yalanci gen olarak
tanimlanir (Hofmann ve dig., 2000). Ayrica, TRPC2’nin fertilizasyon sirasinda fare spermine

Ca*? giriginin siirdiiriilmesinde rolii oldugu gosterilmistir (Jungnickel ve dig., 2001).
2.2.1.3.TRPC3

TRPC3, hiicre membraninda bulunan ve DAG araciligiyla aktive olan kanallardan biridir. Bu

kanallar, 6zellikle Ca*? iyonlarma karsi fazlaca gecirgen olmakla birlikte, Na* iyonlarmin da
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hiicreye girisini saglarlar (Hofmann ve dig., 1999). Esas olarak beyin, diiz kas ve kalp kas1
hiicrelerinde anlatimi yapilmaktadir. TRPC3 kanallarinin yiiksek miktardaki anlatimlar1 ve
buna bagli olarak Ca*?’un hiicre igine girisindeki artis, vazokonstriksiyonu ve kan basincini
artirmaktadir (Liu ve dig., 2009). Bu kanalin hipertansiyon ve kardiyak hipertrofide
patofizyolojik bir rol oynadigi ileri siiriilmiistiir (Ohba ve dig., 2007). Ayn1 zamanda, TRPC3
araciligiyla diizenlenen depo kontrollii Ca*? girisinin, kardiyomiyositlerde apoptozu artirdig1 da

bildirilmektedir (Shan ve dig., 2008).

o Agonist
A Ca B
GPCR TRPCI/C&/C? GPCR agonist
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Plazia Membrans == Ca™* salmemm
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Sekil 2.2.1.1: TRPC kanallarimin aracilik ettigi Ca*? akis mekanizmalari. A: Reseptor aracili Ca*? girisi
(ROCE; Receptor Operated Calcium Entry). G proteinine bagli reseptérlere (GPCR) agonist
baglanmasi, zarda bulunan fosfoinositol bifosfat (PIP2)’1n, IP3 ve DAG molekiillerine ayrilmasini
aktive eden PLC’yi uyarir. IP3, ER/SR’de bulunan IP3R’lere baglanarak Ca*?’un sitoplazma igine
salinmasina neden olur. DAG ise, TRPC3, TRPC6 ve TRPC7 kanallarin1 dogrudan etkileyerek,
plazma membrani iizerinden hiicre igine Ca*? girisini saglar. B: GPCR’nin uyarilmasini takiben
degisen, ER/SR’den Ca*? salimimu kaynakli fazik artis ve ROCE kaynakli degisen hiicre igi Ca*?
seviyelerinin zamana bagli durumu. C: Depo kontrollii Ca*? girisi (SOCE; Store Operated Calcium
Entry). ER/SR’de Ca*?’un tiikenmesi, ER/SR zarina yakin konumlanan stromal etkilesim molekiilii
1 (Stromal Interaction Molecule 1=STIM1)’in uyarilmasma neden olur. STIM1, Ca*? akisim
arttirmak i¢in plazma membraninda Orail ile etkilesir. TRPC1, TRPC4 ve TRPCS5 kanallari,
bagimsiz olarak veya STIM1/Orail ile baglantili olarak SOCE’ye katilabilir. D: Tipik bir SOCE
deneyi 6rnegi. Ca*? icermeyen kosullar altinda, hiicreler SERCA inhibitorii ile muamele edilir.
SERCA inhibitdrii olan Thapsigargin, Ca*?’un ER/SR’den sitoplazmaya sizmasina neden olur.
Deney ortamina tekrar Ca*? ilavesi, SOCE’ye neden olarak ER/SR depolarinin yeniden dolmasini
saglar (Earley ve Brayden, 2015).

Wacre g Ca™

Zaman
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2.2.1.4TRPC4 ve TRPCS

TRPC4 ve TRPCS kanallar, tirozin kinaz aktivitesi gosteren reseptorler araciligiyla aktive
olurlar (Otsuguro ve dig., 2008). TRPC4, damar diiz kas hiicrelerinin diizenlenmesinde gorev
alir ve endotel ile cesitli diiz kas hiicrelerinde anlatimi yapilir (Watanabe ve dig., 2008).
TRPC5’1n ise vaskiiler hastaliklardaki rolii tam olarak bilinmezken, insan kalp yetmezliginde
anlatiminin 6nemli derecede arttig1 gozlenmistir. Ayrica, TRPC1 kanalinin hiicre membranina
translokasyonu i¢in TRPC4 ve TRPCS ile etkilesim halinde oldugu belirlenmistir (Guinamard
ve Bois, 2007).

2.2.1.5.TRPC6

TRPC6 kanali da TRPC3 gibi DAG tarafindan aktive edilen bir katyon kanalidir. Bu kanallar,
hiicre membraninin altindaki vesikiillerde tutulur ve reseptor aktivasyonuna yanit olarak hizla
hiicre zarina tasinirlar (Cayouette ve dig., 2004). TRPC4/5 alt gurubu gibi bunlarin da TRPC3
ve TRPC?7 ile bir kiime olusturdugu diisiiniilmektedir. Ornegin; TRPC6 geni olmayan farelerde,
TRPC3 kanal anlatiminin ve buna bagl olarak damar diiz kas kasilmasi ve kan basincinin arttig1

gosterilmistir (Dietrich ve dig., 2005).
2.2.1.6. TRPC7

TRPC7, DAG ile aktive olan ve hiicre igine Ca*? girisine izin veren kanallardan biridir. Bu
kanallarin endoteliyal hiicreler ve kalp hiicrelerinde anlatimlar1 yapilmaktadir. TRPC7 nin
patofizyolojik rolii tam olarak anlagilmamasia ragmen, kalp yetmezligini takiben olusan
kardiyak hipertrofide nemli oldugu ve apoptozda artisa yol agtig1 bildirilmektedir (Guinamard
ve Bois, 2007).

2.2.2.TRPC Kanallarimin Aktivasyonu

TRPC’ler ile ilgili 6nemli konularindan biri, bu kanallarin aktivasyon mekanizmalaridir. TRPC
kanallari hem depo kontrollii olarak hem de reseptor aktivasyonu ile hiicre i¢ine Ca*?
alinmasinda fonksiyoneldirler. Depo kontrollii Ca*? girisi membranda bulunan ve &nceleri

TRPC denilen fakat daha sonra Orail olarak isimlendirilen kanallar tarafindan gergeklestirilir.

Deponun bosalmas1 ile SOCC’larin agilist arasindaki iliskinin anlagilmasinda ¢esitli

mekanizmalar ileri siirtilmiistiir (Bezzerides ve dig., 2004; Rosado, 2006). Ancak son yillarda
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yapilan ¢alismalarda, ER zarinda bulunan bir transmembran protein olan STIM1’in, depo
kontrollii Ca*? girisinde 6nemli islevleri oldugu bildirilmistir (Spassova ve dig., 2006; Liao ve
dig., 2008; Hulot ve dig., 2011). STIM1, sahip oldugu Ca*? baglayic1 bolgesi araciligtyla
deponun Ca*? oranini algilar ve hiicre zarinda konumlanmis Orail ile etkilesime geger (Collins
ve dig., 2013). Ayn1 zamanda ¢esitli hiicre tiplerinde STIM1, TRPC kanallar ile etkilesim
halinde bulunur (Huang ve dig., 2006) (Sekil 2.2.2.1 ve Sekil 2.2.2.2).
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Sekil 2.2.2.1: TRPC3’iin aktivasyonunda yer alan sinyal yollari. G proteinine bagl reseptér (GPCR),
fosfolipaz C'yi (PLC) aktive eder ve IP3 ve diagilgliserol (DAG) iiretir. IP3, SR/ER’den Ca*?
salinmasina ve SR/ER Ca*? deposunun tiikkenmesine yol agan reseptoriinii (IP3R) aktive eder.
Depodaki Ca*? degisikligi, STIM1 sensorii tarafindan algilanabilir ve bu ER Ca*? sensorii TRPC3
kanallar1 araciligiyla depo kontrollii Ca*? girisine (SOCE) neden olabilir. Bir diger olasilik, DAG’1n
TRPC3’ii dogrudan aktiflestirebilmesi ve reseptore duyarli Ca*? girisine (ROCE) neden olmasidir
(Juve dig., 2015).

STIMI’in TRPC kanallart ile iliskili olarak kasilma fonksiyonu iizerine de etkileri vardir.
Ozellikle kalpteki etkileri ¢ok az biliniyor olmasina ragmen, yapilan bir ¢alismada STIMI
aktivasyonunun kardiyomiyositlerde hipertrofiye neden oldugu ve anlatiminin baskilanmasi
durumunda kalbin hipertrofiden korundugu bildirilmistir (Hulot ve dig., 2011). STIMI’in
Orai’lerden ziyade TRPC kanallar1 ile neden etkilesim i¢inde oldugu konusuna heniiz tam
olarak aciklik getirilememistir (Yuan ve dig., 2007). Bunlara ek olarak, TRPC kanallari
hiicresel mekanik streslere de duyarlidir. Bu durum, damarlarin yapisinda ve kasilma
fonksiyonlarinda bozulmalar ile hemodinamik degisimlere neden oldugundan, &zellikle
kardiyovaskiiler sistem i¢in c¢ok oOnemlidir. Ozetle, TRPC kanallarinin aktivasyonlari;
bulunduklar1 hiicre tipleri, anlatim seviyeleri, hiicre i¢i lokalizasyonlar1 gibi bir¢ok faktor

tarafindan belirlenebilir ve mekanizmalari olduk¢a karmasiktir. Kanallarin diizenlenmesindeki
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bu karmagiklik TRPC kanallarinin yer degistirmelerinden kaynaklanabilir. Hiicre membraninin
altinda, vesikiiller i¢inde tutulan TRPC proteinlerinin agonist bir molekiiliin uyarisiyla
membrana yerlestikleri ve etkilerini bu sekilde gosterdikleri ileri siiriilmektedir (Singh ve dig.,

2004).
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Sekil 2.2.2.2: STIMI1 ve Orai’nin rolleri. Bir plazma membran reseptoriiniin (R) agonist (Ag) ile
aktivasyonu, IP; reseptoriinii (IP3R) harekete gegirerek, endoplazmik retikulumda depolanmis
Ca*?’un bosalmasina neden olur. Kalsiyum, STIM1°deki EF el motifini ters olarak baglar; depodaki
Ca*?’un bosalmasi, STIM1’in endoplazmik retikulum iginden plazma zarinda bulunan Orai
kanallarina dogru yeniden sekillenmesine neden olur. STIM1 daha sonra Ca*?’a gegirgen olan Orai
kanallarini aktive eder (Putney, 2007).

2.2.3.TRPC Kanallar ve Negatif Geri Besleme Mekanizmalari

Protein Kinaz G (PKG) ve Protein Kinaz C (PKC)’ye bagh sinyal yolaklari, TRPC kanal
aktivasyonlarinin negatif geri besleme mekanizmalar1 olarak gorev yaparlar. TRPC3 ve
TRPC6’nin aktiviteleri PKG ile katalizlenen fosforilasyon sonucu biiyiik 6l¢iide zayiflatilir
(Nishida ve Kurose, 2008). PKG, her biri kardiyak hipertrofiyi negatif yonde diizenleyen nitrik
oksit (NO) ya da atriyal natritiretik peptit (ANP)-siklik guanizin monofosfat (cGMP) sinyal
yolaklarmin son tirtiniidiir. TRPC6, ANP/BNP-cGMP-PKG (Atriyal Natriiiretik Peptit/Beyin
Natriiiretik Peptit-Siklik Guanozin Monofosfat-Protein Kinaz G), antihipertrofik sinyal
yolunun direkt hedefidir ve bu sinyal yolunun TRPC6 kanal aktivitesini inhibe ederek kardiyak
hipertrofiyi engelledigi gosterilmistir (Koitabashi ve dig., 2010). Benzer sekilde, TPRC3’{in
asirt anlatim1 NO tarafindan inhibe edilebilir ve TRPC6 da PKG ile diizenlenen fosforilasyon
bolgelerine sahip oldugundan, NO tarafindan benzer diizenlemelere maruz kalabilir (Chen ve

dig., 2009). Sonugta yiiksek PKG aktivitesi hiicre igine Ca*? girisini azaltirken (Nishida ve dig.,
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2010), cGMP-PKG sinyalinin azalmas1 TRPC kanal aktivitesini artirarak kardiyak hipertrofiye
neden olabilir. Aym1 zamanda ANP’nin, angiotensin II (Ang II) gibi agonistler araciligiyla
aktive olan TRPC kanallar1 boyunca ventrikiiler miyositlere Ca*? girisini inhibe ettigi de
gosterilmistir (Kinoshita ve dig., 2010). Angiotensin II ile uyarilan hipertrofik biiyiime, NFAT
(Aktive Edilmis T-Hiicrelerinin Niiklear Faktorii=Nuclear Factor of Activated T cells)
tarafindan gergeklesir. Kardiyomiyositlerde NFAT aktivasyonu i¢in temel mekanizma, depo
kontrollii Ca*? girisi ile iliskilidir. STIM1/Orail etkilesimi sonucunda hiicre i¢ine giren Ca*?,
NFAT’1 aktive eder (Zhang ve dig., 2005; Hulot ve dig., 2011). Angiotensin II ve NFAT
aktivasyonu ile gerceklesen hipertrofik cevaplar, Ca' salmmminm diizenli olarak
tekrarlanmasina ihtiyag duyar. Diizenli Ca*? salinimi, TRPC kanallarmin aktivasyonu ile L-tipi
Ca*? kanallarinin uyarilmasi ve sonugta olusan membran depolarizasyonu araciligiyla tetiklenir
(Wilkins ve Molkentin, 2004; Woodcock ve Matkovich, 2005). Angiotensin 1I; TRPC3 ve
TPRC6 kanallarinin aktivasyonu ile uyarilan NFAT ve hipertrofik cevaplar ile korelasyon
icindedir (Onohara ve dig., 2006) (Sekil 2.2.3.1).
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Sekil 2.2.3.1: Kardiyak hipertrofide TRPC3/6/7’nin rolii. Zar basinci ve/veya ligandi olan Ang Il ile
uyarilan angiotensin tip | (AT1) reseptorii, PIP2 hidrolizine yol agar. Ardindan DAG dogrudan
plazma zarindaki TRPC3/6/7 kanallarin1 aktive eder. TRPC3’iin ayrica IPs reseptorleri ile fiziksel
olarak etkilesime girdigi gosterilmistir. Kalsinorin’in Ca*? kalmodulin ile aktivasyonu, NFAT’1
defosforile eder (Naeini ve dig., 2010).
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TRPC kanallari; Ang II, endotelin-1 (ET-1), katekolaminler gibi agonistler ya da membran
gerimi ile PLC’nin aktivasyonu sonucu uyarilirlar. DAG, reseptore duyarli Ca*? kanallarini
(ROCC) aktive ederken, IP3 depo kontrollii Ca*? kanallarim (SOCC) aktive etmek igin
depolarin bosalmasint saglar. TRPC kanallari, gerim ile de aktive olurlar. STIM1 depo
kontrollii Ca*? girisi icin TRPC’leri uyarir. TRPC kanallar1 da Orai’ler ile fonksiyonel olarak
etkilesime gecer. Dogrudan TRPC kanallarinin aktivasyonu, dolayli olarak da L-tipi Ca*?
kanallarinm aktivasyonu ve NCX’in ters yonde ¢alismasi ile hiicre i¢ine giren Ca*?, kalsindrini
aktive eder. Kalsinorin de hipertrofik genler ile BNP’yi diizenlemek ve TRPC gen anlatimini
artirmak i¢in NFAT’1 uyarir. TRPC kanallari, NO-cGMP ya da ANP/BNP-cGMP sinyal
yolaklar1 ile uyarilan PKG ile inhibe edilir. Riyanodin reseptérlerinden (RyR) Ca*? salinimi
sonucunda da PKG fosforilasyonu gergeklesir ve TRPC kanallar1 inhibe edilir (Eder ve
Molkentin, 2011) (Sekil 2.2.3.2).
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Sekil 2.2.3.2: TRPC kanallar ve iligkili sinyal yolaklar1 (Eder ve Molkentin, 2011).

2.3 KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR VE TRPC KANALLARI

Kalsiyum sinyali sistemi, hiicresel isleyisin devamini saglayan farkli birgok yolu kontrol
etmektedir. Kalpte, hiicre igi Ca*? konsantrasyonu kalbin kasilmasi ve gevsemesi agisindan
kritik rol oynar. Kalsiyum sinaptik aralikta mikrosaniyeler igerisinde ekzositozu tetiklerken,

diger tarafta dakikalar hatta saatlerce siiren gen transkripsiyonu ve hiicresel farklilasma
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olaylarmi kontrol eder (Bootman ve Roderick, 2008). Hiicre i¢i Ca*? deposu olarak gorev yapan

+25

ER veya kaslardaki SR Ca*? salinimi, Ca
difosfat riboz (ADPR), nikotinik asit adenin diniiklotid fosfat (NAADP) ve Sfingosin-1 fosfatin

un kendisi veya inositol 1,4,5-trifosfat, adenozin

da aralarinda bulundugu genis bir haberci grubu tarafindan hiicre i¢i depolar iizerinde bulunan
salmim kanallarin uyarilmasi veya diizenlenmesi ile kontrol edilmektedir. Hiicre igi
organellerden ozellikle endoplazmik retikulum, IP3 reseptorleri bakimindan zengin Ca'?
serbest birakan organeldir. Bunlar kardiyomiyositlerde bulunmaktadirlar. Kalbin kasilip
gevsemesinde baslica Ca*? kaynagi olan ilgili riyanodin reseptdrlerinin miktarindan az
olmasina ragmen kardiyomiyositlerde bulunmaktadir (Berridge ve dig., 2003). IP3 reseptorleri
her ne kadar aktivasyon igin inositol trifosfata mutlak inhtiyag duysalar da, sitosolik Ca*?,
inositol trifosfat reseptorleri iizerine riyanodin reseptorleri lizerindeki etkiye benzer bir etki
gosterdiklerinden, ~ voltaj kapih  Ca*?  kanallann  olarak  degerlendirilebilirler.
Kardiyomiyositlerdeki baskin inositol trifosfat reseptorti, tip 2 reseptorlerdir (Gyorke ve dig.,
2007). Ancak bu reseptorlerin kalpteki rolleri hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir.
Aksiyon potansiyelinin sonlanmasiyla Ca*? iyonlar, plazma zar1 Ca*?-ATPaz (PMCA)
pompastyla hiicre iginden disina pompalanir. Bunun yaninda Ca*2, SERCA yardimiyla hiicre
icindeki Ca*? depolarina gonderilir. Ek olarak Ca*? hiicre ici bilesikleri sarkoplazmik retikulum

gibi SERCA pompas aktivasyonu ile gonderilir (Gomes ve dig., 2008).

Kalsiyum sinyal yolaginin uyarilmasi, kalp hastaliklarinda 6nem tasiyan sistolik/diyastolik
fonksiyon bozukluklarina ve miyokardiyal apoptoz gelisimine neden olur (Kang ve Izumo,
2003). TRPC kanallariin aktivasyonu, Ca*? bagimli sinyal yolagimi uyararak, patolojik
kardiyak yeniden yapilanmaya, hipertrofiye ve proapoptotik etkilere neden olur (Eder ve
Molkentin, 2011). TRPC3 ve TRPC6 benzer ozelliklere sahip oldugundan, ventrikiiler
miyositlerde TRPC6 anlatiminin, olas1 kardiyak hipertrofiyi ve kalp hastaliklarini artirdig1 da
bilinmektedir (Feng ve dig., 2011).

Izole kalpteki IR hasarinda TRPC kanallaria yénelik calismalar olduk¢a smirlidir. Yapilan
calismalarda, sitosolik Ca*? artisinin IR hasari sonucu hiicre dliimiinde 6nemli bir rol oynadig,
ayrica depo kontrollii Ca*? girisinin IR hasarmi takip eden kardiyomiyosit apoptozunda etkili
oldugu belirtilmistir. TRPC kanallar1 bloke edildiginde, apoptozda ve miyokard enfarktiisiinde
onemli derecede azalma meydana geldigi gosterilmistir. Normal kosullarda, kalpte oldukca

diisiik olan TRPC3 ve TRPC6 kanallarinin anlatimlari, kalp hastaliklarinda belirgin bir artis
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gostermistir (Eder ve Molkentin, 2011). Ayrica, bu kanallarin birlikte delesyonlarinin, kardiyak
bozukluklar tizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Wu ve dig., 2010).

2.4ISKEMI/REPERFUZYON (IR) HASARI

Iskemi, arteriyel ya da vendz kan akiminin bozulmasina baglh olarak, organlarin ve dokularin
yetersiz perfiizyonuna yol acar ve oksijenden yoksun kalmalarina neden olur. iskemi, hiicresel
enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiicre 6liimiine yol
acar (Zimmerman ve Granger, 1992). Kisa iskemik periyotlarda kalp kasinda, kontraktil
fonksiyonda bozulmalar gézlenebilirken, uzamis iskemide nekroza kadar giden hasar olusur
(Kloner ve dig., 1998; Kloner ve Jennings, 2001). Hiicrelerin rejenerasyonu ve toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢cin iskemik dokuya yeniden kan akimi gerekir. Iskemiye maruz
kalan doku ya da organlarin yeniden kanlanmasi ve oksijenlenmesi olayina reperfiizyon denir
(Damjanov ve Linder, 1995). Iskemik dokunun reperfiizyonu, iskemi ile olusandan daha fazla
doku hasarina neden olur (Zimmerman ve Granger, 1992). Reperfiizyon hasari, iskemiden
sonra yeniden kanlanma siirecinde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak
tanimlanir. Hiicrelerin yeniden kanlanmasi siirecinde, hiicre i¢ine giren molekiiler oksijenlerin
hizl1 bir sekilde serbest oksijen radikal (SOR) tiirevlerini olusturmasi olay1 basta olmak iizere
birgok mekanizma reperflizyon hasarinda rol oynamaktadir. Reperfiizyon hasarma karsi
proteinler, zar lipitleri, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleri oldukg¢a hassastir
(Wilhelm, 1990).

Iskemiye maruz kalan hiicrelerde yapisal ve metabolik degisiklikler meydana gelir. Iskemi
sirasinda kan akiminin kesilmesi ile dokularda olduk¢a Oonem arz eden, hiicresel oksidatif
fosforilasyon, adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yliksek enerjili fosfatlarin sentezleri
azalir (Jennings ve Reimer, 1991). Hiicrelerin enerji kaynagi olan bu molekiillerin giderek
azalmasi sonucu, hiicre zarinda bulunan sodyum/potasyum-ATPaz (Na*/K*-ATPaz) pompasi
calisamaz hale gelir. Sonucta hiicre iginde bulunan Na® ve Ca'? iyonlar1 hiicre disina
pompalanamayip, bu iyonlarin hiicre i¢i konsantrasyonlari artmaya baslar (Green ve dig.,
1989). Ozellikle hiicre iginde artan Ca*? konsantrasyonu, hiicre i¢in oldukca sitotoksik bir etki
meydana getirir (Orrenius ve dig., 1992).

Iskemi/reperfiizyon hasarmn zararl fizyolojik etkilerinden sorumlu gesitli faktdrlerin oldugu

belirtilmistir. Bu faktorlerden; serbest oksijen radikalleri, kompleman sistemi ve endotel
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hiicreleri ile polimorf niiveli l6kositler (PMNL) iskemik hasarin nedenleri arasinda yer

almaktadir (Homer-Vanniasinkam ve dig., 1997; Monsinjon ve dig., 2001).

Kalpte, IR hasarini takiben miyokardiyal fonksiyon bozukluklari, miyokardiyal sersemleme,
reperfiizyon aritmileri, koroner endoteliyal ve mikrovaskiiler fonksiyon bozukluklar1 ve
miyositlerde nekroz goriilebilir (Kloner ve dig., 2001). Miyokardiyal reperfiizyon hasari,
reperfiizyon sirasinda heniiz saglam olan miyositlerin reperfiizyonla tetiklenen metabolik,
fonksiyonel ve yapisal olaylar zinciri sonucunda hasar gérmesi olarak tanimlanabilir. Kisa
stireli iskemilerde miyokard fonksiyonlar1 genellikle hizla diizelirken, uzun siireli ve agir
iskemilerde diizelme saatler ya da giinler alabilir (Bolli, 1990). Hiicre hasarinin artis1, kalpte

geri doniilemez olaylarin baslangici da olabilir (Ku, 1982; Lucchesi, 1990).

Iskemi/reperfiizyon doneminde farkli mekanizmalarla gelisen kontraktiir gozlenebilir.
Miyokardiyal kontraktiir, kalp kas1 hiicrelerinin kasilmasina yol acan aktin ve miyozin arasinda
capraz baglanmanin geri doniisiimsiiz hale gelmesiyle ortaya ¢ikar. Miyokardiyal kontraktiir,

Ca*2 bagimli ve rigor tip olmak iizere ikiye ayrilir:

Ca*2-bagimli kontraktiir: Iskemik hiicrelerde, Ca* diizeylerini dengeleyen fonksiyonlarda
bozulmalar gériiliir. Bu hasar sonucunda hiire disindan ve hiicre i¢i depolardan Ca*? akiminin
artis1 ile sitoplazmadaki Ca*? miktari, reperfiizyon déneminde toksik diizeylere gikabilir.
Sitoplazmik Ca*? diizeylerinin asir1 yiiksekligi miyofibrillerin duyarliligini azaltarak,
kontraktiir gelisimine yol agar. Mitokondrinin ATP sentezini silirdiirme yetenegi, iskemik
periyot sirasinda ciddi hasar gérmezse, reperflizyon siirecinde enerji iiretim mekanizmasinin
hizla geri kazanilmasma yol acar. ATP'nin tekrar sentezlenebilmesi, kardiyomiyositlerde
sitosolik katyon dengesini yeniden saglarken, iskemiden sonra hasar goren kasilma

mekanizmasini da yeniden etkinlestirir (Piper ve dig., 2003).

Rigor tip kontraktiir: Iskemi periyodunun uzamasi, hiicrelerin yeniden oksijenlenme
doneminde enerji lretim yetenegini kisitlar veya ortadan kaldirir. Bu donemdeki ATP
diizeylerinin diistikligii rigor tipi kontraktiir gelisimini tetikler. Kontraktiiriin olugumu
Ca*?’dan bagimsizdir. Her iki kontraktiir tipi de mekanik giicsiizliige, doku nekrozuna ve global
iskeminin biitiin kalbi etkilemesiyle goriilen katilagsmis kalp fenomenine yol agabilir (Piper ve
dig., 2003).
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Iskemi/reperfiizyon déneminde harekete gecen tiim mekanizmalarin sonucu olarak kalp
hiicrelerinde nekroz gelisimi de goriliir (Piper ve dig., 2003). Aym1 zamanda miyokard
enfarktiisii gegiren hastalarin miyositlerinde apoptoz da goriilebilir (Singal ve dig., 1998). In
vitro galismalar ve hayvan modellerinde IR, miyokard enfarktiisii ve kronik basing yiikklenmesi
(hipertansiyon) gibi durumlarin oksidatif stres olusturarak apoptoz yoluyla miyosit kaybina

neden oldugu gosterilmistir (Benjamin ve Schneider, 2005; Giordano, 2005).

Iskemi/reperfiizyon hasarinda serbest radikallerin rolii ortaya konmus ve bunun sitosolden
sarkoplazmik retikuluma Ca*? transportunun azalmasi sonucu olustugu gosterilmistir (Hess ve
dig., 1983). Post-iskemik reperflizyon, miyokardiyal ve koroner endotel fonksiyon
bozukluguna yol acar. Miyokardiyal iskemi sirasinda, intraselliiler asidozis iyonik pompalarla
Ca*?ile yer degistiren Na*un sitosolik konsantrasyonundaki artisina yol agarak, hiicrenin asir1
+25

Ca*? yiiklenmesine, miyofilamentlerin Ca

1989).

a duyarliligini azaltarak neden olur (Tani ve Neely,

25.KALPTE iSKEMIi/REPERFUZYON HASARININ KALSiYUM VE TRPC
KANALLARI iLE iLISKiSI

Kalp, normal fonksiyonunu siirdiirebilmek ig¢in devamli olarak oksijene gereksinim duyar.
Miyokardlarda oksijen tiiketiminin yaklasik %80’1 kasilma sirasinda gerceklesen
elektromekanik islerde kullanilir (Segal, 1962). iskemide calisan bir kalp, arrestteki kalpten
daha fazla enerjiye gereksinim gosterir. Koroner arter kant miyokarddan her gectiginde, kalbe
sunulan oksijenin %75°1 harcanir. Buradan anlasilacagi gibi kalp, oksijen temininde meydana
gelecek kisitlamalara kars1 olduk¢a duyarlidir (Brover ve dig., 1983). iskemi sirasinda olusan
zararl degisimlerin reperfiizyonla daha da siddetli ve belirgin hale gelmesi ile kendini gdsteren
tablo, hiicre icinde Ca*? birikmesi, geri doniisiimsiiz hasar gérmiis miyositlerin nekrozunun
hizlanmasi, miyokardiyal 6demin artig1 ve oksijen igerigi normale dondiigii zaman oksijeni

kullanamama ile karakterizedir (Buckberg, 1987).

Kalsiyum igermeyen bir perfiizat ile kalbin kisa siireyle perfiize edilmesinden sonra, Ca*? igeren
bir perfiizyon uygulandiginda, yaygin doku yikimi, enzim ag¢iga ¢ikmasi, kontraktiir gelisimi ve
yiiksek enerjili fosfat depolarinda 6nemli diisiise neden olmaktadir. Bu tablo Zimmerman ve
dig. (1967) tarafindan kalsiyum paradoksu olarak tanimlanmustir. Reperfiizyon sirasinda Ca*?

asir1 bicimde hiicre igine girmekte ve hiicre i¢i sivi dengesini diizenleyen mekanizmalar
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bozulmaktadir. Kalsiyumun artis1 serbest radikallerin olusumunu tetikler ve sarkolemmaya

*2>un azalmasinin sonucunda, reperfiizyon sirasinda Ca*? pasif

hasar verebilir. Sitoplazmik Ca
difiizyonla hiicre igine geger. Hiicre igine Ca*? gecisinin azaltilmasi, kalbin mekanik
fonksiyonlarinda belirgin diizelmeler yaratir (Shine ve Douglas, 1983). Hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonundaki degisimlerin, TRPC kanallar ile iliskili oldugu bilinmektedir (Onohara
ve dig., 2006; Doleschal ve dig., 2012). iskemik ventrikiiler kardiyomiyositlerde TRPC
kanallar1 aktif hale gelerek, hiicre depolarizasyonuna, hiicre i¢ine fazla miktarda Ca*? alinimima
ve aritmiye neden olur (Sabourin ve dig., 2012). TRPC kanallarina bagli olarak degisen hiicre
ici Ca™ konsantrasyonu da, kardiyomiyositlerde fizyolojik agidan oldukca 6nem tasimaktadir
(Shan ve dig., 2008). Iskemi sonras1 gelisen miyokard enfarktiisiinden sonra TRPC kanallarmin
anlatiminda artis oldugu bilinmektedir. Miyokard enfarktiisinden sonra TRPC kanal
anlatiminin artmasiyla birlikte Ca*? akisindaki artisin, miyositlerin kasilmasinda ve hipertrofik
sinyallerde degisiklige yol actig1 kesfedilmistir. Ca*? iyonlarinin bu kanallardan hiicre icine
dogru gecisinin sonucunda, patolojik hipertrofinin gelismesi, kalbin kasilma diizenin bozulmast
ve bununla birlikte kani viicuda pompalayamamasi gibi kalp rahatsizliklart goriilmektedir.
Kalpte miyokard enfarktiisiinden sonra TRPC kanallarinin inhibe edilerek fonksiyonunun
durdurulmasmin kalp i¢in faydali olabilecegi fikri desteklenmektedir (Makarewich ve dig.,
2014). Kalbi koruma ve akut miyokard enfarktiisiinde, iskemik ataklar sirasinda nekroza giden
hiicre sayisini azaltmak amaciyla, kalsiyum antagonistleri kullanilabilir. Akut miyokard
enfarktiisiinde, kalsiyum antagonistleri; ¢evresel damar direncini azaltmasi, kalp debisinin
artirtlmasi, koroner damarlar1 genisleterek iskemik dokunun daha iyi kanlanmas1 ve metabolik
yikim tiriinlerinin hizla uzaklastirilmasi yoluyla, nekroz alanlarini kiigiiltiir veya nekrozu 6nler
(Kalogeris ve dig., 2012). Tim bu veriler goz Oniine alindiginda, kalp dokusunda
iskemi/reperfiizyon hasarin1 takiben degisen hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonlarmin, kalp
kasilmasinda ¢ok 6nemli oldugu da g6z 6nilinde bulundurularak, bu katyonlarin gegisinde ve
buna bagli olarak pek ¢ok kalp rahatsizliginda rol oynayan TRPC kanallarinin bloke edilmesi,

kalpte olumlu gelismelere ve iyilestirici etkilere neden olabilir.

Kardiyomiyositlerde iskemi/reperfiizyon hasar1 esnasinda TRPC’lerin anlatiminin ve buna
bagl olarak hiicre ici Ca*? miktarinin artis1, kardiyak bozukluklara yol agarak hiicre dliimiine
neden olmaktadir. Yiiksek Ca*? konsantrasyonuna bagl olarak gelisen kardiyak hastaliklarin
tedavisinde TRPC kanallarinin inhibisyonlart ve bu alanda yapilan ¢alismalar 6nemlidir. Bu

bilgilerin 1s181nda, kardiyak TRPC kanallarinin oldukca 6nem tasidigi ve bu yapilarin birlikte
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bloke edildigi farmakolojik ¢alismalarin daha da gelistirilmesi ile kalp hastaliklarinin tedavi
edilmesi i¢in kullamsli bir terapétik ajan olusturabilecegi diisiiniilmektedir. iskemik kalp
rahatsizliklariyla TRPC kanallarinin iliskisi ve bu kanallarin durdurulmasinda bir takim
ajanlarin uygulanmasi ile olusacak etkileri olduke¢a dikkat ¢ekicidir (Shan ve dig, 2008; Chen
ve dig., 2015).

2.6.TRPC KANALLARININ iNHIiBiSYONU

Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisine yonelik olarak TRPC kanallarinin inhibe edilmesi
amactyla uzun siireden beri ¢aligmalar yapilmis ve birgok bloker gelistirilmistir. Kalpte yliksek
Ca*? konsantrasyonun yol act1g1 hasarlarin incelenmesinde TRPC kanallarmin inhibisyonlarma

dayali ¢alismalar olduk¢a 6nem tasimaktadir (Islam, 2011).

TRPC kanallarin1 bloke etmek icin iki temel yontem vardir. Bu yontemlerden ilkinde kanal
yapisi degistirilirken, ikincisinde kanal porlar1 tikanir. Por blokerleri tipik olarak hiicre igine
iyon alimin1 azaltirken, kanal yapisin1 degistiren blokerler iyonlarin hiicre i¢ine giris zamanini

degistirirler (Suchyna ve dig., 2004).

TRPC kanallarmin inhibisyonuna yonelik yapilan ¢alismalarda siklikla kullanilan GSMTXx-4,
Pirazol-3 (Pyr-3) ve SKF-96365 blokerlerinin yani sira 2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB),
Gadolinyum (Gd*?), Lantanum (La*®) ve Benzodiazepin-2 (BTP-2)’nin de inhibitér etkilerinin

oldugu rapor edilmistir (Islam, 2011).

GsMTx-4, ligand kapili kanallarin yapisini degistiren bir inhibitordiir (Jung ve dig., 2006).
GsMTx-4’1in, ventrikiiler miyositlerde varlig1 bilinen TRPC1 ve TRPC6 kanallarini bloke
ederek hiicre igine Ca*? alimimni durdurdugu (Ward ve dig., 2008) ve 5 uM GsSMTx-4’iin ligand
kapil1 kanallarin yapisini degistirerek TRPC1 kanallarini inhibe ettigi gosterilmistir (Bowman
ve dig., 2007). Ayn1 zamanda 170 nM GsMTx-4, kardiyomiyositlerde dilatasyonun uyarilmast
ile atriyal fibrilasyonu engellemektedir. Bu durum, diyastolik basingta ve tiim basing
diizeylerinde fibrilasyonun daha kisa siirmesi i¢in koruyucu bir etki saglamaktadir (Bode ve
dig., 2001). Bu bilgiler, kalp hastaliklarinda TRPC1 ve TPRC6 kanal anlatimlarinin artmasi
sonucu gerceklesen hiicre ici Ca*? konsantrasyonundaki artisin GsMTx-4 ile engellenerek

koruyucu etkiler gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
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Aym zamanda, TRPC3 kanallarinin segici ve direkt inhibisyonunda Pirazol-3 (Pyr-3)
bilesiginin biyolojik aktivitesi arastirilmistir. Pyr-3 blokerinin, por tikayici 6zelligi ile 6zgiil
olarak TRPC3 kanallarin1 inhibe ettigi gosterilmistir. Pyr3, TRPC3 anlatimmin yapildig:
hiicrelerde Ca*? akigimi inhibe ederken (Kiyonaka ve dig., 2009), 10 uM Pyr-3’iin diyastolik
Ca*? seviyesindeki artis1 onemli derece baskiladigi bilinmektedir (Doleschal ve dig., 2012).
Ayni zamanda Pyr-3’{in 10 uM’1min TRPC3 kanallarini bloke ettigi, 30 uM’1nin ise maksimum
inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur (Zhang ve dig., 2014).

SKF-96365, TRPC kanallarinin segici olmayan blokeridir ve TRPC kanallariin
inhibisyonunda siklikla kullanilir (Wolkowicz ve dig., 2011; Sabourin ve dig., 2012). SKF-
96365’in Orai’leri STIM1’i, VGCC’leri ve K* kanallarini bloke ettigi bilinmektedir, ancak 10
uM’a kadar olan konsantrasyonun 6zgiil olarak TRPC’leri bloke ettigi belirtilmistir (Islam,
2011). SKF-96365, genellikle TRPC kanallarinin kardiyovaskiiler sistemdeki potansiyel
fonksiyonlarini tanimlamak amaciyla bir antagonist olarak kullanilmaktadir ve bu antagonistin
kardiyak sinyal iletimini azaltti1 bildirilmektedir. Bununla beraber SKF-96365’in yaklasik 1
uM’a kadar olan konsantrasyonunun, sigan ventrikiiler miyositlerinde Na™ girisini durdurdugu
tespit edilmistir (Chen ve dig., 2015). SKF-963635, fare kalbinde TRPC3 ve TRPC6 kanallarinin
anlatimlarindaki artisa bagli olarak gelisen erken ve ge¢ depolarizasyonlar1 ve ventrikiiler

tasikardiyi azaltmaktadir (Hirose ve dig., 2011, Sabourin ve dig., 2016).

Sican miyositleri ile yapilan bir ¢alismada, 10 uM SKF-96365 kullanilarak TRPC kanallarinin
bloke edilmesi sonucunda, hiicrede Ang II araciligiyla artan Ca*? konsantrasyonunun dnemli
derecede azaltildig1 gosterilmistir. Hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun diizenlenmesinde gorev
alan TRPC kanallarinin Ang II ile aktive olabildigi ve bu nedenle SKF-96365’in hiicrelere Ang
IT aracil1 Ca*? girisini baskiladig belirtilmektedir (Zhang ve dig., 2016). Bu nedenle kardiyak
elektriksel aktivitelerin diizenlenmesinin hedeflendigi c¢alismalarda, SKF-96365 bir TRPC
kanal blokeri olarak degerlendirilmelidir (Chen ve dig., 2015).

Izole edilmis sigan kalplerinde yapilan bir ¢alismada, TRPC inhibitorii olan SKF-96365 ile
muameleden sonra TRPC mRNA’smin ve hiicre icinde siirdiiriilen yiiksek Ca*?
konsantrasyonunun azaldig1 gosterilmistir (Feng ve dig., 2011). Bir diger ¢calismada 0,5 M
SKF-96365 inhibitorii uygulanan hiicrelerde, kontrol grubuna kiyasla IR’yi takiben hiicresel
canlilik oranminin 6nemli derecede arttirdigi belirlenmistir. SKF-96365 ayni zamanda

apoptozu da énemli dl¢lide azaltmistir (Shan ve dig., 2008).
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Bu bilgilerin 1s18inda, iskemik kalp hasarinda TRPC kanallarinin inhibisyonuna dayali
caligmalarin smirl oldugu gézlemlenmis ve ¢alismamizda, TRPC kanallarinin segici olmayan
blokeri olan SKF-96365’in uygulanmasi ile izole perfiize sigan kalbinde iskemi/reperfiizyon
hasarindaki etkisinin belirlenmesi amac¢lanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, TRPC

kanallarinin kalp hastaliklarindaki rolleri tespit edilmeye ¢alisilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada deney hayvani olarak 32 adet yetiskin 3 aylik, agirliklar1 250-300 g arasinda
degisen erkek Wistar albino sican kullanildi. Siganlarin her biri deney oncesinde ve deney
stiresince plastik kafeslerde tutularak, su ve yem kisitlamasi olmadan beslendi. Calisma igin,
Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alind: (Tarih:
21.11.2014, Say1: 2014/171).

Siganlar, 75 mg/kg sodyum pentobarbital (Pantal Sodyum, IE Ulagay, Istanbul, TR) ile
operasyondan yaklagik 20 dakika Once anestezi edildi. Anestezi altindaki hayvanlara
trakeostomi yapilarak ventilator araciligi ile diizenli soluk almalar1 saglandi. Toraksin agilmasi
ve intravendz heparin (150 IU) uygulanmasinin ardindan, aortaya in situ kaniilasyon yapildi ve
kalbin kesilip ¢ikarilmasindan dnce perfiizyon baslatildi. Langendorff sistemindeki (PowerLab
ML870B2) (Sekil 3.1) izole kalpler (Sekil 3.2), baslangi¢ perfiizyon basinglar1 75-80 mmHg
olacak sekilde, sabit akim ile 37 °C’de perfiize edildiler.

Perfiizat olarak kullanilan Krebs-Henseleit soliisyonu, %95 02-%5 CO:2 gaz karisimi ile birlikte,
118 mM sodyum kloriir (NaCl), 4,7 mM potasyum kloriir (KCl), 2,25 mM kalsiyum kloriir
dihidrat (CaCl2.2H20), 1,2 mM magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4.7H20), 25 mM sodyum
hidrojen karbonat (NaHCOs3), 1,2 mM potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), substrat olarak
ise 11 mM glikoz icermekteydi.

Son diyastolik basing (SDB), sol ventrikiil igindeki balon aracilig: ile, 5-10 mmHg olacak
sekilde belirlendi. Langendorff perfiizyonunun ilk 20 dakikas1 siiresince kardiyodinamik

degerlerin stabilizasyonundan sonra kalpler gruplara gore ¢aligildi.
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Sekil 3.1: Langendorff izole kalp sistemi.

Sekil 3.2: Langendorff izole kalp sistemindeki kalp.
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3.1.DENEY DUZENEGI

Calismada kullanilan siganlar 4 gruba ayrilarak, kontrol ve IR gruplarinin yaninda, kontrol ve
IR gruplarmma, 5 puM secgici olmayan TRPC blokeri SKF-96365 (Abcam, ab120280)’in
uygulandigr gruplar olusturuldu (Sekil 3.1.1).

90 dak Krebs Henseleit Sollisvonu

Operasyon  Kalbin (
Baslangrar  Asimasi Kroks Henvedoit Solisyosa Krebs-Heaselelt Sol@syonu @ 8 uM SKF 96305
% -
Kontrol(K) | | 1 l< > | € > |
SKF-96365 T j1sdak D 10dak | seantizasyon § 30 dak 1 60 dak 1
Anestezt 20dak  Deney Deney Sonu
Baslangicr
Operasyon  Kalbm Krebs Henselelt Soliisyons - 5 pM SKF 96365
Baglasgict  Asilmas: Iskemi Reperfilzyon
IR | | | 1€ > | € >
IR+SKF-96365 | 5 guk Tioaax ! Stabilizasyon 1 10 dak I 60 dak 1
Anestezt 20 dak Deney Deney Sonu
Baslangicl

Sekil 3.1.1: Calismada takip edilen deney protokolii.

Deney gruplarina uygulanan yontem, asagida ayrintili olarak belirtilmistir.

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

sollisyonu ile perfiizyon uygulanan grup,

2. SKF-96365 Grubu (n=8): Stabilizasyondan sonra, 30 dakika modifiye Krebs-Henseleit
soliisyonu ile perflizyon, 60 dakika 5 uM SKF-96365 ile reperfiizyon uygulanan grup,

3. iskemi/Reperfiizyon (IR) Grubu (n=8): Stabilizasyondan sonra, 30 dakika iskemi ve 60
dakika reperfiizyon uygulanan grup,

4. iskemi/Reperfiizyon + SKF-96365 Grubu (IR+SKF-96365) (n=8): Stabilizasyondan
sonra 30 dakika iskemi ve 60 dakika 5 uM SKF-96365 ile reperfiizyon uygulanan grup.

3.2 KARDIYODINAMIK ANALIZLER

Sol ventrikiil i¢ine yerlestirilen balon katater ve buna bagli olan fizyolojik basing transdiiseri
(MLT844, ADInstruments, Sydney, AUS) araciligi ile sistolik-diyastolik basinglar, sol
ventrikiil i¢i basing ve kalp vurumu; sisteme bagl olan ikinci bir fizyolojik basing transdiiseri

ile de perflizyon basinci PowerLab 8/30 veri kazanim iinitesi (ADInstruments, Sydney, AUS)
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yardimut ile kayit edildi (Sekil 3.2.1). Elde edilen kayitlar LabChart8 (ADInstruments, Sydney,
AUS) programinda incelendi ve belirli zaman noktalarindaki (TO, T1, T2, T3) degerler daha

ileri analizler i¢in kullanildi. Bu parametrelerin analiz edilmesi ile perflizyon basinci, son

diyastolik basing (SDB), sol ventrikiil i¢i basing degisimi (SVBD), kalp vurumu, koroner damar

direnci, Max dP/dt (sol ventrikiil i¢i basing artisinin, artig siiresince ge¢cen zamana orani) ve

miyokardiyal oksijen tiiketiminin dolayli bir gdstergesi olan “Rate Pressure Product” (RPP)

degerleri hesaplanarak, elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.2.1: Langendorff izole kalp sisteminde kaydedilen kardiyodinamik parametreler; sol ventrikiil

ici basinc1 (LVP), sicaklik (°C), perfiizyon basinci (mmHg), pompa akimi (ml/dak), sistolik basing
(mmHg), diyastolik basing (mmHg) ve kalp vurumu (vurum/dakika).
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3.3.BIYOKIMYASAL CALISMALAR

Deney sonunda alinan kalpler, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (0.01 M, pH: 7.4) i¢inde
homojenize edildi. Doku homojenizasyonu, 15 mL hacimli borosilikat cam igerisinde, teflon
pistonlu homojenizator (Sartorius Potter S, Goettingen, Germany) ile yapildi. Daha sonra elde
edilen homojenatlar mikrotiiplere alind1 ve +4 °C’de, 12000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek
pelet ve siipernatant olmak tizere 2 farkli fraksiyon elde edildi. Elde edilen siipernatantlar yeni
mikrotiiplere aktarildi. Tiim doku orneklerinde total protein miktar1 Bradford metodu ile

spektrofotometrik olarak Slgiildii.

Biyokimyasal analizler, sican kalp dokusunda ¢alismaya uygun kitler kullanilarak Enzime-
bagli bagisiklik deneyi (ELISA) yontemiyle plak okuyucusunda (Thermo Scientific Multiskan
FC, 2011-06, USA) yapildi. Kalp dokusundan elde edilen slipernatantlarda miyokardiyal hasari
gostermek i¢in 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 gosterilmesi igin malondialdehit (MDA)
(Elabscience, Katalog No: E-EL-0060), hiicresel endojen antioksidan diizeylerinin tespit
edilmesi i¢in siiperoksit dismutaz (SOD) (SunRed Biological Technology, Katalog No: 201-
11-0169) ve glutatyon peroksidaz (GPx) (SunRed Biological Technology, Katalog No: 201-11-
1705) diizeyleri 6l¢iildii. Ayrica, TRPC1 (MyBioSource, Katalog No: MBS9338839), TRPC3
(MyBioSource, Katalog No: MBS9340484), TRPC6 (MyBioSource, Katalog No:
MBS102143), TRPC kanallar ile etkilesime giren ve bir adaptor protein olarak iglev gosteren
Enkurin adaptor protein (ENKUR) (SunRed Biological Technology, Katalog No: 201-11-
3012), Angiotensin 1l (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,

tiim sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.3.1.Gerecler

e Distile Su Cihaz1 (Niive Water Distiller-ND 112, Turkey)

e Homojenizator (Sartorius Potter S, Goettingen, Germany)
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e Santrifiij (Niive NF 1200R, Turkey)

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

e Etiiv (Niive Cooled Incubator, ES 120, Turkey)

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

e Orbital Karistiric1 (Biosan, OS-20, EU)

e Manyetik Karistiricr (Stuart Heat Stir, CB162, Bibby Scientific, UK)

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

e ELISA Yikayicisi (Thermo Scientific WellWash Microplate Washer, 2011-08, USA)
e 8 Kanalli Multipipet (Gilson, USA)

e Mikropipet Seti (1000, 500, 200, 100, 10 ul’lik, Gilson, USA) ve pipet ug¢lari

3.3.2.Total Protein Ol¢iimii

Siganlardan alinan kalp dokusu homojenatlarindaki total protein miktarlar1 Bradford yontemi

ile belirlendi. Buna gore;

1. Hazirlanan standartlar ve 6rneklerden 10’ar uL alinarak, 96 kuyucuklu mikroplaga eklendi.

2. Tum kuyucuklara 300 pL Coomassie Reaktifi’nden eklendi ve mikroplak 30 saniye boyunca
calkalayicida inkiibe edildi.

3. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilen mikroplak, 10 dakika igerisinde 595 nm dalga
boyuna ayarli plak okuyucuya (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA) yerlestirildi
ve absorbans degerleri okundu.

4. Standartlarin absorbansi belirlenerek x ekseninde absorbans, y ekseninde konsantrasyon

olacak sekilde lin-lin grafik elde edilip, sonuglar mg/mL seklinde ifade edildi.

3.3.3.Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) ve Kardiyak Troponin T (¢TnT) Diizeylerinin

Belirlenmesi

1. Ornekler ve Kitler ¢calismaya baslamadan énce oda sicakligina getirildi.

2. Kitlere ait standartlar, CK-MB igin 2000 pg/mL ve ¢TnT igin 1000 pg/mL’lik stok
standardin seri olarak sulandirilmasi ile elde edildi.

3. Antikor ile kapli mikroplak kuyucuklarina, hazirlanan standartlardan ve 6rneklerden 100’er
uL eklendi ve 37 °C’de 90 dakika inkiibasyona birakildi.

4. Tiim kuyucuklara 100 uL “Biyotinle Isaretlenmis Antikor” eklendi ve 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edildi.
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5. Kit igerisinde bulunan 25X’lik yikama soliisyonu hazirlandiktan sonra, mikroplaklar ELISA
plak yikayicida her seferinde 350 pL soliisyon uygulayarak 3 kez yikandi.

6. Tim kuyucuklara 100 pl “Horseradish Peroksidaz (HRP) Konjugat” eklendi ve 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi.

7. Ardindan mikroplaklar, yikama soliisyonu ile her seferinde 350 pL soliisyon uygulayarak 3
kez yikand.

8. Tim kuyucuklara 90 pL “Substrat Belirteci” eklendi ve 37 °C’de 15 dakika karanlikta
inkiibasyona birakildi.

9. Tiim kuyucuklara 50 uL “Durdurma Soliisyonu” ilave edildi ve renk hizla maviden sariya

doniistii (Sekil 3.3.3.1).
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Sekil 3.3.3.1: Biyokimyasal reaksiyonun mavi renkten sar1 renge doniistiml.

10. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarli plak okuyucuya (Thermo Scientific
Multiskan FC, 2011-06, USA) yerlestirildi ve absorbans degerleri okundu.

11. Elde edilen absorbans degerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon degerleri ile
cizilen lin-lin grafige yerlestirilerek, Orneklere ait konsantrasyon degerleri belirlendi.

Sonuglar, pg/mg protein seklinde ifade edildi.

3.3.4.Miyeloperoksidaz (MPO), Laktat Dehidrogenaz (LDH), Siiperoksit Dismutaz
(SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve ENKUR Diizeylerinin Belirlenmesi

1. Ornekler ve Kitler ¢alismaya baslamadan énce oda sicakligina getirildi.

2. Kitlere ait standartlar, kitin i¢cerisinden ¢ikan, MPO i¢in 64 ng/mL, LDH i¢in 640 U/L, SOD
icin 128 ng/mL, GPx i¢in 240 ng/mL ve ENKUR i¢in 3200 ng/L’lik stok standardin seri
olarak sulandirilmasi ile elde edildi.

3. Antikor ile kapli mikroplak kuyucuklarina, hazirlanan standartlardan 50 pL, 6rneklerden
40 pL eklendi. Ardindan 6rnek kuyucuklara 10 pL her bir parametreye 6zgiil antikor ve
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50 pL Streptavidin-HRP ilave edilerek, mikroplaklar 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona
birakildi.

4. Kit igerisinde bulunan 30X’lik yikama soliisyonu hazirlandiktan sonra, mikroplaklar ELISA
plak yikayicida her seferinde 350 pL soliisyon uygulayarak 3 kez yikandi.

5. Tiim kuyucuklara 50 pL “Kromojen Soliisyonu A”, hemen ardindan 50 pL “Kromojen
Soliisyonu B eklendi ve 37 °C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.

6. Tiim kuyucuklara 50 pL “Durdurma Soliisyonu” ilave edildi ve renk hizla maviden sariya
doniistii.

7. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarli plak okuyucuya (Thermo Scientific
Multiskan FC, 2011-06, USA) yerlestirildi ve absorbans degerleri okundu.

8. Elde edilen absorbans degerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon degerleri ile
cizilen lin-lin grafige yerlestirilerek, orneklere ait konsantrasyon degerleri belirlendi.
Sonuglar; MPO, SOD ve GPx i¢in ng/mg protein, LDH i¢in U/mg protein, ENKUR i¢in ng/g
protein seklinde ifade edildi.

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

1. Ornekler ve Kitler ¢alismaya baslamadan dnce oda sicakligina getirildi.

2. Kitlere ait standartlar, kitin igerisinden ¢ikan, MDA i¢in 2000 ng/mL, angiotensin II i¢in
1000 pg/mL’lik stok standardin seri olarak sulandirilmasi ile elde edildi.

3. Antikor ile kaplt mikroplak kuyucuklarina, hazirlanan standartlardan ve 6rneklerden 50°ser
uL eklendi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 uL “Biyotinle Isaretlenmis Antikor” ilave
edilerek, mikroplaklar 37 °C’de 45 dakika inkiibasyona birakildi.

4. Kit igerisinde bulunan 25X’lik yikama soliisyonu hazirlandiktan sonra, mikroplaklar ELISA
plak yikayicida her seferinde 350 pL soliisyon uygulayarak 3 kez yikandi.

5. Tiim kuyucuklara 100 pL “HRP Konjugat” eklendi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

6. Ardindan mikroplaklar, yikama soliisyonu ile her seferinde 350 uL soliisyon uygulayarak 3
kez yikandi.

7. Tim kuyucuklara 90 pL “Substrat Belirteci” eklendi ve 37 °C’de 15 dakika karanlikta
inkiibasyona birakild.

8. Tiim kuyucuklara 50 pl “Durdurma Soliisyonu” ilave edildi ve renk hizla maviden sariya
doniistii.

9. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarli plak okuyucuya (Thermo Scientific
Multiskan FC, 2011-06, USA) yerlestirildi ve absorbans degerleri okundu.
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10. Elde edilen absorbans degerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon degerleri ile
gizilen lin-lin grafige yerlestirilerek, Orneklere ait konsantrasyon degerleri belirlendi.
Sonuglar, MDA i¢in ng/mg protein ve Angiotensin II i¢in pg/mg protein seklinde ifade
edildi.

3.3.6.TRPC1, TRPC3 ve TRPC6 Diizeylerinin Belirlenmesi

1. Ornekler ve Kitler ¢alismaya baslamadan &nce oda sicakligina getirildi.

2. Kitlere ait standartlar, kitin i¢erisinden ¢ikan, TRPC1 igin 40 ng/mL, TRPC3 igin 8 ng/mL
ve TRPC6 icin 2000 pg/mL’lik stok standardin seri olarak sulandirilmast ile elde edildi.

3. Antikor ile kapli mikroplak kuyucuklarina, hazirlanan standartlardan ve 6rneklerden 50°ser
uL eklendi. Ardindan tiim kuyucuklara 100 pL HRP Konjugat eklendi ve 37 °C’de 60 dakika
inkiibasyona birakildi.

4. Kit igerisinde bulunan yikama soliisyonu hazirlandiktan sonra, mikroplaklar ELISA plak
yikayicida her seferinde 350 pL soliisyon uygulayarak 3 kez yikandi.

5. Tiim kuyucuklara 50 uL “Kromojen Sollisyonu A”, hemen ardindan 50 pL “Kromojen
Soliisyonu B eklendi ve 37 °C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.

6. Tiim kuyucuklara 50 pL “Durdurma Soliisyonu” ilave edildi ve renk hizla maviden sariya
doniistii.

7. Mikroplak bekletilmeden, 450 nm dalga boyuna ayarli plak okuyucuya (Thermo Scientific
Multiskan FC, 2011-06, USA) yerlestirildi ve absorbans degerleri okundu.

8. Elde edilen absorbans degerleri, standartlara ait absorbans ve konsantrasyon degerleri ile
cizilen lin-lin grafige yerlestirilerek, Orneklere ait konsantrasyon degerleri belirlendi.
Sonuglar, TRPC1 ve TRPC3 i¢in ng/mg protein, TRPC6 i¢in pg/mg protein seklinde ifade
edildi.

3.3.7.Total Oksidan Kapasite (TOS), Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve Oksidatif
Stres Indeksi (OSI)’nin Hesaplanmasi

3.3.7.1.Total Oksidan Kapasite (TOS)

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar, ferréz iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik iic katina

cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli bir kompleks olustururlar.
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Ornekte bulunan oksidanlarin miktarryla iliskili olan rengin siddeti spektrofotometrik olarak

Olgiiliir.

1. Calisma giiniinde, daha 6nce -80 °C’de saklanan doku 6rnekleri oda sicakligina getirildi.

2. Standart ve orneklerden 15 pL alinarak, mikroplaga eklendi.

3. Ardindan, tizerlerine 100 pL R1 reaktifi ilave edildikten sonra 530 nm’de ilk absorbans
Olctimii mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific Multiscan FC, 2011-06, USA) yapildi.

4. Tim kuyucuklara 5 pL. R2 reaktifi eklendi ve mikroplak 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakild1.

5. Inkiibasyonun ardindan 530 nm’de ikinci absorbans 6l¢iimii alindi.

6. Sonuglar, asagidaki formiil dogrultusunda hesaplandi.

(AAbsorbans Ornek / AAbsorbans Standart 2) X 20 (Standart 2)

AAbsorbans Ornek = (Ornegin ikinci Absorbansi - Ornegin Birinci Absorbansi)

AAbsorbans Standart 2 = (Standart 2 nin ikinci Absorbansi - Standart 2’nin Birinci Absorbansi)

Standart 2 Degeri = 20 umol H202 Esdegeri/L

7. Standart olarak hidrojen peroksit (H202) kullanildi. Sonuglar, pumol H>O> Esdegeri/L olarak
ifade edildi.

3.3.7.2.Total Antioksidan Kapasite (TAS)

Prensip: Fe?*—o-dianisidine kompleksi, hidrojen peroksit (H20) ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgenerek diisiik pH’da
renksiz o-dianisidin molekiilii ile reaksiyona girerek, sari-kahverengi dianisidin radikallerini
olustururlar. Dianisidin radikalleri, ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu
artirmaktadirlar. Ancak, 6rneklerdeki antioksidanlar, bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak

renk olusumunu durdurmaktadirlar.

1. Calisma giiniinde, daha 6nce -80 °C’de saklanan doku 6rnekleri oda sicakligina getirildi.

2. Standart ve 6rneklerden 6 pL alinarak, mikroplaga eklendi.

3. Ardindan, tizerlerine 100 pL R1 reaktifi ilave edildikten sonra 660 nm’de ilk absorbans
Olctimii mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific Multiscan FC, 2011-06, USA) yapildi.

4. Tim kuyucuklara 15 pL R2 reaktifi eklendi ve mikroplak 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyonun ardindan 660 nm’de ikinci absorbans 6l¢iimii alindi.
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6. Sonuglar asagidaki formiil dogrultusunda hesaplanda.

(AAbsorbans Standart 1) - (AAbsorbans Ornek) (3.2)
(AAbsorbans Standart 1) - (AAbsorbans Standart 2)

AADbsorbans Standart 1 = (Standart 1’in Ikinci Absorbans1 - Standart 1’in Birinci Absorbansi)
AAbsorbans Standart 2 = (Standart 2’nin Ikinci Absorbansi - Standart 2 nin Birinci Absorbansi)

AAbsorbans Ornek = (Ornegin ikinci Absorbansi - Ornegin Birinci Absorbansi)

7. Standart kalibrasyonu olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox kullanildu.

Sonuglar, Trolox Esdegeri/L olarak ifade edildi.
3.3.7.3.0ksidatif Stres Indeksi (OS1)’nin Hesaplanmas

TAS ve TOS degerleri belirlendikten sonra, sonuglar asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.

Sonuglar, Arbitrary Unit olarak ifade edildi.

TOS (umol H,0, Esdegeri/L)
TAS (umol Trolox Esdegeri/L)

Oksidatif Stres indeksi (0SI) = 100 (3.3)

3.4ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Calisma sonunda elde edilen tiim veriler Instat Istatistiksel Paket Programi (Instat GraphPad
Software, San Diago, CA, USA) aracilig1 ile analiz edildi. Gruplarin dagiliminin, normal
dagilima uygunlugunun test edilmesini takiben, doku homojenat1 6rneklerine ait sonuglar tek
yonlii varyans analizi uygulanarak Benforroni’nin ¢oklu karsilastirma testi ile, kardiyodinamik
parametrelere ait sonuglar ise ¢ift yonlii varyans analizi uygulanarak Benforroni’nin ¢oklu
karsilastirma testi ile degerlendirildi. Degerler, + standart hata olarak verildi. Tiim analizlerde

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. KARDiIYODINAMIK BULGULAR

Kontrol (K) ve iskemi/reperfiizyon (IR) gruplari ile SKF-96365’in uygulandig: gruplarin (SKF-
96365 ve IR+SKF-96365) perfiizyon basinci, sistolik basing, son diyastolik basing (SDB), sol
ventrikiil i¢i basing degisimi (SVBD), kalp vurumu ve kasilma indeksi degerlerinin yilizde
degisimleri, tiim gruplarda deney baslangicinda (0. dakika), iskemi sonrasinda (30. dakika) ve
reperfiizyonun 30 ve 60. dakikalarinda (deneyin 60 ve 90. dakikalar1), kontrol ve IR gruplariyla
karsilastirilarak degerlendirildi. Ayrica, kalbin kasilabilme yeteneginin belirlenmesinde
kullanilan 6zel bir indeks olan Max dP/dt degerleri ile miyokardiyal oksijen tiikketiminin dolayli
bir gostergesi olan RPP (Rate Pressure Product) (Kalp vurumu X SVBD)’nin yiizde degisimleri

belirlendi.
4.1.1.Perfiizyon Basinci

Verilerin alindigi zaman noktalarinda, gruplarin perflizyon basinc1 degerlerinin yiizde
degisimleri incelendiginde, deneyin 30. dakikasinda IR ve IR+SKF-96365 gruplarinin
perfiizyon basinglarinda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gbzlendi (P<0.05). Deneyin
60. dakikasinda kontrol grubu ile SKF-96365 grubunun; IR grubu ile IR+SKF-96365 grubunun
perfiizyon basinci degerlerinin birbirine yakin oldugu belirlendi. Deney sonu olan 90. dakikada,
SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun perfiizyon basinci degerinin, kontrol (P<0.01), IR
(P<0.01) ve IR+SKF-96365 (P<0.05) gruplarina gore anlamli bir sekilde arttigi tespit edildi
(Sekil 4.1.1.1).

4.1.2.Sistolik Basing

Gruplarin veri alinan zaman noktalarindaki sistolik basinglarina ait yiizde degisimleri
incelendiginde, deneyin 30. dakikasinda K ve IR gruplarina ait degerlerin birbirlerine ¢ok yakin
oldugu, SKF-96365 ve IR+SKF-96365 gruplarinin sistolik basing degerlerinin 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) gruplarina gore anlaml olarak diisiik oldugu belirlendi. Deneyin 60. dakikasindaki
sistolik basing degerlerinin, 30. dakika verileri ile benzer sekilde, SKF-96365 uygulamasi
yapilan 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) gruplarina gore anlamli olarak azaldig: tespit
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edildi. Ancak bu azalma, sadece SKF-96365 uygulanan kontrol grubuna gore, IR uygulamasi
yapilan SKF-96365 grubunda ¢ok daha belirgindi. Deney sonu olan 90. dakikada, yine SKF-
96365 uygulanan her 2 grubun sistolik basing¢ degerlerinde 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
gore anlamli bir diisiis gdzlendi. Iskeminin ardindan SKF-96365 uygulanan grubun sistolik
basing degerlerinin, diger zaman noktalarina gore deney sonunda sadece SKF-96365 uygulanan
gruptan daha yliksek oldugu belirlendi (Sekil 4.1.2.1).

4.1.3.Son Diyastolik Basin¢ (SDB)

Deney gruplariin veri alinan zaman noktalarindaki son diyastolik basinglarina (SDB) ait yiizde
degisimleri incelendiginde, deney siiresince tiim gruplarin kontrol grubuna gore yiiksek, 90.
dakikada SKF-96365 uygulanan kontrol grubu hari¢ IR grubuna gore diisiik SDB degerlerinin
oldugu belirlendi. IR grubu ile karsilastirildiginda belirlenen bu azalma, deneyin 30.
dakikasinda SKF-96365 grubunda (P<0.05) istatistiksel olarak anlamli iken, IR+SKF-96365
grubunda anlaml degildi. Deneyin 60 ve 90. dakikalarinda IR+SKF-96365 grubunun SDB
degerlerinin kontrol grubuna yaklastigi belirlendi (Sekil 4.1.3.1).

250+ *%
. ++ = K
& 200- -+ IR
E + -¥ SKF-96365
§150- ~- |R+SKF-96365
§ 100
N *
:‘g
o 50+
o
r r r Zaman (dk)
0 30 60 90
I - i { (IR gruplari
Iskemi Reperfiizyon (IR gruplar)
I | (K grubu)
Perfiizyon

Sekil 4.1.1.1: Deney gruplarina (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarinda
perfiizyon basincinin yiizde degisimleri (*P<0.05, **P<0.01; kontrol grubuna gore istatistiksel
anlamlilik; *P<0.05, *"P<0.01; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.1.2.1: Deney gruplarina (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarinda
sistolik basincin yiizde degisimleri (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik; **P<0.01, ***P<0.001; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.1.3.1: Deney gruplarma (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarinda son
diyastolik basincin (SDB) yiizde degisimleri (*P<0.05, **P<0.01; kontrol grubuna gore istatistiksel
anlamlilik; *P<0.05, *"P<0.01; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.1.4.Sol Ventrikiil i¢ci Basin¢ Degisimi (SVBD)
Gruplarin veri alinan zaman noktalarindaki sol ventrikiil i¢i basing degisimine (SVBD) ait

yiizde degisimleri incelendiginde, deney siiresince tiim gruplarin degerlerinin kontrol grubuna

gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi. SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun 30.
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(P<0.001) ve 60. (P<0.05) dakikadaki SVBD degerleri, her iki IR grubuna gore yiiksekti. Deney
sonu olan 90. dakikada ise, SKF-96365 uygulanan kontrol ve IR gruplarma ait SVBD
degerlerinin, hem kontrol hem de IR gruplarina gore azaldigi ve birbirlerine ¢ok yakin oldugu
gozlendi. Yine deney sonunda, IR grubunun SVBD degerinin, 30. ve 60. dakikalardaki kendi
degerlerine gore arttig1 ve halen diisiik olmakla birlikte kontrol grubu degerlerine en yakin grup

oldugu belirlendi (Sekil 4.1.4.1).
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Sekil 4.1.4.1: Deney gruplarina (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarmda sol
ventrikiil i¢i basing degisiminin (SVBD) yiizde degisimleri (***P<0.001; kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik; *P<0.05, ***P<0.001; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.1.5.Kalp Vurumu

Deney gruplarinin veri alinan zaman noktalarindaki kalp vurumu degerlerine ait yiizde
degisimleri incelendiginde, 6zellikle deneyin 30. dakikasinda K ve IR gruplarinin kalp vurumu
degerlerinin birbirine yakin oldugu, madde uygulanan gruplarda ise bu degerlerin anlamli
olmamakla birlikte kontrol ve IR gruplarina gore daha diisiik oldugu gozlendi. Deneyin 60.
dakikasinda SKF-96365 uygulanan kontrol grubu degerlerinin K ve IR gruplarina gore daha
diisiik oldugu, IR+SKF-96365 grubu degerlerinin ise K ve IR gruplarinin degerlerine yakin
oldugu belirlendi. Ancak bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildi. Deney sonu olan 90.
dakikada SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun IR grubuna goére kalp vurumu degerinde
anlamli bir azalma (P<0.05) oldugu gozlenirken, IR+SKF-96365 grubu degerlerinin IR grubu
degerleri ile oldukga benzer oldugu belirlendi (Sekil 4.1.5.1).
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Sekil 4.1.5.1: Deney gruplarina (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarinda kalp
vurumunun yiizde degisimleri ("P<0.05; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.1.6.Max dP/dt

Kalbin kasilabilme yeteneginin belirlenmesinde kullanilan 6zel bir indeks olan Max dP/dt
degerleri incelendiginde, deney siiresince tiim gruplarin degerlerinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede diisiik (P<0.001) oldugu belirlendi. Sadece SKF-96365 uygulanan grubun
degerlerinde, deneyin 30. (P<0.001) ve 60. (P<0.05) dakikalarinda IR grubuna gore anlaml1 bir
artis oldugu gozlendi. Deney sonunda ise, SKF-96365 uygulanan kontrol grubu degerlerinin
azalarak, IR+SKF-96365 uygulanan gruba yaklastigi belirlendi (Sekil 4.1.6.1).

4.1.7 Kasilma indeksi

Gruplara ait veri alinan zaman noktalarindaki kasilma indeksi degerlerinin ylizde degisimleri
incelendiginde, deneyin 30. dakikasinda SKF-96365 (P<0.01), IR (P<0.001) ve IR+SKF-96365
(P<0.001) gruplarinin degerlerinde, kontrol grubuna gore anlamli bir azalma oldugu ve bu
anlamhiligin deneyin 60. ve 90. dakikalarinda da (P<0.001) benzer bi¢imde devam ettigi
goriildii. Deneyin 30. ve 60. dakikalarinda SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun kasilma
indeksi yiizdesinin, her iki IR uygulamasi yapilan gruptan daha yiiksek oldugu belirlendi.
Deney sonu olan 90. dakikada, sadece SKF-96365 uygulanan grubun degerlerinin azalarak, tiim
deney siiresince kasilma indeksi degerleri birbirine ¢ok yakin olan her iki IR grubunun

degerlerine oldukca yaklastig1 belirlendi (Sekil 4.1.7.1).
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Sekil 4.1.6.1: Deney gruplarina (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarinda Max
dP/dt degerlerinin yilizde degisimleri (***P<0.001; kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik;
“P<0.05, ***P<0.001; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.1.7.1: Deney gruplarina (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarinda
kasilma indeksi degerlerinin yilizde degisimleri (**P<0.01, ***P<0.001; kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik; **P<0.01, ***P<0.001; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.1.8.Rate Pressure Product (RPP)
Gruplara ait veri alinan zaman noktalarindaki miyokardiyal oksijen tiiketiminin dolaylt bir

gostergesi olan RPP (Rate Pressure Product) degerlerinin yiizde degisimleri incelendiginde,

deney baslangicindan deney sonuna kadar gegen siirecte, tiim gruplarin degerlerinin kontrol
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grubuna gore diistik (P<0.001) oldugu belirlendi. IR grubu ile karsilastirildiginda, deneyin 30.
ve 60. dakikalarinda, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun miyokardiyal oksijen tiikketimi
degerlerinin yiiksek (30. dakika, P<0.001), IR+96365 grubu degerlerinin ise diisiik oldugu
goriildi. Deneyin 90. dakikasinda ise, daha 6nceki zaman noktalarinda yiiksek olarak belirlenen
SKF-96365 uygulanan kontrol grubu degerlerinin azalarak, IR+SKF-96365 grubu degerlerine
yaklastig1 ve her iki SKF-96365 uygulamasi yapilan grubun, IR grubuna gore anlamli derecede
diisiik (her iki grup i¢in P<0.01) RPP degerlerine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.1.8.1).
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Sekil 4.1.8.1: Deney gruplarina (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ayn1 zaman noktalarinda RPP
degerlerinin yiizde degisimi (***P<0.001; kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik; **P<0.01,
P<0.001; IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.2 BIYOKIMYASAL BULGULAR

Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda kreatin kinaz-MB (CK-MB), kardiyak troponin
T (cTnT), miyeloperoksidaz (MPO), laktat dehidrogenaz (LDH), malondialdehit (MDA),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), Angiotensin II, TRPC1, TRPC3,
TRPC6 ve ENKUR diizeyleri belirlendi. Ayrica, total oksidan kapasite (TOS), total antioksidan
kapasite (TAS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlenerek, tiim sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 4.2.1).
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Tablo 4.2.1: Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda CK-MB, ¢TnT, MPO, LDH, MDA, SOD,
GPx, Ang II, TRPC1, TRPC3, TRPC6, ENKUR, TOS, TAS ve OSI ortalama =+ standart hata
degerleri (*P<0.05, ***P<0.001; Kontrol (K) grubuna goére; *P<0.05, ***P<0.001,;

Iskemi/Reperfiizyon (IR) grubuna gore istatistiksel anlaml1lik).

BiYOKIMYASAL
PARAMETRELER

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%**, T+
MPO (ng/mg protein) 12,4+0,8*** 39,241, 4%** 15,6+0,4*** 18,5+0,5%**, *+*
LDH (U/mg protein) 103,4+7,1* 358,2+13,7*** 134,243, 7+ 161,144 ,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%** 49,041,0%**, ++* 43,5+0,7%%*, **+
GPx (ng/mg protein) 131,8+15,7++ 24,8+2,3%** 85,042, 1 %%, +++ 73,2+1,6%%*, ++*

Ang Il (pg/mg protein)

101,9+12,5***

673,3+43,7***

202,649,9*, ***

271,947,6%**, *++

TRPC1 (ng/mg protein) 5,940,6"* 15,040,3%%* 6,040,4* 11,240, 7% +++
TRPC3 (ng/mg protein) 4,3+0,8+ 11,9+0,4%%% 5,340,5"* 9,440, 7%%% +
TRPC6 (pg/mg protein) 263,4+26,8+** 647,945, 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*** 673,5453,6%**, *+*
TOS — (umol — H20: 7,50+0,26*+ 14,52+0,63*** 8,71+0,26*** 10,78+0,19%%*, +++

Esdegeri/L)

TAS (Trolox Esdegeri/L)

1,46+0,10***

0,65+0,02***

0,904£0,02%**, +++

0,89+0,01***, +++

OSI (Arbitrary Unit)

5,30+0,40***

22,27+0,66***

9,77+0,36***, *++

12,11+40,32%**, +++
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4.2.1. Kalp Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) ve
Kardiyak Troponin T (¢TnT) Diizeyleri

Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda miyokardiyal hasar1 gdstermek i¢in kreatin
kinaz-MB ve kardiyak troponin T (cTnT) diizeyleri incelendiginde, K grubuna gore tim
gruplarin CK-MB (IR ve IR+SKF-96365 gruplari igin P<0.001) ve ¢TnT (IR ve IR+SKF-96365
gruplar1 i¢in P<0.001) diizeylerinin yiiksek, IR grubuna gore ise diisiik (tlim gruplar icin
P<0.001) oldugu belirlendi. Ancak, sadece SKF-96365 uygulamasi yapilan kontrol grubunun
CK-MB ve cTnT diizeylerindeki artis, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli degildi. Kontrol grubunda en diisiik olarak gdzlenen CK-MB ve c¢TnT diizeylerinin, IR
uygulamasi ile anlamli olarak arttigi ve SKF-96365 uygulamas: ile azaldig belirlendi. Bu
azalmanin, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunda, IR+SKF-96365 grubuna gore daha
belirgin oldugu tespit edildi (Sekil 4.2.1.1 ve Sekil 4.2.1.2).

800-
700
*k%*
i
= 600+
T oot
2 5001 S
> Pl
£ i
= s
g 300 S
v ool 00 .
© 4+ i =—
—_— P
. . B . |
“ “
+ N3 <8 &
S S
« «
S S

Sekil 4.2.1.1: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait CK-MB diizeyleri (***P<0.001,
K grubuna gore; ***P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.1.2: Tim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait cTnT diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna gore; *"P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.2.2 Kalp Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda Miyeloperoksidaz (MPO),
Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda, inflamasyon belirteci olarak miyeloperoksidaz
(MPO), nekrozun belirteci olarak laktat dehidrogenaz (LDH) ve lipit peroksidasyonunun
gosterilmesi i¢in malondialdehit (MDA) diizeyleri 6lgiildii. Her ii¢ parametrenin de, IR
uygulamasi ile artti§1, SKF-96365 uygulamas ile azaldig1 belirlendi. Olgiilen tiim degerler, K
grubunda en diisiik diizeydeydi. Kontrol grubuna goére MPO, LDH ve MDA diizeylerinde
gozlenen artis, madde uygulamasi yapilan ve yapilmayan her iki IR grubunda istatistiksel olarak
anlamli iken (P<0.001), sadece SKF-96365 verilen kontrol grubunda anlamli degildi. IR grubu
ile karsilastirildiginda, SKF-96365 uygulanan her iki grubun MPO, LDH ve MDA diizeylerinin
anlamli olarak azaldigi (P<0.001) belirlendi (Sekil 4.2.2.1, Sekil 4.2.2.2. ve Sekil 4.2.2.3).
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Sekil 4.2.2.1: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait MPO diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna gore; *"P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.2.2: Tium gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait LDH diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna goére; **P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.2.3: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait MDA diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna gore; *"P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.2.3.Kalp Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Diizeyleri

Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda, hiicresel endojen antioksidan diizeylerinin tespit
edilmesi i¢in siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) diizeyleri 6lctldii.
Kontrol grubunda en yiiksek diizeyde olan bu antioksidanlar, tiim gruplarda anlamli derecede
azaldi1 (P<0.001). Bu azalma, 6zellikle sadece IR uygulamasi yapilan grupta olduk¢a belirgindi.
SKF-96365 uygulanan kontrol ve IR gruplarinin SOD ve GPx diizeyleri ise IR grubuna goére
anlamli derecede artt1 (P<0.001). SKF-96365 uygulamas1 yapilan kontrol grubu degerlerinin,
IR+SKF-96365 grubu degerlerine gore daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.2.3.1 ve Sekil
4.2.3.2).
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Sekil 4.2.3.1: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait SOD diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna goére; ***P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.3.2: Tim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait GPx diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna goére; **P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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4.2.4 Kalp Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda Angiotensin Il (Ang I1)

Diizeyleri

Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda, angiotensin II (Ang II) diizeyleri 6l¢iildii.
Angiotensin II'nin IR grubunda en yiiksek diizeylerde oldugu belirlendi. Diger tiim gruplarda,
IR grubuna gore bu diizeylerin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistiigii (P<0.001) tespit
edildi. IR grubuna en yakin degerler, IR+SKF-96365 grubunda gézlenirken, kontrol grubuna
en yakin diizey ise, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunda belirlendi (Sekil 4.2.4.1).
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Sekil 4.2.4.1: Tim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait Ang II diizeyleri (*P<0.05,
***P<(.001, K grubuna goére; ***P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.2.5.Kalp Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve
ENKUR Diizeyleri

Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda, TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve TRPC kanallari ile
etkilesime giren ve bir adaptdr protein olarak islev gosteren Enkurin adaptor protein (ENKUR)
diizeyleri belirlendi. TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve ENKUR diizeylerinin, sadece IR uygulamasi
yapilan grupta en yiiksek degerlere sahip oldugu ve SKF-96365 uygulamasi ile azaldigi
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belirlendi. TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve ENKUR diizeylerinin SKF-96365 uygulamasi yapilan
kontrol grubunda IR grubuna gore istatistiksel olarak azaldig: (tiim gruplar i¢in P<0.001) tespit
edildi. IR grubunda belirlenen artis, IR+SKF-96365 grubunda da azalmakla birlikte, bu azalma
TRPC1 (P<0.001), TRPC3 (P<0.05) ve ENKUR (P<0.001) diizeyleri igin istatistiksel olarak
anlamli iken, TRPC6 i¢in anlamli degildi. Tiim parametreler i¢in kontrol grubuna en yakin
degerlerin, sadece SKF-96365 uygulanan grupta oldugu belirlendi (Sekil 4.2.5.1, Sekil 4.2.5.2,
Sekil 4.2.5.3 ve Sekil 4.2.5.4).
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Sekil 4.2.5.1: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC1 diizeyleri (¥***P<0.001, K
grubuna goére; ***P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.5.2; Tim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC3 diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna goére; "P<0.05, ***P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.5.3: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TRPC6 diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna goére; **P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.5.4: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait ENKUR diizeyleri (***P<0.001,
K grubuna gore; ***P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).

4.2.6.Kalp Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda Total Oksidan Kapasite (TOS),
Total Antioksidan Kapasite (TAS) Diizeyleri ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda, Total Oksidan Kapasite (TOS), Total
Antioksidan Kapasite (TAS) ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI) belirlendi. TOS diizeylerinin, IR
grubunda en yliksek degerlerde oldugu, diger tiim gruplarda IR grubuna gore azaldig1 (P<0.001)
belirlendi. En disiik diizeyler K grubunda gézlenirken, SKF-96365 uygulanan kontrol grubuna
ait TOS degerlerinin, IR ile birlikte SKF-96365 uygulanan gruptan daha diisiik oldugu tespit
edildi (Sekil 4.2.6.1).

TAS diizeylerinin IR grubuna gore, tiim gruplarda yiiksek (P<0.001) oldugu tespit edildi. Bu
degerler, K grubunda en yiiksek diizeydeydi. SKF-96365 uygulanan kontrol ve IR gruplarina
ait TAS degerlerinin birbirlerine ¢ok yakin olmakla birlikte, kontrol grubundan anlamli olarak
disiik (P<0.001), IR grubundan ise anlamli olarak yiiksek oldugu (P<0.001) belirlendi
(Sekil 4.2.6.2).
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Tim gruplarin OSI degerleri incelendiginde, IR grubuna gore tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma (P<0.001) belirlendi. En yiiksek OSI degerleri IR grubunda tespit edilirken,
bu grubu IR+SKF-96365 grubunun izledigi gézlendi. SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun,
K grubundan sonraki en diisiik OSI degerine sahip grup oldugu belirlendi. SKF-96365
uygulamasi, OSI degerlerinde bir azalmaya neden olmakla birlikte, bu azalma IR uygulamasi

yapilmayan grupta daha belirgindi (Sekil 4.2.6.3).
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ekil 4.2.6.1: Tum gruplara (K, IR, - , IR+ - ait uzeyleri <0.001,
Sekil 4.2.6.1: T lara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TOS diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna goére; ***P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.6.2: Tum gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait TAS diizeyleri (***P<0.001, K
grubuna gore; *"P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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Sekil 4.2.6.3: Tiim gruplara (K, IR, SKF-96365, IR+SKF-96365) ait OSI degerleri (***P<0.001, K
grubuna goére; **P<0.001, IR grubuna gore istatistiksel anlamlilik).
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5. TARTISMA VE SONUC

Hiicre i¢i Ca™ sinyalleri, kalp fizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Iskemi/reperfiizyon
ile uyarilan asir1 miyokardiyal Ca*? yiikii, kalp yetmezliginde miyokardiyal fonksiyon
bozuklugunun 6nemli bir 6gesidir. Kalsiyum fazlaligi, dokularin iskemiden sonra maruz
kaldiklar1 hasarm kritik nedeni olarak kabul edilmistir. Kalpte IR hasarindan sorumlu Ca*?
girisine neden olan baslica faktorler olarak TRPC kanallar1 gosterilmektedir (He ve dig., 2017).
TRPC kanallarinin artan aktivitesi sonucunda, kalp kasilmasinin olumsuz etkilendigi ve TRPC
kanallar1 fonksiyonel olarak durduruldugunda (bloke edildiginde) kasilabilirliligin arttig1 ile
ilgili veriler bulunmaktadir. Ancak, TRPC’nin bu etkisinin altinda yatan mekanizma heniiz tam
olarak bilinmemektedir (Kiyonaka ve dig., 2009). Bu kanallarin aktivitesini veya asir1
anlatimin1 bloke etmek, kalp dokusunu ve hiicreleri IR hasarindan belirgin sekilde
korumaktadir. Bu nedenle TRPC kanallari, kalp hastaliklariyla miicadelede umut vadeden

terapotik hedefler haline gelmislerdir (He ve dig., 2017).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, miyokard enfarktiisiinden sonra TRPC kanallarinin
anlatiminda artis oldugu gdsterilmektedir. Ca*? iyonlarinin bu kanallardan hiicre icine gegisi
sonucunda patolojik hipertrofinin gelismesi, kalbin kasilma diizenin bozulmasi ve bununla
birlikte kalbin kan1 viicuda pompalayamamasi gibi kalp rahatsizliklar1 goriilmektedir. TRPC
ailesi ile ilgili detayli bilgi olmasa da, kalpte yeniden yapilanmaya neden oldugu, ayrica
patolojik hipertrofi ve kalp yetmezligi gibi durumlarda anlatiminin arttigi goriilmektedir

(Makarewich ve dig., 2014).

TRPC kanallari, atriyoventrikiiler kasilmalarda ¢ok onemli gérevlere sahiptir. Sabourin ve
digerleri (2011), TRPC kanallarinin ventrikiiler kasilma iizerindeki etkilerinin anlagilmasi
amaciyla yaptiklari calismada, TRPC3 6zgiil inhibitorii Pyr3 (10 uM), TRPC kanallarinin segici
olmayan blokeri SKF-96365 (40 pM) ve L-tipi Ca*? kanallarmmn blokeri olarak Nifedipin (2
uM)’in uygulandig1 gruplarda, bu blokerlerin, atriyum hiicrelerinin igine Ca™ girisini
engellemelerine bagl olarak atriyumlarin kasilma giiciinii azalttiklar gostermislerdir. TRPC
kanallarimin timi i¢in kullanilan SKF-96365 inhibitorii, tim kalpte ve izole atriyumda
pacemakerin uyart dogurma oranini azalttigindan, TRPC kanallarimin atriyal pacemaker

fonksiyonunda 6neme sahip oldugu ileri siirtilmektedir (Doleschal ve dig., 2015).

Iskemi/reperfiizyonda miyokard hasari, primer patolojik degisiklik olarak dikkat edilmesi

gereken Onemli bir noktadir. Belirli bir iskemi periyodu sonrasinda uygulanan reperfiizyon,
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kardiyak kontraktil fonksiyonlar1 kotiilestirebilir ve miyokard metabolizmasinda degisikliklere
sebep olabilir. Bunedenle, IR hasarina karsi yeni terapotik yontemlerin gelistirilmesi nemlidir.
Arastirmalarda, IR'ye maruz kalan izole kalplerin, miyokardiyal kasilma/gevseme basinglari
(-dp/dt ve +dp/dt), sol ventrikiil i¢i basing degisimi (SVBD) ve RPP degerlerinin azalmasi,
ayrica son diyastolik basing (SDB) degerlerinin artmasi gibi bazi hemodinamik

parametrelerdeki degisikliklerle iliskili oldugu gosterilmistir (Radmanesh ve dig., 2017).

Doleschal ve digerleri (2015), kardiyak kasilmanin ve aritminin diizenlenmesinde TRPC3
kanallarinin roliinii aragtirdiklar1 bir calismada, TRPC3 agonisti olarak GSK1702934A ve Ang
II molekiillerinin kardiyak fonksiyonlar {iizerindeki etkilerini gostermislerdir. TRPC3
kanallarinin, kalbin kasilmasinda ve uyarilmasinda belirleyici bir faktér oldugunu ve
TRPC3’iin bu gorevinin, hiicresel Ca*? diizeylerini ve aksiyon potansiyeli morfolojisini
degistiren NCX1 ile iliskili oldugunu ileri stirmiislerdir. TRPC3 aktivatorii olarak
GSK1702934A’nin 1 uM'lik bir konsantrasyonda uygulanmasi sonucunda, TRPC3’{in agir1
anlatiminin yapildig: transgenik depolarize miyositlerde, aksiyon potansiyeli siiresinin 6nemli
derecede arttig1 gosterilmistir. TRPC kanallar1 agonisti olarak bilinen Ang II’nin de membran
iletkenligi ve aksiyon potansiyeli lizerinde benzer bigimde etkilerinin oldugu ifade edilmistir.
Langendorff sisteminin kullanildig1 bu ¢alismada, GSK1702934A nin, izole perfiize kontrol
grubu fare kalplerinde kalp kasilmasi iizerine belirgin bir etkisi gdsterilmemis, ancak
TRPC3’lin agir1 anlatiminin yapildig: transgenik fare kalplerinde net bir pozitif inotropik yanit
(hem atriyum, hem de ventrikiil hiicresine Ca*? girisini artirarak kalbin kasilma giiciiniin
artirtlmasi) trettigi belirtilmistir. Bu pozitif inotropik etki, sol ventrikiil sistolik basincin
(SVSB) en yiiksek degerlere ulastigit GSK1702934A perfiizyonunun baslangicindan 3-4 dakika
sonrasi i¢in gecerlidir. Ayn1 zamanda GSK1702934A, diyastolik basingta da bir artisa neden
olmus ve sonunda diyastolik bozulmalara yol agmistir. Fakat deney basinda, kontrol ve TRPC3
anlatim1 yliksek oldugu gruplar arasinda, SVBD degerlerinde bir fark gozlenmemistir. Bu
nedenle pozitif inotropik etki TRPC3 aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. Ang II’nin de
GSK1702934A’ya benzer etkilerinin oldugu belirtilmektedir. Calismadan elde edilen max
dp/dt degerleri, GSK1702934A’nin TRPC3 anlatiminin diizeylerine bagli olarak kardiyak
kasilabilirliligi degistirdigini gostermektedir. Deney baslangicina kiyasla, GSK1702934A nin
kontrol ve TRPC3’iin asir1 anlatiminin yapildigi gruplarda SVB degerlerini yiikselttigi
gosterilmistir. GSK1702934A, TRPC3’iin asir1 anlatiminin yapildig: kalplerde aritmiye neden

olmaktadir. Benzer bi¢imde Ang II uygulamasinda, TRPC3’iin asir1 anlatiminin yapildigi
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kalplerin SVB sonuglari, aritmik aktivitelerin varligin1 gostermistir. Kardiyak ritm
bozukluklarini uyaran Ang II, TRPC3’{in asir1 anlatiminin yapildigi kalplerde aritmi degerlerini

yiikseltirken, kontrol grubu kalplerde dnemli aritmik bozukluklara neden olmamustir.

Wang ve digerlerinin (2012), sigan kalbinde Langendorff sistemi ile aminoetoksidifenil borat
(2-APB)’1n aritmi iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, 2-APB’nin hiicre i¢ine Ca*?
giris sinyali olusturarak, kalpte yliksek frekansli elektriksel aktiviteleri baglattig1 ve aritmi ile
fibrilasyona neden oldugu belirtilmistir. TRPC kanal inhibitorii olan SKF-96365’nin ise bu
fibrilasyonu tersine ¢evirdigi gosterilmistir. Bu ¢alismada, bir grubun sican kalbi Krebs
sollisyonu ile 40 dakika perfiize edildikten sonra, perfiizata 5 uM 2-APB eklenerek perfiizyon
20 dakika daha devam ettirilmistir. 2-APB’nin bu konsantrasyonda uygulanmasi, hiicre igine
Orail’e bagl Ca*? girisini uyarirken, TRP kanallar1 ya da IP3 reseptdriinii bloke etmektedir. Bir
baska gruptaki sicanlara ait kalpler 15 dakika boyunca 22 uM 2-APB igeren Krebs ile perfiize
edilerek fibrilasyon olusturulmus, hemen ardindan perfiizata 20 uM SKF-96365 eklenip
perfiizyon 15 dakika daha devam ettirilmistir. SKF-96365’in bu dozda kullanimi TRPC
kanallarmi bloke ederek, hiicre igine Ca*? gecisini durdurup, kasilma fonksiyonlari
etkilemeden 2-APB’nin etkisini baskilamistir. 20 uM SKF-96365, fibrilasyonun kisa siirede ve
biiyiik 6l¢lide durdurulmasina neden olmaktadir. Caligmadan elde edilen kardiyak bulgulara
gore, fibrilasyona neden olan 2-APB, kalpte SVBD degerlerini azaltirken, SDB’de 6nemli
Olclide artisa neden olmustur. SKF-96365 uygulanan gruplarda ise bu degerlerin kontrol
grubuna yaklastigi gosterilmistir. 2-APB’nin uygulandigi gruplarda kalp vurumu, RPP ve max
dp/dt degerleri belirlenemezken, SKF-96365 uygulanmasi sonucunda bu degerlerde

iyilesmelerin oldugu belirlenmistir.

He ve dig. (2017), IR hasarinda TRPC kanallarinin rollerini inceledikleri ¢alismada, 30 dakika
iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanan kontrol grubu kalpler ile TRPC3, TRPC6 ve
TRPC7 kanallarindan yoksun transgenik hayvan gruplarini karsilagtirmislardir. Buna gore, kalp
vurumu, sistolik basing ve RPP degerlerinde herhangi bir fark gézlenmemistir (He ve dig.,
2017). Bizim ¢alismamizda ise, 6zellikle deneyin 60. dakikasinda IR+SKF-96365 uygulanan
grubun kalp vurum degerlerinin IR grubuna goére daha yiiksek, kontrol grubuna goére ise daha
yakin oldugu gozlenmistir. Miyokardiyal oksijen tiiketiminin dolayli bir gostergesi olan RPP
degerleri incelendiginde, IR grubuna goére deneyin 30. ve 60. dakikalarinda, SKF-96365
uygulanan kontrol grubunun RPP degerlerinin yiiksek, IR+SKF-96365 grubu degerlerinin ise
diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Tian ve dig. (2016), Langendorff deney modelini kullanarak Echinatin’in si¢an kalbinde IR
hasarma kars1 koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 20 dakika iskeminin ardindan
45 dakika reperfiizyon uygulamasi yapmislardir. Echinatin’in kardiyak koruyucu etkisini,
kalpte gozlenen hemodinamik verilerden yola ¢ikarak aciklamiglardir. IR grubunun, SVBD ve
max dp/dt degerlerinin tiim gruplara gére diisiik oldugu gosterilmistir. Iskeminin ardindan
reperfiizyon siirecinde farkli dozlarda Echinatin tedavisi uygulanan tiim gruplarda bu degerlerin
doza bagl bir sekilde arttig1 ve kontrol grubu degerlerine oldukca yaklastigi belirtilmistir.
Sonug olarak, tedavi amach kullanilan bu maddenin, kalpte IR hasarina karsi koruyucu

etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Izole sigan kalbinde PLC’nin inhibe edilmesi, kalpte iskemi sonrasi geri déniise yardimci
olmaktadir. Ca*?’a bagli PLC, fosfotidilinositol 4,5-bisfosfat1, DAG ve IP3’e doniistiiriir ve bu
iiriinler kardiyak miyositlerde Ca*? hareketlerini diizenler. IR hasarinda hiicre ici Ca*?
seviyelerinin oldukca fazla dnem tasidigi bilinmektedir. Asemu ve dig. (2004) yaptiklari
calismada, izole sigan kalbinde IR hasarina karst PLC inhibisyonunun etkilerini incelemislerdir.
Langendorff modelinde kontrol gruplarina 30 dakika iskeminin ardindan 30 dakika boyunca
reperfiizyon uygulanirken, deney grubu hayvanlar reperfiizyon boyunca PLC inhibitérii olan
U-73122 ile muamele edilmistir. Tiim gruplarda hemodinamik veriler incelendiginde, IR
grubunda SDB degerlerinde anlamli bir artis, SVBD ve max dp/dt degerlerinde ise 6nemli bir
azalma gbzlenmistir. PLC blokeri olarak U-73122 uygulanan tiim gruplarda SDB degerlerinde
az da olsa bir diisiis belirtilmistir. SVBD ve max dp/dt degerlerinde ise U-73122 uygulamasinin
ardindan o6zellikle reperflizyonun 30. dakikasinda 6nemli miktarda artis oldugu gosterilmistir.
IR hasarma karst PLC inhibisyonunun 6nemi kardiyodinamik verilerdeki degisikliklerden

anlasilmaktadir ve miyorkardiyal geri doniisii gelistirdigi belirtilmektedir.

Yapmis oldugumuz calisgmada, TRPC kanallarinin segici olmayan blokeri SKF-96365
uygulamasinin kalpteki etkileri incelenmistir. Kontrol grubunda perflizyon basincinin deney
boyunca diizenli bir artis gosterdigi belirlenmistir. Sistolik basing ve SDB degerlerinde deney
siiresince Onemli bir degisiklik gozlenmezken, SVBD, max dP/dt ve kasilma indeksi
degerlerinde deney sonuna kadar belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu grupta
gbzlenen en Onemli degisiklilerden biri de, miyokardiyal oksijen tiiketiminin dolayli bir
gostergesi olan RPP degerlerinde deney boyunca anlamli bir diisiis izlenmesidir. Bu durum,
izole kalplerde kardiyak fonksiyonlarin zamanla zayiflamasina bagli olarak oksijen tiiketiminin

de giderek azalmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
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IR, SKF-96365 ve IR+SKF-96365 gruplarinda, iskemiden hemen sonraki reperflizyonun ilk
15-20 dakikasinda perfiizyon basinci, ilk 30 dakikasinda ise SVBD, kalp vurumu, max dP/dt,
kasilma indeksi ve RPP degerlerinin diisiik oldugu, SDB degerlerinin ise yiikseldigi
belirlenmistir. Bu durumun, hipoksinin neden oldugu kasilma ve gevseme mekanizmasindaki
bozulmaya bagli olarak gelisen ventrikiiler dilatasyonun baskilanmasi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, kasilma indeksinin diismesi ATP tiiketimi ile de yakindan iliskilidir.
Ozellikle kas kasilmasinda miyokardiyal yiiksek enerjili fosfatlarm %60-70’inden
yararlanilmaktadir (Takeo ve Nasa, 1999).

Kontrol grubuna gore IR grubunun SDB degerlerinde anlamli derecede bir artis gozlenirken,
iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde SKF-96365 kullanilan grubun SDB degerlerinin azalarak
kontrol grubuna yaklastig1 goriilmektedir. Ancak, IR grubuna uygulanan SKF-96365, IR
uygulamasi sonucunda azalan SVBD degerleri lizerinde anlamli bir degisiklige yol agmamustir.
RPP, max dP/dt ve kasilma indeksi degerlerini inceledigimizde, IR uygulanan tim gruplarda
bu degerlerde anlamli bir azalma go6zlenirken, IR+SKF-96365 gruplarinda reperfiizyon
stiresince bu degerlerde anlamli bir degisiklige rastlanmamistir. SKF-96365’in tek basina
uygulandigr kontrol gruplarinin kardiyak degerlerine bakildiginda, TRPC kanallarinin
inhibisyonu sonucu hiicre igine Ca*? girisinin azaldigi ve buna baglh olarak kardiyak
parametrelerin uygun bi¢imde degisime ugradigi goriilmektedir. SKF-96365’in, kontrol
gruplarinda kalp vurumunu, SVBD, max dp/dt, kasilma indeksi ve RPP degerlerini azaltirken,
IR uygulanan gruplarda anlamh bir degisiklige yol agmadigi belirlenmistir. Bu durum, SKF-
96365’in TRPC Ca*? kanallarm inhibe ettigini ve kalbin normal kasiima fonksiyonlarini
azalttigini, ancak IR hasarindan sonra kalp kasilmasini 6nemli derecede etkilemedigini
gostermektedir. Sadece SKF-96365 uygulanan kontrol grubunun SDB degerleri tiim deney
stiresince artisg gosterirken, IR+SKF-96365 grubunun SDB degerleri azalarak, kontrol grubuna
yaklasmustir. Son diyastolik basing degerleri kontrol grubunda deney siiresince sabit kalirken,
bu degerlerin IR gruplarinda iskemi ile birlikte hizla yiikselmesi, reperfiizyon ile birlikte
diismeye baslamasi, bu diisiisiin ventrikiil gevsemesiyle ve sonunda ventrikiil hacmindeki
artigla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Reperfiizyon periyodunun sonunda 6zellikle
SKF-96365’in tek basina uygulandigi IR grubu degerlerinin, kontrol grubuna ¢ok yakin oldugu
belirlendi. Bu sonuglar, SKF-96365 uygulamasinin, kalpte kismen de olsa, iyilestirici bir etkisi

olabilecegine isaret etmektedir.
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Iskemi/reperfiizyon hasarindan sonra miyokardiyal hiicrelerin zarar gdrmesi sonucunda
hiicrelerden CK (Kreatin Kinaz) ve LDH (Laktat Dehidrogenaz) gibi enzimler salgilanir. Kalp
kasi hiicrelerinde CK enziminin, 6zellikle CK-MB formu iiretilmektedir ve miyokard hasarinda
enzimin miktarinda artis goriilmektedir. Bu nedenle miyokard hasarinin belirleyicisi olarak CK-
MB izoformu degerlendirilmektedir (Kemp ve dig., 2004). Randhawa ve Jaggi (2016), bir TRP
blokeri olan Gadolinyum (7,5 ve 15 mg/kg) maddesini kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda, 30
dakika iskemi ve 120 dakika reperfiizyon uygulamasi sonrasinda CK-MB diizeylerine bakarak
sican kalbinde miyokardiyal hasar1 gostermislerdir. Iskemi/eperfiizyonun uygulandig siire
boyunca 5 dakikalik zaman araliklarinda alinan perfiizatta CK-MB diizeylerinde 6nemli
derecede artis oldugu gosterilmistir. Bununla beraber, Gadolinyum kullanilan gruplarda CK-
MB seviyelerinde bir azalma oldugu belirlenmistir. Calismada, Gadolinyum’un kalbi koruyucu

etkisinin, TRP kanallar1 ile baglantili oldugu ileri siiriilmiistiir.

Li ve digerlerinin (2012), VPO (vaskular peroksidaz, MPO izoformu)’nun IR hasarina karsi
etkilerini inceledikleri bir baska ¢alismada, 60 dakika iskemi ve 30 dakika reperfiizyonun
ardindan kardiyak fonksiyonlarda (LVP, max dp/dt, kalp vurumu) belirgin 6l¢iide degisiklikler
ve CK-MB saliniminda da anlamli bir artis oldugu belirtilmistir. IR hasari, CK-MB saliniminda
artigsa ve kardiyak fonksiyonlarda gerilemeye neden olurken, Floroglusinol (VPO inhibitorii)
uygulamasinin, doza bagli olarak CK-MB saliniminda azalmaya ve kardiyak fonksiyonlarda

lyilesmeye neden oldugu gosterilmistir.

Bizim calismamizda da, sican kalbinde CK-MB diizeylerinin, IR uygulamasi sonucunda
anlamli olarak artt1g1 ve SKF-96365 inhibitoriiniin uygulanmas: ile azaldigi belirlenmistir. Bu
azalmanin, SKF-96365 uygulanan kontrol grubunda, IR+SKF-96365 grubuna gore daha
belirgin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgulara dayanarak, SKF-96365 uygulamasinin kalpte

miyokard hasarini azaltic1 yonde etkilerinin olabilecegi diisiiniilmistiir.

Oksidatif strese bagli degisiklikler, miyokard enfarktiisii sonrast gelisen miyokardiyal
inflamasyona, IR hasarina ve sol ventrikiil yeniden yapilanmasma yanit olarak, hasarli
kardiyomiyosit kasilmasinda anahtar rol oynamaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel
bilesenleri oksitlemektedir, bu da kardiyomiyosit kasilmalarinda islev bozukluguna, miyosit
apoptozuna veya kardiyak hipertrofiye yol agmaktadir (Heymes ve dig., 2003). Oksidatif stres,
hipertansiyon, ateroskleroz ve inme gibi yaygin kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskilendirilir.
Kalpte miyokard enfarktiisi takiben meydana gelen oksidatif strese, dokularda

iskemi/reperflizyon hasarinin neden oldugu bilinmektedir. Cesitli organ sistemlerinde ROS ve
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oksidatif strese verilen yanitlarda pek ¢ok TRP kanali rol oynamaktadir (Earley ve Brayden,
2015).

Miyokardiyal inflamasyon ve iskemi/reperfiizyon hasari, artmis oksidatif stres ve kontraktil
islev bozuklugu ile karakterizedir. Pek ¢ok dokuda oldugu gibi, kalp dokusunda da
miyokardiyal inflamasyon belirteci olan miyeloperoksidaz (MPO); nétrofiller, monositler ve
makrofajlar tarafindan sentezlenen ve I0kosit aktivasyonu sonrasinda onemli miktarlarda
salinan peroksidaz siiper ailesinin bir liyesidir. MPO, dogustan gelen bagisiklik mekanizmalari
tizerinde olumlu etkilere sahiptir. Dolasimdaki MPO’nun artisi, mortalite gelisiminin bir
belirtecidir ve. MPO, miyokard enfarktiisii sonrasi sol ventrikiillerde olumsuz yeniden
yapilanmaya katkida bulunur. MPO’nun serum seviyesi sol ventrikiillerdeki islev
bozuklugunun siddeti ile pozitif korelasyon gosterir ve kalp yetmezliginin gelisiminde ve

ilerlemesinde 6nemli bir faktor gibi goriinmektedir (Kalasz ve dig., 2015).

Li ve digerleri (2012), Langendorff sistemini kullanarak bir MPO izoformu olan VPO’nun IR
hasarina karsi etkilerini inceledikleri bir ¢calismada, reperfiizyon sonrasinda iskemik miyokard
alaninda MPO miktarinin arttigin1 ve MPO’nun iirettigi oksidanlarda (HOCI gibi) anlamli bir
artis oldugunu gostermislerdir. Iskemi/reperfiizyon hasarinin, nekroz veya apoptoz gibi
miyokardiyal oksidatif hasara neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Floroglusinol (VPO inhibitdrii)
uygulanan hayvan gruplarinda, IR hasarma bagli gelisen apoptozun azaldigi ve MPO

aktivitesinin durdurulmasinin kalpte koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir.

Asaga ve digerleri (2008) Langendorff perfiizyon modelinde, JTE-607nin (bir inflamatuvar
sitokin sentez inhibitorii) bobrekte iskemi/reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada, reperfiizyondan sonra MPO miktarinda anlamli bir artis oldugunu
belirtmislerdir. JTE-607’nin uygulandig1 gruplarda IR grubuna gére MPO seviyesinin diistik
oldugunu gostermislerdir. Bu durumun, nétrofillerin salgiladigit MPO’nun ve reaktif oksijen
tiirlerinin, hiicresel hasar1 azaltarak IR’ye bagli gelisen bobrek hasarinin azalmasina neden
olabilecegini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak, JTE-607’nin notrofilleri baskilayarak, sigan

bobreginde IR hasarini azalttig1 ve renal fonksiyonlart gelistirdigi ifade edilmistir.

Iskemi/reperfiizyonun neden oldugu miyokardiyal hiicre hasari, hiicreden miyokardiyal
enzimlerin salinmasina neden olur. LDH, piriivatin laktata doniisiimiinii katalize eden bir
enzimdir. Iskemi/reperfiizyon sonrasi kalp hiicrelerinde meydana gelen hasarin bir belirteci

olarak kullanilir (Rossello ve dig., 2016). Randhawa ve Jaggi (2016), iskemik sigan kalbinde
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TRP blokeri olan Gadolinyum maddesinin TRP kanallar1 itizerine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, miyokardiyal hasarli alanlarin Ol¢iimiinde, nekroz belirteci olan LDH
diizeylerini incelemislerdir. 30 dakikalik iskemi ve 120 dakikalik reperfiizyon periyodu, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, LDH diizeylerinde belirgin bir artis meydana geldigi tespit
edilmistir. Gadolinyum uygulanan gruplarda ise LDH diizeylerinin 6nemli dlglide azaldigi ve

bu maddenin miyokardiyal hasar1 onleyerek, kardiyak fonksiyonlar1 gelistirdigi gosterilmistir.

Tian ve digerleri (2016), sigcan kalbinde iskemi/reperflizyon hasarina karsi Echinatin’in
iyilestici etkilerini arastirdiklart ¢alismada, IR grubu kalplere Langendorff modelinde, 20
dakika iskemi ardindan 45 dakika reperflizyon uygulamislardir. Tedavi grubunda kalpler,
iskeminin ardindan reperfiizyon siiresince perfiizata Echinatin eklenerek perfiize edilmistir. IR
hasarina bagli gelisen nekrotik hiicre 6liimiiniin hesaplanmasinda LDH diizeyleri 6l¢tilmiistir.
Iskemiden sonra reperfiizyonun 30. dakikasinda LDH ve CK-MB miktarlarinin, kontrol
grubuna gore oldukca yiiksek seviyelere ulastigi belirtilmistir. IR grubuna tedavi amach
uygulanan Echinatin maddesinin, artan dozuna bagli olarak LDH ve CK-MB diizeylerindeki
artig1 onleyebildigi ve kontrol grubunun referans degerlerine yaklastigini gostermislerdir. Ayni
zamanda calismalarinda, ROS olusumunun IR hasarinda 6nemli bir faktér oldugunu belirterek,
kalpte koruyucu mekanizmalari saptamak amactyla, lipit peroksidasyonunun gosterilmesi igin
malondialdehit (MDA) ve hiicresel endojen antioksidan diizeylerinin tespit edilmesi igin
stiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerini belirlemislerdir. Farkli dozlarda Echinatin uygulanan
tim gruplarda, MDA diizeyininin belirgin sekilde diistiigiinii, SOD aktivitesinin anlamli
derecede yiikseldigini tespit etmislerdir. Bunlara ek olarak Echinatin’in, IR sonucunda degisen
hemodinamik parametreleri (SVBD, max+dp/dt) iyilestirdigini, IR ile uyarilan CK-MB ve
LDH diizeylerini ve enfarktiis alanini azalttigin1 da gostermislerdir. Calismanin sonuglarini goz
oniinde bulundurarak, Echinatin’in miyokardiyal IR hasarina kars1 kalbi koruyucu etkisinin,
antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik etkinlikleri degistirmesinden kaynaklaniyor

olabilecegini ifade etmisledir.

Ozeren ve digerlerinin (2005), izole sican kalbinde Langendorff modelini kullanarak IR
hasarina kars1 miyokard antioksidan savunma sistemi {lizerinde kafeik asit fenetil ester (CAPE)
takviyeli kardiyoplejik soliisyonun avantajlarin1  arastirdiklart  ¢alismada, CAPE’nin
iskemi/reperflizyon hasariyla uyarilan lipit peroksidasyonunu oOnledigini ve giigli bir
antioksidan 6zellige sahip oldugunu gostermislerdir. CAPE uygulanan grupta MDA ve MPO

diizeylerinin anlamli bir sekilde azaldigim1 belirtmislerdir. Calismada, kardiyoplejik
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soliisyonlarla CAPE uygulamasinin, IR hasar1 sirasinda sigan kalbinde antioksidan savunma
sistemini gelistirdigini ileri stirmislerdir.

Dong ve digerleri (2016) yaptiklar1 ¢alismada, geleneksel Cin ilaglar1 olarak kullanilan pek ¢ok
bitkisel polisakkaridin, kalpte IR hasarma kars1 koruyucu etkilerini incelemislerdir. Iskemik
organlarin tedavisinde 6neme sahip olan 24 ¢esit polisakkaritten bahsedilmektedir. Sonuglar,
bitkisel polisakkaritlerin IR hasariin 6nlenmesi ve tedavisinde yarar saglayabilecegini ve bu
tiir polisakkaritlerin, sinir sisteminin fonksiyonunu degistirerek, enfarktiis alanini, MDA, SOD
ve MPO aktivitelerini azaltarak ve anti-inflamatuvar sitokin diizeylerini artirarak IR hasarina
kars1 umut vadeden bir ¢6ziim olabilecegini belirtmislerdir. Bu polisakkaritlerin, miyokardiyal
IR hasari lizerindeki biyoaktiviteleri incelendiginde, CK-MB, MDA, LDH diizeylerinde azalma
oldugu ve antioksidan diizeylerini gosteren SOD ve GPx diizeylerinde anlamli bir artis
oldugunu gostermislerdir. Bitkisel Cin ilaglarinin, oksidatif stresi iyilestirdigi ve miyokardiyal
apoptozu engelledigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda beyin, karaciger, bobrek ve bagirsak
dokularinda meydana gelen IR hasarinda da bu ilaglarin, MPO, MDA, LDH diizeylerini azaltip,
SOD ve GPx diizeylerini artirdigi ve bu dokularda oksidatif stresi diizenleyerek apoptozu

engelledigini bildirmisledir.

Radmanesh ve digerlerinin (2017), Langendorff modeli kullanarak, izole sican kalbinde
iskemi/reperfiizyon hasarina karsi vanilik asidin, hemodinamik parametreler, MDA ve
enfarktlis alani iizerindeki koruyucu etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, 30 dakika iskemi
ardindan 60 dakika boyunca reperfiizyon yapilmistir. IR’ye maruz kalan si¢an kalplerinde dogal
bir antioksidan olan vanilik asidin, MDA azalmas ile gosterilen lipit peroksidasyonu ile SOD,
GPx ve total antioksidan kapasite (TAS) miktarlarinin artis1 ile gosterilen endojen antioksidan
enzimlerin gelisimi {izerindeki etkileri belirlenmistir. Calismanin biyokimyasal sonuglarina
bakildiginda, IR’ye maruz kalan gruplarda vanilik asidin, oksidatif strese karsi hiicresel
savunmada onemli etkilere sahip olan endojen antioksidan (SOD, GPx ve TAS) seviyelerini
diizenledigi, MDA diizeylerinde ve enfarktiis alaninda anlamli derecede azalmaya neden
oldugu belirlenmistir. Hemodinamik parametleri incelendiginde, vanilik asidin IR grubuna
kiyasla SVBD’de, kalbin kasilabilme yeteneginde (dp/dt) ve RPP degerlerinde anlamli
derecede artisa neden oldugu tespit edilmistir. Bu verilerin 1s18inda, vanilik asidin sigan
kalbinde IR hasari 6nleyici etkilerinin oldugu ve kardiyak fonksiyonlar1 diizenleyerek kalbin

kasilabilirliligini gli¢lendirdigi bildirilmistir.
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Badalzadeh ve digerleri (2017), iskemik 6n kosullama ve Siklosporin-A (CsA)’nin diyabetik
sican kalbinde iskemi/reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkilerini arastirdiklar1 bir
calismada, reperflizyon sirasinda meydana gelen oksidatif stres ve patolojik degisikleri
incelemislerdir. Kontrol ve diyabet grubuna ait kalplerde TAS seviyelerinin olduk¢a diisiik
oldugunu ve CsA uygulamasinin, her iki grupta da TAS diizeyinde artisa neden oldugunu
gostermislerdir. Sonug olarak, iskemik 6n kosullama ile beraber CsA uygulamasinin, diyabetik
sican kalplerinde IR hasarimi azalttig1 ve kalbin korunma mekanizmalari ile yakindan iligkili

olan oksidatif stres seviyelerinde 6nemli derecede azalmaya neden oldugu belirtilmistir.

Aydin ve digerleri (2015), akciger, karaciger, kalp gibi organlarda IR hasarina kars1 Timokinon
(TQ)’un etkisini arastirdiklar1 ¢calismada, 45 dakika iskeminin ardindan 120 dakika boyunca
reperfiizyon uygulamislardir. Calismanin sonuglarina gore, kontrol grubu TAS diizeylerinin, IR
ve IR+TQ gruplarina gore oldukg¢a yiliksek oldugu belirtilmistir. Ancak, IR ve IR+TQ
gruplarinin TAS aktiviteleri arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Ayn1 zamanda kontrol
ve IR+TQ gruplarinda diisiik olan TOS ve OSI degerlerinin, IR grubunda olduk¢a ytiksek
oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak, Timokinon’un iskemi/reperfiizyon uygulanan sican

modelinde, histopatolojik hasar1 ve oksidatif stresi azaltici etkilerinin bulundugu bildirilmistir.

Luan ve digerleri (2012), diyabetik si¢gan bobreginde Tempol’iin koruyucu etkisini inceledikleri
bir ¢alismada, kontrol ve diyabet gruplari olusturmuslardir. Kontrol grubna gére MDA
seviyesinin diyabet grubunda anlamli derecede artarken, Tempol tedavisinin MDA diizeyini
diyabet grubuna kiyasla azalttigin1 gostermislerdir. Kontrol grubundaki SOD ve GPx
aktiviteleri diger iki gruba goére anlamli derecede yiiksekken, diyabet grubunda bu degerler
belirgin sekilde diismiistiir. Tempol uygulanan diyabetik sicanlarda ise bu degisikliklerin
hafifledigi ve kontrol grubuna yaklastig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada ayni zamanda, bobrek
hiicrelerinde TRPC6 kanallarinin anlatiminin yapildigi ve bu kanallarin bobrek mezensiyal
hiicrelerinde Ang II ile uyarilarak kasilmada rol oynayabildigi belirtilmistir. Kontrol grubuna
gore, diyabetik sicanlarda TRPC6 anlatiminin oldukca diisiik oldugu ve yiiksek glikoz
seviyesinin TRPC6 mRNA miktarlarin1 azaltti§1 ifade edilmistir. TRPC6 anlatimindaki bu
azalmanin, diyabetik mezensiyal hiicrelerde Ca* sinyal mekanizmasini bozarak, hiicrelerde
kasilma yeteneginin azalmasina neden oldugu belirtilmistir. Tempol ile muamele edilen
bobreklerde ise TRPC6 anlatiminin 6nemli derecede arttigi goriilmiistiir. Calismanin
sonuclarina gore, antioksidan tedavinin, diyabetin TRPC6 iizerindeki etkisini etkili bir sekilde

bastirdig1 diisliniilmektedir. Diyabetin, TRPC6 geninin ROS tarafindan baskilanmasiyla
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TRPC6 kanal anlattmini azalttigi ve bu nedenle TRPC6’nin tedavi siirecinde potansiyel

etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Calismamizin biyokimyasal analizleri goz oniine alindiginda, iskemi/reperfiizyona bagli olarak
MPO, LDH ve MDA diizeylerinde kontrol gruplarina gore anlamli derecede artis
goriilmektedir. Iskeminin ardindan reperfiizyon boyunca SKF-96365’in uygulandig: grupta ise
MPO, LDH ve MDA seviyelerinde olduk¢a anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir. Daha
once yapilan ¢aligmalar ve bizim ¢alismamizin sonuglar karsilastirildiginda, iskemik kalpte
MPO, LDH ve MDA diizeylerindeki artisin kardiyomiyositlere zarar verdigi ve bu maddelerin
inhibisyonunun kalpte iyilestirici belirtiler gosterdigi anlasilmaktadir. Ayni1 zamanda kalp
dokularinda, hiicresel endojen antioksidan diizeylerini inceledigimizde, kontrol grubunda bu
parametrelerin en yliksek diizeylerde oldugu, IR grubunda SOD ve GPx diizeylerindeki
azalmanin kontrol grubuna gore olduk¢a anlamli oldugu tespit edilmistir. IR hasarina karsi
tedavi amagh SKF-96365 uyguladigimiz tiim gruplarda ise SOD ve GPx diizeylerinin IR
grubuna gore anlamli derecede artmis oldugu belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarin
biyokimyasal sonuglarina bakildiginda, bizim sonuclarimizla benzerlik gostermektedir. Bu
durum SKF-96365’in, sigan kalbinde iskemi/reperfiizyon hasarini azaltict ve iskemik kalbi
oksidatif strese karsi koruyucu etkilerinin olabilecegini diisiindiirmektedir. SKF-96365’in
TRPC kanal inhibitorii olarak kullanildig1 ¢alismamizda, bu antagonistin, IR hasarina karsi
gosterdigi iyilestirici etkilerinin, TRPC kanallarinin biyolojik aktivitelerinin baskilanmasi ile
iligkili oldugu ve bu nedenle TRPC kanallarinin kalpte IR hasarinin tedavisinde kritik bir 6neme

sahip oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda ayrica, kontrol grubu sicanlarda TAS diizeylerinin yiiksek, TOS ve OSI
degerlerinin ise diisiik oldugu goriilmektedir. Benzer big¢imde IR hasarmin ardindan TAS
seviyesinin anlamli bir sekilde azaldigi ve TOS seviyesi ile OSI degerlerinin arttig
belirlenmistir. SKF-96365 blokerinin uygulanmasinin ardindan, TAS degerlerinde IR’ye gore
bir artis oldugu ve TOS seviyesi ile OSI degerlerinde kontrol grubuna benzer sekilde bir azalma
oldugu goriilmektedir. Sonuglarimiz, SKF-96365 uygulamasinin oksidatif  stresin

azaltilmasinda etkili olduguna isaret etmektedir.

Kalpte IR, proteaz enzimlerinin aktivasyonundan ve hiicre 6liimiinden sorumlu Na*, Ca*?
iyonlar1 ve oksijen salinimindaki artistan dolayi, kalp kasi hiicrelerinde hasara yol acar
(Agrawal ve dig., 2016). Angiotensin II, kan hacmini ve vaskiiler direnci diizenlemedeki 6nemli

roliinden dolay1, kardiyovaskiiler homeostazin saglanmasinda anahtar rol oynar. Angiotensin
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I, 6zgiil reseptorlerinin aktivasyonuyla kardiyak kasilma, hiicre iletisimi ve impuls yayilmasini
diizenler (De Mello ve Danser, 2000). Angiotensin |1, kalpte 6zellikle damar daralmasina yol
acarak hipertansiyona neden olur. Angiotensin II’nin asir1 diretimi kan basincini arttirarak,
beyin, bobrek ve kan damarlar gibi ¢esitli organlarin hasar gérmesine neden olur. Miyokardiyal
Ang II reseptorleri (AT1R, AT2R) kardiyak korumada ¢ok 6nemli bir rol oynar. Angiotensin
II reseptor antagonistleri, kan basincini ve enfarktiis boyutunu azaltarak kalpte koruyucu etki
gosterir. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan angiotensin doniistiiriicii enzim (ACE)
inhibitorleri, angiotensin doniistiiriici enzimlerin aktivasyonunu durdurarak, miyokard
enfarktiisii azaltir. Boylece, Ang Il miktarinin azaltilmasi kalpte IR hasarini1 zayiflatmaktadir.
Ayni zamanda, Angiotensin II’nin Valsartan gibi antagonistleri, Ang II’yi inhibe ederek

enfarktiis alaninin boyutunu azaltir (Agrawal ve dig., 2016).

Deneysel calismalar Ang II'nin, IR hasarinin patolojisine neden olan oksidatif strese yol
actigin1 gostermektedir (Dianat ve dig., 2014). Angiotensin Il, énemli miktarda siiperoksit
tiretimine neden olur ve boylece iskemik kalp rahatsizliklarinin tedavisinde, Ang II miktarinin
azaltilmast ya da Ang II reseptorlerinin bloke edilmesi 6nemli bir stratejik yaklasim olarak
degerlendirilir. Dianat ve digerleri (2014) yaptiklar1 ¢alismada, Ang II tip 1 reseptdr blokeri
(ATIR) olan Losartan’in izole sigan kalbinde oksidatif strese neden olan IR iizerindeki
tyilestirici etkilerini aragtirmislardir. Langendorff modelinin kullanildig1 ve sigan kalplerine 30
dakika iskeminin ardindan 60 dakika boyunca reperfiizyon uygulamasi yapilan bu c¢aligmada,
Ang IT miktarinin iskemi uygulanan gruplarda arttig1 gosterilmistir. Caligmanin biyokimyasal
verileri incelendiginde, Losartan inhibitérii uygulanan gruplarda LDH, MDA, CK-MB
diizeylerinde anlaml1 azalmalar oldugu ve bu nedenle Ang II reseptorlerinin inhibisyonunun IR
hasarina karsi olumlu yonde etkilerinin bulundugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda Losartan
uygulamasmin SOD, GPx ve TAS diizeylerinde IR’ye gore bir artisa neden oldugu
gosterilmistir. Bu verilerin 151nda, Ang II’nin kalpte IR hasarinda olduk¢a 6nemli fonksiyonlara
sahip oldugu ve Ang II'nin artan diizeylerinin kalp fizyolojisinde olumsuz etkilerinin

olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Daha 6nce yaptigimiz ¢alismamizda, angiotensin tip I reseptor blokeri Losartan ile angiotensin
tip II reseptdr blokeri PD123319’un, langendorff izole kalp sistemi ile si¢an kalbine ayr1 ayri
ve beraber uygulanmasi ile iskemik kalp lizerindeki etkileri arastirilmistir. Calismadaki Ang |1
ve renin diizeyleri incelendiginde, her ikisinin de sadece IR hasar1 olusturulan grupta anlaml

olarak arttigi, AT I antagonisti Losartan ve AT2 antagonisti PD123319’un tek baslarina ve
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birlikte uygulandigi gruplarda anlamli olarak azaldigi ve PD122319’un Losartan’a gére daha
etkili bir cevap olusturdugu belirlenmistir (Kili¢ ve dig., 2016). Simdiki ¢alismamizda, kalp
dokusundan elde edilen siipernatantlarda Ang II diizeyleri 6l¢tildiigiinde, kontrol grubunda en
diisiik diizeylerde gozlenen degerlerin, IR grubunda anlamli olarak arttig1 belirlenmistir. IR
grubuyla karsilastirildiginda, kontrol grubu ve IR grubu kalplere SKF-96365 blokerinin
uygulamasinin, Ang II seviyelerini anlamli derecede diisiirerek, kontrol grubu degerlerine
yaklagtirdigi tespit edilmistir. Her iki calismamizin sonuglari, IR’nin kardiyak renin-
angiotensin sistem bilesenlerini anlamli olarak arttirdigini ortaya koymustur. Bu durumun,

TRPC kanal blokeri ile 6nlenebilecegi diistiniilmektedir.

Angiotensin II, kardiyovaskiiler sistemde Ca*? konsantrasyonunun artisina bagli olarak
diizensiz kasilmalara neden olur. Angiotensin II’nin kardiyak fonksiyonlar tizerindeki etkisinin
TRPC kanallarinin anlatimina bagli oldugu ve bu kanallarin Ang II aracili aritmilerde anahtar
rol oynadig: ileri siiriilmektedir (Doleschal ve dig., 2012). Ang II, kalpte dogrudan TRPC3 ve
TRPC6 kanallarini aktive ederek, hiicre igine katyonlarin gegisine izin verir ve devaminda
aksiyon potansiyeli olusumuna neden olur. Kalpte Ang II aracili hipertrofik yanitlarin
olugmasinda, TRPC3 ve TRPC6 kanallarinin patofizyolojik 6neme sahip oldugu bildirilmistir
(Onohara ve dig., 2006).

Angiotensin II'nin reseptorlerine baglanmasi ile uyarilan PLC-IP3-DAG sinyal yolagi, TRPC3
ve TRPC6 kanallarin1 aktive ederek, hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunu artirir. Kalsiyum sinyal
yolaginin uyarilmasi, kalp hastaliklarinda onem tasiyan sistolik/diyastolik fonksiyon
bozukluklarina ve miyokardiyal apoptoz gelisimine neden olur (Kang ve Izumo, 2003). TRPC
kanallarinin aktivasyonu, Ca*? bagimli sinyal yolagmi uyararak, patolojik kardiyak yeniden
yapilanmaya, hipertrofiye ve proapoptotik etkilere neden olur (Eder ve Molkentin, 2011). Ayni
zamanda Ang II aracihgiyla sitosolik Ca*? seviyesinin artirilmasinda TRPC’lerin hiicre
Olimiine katkida bulundugu da gosterilmistir (Shan ve dig., 2008). TRPC3 ve TRPC6 benzer
ozelliklere sahip oldugundan, ventrikiiler miyositlerde TRPC6 anlatiminin, olas1 kardiyak

hipertrofiyi ve kalp hastaliklarini artirdigi da bilinmektedir (Feng ve dig., 2011).

Doleschal ve digerleri (2012), Langendorff perfiizyon modeli kullanarak kalpte Ang II’nin
kardiyak fonksiyonlar iizerindeki etkilerini ve TRPC3 kanali ile iliskilerini aragtirmiglardir. 100
nM Ang II uygulamasi kontrol grubu kalplerde pozitif inotropik etkiler gosterirken, TRPC3

kanallarinin asirt anlatiminin yapildigi transgenik fare kalplerinde sol ventrikiiler basinci
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azalttigr belirtilmistir. TRPC3 transgenik modellerdeki Ang II’'nin neden oldugu kalp
fonksiyonlarinin bozulmasi, 30 uM Pyr-3 blokeri tarafindan kismen tersine ¢evrilmistir. Ang
I, diyastolik Ca*? diizeylerinde bir artisa neden olarak, TRPC3 anlatimmnin fazla oldugu
kalplerde diizensiz kasilmalara yol agmistir, ancak kontrol grubunda bir degisiklik
gorilmemistir. Calismada, kardiyak fonksiyonlarin Ang II araciligi ile diizenlenmesinin,
TRPC3 kanallarinin anlatimina bagli oldugu ve TRPC3’{in asir1 anlattiminin Ang II aracili
kardiyak bozukluklart arttirdig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda, Ohba ve digerleri (2007), kalpte
Ang II araciligi ile olusan hipertrofik yanitlarda TRPC1 kanallarimin da 6nemli oldugunu
belirtmislerdir. TRPC1 kanal anlatiminin engellenmesinin, kalpte Ang II aracili hipertrofi

gelisimini baskiladigin1 gostermislerdir.

Yapilan ¢alismalar ve bizim g¢alismamizin sonuglari goéz Oniine alindiginda, SKF-96365
uygulanan gruplarimizdaki Ang 1II diizeylerindeki azalmanin, TRPC kanallarinin
inhibisyonunun bir sonucu olarak hiicre icine Ca*? girisinin baskilanmasiyla iliskili olabilecegi
goriilmektedir. Bu sonuglar, SKF-96365’in IR hasarinda artan Ang II diizeylerini azaltarak,
kalpte IR hasarina kars1 olumlu etkiler gosterdigi ve kalbin korunma mekanizmalar1 agisindan
TRPC kanallar1 ile Ang II’nin yakin iliski halinde oldugu ve IR hasarina kars1 Ang Il ve TRPC

diizeylerinin diizenlenmesinin olasi bir tedavi yontemi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Normal yetiskin kardiyak miyositlerinde TRPC kanallarmin ¢ok diisiik seviyelerde anlatimi
olur, ancak patolojik hipertrofide ve kalp yetmezliginde bu kanallarin anlatimlar1 artmaktadir
(Kiyonaka ve dig., 2009). TRPC kanallari, patolojik kardiyak yeniden yapilanmaya,
hipertrofiye ve kalp yetmezligine yol acan Ca*? bagimli sinyal yolaklarinin baslaticilar1 olarak
bilinirler. TRPC kanallarinin inhibisyonunun hipertrofi tedavisinde 6énemli bir rolii oldugu ileri
stiriilmektedir. Bu kanallarin inhibe edildigi veya kanallarin anlatimdan sorumlu genlerin
silindigi pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Makarewich ve digerleri (2014), fare kalbinde
miyokard enfarktiisii sonras1 yeniden yapilanmada ve kardiyak fonksiyonlarda TRPC aracili
Ca*? gegisinin 6nemini arastirdiklar1 bir calismada, miyokardiyal iskemiden sonra TRPCI,
TRPC3 ve TRPC6 mRNA anlatimlarinin arttigini géstermislerdir. Bu durumun TRPC aracili
Ca*? girisi ile iliskili oldugunu ve kalpte kasilabilirliligi azalttigim ifade etmislerdir.
Miyokardiyal iskemi sonrasinda, TRPC antagonisti SKF-96365 ve TRPC3/6 6zgiil inhibitorii
GSK503A kullanilan calismada, miyositlerdeki TRPC aracili Ca*? girisinin 6zgiilliigii
dogrulanmistir. Bu kanallarin inhibisyonunun ardindan, daha iyi bir kardiyak performans, kalp

yetmezligi olusumunda gecikmeler ve miyokardiyal iskemi sonrasi yapilanma silirecinde
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iyilestirici etkiler goriildiigii belirtilmistir (Makarewich ve dig., 2014). Kiyonaka ve digerlerinin
(2009) fare kalbindeki ventrikiiler miyositlerde bulunan TRPC kanallar1 {izerine yaptiklari
calismada da, SKF-96365’in kullamldig1 hiicre gruplarinda TRPC3/4/6 aracili Ca*? girisi
durdurulurken, daha secici bir inhibitér olan GSK503A’nin kullanildigi gruplarda, sadece
TRPC3/6’nin inhibe oldugu gosterilmistir. Benzer bigimde Pyr3’lin ise yalmizca TRPC3
kanallarim1 durdurdugu gosterilmistir. Sonuglar, miyokardiyal iskemi sonrasi kasilma
kabiliyetinin iyilestirilmesi amaciyla TRPC kanallarinin inhibe edilmesinin, kalp hastaliklar1

ile miicadelede etkili bir strateji olabilecegi yoniindedir

Feng ve digerleri (2011), Ca*®a duyarh reseptorlerin TRPC1 ve TRPC3 kanallar1 {izerinde
etkilerini inceledikleri bir calismada, 15 dakika perfiizyonun ardindan 1,5 saat boyunca
kalsiyuma duyarl reseptorleri aktive eden Gadolinyum (III) kloriir (GdCls) ile perflizyon
uygulamasi yapilmistir. TRPC1 ve TPRC3 protein anlatim diizeyleri incelendiginde, GdCls
grubunda kontrol grubuna goére bir artis oldugu goriilmiistiir. Bu artisin 6zellikle TRPC3
kanalinda daha anlamli oldugu belirtilmistir. TRPC kanallarinin anlatimindaki bu artigin hiicre
icinde uzun siiren yiiksek Ca*? derisimine neden oldugu gosterilmistir. TRPC kanal inhibitorii
olan SKF-96365 uygulandiginda, TRPC3 kanallarinin asir1 anlatimi1 azalirken, TRPC1
kanallarinda 6nemli bir degisiklik olmadig: ifade edilmistir. Bu kanallarin anlatimlarindaki
artigin, hiicre ici Ca*2 dengelerini degistirdigi bilindigi icin, 6zellikle hipertrofi veya apoptozdan

sorumlu genlerin sentezlenmesini uyarabilecegi bildirilmistir.

Kalpte normal kosullarda oldukea diisiik olan TRPC3 ve TRPC6 kanallarinin anlatimlari, kalp
hastaliklarinda belirgin bir artis gostermektedir (Eder ve Molkentin, 2011). Ayn1 zamanda bu
kanallarin birlikte delesyonlarinin, kardiyak bozukluklar {izerinde koruyucu etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (Wu ve dig., 2010). Shan ve digerleri (2008) yaptiklar1 calismada, yetiskin
fare kalbinde IR hasarindan sonra anlatimi artan TRPC3 kanallarinin apoptoz iizerine etkilerini
incelemislerdir. Iskemi/reperfiizyon hasarina bagl gelisen apoptoz artisina, TRPC3
kanallarinin asir1 anlatimlarinin neden oldugu belirtilmistir. 0,5 uM SKF-96365 inhibitori
uygulanan hiicrelerde, IR uygulanan kontrol grubuna gore IR’yi takiben hiicresel canlilik
oraninin Onemli derecede arttig1 gosterilmistir. SKF-96365 ayni zamanda apoptozu da 6nemli
dlciide azaltmustir. L-tipi Ca*™ kanal inhibitorii olan Verapamil ise apoptozda énemli bir
degisime yol agmamistir. TRPC3’iin asir1 anlatimi, hiicre 6liimiine de neden olan, hiicre dis1

alanda fazla miktarda bulunan Ca*?’a duyarlilig1 artirmstur.
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Sabourin ve digerlerinin (2011), TRPC kanallarinin normal ve dogal siirecteki fonksiyonlarini
belirlemek amaciyla, 4 giinlilk embriyonik tavuk kalbinde yaptiklar1 ¢alismalarinda, TRPC
kanallarinin  gelismekte olan kalbin pacemaker hiicrelerinin fonksiyonlarini yerine
getirmesinde, sinyal iletimi ve kasilma fonksiyonlarinda anahtar bir rol oynadigi tespit
edilmistir. TRPC kanallarinin anlatiminin atriyum ve ventrikiillerde esit miktarda oldugu
belirtilmistir. izole atriyum ve ventrikiillerin aktivitesi iizerinde SKF-96365’in kullanim
stiresine ve dozuna bagli olarak ortaya ¢ikan etkileri belirtilmistir. SKF-96365 uygulanan
gruplarda, 20-40 dakika sonra aritmiler ve kalp vurum sayisinin dl¢iimii yapilmistir. SKF-
96365’in SuM’dan fazla uygulanan konsantrasyonunda, kalbin tamaminda aritmiye sebep
oldugu gozlenmistir. 40 uM SKF-96365 kullanildiginda, atriyumun ve ventrikiiliin TRPC
inhibisyonuna olan duyarlilig1 farklilik gostermistir. 20 dakika siiren uygulamanin sonunda
ventrikiillerde %81 oraninda inhibisyon saglanirken, atriyumlarda sadece %36 oraninda
inhibisyon gergeklesmistir. Kontrol gruplarinin ne atriyumunda ne de ventrikiiliinde herhangi
bir degisiklik gézlenmezken, 40 uM SKF96365 uygulanan gruplarda ventrikiillerin blokajinin
atriyuma kiyasla ¢ok daha hizli oldugu gosterilmistir.

Calismamizda, kalp dokusundan elde edilen siipernatantlarda, TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve
TRPC kanallari ile etkilesime giren ve bir adaptor protein olarak islev gosteren Enkurin adaptor
protein (ENKUR) diizeyleri belirlenmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, sadece IR
grubunda TRPC1, TRPC3, TRPC6 ve ENKUR diizeylerinin arttig1 ve SKF-96365 uygulamasi
ile bu degerlerin tim gruplarda azaldigi belirlenmistir. Bu kanallardan, kalpte IR hasari
sonrasinda en fazla artis1 6zellikle TRPC3 gostermistir. IR grubunda belirlenen artisin,
IR+SKF-96365 grubunda azaldigi, ayn1 zamanda da bu azalmanin TRPC1, TRPC3 ve ENKUR
diizeyleri i¢in istatistiksel olarak anlamli iken, TRPC6 i¢in anlamli olmadig: tespit edilmistir.
Kontrol grubunda ve iskemi/reperfliizyon uygulamasi yapilmadan SKF-96365 blokeri
uygulanan gruplardaki TRPC1, TRPC3 ve TRPC6 kanallarinin protein anlatim diizeyleri
arasinda bir fark olmadig1 belirlenmistir. Sonug¢larimiz, IR hasarinin TRPC kanallarinda asir1
anlatima neden oldugunu gostermektedir. Bu durum, hiicre igine Ca*? akisim artirarak,
hiicrelerde kasilma fonksiyonlar1 basta olmak tizere pek ¢ok fizyolojik stireci etkileyerek, kalpte
olumsuzluklar yaratmaktadir. Izole kalpteki IR hasarinda TRPC kanallarina ydnelik ¢alismalar
siirli olmakla birlikte, kalpte meydana gelen IR hasarinda bu kanallarin inhibisyonunun olast
bir tedavi yontemi olabileceginden bahsedilmektedir (Kiyonaka ve dig. 2009; Makarewich ve
dig., 2014).



70

Son yillarda yapilan ¢alismalarda TRPC kanallar ailesinden 6zellikle TRPC1, TRPC3 ve
TRPC6 kanallarinin, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde ©Onemli olabilecegi ileri
stiriilmektedir. Rowell ve digerleri (2010) ¢alismalarinda, bu ti¢ TRPC kanalinin patofizyolojik
roliinii destekleyen yeni kanitlar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde inhibisyon
stratejilerinin potansiyel yararlarini tanimlamiglardir. Ne yazik ki bu kanallarin mevcut olan
tiim inhibitorleri herhangi bir kanala 6zgii degildir ve sik sik diger Ca*? akis mekanizmalarini
da etkileyebilmektedir. Ornegin SKF-96365, deneylerde siklikla TRPC kanallarini1 ve depo
kontrollii Ca*? kanallarini bloke etmek amaciyla kullanilmaktadir, ancak SKF-96365 TRPC

kanallar1 ailesinin herhangi bir {iyesini 6zgiil olarak inhibe etmemektedir.
Biitlin bu verilerin 15181nda, calismamizin sonuglari1 6zetlenecek olursa;

e Langendorff sistemi araciligi ile izole kalplerden elde edilen kardiyodinamik veriler
degerlendirildiginde, iskemi/reperfiizyon hasarinin miyokardiyal fonksiyon bozukluguna

neden oldugu,

e TRPC kanallarinin segici olmayan blokeri SKF-96365 uygulamasinin iskemi/reperfiizyon

hasarina karsi kalbi kismen koruyucu roliiniin oldugu,

e Biyokimyasal olarak hasar belirtegleri analiz edildiginde, IR’nin kalp dokusunda hiicresel
hasara yol agtigi, SKF-96365 uygulamasi ile bu hasarin azaldigi, antioksidan enzim

diizeylerinin artt1g1,

e SKF-96365’in, IR hasarinda artan Ang II diizeylerini azaltarak, kalpte IR hasarina karsi
olumlu etkiler gosterdigi ve kalbin korunma mekanizmalar1 agisindan TRPC kanallar ile

Ang II’nin yakin iligki halinde oldugu sonucuna varilmistir.

Calismamizda, izole sigan kalbinde IR hasarinda TRPC kanallarinin rollerinin belirlenmesi ve
bu kanallarin reperfiizyon siirecindeki inhibisyonlarinin iyilestirici etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmistt. Bundan sonra yapilacak calismalarda, farkli metotlarin uygulanmasi, 6zellikle
reperfiizyon siiresinin uzatilmasi ve SKF-96365’in kullanimina iligkin siire ve doz cevaplarinin
belirlenmesi ile bu antagonistin fizyolojik olarak daha yararli etkilerinin goriilebilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica, TRPC kanallar1 i¢cin daha 6zgiil ajanlarin bulunmas1 ve bu ajanlarin
farkli dozlar ile yapilacak caligmalardan elde edilecek sonuglarin, kardiyovaskiiler
hastaliklarin ve Ca*? kanallari ile iliskili diger patofizyolojik bozukluklarin énlenebilmesine

yonelik yeni ¢alismalara 1s1k tutabilecegi diistiniilmektedir.
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